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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposéb syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie peinego piSmiennictwa z Kkilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwdéch lat. Objetos¢
takich artykutdw nie powinna przekracza¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowah autora, opracowane na podstawie najnow-
szego pisSmiennictwa, wystarczajgcego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar-
talnik publikuje krotkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujace o nowych in-
teresujgcych osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajgce
historie badan w zakresie réznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do
Redakcji jest rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie
bedzie publikowana w innych czasopismach, jezeli zostanie ogotszona w ,Postepach
Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podanych in-
formacji. Autorow obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie
(poza poprawieniem biedow drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie
wedtug obowigzujgcych stawek. Autorzy otrzymujg 25 odbitek swego artykutu;
zamoéwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace
po korekcie autorskiej.

Redakcja prosi autor6w o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwéjng interlinig, z margine-
sem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw
w jednym wierszu nie wigcej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Normga Polska.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(éw), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktéry autorzy zycza sobie otrzymywaé korespondencje, adres prywatny, telefon
miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim) oraz — w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakow
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w petnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéow stosowanych w pracy.

Strona z i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa wtacznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koncowych.

Dla Przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowac¢ rzeczowo winny o przedstawionych tresciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezpos$rednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dzialy odpowiednig rzymska i arabskg (np. 1-1). Tytutéw podrozdziatdéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé¢. W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charaktru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otdwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teksécie nie nalezy umieszczacé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czyé: Tabela 1, Ryc. 1. Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawaé¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I.

Redakcja prosi autoréw o zwré6cenie szczegélnej uwagi na poprawno$é¢ jezykowg tekstu
a takze na $cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skréotéw, nawet jesli niektére z nich bywajag uzywane
w pracach obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wpty-
wajacych na tre$¢ pracy.
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W styczniu 1984 roku mineta setna rocznica urodzin

JAKUBA KAROLA PARNASA

uczonego Swiatowej stawy,

tworcy polskiej szkoty biochemii w latach miedzywojennych,

profesora Chemii lekarskiej Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie,
patrona dorocznej nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

za najlepsza prace doswiadczalng wykonang w kraju.

Rok 1938. Profesor Jakub Karol Parnas w Laboratorium Zaktadu Chemii Lekarskiej
przy ul. Piekarskiej 52.
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Towarzystwo Biochemiczne chcgc uczcié pamie¢ profesora PARNASA
zorganizowato dnia 25 wrzes$nia 1985 roku, otwierajgcg XXI Zjazd,
uroczystg sesje naukowg w teatrze im. Juliusza Stowackiego w Krakowie,
podczas ktdrej zycie i tworczo$¢ naukowa Profesora przedstawit
Wiodzimierz S. Ostrowski, a Marian Kochman wygtosit wykitad
pod tytutem: ,,Funkcjonalne zmiany konformacyjne biatek”.

Towarzystwo dedykuje profesorowi Parnasowi biezacy zeszyt
swego kwartalnika Postepy Biochemii.
Osobe i dzieta Profesora przywotujg pamieci Czytelnikdw:
tekst wyktadu Wiodzimierza S. Ostrowskiego,
wspomnienia Wandy Mejbaum,
wykaz Jego publikacji, a takze publikacji Jego uczniow.
Spojrzenie wspoétczesnej biochemi na wykryte przez Parnasa
i Jego wspotpracownikéw zjawiska fosforolizy oraz syntezy i odnowy ATP
prezentujg: artykut Jacka Kuznickiego i Konrada Famulskiego
oraz artykut Krystyny Boguckiej.
,,0 mechanizmach przemian tkankowych” — by przytoczy¢ tytut
wyktadu Profesora z przed blisko piecdziesieciu lat — mowi
w ujeciu dzisiejszej biologii komérki minireview Janiny Kwiatkowskigj.
Chemii zywnosci i zywienia, ktorej poswiecit On wiele publikaciji,
tyczy artykut Jerzego Dziuby. Z tematykg niektorych badan
Iwowskiej pracowni w zakresie chemii klinicznej graniczg takze artykuty
Wandy Dobryszyckiej i Haliny Szafran. Komunikat Komisji
Stownictwa Biochemicznego poprzedzajg fragmenty odczytu
profesora Parnasa ,,W sprawie polskiej terminologii
fizjologiczno-chemicznej”.






Post. Blochem., 32, 335—352, 1986

JAKUB KAROL PARNAS
Zycie i Tworczosé

Zycie i tworczo$¢ naukowa Jakuba Karola Parnasa, ktore przyniosty
Mu Swiatowg stawe, zbiegajg sie niemal doktadnie z narodzinami nowo-
czesnej biochemii. Datg przetlomowg w procesie wyodrebniania sie bio-
chemii jako niezaleznej dyscypliny naukowej — zajmujacej sie wyjasnia-

Profesor Jakub K. Parnas 1884—1949
Fotografia z 1938 roku.

niem proceséw biologicznych jezykiem chemii i fizyki — jest niewatpli-
wie rok 1897, kiedy to Edward Buchner wykazat, ze fermentacje cukru
mozna przeprowadzi¢ za pomocg bezkomérkowego piynu wycisnietego
z komorek drozdzy. Parnas byt wdwczas trzynastoletnim chiopcem i u-
czeszczat do gimnazjum we Lwowie. W ciggu nastepnych trzydziestu

*> Wyktad wygtoszony 25 wrzesnia 1985 roku w Teatrze im. Juliusza Sto-
wackiego w Krakowie podczas Sesji otwarcia XXIl-ego Zjazdu Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego.
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lat Parnas stat sie jednym z gtdwnych architektow wspotczesnej bio-
chemii, ktérzy przez swa prace, atakowanie podstawowych procesow
biologicznych metodami fizykalnymi, uksztattowali jej obecne oblicze
i nadali impet dalszym badaniom.

Podstawe strategii odkrycia naukowego stanowi niewatpliwie okresle-
nie problemu i kolejno$ci rozwigzywania poszczeg6lnych jego elementow.
Zdolnos¢ dostrzegania problemu jest o wiele trudniejsza niz umiejetnosc
znalezienia jego rozwigzania, cho¢ ostateczny efekt badania naukowego
zalezy od obu tych wilasciwosci badacza. Jak mozna sadzi¢ z rozwoju
mysli naukowej profesora Parnasa, a takze z wypowiedzi Jego najbliz-
szych wspotpracownikow, cechowaty Go obie te wiasciwosci.

Historia nauki nie tylko zapisuje odkrycia naukowe, ich chronologieg,
ale takze okresla logike ich powstawania® warto$¢ koncepcji danego
systemu, a wiec to, co nazywamy znaczeniem epistemologicznym nauki.
Nie bedac historykiem nie pretenduje do tak glebokiej i wszechstron-
nej analizy dorobku naukowego profesora Parnasa i Jego szkoty. Po-
staram sie natomiast przedstawié sylwetke naukowa Profesora i Jego
osiggniecia w dziedzinie biochemii opierajac sie przede wszystkim na
wiasnych Jego publikacjach i wypowiedziach oraz na wspomnieniach
licznych uczniéw i kolegéw. Za pomoc w uzyskaniu szczegdlnie cennych
materiatdw zwigzanych z tym opracowaniem jestem szczerze wdzieczny
profesorom: Tadeuszowi Baranowskiemu, Tadeuszowi Korzybskiemu,
Wandzie Mejbaum-Katzenellenbogen, Janinie Opienskiej-Blauth i Mariu-
szowi Zydowo. Nie bede sie zajmowat atmosferg panujacg w Zaktadzie
Parnasa, Jego stosunkiem do podwiadnych —te kwestie mogliby na-
Swietli¢ tylko ci, ktérzy tam pracowali. Zresztag na ten temat ukazaty sie
wspomnienia Jozefa Hellera i Wilodzimierza Mozotowskiego, Tadeusza
Korzybskiego, Ireny Mochnackiej, Janiny Opieniskiej-Blauth, Stanistawa
Hubla i innych.

Z poczatkiem naszego wieku biochemia, a wiasciwie chemia fizjolo-
giczna — jak woéwczas nazywano te gatgZz wiedzy — koncentrowata swa
uwage gtownie na zagadnieniach analizy sktadnikéw komorki, na gliko-
lizie i fermentacji alkoholowej oraz na mechanizmie pracy miesnia. Te
trzy dzialty biochemii rozwijaty sie szczegOlnie dynamicznie w pierw-
szych dekadach biezacego stulecia, dzieki uczonym tak wielkiej klasy
jakimi byli Emil Fischer, Franz Hofmeister, Archibald V. Hill, Otto
Meyerhof, Otto Wartburg i Hans von Euler. Wérdd tej plejady stawnych
badaczy, wymienianych przez wszystkie historyczne opracowania bio-
chemii, jest takze polski uczony Jakub Karol Parnas.

Pod koniec lat trzydziestych na podstawie badan nad fermentacjg
w komorkach drozdzy, nad glikogenolizg w mie$niach oraz nad procesami
utleniania tkankowego w réznych obiektach biologicznych stopniowo for-
mowata sie koncepcja wspdlnej drogi katabolicznych przemian, produkcji
oraz konserwacji energii w postaci makroergicznych wiazan fosforano-
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wych. Dzi$, kiedy szlaki tych przemian metabolicznych w komorce sg
znane i wiemy jakie sity napedzajg te procesy, trudno wczuc sie w atmos-
fere lat — jeszcze nawet z przetomu drugiej i trzeciej dekady — kiedy
to o enzymach moéwiono jako o czynnikach niematerialnych, a jakie$ nie-
okres$lone procesy transformacji energii miaty powodowa¢ zachodzenie
reakcji chemicznych w zywym organizmie.

Na tle Scierajacych sie czesto nieracjonalnych poglagdéw wybitnych
nawet uczonych, jasno$¢ koncepcji proceséw metabolicznych formuto-
wanych przez Parnasa jest zaskakujgca. Od poczatku przyjmuje Buch-
nerowski poglad o katalitycznym dziataniu bezkomérkowych czynnikow
majacych jednak okreslone witasciwosci fizyko-chemiczne. Jak zobaczymy
pézniej, w rlajwczesniejszych nawet swych pracach postulowat Parnas
udziat enzyméw w poszczegdlnych procesach przemiany materii, a —
pamietajmy — ze pierwsza krystalizacja enzymu, ureazy, miata miejsce
dopiero w 1926 roku, uznanie za$ enzyméw niezbednych biatkowych
katalizatorow w przemianach metabolicznych nastgpito dopiero we wczes-
nych latach trzydziestych.

Jakub Karol Parnas urodzit sie 16 stycznia 1884 roku w Mokrzanach
koto Tarnopola. Po szkole powszechnej w Tarnopolu uczeszczat do gim-
nazjum we Lwowie, a w 1902 roku rozpoczat studia wyzsze w Technische
Hochschule w Berlinie-Charlottenburgu, ktére ukonczyt w 1906 roku.
Pracuje nastepnie przez rok w Instytucie Politechnicznym w Zurychu
u znakomitego Richarda Willstattera — twdrcy wspotczesnej chemii orga-
nicznej. W owym czasie Zurych byt centrum naukowym w zakresie nauk
Scistych w skali Europy. Niewgpliwie wiec Parnas znat nowe koncepcje
w fizyce przedstawiane przez Alberta Einsteina, czy w matematyce przez
Hermana Minkowskiego. Nade wszystko jednak udzielata Mu sie atmo-
sfera pracy i nowe idee chemii organicznej prezentowane przez Willstat-
tera. Jako temat pracy doktorskiej otrzymat trudne zadanie wydzielenia
tzw. trzeciego izomeru naftochinonu, czyli am/i-naftochinonu, (2,6-nafto-
chinonu), ktérego istnienie podejrzewano, jakkolwiek nikt dotagd nie mogt
go wyosobnié. Parnas otrzymuje zwigzek w stanie krystalicznym, cha-
rakteryzuje jego wiasciwosci i na tej podstawie uzyskuje stopieA doktora
filozofii w 1907, roku na Uniwersytecie w Monachium. W tym samym
roku rozpoczyna prace jako asystent w Instytucie Chemii Fizjologicznej
w Strasburgu, ktérym kierowat wowczas wybitny uczony i pedagog
Franz Hofmeister. Okres pracy u Hofmeistera wspominat p6zniej Par-
nas z najwyzsza wdziecznoscig i szacunkiem dla swego nauczyciela. Tu
bowiem zetknat sie z tematyka badawczg, ktéra pozostata Jego ulubiong
dziedzing nauki do konca zycia. Tu ksztattowat sie Jego gtéwny kierunek
tworczosci naukowej, ktéra w latach miedzywojennych przyniosta na-
szemu krajowi stawe kolebki badan metabolicznych.

W pracowni Hofmeistera Parnas spotykat wybitnych chemikéw-fizjo-
logobw, miedzy innymi: Franza Knoopa, twdrce koncepcji beta-oksydacji
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kwaséw tluszczowych oraz Gustawa Embdena, ktéry jako pierwszy wy-
sunat hipoteze dysmutacji 1,6 difosfofruktozy do dwéch fosfotrioz. Hof-
meister byt jednym z pierwszych, ktdrzy zaakceptowali enzymatyczng
teorie wewnatrzkomorkowego metabolizmu, stagd nazywano go nawet
»,bogatym w idee fanatykiem”. | te wiasnie poglady przyswoit sobie Par-
nas u progu swej kariery badawczej, a— jak p6zniej zobaczymy — miaty
one zasadniczy wptyw na wybor kierunkéw badan, oryginalno$¢ podejsé
doswiadczalnych i jako$¢ wynikéw uzyskiwanych przez Niego oraz Jego
uczniow.

Gtownym zjawiskiem, jakie zainteresowato Parnasa w pracowni Hof-
meistern byta dysmutacja aldehydu glicerynowego zachodzaca, jak wy-
kazat, pod dziataniem fermentdw tkankowych. Zjawisko to wykryt
Parnas w 1910 roku, a byto to pierwsze stwierdzenie, ze reakcja Can-
nizzaro moze mieé¢ znaczenie biologiczne. Uzywajac w doswiadczeniach
perfundowang watrobe oraz roztarte skrawki tkanek wykazat redukcje
aldehydu glicerynowego do glicerolu, postulujac w tym procesie dzia-
tanie mutazy. Wynik ten dopiero w dwa lata p6zniej potwierdzit Embden
ze wspoOtpracownikami. W 1910 roku Parnas wyjechat na roczny staz do
Stacji Zoologicznej w Neapolu, gdzie studiowat fizjologie i zapoznat sie
z technikg eksperymentéw przy uzyciu zwierzat doswiadczalnych. Po
powrocie do Strasburga rozpoczat badania metabolizmu kwasu mleko-
wego w tkankach zwierzecych.

Produkcja kwasu mlekowego przez zmeczony migsien zajmowata
uczonych mniej wiecej od potowy ubiegtego stulecia. Z poczatkiem na-
szego wieku, a wiec w okresie dziatalnosci naukowej Parnasa w Pracowni
Hofmeistera, wysuwano juz nawet poglad, ze glikoliza jest procesem
metabolicznie kluczowym w dwu réznych fenomenologicznie zjawiskach:
podczas fermentacji alkoholowej w komérkach drozdzy oraz podczas
skurczu w komérce miesniowej. Dalsze, stopniowo uzyskiwane dane do-
Swiadczalne potwierdzity ten poglad, mimo, ze jako produkt anaerobo-
wych przemian kwasu pirogronowego w drozdzach wykryto aldehyd
octowy, a w miesniach kwas mlekowy. Totez waznym odkryciem Parnasa
w 1912 roku byto stwierdzenie, ze kwas L(+ )-mlekowy jest szybciej me-
tabolizowany w tkankach zwierzecych niz jego lewoskretny enancjo-
morf D. Oczywiscie juz wéwczas wielu badaczy, jak na przykiad W. M.
Fletcher i Frederick Gowland Hopkins utrzymywali, ze kwas mlekowy
w miesniach powstaje z glikogenu. Ale dopiero Parnas i Richard Wagner
w 1914 roku wykazali doswiadczalnie, ze tak jest rzeczywiscie choé nie
byli jeszcze w stanie stwierdzi¢ rbwnowaznos$ci procesow zanikania gli-
kogenu i powstawania kwasu mlekowego. Te zalezno$¢ wykazat pdzniej
Otto Meyerhof oraz Gustaw Embden.

W 1913 roku dr Parnas zostaje docentem Uniwersytetu w Strasburgu.
Nastepnie wyjezdza do Cambridge do pracowni Fredericka Gowlanda
Hopkinsa, gdzie wéwczas wiasnie badano pojawienie sie w migs$niach
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kwasu mlekowego, znajdujgc znacznie wieksze jego iloSci w migéniu
zmeczonym oraz w stanie rigor mortis niz w mie$niu spoczynkowym.
Nagromadzony podczas pracy miesnia kwas mlekowy szybko znikat
w warunkach tlenowych. Za pomoca bardzo doktadnych pomiaréw, mniegj
wiecej w tym samym czasie, Archibald V. Hill wykry}, ze podczas pracy
mie$nia w obecnosci tlenu wyzwala sie ciepto. Taki byt stan wiedzy na
temat procesow metabolicznych zachodzacych w mieéniach i komoér-
kach drozdzy, gdy Parnas znalazt sie w Cambridge. Tam tez zastaje Go
pierwsza wojna Swiatowa.

W 1916 roku Parnas wraca do Polski i na Uniwersytecie Warszawskim
organizuje Zakitad Chemii Fizjologicznej oraz wyktada ten przedmiot na
Wydziale Lekarskim. Nie byty to lata sprzyjajace pracy badawczej. Nie-
mniej docent Parnas zdotal wkrétce podja¢ badania przemiany weglowo-
danowej w izolowanych miesniach ptazéw i z tego zakresu opublikowac
kilka doniesien, gtdwnie w Biochemische Zeitschrift. Przede wszystkim
jednak okres ten poswiecit na opracowanie pierwszego podrecznika bio-
chemii w jezyku polskim, ktory pod tytutem: ,,Chemja Fizjologiczna” zo-
stat wydany przez E. Wendego i H. Altenberga w 1922 roku. Podrecznik
ten odegrat w ksztatceniu lekarzy i biologéw taka role w latach dwu-
dziestych naszego wieku, jak ,Teorya jestestw organicznych” Jedrzeja
Sniadeckiego w pierwszej potowie dziewietnastego stulecia.

Pod koniec 1920 roku Parnas opuscit Warszawe i przeniost sie do
Lwowa, gdzie jako profesor zwyczajny Uniwersytetu Jana Kazimierza
objat stanowisko kierownika Zaktadu Chemii Lekarskiej. Przebywat tu
i pracowat do 1941 roku. Lata lwowskie profesora Parnasa byty naj-
bardziej wydajnym twdérczo okresem Jego dziatalnosci naukowej. Sam
tez uwazat je za swe najlepsze lata, kiedy to bedac przez caly dzien
w Zaktadzie miat staty kontakt ze swymi uczniami i wspotpracownikami,
a nie obcigzaty Go zadne inne obowigzki oprécz pracy badawczej i dy-
daktycznej.

Jednym z tematdw rozwijanych w Iwowskim Zakladzie profesora
Parnasa byta amoniogeneza we krwi i mie$niach. W 1927 roku Gustaw
Embden i Margarete Zimmermann znalezli w mie$niach AMP, nieco
wczesniej wykryty juz w komérkach drozdzowych. W tym samym roku
profesor Parnas z Wiodzimierzem Mozotowskim — poszukujac Zrodia
powstawania amoniaku w miesniach — spostrzegaja, ze uszkodzony mie-
sien wytwarza znacznie wiecej amoniaku niz miesien prawidtowy i—
ze amoniak w mie$niu pracujacym znika podczas jego spoczynku. W dwa
lata pozniej Parnas wykazuje istotne zmiany w sktadzie zasad puryno-
wytr miesnia prawidtowego oraz uszkodzonego i stwierdza, ze amoniak
pochodzi z AMP, a uwalniany jest pod dziataniem swoistej deaminazy
miesniowej. Tak wiec, Parnas i Jego wspétpracownicy rozwijali, jeszcze
przed wykryciem ATP, badania prowadzace do odkrycia makroergicz-
nych wigzan fosforanowych i roli nukleotydéw adeninowych w meta-
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bolizmie mig$nia. W tym samym mniej wiecej czasie, gdy w Zaktadzie
Parnasa szukano zrédta pojawiajgcego sie w miesniu amoniaku, Karl
Lohmann wykazat, ze ATP jest w mig$niu produktem rozkiadu innego
zwigzku adenylowego, z ktérego przy rozpadzie uwalnia sie pirofosforan.
Byto to juz wiasciwie wykrycie ATP, chociaz Lohmann o tym zaanon-
sowat w Naturwissenschajten dopiero w 1929 roku.

Pézne lata dwudzieste. Przed Laboratorium. Od lewej: J6zef Nuckowski, Stanistaw
Chrzaszczewski, Wtodzimierz Mozotowski, Jozef Heller, Jakub K. Parnas, osoba nie-
rozpoznana, osoba nierozpoznana, Andrzej Klisiecki.

Pod koniec lat dwudziestych i z poczatkiem lat trzydziestych toczono
w kregach naukowych niekonczace sie dyskusje w jaki sposéb zachodzi
fosforylacja glukozy oraz fruktozy, a takze jaki to ma zwigzek z pro-
dukcjg kwasu mlekowego w miesniach. W dyskusjach tych brali udziat
tak wybitni uczeni, jak na przykiad Otto Meyerhof, Fritz Laquer, Hans
von Euler, ale nadal nie byto jasnej koncepcji jak przebiega ten proces.
W 1935 roku profesor Parnas z Tadeuszem Baranowskim wykazali, ze
dializowany ekstrakt z miesni w nieobecnosci ATP — ale wzbogacony
w fosforan nieorganiczny i jony magnezowe — fosforolizuje glikogen,
przy czym w mieszaninie reagujacej pojawiaja sie glukozo-6-fosforan
(G-6-P) i fruktozo-6-fosforan (F-6-P). W rok pdzniej odkrycie to potwier-
dzili wspétpracownicy Parnasa: Pawet Ostern i Jan A. Guthke. W swoim
artykule, opublikowanym w 1937 roku w Ergebnisse der Enzymfor-
schung, Parnas rozwaza mechanizm oddziatywania fosforanu nieorga-
nicznego (HPOI) z glikogenem stwierdzajac, ze po odszczepieniu glukozy
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pod dziataniem hipotetycznej ,fosforylazy” do reszty glikogenu przy-
facza sie atom wodoru, podczas gdy reszta fosforanowa estryfikuje od-
faczong glukoze. Woda, jak wykazal, nie bierze udziatu w reakcji, proces
ten przeto nazwat fosforoliza.

Rok 1937. W laboratorium. Od lewej: Stanistaw Hubl, Jan Dudek, Tadeusz Baranow-
ski, Wojtulewicz (imie nieznane), Jakub K. Parnas, Bogustaw Halikowski, Irena
Mochnacka, Zbigniew Augustin, Wtodzimierz Stobodzian, Wanda Mejbaum, Wtodzi-
mierz Szankowski, Tadeusz Korzybski, Bogustaw Pieczonka.

Dalsze prace badawcze nad glikolizg prowadzili w St. Louis matzens-
two Gerty i Carl F. Cori, ale Iwowski os$rodek kierowany przez Parnasa
nadal zaskakiwat $wiat naukowy swoimi oryginalnymi osiagnieciami.
W 1936 r. Pawet Ostern, Jan A. Guthke i Jerzy Terszakowe¢ wykazali,
ze F-6-P powstajacy z G-6-P ulega fosforylacji do fruktozodifosforanu,
FDP. Znaleziono przeto niezwykle wazne ogniwo tafAcucha reakcji gli-
kolizy beztlenowej, ktdre nastepnie potwierdzili Hans von Euler i E-
rich Adler. We Lwowie tymczasem Cecylia i Tadeusz Mannowie stwier-
dzaja, ze fosforylacja F-6-P do FDP zachodzi w obecnosci ATP i jonow
magnezowych pod dziataniem swoistego enzymu — fosfofruktokinazy,
ktéry przenosi terminalny fosforan z ATP na F-6-P. W 1938 roku pro-
fesor Parnas daje przeglad prac swojej placowki na ten temat w czaso-
piSmie Enzymologia, wskazujgc na przemiane G-6-P i ATP w FDP i kwas
adenylowy (AMP), jako na podstawowg reakcje szlaku glikolitycznego.
Whniosek, ze produktem reakcji jest AMP a nie ADP, jak to jest w istocie,
wynikat z braku w tym czasie mozliwosci analizy stechiometrii tej
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reakcji. Schemat glikolizy zaproponowany przez Parnasa, znany w lite-
raturze pod nazwg schematu Embdena-Meyerhofa-Parnasa, w skrécie
EMP, jest nadal aktualny i podstawowy dla zrozumienia przemian meta-
bolicznych i energetycznych w kazdej komorce.

Badania nad uwalnianiem amoniaku w mie$niach kontynuowat Par-
nas wraz z Osternem i Mannem takze w latach trzydziestych, stosujac
juz fluorek i kwas fluorooctowy, niedawno poznane inhibitory niektd-
rych etapow glikolizy. Analizujgc szczegétowo wptyw kwasu pirogrono-
wego i kwasu fosfoglicerynowego na efektywnos$¢ produkcji amoniaku
postulowali oni, ze nieorganiczny fosforan znajdowany w S$rodowisku
reakcji jest przenoszony na kreatyne wprost z substancji opisanej przez
Lohmanna, czyli ATP. Profesor Parnas ze wspoOipracownikami wykry-
waja wiec reakcje syntezy fosfokreatyny w miesniach, cho¢ w schamacie
ktory fomutujg wskazujg na ADP jako na dawce, a nie akceptor fosfo-
ranu. Tym niemniej, byt to w historii biochemii pierwszy opis reakcji
transfosforylacji, czyli przeniesienia reszty fosforanowej z jednej cza-
steczki zwigzku organicznego na inng. Roéwnocze$nie Parnas opisuje drugi
przykad transfosforylacji, w ktorej kwas fosfoenolopirogronowy w obec-
nosci AMP lub ADP daje kwas pirogronowy i ADP, wzglednie AJP. Mimo
niemoznosci technicznej doktadnego okreslenia akceptora fosforanu opis

Czerwiec 1938 roku. Przed budynkiem Laboratorium. Od lewej: Tadeusz Korzybski,
Bogustaw Pieczonka, Wtodzimierz Stobodzian, Jan Dudek, Wtodzimierz Szankowski,
Bogustaw Halikowski, Wojtulewicz (imie nieznane), Stanistaw Hubl, Zbigniew Augu-
stin, Tadeusz Baranowski, Jakub K. Parnas, Wanda Mejbaum, Irena Mochnacka,
sekretarka.
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tej reakcji jest pierwszym opisem syntezy ATP kosztem energii uzyska-
nej z glikolizy i nosi nazwe reakcji Parnasa. Przeniesienie fosforanu
przebiega w obecnosci wiasciwej kinazy, ktorej dziatanie tu autorzy po-
stulujg, a ktorg Parnas izoluje z miesni w 1936 roku. Taki sam enzym
z komdrek drozdzowych zostat wyosobniony w Jego Zakiadzie przez
Cecylie i Tadeusza Manna w 1935 roku.

Czerwiec 1938 roku. W Laboratorium. Stojg od lewej: Wojtulewicz (imie¢ nieznane),
Bogustaw Pieczonka, Tadeusz Korzybski, Wtodzimierz Stobodzian, Bogustaw Hali-
kowski, Jan Dudek. Siedzg od lewej: Wtodzimierz Szankowski, Irena Mochnacka,
Zbigniew Augustin, Wanda Mejbaum.

W 1938 roku profesor Parnas i Baranowski we wspétpracy z Gyérgym
Hevesym z Instytutu Teoretycznej Fizyki Uniwersytetu w Kopenhadze
wprowadzajg radioaktywny fosfor, 3P, do badan nad przemiang fosfo-
ranowa w procesie glikogenolizy mie$niowej. Zaledwie rok pézniej Ta-
deusz Korzybski i Profesor wykazuja, ze reszta fosforanowa AMP ulega
bardzo powolnej odnowie, podczas gdy odnowa reszt fosforanowych gam-
ma i beta w czgsteczce ATP jest bardzo szybka. Badania z uzyciem 8P
byty nadwczas pionierskie, a odkrycie zjawiska odnowy reszt fosfora-
nowych ATP w nieuszkodzonym migéniu miato znaczenie inspirujace
dalsze badania w tym zakresie. Dodajmy, Zze w Zakladzie Parnasa we
Lwowie badano reakcje zachodzace z udzialem nukleotydéw adenino-
wych, zanim jeszcze znaczenie wysokoenergetycznego wigzania fosfora-
nowego zostato opisane w stynnej pracy Fritza Lipmanna, opublikowanej
w Advances in Enzymology w 1941 roku.
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Jak widzielismy, juz w 1910 roku —w pracy ogtoszonej w Bioche-
mische Zeitschrift — Parnas przypisywal wazng role procesom oksydo-
redukcyjnym w glikolizie. Postulowat On wystepowanie swoistej mutazy
aldehydowej katalizujgcej w tkankach przemiane aldehydu gliceryno-
wego w kwas i alkohol. Ale uptyneto prawie dwadzieScia lat od pierwszej
sugestii Parnasa zanim Hans von Euler wykazat bezposrednio, ze dys-
mutacja aldehydu glicerynowego podczas fermentacji alkoholowej jest
rzeczywiscie procesem enzymatycznym i, ze ta reakcja nie zachodzi bez
swoistego kofaktora nazwanego kozymazag (postulowang przez Sir Ar-
thura Hardena juz w 1906 roku). Von Euler izoluje ostatecznie kozy-
maze |, to jest NAD, z drozdzy w 1928 roku, a Otto Wartburg i Walter
Christian kozymaze Il, to jest NADP, z erytrocytow w 1935 roku.

Konczac skrétowe przedstawienie osiggnieé naukowych Parnasa i Jego
szkoty trzeba podkresli¢é wyobraznie i inwencje badawcza Profesora,
przejawiajaca sie miedzy innymi w zdolnosci wyboru —juz w pierw-
szych latach naszego stulecia — zagadnien istotnych dla dalszego roz-
woju biochemii. Na pierwsze miejsce w Jego twdrczosci naukowej wy-
suwajg sie zagadnienia zwigzane z metabolizmem weglowodandw, a wiec
fosforoliza glikogenu w mieéniach, glikoliza i glukoneogeneza. Prace
z tego zakresu byty rzeczywiscie odkrywcze, a mys$li w nich zawarte
niejednokrotnie inspirowaty innych wielkich badaczy tego okresu. Takze
w zakresie metabolizmu nukleotydéw purynowych oraz amoniogenezy
w miesniach Parnas i Jego uczniowie uzyskali liczace sie w Swiecie
wyniki. W badaniu tych wiasnie proceséw niezbedna byta doktadna mi-
krometoda oznaczania amoniaku i azotu catkowitego w tkankach. Za-
proponowano ja w Zakladzie lwowskim — i do dzi$ — nosi ona nazwe
metody Parnasa-Wagnera. W 1937 roku zostat wydany pod redakcjg pro-
fesora Parnasa dwutomowy podrecznik pt. ,,Chemia Fizjologiczna”. Pro-
fesor byt tez autorem dwunastu rozdziatdw tego podrecznika.

Profesor Parnas stworzyt polskg szkote biochemii, ktdra odegrata
wielkg role w biochemii Swiatowej w latach miedzywojennych. Byt On
przeto wyrézniany w kraju i zagranicg. W roku 1931 zostat wybrany dzie-
kanem Wydziatu Lekarskiego U.J.K. we Lwowie, od roku 1931 byt czton-
kiem korespondentem Akademii Umiejetnosci w Krakowie, na rok aka-
demicki 1931/1932 zaproszono Go jako profesora wymiennego do Zurichu,
w 1934 roku otrzymat doktorat honorowy Uniwersytetu w Atenach oraz
cztonkostwo Niemieckiej Akademii Nauk Leopoldina w Halle, w roku
1939 zostat powotany na profesora w Gandawie.

We wrzes$niu 1939 wybuchta druga wojna Swiatowa. Po wejsciu armii
czerwonej do Lwowa Wydziat Lekarski z Oddziatem Farmaceutycznym
nie zostaty zawieszone. Zaktad Chemii Lekarskiej przy ulicy Piekar-
skiej 52 funkcjonowal wiec pod kierunkiem profesora Parnasa nadal
i prowadzit intensywng prace dydaktyczng. Stopniowo warunki pracy
ulegaty zmianie. Parnas uzyskat fundusze na rozbudowe Zaktadu. Zgro-
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madzito sie wokdt Niego wielu miodych, zdolnych entuzjastow biochemii,
przybyli tez doswiadczeni juz naukowo chemicy, ktérych losy wojny za-
gnaly do Lwowa. Pod datg 16 kwietnia 1940 roku pisze Parnas o atmo-
sferze tych miesiecy do Wiodzimierza Mozotowskiego, od pieciu juz lat
profesora Uniwersytetu Stefana Batorego w Wilnie: ,,Ja nie mam jeszcze
czasopism zagranicznych, dopiero dostatem Chemical Abstracts, z kto-
rego dowiedzieliSmy sie o naszych pracach, ktére sie w miedzyczasie
ukazaty. Takze o pieknej rzeczy Tadzia (Manna), ktory zagescit karbo-
anhydraze — jest to zwigzek biatkowo-cynkowy bez innych metali! U nas
w pracowni jest tak: bardzo duzo ludzi na posadach ptatnych, doskonaty
Heppner z Warszawy, ktory porwat mtodych do chemii organicznej, robia
piekne syntezy, nauczyli sie tych rzeczy, ktdrych u nas nie robiono; doc.
Lindenfeld z Warszawy, ktéry uczy wszystkich po kolei prawdziwej
mikrochemii; troche miodszych ludzi, takze bardzo sympatyczna Opien-
ska od Truszkowskiego, ktéra wprzega sie w nasze prace; Jozef Heller
dostal katedre biochemii na Wydziale Chemiczno-Biologicznym. Ale
w naszych pracach jesteSmy zahamowani przez moc roboty organiza-
cyjnej i to dos$¢ trudnej, moc pisaniny, brak zwierzat eksperymental-
nych. U Baranowskiego tadnie sie rozwijajg rezultaty. Ostern (doktér
chemii) normalnie chodzi do szkoty — studiuje medycyne”.

Po przeksztatceniu Wydziatlu Lekarskiego w Lwowski Panstwowy
Instytut Medycyny profesor Parnas zostaje dyrektorem Instytutu Chemii
Wydziatu Lekarskiego. W roku 1940 Zaktad profesora Parnasa odwie-
dzajg uczeni radzieccy: akademik A. A. Bohomolec — prezes Ukrainskiej
Akademii Nauk oraz profesorowie A. N. Bach, W. A. Engelhardt, A. E.
Braunstein, A. W. PaHadin, S. S. Medvedev, B. J. Zbarski. Zapraszaja
Parnasa do Moskwy i do Kijowa, gdzie wraz z Baranowskim przedstawia
wyniki osiggnieé z lat ostatnich. Jak wspomina w liscie do Mozotowskiego
szczeg6lne zainteresowanie wzbudzity tam prace Baranowskiego do-
tyczace krystalizacji enzymoéw glikolitycznych. Z przyjemnoscig takze
wspomina spotkanie w Moskwie z biochemikami o gto$nych juz woéweczas
nazwiskach: Engelhardtem, Braunsteinem i Ling Sztern, ktérzy przyjmo-
wali Go gosScinnie ,,jak nigdy dotad i nigdzie”.

Po powrocie, w liscie do Mozotowskiego z 21 listopada, pisze oddajac
sytuacje i klimat swego Zaktadu: ,,Pieniedzy wiadze dajg mi moc ale we
Lwowie juz nieduzo mozna kupi¢, majg otworzy¢ filie centrali zakupow
laboratoryjnych. Pracownia bardzo ozywiona, ale mato czynni neuraste-
niczni Lindenfeld i Nowinski, a takze troche neurasteniczny Pawetek
(Ostern), doskonale pracuje Baranowski. Moja pozycja tu jest doskonata,
traktuja mnie z ogromnym szacunkiem i liczg sie ze mng. Marchlewski
byt tu dlugo (uciekat przed Niemcami), niepotrzebnie zupetnie wrécit do
Krakowa, styszymy, ze jest bardzo Zle traktowany. Napisz — adresuj
via Moskwa”.

Trudno$ci w uzyskaniu czasopism powoduja, ze kazda wiadomosc,

2 Postepy Biochemii 3/86
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jaka do Zakladu dotrze ze Swiata zewnetrznego nabiera formy sensacji.
Mozna o tym wnosi¢ z podniecenia Profesora z jakim pisze w jednym
z listow pod koniec grudnia 1940 roku. ,,Evans w Berkeley, inkubujac
kwas pirogronowy z miazgg watrobowg i dwuweglanem znakowanym
uUC otrzymuje kwas alfa-ketoglutarowy z weglem radioaktywnym!”
W tym samym czasie narzeka Parnas na ogromne zadania dydaktyczne,
ale tez z radoscig donosi Wtodzimierzowi Mozotowskiemu: ,,Ostern i Ba-
ranowski zostali profesorami i pracujg nie bez powodzenia”.

Parnas nie cieszyt sie najlepszym zdrowiem, cierpiat na cukrzyce.
Byt bardzo wysoki, o znacznej tuszy, peten kultury i osobistego czaru.
0 przyjemnym u$miechu oraz dobroci. Wyktadat bardzo interesujaco.
Wyktady Jego cechowata gteboka wiedza, dowcip — opowiadat czesto réz-
ne anegdoty i przyktady z zycia wielkich uczonych, z ktorymi sie zetknat
osobiscie. Nadmiar prac administracyjnych i dydaktycznych nuzyty Go
bardzo. Pisze o tym do Mozotowskiego w liscie z marca 1941 roku: ,Ja
sam jestem do$¢ sterany robotami pozabiochemicznymi i mojg sytuacja
Tantala przy stole biochemicznym, ale moze powoli uda mi sie zrzucic¢ ze
siebie te wszystkie jatowe posiedzenia i wroci¢ do powaznej pracy. Ina-
czej bardzo szybko zgtupieje zupetnie. Literatury amerykanskiej w dal-
szym ciagu nie mam, cho¢ juz za nig zaptacitem. Jednego zeszytu Blo-
chem. J. nie ma nigdzie w Zwigzku Radzieckim, musiat okret zatonac,
ktory go widzt.. W pracowni z duzym powodzeniem pracuje Jozek Hel-
ler nad swoimi zawisakami; Ostern z Opienska i Terszakowéem znalezli
ciekawg fosfataze watrobowg, ktéra specyficznie zmydla estry heksozo-
jednofosforowe a nie Hardena; Baranowski, ktéry pracuje wspaniale
1 sporo ludzi zajmuje i ktéry nakrystalizowat tyle réznych biatek, ze
teraz musi zatrzymac sie i to uporzagdkowac¢. Potem organicy, gtownie
Heppner majg tadng ciekawa klase barwnikéw, raczej Ciat barwnych
bliskich purynom, dotykaja zagadniefi zupeinie jeszcze niewyjasnio-
nych budowy mureksydu, alloksantyny i jej fiotkowej soli barowej i farb
skrzydet motylich. Z Korzybskim i Mochnacka pracujemy nad glikoge-
nem i tam duzo zagadnien. Poslemy ci odbitki od 1939 r., cze$¢ po ro-
syjsku.”

Po napasci hitlerowcéw na ZSRR w czerwcu 1941 roku profesor Par-
nas wraz z rodzing zostaje ewakuowany do Kijowa, a stad z Ukrainska
Akademig Nauk do Ufy, gdzie pozostaje do 1943 roku. W maju tegoz
roku przybywa do Moskwy i obejmuje kierownictwo wydziatu chemicz-
nego Wszechrosyjskiego Instytutu Medycyny Eksperymentalnej, prze-
ksztatconego w 1944 w wielowydziatlowy Instytut Chemii Biologicznej
i Medycznej Akademii Nauk ZSRR. Roéwnoczes$nie profesor Parnas orga-
nizuje poswiecone badaniom przemian weglowodanowych laboratorium
chemii fizjologicznej Akademii Nauk ZSRR, ktérym Kkieruje do kohca
zycia. Wiadomosci o profesorze Parnasie z okresu Jego pracy w Moskwie
sg jedynie fragmentaryczne. Publikacje wskazuja na rozwijanie dotych-
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Profesor Jakub K. Parnas
Fotografia z wczesnych lat czterdziestych.

czasowych zainteresowan. W pierwszym okresie swej tam dziatalnosci
cieszyt sie nadal uznaniem w skali miedzynarodowej. W 1942 roku otrzy-
mat nagrode Stalina za catoksztalt badan nad chemizmem migéni, w 1943
zostat cztonkiem Akademii Nauk ZSRR, a w rok po6zniej cztonkiem Aka-
demii Nauk Medycznych ZSRR, w 1945 roku zostat wybrany cztonkiem
Francuskiej Akademii Medycyny w Paryzu i uzyskat doktorat honorowy
Sorbony, byt wybrany czionkiem korespondentem towarzystw biolo-
gicznych w Wiedniu i Paryzu, oraz cztonkiem towarzystw chemicznych
w Paryzu, Londynie i Moskwie. W 1948 r. zostat wybrany czynnym czton-
kiem zagranicznym Polskiej Akademii UmiejetnoSci.

Na przetomie lat 1946 i 1947 profesor Parnas byt w Polsce, odwiedzit
Wroctaw i Krakéw, wygtosit wyktady na tamtejszych Uniwersytetach.
Przeprowadzono z Nim rozmowy w sprawie objecia przezehA katedry
Chemii Fizjologicznej we Wroctawiu lub Krakowie. Wybér padt na Kra-
kéw i poczynione zostaty odpowiednie kroki formalne. Sprawy te mu-
siaty by¢ uzgodnione na najwyzszych szczeblach ze wzgledu na stano-
wiska jakie Parnas piastowat w Akademii Nauk i Akademii Nauk Me-
dycznych ZSRR. Z przyczyn jednak, ktdre nie zostaty wyjasnione, ob-
jecie katedry w Krakowie nie doszto do skutku.

Profesor coraz bardziej zapadal na zdrowiu, cukrzyca robita postepy.
W listopadzie 1948 roku donosi Mozotowskiemu, ze ma hemiplegie po
lewej stronie i ropowice lewego podudzia. Interesuje Go nadal wszystko,
co dzieje sie w Polsce. W tym samym liscie, na przyktad, wyraza zado-
wolenie, ze stanowisko kierownika katedry w Krakowie otrzymat Bole-

2
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staw Skarzynski. 29 stycznia 1949 roku Parnas zostal aresztowany na
podstawie oszczerczych zarzutéw i zmart jeszcze tego samego dnia. Po
rehabilitacji, ktéra nastgpita w drugiej potowie 1953 roku, przygotowano
tom obejmujacy wybér Jego prac, wydany w 1960 roku naktadem Aka-
demii Nauk ZSRR.

W biochemii Jakub Karol Parnas widziatl nie tylko dziedzine intelek-
tualnej przygody, ale rozumiat jej znaczenie praktyczne. Dostrzeganie
Scistego zwiazku miedzy nauka a praktyka i przemianami ekonomicznymi
byto charakterystyczng cechg Jego umystowosci. Byt silnie zwigzany
z lwowskyg firmg farmaceutyczng Laokoon. Wedlug wskazar profesora
Parnasa i Jego uczniéw firma podjeta produkcje czystego AMP i innych
nukleotydéw jeszcze w latach miedzywojennych. Produkowata tez fosfo-
rany heksoz oraz wydzielata niektére aminokwasy. Po odkryciu insuliny
przez Bantinga i Besta, Parnas podjgt prace nad izolowniem jej z trzus-
tek zwierzecych i wprowdzit do celéw leczniczych w Klinice; prace te
finansowata takze firma Laokoon. Prébki otrzymywanych preparatéw
wysytane byly ze Lwowa bezptatnie kolegom za granice. Tak na przy-
ktad AMP systematycznie przekazywano panstwu Cori do St. Louis, po-
niewaz pracowali wowczas nad udziatem nukleotydéw adeninowych
w transfosforylacjach procesu glikolizy beztlenowej.

Parnasa interesowata dietetyka, ktéra jako odrebna nauka rozwineta
sie w latach dwudziestych po odkryciu roli pewnych witamin jako koen-
zymow niektdrych procesow metabolicznych, oraz roli niektérych hor-
monow w przemianach tkankowych. W 1934 roku pod Jego redakcja
ukazata sie obszerna monografia pt. ,Dietetyka” (wydana przez War-
szawskag Agencje Wydawniczg), w jej opracowaniu uczestniczyli najwy-
bitniejsi 6wczesni specjalisci. W ksigzce zostaly zawarte podstawy che-
miczne i fizjologiczne dietetyki wraz z zagadnieniami patologii przemiany
materii. Szczegbtowo omoéwiono w niej na przyktad zjawiska awitami-
noz, cukrzycy, otytosci oraz objawy niedoboru sktadnikow pokarmowych.
Byto to podstawowe dzieto w tym zakresie w latach miedzywojennych,
a o ile mi wiadomo, nikt dotgd nie podjat sie w naszym Kkraju opraco-
wania podobnego dzieta z uwzglednieniem nowych danych z tej dzie-
dziny.

W swych poglagdach politycznych w latach miedzywojennych Parnas
sympatyzowat z ruchem postepowym i liberalnym. Do swego Zakiadu
przyjmowat ludzi zdolnych, pracowitych, oddanych nauce, bez wzgledu
na ich pochodzenie czy poglady. Wyksztatcit wielu: po drugiej wojnie
Swiatowej, co czwarty profesor biochemii w Polsce mogt sie poszczycié
pochodzeniem ze szkoly Parnasa. Przez wszystkie lata swego zycia za-
chowat Profesor niezalezno$¢ mysli oraz oddanie racjonalnej twdérczosci
naukowej pozostajagc w tym wierny sobie do konca.

Witodzimierz S. Ostrowski
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PROFESOR JAKUB KAROL PARNAS

we wspomnieniach Wandy Mejbaum

Wyklady profesora Parnasa, ktére pamietam z czasu moich studiow
na Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie, cieszyty sie duzg frek-
wencjg, chociaz poruszat w nich zagadnienia trudne. Profesor swe wy-
ktady z chemii og6lnej bogato ilustrowat doswiadczeniami. W wyktadach
z chemii lekarskiej czesto nawigzywat do odpowiednich zagadnien me-
dycyny. Moéwit pieknym i bogatym jezykiem, jasno i precyzyjnie formu-
towat swoje mysli. Poszczegdlne kwestie naukowe przedstawiat w rysie
historycznym az do osiagnie¢ ostatnich dni. Cechowata Go niezwykta
kultura umystowa, wyjatkowa pamie¢ i erudycja. Postugujac sie — tylko
niekiedy — matymi kartkami wyprowadzat zajmujgce nieraz calg tablice
wzory. WSrdd studentow miewatl Profesor swoich entuzjastow, ktorzy
zasiadali w pierwszym rzedzie fawek i stad wszczynali z Nim ozywione
dyskusje. Czasem, gdy Profesorowi zdarzyta sie pomyika w pisanych
w pospiechu wzorach, wskazywali Mu ja ustuznie, za co — szczerze roz-
bawiony — dziekowat. Wyklady Parnasa nigdy nie nuzyty, skrzyty sie
bowiem od dowcipnych anegdot z zycia wielkich uczonych, wspomnien
osobistych oraz cytatéw i rozwazan, Swiadczacych o Jego rozlegtej wie-
dzy humanistycznej.

Po zdaniu egzaminu z chemii lekarskiej zostatySmy z Ireng Moch-
nacka i innymi kolegami przyjeci na staz naukowy. Stazysci byli trakto-
wani przez prof. Parnasa na rowni z wszystkimi pracownikami nau-
kowymi, uczestniczyli w dyskusjach naukowych oraz pozostawali pod
Jego osobistg opieka. Rozpoczecie stazu juz na trzecim roku studiow

umozliwito mi napisanie pracy doktorskiej jeszcze przed ukonczeniem
studidw.

Dziatalno$¢ dydaktyczng, po powrocie z zagranicy, podjat docent Par-
nas w organizowanym przez siebie Zaktadzie Chemii Fizjologicznej Uni-
wersytetu Warszawskiego (1916—1919). W tym czasie opracowuje bardzo
starannie plan wyktadéw z chemii fizjologicznej dla studentow Wy-
dziatu Lekarskiego z myslg o wykorzystaniu ich w podreczniku. Wydany
w 1922 roku byt to pierwszy pisany w jezyku polskim podrecznik tego
przedmiotu. Tytut podrecznika brzmiat ,,Chemja Fizjologiczna z szczegot-
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nym uwzglednieniem fizjologji zwierzecej”, cze$¢ pierwsza: ,Podstawy
chemiczne fizjologji”. We wstepie Parnas pisat: ,,Nauczanie akademickie
winno ukaza¢ uczacemu sie ,nie zastygla, martwa konstrukcje, lecz petnie
zadan oraz tok pracy i mysli. Opracowujac podrecznik nie staratem sie
zatrze¢ charakteru wyktadowego, baczac przy tym pilnie, by nie popasé
w swawole subiektywizmu, przedstawitem przedmiot tak jak mi sie bona
fide przedstawia, uwzgledniajac gtdwnie to co w moim przekonaniu sta-
nowi podwaliny gmachu naszej nauki”. W swoim podreczniku Parnas
zrealizowat te zasady. Od tego czasu mineto ponad 60 lat, lecz podsta-
wowe idee Autora pozostajg nadal aktualne, gdyz wskazujg droge, jaka
biegta mysl badawcza, aby doj$¢ do dzisiejszych osiagnie¢ biochemii.

Profesor Jakub K. Parnas.
Fotografia z pdznych lat czterdziestych.

Profesor Parnas stworzyt w okresie miedzywojennym w Polsce styn-
ny na caty Swiat osrodek naukowy, znany jako szkola lwowska. Potozyt
podwaliny pod rozwdj biochemii jako odrebnej od chemii i fizjologii
dziedziny nauk przyrodniczych. Jego zainteresowania badawcze kon-
centrowaly sie w gtéwnej mierze na poznaniu przemian posrednich to-
warzyszacych fizjologicznej pracy miesni a wiec dziedziny, w ktdrej do-
piero precyzowano jej zadania i zatozenia. W pracowni lwowskiej skia-
dano z poszczeg6lnych ogniw doswiadczalnych diugi tafcuch przemian
jakim ulega glikogen w miesniach. Szczegélnie waznym odkryciem byto
stwierdzenie, ze w obecnosci nieorganicznych fosforanéw znika w wyciggu
miesniowym opalescencja, jaka daje glikogen. Zjawisko to Parnas na-
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zwat fosforolizg, jako proces analogiczny z hydrolizg wielocukréw. W po-
stepujacej degradacji glikogenu kwas fosforowy zastepuje wode.

Przemiany fosforanowa i azotowa nukleotydéw adeninowych, jak
stwierdzono takze w pracowni Parnasa, sg przemianami cyklicznymi,
w ktérych kwas adenylowy ulega fosforylacji a powstajace produkty
kolejnej defosforylacji. Nukleotydy adeninowe ulegajg réwniez dezami-
nacji, stanowigc zrodto amoniaku, uwalnianego podczas skurczu miesnia.
Parnas uwazat proces amoniogenezy za zjawisko zasadnicze przemiany
miesniowej i twierdzit, ze kazda teoria skurczu miesnia prazkowanego
powinna ja uwzglednia¢, jesli ma by¢ teorig zupetng. Ukoronowaniem
badan nad udziatem fosforanu nieorganicznego w glikogenolizie byto
wprowadzenie do badan fosforu promieniotwoérczego, &, otrzymanego
po raz pierwszy, przez Hevesyego w kierowanym przez Nielsa Bohra
Instytucie Fizyki Teoretycznej Uniwersytetu w Kopenhadze. W bada-
niach przeprowadzonych we Lwowie wykazano, ze synteza ATP biegnie
in vivo tak samo jak in vitro. Podany krélikowi dozylnie fosforan zawie-
rajacy 3P odnajdywano w dwdch resztach fosforanowych izolowanego
z miesni kwasu adenozynotrifosforowego.

Powstawanie kwasu mlekowego z glikogenu uwazano dtugo za prostg
przemiane, w ktorej uczestniczag dwie reakcje: hydroliza glikogenu do
glukozy i rozktad glukozy na dwie czgsteczki kwasu mlekowego. Bada-
nia Embdena, Meyerhofa i Parnasa w latach 30-tych wykazaly, ze pro-
ces glikogenolizy w miesniach stanowi w rzeczywistosci cigg kilkunastu
reakcji chemicznych, w ktérych oprdcz substratow i produktow posred-
nich biorg udzial koenzymy stanowigce czynniki o blizej niezannym
dziataniu. Parnas dziatanie koenzyméw sprowadzit do ich udziatu w okres-
lonych reakcjach chemicznych. | tak dziatanie kwasu adenozynotrifos-
forowego jako koenzymu polega na przekazaniu grupy fosforanowej oraz
energii na odpowiedni akceptor. Fakt, ze fermentacja alkoholowa w droz-
dzach oraz glikogenoliza w miesniach przebiegajag wedtug jednego sche-
matu. wskazuje, iz liczne przejawy zycia dajg sie sprowadzi¢ do kilku-
nastu podstawowych schematoéw chemicznych. Do dzi$, beztlenowa prze-
miana glukozy w $wiecie roslin, zwierzat i mikroorganizméw przebiega-
jaca wedlug wspdlnego schematu, jest nazywana szlakiem Embdena,
Meyerhofa i Parnasa.

Podczas I-go Zjazdu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego w War-
szawie (1937 r.) profesor Parnas wygtosit wyktad o mechanizmach prze-
mian tkankowych. W wykladzie tym modwit. ,Dostrzegamy wséréd nie-
mal nieprzebranej liczby zwigzkdéw i przemian ustrojowych coraz to
wyrazniej wspolne plany budowy ciat, wspdlne i podobne metody prze-
rébki; chemia fizjologiczna czy fizjologia chemiczna zaczyna wychodzic¢
w wielu dziedzinach z tego okresu, w ktdrym mnozyty sie same fakty
a brakowato szerszych perspektyw. Jak i w rozwoju innych nauk, tak
i w rozwoju chemii fizjologicznej doktadniejsze poznanie faktéw napro-
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wadzito na pofaczenie ich, na zrozumienie korelacji chemicznych i—tu
i 0wdzie — takze i fizjologicznych” (Acta Biologiae Experimentalis, 1937,
Xl, 292—307). Tak wypowiedzie¢ sie mogt wéwczas tylko badacz o nie-
zwyklym darze obserwacji, umiejetnosci Scistego interpretowania do-
Swiadczen i nieprzecietnej wyobraZzni naukowej.

Uczniowie profesora Parnasa uczcili Jego pamie¢ jako nauczyciela
i badacza poswiecajac Mu zeszyt Postepéw Biochemii (tom IV, zeszyt 1,
1958). W zeszycie tym najstarsi uczniowie Profesora, Jozef Heller i Wio-
dzimierz Mozotowski, odtworzyli klimat Iwowskiego zakladu. Zeszyt za-
wiera wykaz prac profesora Parnasa, przedruk wstepu Parnasa do pod-
recznika ,,Chemja Fizjologiczna” z 1922 r. oraz przedruk Jego wyktadu
wygtoszonego podczas |-go Zjazdu Polskiego Towarzystwa Fizjologicz-
nego w 1937 roku. Ponadto w tym zeszycie opublikowali swe dedy-
kowane Profesorowi Parnasowi prace: Irena Mochnacka, Tadeusz Mann,
Julian Reis, Bohdan Sobczuk, Tadeusz Baranowski i Tadeusz Korzybski.
Bolestaw Skarzynski wszechstronnie przedstawit twérczos¢ szkoty Ja-
kuba Karola Parnasa w wyktadzie inaugurujgcym I-szy Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Warszawie w 1958 r. (Postepy Biochemii,
1959, V, 3—16).

Wanda Mejbaum-Katzenellenbogen
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Wykaz publikacji Jakuba Karola Parnasa
z lat 1907— 1949

Prace Dos$wiadczalne

1L Willstatter R, Parnas J. — Uber 2,6-Naphthochinon, (1907), Ber.
Chem. Ges., 40, 1406—1415.

2 Willstatter R, Parnas J. — Uber amphi-Naphthochinone. II., (1907),
Ber. Chem. Ges., 40, 3971—3978.

3. Parnas J. — Uber Naphthochinone, Dissertation, (1908), Miinchen, 9—95.

4 Parnas J. — Uber Kephalin, (1909), Blochem. Z., 22, 411—432.

5. Parnas J. — Energetik glatter Muskeln. VIII Internationaler Physiologen
Kongress, Wien, 27—30 September 1910.

6. Parnas J. — Energetik glatter Muskeln, (1910), Pfligers Archiv. Gesamte
Physiol. 134, 441-495.

7. Parnas J. — Uber fermentative Beschleunigung der Cannizaroschen Alde-
hydumlagerung durch Gewebsséfte. 1. (1910), Biochem. Z. 28, 274—294.

8. Parnas J. — Uber Bildung von Glykogen aus Glycerinaldehyd in der Le-
ber, (1912), Zbl. Physiol., 26, 671—672.

9. Parnas J. — Uber das Schicksal der stereoisomeren Milchsduren im Or-
ganismus des normalen Kaninchens. (1912), Biochem. Z. 38, 53—64.

10. Parnas J., Baer J. — Uber Zuckerabbau und Zuckeraufbau im Tierischen
Organismus, (1912), Biochem. Z. 41, 386—418.

11. Parnas J. — Uber die gesattigte Fettsdure des Kephalins, (1913), Biochem.
Z., 56, 17—20.

12. Parnas J, Wagner R. — Uber den Kohlenhydratumsatz isolierter Ampbhi-
bienmusklen und iber die Beziehungen zwischen Kohlenhydratschwund und
Milchsaurebildung im Muskel. 1. (1914), Biochem. Z. 61, 387—427.

13. Parnas J. K. — Uber das Wesen der Muskelerholung, (1915), Zbl. Physiol.,
30, 1—18.

14. Parnas J. K, Laska-Mintz E. — Beeinflussen subminimale Reize den
Ablauf chemischer Umsetzungen im isolierten Muskel? (1921), Biochem. Z,
116, 59—70.

15. Parnas J. K. — Uber den Kohlenhydratstoffwechsel der isolierten Amphi-
bienmuskeln. 1I. (1921), Biochem. Z., 116, 71—88.

16. Parnas J. K. — Uber den Kohlenhydratstoffwechsel der isolierten Amphi-
bienmuskeln. 11l. Der Umsatz in Muskeln, pankreasdiabetischer Tiere. (1921).
Biochem. Z., 116, 89—101.

17. Parnas J. K. — Uber den mechanischen Wirkungsgrad der in isolierten

18.

Amphibienmuskeln stattfindenden Verbrennungsprozesse (Vorldufige Mitteil-
ung), (1921), Biochem. Z., 116, 102—107.

Parnas J. K, Krasinska Z — Uber den Stoffwechsel der Amphibien-
larven. (1921), Biochem. Z., 116, 108—137.
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Parnas J. K, Wagner R. — Uber die Ausfiihrung von Bestimmungen
kleiner Stickstoffmengen nach Kjeldahl. (1921), Biochem. Z., 125, 253—256.

Wagner R, Parnas J. K. — Uber die eigenartige Stérung des Kohlen-
hydratstoffwechsels und ihre Beziehungen zum Diabetes mellitus. Il. Eine
klinisch-experimentelle Studie. (1921). Z. Gesamte Exp. Med., 25, 361—384.

Parnas J. K, Wagner R. — Beobachtungen Uber Zuckerneubildung.
I. Nach Versuchen, die an einem Falle besonderer Kohlenhydratstoffwechsel-
storung angestellt wurden. (1922). Biochem. Z., 127, 55—#665.

Wagner R, Parnas J. K. — Zur Korrelation der Blutdrisen, (1922),
Med. Klin., 18, 135—138.
Parnas J. K, Jasinski W. — Rozmieszczenie sktadnikéw krwi niekoloi-

dowych pomiedzy osocze i krwinki na podstawie analiz krwi rodzimej. (1922),
Spraw. Tow. Nauk. Lwow, 2, 163—164.

Parnas J K, v. Jasinski W. — Uber die Verteilung von Zucker.
Reststickstoff und Calcium im Blute. (1922), Klin. Wochenschr. 1, 2029—2030.
Parnas J. K, Rosenblith A, Wagner R. — Uber den Einfluss der

Kohlenhydrate auf den Grundumsatz. Nach Versuchen, die an einem Falle
besonderer Kohlehydratstoffwechselstérung angestellt wurden. V. (1923),
Z. Gesamte Exp. Med., 38, 445—457.

Parnas J. K, Heller J — O zawartoSci amoniaku we krwi. (1924),
Spraw. Tow. Nauk. Lwow, 4, 150—161.

Parnas J. K, Heller J. — Recherches sur I'ammoniaque du sang. (1924).
C. R. Soc. Biol., 91, 706—707.

Parnas J. K, Heller J. — Uber den Ammoniakgehalt und iiber die
Ammoniakbildung im Blute. I. (1924), Biochem. Z., 152, 1—28.

Parnas J. K. — Uber den Ammoniakgehalt und iiber die Ammoniakbil-
dung im Blute. Il. (1925). Biochem. Z., 155, 247—255.

Parnas J. K. — Badania nad amoniakiem zawartym we krwi i nad jego

pochodzeniem. (1925). Ksiega pamigtkowa XII Zjazdu Lekarzy i Przyrodnikow
Polskich w Warszawie. T. 1, 272—274.

Parnas J. K, Taubenhaus M. — Uber den Ammoniakgehalt und die
Ammoniakbildung im Blute. Ill. Die Entstehung des Blutammoniaks. (1925),
Biochem. Z., 159, 298—310.

Parnas J. K, Klisiecki A. — Uber Ammoniakgehalt und Ammoniak-
bildung im Blute. IV. Ist im kreisenden Blute Ammoniak vorhanden? (1926),
Biochem. Z., 169, 255—265.

Mozotowski W, Parnas J. K. — Uber eine neue Form der Chinhy-
dronelektrode. (1926), Biochem. Z., 169, 352—354.

Parnas J. K. — O amoniaku krwi, jego pochodzeniu i warunkach powsta-
wania. (1926), Spraw. Tow. Nauk. Lwoéw, 6, 156—158.

Parnas J. K. — A verben levd ammoniakrol es keletktozesi medjarél, The-
rapia Il. (1926), Erjoljam Koranyi Szadm, 77—80.

Parnas J. K, Klisiecki A. — Uber den Ammoniakgehalt und die

Ammoniakbildung im Blute. VI. Experimentelle Untersuchungen uber die
Faktoren, welche den Ammoniakgehalt des kreisenden Blutes beeinflussen
und dber die Lokalisation der Ammoniakbildung und des Ammoniakschwun-
des beim Kaninchen. (1926), Biochem. Z., 173, 224—248.

Parnas J. K. — On ammonia in blood, its formation and its physiological
behaviour. XH-th International Physiological Congress held at Stockholm,
August 3-6, 1926, (1926), Skandinav. Archiv., 49, 199—200.

Parnas J. K. — Existe-t-il des sels ammoniacaux dans le sang circulant?
(1927), Bull. Soc. Chim. Biol., 9, 76—90.
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Parnas J. K, Mozotowski W. — Badania nad przemiang azotowag mies-
nia. 1 i Il. (1927), Spraw. Tow. Nauk. Lwéw, 7, 105—106, 112—113.
Parnas J. K, Mozotowski W. — Uber den Ammoniakgehalt und die

Ammoniakbildung im Muskel und deren Zusammenhang mit Funktion und
Zustandsanderung. . (1927), Biochem. Z., 184, 399—441

Parnas J. K, Mozotowski W. — Uber die Ammoniakbildung im Mus-
kel und ihren Zusammenhang mit Téatigkeit und Zustandsdnderung. (1927),
Klin. Wochenschr., 6, 998—999.

Parnas J K, Mozotowski W, Lewinski W. — Powstawanie amo-
niaku w mie$niach a praca. (1927), Spraw. Tow. Nauk. Lwoéw, 7, 167—168.
Parnas J. K, Mozotowski W, Lewinski W. — Praca mig$niowa

i amoniak we krwi. (1927), Spraw. Tow. Nauk. Lwéw, 7, 168.

ParnasJ. K, Mozotowski W, Lewinski W. — Uber die Ammoniak-
bildung im isolierten Muskel und ihrem Zusammenhang mit der Muskel-
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Wykaz stosowanych skrétow: cAMP-PK — kinaza biatkowa zalezna od cAMP;
GSK-3, GSK-4, GSK-5 — kinazy fosforylujace syntaze glikogenu.

I. Wstep

Badanie metabolizmu glikogenu podjat w latach trzydziestych polski
uczony Jakub K. Parnas * Jego doniostym odkryciem w tej dziedzinie
byto wykazanie, ze jony fosforanowe sg niezbedne dla rozkiadu gliko-
genu. Parnas nazwat ten proces fosforoliza i postulowat istnienie
enzymu — fosforylazy glikogenu. Obserwacje te potwierdzone w latach
piecdziesigtych przez matzedstwo Corich otworzyly nowy rozdziat
w dziedzinie regulacji metabolizmu. Badajagc przemiany glikogenu wy-
kryto przekaznik drugiego rodzaju — cAMP oraz proces odwracalnej
fosforylacji fosforylazy i kinazy fosforylazy. Ponadto, badajac wiasci-
wosci fosforylazy glikogenu wykazano zjawisko allosterycznej aktywacji
(1—3). Prowadzone badania dostarczajg wcigz nowych i interesujacych
informacji o przemianach glikogenu.

Zamierzeniem tego artykutu jest przedstawienie wspotczesnych po-
gladow na temat regulacji syntezy i degradacji glikogenu w miesniach
ze szczegbélnym uwzglednieniem roli kinaz i fosfataz biatkowych. (Por.
artykut przegladowy J. Hutnego wydrukowany w Post. Biochem.
w 1970 roku (4)).

Il. Budowa i wystepowanie glikogenu

Glikogen jest polimerem glukozy, w ktérym reszty cukrowe pota-
czone sg wigzkami a-1,4, z wyjatkiem pojawiajacych sie $rednio co 10

* J. K. Parnas, P. Ostern, (1934), O mechanizmie glikogenolizy migsnio-
wej. Przeglad Fizjologii Ruchu, 6, 255—266.
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reszt glukozy rozgatezien utworzonych przez wigzania a-1,6. Dzieki
swej rozgatezionej strukturze glikogen moze by¢ szybko rozkiadany
lub syntezowany. G#dwnymi miejscami jego wystepowania w organiz-
mach zwierzat sg miesnie i watroba. Glikogen mieSniowy wystepuje
w cytosolu, w postaci granulek o $rednicy od 100 do 400A zawieraja-
cych rozne biatka (5—10). Granulki te, znajdujg sie w bliskim sgsiedz-
twie sarkoplazmatycznego retikulum i filamentéw aktynowych (5).
Stwierdzono, ze kompleks glikogeno-biatkowy izolowany z mies$ni szkie-
letowych krélika zawiera nastepujgce enzymy: kinaze fosforylazy, fos-
forylaze i syntaze glikogenu (8), czyli kluczowe enzymy metabolizmu
glikogenu.

I11. Biosynteza glikogenu

Do syntezy glikogenu wykorzystywana jest aktywna forma glukozy,
urydynodwufosfoglukoza, powstajagca z glukozo-I-fosforanu, w reakcji
katalizowanej przez UDP-glukozopirofosforylaze (EC 2.7.7.9), (Ryc.N1).
Synteze glikogenu katalizuje specyficzna syntaza (EC 2.4.1.11), ktéra
przytagcza UDP-glukoze do taricuchéw glikogenu ztozonych z minimum
czterech reszt glukozy potgczonych wigzaniem a-I,4. Syntaza jest te-
tramerem ztozonym z jednakowych podjednostek o masie czgsteczkowej

pirofostorylaza UDP-glukozy
glukozo-1-fosforan + UTP » UDP-glukoza + pirofosforan

syntaza glikogenu
glikogen (n) + UDP-glukoza -

— e » glikogen (n+l1) + UDP
+ enzym rozgateziajacy v

Ryc. 1. Biosynteza glikogenu.

88 kDa (9). W biosyntezie glikogenu bierze réwniez udziat enzym rozga-
teziajacy czasteczki glikogenu (branching enzyme (EC 2.4.1.18)). Jego
dziatanie polega na przenoszeniu korcowego fragmentu taficucha ziozo-
nego z szesciu lub siedmiu reszt glukozy na grupe hydroksylowa glukozy
i utworzeniu wigzania a-1,6. Enzym rozgaleziajgcy wyizolowano w po-
staci czystej dopiero w 1980 roku (11). Z trzech wyzej wymienionych
enzymow tylko syntaza wydaje sie by¢ substratem kinaz biatkowych.

IV. Degradacja glikogenu

Degradacje glikogenu w migé$niach katalizujg dwa enzymy: fosfory-
laza (EC 2.4.11) i a-1,6-glukozydaza (EC 3.2.1.68). Fosforylaza odszcze-
pia reszty glukozy od niezredukowanego kornca tafcuchéw bocznych gli-
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| transferaza

| fosforylaza

O, 0 — czasteczki potgczone wigzaniem a-I, 4
@ — czasteczki potgczone wigzaniem oH, 6

Ryc. 2. Rozkfad glikogenu.

kogenu i przenosi na ortofosforan, tworzac czgsteczke glukozo-I-fosfo-
ranu (Ryc. 2). Proces ten zwany fosforolizg jest z punktu widzenia ener-
getycznego korzystniejszy od hydrolizy, a jednocze$nie zapobiega wy-
ptywowi glukozy z komérek miesniowych. Nastepny etap degradacji gli-
kogenu odbywa sie przy udziale a-l,6-glukozydazy, wykazujacej dwie
aktywnosci. Pierwsza to aktywnos$¢ transferazowa polegajagca na prze-
niesieniu trzech reszt glukozy z jednego tancucha bocznego na drugi
z jednoczesnym utworzeniem wigzania a-1,4 i siedmioresztowego roz-
gatezienia. Druga to aktywno$¢ hydrolazowa, hydrolizujagca wigzania
a-1,6 i odszczepiajgcej jedng czasteczke glukozy (Ryc. 2). Pozostate
reszty glukozy potgczone wigzaniem a-1,4 odrywa, az do nastepnego
rozgatezienia, fosforylaza (3). Z dwoch enzyméw biorgcych udziat w de-



[5] REGULACJA METABOLIZMU GLIKOGENU 289

gradacji glikogenu tylko fosforylaza jest fosforylowana przez specy-
ficzng kinaze biatkows.

\

V. Regulacja metabolizmu glikogenu

V-l. Aktywacja glikogenolizy

Na rycinie 3 pokazano schemat rozktadu glikogenu w miesniach, za-
chodzacego po aktywacji hormonalnej miesnia (art. przegl. 10, 11). Adre-
nalina aktywujac cyklaze adenylowg zwieksza w komdrce migSniowej
stezenie cAMP, ktory faczac sie z kinazg biatkowag uaktywnia ten en-
zym. Kinaza ta fosforyluje kinaze fosforylazy (aktywacja enzymu) i syn-
taze glikogenu (hamowanie aktywnosci enzymu). Aktywna kinaza fos-

adrenalina
i
aktywacja cyklazy adenylowej

| cAMP

o aktywacja kinazy biatkowej
aktywacja inhibitora 1 fosfatazy 1 1-

(hamowanie defosforylacji)

» hamowanie syntazy glikogenu

x /

aktywacja kinazy fosforylazy

aktywacja fosforolizy glikogenu

Ryc. 3. Aktywacja glikogenolizy.

forylazy katalizuje fosforylacje fosforylazy, co zwieksza jej aktywnosc.
Dzieki jednoczesnemu zahamowaniu aktywnos$ci syntazy glikogenu ob-
serwuje sie szybki rozkiad glikogenu. Jednoczes$nie fosforylacji ulega
tzw. inhibitor 1 fosfatazy fosfoproteinowej 1. Rola tego procesu bedzie
wyjasniona w nastepnym rozdziale. Schemat podany na rycinie 3 poka-
zuje wazng prawidtowos¢, a mianowicie, ze przez fosforylacje zalezng
od cAMP aktywowane sg enzymy katalizujgce procesy degradacji, a ha-
mowane sg enzymy biorgce udziat w biosyntezie.

V-2. Kinaza biatkowa zalezna od cAMP

V-2.1. Budowa kinazy biatkowej

Kinaza biatkowa zalezna od cAMP (cAMP-PK) jest tetramerem, skia-
dajagcym sie z dwoch podjednostek katalitycznych (C) i dwdch podjed-
nostek regulujagcych (R). Masa czasteczkowa natywnej Kkinazy wynosi
170 kDa. Skfadajg sie na nig masy czasteczkowe podjednostek R —

4 Postepy Biochemii 3/86
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48 kDa i podjednostek C— 41,5 kDa. (12). Zasadniczo wyrdznia sie dwa
typy tego enzymu tzw. typ | i Il (13, 14). Wysoce charakterystyczng ce-
cha roznigcg kinazy obu typow jest zdolno$¢ autofosforylacji podjed-
nostki regulatorowej badz jej brak.

Autofosforylacje podjednostki regulujgcej prowadzgcg do zwieksze-
nia powinowactwa enzymu wobec cAMP wykazuje tylko kinaza typu II.
Przytagczenie cAMP do podjednostek R obu typow kinaz powoduje dy-
socjacje holoenzymu i uwolnienie aktywnych podjednostek C. W mies-
niach krélika aktywnos¢ cAMP-PK typu | stanowi 80°/0 aktywnosci tej
cAMP-PK.

V-2.2. Substraty kinazy zaleznej od cAMP /

CAMP-PK katalizuje fosforylacje syntazy glikogenu, kinazy fosfo-
rylazy i inhibitora 1 fosfatazy fosfoproteinowej 1 (zob. Ryc. 3). Aktyw-
no$¢ syntazy glikogenu uzalezniona jest od stezenia réznych metabo-
litow. Podjednostki syntazy ulegajg fosforylacji w kilku miejscach tan-
cucha peptydowego oznaczonych numerami‘'od 1 do 5 (14—22) (Ryc. 4).
cAMP-PK katalizuje fosforylacje reszt serynowych w miejscach 1 i 2
(12, 15) przeksztatcajgc forme | syntazy w forme D. Aktywnos$¢ formy
ufosforylowanej zalezy od stezenia glukozo-6-fosforanu (forma D — de-
pendent). W nieobecnosci glukozo-6-fosforanu jest ona okoto 20-krotnie
nizsza od aktywnos$ci w jego obecnosci. Forma nieufosforylowana jest
praktycznie niewrazliwa na glukozo-6-fosforan (forma |— independent).

kinaza zalezna od cAMP

kinaza fosforylazy

35

kinaza typu kinaza typu
GSK 4 GSK 3 GSK5
. i e A
HoN —1 [T L1 e
2 gt D —
3 1
(a, b, ¢) (a, b)

Ryc. 4. Fosforylacja syntazy glikogenu. GSK-3, GSK-4 i GSK-5 to r6zaie kinazy
syntazy glikogenu. I(a, b), 2, 3(a, b, c), 5 oznaczajg miejsca fosforylacji w tancuchu
polipeptydowym syntazy glikogenu.

Drugim substratem cAMP-PK jest kinaza fosforylazy. Rola tego
procesu zostanie doktadnie omoéwiona w nastepnym podrozdziale. Kolej-
ny substrat cAMP-PK to termostabilny inhibitor 1 fosfatazy 1. Masa



17 REGULACJA METABOLIZMU GLIKOGENU 291

czasteczkowa inhibitora, wyznaczona na podstawie ruchliwosci elektro-
foretycznej wynosi 26 kDa. Biatko to nie zawiera reszt cysteiny, tryp-
tofanu i tyrozyny, a fosforylacji ulega jedna z reszt treoniny (14). Po
fosforylacji przez cAMP-PK (10) inhibitor 1 przechodzi w forme aktyw-
na, zdolng do hamowania aktywnosci fosfatazy.

V-3. Kinaza fosforylazy (EC 2.7.1.38.)

V-3.1. Budowa kinazy fosforylazy

Masa czasteczkowa kinazy fosforylazy wynosi okoto 1300 kDa. Cza-
steczka enzymu sktada sie z 16 podjednostek czterech rodzajéw i mozna
ja opisa¢ wzorem: (a2@Y282)2 (Hyc. 5). Podjednostki a o masie czgsteczko-

(R | ™R

Ryc. 5. Hipotetyczna struktura kinazy fosforylazy. a i p to podjednostki ulegajgce
fosforylacji, y — podjednostka katalityczna, 6 — kalmodulina zwigzana niezaleznie
od stezenia jonow wapnia, 6' — kalmodulina lub troponina C wiazgca sie w obec-
nosci jonéw wapnia.

wej 145 kDa i @ 0 masie czasteczkowej 130 kDa sg fosforylowane przez
kinaze zalezng od cAMP. Podjednostki y (45 kDa) i 5 (17 kDa) nie ulegaja
fosforylacji. Centrum aktywne kinazy fosforylazy znajduje sie w pod-
jednostce y. Sekwencja aminokwaséw tego polipeptydu wykazuje homo-
logie z podjednostkg C cAMP-PK (23). Kinaza fosforylazy aktywowana
jest przez jony wapnia. Okazato sie, iz podjednostka 8 jest kalmoduling
(24—26) i ze nawet w nieobecnosci jonéw wapnia zwigzana jest ona
z kompleksem kinazy fosforylazy. Kinaza fosforylazy wigze 12 jonow
wapnia ze statg dysocjacji 1,6X10~-8 M i 4 jony ze stalg 6X10-7 M (27,
28, 29). Jony wapnia wysycajg podjednostke poczatkowo wigzac sie
z miejscami o wysokim powinowactwie do Ca2+ i Mg2+ a nastepnie
z miejscami 0 nizszym powinowactwie do jonéw wapnia (29). Kinaza
fosforylazy wigze w obecnosci jonow wapnia dodatkowe czasteczki kal-
moduliny, co powoduje kilkakrotny wzrost aktywnosci enzymu. Te
czasteczki kalmoduliny nazwano podjednostkami 5 celem odr6znienia
ich od podjednostek zwigzanych z enzymem niezaleznie od stezenia jo-
néw wapnia (16, 30—34). Aktywacja kinazy fosforylazy przez podjed-
nostke 5 hamowana jest przez trifluoperazyne (TFP), silny inhibitor kal-
moduliny (33, 35).
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Hipotetyczna struktura kinazy fosforylazy z uwzglednieniem miejsca
oddziatywania podjednostek 5 i 6' z pozostatymi podjednostkami kom-
pleksu kinazy przedstawiona jest schematycznie na rycinie 5 (12, 33).

V-3.2. Aktywacja kinazy fosforylazy

Kinaza fosforylazy, stanowigca okoto 1% bialek rozpuszczalnych
w miesniach, wystepuje in vivo w dwoch formach: aktywnej (forma a),
to jest ufosforylowanej przez cAMP-PK i nieaktywnej, zdefosforylowa-
nej (forma b). Z czterech rodzajéw podjednostek kinazy tylko podjed-
nostki a i P sg fosforylowane. Szybko$¢ przytaczenia fosforanu do reszt
serynowych podjednostki £ jest identyczna z szybkoscig aktywacji Kinazy
fosforylazy i pieciokrotnie wyzsza od szybkosSci fosforylacji podjednostki
a (10). Na tej podstawie uwaza sig, iz w aktywacji kinazy fosforylazy
in vivo kluczowg role odgrywa stopieri ufosforylowania podjed-
nostki p. Stwierdzono takze, ze ufosforylowanie podjednostki a utatwia
defosforylacje podjednostki P, czyli inaktywacje enzymu (6). Tak wiec
kinaza fosforylazy osigga petna aktywnos$¢ po fosforylacji podjedno-
stek P i zwigzaniu jonéw wapnia.

V-3.3. Substraty kinazy fosforylazy

Kinaza fosforylazy katalizuje fosforylacje dwoch biatek biorgcych
udziat w przemianach glikogenu. Sg to fosforylaza b i forma | syntazy
glikogenu (por. Ryc. 3). Fosforylaza katalizuje rozktad glikogenu do glu-
kozo-l-fosforanu. Aktywnos$¢ fosforylazy regulujg dwa czynniki: ste-
zenia niektorych metabolitow jak nAp. AMP, ATP i glukozo-6-fosforanu
oraz aktywnos$¢ kinazy fosforylazy, ktéra przeksztatca forme b w forme a.
Fosforylaze b stymuluje AMP, a hamuje ATP i glukozo-6-fosforan. Wy-
sokie stezenia tych dwdch ostatnich zwigzkéw w miesniu powodujg za-
hamowanie aktywnosci fosforylazy b.

Aktywnos¢ fosforylazy a nie zalezy od stezenia tych efektordw i jest
wysoka w warunkach fizjologicznych. Aktywna forma fosforylazy a jest
tetramerem, ktéry powstaje w wyniku ufosforylowania nieaktywnego di-
meru, czyli formy b fosforylazy glikogenu.

Drugim substratem kinazy fosforylazy jest syntaza glikogenu. Fos-
forylacji ulega reszta seryny w miejscu 2, co powoduje obnizenie aktyw-
nosci syntazy glikogenu. W ten sposob kinaza fosforylazy aktywujac roz-
ktad glikogenu jednocze$nie zapobiega jego syntezie.

V-4. Kinazy syntazy glikogenu

Na rycinie 4 pokazano potozenie reszt serynowych w czgsteczce syn-
tazy glikogenu, ktére ulegajg fosforylacji pod wptywem pieciu réznych
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kinaz biatkowych (14—22, 36). Opr6cz omdéwionej juz Kinazy zaleznej
od cAMP i kinazy fosforylazy, syntaze glikogenu fosforyluja: kinaza
syntazy 3 (GSK 3) fosforylujgca reszte serynowg w miejscu 3 i dwie
inne, blizej niescharakteryzowane kinazy — GSK 4 i GSK 5 fosforylu-
jace odpowiednio miejsca 2 i 5 Fosforylacja miejsca 3 znacznie obniza
aktywnosé syntazy glikogenu. Efekt hamowania aktywnos$ci pogtebia
fosforylacja pozostatych miejsc. Obecnos¢ fosforanu w miejscach 1+ 2+ 3
powoduje zwiekszenie wartosci Km syntazy wobec UDP-glukozy, zwiek-
szenie wartosci Ka wobec aktywatora — glukozo-6-fosforanu i obnizenie
wartosci Kj wobec inhibitora — fosforanu. Fosforylacja miejsca 5 wptywa
posrednio na aktywnos$¢ syntazy, gdyz obecnos¢ fosfoseryny w tym
miejscu jest niezbedna dla aktywnosci GSK 3 kinazy (37). Miejsce 5 jest
zn vivo prawie catkowicie ufosforylowane. Wydaje sie, ze GSK 5 jest ki-
nazg ktdérej zadaniem jest tworzenie miejsca rozpoznawanego przez inne
kinazy (38).

VI. Specyficznos$¢ dziatania kinaz biatkowych

W tabeli 1 pokazano sekwencje aminokwaséw w poblizu reszt seryny
lub treoniny fosforylowanych przez kinaze fosforylazy, cAMP-PK
i GSK-3. Z tego zestawienia wynikajg nastepujace wnioski dotyczace spe-
cyficznosci tych kinaz (10):

1. Na ogét fosforylacji ulegaja reszty seryny, ktore sg okoto 100 razy
lepszym substratem niz treonina. Totez interesujgcym jest fakt, iz w in-
hibitorze 1 fosfatazy 1 fosforylacji ulega tylko jedna z reszt treoniny mi-
/mo obecnos$ci 17 reszt seryny.

2. Fosforylacji ulegajg tylko niektdre reszty seryny specyficznie fos-
forylowane przez poszczegdlne enzymy. Z 200 reszt serynowych kinazy
fosforylazy fosforylacji ulegajg tylko reszty w pozycji 20 podjednostki a
i w pozycji 100 podjednostki p. Podobne zjawisko obserwuje sie w innych
fosforylowanych biatkach.

3. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw w okolicy fosfoseryny lub
fosfotreoniny wykazuje pewne podobienstwa. Przed reszta kazdej fos-
forylowanej seryny lub treoniny znajdujg sie, w odlegtosci dwoch lub
trzech reszt, aminokwasy zasadowe, lizyna badZ arginina. Przypuszczal-
nie dzieki ich obecnosci tworzy sie odpowiednia konformacja fancucha
polipeptydowego rozpoznawana przez kinaze.

4. Specyficzno$¢ kinaz zalezy takze od struktury trzecio- i czwarto-
rzedowej substratu. Na przyktad, in vivo tylko dwie podjednoski a i fi
kinazy fosforylazy ulegajg fosforylacji, a pozostate dwie podjednostki
a i p nie sg fosforylowane.
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Tabela 1
Specyficznos¢ dziatania kinaz biatkowych regulujacych metabolizm glikogenu.
Substrat Efekt fosforylacji Miejsce fosforylacji
Kinaza zalezna a) Kinaza fosfory-
od cAMP lazy:
podjednostka a  nie znany —E—R—R—L—S(P)—1—S—
° —T—E—S—
podjednostka /2  aktywacja enzymu —K R—S- G S(P)—V—Y—
—E—P—L—
b) Syntaza glikoge- )
nu, miejsce la
inhibicja enzymu —K—R—S—N—S(P)—V—D—
—T—S—S—
c) Inhibitor 1
fosfatazy 1 aktywacja inhibitora

—R—R—R—R—P—T(P)—P—
—A—T—

Kinaza fosfory- a) Fosforylaza b aktywacja enzymu  —K—R—K—E—I1—S(P)—V—
lazy —R—G—L—
b) Syntaza glikoge-
nu, miejsce 2
inhibicja enzymu —S—R—T—L—S(P)—V—S

Kinaza GSK 3  Syntaza glikogenu
miejsca 3a, 3b, 3c inhibicja enzymu —R—P—A-S(P)—V—P—P—
—S(P)—P—S—L—S(P)—R

A = Ala G = Gly N =Asn T = Thr
D = Asp 1= lle P = Pro V = Vval
E = Glu K = Lys R = Arg Y = Tyr
P = Phe L = Leu S = Ser (P) = fosforan

VII. Fosfatazy fosfoproteinowe

Miegénie szkieletowe krdlika zawierajg trzy fosfatazy o rdznej specy-
ficznosci wobec biatek biorgcych udziat w metabolizmie glikogenu. Wy-
rézniono trzy ich klasy (Tab. 2) w zaleznosci od specyficznosci substra-
towej i wrazliwosci na rézne efektory (por. 36, 39). Fosfataza typu 1 zbu-
dowana jest z podjednostki katalitycznej (37 kDa) i podjednostki wig-
zacej glikogen (103 kDa) w stosunku 1:1. Defosforyluje ona fosforylaze,
podjednostke P kinazy fosforylazy i syntaze glikogenu. Aktywnos$c tej
fosfatazy hamowana jest przez dwa cieptotrwate biatka zwane inhibi-
torem 1i inhibitorem 2. Inhibitor 1 ulega aktywacji po fosforylacji przez
kinaze zalezng od cAMP. Fosfataza typu 1 nie przeprowadza defosfory-
lacji swojego efektora. Z kolei inhibitor 2 jest aktywny w formie nie-
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Tabela 2
Charakterystyka fosfataz fosfoproteinowych.
Masa cza- Aktywno$¢ wobec réznych substratow
Typ fosfatazy steczkowa Fosforyla- Kinaza Syntaza Efektory
kDa zaa fosforylazy glikogenu
Fosfataza 1 140 Wysoka Wysoka Wysoka Inhibitor 1i 2
(podj. P)
Fosfataza 2A 96 Wysoka Wysoka Wysoka nieznane
(podj. a) (miejsce 3)
Fosfataza 2B 80 Niska Wysoka Niska Ca2++ kalmodulina
(podj. a)

ufosforylowanej. Jego inaktywacje katalizuje kinaza GSK 3 fosfory-
lujac reszte treoninowg (40). Fosfatazy typu 2 sg niewrazliwe na wyzej
wymienione inhibtory i defosforylujg podjednostke a kinazy fosforylazy.
Fosfataza 2A jest obok fosfatazy 1 najaktywniejszg fosfatazg syntazy
glikogenu. Zbudowana jest z podjednostki katalitycznej (36 kDa) i pod-
jednostki regulujacej (60 kDa), ktéra dziata na fosfataze hamujgco. Fos-
fataza 2B (identyczna z fosfatazg z moézgu zwang kalcineuryng) zbudo-
wana jest z podjednostki katalitycznej A (60 kDa) i regulujacej B (15
kDa), ktéra majac zdolno$¢ wiazania 4 jonéw wapnia uwrazliwia aktyw-
nos$¢ enzymu na stezenie jonéw wapnia. Podjednostka A wigze dodat-
kowo kalmoduling i wtedy enzym uzyskuje najwyzsza aktywno$c
(41—43). Przy wewngtrzkomérkowych stezeniach jonéw wapnia, jakie
panujg w trakcie skurczu miesnia, gtownym substratem tej fosfatazy
jest inhibitor 1 fosfatazy 1 (36).

VIIl. Synchronizacja skurczu miesni z glikogenoliza

Gtéwnym zrédiem energii dla kurczacych sie miesni po zuzyciu fos-
fokreatyny jest ATP powstajgcy w procesie glikolizy, zapoczatkowanej
fosforoliza glikogenu. Czynnikiem odpowiedzialnym za sprzezenie skur-
czu miesni i glikogenolizy sg jony wapnia uwalniane do sarkoplazmy po
elektrycznej stymulacji miesni. Troponina C wigze te jony, co prowadzi
do aktywacji ATPazy aktomiozynowej i zapoczatkowania skurczu. Jony
wapnia sg réwniez wigzane przez kalmoduling — podjednostke 5' kinazy
fosforylazy, co powoduje aktywacje proceséw glikogenolizy. In vitro ki-
naza fosforylazy moze by¢ réwniez aktywowana przez jony wapnia po-
tgczone z troponing C nasladujaca podjednostke 5. Poniewaz czastki gli-
kogenowe znajdujg sie w poblizu filamentéw aktynowych zawierajacych
troponine, aktywacja kinazy fosforylazy przez troponine C, moze by¢
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dodatkowym mechanizmem sprzegajacym skurcz i glikogenolize (16)
(zob. Ryc. 6).

Ca
kalmodulina troponina C
i l *”—’?——’ l 3
kinaza fosforylazy ATPaza aktomiozynowa
glikogenoliza ATP skurcz

Ryc. 6. Rola jonéw wapnia w synchronizacji proceséw skurczu i glikogenolizy. Li-
nig przerywang zaznaczono oddziatywanie troponiny C z kinazg fosforylazy stwier-
dzone in vitro. Znak zapytania wskazuje, ze znaczenie tego procesu in vivo jest je-
dynie hipoteza.

IX. Udziat insuliny w regulacji metabolizmu glikogenu

Historia badan nad insuling liczy sobie juz 60 lat, lecz molekularny
mechanizm dziatania tego hormonu pozostaje ciggle niejasny. Insulina
przeciwdziata efektom metabolicznym adrenaliny w miesniach, a wiec
wzmaga synteze glikogenu jednocze$nie hamujac jego fosforolize. Kla-
syczne badania prowadzone przez Larnera i wsp. (44) wykazaty, iz
aktywacja syntazy glikogenu przez insuline polega na obnizeniu fos-
forylacji syntazy. Obecnie wiadomo, ze defosforylacji ulega gtownie
miejsce 3 (38). Innym biatkiem, ktérego defosforylacja stymulowana jest
przez insuling, jest inhibitor 1 fosfatazy 1 (39). Uogdlniajac powyzsze ob-
serwacje, mozna stwierdzi¢, ze regulacja metabolizmu glikogenu przez
insuline polega na aktywacji defosforylacji biatek. Jednakze czynnik
uwalniany przez aktywacje receptora insulinowego i towarzyszaca temu
procesowi autofosforylacje reszty tyrozynowej receptora (45) nie jest
znany. Ten hipotetyczny czynnik powinien aktywowac fosfatazy, badz
hamowa¢ kinaze GSK 3. Zjawiskiem o niebanalnym znaczeniu jest spe-
cyficzna defosforylacja miejsca 3 w czasteczce syntazy glikogenu przez
fosfataze 1 i fosfataze 2A w obecnosci sperminy (produktu dekarboksy-
lacji ornityny) (46). Stezenie sperminy potrzebne do aktywacji fosfataz
jest rébwne stezeniu tego zwigzku w komorce (46). Spermina moze takze
nasladowaé efekty fizjologiczne insuliny w adypocytach, hepatocvtach,
czy w miesniu przepony (por. 36).

X. Uwagi koncowe

Mozna obecnie przyja¢, za pewnik, ze w komorkach ssakéw odwra-
calna fosforylacja kluczowych enzymoéw metabolizmu jest powszechnym
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mechanizmem regulujacym. Z reguty enzymy szlakéw biodegradacji sa
aktywowane przez fosforylacje, a enzymy szlakéw biosyntezy sg przez
fosforylacje hamowane. Proces regulacji aktywnosci kinaz i fosfataz
biatkowych kontrolowany jest przez wiele hormonéw, miedzy innymi
przez adrenaline i insuline. Adrenalina stymuluje synteze cAMP i w ten
sposdb aktywuje kinazy zalezne od tego efektora. Z kolei insulina po-

adrenalina
cAMP insulina
fosfataza 2B
v .
inhibitor | < 3 = = 3kinaza typu | kinaza typu fosfataza 2A

fosfataza | =———ps*kinaza fosforylazy

glikogen
fosforylazaéj_ L‘f syntaza
§|ukoz§
» O- aktywacja
> hamowanie

X - hipotetyczny posrednik insuliny
* - enzymy aktywowane przez kalmoduling i Ca2+

Ryc. 7. Regulacja metabolizmu glikogenu w migéniach.

woduje aktywacje fosfataz (Ryc. 7). Prawdopodobnym efektorem dla tego
procesu jest spermina. Innym regulatorem aktywnosci kinaz i fosfataz
jest wewnatrzkomdérkowe stezenie jonéw wapnia. Wydaje sie, ze naj-
bardziej istotnym wnioskiem jaki mozna wysunaé z przedstawionego
w tym artykule materiatu jest to, ze antagonistyczne hormony, np.
adrenalina i insulina wyzwalajgc, rézne czynniki, de facto kontroluja
stan ufosforylowania tych samych kluczowych biatek.

Zaakceptowano do druku 9 stycznia 1986 r.
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Wykaz stosowanych symboli i skrétow: ATPaza FOFi — ATPaza (syntetaza
ATP) transportujgca protony; FO — sektor btonowy enzymu (kanat protonowy);
Fi — sektor katalityczny enzymu (ATPaza); F6 — biatko biorgce udziat w wigzaniu
obu sektoréw enzymu; OSCP — oligomycin sensivity conferring protein, biatko
nadajace enzymowi wrazliwo$¢ na oligomycyne, biorgce udziat w wiazaniu obu
jego sektoréw; FB — biatko zawierajagce czynne grupy SH zwiazane z sektorem
btonowym enzymu; DCCD — N,N'-dwucykloheksylkarbodwuimid, inhibitor enzy-
mu; Ahh+ — transmembranowy elektrochemiczny potencjat protonowy.

I. Wstep

ATPazy transportujgce protony syntetyzujg ATP na koszt trans-
membranowego elektrochemicznego potencjatu protonowego, Ajih+ (1, 2),
utworzonego przez oksydoredukcyjne pompy protonowe, funkcjonujgce
w tancuchu odechowym. Wystepujg one w mitochondriach, chloro-
plastach i bakteriach. Wiadomos$ci o mechanizmie sprzezenia energe-
tycznego miedzy procesami utleniania a syntezg ATP czytelnik polski
moze znalez¢ w artykule opublikowanym w tomie 31 Postepéw Bio-
chemii (3).

ATPaza transportujgca protony jest kluczowym enzymem w bioener-
getyce komorki. Wiedza o jej strukturze czwartorzedowej oraz o usytuo-
waniu enzymu w blonie jest starsza niz wiedza o jego funkcji. Badania
nad ATPazg rozwinely sie po wykryciu przez Fernandez-Morana trzy-
czesciowej struktury biatkowej w btonie mitochrondialnej (4). Struktura
ta zostata wykryta metoda mikroskopii elektronowej z zastosowaniem
techniki barwienia negatywowego i zidentyfikowana pozniej jako ATPa-
za. Odkrycie to byto jednym z pierwszych wielkich sukceséw zastoso-
wania techniki barwienia negatywowego.

Kompleksy enzymatyczne ATPaz transportujgcych protony sg zbu-
dowane w dwoch sektordw (poréwnaj z rycing 1). Sektora bedacego inte-
gralnym skitadnikiem wewnetrznej btony mitochondialnej (F,) * oraz
sektora fatwo dysocjujacego z btony, a petnigcego funkcje katalityczng

* Symbol ,,F” stosowany do oznaczania biatek wchodzacych w skiad kom-
pleksu ATPazy jest pierwszg literg stowa faktor (czynnik). Literg tg, opatrywang
badz kolejnymi cyframi arabskimi (Fi, F6 badz kolejnymi literami alfabetu ta-
cinskiego (Fb), oznaczano w latach 60-tych odkrywane kolejno biatka petnigce
funkcje sprzegajace oksydacyjng fosforylacje. Obecnie kiedy budowa enzymu zo-
stata poznana ma to znaczenie historyczne a stosowanie tych symboli jest dykto-
wane tradycjg oraz brakiem stownictwa wyrazajgcego wtasciwe funkcje tych
biatek w kompleksie enzymatycznym.
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w kompleksie (Fj). Stad w piSmiennictwie czesto spotykamy nazwe
ATPaza Fo-Fj. ATPaza Fo-Fj jest enzymem o0 czasteczce znacznie spola-
ryzowanej na dwie domeny hydrofilowa i hydrofobowg. W wyniku

-—— gtoéwka (knob
Ryc. 1. Ogélny schemat budowy ATP- F'{ giowka  (knob)
azy Fo-Ft.

Element strukturalny tworzacy ,szyj- = szyjka (stalk)
. ke” (stalk) kompleksu taczy dwa sekto- Fo podstawa

ry enzymu.

wspoOtpracy miedzy grupami Rackera, Chancea i Parsonsa

(5) oraz grupa specjalistéw mikroskopii elektronowej ustalono, ze ,,gtow-
ka” (knob) kompleksu jest czynnikiem Fi, sprzegajacym oksydacyjna
fosforylacje. Czynnik ten, oddzielony od reszty kompleksu jest zdolny
do hydrolizy ATP. POzZniejsze badania przy pomocy mikroskopii elektro-
nowej izolowanego enzymu potwierdzity sugestie, ze trzyczeSciowa
struktura obserwowana przez Fernandez-Morana jest komplek-
sem ATPazy, F,-Fi (6).

Badania nad kompleksem enzymatycznym ATPazy ufatwia rozpu-
szczalnos¢ Fj w roztworach wodnych. Oba sektory kompleksu moga by¢
w sposob prosty oddzielone od siebie a funkcje ich badane niezaleznie.
Do wyjasnienia struktury i funkcji enzymu w najwiekszej mierze przy-
czynity sie (i przyczyniajg) badania chemicznej modyfikacji jego podjed-
nostek, immunologicznej inaktywacji oraz analizy genetycznej.

Sektor hydrofobowy kompleksu pozostajgcy w bionie po usunieciu
Fj przyjeto oznacza¢ symbolem Food nazwy inhibitora oksydacyjnej fos-
forylacji, antybiotyku oligomycyny, wigzacego sie z tym sektorem kom-
pleksu. Sektor F0 jest czesto fenomenologicznie opisywany jako kanat
protonowy.

II. Struktura i funkcja sektora btonowego FO

Wedtug teorii chemiosmotycznej oksydacyjna fosforylacja w mito-
chondriach jest katalizowana przez sekwencje enzyméw pompujacych
protony. Utlenienie substratow w tancuchu oddechowym powoduje elek-
trogenng translokacje protondw z matriks mitochondrialnej. Wyrzucone
protony powracajg nastepnie do matriks via ATPaza FOFi aktywujac
synteze ATP. Obecnie przyjmuje sie, ze w tym procesie sektor F0o kom-
pleksu petni role kanatu przeptywowego dla protonéw. Swiadcza o tym
obserwacje wzrostu przewodnictwa protonowego btony po usunieciu FP
ktore przejawia sie spadkiem Aah+ (7—9). Wzrost przepuszczalnosSci btony
w stosunku do protondéw jest hamowany przez inhibitory ATPazy wig-
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zace sie z sektorem F,, kompleksu (10). Wiele dowodoéw potwierdzajgcych
protonoforetyczng funkcje sektora Fo0 dostarczyty badania muntantow
bakteryjnych, w ktérych wigzanie Fxbyto uposledzone. Mutanty te cha-
rakteryzowaty sie wysokim przewodnictwem protonowym (11—13). Sek-
tor F, inkorporowany do liposomow przenosi protony zgodnie z ich
elektrochemicznym gradientem (9, 15, 16).

Ryc. 2. Mechanizm dziatania ATPazy
Fo-Fi. Po prawej stronie ryciny kanat
protonowy FO; po lewej schemat hy-
drolizy i syntezy ATP.

Na rycinie 2 przedstawiono schemat mechanizmu funcjonowania
ATPazy oraz kanatu protonowego. Enzym wbudowany do liposomu prze-
ksztatca energie protonowego potencjatu elektrochemicznego. Sektor Fo
bez Fj jest kanatlem protonowym, przez ktéry protony przeptywajg swo-
bodnie.

Ryc. 3. Organizacja podjednostek biatkowych

ATPazy FOFi.

Stosunek liczbowy podjednostek oparto na badaniach

enzymu bakterii termofilowych (14) a:0:v:8:e:a:b:c =
FO = 3:3:l:1:1:1:2:6.

FO jest zanurzony w dwuwarstwie fosfolipidowej bto-

ny. Podjednostki ¢ majg charakterystyczny ksztatt

szpilek do wtoséw.

Na rycinie 3 przedstawiono hipotetyczny schemat budowy najlepiej
poznanego kompleksu Fo-Fj z organizméw prokariotycznych (14).

Wiele danych eksperymentalnych wskazuje, ze zgodnie z modelem
przedstawionym na rycinie zbudowane sg wszystkie kompleksy ATPaz
Fo-F! izolowanych z r6éznych organizméw prokariotycznych i eukario-
tycznych. Sektor Fo kompleksu zbudowany jest z trzech podstawowych
typow podjednostek biatkowych a, b, ¢ pozostajagcych w bionie w sto-
sunku liczbowym la :2b :6—10c- Liczba podjednostek typu c rézni sie
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w zaleznosci od zrédia, z ktérego enzym zostat wyizolowany. ATPaza
mitochondriéw zwierzecych zawiera trzy dodatkowe podjednostki biat-
kowe w sektorze Foenzymu, czynnik F6 (17) i FB (18, 19) oraz nadajacy
enzymowi wrazliwo$¢ na oligomycyne polipeptyd OSCP (oligomycin
sensivity conferring protein) (20). Te trzy polipeptydy tworzg prawdo-
podobnie ,szyjke” (stalk) trzyczesciowej struktury biatkowej wykrytej
metodg mikroskopii elektronowej (Ryc. 1) przez Fernandez-Mo-
rana (4). Sektor Ft enzymu zbudowany jest z pieciu réznych polipep-
tyddw oznaczonych w pisSmiennictwie kolejnymi literami greckiego alfa-
betu (aP,y,8,6). W mitochondriach zwierzecych w sektorze Ft wystepuje
dodatkowy ,polipeptyd bedacy inhibitorem enzymu (21, 22).

Mimo znacznego postepu w badaniach struktury kompleksu enzyma-
tycznego ATPazy mechanizm funkcjonowania kanatu protonowego jest
wcigz daleki od zrozumienia. Badania w tej dziedzinie sg prowadzone
w dwoch podstawowych kierunkach, mechanizmu wiazania Fo z sektorem
katalitycznym Ft oraz mechanizmu translokacji protonow.

11-1. Wigzanie katalitycznego sektora Fi z FO
11-1.1. Prokarionty

Jest rzeczg znang, ze jedna czasteczka Fojest zdolna do wigzania tylko
jednej czasteczki Fi takze u prokariontéw. W procesie wigzania obu sek-
torow gtdwna role petni podjednostka biatkowa typu b (poréwnaj z ry-
cing 3). Charakteryzuje sie ona szczegblng budowga. Jest bowiem poli-
peptydem amfifilowym zawierajagcym sekwencje aminokwasow o wiasci-
wosciach skrajnie hydrofobowych w koricu N czasteczki. Segment ten
prawdopodobnie tkwi gieboko w dwuwarstwie lipidowej btony (23). Resz-
ta hydrofilowa czasteczki reaguje z polipeptydami 5 i 8 nalezagcymi do
sektora Fj kompleksu. Region hydrofobowy czasteczki tworzy pojedynczy
transmembranowy a-heliks, ktéry kontaktuje sie z podjednostkami typu
a i ¢ sektora F,. Region hydrofilowy zawiera dwa przylegajgce do siebie
obszary zbudowane z 31 aminokwaséw tworzacych a-heliksy. One wias-
nie kontaktujg sie z podjednostkami 5 i e sektora Fi kompleksu tworzac
,N0zke” trzyczeSciowej jednostki biatkowej. Wigzanie polipeptydu b z
podjednostkami 5 i e Fj polega prawdopodobnie na interakcji typu
heliks-heliks (23, 24). Przypuszcza sie, ze istotng role w tym procesie
petnig atomy magnezu tworzac mosty kationowe miedzy resztami kwa-
sowymi 'polipeptydu b a podjednostkami 6 i e sektora Fi (24). Polipep-
tyd b prawdopodobnie wystepuje w btonie w postaci dimeru (Ryc. 3).
Zajmuje on centralng pozycje w kompleksie ATPazy i odpowiada za
strukturalne powigzanie obu sektoréw kompleksu Fi i FO Zajmujac te
pozycje musi on odgrywac szczeg6lng role w mechanizmie translokacji
protonéw przez blone. Przypuszczenia te potwierdzajg doswiadczenia

5 Postepy Biochemii 3/86
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z mutantami bakteryjnymi o uposledzonej syntezie polipeptydu typu b.
Mutanty te charakteryzujg sie drastycznie obnizong szybkoscig translo-
kacji protonéw (11). Tak znaczny postep znajomosci struktury polipep-
tydu b sektora F, zawdzieczamy w znacznej mierze zastosowaniu progra-
mu komputerowego HYDROPLOT (25, 26), dzieki ktéremu mozna byto
wyznaczy¢ segmenty hydrofobowe polipeptyddw (23).

Struktura i funkcja podjednostki biatkowej typu a jest mniej jasna.
Zastosowanie programu komputerowego do badan tego polipeptydu wy-
kazato, ze polipeptyd z E.coli zawiera 7 réznych hydrofobowych regio-
now (26). Wiekszo$¢ z nich ma odpowiedniki w bionie mitochondriow
zwierzecych. Trzy z nich moga tworzy¢ transmembranowe a-heliksy.
Prawdopodobnie polipeptyd typu a peini role strukturalng w komplek-
sie. Potwierdzajg to doswiadczenia przeprowadzone na bakteriach ter-
mofilowych, w ktérych usunieto ten polipeptyd (27). Preparaty F0z tych
bakterii zachowywaty funkcje protonoforetyczng. Podjednostki biatko-
we typu c z sektora F0 sg proteolipidami. Peinig one prawdopodobnie
zasadnicza role w mechanizmie translokacji protonéw. Ich budowa
i funkcja zostang omowione w rozdziale o mechanizmie przeptywu pro-
tonéw.

11-1.2. Mitochondria

W mitochondriach zwierzecych conajmniej dwa polipeptydy biorg
udziat w wigzaniu Fx i FO Nalezg do nich wspomniany juz polipeptyd
OSCP charakteryzujacy sie wydtuzonym ksztattem czasteczki (28) oraz
polipeptyd F6 znany jako jeden z czynnikéw sprzegajacych oksydacyjna
fosforylacje (29). Oba polipeptydy zostaty wyizolowane i oczyszczone.
Czynnik F6 jest zwigzany z sektorem Fo0i jest prawdopodobnie potrzebny
do wigzania OSCP z tym sektorem (30). Istniejg tez dane, ze czynnik Fé
peini w procesie wigzania obu sektoréw istotng funkcje, podczas gdy
OSCP zwieksza powinowactwo wigzania F6z sektorem Fxkompleksu (31).
Potwierdzajg to dane o wigzaniu tego polipeptydu z czastkami submito-
chondrialnymi zubozonymi zaréwno w Fx jak i w OSCP oraz F6.

Niedawno oznaczono peina sekwencje aminokwasdéw w polipepty-
dzie F6 Zawiera on 76 reszt aminokwasowych i powtarzajgce sie sekwen-
cje w regionie srodkowym czasteczki. Stwierdzono, ze koniec N cza-
steczki jest homologiczny wobec konca C podjednostki typu c E.coli (32).
Homologie sekwencji aminokwasowych stwierdzono tez miedzy czynni-
kiem F6 a naturalnym inhibitorem enzymu (33). Obecnie wiadomo, ze
oczyszczony polipeptyd OSCP tworzy trwaty kompleks z wyizolowanym
Fx wigzac sie prawdopodobnie z podjednostkami a. Tak powstaty kom-
pleks nadaje wrazliwo$¢ na oligomycyne czasteczkom submitochondrial-
nym pozbawionym Fj i OSCP (34). Z danych zawartych w pismien-
nictwie wynika, ze pozycja OSCP w czasteczce nie jest jeszcze precy-
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zyjnie ustalona. Z przedstawionych przez Gautheron i wsp. (35
wynikow wida¢, ze stosunek liczbowy OSCP do Fxréwna sie 2:3. Ostat-
nie dane opublikowane przez Dupuis i wsp. (36, 37) uzyskane dzieki
zastosowaniu Swiattoczutej pochodnej azydkowej OSCP, $wiadcza o jego
reakcji nie tylko z podjednostkg a lecz takze z podjednostkg p w sekto-
rze Fj. Dane Archinarda i wsp. (38) uzyskane dzieki zastoso-
waniu przeciwcial OSCP wskazuja, ze lokalizacja OSCP jest raczej pe-
ryferyjna. By¢ moze wiaze sie on takze z podjednostkg y sektora Fj.
Wigzanie OSCP z polipeptydem a potwierdzajg doswiadczenia z pro-
teoliza tego polipeptydu. Poddanie czesciowej proteolizie podjednostki
biatkowej wywotuje obnizenie zdolnosci wigzania OSCP z Fi (39). Mozli-
wa, ze OSCP wraz z czynnikiem F6 petnig rownorzedng role struktu-
ralng bioragc udziat w wigzaniu obu sektorow enzymu i tworzac jego
szyjke (40) (poréwnaj z rycing 1). Polipeptyd OSCP jest obecnie jednym
z najlepiej poznanych biatek kompleksu enzymatycznego ATPazy Fo-Fi.
Dzigki pracom Ovchinnikova i Ernstera (41, 42) znana jest
jego petna sekwencja aminokwasow. Zawiera on 190 aminokwasow.
W obu koncowych sekwencjach obserwuje sie znaczne zageszczenie ami-
nokwasoéw obdarzonych tadunkiem elektrycznym nadajacym tym regio-
nom czasteczki wiasciwosci hydrofilowe. Region centralny czasteczki ma
charakter hydrofobowy. Porédwnanie sekwencji aminokwaséw OSCP
z sekwencjg polipeptydu 8 sektora Fj E.coli wskazuje na strukturalng
homologie obu koAcowych regionéw czasteczki, a takze obszaru cen-
tralnego (41, 43). Sugeruje to, ze OSCP jest funkcjonalnym odpowied-
nikiem podjednostki 8 prokariontéw. Podobng homologie obserwuje sie
miedzy budowg OSCP a budowg polipeptydu typu b E.coli (41). Wysu-
nieto sugestie o podobienstwie nie tylko struktury, lecz i funkcji OSCP
i podjednostki typu b prokariontow (41, 44). OSCP zawiera prawdopo-
dobnie strukturalne elementy obu podjednostek 8 i b prokariontow (45,
46). Koniec N czasteczki OSCP jest bardziej hydrofobowy niz odpowia-
dajacy mu segment podjednostki 8. Prawdopodobnie tym wiasnie kon-
cem polipeptyd OSCP jest zwigzany z btong. Tym tez mozna ttumaczy¢
fakt, ze podczas usuwania Fj z btony OSCP pozostaje z nig zwigzany
podczas gdy podjednostka 8 E.coli dysocjuje wraz z catym kompleksem
Fi (47). Wiagzanie Fj z sektorem btonowym w btonach zubozonych w Fj
wymaga tez obecnosci dwu- i jednowartosciowych kationéw (48). Rola
ich prawdopodobnie polega na neutralizacji ujemnego #fadunku po-
wierzchniowego btony. Dane Sandri i wsp. (49) sugerujg, ze Fo
w obecnosci kationéw jednowartosciowych (Cs+, Rb+, NH4+) Fx wigze
sie z czasteczkami submitochondrialnymi zubozonymi w Fj, OSCP i Fé
w takim samym stosunku liczbowym oraz w tym samym miejscu jak
W enzymie natywnym.

Na szczeg6lng uwage zastuguje wykrycie homologii miedzy powta-
rzajagcymi sie sekwencjami aminokwasowymi w OSCP i translokazie

o
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nukleotydéw adeninowych (42, 50). W sktad kompleksu Fo mitochondriow
wchodzi prawdopodobnie jeszcze jeden polipeptyd oznaczany w piSmien-
nictwie symbolem FB (18, 19) opisany jako czynnik sprzegajacy fosfory-
lacje oksydacyjng. Jest on SciSle zwigzany z btong, z ktorej nie ekstra-
huje sie nawet w obecnosci detergentu. Czasteczka FB zawiera sekwencje
aminokwasoéw o wysokiej hydrobowosci oraz funkcjonalnie aktywne
grupy sulfhydrylowe (51). Przypuszcza sie, ze FB jest analogiem pod-
jednostki biatkowej typu b prokariontow. W piSmiennictwie zawarte sg
sugestie, ze bierze on udziat w mechanizmie translokacji protonéw (19,
51). Zubozenie enzymu w czynnik FB powoduje zahamowanie wymiany
miedzy atomami fosforu w fosforanie nieorganicznym i ATP bedacej
reakcja czastkowa oksydacyjnej fosforylacji (52). Swiadczy to réwniez
0 bliskim powigzaniu funkcjonalnym tego polipeptydu z F*

11-2. Mechanizm translokacji protonow

Zastosowanie inhibitora N,N’-dwucykloheksylkarbodwuimidu, DCCD,
w badaniach ATPazy FO-F! przyniosto wiele istotnych informacji o struk-
turze i funkcji enzymu (53). Przede wszystkim przyczynito sie do iden-
tyfikacji i charakterystyki najbardziej hydrofobowej podjednostki ¢ sek-
tora btonowego. Lipofilowy DCCD tatwo przechodzi przez btone i reaguje
kowalencyjnie z grupami karboksylowymi kwasu asparaginowego Ilub
glutaminowego (54, 55) nalezacymi do niskoczasteczkowego proteolipidu
(m.cz. 6500—8000). Podobne proteolipidy znaleziono w mitochondriach,
w chloroplastach i bakteriach oraz zidentyfikowano jako podjednostke
typu ¢ enzymu. Z tymi samymi proteolipidami wiaze sie niekowalen-
cyjnie takze, klasyczny juz inhibitor enzymu, antybiotyk oligomycyna
(56). lzolowany proteolipid wbudowany do liposoméw powoduje wzrost
przepuszczalnosci pecherzykéw w stosunku do protonéw. To przewod-
nictwo protonowe proteoliposomu jest hamowane przez DCCD (57).
Badacze z grupy Kagawy zmierzyli szybkos$¢ translokacji protonéw
przez kanat Fo w proteoliposomie. Wynosi ona 31 ng jonu na min na
mg Fo (Vmax) i jest proporcjonalna do AliH+ (58). Poréwnanie 5 homo-
logicznych proteolipidow wigzacych DCCD izolowanych z réznych Zrd-
det (drozdze, E.coli, serce byka, N.crassa, szpinak) wykazato, ze wiele
z tych biatek jest zbudowane z dwodch skrajnie hydrofobowych réwno-
legtych sekwencji aminokwasowych przedzielonych segmentem o wiasci-
wosciach hydrofilowych. Nadaje to czasteczce charakterystyczny ksztaht
szpilki do wtoséw (59). Hipoteze struktury drugo- i trzeciorzedowej pro-
teolipidu ¢ z E.coli przedstawia rycina 4.

Segmenty hydrofobowe czasteczki sg utworzone z dwoéch transmem-
branowych a-helikséw potaczonych segmentem hydrofilowym. Sekwen-
cje aminokwaséw w segmencie polarnym czasteczki proteolipidu sg iden-
tyczne w poréwnywanych preparatach kompleksu Fo0 izolowanego z r6z-
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Ryc. 4. Przypuszczalna drugo- i trzeciorzedowa struktura podjednostki biatkowej
¢ prokariontéw (59).

Efekty mutacji w pozycji 28, 31, 61 i 64 dyskutowane w teks$cie. Strzatkami oznaczono mu-
tacje w N. crassa lub S. cerevisiae, ktére nadaja FO odporno$¢ na oligomycyne. Symbolem x
oznaczono kwas asparaginowy, ktérego grupa karboksylowa wigze DCCD powodujagc ha-
mowanie translokacji H+.

nych Zzrédet. Natomiast sekwencje aminokwasowe konca C i N r6znig
sie. W giebi hydrofobowej domeny potozonej w dwuwarstwie fosfoli-
pidowej znajduje sie kwas asparaginowy (Aspéi) oznaczony na rycinie 4
symbolem x. Grupa karboksylowa tego aminokwasu reaguje z DCCD
i prawdopodobnie petni istotng funkcje w mechanizmie translokacji pro-
tondw w kanale FO Nalezy wspomnie¢, ze kwas asparaginowy zostat
takze wykryty w domenie hydrofobowej podjednostki Il oksydazy cyto-
chromowej w sekwencji aminokwaséw homologicznej wobec sekwencji
aminokwaséw w proteolipidzie E.coli (60). W szczepach mutantéw E.coli,
w ktérych Asp@ zostat wymieniony na inny aminokwas, translokacja
protondw nie zachodzi (61, 62). Preparaty Fo-Fj izolowane z tych bakterii
nie reagujag z DCCD. Eksperymenty te sg gtdwnym dowodem S$wiad-
czacym o0 udziale w mechanizmie translokacji protonéw grup Kkar-
boksylowych potozonych w hydrofobowej domenie blony. Istniejg tez
dane, ze znajdujgca sie w $rodkowym obszarze drugiego segmentu hy-
drofobowego proteolipidu izoleucyna (poréwnaj z rycing 4) bierze udziat
w niekonwalencyjnym wigzaniu DCCD (33). Wigzanie to jest prawdo-
podobnie jednym ze stadiow (poprzedzajacym kowalencyjne wigzanie
z grupa karboksylowg) wigzania DCCD przez proteolipid. Na Ryc. 4
strzatkami zaznaczono przypuszczalne miejsca wigzania oligomycyny.
Lezg one w poblizu miejsc wigzagcych DCCD. Hamowanie enzymu przez
oligomycyne i DCCD nie jest addytywne. Oznacza to, ze inhibitory te
wigzg sie z FO w miejscach odmiennych. Stosunek molowy oligomycyny
i F,, sugeruje, ze biatko wigzace inhibitor jest monomerem (63).
Mechanizm hamowania translokacji protondéw przez oligomycyne
u bakterii polega prawdopodobnie na ostanianiu reszt karboksylowych
kwasu asparaginowego badz glutaminowego przed protonami (59). Na-
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lezy przypuszcza¢, ze interakcje podjednostek a, b oraz proteolipidu
takze odgrywaja role w mechanizmie translokacji protonéw. Na pod-
stawie analizy kinetyki hamowania enzymu przez DCCD Kopecky
i wsp. (64) sugerowali obecnos¢ pojedynczego kanatu protonowego,
ktory miatl istniec w dwdch odmiennych stanach konformacyjnych.
Zmiana konformacji kanatu miata otwiera¢ droge dla protonéw. Obecnos¢
szesciu i wiekszej liczby podjednostek typu ¢ w FOQ z ktorych kazda mo-
gltaby zawiera¢ kanat protonowy wymaga wyjasnienia. Znaczna w sto-
sunku do pozostatych liczba podjednostek typu c (poréwnaj z rycing 3)
pozwala oczekiwa¢, ze tworzg one raczej system transmembranowych
a-helikséw. Wedtug niektérych badaczy taki wielohelikalny system moze
tworzy¢ tancuchy wigzan H+ (65—67). Hipotezy te sg jednakze zbyt
uproszczone i ogollnikowe. Wydaje sie, ze ostateczne rozwigzanie za-
gadki mechanizmu translokacji protondw przez sektor F0 enzymu moga
przynie$¢ badania interakcji grup COO- z protonami w hydrofobowych
obszarach btony (w dwuwarstwach lipidowych).

Charakterystyka przewodnictwa protonowego przez kanat Fo wy-
maga miedzy innymi oznaczenia zaleznosci szybkos$ci przeptywu proto-
néw od wartoSci potencjatu transmembranowego. W nienaruszonych
sprzezonych mitochondriach zalezno$¢ ta nie moze by¢ badana ponie-
waz w nieobecnosci ADP sektor F0o w potaczeniu z Fx tworzg uktad
zamkniety dla protonéw. Dlatego tez w badaniach tego typu stosuje sie
proteoliposomy (Fowbudowany do liposomu) lub innego rodzaju sztuczne
btony (68). Innym podejsciem eksperymentalnym w badaniach przewod-
nictwa protonowego kanatu Fo in situ sa doSwiadczenia prowadzone na
czgstkach submitochondrialnych pozbawionych sektora Fj. Stosujac ta-
kie podejscie wykazano niedawno, ze oddychajace czastki submitochon-
drialne pozbawione Fx generujg niski potencjat transmembranowy
(115—140 mV). Potencjat ten wzrasta 0 40 mV po dodaniu oligomycyny.
Obnizenie potencjatu transmembranowego jest konsekwencjg powrot-
nego przeptywu protondw przez otwarte kanaty protonowe enzymu (69).
Wymienione badania sugerujg tez, ze istnieje warto$¢ progowa po-
tencjatu, ponizej ktérej kanat Fo nie funkcjonuje.

W mitochondriach zwierzecych istotng role w mechanizmie trans-
lokacji protonéw przypisuje sie grupom sulfhydrylowym omowionego
juz polipeptydu FB (18, 19). Modyfikacja tych grup przez Cd++ lub ich
utlenienie powoduje zahamowanie translokacji protonéw przez kanat.
Wykazujg to doswiadczenia przeprowadzone na proteoliposomach za-
wierajgcych oczyszczony enzym serca wotu. Blokowanie grup SH pod-
czas energizacji btony przez ATP powodupe spadek Aah+ Efekt ten jest
odwracany przez dwutiotreitol (20). Modyfikacja grup SH powoduje tez
hamowanie pasywnego transportu protonéw w proteoliposomach zawie-
rajacych FQ Podczas elektroforezy kompleksu Fo znakowanego lsCd++
obserwuje sie jedno pasmo biatka zawierajgcego izotop Cd++, ciezar
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czasteczkowy ktdrego odpowiada czynnikowi FB(18). _Na podstawie przy-
toczonych wynikéw mozna wnioskowaé, ze polipeptyd FB stanowi in-
tegralng komponente kanatu protonowego w sektorze F0 enzymu mito-
chondrialnego.

W bakteriach podjednostka typu b bedgca analogiem polipeptydu Fn
wraz z proteolipidem c stanowig prawdopodobnie podobny system trans-
lokujacy protony w sektorze Foenzymu.

1. Struktura i funkcja sektora katalitycznego ATPazy

Sektor katalityczny Fx ATPazy (m.cz. 375) jest zbudowany z pod-
jednostek biatkowych pieciu typéw (poréwnaj z rycing 3). Wszystkie te
podjednostki zostaty wyizolowane i oczyszczone (70). Trzy z nich naj-
wieksze a (m.cz. 50.9), P (m.cz. 48.0) y (m.cz. 27.2) wystepujg u wszystkich
organizméw prokariotycznych i eukariotycznych (2, 58, 71—74). Istnieje
wiele danych $wiadczacych o tym, ze wystepujg one w czasteczce enzymu
w nastepujacych stosunku liczbowym. 3a:3|5:ly:15:le (70,74—76). Znaczna
cze$¢ masy czasteczki enzymu stanowig zatem podjednostki a, b iy
i whasnie zawierajacy je region Fi wykazuje wasciwosci ATPazy.

Izolowany kompleks biatkowy Fx jest zdolny do katalizowania hy-
drolizy ATP. Dlatego tez w pismiennictwie opisywany jest jako ATPaza.
Obserwowane sg uderzajace podobienstwa struktury, wiasciwosci i funk-
cji F; roznego pochodzenia. Sugeruja one, ze takze mechanizmy ich dzia-
tania beda badZ podobne, badZ identyczne. Podjednostki kompleksu Fo-Fi
w komodrkach eukariontdw sg kodowane czeSciowo przez geny jadrowe,
a czeSciowo przez mitochondrialne. Geny te zapewne skutecznie opieraty
sie procesowi ewolucji, skoro zarowno w sektorze Fo0 jak i w Fj ATPazy
mitochondrialnej réznych gatunkéw obserwuje sie wiele homologicz-
nych sekwencji aminokwasowych. Zwilaszcza podjednostki biatkowe en-
zymu a i @wykazujg znaczng homologie. Zapewne dlatego, ze petnig one
centralng funkcje katalityczng w syntezie ATP, ktéry jest uniwersal-
nym Zzrédiem energii w $wiecie organizméw zywych.

Oprécz pieciu wymienionych polipeptydéw sektor Fx enzymu mi-
tochondrialnego zawiera polipeptyd tatwo dysocjujagcy z kompleksu,
grajacy role naturalnego inhibitora enzymu (21, 77). Inhibitor ten wiagze
sie w sposéb odwracalny z Fx Petni on prawdopodobnie funkcje regu-
lacyjng podczas hydrolizy i syntezy ATP (78—80).

Wydaje sie, ze nagromadzono dostateczng liczbe danych wskazujg-
cych, ze podjednostki biatkowe a i fi wystepujg w kompleksie Fj w trzech
kopiach. Przemienne potozenie tych polipeptydéw tworzacych heksago-
nalny uktad wydaje sie najbardziej prawdopodobne. Swiadcza o tym po-
$rednio dane uzyskane dzieki zastosowaniu podejscia eksperymentalnego
polegajacego na sieciowaniu podjednostek biatowych (58, 81, 82). Heksa-
gonalne usytuowanie podjednostek a i 6 obserwowano podczas badan
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struktury Fi z zastosowaniem metody niskokatowego rozproszenia pro-
mieni X (83). Taki ksztatt potozenia w czasteczce Fj podjednostek a i p
moze by¢, zdaniem specjalistow, interpretowany jako uktad trzech po-
lipeptydéw a i trzech polipeptydéw P, otaczajacych kompleks zbudowany
z podjednostek vy, 6 i e Potwierdzajg to najnowsze dane prezentowane
przez Schaf era (84). Dane tego autora uzyskane dzieki zastosowa-
niu monoklonalnych przeciwcial podjednostki a potwierdzajg tez ste-
chiometrie podjednostek Fx 3a:3P:ly:ly:le. Przeprowadzone przez Am-
zela i wsp. (85) badania ugiecia promieni X przez pojedynczy krysztat
Fi wskazujg na obecnos$¢ trzech mas w czasteczce enzymu. Dwie z nich
powinny zawiera¢ dwa polipeptydy a i dwa polipeptydy @lub ich kom-
binacje; trzecia z nich — polipeptydy a i Boraz mate podjednostki (y, 6, €).
Dane te sugerujg, ze struktura przemiennego potozenia podjednostek a i p
moze nie by¢ prawdziwa. Ponadto wykazujg one, ze pary a i 6 pod-
jednostek enzymu nie sa strukturalnie réwnowazne.

I11-1. Mechanizm syntezy i hydrolizy ATP

I11-1.1. Centrum Kkatalityczne ATPazy FO-F!

Synteza i hydroliza ATP katalizowane przez ATPaze F0-Fj, podobnie
jak inne procesy enzymatyczne przebiegajg w trzech stadiach. Stadium
wigzania substratu, stadium katalityczne oraz stadium usuwania pro-
duktu. Przewazajaca wiekszo$¢ publikowanych prac dotyczacych struk-
tury i funkcjonowania centrum Kkatalitycznego enzymu skupia uwage na
stadium wigzania substratu. Badania z zastosowaniem analogéw nukleo-
tydow adeninowych wykazaly, ze w czasteczce enzymu istnieje szes$é
miejsc ich wigzania (86). Znajdujg sie one w dwu najwiekszych polipep-
tydach kompleksu a i P (86). Badania wigzania $wiattoczutych analogéw
ATP (87, 88) i pochodnych alkylowych nukleotydu (89, 90) Swiadcza
o0 modyfikacji podjednostek 6 pod wptywem tych analogéw. Wazkie in-
formacje uzyskano tez dzieki badaniom rekonstytucji kompleksu Fi
z izolowanych podjednostek. Wykazaty one, ze tylko kompleksy zawie-
rajgce podjednostke P sg zdolne do hydrolizy ATP (91). Na podstawie
tych danych wnioskowano, ze centra Kkatalityczne enzymu znajduja
sie w podjednostkach P. Nukleotydy adeninowe zwigzane sg w tych cen-
trach luzno i moga ze znaczna szybkosciag wymienia¢ sie z nukleotydami
Srodowiska. W przeciwienstwie do podjednostek P, podjednostki a zawie-
rajg miejsca $cistego wigzania nukleotydéw. Nukleotydy zwigzane nie-
konwalencyjnie w podjednostkach a mogg wymieniaé sie z nukleotydami
Srodowiska z szybkoscig nieznaczna. Rola tych $cisle zwigzanych nukleo-
tydow nie jest jasna. Niektérzy autorzy (58) przypisuja im funkcje struk-
turalng, podobng do funkcji atoméw metali wbhudowanych w czasteczki
niektorych enzymoéw. Nie jest tez pewne czy ATP i ADP wigzg sie
z podjednostkami a in vivo. W ostatnich latach ukazaly sie w pismien-
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nictwie doniesienia, ze niektére analogi ATP, ktdre w warunkach prze-
prowadzanych eksperymentéw powinny wiagzaé¢ sie z miejscami w pod-
jednostkach (G tatwo wymieniajgcymi nukleotydy z otoczeniem, wigzg
sie takze z podjednostkami a (92). Dane dotyczace wigzania nukleotydow
czytelnik moze znalez¢ w obszernym artykule przegladowym Harrisa
(93). Proponowane obecnie mechanizmy Kkatalizy zakiadajg, ze centra
katalityczne enzymu sg tworzone zar6wno przez podjednostki $ jak i a
w specyficznych miejscach ich kontaktu. Sugeruja to wyniki doswiadczen
polegajagcych na sieciowaniu podjednostek biatkowych a i ( (81). Na
podstawie wynikow uzyskanych w doswiadczeniach z inhibitorami
ATPazy (58, 94) sugerowano, ze polipeptydy P zawierajg specyficzne
centra odpowiedzialne za konformacyjng interakcje podjednostka-pod-
jednostka wymagang do uformowania centrum Katalitycznego enzymu.
Badania krystalograficzne trzeciorzedowej struktury polipeptydu P wy-
kazaly, ze biatko to zawiera charakterystyczny zmienny ukiad a-helik-
sOw oraz struktur P potozonych przemiennie i tworzacych zwartg struk-
ture zwany faldg Rossmanna (95). Uktad ten wystepuje w wielu enzy-
mach zawierajgcych centra wiazania nukleotyddéw adeninowych. Inhi-
bitor enzymu, S$wiattoczuty analog ATP 8-azydo-ATP, modyfikuje trzy
reszty aminokwasowe w tym regionie czasteczki podjednostki |3 Fakt
ten sugeruje, ze wiasnie falda Rossmanna stanowi fragment centrum
katalitycznego w podjednostce @ Jednakze podjednostki a wigzace nu-
kleotydy adeninowe i prawdopodobnie wspdtdziatajagce w formowaniu
centrum Kkatalitycznego nie zawierajg faldy Rossmanna. Podjednostki
a i @zawieraja sekwencje aminokwasowe homologiczne z wieloma biat-
kami wigzacymi nukleotydy adeninowe. Na przyktad sekwencje Glu-
Gly- Leu- Ala- podjednostek a eurokariontéw znaleziono w syntetazie
alanylo- i tyrozylo-t-RNA, sekwencje charakterystyczne dla podjed-
nostek @w polimerazie RNA (71). Znaczng homologie obserwowano mie-
dzy podjednostkg P, Ca2+-ATPaza,, translokaza nukleotydéw adenino-
wych, miokinazg, fosfofruktokinaza (96) oraz miozyng (97).

111-1.2. Wspoétdziatanie podjednostek w procesie katalitycznym

Obecno$¢ wiekszej liczby podjednostek katalitycznych w enzymie
nasuwa badaczom nastepujace pytanie: Czy petnig one réwnowazne
funkcje? Czy zachodzi ich wzajemne oddziatywanie podczas syntezy
hydrolizy ATP?

Stosujgc inhibitor enzymu 4-chloro-7-nitrobenzofurazan, NbF-CI,
Ferguson i wsp. (98, 99) wykazali, ze modyfikacja reszty tyrozy-
nowej w jednej podjednostce P powoduje petne hamowanie hydrolizy
ATP. Adolfs on i Moudrianakis (100) stwierdzili, ze szybkos¢
usuwania ADP zwigzanego w centrum Kkatalitycznym wzrastata po doda-
niu nukleotydu do $srodowiska reakcji. Autorzy ci, wnioskowali, ze wigza-
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nie nukleotydéw w innym miejscu dziata allosterycznie stymulujac dyso-
cjacje nukleotyddw w innym miejscu czasteczki enzymu. Badacze z grupy
Boy era (101—108) proponowali mechanizm syntezy i hydrolizy ATP
uwzgledniajgcy wspotdziatanie podjednostek katalitycznych Fx Uzyska-
ne przez nich dane wskazywaty, ze wigzanie ADP i fosforanu nieor-
ganicznego stymuluje usuwanie ATP z centrum Kkatalitycznego podczas
jego syntezy, a wigzanie ATP stymuluje usuwanie ADP i fosforanu pod-
czas hydrolizy ATP. Mechanizm zapronowany przez Boy er a (106)
opierat sie na danych doswiadczalnych uzyskanych w badaniach reakcji
wymiany atomow tlenu miedzy wodg a fosforanem nieorganicznym za-
chodzacej w centrum Kkatalitycznym Badacze z grupy Boyera
wykazali, ze czastki submitochondrialne katalizujg wymiany tlenu dwéch
typow: (1) wymianeg, ktorej ulega atom tlenu fosforanu uformowanego
podczas hydrolizy ATP przed opuszczeniem centrum Katalitycznego, t.j.
wymiane na poziomie intermediatu (intermediate exchange) oraz (2)
wymiane tlenu zachodzacg miedzy fosforanem a woda Srodowiska (me-
dium exchange). Nastepujace fakty doswiadczalne postuzyty autorom do
sformutowania propozycji wspotdziatania podjednostek w procesie kata-
litycznym Fii

a) usuwanie ADP z medium hamowato wymiane druga, a takze wy-
miane ATP- fosforan nieorganiczny w czastkach submitochondrialnych.
Oznacza to, ze wigzanie ADP byto niezbedne do usuwania ATP.

b) obnizanie koncentracji ATP podczas hydrolizy w czastkach sub-
mitochondrialnych stymulowato inkorporacje tlenu do utworzenia fos-
foranu. Oznacza to, ze ADP i fosforan nie moga by¢é usuwane z jed-
nego miejsca wigzania podczas gdy ATP pozostaje zwigzany. Podobne
wyniki uzyskano podczas badan z oczyszczonym enzymem.

c) w czastkach submitochondrialnych usuwanie ATP ze $rodowiska
hamowato wymiane tlenowa H2 — fosforan typu drugiego, podczas gdy
wymiana na poziomie intermediatu miata miejsce. Oznacza to, ze wig-
zanie ATP jest niezbedne do usuwania fosforanu.

d) obnizanie koncentracji ATP lub fosforanu podczas syntezy ATP

w czgstkach submitochondrialnych znacznie stymulowato inkorporacje
atomu tlenu do ATP. Oznacza to, ze wigzanie fosforanu i ADP w jednym
z miejsc katalitycznych byto niezbedne do usuwania ATP utworzonego
w innym miejscu.
Wedlug mechanizmu proponowanego przez grupe Boyera luzne wia-
zanie substratow w centrum Kkatalitycznym w podjednostce P wywotuje
zmiane konformacyjna, dzieki ktérej substraty wigzg sie scisle z enzy-
mem. Zmiana ta ostabia wigzanie produkturu reakcji w innej podjed-
nostce P, dzieki czemu moze by¢ on usuwany. Mechanizm zaproponowany
przez Boyera wyjasniat kontrowersyjne dane dotyczace petnej inakty-
wacji enzymu podczas modyfikacji tylko jednej reszty amiokwasowej
w czasteczce Ft (109—113).
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Na podstawie badan przebiegu katalizowanej przez Ft hydrolizy
Swiattoczutej pochodnej azydkowej analogu ATP 3'-0-(4-benzoil) benzoil
adenozyno-5-trojfosforanu pietnowanej H i P Williams i Cole-
man (114) zaproponowali inny mechanizm uwzgledniajacy udziat pod-
jednostek a. Zgodnie z ich hipotezg proces katalityczny hydrolizy ATP
przebiega w trzech stadiach: 1) ATP wigze sie z podjednostka (3 w ktdrej
zachodzi proces hydrolizy ATP; 2) uwolniony ADP zostaje przeniesiony
na podjednostke a, podczas gdy fosforan zostaje usuniety; 3) nastepna
czasteczka ATP wigze sie z podjednostka Waéweczas zostaje usuniety
ADP. W zaproponowanym schemacie miejsce wigzania ATP w podjed-
nostce P jest przestrzennie zblizone do miejsca wigzania ADP w podjed-
nostce a. Oba miejsca sg miejscami $cistego wigzania. Usuwanie ADP
jest wynikiem destabilizacji zwigzanego produktu reakcji dzieki obec-
nosci nastepnej czasteczki substratu. Jest to mechanizm podobny do pro-
ponowanego przez Boyera, w ktorym allosteryczny wplyw usuwania
produktu na wigzanie substratu zostaje zastapiony bezposrednig reakcja
miejsce-miejsce (site-to-site). Prace nad wigzaniem analogéw nukleoty-
déw dostarczajg bezposrednich dowodow wspotdziatania podjednostek F~
Stosujac niektére analogi Cross i Nalin (86) wykazali, ze jedno
z miejsc katalitycznych w Fi charakteryzuje sie wysokim powinowac-
twem wigzania nukleotydéw (Kd =18 ~M). Pozostate dwa miejsca majg
powinowactwo wigzania znacznie nizsze (Kd = 1 fiM). Zastosowanie in-
nych analogéw nukleotydéw dato podobne wyniki (115, 116).

Z badan tego typu wynika, ze wspoétdziatanie centréw katalitycz-
nych rozpatrywane jako proces wigzania nukleotydéw jest negatywne.
Innymi stowy, wigzanie nukleotydow w jednym z centréw Kkatalitycz-
nych ostabia ich wigzanie w pozostatych centrach. Negatywne wspétdzia-
fanie podjednostek w oparciu o wigzania ATP wykazali po raz pierwszy
Lardy i wsp. (117, 118). Wspotdziatanie centrow Kkatalitycznych
rozpatrywane w odniesieniu do szybkosci procesu katalitycznego jest
pozytywne (119, 120). Potwierdzajg to obserwacje znacznego (10® krot-
nego) przys$pieszenia hydrolizy ATP w jednym z centrow katalitycznych,
ktore zachodzito tylko wtedy, kiedy jedno z dwéch pozostatych centréw
zawierato zwigzany nukleotyd (119). Ten wzrost aktywnosci enzymu jest
prawdopodobnie spowodowany wzrostem szybkosci usuwania produktow
reakcji.

Czesto jako dowdd wspétdzatania podjednostek katalitycznych przy-
tacza sie obserwacje, ze jedna tylko czasteczka niektdrych inhibitorow
na jedna czasteczke enzymu wystarcza do petnego zahamowania procesu
katalitycznego (121). Rectenwald i Hess (122) obserwowali, ze
aktywno$¢ ATPazy rozwijata sie z opdznieniem (okres utajony aktyw-
nosci) w przypadku, kiedy enzym nie zawierat Scisle zwigzanych nukleo-
tydow. Obserwacja ta réwniez potwierdza wspotdziatanie katalityczne
podjednostek enzymu.
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Wyniki wymienionych badan nie wyjasniajg stopnia udziatu poszcze-
gélnych centrow w procesie katalitycznym. Do zrozumienia tego proble-
mu w znacznym stopniu moga sie przyczyni¢ prace badaczy grupy
Penefskyego (123, 124). Dobierajagc stosunek stezen ATP/Ft badali
oni szybkos$¢ hydrolizy ATP w warunkach, w ktérych mogto funkcjono-
waé tylko jedno centrum Kkatalityczne enzymu. Oznaczyli szybkos¢
maksymalng jednomiejscowej katalizy oraz obliczyli warto$¢ Km i szyb-
kosci maksymalnej dwu- i trzymiejscowej katalizy (120). Uzyskane wy-
niki sugerowaty, ze kazde z trzech miejsc katalitycznych Ft jest zdolne
do hydrolizy ATP, a cato$¢ procesu katalitycznego konsekwencjg wspoét-
dziatania wszystkich centréow.

Odmienne podejscie metodyczne zastosowali badacze grupy Hate-
fiego (125). Badali oni szybko$¢ hydrolizy w szerokim zakresie stezen
ATP przy statym stezeniu Fj. Wyniki przedstawione w postaci zaleznosci
Eadie-Hofstee (v/[s] versus v) analizowano przy pomocy komputera, kto-
rego program zaktadat, ze srodowisko inkubacyjne zawiera wigkszg liczbe
ATPaz o ré6znym Km i Vmex Poréwnanie danych eksperymentalnych
z symulowanymi sugeruje obecno$¢ trzech centréw katalitycznych o od-
miennych wiaéciwosciach. Swiadcza o tym trzy rdznigce sie znacznie
wartosci Km Modyfikacja jednego z centréw przez DCCD pozbawiata
enzym 95°o aktywnos$ci. Przytoczone dane sugeruja, ze centra katali-
tyczne petnig nierbwnowazne funkcje w enzymie. Niesymetryczna
struktura kompleksu podjednostek 3a 35 y wskazuje tez na nieréwno-
wazno$¢ funkcji centrow katalitycznych (miejsca kontaktu podjednostek
a—Ylub G—vy) (126).

111-1.3. Reszty aminokwasowe w centrum katalitycznym

Badania polegajgce na chemicznej modyfikacji reszty argininowej su-
geruje, ze arginina wystepuje w centrach katalitycznych enzymow kata-
lizujacych transport grupy fosforylowej lub reakcje fosforylacji (127).
Oczyszczony mitochondrialny Fj zawiera znaczng ilos¢ argininy (128).
Badania Seniora (129) wskazywaty na szczegdlng role tyrozyny w wig-
zaniu nukleotydow. Prawdopodobnie bierze ona udziat w wigzaniu ich
pierécienia purynowego (129—132). Wiele danych (133—137) wskazuje na
role lizyny w centrum katalitycznym Fi. Wysuwano sugestie, ze bierze
ona udziat w wigzaniu nukleotydéw poprzez ich reszty fosforanowe. Obec-
nos¢ argininy i lizyny w centrum katalitycznym Fj pozostaje w zgodzie
z koncepcja udzialu dwéch natadowanych dodatnio grup chemicznych,
ktore moga by¢ odpowiedzialne za jednoczesne wigzanie dwoch, aniono-
wych substratow enzymu H2P 04 i ADP- (137, 138).

W pismiennictwie mozna znalez¢ dane wskazujgce na obecno$¢ ami-
nokwasoéw grup karboksylowych w centrum katalitycznym Ft. Mody-
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fikacja jednego z centréw przez DCCD polega prawdopodobnie na blo-
kowaniu tych grup (139).

Wykazano, ze hydroliza ATP jest catkowicie hamowana przez dwie
czasteczki DCCD na jedng czasteczke Fx (140) oraz stwierdzono, ze
inaktywacja enzymu przez DCCD jest zwigzana z modyfikacjg podejed-
nostki P (141). W piSmiennictwie mozna tez znalez¢ dane, ze seryna moze
by¢ miejscem wigzania DCCD (142).

I11-1.4. Synteza i hydroliza ATP

Kiedy elektrochemiczny potencjat protonowy ANHH Kktory jest silg
napedowg syntezy ATP, osigga wysokg warto$s¢ (ok. 200 mV), enzym
petni funkcje syntetazy ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji. Obni-
zanie przy pomocy protonoforu powoduje aktywacje jej aktywnosci
ATPazowej i hamowanie oksydacyjnej fosforylacji. Zardwno synteza ATP,
jak i jego hydroliza sa hamowane przez inhibitory translokacji protonow
w FQ przyktadem ktorych jest omdwiona wyzej oligomycyna. Zaréwno
synteza, jak i hydroliza ATP zachodzg w tych samych centrach kata-
litycznych Fi (143). Reakcja katalizowana przez syntetaze ATP jest wy-
padkowga trzech proceséw: 1) translokacji protondéw przez dwuwarstwe
lipidowag (omoéwionej wyzej), 2) tworzenia (lub hydrolizy) wigzania bez-
wodnikowego P-O-P w ATP, 3) sprzezenia procesu przeptywu protonéw
z tworzeniem tego wigzania. Pierwsze dwa procesy, jak wiemy, moga
zachodzi¢ w sektorach Fo i F, enzymu niezaleznie. Trzeci za§ wymaga
prawdopodobnie szczeg6lnej czwartorzedowej konfiguracji obu sektorow.

I11-1.41. Czy jest mozliwe istnienie ufosforylowanego prekursora ATP,
w ktorym fosfor jest zwigzany kowalencyjnie?

Podstawowg funkcja ATPazy Fx podczas syntezy ATP jest koncowa
reakcja.transfosforylacji. Przez wiele lat postulowano przebieg tej reak-
cji z udziatem wysokoenergetycznych posrednikdw. Badania w tym Kie-
runku byly inspirowane przez wczesne prace dotyczace dehydrogenazy
3-fosfoglicerylaldehydu (144), a idea wysokoenergetycznych interme-
diatow zostata sprecyzowana jasno przez Slatera w hipotezie chemicznego
sprzezenia (145). PoOzZniejsze udane proby izolowania ufosforylowanych
pochodnych niektérych ATPaz, jak Ca2+ATPazy (146), Na+, K+-ATPazy
(147) oraz H+-ATPazy blony plazmatycznej (148) wskazuja, ze poszu-
kiwania ufosforylowanych prekursoréw ATP w procesie oksydacyjnej
fosforylacji nie byty pozbawione podstaw. Jednakze p6zniejsze dane o po-
tozeniu atomu fosforu w czgsteczce fosforanu (149) podczas hydrolizy
ATP Kkatalizowanej przez (150, 151) Swiadcza, ze préby izolowania
ufosforylowanych kowalencyjnych pochodnych enzymu byty skazane
na niepowodzenie. Nawet przy zatozeniu, ze taki ufosforylowany po-
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$rednik jest zbyt labilny, by mozna go byto izolowaé, wyzej wymie-
nione badania powinny byty wykaza¢ jego obecno$¢. Badania stereoche-
micznego przebiegu katalizy enzymatycznej translokacji grupy fosfo-
rytowej, wskazujg, ze zblizenie akceptora tej grupy do atomu fosforu
moze wptywaé na jego konfiguracje przestrzenng. Atom ten badZ za-
chowuje pierwotng konfiguracje, badZz ulega inwersji.

0 00
/1° \/
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O

Inwersje atomu fosforu obserwuje sie podczas procesu Kkatalitycznego
kinaz. Natomiast w procesach katalitycznych fosfataz i fosfomutazy
przebiegajacych z udziatem ufosforylowanych posrednikéw atom fosforu
zachowuje swojg pierwotng konfiguracje przestrzenng. W badaniach
procesu katalizowanego przez Fj substratem byt tiofosforan ATP zna-
kowany stereospecyficznie tlenem IsO w pozycji y. Ulegat on hydrolizie
w wodzie wzbogaconej w 10. Produktem hydrolizy byt nieorganiczny
[0, 10, 180] tiofosforan. Analiza jego konfiguracji z zastosowaniem
techniki NMR wykazata, ze atom fosforu y w ATP ulega usunieciu pod-
czas hydrolizy ATP (152). Oznacza to, ze fosforan usuwany jest z ATP
wprost do wody bez udziatu ufosforylowanego prekursora. Wyniki te
wykluczajg takze powstawanie metafosforanu jako formy przejSciowe;j.
Sugeruja one, ze proces ktalityczny oraz usuwanie jego produktow sta-
nowia precyzyjnie zharmonizowane zjawisko. b

Waznym stadium w badaniach mechanizmu syntezy ATP bylo ozna-
czenie kolejnosci formowania wigzania P—O—P ([3—y) w ATP oraz
etapu uwalniania HZO0 w tej reakcji. Dzieki pomystowej technice zasto-
sowanej przez Wimmera i Rose (153) udato sie oznaczy¢ szybkosci
pobierania HA i rozszczepiania wigzania 6—y w ATP podczas jego
hydrolizy. Wyniki tych badan wskazuja, ze oba procesy przebiegajg z tg
sama szybkoscia.

111-1.4.2. Energetyka procesu katalitycznego

Powstawanie bezwodnikowego wigzania miedzy grupami fosforyto-
wymi P—y w ATP w S$rodowisku wodnym wymaga znacznej zmiany
swobodnej energii. Dlatego tez przez wiele lat uwaga badaczy poszuku-
jacych mechanizmu uzytkowania swobodnej energii utleniania substra-
tow skupiata sie gtéwnie na tej reakcji. Obecnie mechanizm powstawa-
nia wigzania P—y zachodzacy w centrum Kkatalitycznym Fj jest znany.
Wiemy, ze podstawowg reakcjg tego mechanizmu jest usuwanie wody
z fosforanu nieorganicznego spowodowane nukleofilowym atakiem atomu
tlenu grupy fosforylowej [3w ADP na atom fosforu w fosforanie. Wiemy



[19] ATPaza 319

tez, ze proces tworzenia wigzania @—y w ATP nie wymaga energii. Do
wyjasnienia tego problemu przyczynity sie gidwnie omdwione juz cze-
Sciowo prace grupy Boy era (108), ktére dotyczyly mechanizmu reak-
cji wymiany izotopowej miedzy atomem tlenu w fosforanie i atomem
tlenu w wodzie. Badacze grupy Boyera wykazali, ze protonofory nie
hamujg wymiany na poziomie intermediatu. Zachodzenie tej wymiany
oznacza, ze ATP zwigzany z enzymem w centrum Kkatalitycznym ulega
hydrolizie i resyntezie. Brak hamowania jej przez protono-
fory wskazuje, ze reakcja powstawania wigzania [3—y w ATP nie wy-
maga energii. Innymi stowy swobodna energia (AGQ tej reakcji rowna
sie, lub jest bliska zeru, jezeli zachodzi miedzy substratami zwigzanymi
w centrum Kkatalitycznym enzymu. Nalezy doda¢, ze wymiane na po-
ziomie intermediatu obserwowano podczas badan nad oczyszczonym en-
zymem mitochondrialnym Fxoraz izolowanym z chloroplastéw (108, 104).
Stwierdzono, ze oba enzymy sg zdolne do syntezy ATP zwigzanego
w centrum Kkatalitycznym, a state rownowagi tych reakcji sugeruja, ze
powstawanie FAATP z FjJADP i fosforanu jest procesem izoergicznym,
przebiegajacym z nieznaczng zmiang swobodnej energii. Wyniki prac
Z oczyszczonymi enzymami sugerujg, ze tworzenie kowalencyjnej struk-
tury ATP w centrum Kkatalitycznym enzymu nie wymaga ani gradientu
protonéw, ani potencjatu transmembranowego. Faktéw tych nie przewi-
dywat Mitchell formutujagc swojg hipoteze dziatania syntetazy ATP
(154, 155). Druga z badanych wymian tlenowych (medium exchange) jest
hamowana przez protonofory. Zachodzenie tej wymiany moze oznaczaé,
ze wigzanie substratdbw z enzymem oraz usuwanie produktdw reakcji
moga by¢ reakcjami endoergicznymi w mechanizmie syntezy ATP.
Gresser i wsp. (158) stwierdzili wzrost wartosci Km(dla ADP i fos-
foranu) w obecnosci protonoforu podczas syntezy ATP w czgstkach sub-
mitochondrialnych. Oznacza to obnizenie powinowactwa wigzania sub-
stratow w obecnosci protonoforu i sugeruje, ze reakcjag endoergiczng
w procesie katalitycznym jest reakcja wigzania substratow. Czynniki
rozprzegajace hamujg wymiane atoméw tlenu w grupie fosforylowej
ATP i HD podczas hydrolizy ATP. W warunkach tych jak wiemy, za-
chodzi wymiana na poziomie substratu miedzy fosforanem a woda w cen-
trum katalitycznym. Oznacza to, ze wigzanie ATP wcigz ma miejsce,
podczas gdy jego usuwanie jest hamowane przez czynnik rozprzegajacy.
Dane te implikuja, ze reakcjg wymagajgcg dostarczenia energii w pro-
cesie katalitycznym jest usuwanie nukleotydow. W laboratorium Pe-
nefskyego niedawno zmierzono szybkosci i state réwnowagi Kkilku
reakcji mechanizmu hydrolizy (lub syntezy ATP) w warunkach, kiedy
proces katalityczny przebiega z udziatem tylko jednego centrum Kkata-
litycznego (mechanizm minimum) (130). Okazato sie, ze reakcja uwal-
niania ATP z kompleksu F+-ATP przebiega ze skrajnie niskg szybkossig
(k = 7X 10R»sec-1). Dane doswiadczalne wskazuja, ze zastosowanie pola
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elektrycznego (50 |is) przyspiesza przebieg tego najwolniejszego stadium
katalitycznego (156, 157). By¢ moze proces energizacji kosztem wy-
wotuje zmiane konformacyjng utatwiajgcg usuwanie nukleotydu przez
ostabienie jego wigzania. Podobne sugestie zawarte sg we wczesniejszej
publikacji Harrisa i Slatera (166).

Przytoczone dane i rozwazania sugerujg, ze hipoteza Mitchella
0 bezposrednim udziale ,,energizowanych” protonéw (154, 155) w reakcji
powstawania wigzania P—y w ATP nie znajduje potwierdzenia ekspery-
mentalnego. Zgodnie z ta hipotezg protony podczas przeptywu przez ka-
nat w sektorze F, miaty by¢ kierowane do centrum katalitycznego Fx
gdzie miaty reagowac bezposrednio z atomem tlenu usuwanym z fosfo-
ranu nieorganicznego. Jak dotad brak jest danych doswiadczalnych o bez-
posrednim udziale protonéw w stadium procesu katalitycznego wyma-
gajacego energii. Przypuszcza sig, ze zmiany konformacyjne zachodzace
w biatkach zawierajgcych znaczng liczbe a-heliks6w o specyficznym ich
usytuowaniu moga powodowaé usuwanie nukleotydéw z Fx

Hipoteze uwzgledniajaca udziat a-helikalnych ,przewodéw protono-
wych” w zmianach konformacyjnych biatek btonowych przedstawit
Marvin (159). Moze ona by¢ podstawg do rozwazahn nad mechanizmem
majagcym miejsce w F”

I11-2. Hipotezy mechanizmu funkcjonowania ATPazy FO-Fi

Brak wystarczajgco udokumentowanych danych nie przeszkadza licz-
nym spekulacjom na temat prawdopodobnego mechanizmu funkcjono-
wania enzymu. Niektore z nich zostang przedstawione nizej.

Znacznym krokiem naprzéd w stosunku do hipotezy Mitchella byta
hipoteza Crossa przedstawiona w 1981 roku (121). Wyjasniata ona pre-
cyzyjnie role poszczeg6lnych aminokwasdéw (opisanych wyzej) oraz ato-
mow magnezu w centrum Kkatalitycznym, enzymu. Autor zaktadat za-
chodzenie energio-zaleznej zmiany konformacyjnej powodujacej przejscie
formy latentnej enzymu w forme aktywng. Wedtug niego centra kata-
lityczne enzymu mialy przechodzi¢ cykliczne interkonwersje standw
0 niskim i wysokim powinowactwie wigzania liganddw.

Na rycinie 5 przedstawiono najnowszg hipoteze mechanizmu funkcjo-
nowania ATPazy Fg-Fj zaproponowang przez Kagawe (160). Wedtug
jego hipotezy czasteczka Fj zawiera domene (w goOrnej czesci ryciny
w ksztatcie elipsy), w ktorej zgrupowane sg aminokwasy kwasne i zasa-
dowe. Kwasowe reszty i zasadowe tych aminokwaséw mogg ulega¢ cy-
klicznej protonacji i deprotonacji z udziatem protonéw naptywajacych
do domeny przez kanal w kompleksie sektora F0z podjednostkami biat-
kowymi sektora F~ Neutralizacja tadunku ujemnego COO~ powodowac
ma zmiane konformacyjng w fatdzie Rossmanna, podczas ktérej kompleks
ATP-Mg2+ zostaje usuwany z centrum Kkatalitycznego. Grupy karboksy-
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lowe nastepnie ulegajg deprotonacji, a uwolnione protony sg usuwane
do fazy wodnej po stronie F! (matriks w przypadku mitochondriow).
Zgodnie z przedstawiong przez Kagawe hipotezg domena kwasowo-
zasadowa stanowi rodzaj centrum dyspozycyjnego dla pozostatej czesci
centrum katalitycznego enzymu. W domenie tej zachodzi zamiana energii
przeptywajacych protonéw w energie konformacji. Podobne zmiany kon-
formacyjne czgsteczki spowodowane reakcjg protonacji i deprotonacji
sq istotg efektu Bohra w hemoglobinie. Fischer i Oesterhelt
proponowali podobny mechanizm transportu protonéw z udziatem reszt
aminokwasowych petnigcych role dawcéw i biorcéw protonéw w bak-
teriorodopsynie (161) a Papa (163) w cytochromach. Zgrupowanie
trzech reszt zasadowych i kwasowych w domenie pozostaje w zgodzie
Z przyjetg stechiometrig (3 H+/ATP) syntezy ATP. Koncepcja udziatu
domen kwasowo-zasadowych w mechanizmie syntezy ATP znajduje po-
twierdzenie w badaniach genetycznych nad poszukiwaniem homologicz-
nych sekwencji aminokwasowych; takie sekwencje zbudowane z Asp-
Glu-Leu-Ser-Glu-Glu-Asp (kwasna sekwencja) oraz z Arg-Ala-Lys-lle-
X-Arg (zasadowa sekwencja) znaleziono w Fx mitochondriéw zwierze-
cych, chloroplastéw i niektorych bakterii (162). Waznym szczeg6tem jest
informacja, ze aminokwasy te znajdujg sie w podblizu fatdy Rossmanna.
Przedstawiona hipoteza jest zgodna z omdéwionymi wynikami badan ste-
reochemicznych mechanizmu Fi, wedtug ktorych atom fosforu w fosfo-
ranie ulega inwersji i jest atakowany nukleofilowo przez O- w ADP.

FOGE ~NH+ H+

nukleofilowy
Inwersja P

Wiazanie nukleotydow
w miejscu niekatalitycznym

Ryc. 5. Hipoteza domeny kwasowo-zasadowej (160).

6 Postepy Biochemii 3/86
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W Swietle nagromadzonej obecnie wiedzy o strukturze i funkcji bia-
tek kurczliwych mechanistyczne koncepcje funkcjonowania ATPaz trans-
portujacych protony przezywaja niejako renesans. Wyrazem tego jest
opublikowana niedawno przez Mitchella (164) hipoteza rotujgcych
podjednostek ATPazy Fo-F~ Hipoteza ta zaklada analogie miedzy ru-
chem obrotowym wici niektérych pierwotniakéw a mechanizmem ATPaz
Fo-F!, oraz nawigzuje do mechanizmu dziatania aktomiozyny. Opiera sie
ona na nastepujacych zatozeniach:

1) podjednostki P Fj natadowane ujemnie kontaktujg sie z dodatnio
natadowang podjednostka y; powierzchnie obu podjednostek sg do siebie
dopasowane; potozenie kazdej z trzech podjednostek P w stosunku do
siebie podczas obrotu r6zni sie o 120°.

2) Centra katalityczne enzymu tworzg sie w miejscach przylegania
specyficznych domen na powierzchniach trzech par podjednostek a —p.

3) W miejscach kontaktow podjednostek a — 6 zachodzi wspotzalezny
transport ATP oraz PnADP; wspoétdziatanie typu ,,push-pull” jest spo-
wodowane ruchem rotacyjnym podjednostek.

4) Wigzanie ligandéw i przenoszenie ich miedzy centrami katalitycz-
nymi a translokujacymi zalezy od bliskosci i orientacji katowych po-
wierzchni podjednostek.

5) Podjednostkg y (lub kompleks y—e) dziata jak drzwi obrotowe
cyklicznie taczace centrum katalityczne uformowane przez kazdag pare
podjednostek a— @z kanatem protonowym w sektorze FO

6) Wejscie protonéw do centrum katalitycznego (wysoki elektroche-
miczny potencjat protonowy Ath+) przez drzwi obrotowe w podjednostce
y (lub w kompleksie y—e) powoduje ruch obrotowy na skutek wzajem-
nego odpychania podjednostek a, P i y; odpychanie to jest Scisle zwigzane
z wspotzaleznym transportem ATP/(Pn+ ADP) oraz z protonacjg i usu-
waniem Os~.

7) Wejscie fosforanu nieorganicznego oraz ADP, usuwanie ATP oraz
fosforylacja ADP sg katalizowane w centrach mieszczacych sie w po-
wierzchniach kontaktu podjednostek a — P w trzech stadiach cyklu obro-
towego wynoszacych 120° petny konfiguracyjny obrotowy cykl kata-
lityczny wynosi 360°.

Podobng hipoteze opartg na analogii miedzy ruchem rotacyjnym wici
niektéorych mikroorganizméw a mozliwoscia rotacji kompleksu podjed-
nostek b wraz z podjednostkami 6, e i y opublikowali Cox i wsp. (165).
Zgodnie z ich hipotezg protony reagujace ze specyficznymi grupami
w sektorze F0 podczas syntezy ATP powodujg rotacje kompleksu pod-
jednostki b z podjednostkami 6, e i y. Rotacja taka wywotuje zmiane
konformacyjng powodujaca interkonwersje trzech centrow Kkatalitycz-
nych enzymu. Podobng interkonwersje zakiadat Cross w swojej' hi-
potezie (121).

Zaakceptowano do druku 30 stycznia 1986 r.
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MINIREVIEW

JANINA KWIATKOWSKA

Fosfolipidy inozytolowe w przetwarzaniu
informacji w komorkach

Inositol phospholipids in intracellular
transformations of information

Komorki odbierajg za pomocg receptoréw r6znorodne informacje, przekazy-
wane im pod postacig chemicznych i fizycznych sygnatéw pierwotnych, takich jak
hormony, neurotransmitery, jony, fotony itp. Sygnaly te indukujg nastepnie po-
wstawanie substancji wewngatrzkomoérkowych, zwanych przekaznikami wtorny-
mi. Liczba tych przekaznikéw jest ograniczona w poréwnaniu z sygnatami pier-
wotnymi, zachodzi wiec uproszczenie informacji. Przekazniki wtérne uruchamiaja
mechanizmy, za posrednictwem ktorych regulujg rozliczne funkcje komorkowe. Do
najlepiej poznanych przekaznikow wtdrnych nalezg cykliczne nukleotydy, stymu-
lujgce'fosforylacje biatek za pomocg kinaz A i G.

Duzym i zrozumiatym zainteresowaniem cieszg sie ostatnio przekazniki wtor-
ne, ktére powstaja z fosfolipidéw inozytolowych. Lipidy te zajmujg szczegélne
miejsce w ukladach przetwarzania informacji, gdyz powstajg z nich dwa r6zne
przekazniki wtdrne o odmiennym mechanizmie dziatania, a mianowicie trifosfoi-
nozytol (InsPa) i diacyloglicerol (DG). Pobudzajg one wiele waznych zdarzen ko-
morkowych, takich jak mobilizacja wapnia, aktywacja cyklazy guanylowej, akty-
wacja kinaz biatkowych: C i tyrozynoswoistej, oraz uwalnianie kwasu arachido-
nowego, prekursora prostaglandyn.

Do czynnikéw pobudzajgcych hydrolize lipiddw inozytolowych nalezy wiele
hormonoéw, neurotransmiterow i substancji wzrostowych i mitogennych, takich
jak: acetylocholina, adrenalina, angiotensyna, pankreozymina, tyreoliberyna, bra-
dykinina, wazopresyna, serotonina, histamina, EGF, PDGF, fitohemaglutynina,
leukocydyna itp. W fotoreceptorach czynnikiem takim sg fotony, w ptytkach

krwi — PAF i trombina, a w komérkach jajowych — spermatozoidy. Uktad fos-
folipidow inozytolowych zwigzany jest z dziataniem receptoréw okreslonej grupy:
muskarynowego dla acetylocholiny, alfa — dla adrenaliny, Vi dla wazopresyny

* Prof. dr hab., Zaktad Biochemii Akademii Medycznej we Wroctawiu, ul. Cha-
tubinskiego 10, 50-368 Wroctaw.

Wykaz skrétéw uzywanych w pracy: DG — diacyloglicerol; EGF — nabton-
kowy czynnik wzrostu; InsP3 — inozytolo-1,4,5-trifosforan, potoczna nazwa tri-
fosinozytol; InsP. — inozytolo-l,4-bifosforan; Ins(l)P — inozytolo-I-fosforan;
Ins(4)P — inozytolo-4-fosforan; PAF — czynnik aktywujacy ptytki; PDGF — ptyt-
kowy czynnik wzrostu; Ptdlns — fosfatydylo-l-inozytol; Ptdins(4)P — fosfatydylo-
inozytolo-4-fosforan; Ptdins(4,5)P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan.



330 J. KWIATKOWSKA 2]

i Hi — dla histaminy. tatwo zauwazy¢, ze sg to receptory odpowiedzialne za akty-
wacje cyklazy guanylowej i powstawanie cyklicznego GMP.

Rozktad lipidéow inozytolowych, wywotany dziataniem sygnatéw pierwotnych
jest zjawiskiem rozpowszechnionym w organizmach zywych. U zwierzat obser-
wowano go w wielu tkankach: watrobie, moézgu, S$liniankach, mieéniach, komoér-
kach krwi, fibroblastach, gruczotach dokrewnych, nowotworach itp. (1—6).

Lipidy inozytolowe wystepuja w komorkach bakterii, roslin i zwierzat. Sa
one na ogodt zlokalizowane po wewnetrznej stronie btony plazmatycznej. Odznaczaja
sie specyficznym sktadem kwaséw tluszczowych z duzg przewagag stearynianu
i arachidonianu, wystepujacych w stosunku LI. W fosfolipidach inozytolowych
ptytek krwi kwasy te stanowig ponad 85% og6lnej zawartoéci reszt acylowych (7).

Gtéwnym inozytolowym skiadnikiem bton jest fosfatydylo-l-inozytol (Ptdins).
Z niego to pod wptywem kinaz biony komoérkowej powstajg kolejno fosfaty-
dyloinozytolo-4-fosforan (PtdIns(4)P) oraz  fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan
(PtdIns(4,5)P2). Uwaza sie, ze to witasnie ten ostatni jest odbiorcg sygnatéw recep-
torowych i prekursorem przekaznikéw wtérnych.

Niemate zainteresowanie wzbudza fakt, ze fosforylacja PtdIns moze zachodzi¢
pod wptywem kinaz bedacych produktami onkogenow src, wirusa sarkomy Rousa
i ros, wirusa sarkomy ptasiej. Obok kinaz w komérkach dziatajg takze fosfatazy
lipidéw inozytolowych. Wspdtdziatanie kinaz i fosfataz prowadzi do powstania cy-
klu jatowego:

ATP ATP
\%
Ptdlns — ~  Ptdins (4)P — Ptd Ins(4,5) P2
/ 1
P, Pi

Do tego energetycznie kosztownego cyklu nie dochodzi, gdy pod wptywem odpo-
wiedniego sygnatu pierwotnego zajdzie reakcja hydrolizy PtdIns(4,5)P2

Ptd Ins (4,5) P2 -----m-meemee- » InsP3+ DG

Ta wiadnie reakcja jest kluczowym etapem uktadu regulacyjnego z udziatem lipi-
déw inozytolowych. Katalizujg jg fosfodiesteraza (fosfolipaza C). Mechanizm, za
pomocg ktérego informacja z receptora zostaje przekazana na fosfodiesteraze nie
zostat dotad jednoznacznie wyjasniony. Postuluje sie, ze zmiana konformacji re-
ceptora zaburza strukture btony w taki sposéb, ze PtdIns(4,5)P2 staje sie do-
stepny dla enzymu. Wiele przemawia za tym, ze tgcznikiem miedzy fosfodiesteraza
a receptorem moze by¢ biatko wigzace GTP, podobnie jak ma to miejsce w ukta-
dzie cyklazy adenylanowej. W wielu tkankach nukleotydy guanylowe stymulujg
procesy zalezne od lipidéw inozytolowych.

Produktami hydrolizy PtdIns(4,5)P2 sg 1,2-diacyloglicerol oraz myo-inozyto-
lo-1,4,5-trifosforan (InsP3. Znaleziono tez $ladowe ilosci myo-inozytolo'-1,3,4-tri-
fosforanu, ale rola tego zwigzku nie jest na razie znana. W wielu tkankach i na-
rzgdach zaobserwowano wzrost stezenia InsPs: pod wplywem hormonéw i innych
substancji sygnatowych. Wzrost ten idzie w parze z wewnatrzkomorkowg mobili-
zacja jonow wapnia, bedac jej przyczyna, a nie skutkiem, jak pierwotnie sgdzono.
Wapn staje sie wiec jak gdyby trzecim przekaznikiem, pobudzajacym juz bezpo-
$rednio rozne procesy komorkowe.

Dodajac InsPs do permeabilizowanych komérek, utrzymywanych w S$rodowisku
0 niskich stezeniach Ca2+, juz po 1—2 sek. uzyskiwano wzrost stezania tego jonu,
utrzymujacy sie ponad 60 sek. Szybko$¢ ta odpowiada czasowi odpowiedzi badanych
komoérek na bodZzce uwalniajace InsP3 z lipidéw inozytolowych. InsP3 mobilizuje
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waphn z retikulum endoplazmatycznego, ale nie mobilizuje go z mitochondriéw.
Wykazano to, stosujgc odpowiednie inhibitory oraz warunki sprzyjajagce nagro-
madzeniu wapnia w jednym z tych dwu ,magazynow”. Wydaje sie, ze InsP3
pobudza mechanizm uwalniania Ca2+ z retikulum, ale nie wptywa na transport
do wnetrza i gromadzenie wapnia, ani tez za odpowiedzialng z ten proces ATPaze.
Dziatanie InsPs ogranicza sie prawdopodobnie tylko do czesci retikulum, wypo-
sazonej w odpowiednie receptory (4, 8, 9).

Dziatanie InsP3 na mobilizacje wapnia jest wysoce swoiste. Inozytolobis- i mo-
nofosforany nie wykazuja zadnej aktywnosci, podobnie jak myo-inozytol. Ma to
tym wieksze znaczenie fizjologiczne, ze w komédrkach InsP3 ulega btyskawicznie
defosforylacji do nieaktywnych zwigzkéw.

Li+
Ins(1)P —_|

InS (L 4, 5)P3 eeeme -Ins(1,4)p 2< . >inozytbl
teaflA\D 1

Fosfataza InsP3 jest zlokalizowana w btonie. Jest to enzym wysoce aktywny. Na-
stepnie dziatajg fosfatazy cytoplazmatyczne. Hydroliza inozytolomonofosforanow
do inozytolu jest hamowana przez sole litu (10). Inozytol jest niezbedny dla resyn-
tezy lipidow inozytolowych, a wiec Li+ moze hamowaé caty ukiad przetwarzania
informacji z ich udzialem. Uwaza sig, ze ten witasnie mechanizm moze leze¢ w pod-
fozu dziatania Li+ jako leku psychotropowego, czy czynnika hamujgcego wydzie-
lanie hormondéw. Szybki rozktad InsP3 w komérce sprawia, ze ma on krotko-
trwate dziatanie, tak typowe dla wszystkich przekaznikéw wtdrnych.

Drugim sygnatem wtérnym, wyzwalanym z fosfolipidéw inozytolowych jest
digliceryd, zawierajagcy jedng nienasycong reszte acylowg (przewaznie arachido-
nowa). Zwigzkowi temu przypisuje sie duze znaczenie jako naturalnemu aktywa-
torowi kinazy biatkowej C, uczestniczacej w procesach egzocytozy, wzrostu i pro-
liferacji komorek. Niezastgpionym aktywatorem tego enzymu jest fosfatydylose-
ryna, wigzaca si¢ z hydrofobowg domeng kinazy C. W nieobecnosci DG kinaza jest
jednak aktywna jedynie w $rodowisku o bardzo wysokich stezeniach Ca*+. DG
zwieksza powinowactwo enzymu wobec wapnia do tego stopnia, ze petna aktywnos¢
wystepuje juz w fizjologicznych jego stezeniach. Dziatanie DG jest swoiste i ani
mono- ani triglicerydy lub wolne kwasy tluszczowe nie wykazujg aktywnosci. Nie-
odwracalng aktywacje kinazy C wywotujg analogi DG, estry forbolowe, znane
jako sytmulatory wzrostu nowotworowego (5, 6). Jak wykazano, zaréwno substancje
sygnatowe, pobudzajgce rozkiad PtdIns(4,5)P2, jak i syntetyczne DG, zawierajgce
nienasycony acyl stymulujg fosforylacje biatek, znanych jako substraty kinazy C
(biatko 40K ptytek krwi, biatka komorek nowotworowych itp.) (11).

Pojawity sie tez doniesienia na temat aktywacji kinaz tyrozyno-swoistych.
DG i estry forbolowe pobudzaly fosforylacje reszt tyrozynowych peptydu 43K fi-
broblastow zarodka kurczecia, imitujagc pod tym wzgledem dziatanie czynnikow
wzrostu i biatek transformujgcych. Dziatanie takie bytoby niezalezne, lub tylko
posrednio zalezne od kinazy C, gdyz ta ostatnia katalizuje fosforylacje reszt sery-
nowych i treoninowych, ale nie katalizuje fosforylacji reszt tyrozynowych (12).

Podobnie jak to sie ma w przypadku innych przekaznikéw wtérnych, DG jest
szybko usuwany z komérki. Moze to nastgpi¢ drogg aktywacji do kwasu fosfa-
tydowego, a nastepnie do CDP-diglicerydu, co prowadzi do resyntezy lipidéw ino-
zytolowych. Inng mozliwos$cig jest hydroliza DG z uwolnieniem kwaséw tluszczo-
wych. Poniewaz jednym z nich jest arachidonian, jest to droga wiodgca do synte-
zy prostaglandyn PG2 a w ptytkach krwi takze tromboksanu.

Jak wida¢ z wyzej przytoczonych danych, kazdy z sygnatéw wtérnych, uwal-
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nianych z lipidéw inozytolowych ma odmienny mechanizm dziatania: InsPs jest
odpowiedzialny za mobilizacje wapnia, za§ DG za aktywacje kinazy biatkowej C,
a moze i kinazy tyrozyno-swoistej. Schemat dziatania obu przekaznikéw przedsta-
wiono na Rys. 1 Rozpatrujac biologiczne efekty stymulacji uktadu lipidéw inozy-
tolowych musimy bra¢ pod uwage oba te mechanizmy.

SYGNAL

— </"RECEPTORM"> ------emmmommmmeeee

Ptd Ins (4, V

Ins Pj| Arachidonian

\\ Prostaglandyny
kmaza C

2+
Ca kma7a tyrozynoswonsta

ODPOWIEDZ KOMORKI NA SYGNAL

Rys. 1. Udziat lipidow inozytolowych w przetwarzaniu informacji w komorkach.

W wielu przypadkach dziatanie obu przekaznikéw wtérnych InsPs i DG, jest
synergiczne. Niezalezno$¢, a zarazem synergizm ich dziatania mozna wykazaé
na przyktadzie ptytek krwi. Fizjologiczng odpowiedzig tych komorek na trombine
i PAF jest sekrecja serotoniny. Towarzyszy jej fosforylacja biatka 40K. DG i estry
forbolowe, wprowadzone do ptytek stymuluja, zgodnie z oczekiwaniem fosforyla-
cje, serotonina jest jednak wydzielana w znacznie mniejszych ilo$ciach niz pod
wptywem naturalnych bodzcow. Peiny efekt fizjologiczny uzyskuje sie dopiero po
dodaniu jonoforéw, zwiekszajagcych stezenie wapnia w komdrce (7, 13).

Synergiczne dziatanie InsPs i DG wykazano takze w innych komérkach, w kté-
rych egzocytoza jest zwigzana z hydrolizg lipidéw inozytolowych. Zaréwno aktywa-
cja kinazy C jak i mobilizacja wapnia sg niezbedne dla maksymalnego wydziela-
nia histaminy z komérek tucznych, adrenaliny z rdzenia i aldosteronu z kory
nadnerczy oraz insuliny z trzustki (5, 14, 15). InsPs uczestniczy takze w regulacji
wydzielania parathormonu z przytarczyc (16).

Obydwa przekazniki wtorne zdajg sie odgrywa¢ role w procesach proliferacji
komaérek pobudzanych przez mitogeny i czynniki wzrostu (6, 17, 18). Rola kinazy C
w tych procesach polega miedzy innymi na fosforylacji i aktywacji nos$nika
Na+/H+ w blonie plazmatycznej, co powoduje wzrost pH cytoplazmy. Alkalizacja
taka wydaje sie konieczna dla inicjacji replikacji DNA i proliferacji. Syntetyczne
DG i estry forbolowe wywotujag wzrost pH w cytoplazmie fibroblastéw, komorek
HelLa, neuroblastoma itp. (19). DG pobudzajg tez pobieranie heksoz, rozrywanie
witokienek aktyny i inne procesy, uwazane za nastepstwo aktywacji kinaz biatko-
wych przez czynniki wzrostowe (18).

Od dawna wiaze sie proliferacje komorek z mobilizacja wapnia. Rozktad
PtdIns(4,5)P2 idzie w parze z mobilizacjag Ca2+ obserwowang w zaptodnionych
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jajach jezowca i roznicujgcych sie keratynocytach. Injekcja InsP3 do oocytéw roz-
gwiazdy wywotuje zmiany blonowe typowe dla zaptodnienia i wczesnych etapow
rozwoju. Stezenie InsP3 wzrasta w komoédrkach pobudzanych przez PDGF, bombe-
zyne, wazopresyne i inne czynniki wzrostowe (4).

Duze zainteresowanie wzbudza hipoteza o mozliwym powigzaniu miedzy dzia-
taniem niektérych onkogenow a uktadem regulacji z udzialem lipidéow inozytolo-
wych. Jak juz wspomniano, produkty onkogenéw src i ros moga fosforylowaj,
PtdIns i PtdIns(4)P. Onkogen sis jest zwigzany z produkcjag PDGF, a erb-B ko-
duje receptor EGF — wiadomo za$, ze czynniki te dziatajg poprzez lipidy inozyto-
lowe. Sugeruje sie, ze produkt onkogenu ras moze by¢é aktywatorem fosfodieste-
razy (20).

InsP3 zdaje sie spetnia¢ znaczaca role w procesach widzenia. Przypuszczalnie
jest on od dawna poszukiwanym #acznikiem miedzy wychwytem fotonéw przez
fotoreceptory oka a impulsem elektrycznym i bodzcem nerwowym. Pod wptywem
foton6w zmniejsza sie zawarto$¢ PtdIns(4,5)P2 w bionie fotoreceptoréw, wzrasta za$
stezenie InsP3w komérce. InsP3 wprowadzony do fotoreceptorow oka kraba i wotu
wywotuje zmiany podobne do tych, jakie powoduje $wiatlo, a mianowicie powo-
duje uwolnienie Ca2+ z dyskow zewnetrznej czesci pateczek siatkdwki do cyto-
plazmy (4, 21). *

Wymienione przyktady efektéw fizjologicznych, wywotywanych przez prze-
kazniki wtdrne powstajace z lipiddw inozytolowych wskazujg jak wazne miejsce
zajmujg te ostatnie w procesach regulacji. Badania na ten temat zaczety sie sto-
sunkowo niedawno i mozna przypuszcza¢, ze najblizsza przyszto$¢ przyniesie wiele
nowych faktéw i informacji, ktére umozliwiag doktadne umiejscowienie tego no-
wego typu regulacji w ztozonym schemacie kontroli proceséw biologicznych.

Zaakceptowano do druku 6 stycznia 1986 r.
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l. Wstep

W Swiecie ozywionym wystepuje wiele uktadéw biatkowych powsta-
jacych na drodze asocjacji monomerycznych podjednostek (1). Takie
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asocjaty majg trwatg strukture i sktadajg sie z kilku identycznych lub
réznych podjedostek, a takze moga sktadac sie z wielu identycznych pod-
jednostek. Kazeina w mleku wystepuje w postaci porowatych, sferycz-
nych czastek o znacznych rozmiarach, okre$lanych jako micele kazei-
nowe. Sposrdéd wielu innych systemow biatkowych micelarna kazeina
wyrdznia sie co najmniej z dwoch powoddéw. Po pierwsze, chociaz micele
sg duze i majg trwalg strukture, to jednak charakteryzujg sie bardzo
duzg zmiennoScig. Najmniejsze micele o S$rednicy okoto 25 nm maja
okoto 450 monomerycznych podjednostek (2), natomiast najwieksze mi-
cele o $rednicy przekraczajacej 150 nm mogg zawiera¢ ponad 10 000 pod-
jednostek (3). Po drugie, nawet tak duza liczba podjednostek agreguje
w sposob uporzadkowany tworzac micele z czterech gtownych, nie-
identycznych podjednostek kazeiny asl, a2 [3i x.

Wiasciwosci miceli kazeinowych w duzym stopniu determinujg za-
chowanie mleka w trakcie technologicznych procesow, takich jak paste-
ryzacja, sterylizacja, zageszczanie oraz tworzenie skrzepu podczas pro-
dukcji sera.

W artykule dokonano oceny najnowszych koncepcji budowy miceli
kazeinowej w aspekcie jej molekularnych i koloidalnych wiasciwosci.
Szczegblng uwage poswiecono potozeniu kazeiny x ze wzgledu na jej
zasadniczg role w stabilizowaniu miceli kazeinowej.

Il. Skiad miceli kazeinowych

Micele kazeinowe przede wszystkim skiadajg sie z bialek, lecz za-
wierajg takze matle, ale istotne, ilosci nieorganicznych skfadnikéw, z kt6-

Tabela 1
Przyblizony sktad micel kazeinowych w mleku krowim.

Skiadnik Zawartos¢ Pi$miennictwo

(9/100 g micel)

Kazeina <sl 33 4
Kazeina a,2 n 4
Kazeina ¢ 33 4
Kazeina y. u 4
Kazeinay, R, S, TS 4 4
Wapnh 2,9 4
Fosforan 4,0 4
Cytryniany 0,5 4
NANA 0,3 5
Gal 0,2 5
GalNAc 01 5
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rych najwazniejszymi sg wapn i fosforan (Tabela 1). Czes¢ biatkowa mi-
celi sktada sie gtéwnie z czterech réznych podjednostek kazeiny asi, as2
P i x, ktére wystepujg w stosunku zblizonym do 3:1:3:1 (4). Ponadto
w micelach wystepujg w mniejszych iloSciach takie sktadniki kazeiny,
jak Yi (kazeina y), y2 (kazeina TS i S), Y3 (kazeina R) i A(6, 7). Stanowig
one C-koncowa sekwencje kazeiny (i (8----10), z wyjatkiem kazeiny \
ktora jest fragmentem kazeiny adl (11). Wszystkie te sktadniki powstajg
w wyniku post-wydzielniczej proteolizy kazeiny @i asl (11—14).

I1l. Heterogenno$¢ kazeiny

Kazeine mozna rozdzieli¢ na 20 frakcji biatkowych metodag elektro-
forezy w zelach skrobiowym i poliakryloamidowym w obecnosci 4—6 M
mocznika i czynnika redukujgcego (15—18). Ta znaczna heterogennosc
kazeiny moze by¢ rozpatrywana jako mikroheterogenno$¢ wynikajaca
ze zréznicowanego stopnia ufosforylowania, glikozylocji lub genetycznie
kontrolowanej substytucji aminokwaséw.

Kazeina adl jest mieszaning dwoch biatek, kazeiny as i asl, ktore
majg taki sam #tancuch polipeptydowy (Ryc. 1), lecz odpowiednio 8 i 9
moli fosforanéw na mol biatka (19).

Kazeina a® jest mieszaning czterech bialek, kazeiny as2 as3 ast i as,
o takiej samej sekwencji aminokwasowej (Ryc. 2), lecz odpowiednio za-
wierajagcych 13, 12, 11 i 10 moli fosforanéw na mol biatka (20).

Kazeina b i x majg statg liczbe reszt fosforanowych, odpowiednio
5i 1 (21). Na rycinach 3 i 4 przedstawiono sekwencje aminokwasowg i po-
tozenie reszt fosforanowych w kazeinie P (Ryc. 3) i kazeinie x (Ryc. 4).
Wrazliwos¢ réznych sktadnik6éw kazeiny na stracanie przez jony wap-
niowe wzrasta z liczba reszt fosforanowych (22—25). W kazeinie x wy-
stepuje jedna reszta fosforanowa, stagd jej rozpuszczalno$¢ w obecnosci
janéw wapniowych. Czasteczki kazeiny x moga asocjowac z czgsteczkami
kazeiny as i P, a w obecnosci jondw wapniowych chronig je przed stra-
caniem, tworzac trwate koloidalne czastki (23, 26).

Sposrdd réznych form kazeiny, kazeina x jest jedyna glikoproteing.
Jej reszta weglowodanowa zbudowana jest z kwasu N-acetyloneuramino-
wego (NANA), galaktozy (Gal) i N-acetylogalaktozoaminy (GalNAc)
w formie trisacharydu lub tetrasacharydu (Ryc. 5). W kazeinie x wyste-
puje od 0 do 5 moli NANA/mol biatka oraz od 0 do 3 fancuchéw oligo-
sacharydowych, ktére sg zwigzane z tancuchem polipeptydowym gtow-
nie przez Thr 133 oraz Thr 131 i Thr 135.

Poszczeg6lne formy kazeiny sa hydrolizowane przez podpuszczke
(EC 3.4.23.4) w réznym zakresie. Podstawowym substratem jest kazeina x,
w ktérej z duzg szybkoscig hydrolizowane jest wigzanie pomiedzy Phe
105 a Met 106 (28, 29) (Ryc. 4). Proteoliza kazeiny adl i fi zachodzi znacz-

7 Postepy Biochemii 3/86
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nie wolniej (30—36), podczas gdy kazeina a2 jest niemal catkowicie 'od-
porna na dziatanie podpuszczki (37, 38).

NANA~Gal*GatNAc-JL"O £

NANA-=22Gql £22GoINAC-2-04C-kazeina =

/7

UL-2.0

7/

NANA CH3™
Thr133

Ryc. 5. Sekwencja tri- i tetrasacharydu kazeiny x (27)

Wszystkie gtdwne biatka kazeiny wykazujg genetyczny polimorfizm
spowodowany na og6t podstawieniem jednego lub dwoch aminokwaséw,
a niekiedy brakiem do 13 reszt aminokwasowych (20, 21, 40—45).

W tabeli 2 przedstawiono roznice w sekwencji aminokwasowej czte-
rech gtownych podjednostek kazeiny. Czestotliwo$é wystepowania po-
szczegolnych wariantéw genetycznych zalezy od rodzaju i rasy bydia
(46—52). Dotychczas nie stwierdzono zadnych istotnych réznic wiasci-

Tabela 2

Réznice w sekwencji aminokwasowej wariantéw genetycznych czterech gtéwnych podjednostek

kazeiny.

Potozenie reszt
aminokwasowych

1. Kazeina a9
14—26

53

192

2. Kazeina a8l
50—58 lub 51—53 lub
52—60

3. Kazeina §
3B
36
e 37
67
106
122

4. Kazeina x
136
148

Wariant genetyczny Pismiennict-
Wo
A B c D 39, 40
brak wystepuje
Ala Ala Ala Thr.p
Glu Glu Gly Glu
A B c D 20, 41, 42
wystepuje ? ? brak
Al A2 A3 B C E 21, 39, 43

Ser.P Ser.P Ser.P Ser.P Ser Ser. P
Glu Glu Glu Glu Glu Lys
Glu Glu Glu Glu Lys Glu .
His Pro His His His Pro
His His Gin His His His
Ser Ser Ser Arg Ser Ser
A B 44, 45
Thr lle
Asp Ala
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wosci technologicznych mleka wynikajacych z obecnosci r6znych warian-
tow genetycznych kazeiny, z wyjatkiem bardzo rzadkiego wariantu D
kazeiny asl i by¢ moze kazeiny y. (7).

IV. Molekularna charakterystyka kazeiny

We weczesniejszych badaniach ustalono sekwencje czterech gtéwnych
podjednostek kazeiny, asi, a2 6 i % (20, 39, 43, 44), co umozliwito ich
molekularng charakterystyke. Najbardziej znaczaca cechg tych struktur
jest nieproporcjonalne rozmieszczenie aminokwaséw kwasnych, ufosfo-
rylowanej seryny oraz aminokwasow hydrofobowych wzdtuz tancu-
cha polipeptydowego (ryciny 1—4). Jak wykazali Bloomfield
i Mead (53), nierbwnomierne rozmieszczenie aminokwaséw w mono-
merycznych podjednostkach jest przyczyng wystepowania silnie ujemnie
natadowanych fragmentéw, ktdre sg oddzielone od fragmentéw silnie
hydrofobowych. Decyduje to o amfifilowym charakterze czgsteczek ka-
zeiny. Sg one podatne na interakcje pomiedzy sobg oraz polimeryzacje
za pomocg wigzan hydrofobowych i jonowych, szczeg6lnie przy udziale
jonoéw wapniowych (54).

Badania przy pomocy dichroizmu kotowego i dyspersji skrecalnosci
optycznej wykazaty, ze czasteczki kazeiny majg niewiele struktur drugo-
i trzeciorzedowych (55—58). Przy wykorzystaniu metody Chou i Fas-
mana (59) okreSlono (60), ze kazeina asl moze mie¢ do 8% a-heliksu, do
13°/o struktury (3 oraz zakrety fancucha. Czasteczka kazeiny asi ma po-
sta¢ zwartej, wydluzonej elipsoidy zawierajgcej wiekszo$¢ aminokwa-
sow hydrofobowych oraz petle utworzong gtdwnie z aminokwasow kwas-
nych i fosfoseryny, utozong wt kierunku fazy wodnej. Zwarty hydrofo-
bowy obszar czasteczki jest stabilizowany wewnatrzczgsteczkowymi od-
dziatywaniami hydrofobowymi, podczas gdy cze$¢ zewnetrzna, petla o wy-
sokim tadunku ujemnym w wyniku tworzenia sie wiazan jonowych fatwo
moze wchodzi¢ w interakcje z przylegajacymi czasteczkami kazeiny. Ka-
zeina a® zawiera obszary o strukturze a-heliksu i 3, ktore podobnie jak
w kazeinie asi, stanowia tacznie okoto 20°/0 ditugosci tanicucha polipepty-
dowego. Kazeina (3 moze mie¢ do 14% a-heliksu, 16% struktury @i 70%
struktury nieuporzadkowanej. Czasteczka kazeiny @ zbudowana jest ze
zwartego obszaru hydrofobowego oraz fragmentu tancucha polipeptydo-
wego o wysokim tadunku ujemnym, pomiedzy 1—25 reszta, dostepnego
dla srodowiska wodnego. Kazeina x moze zawiera¢ 21% a-heliksu, 29%
struktury @i okolo 20% zakretow taricucha. Czasteczka kazeiny u zbu-
dowana jest réwniez ze zwartego obszaru hydrofobowego oraz wyeks-
ponowanego fragmentu tancucha polipeptydowego, zawierajgcego znacz-
ng czes¢ aminokwaséw kwasnych oraz ujemnie natadowang sekwencje
reszt weglowodanowych. Uwaza sie, ze ta cze$¢ kazeiny x jest odpowie-
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dzialna za stabilno$¢ micelarnego systemu kazeiny (61—64). Odigczenie
tej czesci, zwanej glikomakropeptydem, w wyniku dziatania podpuszczki,
prowadzi do destabilizacji miceli kazeinowej. Wokét wigzania wrazli-
wego na dziatanie podpuszczki, Phe 105 — Met 106, wystepuje sekwencja
aminokwasow 102—108, przyjmujgca strukture a-heliksu. Sekwencja ta
wykazuje rowniez silng tendencje do tworzenia struktury @ Taki uktad
stwarza szczegdlne mozliwosci tworzenia sie wigzan wodorowych z cen-
trum aktywnym podpuszczki. Poza tym sekwencja 102—108 znajduje
sie miedzy dwoma stabilnymi zakretami taficucha, co decyduje o tatwym
dostepie enzymu do wigzania podatnego na hydrolize (65).

Niska zawartos¢ struktury helikalnej oraz struktury @w czasteczkach
kazeiny decyduje o ich znacznej podatnosci na enzymatyczna hydrolize.
Ponadto wysoka hydrofobowos$¢ kazeiny, szczeg6lnie kazeiny @ powodu-
je, ze poptydy uwalniane w wyniku enzymatycznej hydrolizy sg gorz-
kie (66). Omoéwione cechy struktury kazeiny stanowia niewatpliwg przy-
czyne ich wyzszej podatnosci na enzymatyczng hydrolize w poréwnaniu
z biatkami serwatkowymi. Ma to korzystne znaczenie w aspekcie zy-
wieniowym, wywotuje jednak negatywne skutki ekonomiczne w prze-
twdrstwie mleka, wynikajace z hydrolizy kazeiny przez wystepujagce w
mleku proteazy, jak i dostajace sie do mleka w wyniku zakazen —
zewnatrzkomorkowe proteazy bakterii psychrotrofowych. Enzymy te nie
hydrolizujg biatek serwatkowych (67).

Czasteczki kazeiny ad i @ moga wigza¢ znaczne ilosci jondw wapnio-
wych, co prowadzi do agregacji, a w konsekwencji do stragcenia (22). lzo-
termy wigzania jonéw wapniowych zostaty przedstawione w pracach
Dalgleisha i Parkera (24, 25 68). W normalnych warunkach
kazeina asl wigze sie do 10 moli Ca2+#/mol biatka i 20 moli Ca*+/mol biat-
ka przy wysokim stezeniu jondéw wapniowych. Wigzanie jondw wapnio-
wych, ktore zalezy od temperatury, pH i sity jonowej, odbywa sie praw-
dopodobnie gtéwnie przy pomocy reszt fosfoserynowych, a przy wyso-
kich stezeniach jonéw wapniowych réwniez przy udziale reszt asparagi-
nowych i glutaminowych kazeiny. Wigzanie jonéw wapniowych zmniej-
sza tadunek czasteczek biatkowych umozliwiajagc ich asocjacje. W przy-
padku kazeiny asl tworza sie najpierw oktamery, ktére dalej agreguja
az do stracenia przy wyzszym stezeniu jonéw wapniowych. Mechanizm
asocjacji kazeiny @ w S$rodowisku jondéw wapniowych nie zostal jeszcze
tak doktadnie poznany jak kazeiny asl, jednak jest on podobny w o0gol-
nym zarysie.

Kazeina x, ktore nie ma wiekszej liczby reszt fosforanowych, wigze
Ca2+ znacznie stabiej i jest rozpuszczalna w jego obecnosci. Kazeina x
asocjuje z kazeing asi @ a w obecnosci jonow wapniowych chroni je
przed stragceniem. Powstajg wtedy koloidalne czastki, ktére generalnie
sg podobne, lecz nieco mniej stabilne od natywnych miceli kazeiny
(23, 26).
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V. Budowa miceli kazeinowej

V-I. Rola koloidalnego fosforanu wapnia

W normalnym mleku okoto 95°/0 kazeiny wystepuje w postaci mice-
larnych czastek o masie czasteczkowej okoto 108 i przecietnej Srednicy
130 nm. Niektore inne wiasciwosci miceli kazeinowych zestawiono w Ta-
beli 3. 92% suchej masy miceli stanowig biatka, a okoto 6% mate jony,
gtownie wapniowe, fosforanowe, magnezowe i cytrynianowe, powszech-
nie okreslane jako koloidalny fosforan wapniowy. W ciggu ostatnich
10 lat niewiele uwagi poswiecono koloidalnemu fosforanowi wapniowe-
mu. Z wcze$niejszych badan wynikato, ze koloidalny fosforan wapniowy
jest prawdopodobnie kompleksem apatytowo zwigzanego trzeciorzedowe-

go fosforanu wapniowego [Ca3P042 i cytrynianu wapniowego
(75—78).
Tabela 3
Fizyko-chemiczne wiasciwosci micel kazeinowych mleka krowiego
Charakterystyka Wartos¢ Pismiennictwo
Kazeina w stanie micelarnym
0—5°C 75—80% 54
25°C 95—98% 54
Srednica, nm 100—250 53, 69, 70
Stata sedymentacji, S2o,w 8—22 x 1025 54
Masa czasteczkowa 2—18x 108 71—73
Solwatacja, g wody/g suchych micel
0—5°C 2—3 54—74
25° 16—2 54
Objetos¢ wiasciwa, cm3+g-1
25°C 35—6 54

W roztworach nie zawierajgcych biatka trzeciorzedowy fosforan wap-
niowy moze wystepowaé w znacznych ilosciach tylko w S$rodowisku
o pH 8 (79). W mleku, a wiec $rodowisku o pH 6,7, przeksztatcenie fos-
foranu wapniowego w bardziej statg forme, na przyklad hydroksyapatyt,
jest zahamowane. Przy stosunku molowym magnezu do wapnia w mle-
ku odttuszczonym (Srednio 0,18) przeksztatcenie amorficznego trzecio-
rzedowego fosforanu wapniowego w krystaliczny hydroksyapatyt jest
catkowicie hamowane (80). Obecno$¢ kazeiny ponadto zapobiega floku-
lacji koloidalnego fosforanu. Na podstawie tych obserwacji i wynikow
badan sktadu koloidalnego fosforanu w sztucznych systemach miceli ka-
zeinowych Schmidt i wsp. (8l) wysuneli hipoteze, ze natura Kko-
loidalnego fosforanu wapniowego jest podobna do amorficznego fosfo-
ranu triwapniowego. Ostatnio, na podstawie pomiarow pozornego ilo-
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czynu rozpuszczalnosci, Chaplin (82 wysungt wniosek, ze struktura
koloidalnego fosforanu wapniowego jest podobna do struktury fosforanu
diwapniowego Ca(HPO4CGAPO4H02

Spos6b wigzania koloidalnego fosforanu z kazeing nie jest doktadnie
wyjasniony. Na podstawie obrazéw z mikroskopu elektronowego, koloi-
dalny fosforan wapniowy mozna sobie wyobrazi¢ jako catkowicie chro-
nione przed kontaktem z fazg wodng czasteczki tgczace submicele we-
whnatrz miceli (83—385).

V-2. Submicelarna budowa miceli kazeinowej.

W mleku, z ktédrego w rézny sposob zostaje usuniety koloidalny fos-
foran, micele ulegajg dezintegracji do znacznie mniejszych czastek zio-
zonych z licznych monomerycznych podjednostek kazeiny (69, 79, 83,
85—88). Czastki te zawierajg w przyblizeniu 0,2 mmole Ca2+/g kazeiny
(77) i podczas dializy wobec systeméw buforowych bez wapnia rozpa-
dajg sie do wolnych czgsteczek kazeiny (4). Kompleksy réznych czasteczek
kazeiny, okre$lane przez Slalleryego (89) jako submicele, sg wi-
doczne w mikroskopie elektronowym (69, 85, 86). Na rycinie 6 przedsta-
wiono elektronogram micel kazeinowych mleka krowiego, gdzie tatwo

Ryc. 6. Elektronogram micel kazeinowych mleka krowiego (obraz uzyskany tech-
nikg skaningowej mikroskopii elektronowej)

http://rcin.org.pl



[13] MICELARNA STRUKTURA KAZEINY 347

mozna zauwazy¢ submicele. Zdjecie uzyskano technikg skaningowej mi-
kroskopii elektronowej.

W historii rozwoju pogladéw na strukture miceli kazeinowej znacza-
ce miejsce zajmujg hipotezy Rosego (90) Waugha i wsp. (22, 91)
oraz Garniera i Ribadeau-Dumas (92). Petng krytyke tych
hipotez przeprowadzit Slallery (89). Aktualnie najbardziej prawdo-
podobna wydaje sie hipoteza zakladajgca submicelarng budowe miceli
kazeinowej. Po raz pierwszy takg hipoteze wysuneli Slallery
i Evard (93, 94). Na podstawie amfifilowej budowy poszczegblnych
czasteczek kazeiny, autorzy ci przedstawili mechanizm powstawania za-
réwno submiceli jak i miceli kazeinowej. Wedlug Slattery’go
i Evarda submicele stanowig sferyczne agregaty czasteczek trzech
gtownych form kazeiny utworzone z co najmniej 30 monomerycznych
podjednostek. Wzgledna ilos¢ kazdej z trzech form kazeiny moze byc¢
zmienna w miceli kazeinowej. Uwzgledniajac proporcje, w jakich rozne
formy kazeiny wystepuja w mleku, oraz przyjmujac, ze wzrost miceli
jest zahamowany, kiedy zewnetrzng jej powierzchnie stanowi kazeina x,
Slattery i Evard przedstawili minimalng micele jako akregat
14 submiceli potgczonych wigzaniami hydrofobowymi. Srednica submi-
celi, zaréwno obliczona, jak i wyznaczona eksperymentalnie, wynosi
15—20 nm, jest mniejsza niz $rednica agregatow, na przyktad czgste-
czek kazeiny @3 (83, 86, 95 96). Wynika stad, ze interakcje réznych cza-
steczek kazeiny prowadzg do utworzenia mniejszych czastek niz w przy-
padku samoasocjacji czasteczek tej samej- formy kazeiny. Hipoteza
Slattery’ego i Evarda (93), zakladajgca hydrofobowe interakcje pomiedzy
submicelami, nie ttumaczy rozpadu miceli do wolnych czasteczek kazeiny
w wyniku dializy (83). Ponadto budzi watpliwo$¢ sposéb wnikania jonéw
wapniowych i fosforanowych do wnetrza miceli.

W tym samym czasie Schmidt i Payens (87) przedstawili
wiasng hipoteze struktury miceli kazeinowej. Zatozyli oni, ze czynnikiem
ograniczajgcym rozmiary, zaréwno submiceli, jak i miceli, jest ilos¢
hydrofilowych grup czasteczek kazeiny asi, a2 (3i%. Schmidt
i Payens nie uwzglednili jednak zmiennej zawartosci kazeiny y w mi-
celi oraz, ze to ona jest podstawowym czynnikiem ograniczajgcym roz-
miary miceli (81). Uzupetniajagc swojg hipoteze Schmidt (4) przyjat
zaSlatterym i Evard em (93, 94), ze obecno$¢ kazeiny y. w po-
wierzchniowej warstwie miceli kazeinowej ogranicza jej rozmiary oraz
to, iz kazeina > wystepuje proporcjonalnie w wigkszych ilosciach w
mniejszych micelach. Uwzgledniajgc to, Schmidt (4) przedstawit sub-
micele jako czastki, w ktorych apolarne reszty czasteczek czterech gtow-
nych form kazeiny tworzg hydrofobowy rdzer. Ten rdzen otoczony ma
by¢ przez polarng warstwe utworzong z fragmentow czasteczek kazeiny
asi, a® i f3 zawierajgcych duzo reszt fosfoserynowych, oraz C-koricowych
silnie ujemnych fragmentow czasteczek kazeiny x. C-koncowe fragmenty
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czasteczek kazeiny x, zwane glikomakropeptydem, znajdowa¢ majg sie
w jednym, S$cisle okreSlonym obszarze submiceli, ktérego wielkos$¢ jest
proporcjonalna do ilosci czasteczek kazeiny x. W ten sposob submicelarne
czastki majg zawiera¢ obszary bogate w fosforany i obszary bez fosfo-
ranéw, bogate w kazeine x. Submicele bogate w fosforany maja tworzy¢
micele za posrednictwem bardzo drobnego koloidalnego fosforanu wap-
niowego, ktory przylagczony jest do kazeiny asl, a2 i @ gtéwnie przez
ich reszty fosfoserynowe. Submicele z niskg zawartos$cig lub bez ka-
zeiny X, wedlug Schmidta, znajdowac¢ sie majg wewnatrz miceli.
Wzrost miceli przebiegaé ma tak dtugo, az cata zewnetrzna powierzchnia
miceli pokryje sie kazeing x

V-3. Potozenie kazeiny x w miceli kazeinowej

Omowione hipotezy budowy miceli kazeinowej, jak sie zdaje, sg do-
tychczas rozwigzaniami teoretycznymi. Wynika to gtéwnie z niedosta-
tecznych danych eksperymentalnych, dotyczacych zwiaszcza interakcji
poszczegblnych czasteczek kazeiny z koloidalnym fosforanem oraz wpty-
wu interakcji czasteczek kazeiny na przebieg agregacji. Niepodwazalna
jednak jest podstawowa rola kazeiny x w stabilizowaniu miceli kazeino-
wych (61—64, 98) oraz jej wptyw na rozmiary miceli (76, 79, 97). Ten
wplyw kazeiny x na rozmiary miceli przypisuje sie hydrofilowej czesci
jej czasteczki, zwanej makropeptydem, ktdra oprocz wielu polarnych
reszt aminokwasowych moze zawieraé reszty weglowodanowe (27).

Poglady na potozenie kazeiny x w miceli kazeinowej sg rozbiezne.
Wielu badaczy uwaza, ze znajduje sie ona gtéwnie na powierzchni mi-
celi (4, 91, 93, 94, 99, 100). Inni badacze zaktadajg, ze kazeina x znajduje
sie gtdwnie wewnatrz miceli (101) lub zaréwno wewnatrz, jak i na po-
wierzchni miceli (90, 92, 97, 102). Wydaje sie, ze nowe dane Car roli a
i Farrela (103) pozwalajg na okreslenie potozenia kazeiny x w miceli.
Przez zastosowanie przeciwciata znakowanego ferrytyng autorzy ci wy-
kazali za pomocg techniki mikroskopii elektronowej, ze potozenie Kka-
zeiny x zalezy od rozmiarow miceli. W micelach o $rednicy 142+32 nm
kazeina x znajduje sie gtownie na obwodzie, a w micelach o $rednicy
92+22 nm w catym ich przekroju. Wyniki te potwierdzajg pierwotng
hipoteze Slattery’ego (93, 94) oraz uzupetniong hipoteze Schmidta (87).

Interesujgcym zagadnieniem jest potozenie w miceli kazeinowej ka-
zeiny x bez weglowodanéw oraz kazeiny x zawierajgcej weglowodany.
Badania Damicza i Dziuby (104—108), dotyczagce mechanizmu
proteolizy komplekséw biatek mleka, a w szczeg6lnosci indukowanych
cieplnie kompleksdw micelarnej kazeiny z biatkami serwatkowymi, jak
i komplekséw micelarnej kazeiny ze zdenaturowanymi alkoholem biatka-
mi serwatkowymi, pozwolity wysungé wnioski na temat potozenia ka-
zeiny x w miceli kazeinowej. Uzyskane wyniki wskazujg, ze kazeina X
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zawierajgca weglowodany potozona jest na powierzchni miceli, a kazei-
na x bez weglowodanéw w catym przekroju miceli. Problem ten jest
przedmiotem dalszych badan.

VI. Podsumowanie

W mleku krowim micele kazeinowe wystepujg o bardzo réznej wiel-
kosci (109). Najmniejsze micele majg Srednice okoto 25 nm i utworzone
sg z okoto 450 monomerycznych podjednostek kazeiny (2), natomiast naj-
wieksze micele majg S$rednice przekraczajgcg 150 nm i utworzone sg
z ponad 10 000 monomerycznych podjednostek (13). Tak duza liczba pod-
jednostek w sposob uporzadkowany tworzy micele na drodze asocjacji
czasteczek czterech gtéwnych form kazeiny: asl, a2 @i x. Najnowsze kon-
cepcje (4, 87, 93, 94), oparte na wynikach badahn przy uzyciu mikroskopu
elektronowego zaktadajg submicelarng budowe miceli. Submicele przed-
stawione sg jako czastki, w ktorych apolarne reszty czasteczek czterech
gtownych form kazeiny tworzag hydrofobowy rdzen. Ten rdzen otoczony
jest przez polarng warstwe utworzong z fragmentéw czasteczek kazeiny
asl, a2 i (@ zawierajagcych duzo reszt fosfoserynowych, oraz C-konco-
wych silnie elektroujemnych fragmentéw czasteczek kazeiny x. Takie sub-
micele tworzg micele za posrednictwem bardzo drobnego koloidalnego
fosforanu wapniowego, ktéry przytgczony jest do kazeiny asj, a2 i @3
gtownie przez ich reszty fosfoserynowe. Wzrost miceli przebiega tak dtu-
go, az cata zewnetrzna powierzchnia miceli pokryje sie kazeing x. Ka-
zeina ta moze by¢ potozona w catym przekroju albo na powierzchni miceli
co zalezy od rozmiaréw miceli.

Panu doc. dr hab. Zbigniewowi Smietanie sktadam serdeczne podziekowanie
za pomoc w otrzymaniu elektronogramu miceli kazeinowych.

Zaakceptowano do druku 17 pazdziernika 1985 r.
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Wykaz stosowanych skrétow: Hp — haptoglobina; Hb — hemoglobina;
Hp-Hb — kompleks haptoglobiny z hemoglobing; hp a, hp P — podjednostki « (lek-
kie) i P (ciezkie) haptoglobiny; Hpr — biatko podobne do haptoglobiny, zawienjgce
sekwencje retrowirusowg; surowica antyHp — surowica odpornosSciowa skiero-
wana przeciwko ludzkiej haptoglobinie; Con A — konkanawalina A; GP — gliko-

peptyd (y).

I. Wstep

Ko- i post-translacyjne modyfikacje struktury biatek stanowig ko-
lejne etapy ich ,dojrzewania”. Do tego typu modyfikacji naleza; we-
wnatrzkomorkowy transport biatka i jego kompartmentalizacja (glikozy-
lacja za posrednictwem fosforanu dolicholu w szorstkim endoplazmatycz-
nym retikulum), endocytoza i degradacja (czeSciowa deglikozylacja i wig-
zanie przez receptory watrobowe), ograniczona proteoliza zapewniajgca
osiggniecie natywnej struktury czy fosforylacja warunkujgca wiasciwg
aktywnos$c¢ i inne podobne mechanizmy. Kontrola szlakéw metabolicznych
w systemach biologicznych dokonuje sie przez kowalencyjne modyfikacje
i zmiany allosteryczne konformacji biatek, gtdwnie enzymoéw. Z kolei roz-
norodne modyfikacje struktury biatka dokonywane w laboratorium stu-
zg do identyfikacji reszt aminokwasowych czy tez odcinkéw tancucha
polipeptydowego, znajdujacych sie w obszarach aktywnych enzymoéw lub
w determinantach antygenowych, co odbija sie na odpowiednich aktyw-
nosciach biologicznych.

W niniejszym opracowaniu, poswieconym haptoglobinie omoéwie oby-
dwa rodzaje modyfikacji a mianowicie te zwigzane z translacjg, dzieki
ktorym powstaje jedyna w swoim rodzaju tréjwymiarowa struktura
biatka oraz chemiczne modyfikacje struktury haptoglobiny, wykonywa-
ne w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej we Wro-
ctawiu celem okreslenia wspotzaleznosci obszarow aktywnych czasteczki
haptoglobiny wigzacych hemoglobine, przeciwciato oraz lektyny roslinne
i zwierzece.

Haptoglobina (Hp) jest kwasng a2glikoproteina, ktorej obecnosé w su-
rowicy krwi ludzkiej zostata stwierdzona w 1940 r. przez Pol onov-
skiego i Jayl e’a. Biatko to tworzy z hemoglobing (Hb) trwaty
kompleks, ktory wykazuje aktywnos$¢ enzymatyczng ,,prawdziwej” pero-
ksydazy. W przypadkach wewnatrznaczyniowej hemolizy, powstanie kom-
pleksu Hp-Hb zapobiega przejsciu hemoglobiny przez nerki a tym sa-
mym utracie zelaza. Haptoglobina nie jest jednak typowym biatkiem
transportowym jak hemopeksyna (transportu hemu) czy transferyna
(transport Zzelaza). Zwigzana z hemoglobing haptoglobina podlega ,sa-
mobdjczo” endocytozie w komdrkach uktadu siateczkowo-$rédbtonkowe-
go watroby, podczas gdy zelazo pozostaje dostepne dla dalszych prze-
mian.
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Il. Struktura haptoglobiny

Molekularna heterogenno$¢ haptoglobiny jest wyrazona w trzech
gtéwnych fenotypach, Hp 1—1, Hp 2—2 i Hp2—1 Hp 1—1 wedruje
w elektroforezie skrobiowej lub w zelu poliakryloamidowym w postaci
jednego pasma, natomiast Hp 2—2 i Hp 2—1 dzielg sie na charaktery-
styczng serie polimeréw (1). Czasteczka Hp 1—1 sktada sie z dwoch tan-
cuchéw lekkich (hp al potgczonych mostkami dwusiarczkowymi i z dwéch
farficuchow ciezkich (hp ), ktére zwigzane sg z hp a poprzez mostki dwu-
siarczkowe. W mikroskopie elektronowym obraz haptoglobiny jest po-
dobny do sztangi o diugosci 124 A, ktérej kuliste zakonczenia (tancu-
chy (3 stanowig miejsca wigzania hemoglobiny (2). Podjednostkg alskia-
da sie z 83 a (3z 245 aminokwasow.

Na podstawie roéznic w pozycji 53 hp al (Lys lub Glu) rozrézniamy
elektroforetyczne warianty Hpa IF (fast) i Hp a IS (slow). Podstawg
polimorfizmu haptoglobinw 2—2 i 2—1 jest obecno$¢ hp a2 (142 amino-
kwasy), ktéry powstat przy czesciowej duplikacji genu jako produkt nie-
homologicznego crossing over miedzy genami HplF i HplS. Sekwencja
aminokwasowa i rozmieszczenie $rod- i miedzytancuchowych wigzan
dwusiarczkowych zostata podana przez Kurosky’go i wsp. (3 1).

Geny HplF i HplS kodujg podjednostki hpalF, hpalS i hp @
Gen Hp2 koduje hpa2i hp 3 tancuchy @ kodowane przez 3 geny sg
identyczne (1). Metodg hybrydyzacji in situ klonowanego fragmentu
DNA, zlokalizowano geny kodujgce zardwno fafcuchy a jak i (3 hapto-
globiny w pasmie 16g chromozomu 22, dowodzac, ze jest to jedyne locus
haptoglobiny w ludzkim genomie (4).

I11. Ko- o post-translacyjne modyfikacje struktury haptoglobiny

Juz w 1981 r. Haugen i wsp. (5 zaproponowali model pier-
wotnego produktu translacji mMRNA haptoglobiny w postaci jednego po-
lipeptydu zawierajgcego elementy podjednostek a (bez Met) i 3 (3 reszty
Met) oraz 18-aminokwasowy peptyd sygnalny na N-koricu. Model ten
okazat sie prawidtowy. Taki pierwotny produkt translacji w postaci jed-
nego polipeptydu (preprohaptoglobina) jest kotranslacyjnie w szorstkim
retikulum endoplazmatycznym N-glikozylowany za posrednictwem fos-
foranu dolicholu. Powstanie prohaptoglobiny zachodzi przez stopniowsg
glikozylacje wytacznie w regionie 3 totez w dwuwymiarowej elektrofo-
rezie mozna zauwazy¢ szereg pochodnych o roznej zawartosci cukrow
a zwlaszcza kwasu sjalowego zajmujacego pozycje koncowag w dwu trdj-
antenowych i dwu dwuantenowych faficuchéw oligosacharydowych. Di-
mery prohaptoglobiny sa post-translacyjnie rozszczepiane proteolitycznie
w C-koncowej czesci tancucha a potgczonego resztg Arg z lle regionu @

8 Postepy Biochemii 3/86
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Arg jest usuwana przez karboksypeptydaze B, podczas gdy dimery po-
zostajg potgczone mostkiem dwusiarczkowym. Ostatnim aktem ,,dojrze-
wania” haptoglobiny jest powstanie tetrameréw (Hp 1—1) lub polime-
row (Hp 2—2, Hp 2—1), utrzymywanych przez wigzania -S-S- (6, 7, 8).

Post-translacyjne modyfikacje haptoglobiny sg analogiczne z mecha-
nizmem aktywacji proteaz serynowych, a sekwencja wigzaca Arg regio-
nu a z regionem @ — (-Arg-lle-lle-Gly-Gly-) jest homologiczna wobec
sekwencji, przy ktdrej zachodzi proteolityczne rozszczepienie prekurso-
réw proteaz serynowych. tancuch [3 wykazuje znaczne podobienstwo w
sekwencji aminokwasowej f w strukturze trzeciorzedowej z rodzing chy-
motrypsynogenu (trypsyna, elastaza, a-chymotrypsyna), a tafAcuch a
z peptydem aktywacji plazminogenu. Haptoglobina nie jest jednak pro-
teazg, gdyz His-57 i Ser-195 znajdujgce sie w obszarze aktywnym tryp-
syny sg zastgpione w haptoglobinie przez Lys i Ala (3, 9, 10).

Na podstawie podobiefAstwa segmentu 21—37 w fancuchu a z fancu-
chami kappa i lambda biatlek Bence-Jonesa oraz ze wzgledu na charak-
terystyczng strukture, stwierdzono ewolucyjny zwigzek haptoglobiny
z immunoglobulinami (11). Zadziwiajagce podobienstwo w sekwencji i che-
micznym charakterze aminokwasdéw oraz Il- i Ill-rzedowej strukturze
tancucha haptoglobiny i konkanawaliny A (Con A) znalezli Dobry-
szycka i wspotpr. (12, 13).

Klonowanie i analiza nukleotydow cDNA pozwolity na wyizolowanie
z ludzkiego genomu sekwencji zasad wykazujacej znaczng struktural-
ng homologie z genami haptoglobiny. Okazato sie, ze duplikacja genu
haptoglobiny spowodowala powstanie bardzo podobnego biatka (Hpr), w
ktorego genie znajduje sie sekwencja podobna do retrowirusowej, kom-
plementarna do izoleucynowego tRNA. Nowy typ retrowirusa znalezio-
nego wewnatrz genu w ludzkim genomie zostat nazwany RTVL-l. W Hpr
znajduje sie 27 substytucji aminokwaséw w stosunku do haptoglobiny
(2 w peptydzie sygnalnym, 9 w regionie a i 16 w regionie P). Reszta Arg,
faczaca tancuchy a i @jest zachowana, podobnie jak 40 aminokwaséw po
obu jej stronach.

Cys-15 w tancuchu hpalF jest zastgpiona w llpr przez Phe, lecz
w Hpr znajduje sie dodatkowa Cys w pozycji 157 na miejscu Val w hp 3
co stabilizuje strukture tetrameru, podobnie jak w haptoglobinie. Sub-
stytucje dotycza aminokwasow, ktdre nie graja istotnej roli w wigzaniu
hemoglobiny (14). Mae da (15) uwaza, ze gen Hpr jest funkcjonalny,
lecz jego ekspresja moze by¢ normalnie bardzo niska, moze mie¢ miejsce
w innych tkankach niz watroba, w ktorej zachodzi biosynteza haptoglo-
biny lub tez ujawnia¢ sie na innym szczeblu ontogenezy (krew ptodu
nie zawiera haptoglobiny). Moze to by¢ réwniez pseudogen, ktory nie
ulega ekspresji. Wydaje sie, ze sekwencja retrowirusowa, znajdujgca sie
w odlegtosci tylko 3 kpz od genu haptoglobiny moze wptywaé na trans-
krypcje haptoglobiny i/lub Hpr a konsekwencje tego w dziedzinie pato-
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fizjologii sg na razie trudne do przewidzenia. Nalezy wzig¢ pod uwage,
ze haptoglobina nalezy do biatek ,ostrej fazy” i jej poziom we krwi
wzrasta znacznie w stanach zapalnych o réznej etiologii, w chorobie
reumatycznej, nowotworowej i in.

IV. Wiasciwosci biologiczne haptoglobiny

Wzrost poziomu haptoglobiny w surowicy krwi pod wpltywem réz-
nych bodzcéw byt znany od dawna i wykorzystywany w diagnozie
i prognozie wielu choréb, w monitorowaniu terapii, okre$laniu okresu
remisji lub wznowy nowotworowej. Znaczenie biologiczne wzmozonej
biosyntezy haptoglobiny, gdy jej stezenie jest 5—10-krotnie wieksze od
prawidtowego, nie jest znane. Wydawato sie, ze przypisanie haptoglobi-
nie wiasciwosci endogennego inhibitora syntetazy prostaglandynowej (16)
pozwoli na wyjasnienie wzrostu poziomu haptoglobiny jako jednego
z czynnikdw mechanizmu sprzezenia zwrotnego w utrzymywaniu homeo-
stazy. Doswiadczenia in vivo nie potwierdzity jednak znaczacej roli hap-
toglobiny jako mediatora w kaskadzie reakcji modulujgcych stan za-
palny (17, 18).

Podstawowa wilasciwos¢ haptoglobiny, tworzenie kompleksu z he-
moglobing zyskata ostatnio nowe naswietlenie. Hemoglobina, podobnie
jak inne zwiazki zawierajace zelazo katalizuje w obecnosci Oj i HD 2
powstawanie bardzo reaktywnego i biologicznie niebezpiecznego rodni-
ka hydroksylowego (reakcja Fentona) (19). Haptoglobina, wigzac hemo-
globine zapobiega powstawaniu rodnikow 'OH i nadtlenkéw lipidowych
w obszarach zapalnych a tym samym speiniata by wazng fizjologiczng
funkcje. Kompleks Hp-Hb wykazuje aktywnos$¢ peroksydazowag w nie
fizjologicznym, kwasnym pH ~ 4.5, a wiec chociaz aktywno$¢ ta stala
sie podstawa specyficznych metod oznaczania ilosciowego, nalezy ja uznaé
za przypadkowsa, bez istotnej roli w reakcji Fentona.

Spoéréd innych wiasciwosci haptoglobiny nalezy wymieni¢ inhibicje
katepsyny B (wprawdzie tylko w krwi szczura) (20), hemaglutynacji wi-
rusowej (21) oraz modulacje réznych odpowiedzi immunologicznych,
zwiaszcza funkcji limfocytow i makrofagow. Mozna tu przytoczy¢ inhi-
bicje mitogenezy limfocytow B (w duzych stezeniach), lub stymulacje
(w matych stezeniach) (22) i inhibicje indukowanej przez lektyny trans-
formacji limfocytow (23). Ponadto haptoglobina jest podobnym do prze-
ciwciat naturalnym bakteriostatykiem aglutynujgcym streptokoki z an-
tygenem T4 (24) i wigzacym Actinomyces pyogenes, bakterie wywotujgce
ropne zakazenie u bydta (25).

Jak wida¢ z tego pobieznego wyliczenia, stosunkowo doktadne po-
znanie struktury i mnogos$¢ aktywnosci biologicznych haptoglobiny nie
przyczynito sie jak na razie, do jasnego sformutowania jej roli w zywym
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organizmie, podobnie zresztg jak w przypadku innych glikoprotein nie
bedacych hormonami, enzymami lub inhibitorami Scisle okreslonych reak-
cji. Rola biologiczna haptoglobiny jest tym bardziej zagadkowa, ze czio-
wiek moze egzystowaé bez tego biatka w krwi. Pomijam tu ahaptoglo-
binemie noworodkéw do 3 miesiecy zycia oraz czynniki patologiczne jak
ostre schorzenia migzszu watroby lub hemolize wewnatrznaczyniowa.
Okazato sie, ze u okoto 4%> dorostych i 12°/o dzieci murzynéw afrykan-
skich wystepuje ahaptoglobinemia (26). Pytanie, czy mamy tu do czynie-
nia z , milczacym allelem” czy tez z bardzo daleko posunietg hypohapto-
globinemia, nie doczekato sie jeszcze odpowiedzi.

V. Chemiczne modyfikacje struktury haptoglobiny

Zalezno$¢ wiasciwosci fizyko-chemicznych, biologicznych i immuno-
logicznych haptoglobiny od zmian w strukturze czasteczki byta badana od
dwudziestu lat w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej Akademii Me-
dycznej we Wroctawiu. SkupiliSmy sie przede wszystkim na charaktery-
styce i wspotzaleznosci obszaréw aktywnych haptoglobiny, biorgcych
udziat w wigzaniu hemoglobiny, przeciwciata oraz lektyn roslinnych
i zwierzecych (receptorow watrobowych).

PrzeprowadziliSmy nastepujace badania:

1) Modyfikacje reszt aminokwasowych: tyrozyny, tryptofanu, lizyny,
histydyny.

2) Trawienie trypsyng; izolacja glikopeptydéw.

3) Redukcja wigzan dwusiarczkowych; izolacja podjednostek a i @3

4) Modyfikacja czesci oligosacharydowej; odszczepianie kwasu sja-
lowego, galaktozy i N-acetyloglukozaminy.

V-l. Modyfikacje reszt aminokwasowych (27, 28, 29).

Reszty tyrozynowe byty modyfikowane za pomocg odczynnikéw o roz-
nym charakterze i specyficznosci (N-acetyloimidazol, tetranitrometan,
jod); na reszty tryptofanowe dziatano N-bromobursztynyloimidem i brom-
kiem 2-hydroksy-5-nitrobenzylowym, na grupy e-aminowe lizyny azlak-
tonem p-nitrobenzoilowaliny lub bezwodnikiem kwasu bursztynowego;
reszty histydynowe sulfanilazowano.

Tworzenie aktywnego kompleksu hemoglobiny z modyfikowanymi
tyrozylopochodnymi haptoglobiny zachodzito nawet przy zablokowaniu
wiekszosci powierzchniowych reszt tyrozynowych, wszystkich waolnych
grup aminowych a czesSciowo przy zablokowaniu obok tyrozyn rowniez
reszt histydynowych, jakkolwiek powodowato to pewne zmiany konfor-
macji biatka (pomiary perturbacji termicznej, ORD i CD, IR). Udziat
reszt tyrozynowych w reakcji z przeciwciatem byt do$¢ ograniczony, pod-
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czas gdy grupy aminowe w og6le nie wpitywajagce na reakcje z hemo-
globing blokowaly pewng cze$¢ obszaru aktywnego wigzacego przeciw-
ciato. Pochodne haptoglobiny z modyfikowanymi resztami tryptofano-
wymi wykazywaty drastycznie zmniejszong zdolnos¢ wigzania hemoglo-
biny i bardzo wysoka specyficzno$¢ immunologiczna.

Prawdopodobnie na powierzchni czasteczki haptoglobiny istniejg dwa,
stosunkowo niezalezne od siebie obszary, odpowiedzialne za wigzanie
hemoglobiny i przeciwciata, zachodzace na siebie tylko w regionie za-
wierajagcym 3 z 12 reszty tryptofanowe i 3 z 28 reszty tyrozynowe. O ta-
kiej zaleznosci Swiadczy rowniez mozliwos$¢ tworzenia tréjsktadnikowych
aktywnych komplekséw, w ktdrych do haptoglobiny przytaczona jest
hemoglobina i przeciwciato.

V-2. Trawienie trypsyng

Blizsza charakterystyke obszarédw aktywnych haptoglobiny i ich
wspotzaleznosci, przeprowadzono izolujac glikopeptydy otrzymane przez
trawienie haptoglobiny (30) lub podjednostki @ (31). Z czterech gliko-
peptydéw otrzymanych z Hp 1-1 dwa wykazywaty niklg zdolno$¢ wig-
zania hemoglobiny (11 i 4% w stosunku do natywnego biatka), a bardzo
wysokg wigzania przeciwciata (przeszto 80% reaktywnos$ci antygeno-
wej), zawierajagc 7 determinant antygenowych, z ktérych jedna byta nie-
obecna w natywnym biatku. Pozostate dwa glikopeptydy nie reagowaly
z surowicg antyllp, lecz byty silnymi inhibitorami reakcji haptoglobiny
z przeciwciatem, a jeden z nich byt gidwnym miejscem wigzania lek-
tyny, konkanawaliny A (Con A) (32). Chociaz cze$¢ cukrowa nie bierze
udziatu w reakcji haptoglobiny z hemoglobing , to jednak przylgczenie
Con A do haptoglobiny powoduje pewng przeszkode steryczng dla hemo-
globiny, to tez kompleks (Hp-Con A)—Hp wykazuje tylko okoto potowy
aktywnosci peroksydazowej w stosunku do Hp-Hb lub (Hp-Hb)—Con A.

Doswiadczenie z glikopeptydami izolowanymi z trzech gtéwnych ty-
péw genetycznych Hp 1—1, 2—2 i 2—1 pozwolity na znalezienie deter-
minanty antygenowej charakterystycznej dla Hp 1—1, ukrytej wewnatrz
natywnej czasteczki haptoglobiny i réznic iloSciowych w immunoprecy-
pitacji miedzy haptoglobinami poszczegélnych typow, ktore do tej pory
bylty uwazane za nierozréznialne immunologicznie (33).

Podjednostka 3 haptoglobiny identyczna we wszystkich jej typach,
gra specjalng role w jej wiasciwosciach biologicznych. Wiazanie a.@ di-
meréw hemoglobiny zachodzi w regionie hp |3 (2), jednak izolowany tan-
cuch @ wykazuje tylko okoto 15% aktywnosci peroksydazowej w kom-
pleksie z hemoglobing. tancuchy a, czy moze ich czesci, sg wiec prawdo-
podobnie konieczne aby utworzyé prawidtowa hydrofobowg wneke, po-
zwalajacg na zwigzanie hemoglobiny. Haptoglobina chroni znajdujgcg sie
w kompleksie hemoglobine przed kwasng denaturacjg i przeksztalca jg
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w enzym — peroksydaze. Wiekszo$¢ determinant antygenowych znajduje
sie na hp |3 Ponadto lektyny wiazg sie z charakterystycznymi ugrupo-
waniami tafncuchéw oligosacharydowych, znajdujgcych sie wylgcznie w
hp @ Uwaza sie, ze ten region pozostat zachowany bez zmian w czasie
ewolucji dtuzej niz inne obszary czasteczki haptoglobiny.

Po trawieniu trypsyna hp @ otrzymano 5 glikopeptydéw (GP I—V),
ktore nie tworzyty aktywnego kompleksu z hemoglobing, lecz wykazy-
waly interesujagce powinowactwo wobec Con A i zréznicowane wiasci-
wosci immunologiczne (31). Prawie wszystkie cukry znajdowaly sie w

GP 1i Il a grupy -SH, powstate przez redukcje wigzan dwusiarczkowych
w  GP Il i IV. Majac do dyspozycji sekwencje aminokwasowg hp 3 (1)
mozna byto zlokalizowa¢ GP | i Il we fragmencie miedzy Lys-17 a Lys-90,
a GP Il i IV w pozostatych dwéch trzecich hp 3 liczacego 245 amino-

kwasow. GP I nie reagowat z surowicg antyHp, lecz silnie hamowat reak-
cje precypitacji Hp-antyHp lub hp @G—antyHp. GP Il zawierat determi-
nante antygenowa nieobecng w Hp2—1 i w hp @ ktéry z kolei wyka-
zywat tylko czesciowg zgodnos$¢ antygenowg z Hp 2—1 Te ,brakujace”
determinanty antygenowe mogly by¢é determinantami sekwencyjnymi
lub(i) konformacyjnymi, zwigzanymi ze strukturg natywnego biatka m.in.
z obecnoscig hp a lub ze zniszczeniem struktury przy preparacji hp @
albo tez podczas trypsynolizy. Przewidywanie determinant antygenowych
w hp @ na podstawie hydrofilowosci i wspétczynnikéw dostepnosci kolej-
nych aminokwaséw oraz (3-skretow tancucha polipetydowego pozwolito
na zdefiniowanie 2 szeSciopeptydowych determinant miedzy Ala-51
i Leu-69 w oligosacharydowej czesci hp i czterech miedzy Val-97
i Lys-164 w czesci cysteinowej, przy czym jedna z determinant zawiera
w sobie sekwencje bardzo podobng do tuftsyny (Thr-Lys-Pro-Arg),
a mianowicie Lys-Thr-Prp lub Thr-Pro-Lys (Dobroszycka — nie
publikowane).

V-3. Redukcja wigzan dwusiarczkowych

Po redukcji miedzytancuchowych mostkéw dwusiarczkowych tgcza-
cych hpa z hp @i hp a miedzy sobg, mozna byto preparowa¢ podjedno-
stki a i @a w przypadku Hp 2—1 al a2i (@ Dzieki identyfikacji masy cza-
steczkowej i skitadu podjednostkowego zwigzkdéw posrednich powstaja-
cych w czasie stopniowej redukcji lub utlenienia i reasocjacji— obserwo-
wano zjawisko rozfaldowywania sie biatka oraz powstania w reakcji
odwrotnej oryginalnej struktury globularnej przez dopasowywanie sie
podjednostek i odtworzanie pierwotnych wigzan dwusiarczkowych (34,
35). Symetria wzoru strukturalnego czasteczki haptoglobiny okazata sie
pozorna, gdyz pewne, wydawato by sie rownodostepne wigzania —S—S—
réznity sie istotnie w podatnosci na dziatanie odczynnika redukujgcego.
Tworzenie aktywnego kompleksu z hemoglobing zalezalo od obecnosci
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wigzan taczacych podjednostki, gdyz redukcja zaledwie 3—4 mostkow
—S—S— z 10 znajdujacych sie w Hp 2—1 zmniejszata aktywno$¢ pero-
ksydazowag o 50°0, natomiast utlenienie prowadzito do przeszio 80%
odzyskania pierwotnej aktywnos$ci wigzania hemoglobiny. W przeciwien-
stwie do kompleksu z hemoglobing, produkty redukcji haptoglobiny wy-
kazywaly petng reaktywnos$¢ antygenowag w immunoprecypitacji z suro-
wicg antyHp.

Z izolowanych podjednostek haptoglobiny ludzkiej, konskiej i wie-
przowej tworzono biatka hybrydowe. Wigzanie hemoglobiny i swoisto$¢
immunologiczna miedzygatunkowych hybrydowych haptoglobin zalezata
od pochodzenia hp 3 (36, 37).

V-4. Reakcje z lektynami

Intensywnos$¢ reakcji Hp 1—1, 2—2 i 2—1 z Con A zalezata od stop-
nia polimeryzacji czasteczki haptoglobiny, przy czym usuniecie kwasu
sjalowego, znajdujacego sie w pozycji terminalnej tancuchéw oligosacha-
rydowych nie zmieniato wigzania Con A. Do kompleksu Ilp-Con A mozna
byto dotaczy¢ hemoglobing, podobnie jak do preformowanego kompleksu
llp-Hb wigzata sie Con A (32).

Wigzanie hp @ przez Con A byto efektywniejsze niz w przypadku na-
tywnej haptoglobiny a wigzanie GPIl a zwlaszcza GPIl otrzymanych
przez trypsynolize hp @ bylo nadzwyczaj wysokie, prawie dwukrotnie
wieksze niz w reakcji Con A z Hp 2—1, co wskazuje, ze w tych gliko-
peptydach muszg sie znajdowa¢ ugrupowania mannobiozylo-N-acetylo-
glukozaminowe, charakterystyczne dla reakcji z Con A (31).

Chromatografia powinowactwa Hp 1—1, 2—2 i 2—1 oraz izolowane-
go hp @ pozwolita na rozdzielenie wariantow molekularnych wigzacych
sie mocno, stabo lub wcale nie wigzacych sie z Con A-Sepharose (38, 39).
Whyltgcznie frakcje wigzace sie z Con A-Sepharose tworzylty kompleks
z hemoglobing i wykazywaty petng reaktywno$é immunologiczng, przy
czym byly one niejednokrotnie bardziej aktywne niz wyjsciowe, nie-
frakcjonowane preparaty. W tej chwili trudno jest okresli¢ czy frakcje,
ktore rozdzielajg sie podczas chromatografii powinowactwa, stanowigce
do 25% w gtéwnych typach haptoglobin a do 85% w glikopeptydach, sg
wyrazem dwu- i tréjantenowych struktur oligosacharydowych (te ostat-
nie przewazajg w nie wigzacych Con A frakcjach glikoprotein), czy tez sg
to artefakty, powstajgce podczas preparacji a usuniecie frakcji nie wig-
zacej sie z Con A-Sepharose daje w wyniku preparaty wysoko oczyszczo-
ne, o odpowiednio wyzszej aktywnos$ci biologicznej.

Haptoglobina, podobnie jak inne glikoproteiny krwi ssakéw znika
szybko z krazenia po odsjalowaniu, gdyz wigze sie ze specyficznymi re-
ceptorami (lektynami) hepatocytéw (szlak przemian Ashwella-Morella).
Receptory w watrobie ptakoéw sa zdolne do endocytozy glikoprotein m.in.
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haptoglobiny, po odszczepieniu z nich kwasu sjalowego i galaktozy a od-
stonieciu N-acetyloglukozaminy (40). U nizszych kregowcdéw lektyny wa-
trobowe wykazuja znacznie mniejsza swoisto$¢ w stosunku do modyfi-
kowanych glikoprotein, réwniez takich z mannoza w pozycji terminal-
nej, z ktorych usunieto kwas sjalowy, galaktoze i N-acetyloglukozami-
ne (41).

Nasze badania skupity sie na kurzej haptoglobinie, rdéznigcej sie bu-
dowg i wiasciwosciami od analogicznych biatek ssakéw. Tworzy ona ak-
tywny kompleks tylko z hemoglobing homologiczng, to tez kura byta do-
brym obiektem badan nad rozpoznawaniem przez lektyny watrobowe za-
réwno homologicznych i heterologicznych haptoglobin jak i ich kom-
pleksow z odpowiednimi hemoglobinami. Kompleksy Hp-Hb majg witasne
receptory, r6zne od agalaktoglikoproteinowych, znajdujgce sie gtownie
w komérkach Kupffera uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego (42, 43, 44).

Doswiadczenia z blokowaniem réznych drog endocytozy pozwolity na
nakre$lenie ,mieszanego typu” katabolizmu haptoglobiny i kompleksu
Hp-Hb w krwi kur, a mianowicie przez wigzanie ze swoistym receptorem
agalaktoglikoprotein, ze swoistym receptorem kompleksu i przez endo-
cytoze w ukladzie siateczkowo-srédbtonkowym. W przypadku blokowania
jednej z drog, w ktérych rozpoznawane sg réwniez subtelne réznice w bu-
dowie heterologicznych haptoglobin, nastepuje stymulacja innych, przy
czym dochodzi tu jeszcze mozliwo$¢ wydalania przez nerki nadmiaru he-
moglobiny nie zwigzanej z haptoglobina. Modyfikacja czesci cukrowej
haptoglobiny i wigzanie hemoglobiny sg wiec sygnatami kierunkowymi
drég do poszczegblnych kompartmentéw, réwniez pozawatrobowych i sta-
nowig ogo6lne elementy regulacji katabolizmu haptoglobiny i kompleksu
Hp-Hb w krwi kregowcow.

VI. Uwagi koncowe

Pominetam w niniejszym opracowaniu wiele zagadnien dotyczacych
znaczenia poziomu haptoglobiny we krwi w diagnostyce klinicznej oraz
préb powigzania gtéwnych typéw genetycznych haptoglobiny z innymi
uktadami grupowymi krwi i narazeniem na choroby, poczawszy od nowo-
tworéw i chorob ukfadu krgzenia a skonczywszy na schizofrenii. Wyniki
licznych prac tego typu, na ogo6t okreslanych jako kontrowersyjne nie
wniosty niczego oryginalnego do zagadki roli biologicznej haptoglobiny.
Miejmy nadzieje, ze wspdiczesny rozwdéj technik laboratoryjnych pozwoli
na zebranie dodatkowych informacji a tym samym da odpowiedzi na
pytania dotyczace tego biatka, niby zwykiego, dobrze juz poznanego, lecz
kryjacego w sobie wiele biatych plam, czekajagcych nowego opraco-
wania.
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Addendum:

Po oddaniu artykutu do druku ukazaty sie w 1986 r. prace zespotu A. Van Der

Straten (DNA 5, 129—136; Bioscience Reports 6, 363—373) o ekspresji cDNA hapto-
globiny w drozdzach Saccharomyces cerevisiae i w E. coli. W cDNA hp a2 znajduja

sie

dwa potezne bakteryjne promotory, z ktérych jeden prawdopodobnie funkcjo-

nuje in vivo a pod kontrolg drugiego powstato biatko hybrydowe, sktadajgce sie
z hp a2i «i-antytrypsyny.
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MINIREVIEW

HALINA SZAFRANY)

Biologicznie aktywne peptydy
przewodu pokarmowego i trzustki

Biologically active peptides
of gastrointestinal tract and pancrcas

Regulacja proceséw trawienia i wchitaniania sktadnikow pokarmowych, a na-
stepnie ich zuzywania i magazynowania w organizmie czlowieka w istotny sposob
zalezy od dziatania uktadu hormonalnego przewodu pokarmowego i trzustki. Dla
hormonéw peptydowych tego uktadu proponowano w ciggu ostatnich lat r6zne
nazwy, a mianowicie hormony jelitowe, hormony zotgdkowo-jelitowe, hormony
zotgdkowo-jelitowo-trzustkowe (gastro-enteropancreatic hormones, GEP). Wydaje
sie, ze ta ostatnia nazwa jest najbardziej uzasadniona, bowiem podkresla bezpo-
Srednie wspdétdziatanie hormonéw wydzielanych przez komérki endokrynne btony
Sluzowej zotgdka i jelita z hormonami trzustkowymi. Szczeg6towe dane dotyczace
struktury, witasnosci, wystepowania i dziatania niektérych hormonow uktadu GEP
byly przedmiotem kilku referatéw pogladowych opublikowanych w piSmiennictwie
polskim (18, 19, 20, 21, 22). Jednak ze wzgledu na bardzo szybki postep wiedzy
w tej dziedzinie wydalo sie celowym zwiezte przedstawienie wynikéw ostatnich
badan prowadzonych w rdznych kierunkach, dotyczacych peptydéw tej grupy.

Peptydy uktadu GEP dziatajg nie tylko w sposéb typowy dla hormonéw, czyli
na drodze endokrynnej, ale takze na drodze parakrynnej oraz czesto jako neuro-
przekazniki w zakonczeniach nerwow peptydoergicznych przewodu pokarmowego.
Niektére z tych neuroprzekaznikéw moga przedostawaé sie do krwi, szczeg6lnie
po silnym pobudzeniu ich wydzielania, na przyktad przez podanie positku. Czesto
ten sam peptyd moze dziata¢ na réznych drogach. Gastryna i somatostatyna a takze
insulina i glukagon, uwazane za typowe hormony, dziatajag réwniez na drodze pa-
rakrynnej. Dwa pierwsze z wymienionych peptydéw regulujg w ten sposéb na-
wzajem swoje wydzielanie, natomiast insulina i glukagon maja poprzez dziatanie
parakrynne wptyw na czynno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki. PoTiadto, gastryna
i somatostatyna sg wydzielane z zakohczen nerwowych. W niektérych przypad-
kach nawet poszczeg6lne formy molekularne tego samego peptydu dziatajg na
réznych drogach. Przyktadem moze by¢ cholecystokinina-33 (CCK-33), ktora dziata
gtéwnie na drodze endokrynnej oraz gastryna, CCK-4, czteropeptyd majacy wspol-
ny fragment gastryny i CCK od C-konca czasteczki, wydzielany z niektérych za-
konczen nerwowych w trzustce. Przedstawione powyzej fakty spowodowaty, ze

* Prof. dr hab. Halina Szafran | Katedra Chirurgii Ogdlnej i Klinika Chi-
rurgii Gastroenterologicznej Akademii Medycznej im. M. Kopernika w Krakowie.
Ul. M. Kopernika 40, 31-501 Krakéw.
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coraz czeSciej dla tych biologicznie aktywnych peptydéw uzywa sie nazwy ,pepty-
dy regulacyjne” a nie hormony.

Sposrod peptydéw uktadu GEP, do typowych hormonow dziatajgcych przede
wszystkim na drodze endokrynnej zaliczyt Grossman (5 gastryne, CCK, sekre-
tyne, peptyd hamujacy wydzielanie zotgdkowe (GIP) nazwany ostatnio glukozo-za-
leznym peptydem uwalniajgcym inusulne, polipeptyd trzuskowy (PP), somatostatyae
i motyline. Do tej grupy zalicza sie rowniez insuline i glukagon trzustkowy. Jak wia-
domo, pobudzanie uwalniania do krwi insuliny i glukagonu zalezy przede wszyst-
kim od poziomu glukozy i aminokwaséw we krwi. Jednak réwniez niektdre pepty-
dy uktadu GEP takie jak GIP, sekretyna, gastryna i CCK majg swdj udziat w tym
procesie. Wykazano, ze poza trzustka glukagon jest réwniez syntetyzowany w ko-
moérkach ,,A”, wystepujacych w btonie $luzowej trzonu i czesci przyodzwierniko-
wej zotadka oraz dwunastnicy (24).

W zakonczeniach nerwowych uktadu peptydergicznego przewodu pokarmowego
i trzustki stwierdzono wystepowanie peptydu uwalniajgcego gastryne (GPR), bom-
bezyny, wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP), substancji P (SP) neurotensy-
ny, enkefalin, jelitowego peptydu PHI (PHI-27), peptydu uwalniajgcego tyreotro-
pineg (TRH), gastryny, CCK-4, peptydu PYY i neuropeptydu PY. Peptydy te sg
w znacznym stopniu odpowiedzialne za pobudzanie uwalniania wymienionych
wczesniej hormonéw ukiadu GEP, a przede wszsytkim gastryny, CCK, PP
i insuliny.

Niektére sposréd peptydow regulacyjnych uktadu GEP maja w swojej struk-
turze jednakowe fragmenty ftaficuchéw peptydowych. Jezeli taki fragment, lub
ewentualnie fragmenty, wystepuja w miejscach czasteczki, od ktérych zalezy ak-
tywnos$¢ biologiczna, to peptydy te moga dziata¢ antagonistycznie przy wigzaniu
sie z tym samym typem receptorow na komdrkach tkanki docelowej, lub synergi-
stycznie, jezeli wigza si¢ z receptorami obu typéw. W pierwszym przypadku przy-
ktadem moze by¢ dziatanie gastryny i CCK na komdrki oktadzinowe btony S$luzo-
wej zotadka, a w drugim wptyw sekretyny i VIP-u na komorki pecherzykowe
trzustki.

Biorgc pod uwage wsp6lne fragmenty w strukturze, a takze czesto podobne
dziatanie, wyodrebniono spos$réd peptydéw regulacyjnych uktadu GEP trzy ro-
dziny. Do pierwszej z nich naleza wszystkie formy molekularne gastryny i CCK
oraz ceruleina. W skfad drugiej, zwanej rodzing sekretynowg, wchodzg: sekretyna,
glukagon trzustkowy, glicetyna, VIP, GIP oraz PHI-27. Do trzeciej rodziny opisa-
nej ostatnio naleza: polipeptyd YY (PYY), wystepujacy w btonie S$luzowej dwu-
nastnicy i jelita cienkiego, a takze w jelicie grubym, neuropeptyd Y (PY), oczysz-
czony z jelita $wini oraz polipeptyd PP, oczyszczony z trzustki kilku gatunkow
zwierzat, a takze cztowieka (3, 16, 23). Obecno$¢ PYY wykazano réwniez u czto-
wieka w bionie S$luzowej jelita (13).

Wspolng cechg niektérych peptydow uktadu GEP, niezaleznie od tego czy
zalicza sie je do jednej z trzech wymienionych rodzin czy tez nie, jest wystepo-
wanie C-koricowej grupy amidowej, niezbednej do ich dziatania. Do peptydéw
zawierajacych to ugrupowanie nalezg: gastryna, CCK, GRP, PP, sekretyna, SP,
TRH i VIP. Mechanizm powstawania C-koficowej grupy amidowej nie zostat
jeszcze ostatecznie wyjasniony, ale przyjmuje sie, ze powstaje ona na drodze
proteolizy specyficznego wigzana peptydowego (17). Czasem, jak np. w przypadku
gastryny, od N-korica czasteczki wystepuje grupa pyroglutamylowa, powstajaca
w trakcie proceséw posttranslacyjnych. Zaréwno C-koricowa grupa amidowa jak
i N-koncowa grupa pyroglutamylowa chronig hormony posiadajace te ugrupo-
wania przed dziatanie wewnatrzkomérkowych egzopeptydaz. Znajdujace sie w ko-
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morkach endopeptydazy hydrolizuja natomiast stosunkowo tatwo wieksze formy
molekularne hormonu do mniejszych form.

Niektore hormony nalezagce do uktadu GEP wystepujg w postaci kilku form
molekularnych, réznigcych sie dtugoscia tancucha peptydowego lub obecnos$cig spe-
cjalnych ugrupowan. W przypadku gastryny, CCK i somatostatyny, z tego samego
prekursora powstaje kilka aktywnych biologicznie form hormonu. Zachodzi to
nie tylko na drodze specyficznej proteolizy ale takze w trakcie innych procesoéw
posttranslacyjnych, na przyktad sulfonowania grup fenylowych tyrozyny, tak jak
w przypadku gastryny. Wynika z tego, ze w grupie peptydéw regulacyjnych ukta-
du GEP wystepuje zaréwno makro- jak i mikroheterogenno$¢ (9). Wsérdd tych
peptydéw stwierdzono takze heterogenno$¢ gatunkowa, wyrazajaca sie wystepo-
waniem w tych samych pozycjach sekwencji roznych aminokwaséw (9).

Jezeli chodzi o poszczegdlne peptydy ukiadu GEP to badania nad wystepowa-
niem i dziataniem indywidualnych form molekularnych sg zaawansowane w réz-
nym stopniu. Najdoktadniejsze badania w tej dziedzinie przeprowadzono w przy-
padku gastryny, CCK i somatostatyny. Gastryna wystepuje w kilku formach mo-
lekularnych, a mianowicie: G-58 S, G-34, G-34S, G-17, G-17S, G-14 i G-14S.
W formach ,S” tyrozyna znajdujgca sie w pozycji 6 liczac od C-koAca czasteczki
jest sulfonowana. Jak wczes$niej podano, poszczegélne wymienione formy hormonu
powstajg z tego samego prekursora, przy czym prawdopodobnie w pierwszym lub
w drugim etapie powstaje G-34 (duza gastryna), a dopiero z niej pozostate mniej-
sze formy hormonu, to znaczy G-17 (mata gastryna) i G-14 (mini-gastryna). Ostat-
nio wyizolowano z guza trzustki cztowieka polipeptyd zbudowany z 58 aminokwa-
sOw, nazwany G-58, ktéry stanowi wiekszy fragmenty prekursora gastryny, zbu-
dowanego ze 101 aminokwaséw (11, 25). Niektore zakonczenia nerwowe w trzustce
wydzielajg gastryne, CCK-4. Przypuszcza sie, ze ten peptyd jest takze syntetyzo-
wany w specjalnych komoérkach ,TG”, wystepujagcych w jelicie cienkim oraz
w trzustce. W komoérkach tych nie wykazano obecnosci innych form molekular-
nych gastryny lub CCK.

CCK wystepuje w postaci pieciu form molekularnych, a mianowicie: CCK-58,
CCK-39, CCK-33, CCK-12 oraz CCK-8. We wszystkich formach tyrozyna w po-
zycji 7 liczac od C-kornca czasteczki jest sulfonowana, co stanowi warunek koniecz-
ny dla aktywnos$ci biologicznej hormonu. W tym wzgledzie CCK rézni sie od gastry-
ny, ktérej formy sulfonowane i niesulfonowane wykazujg podobng aktywnos$¢ hio-
logiczng. Wydaje sie, ze CCK-58 moze by¢ prekursorem wszystkich mniejszych
form hormonu, bowiem w stosunku do CCK-39 ma tylko dodatkowy fragment
zbudowany z 17 aminokwas6éw od N-kohca czasteczki. Nie mozna rowniez wyklu-
czy¢ hipotezy, ze wtasnie CCK-58 jest podstawowg formg tego hormonu.

Innym hormonem wystepujacym w postaci kilku form molekularnych jest so-
matostatyna. Wyodrebniono do tej pory u cztowieka zdrowego trzy formy mole-
kularne tego hormonu: SS-14, cykliczng forme SS-14 i SS-28. Przypuszcza sie
ze w postaci réznych form molekularnych wystepujg réwniez takie hormony jak
GIP, PP i sekretyna, jednak badania dotyczace heterogennosci czasteczkowej tych
peptydow sg w mniejszym stopniu zaawansowane.

Z reguty, w komoérkach wytwarzajagcych dany hormon zgromadzone sg wieksze
formy niz te, ktére sg uwalniane do osocza krwi. Moze by¢ jednak odwrotnie.
W przypadku gastryny, syntetyzowanej w komérkach ,,G” czesci przyodzwierniko-
wej zotadka, u cztowieka 90% hormonu stanowi mniejsza forma, G-17, natomiast
w komoérkach ,,G” btony S$luzowej dwunastnicy ta forma stanowi tylko 50%, za$
pozostate 50% stanowi G-34. W osoczu krwi w przewazajgcej ilosci wystepu-
je G-34.

Peptydy uktadu GEP sg syntetyzowane nie tylko w komérkach endokrynnych
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ale takze w zakonczeniach nerwowych przewodu pokarmowego i trzustki oraz
w innych narzadach, takich jak na przyktad moézg i pluca. Procesy zwigzane
z syntezg tancucha peptydowego, a szczegdlnie procesy posttranslacyjne moga
przebiegaé¢ z ré6zng szybkos$cig w kilku miejscach, w ktédrych powstaje dany peptyd.
Przyktadem moze by¢ tworzenie sulfonowanych i niesulfonowanych form gastryny.
Poza uktadem GEP hormon ten jest syntetyzowany w przysadce moézgowej, w ko-
madrkach wytwarzajgcych ACTH i hormon melanoforowy a takze w neuronach
(12). U cztowieka w komorkach ,,G” uktadu GEP stosunek form sulfonowanych
do niesulfonowanych gastryny ulega zmianie w zalezno$ci od wieku. W komérkach
wytwarzajgcych ACTH powstajg formy G-58 i G-34 tylko jako formy niesulfo-
nowane, natomiast w komdérkach melanoforowych, a takze w neuronach wytwarza-
na jest G-17 co najmniej w 50% sulfonowana. W przypadku gastryny wystepuja
wiec dos$¢ istotne roznice dotyczace przebiegu modyfikacji posttranslacyjnych (12).

W warunkach fizjologicznych poszczegélne formy molekularne danego peptydu
moga wykazywac rézny stopien aktywnosci. Jako przykiad stuza formy moleku-
larne somatostatyny SS-14 i SS-28. W przestrzeni trzewnej SS-28 dziata znacznie
stabiej niz SS-14. W mdzgu jest natomiast odwrotnie (8). Zachowanie takie nie
jest jednak reguta, wykazano bowiem, ze G-34 i G-17 pobudzajg wydzielanie jonow
wodorowych w komérkach oktadzinowych btony $luzowej zotadka cztowieka z takag
samg sitag (2). Nie mniej jednak do niedawna przypuszczano, ze G-17 jest najbar-
dziej aktywng forma tego hormonu.

Rozmieszczenie w obrebie btony Sluzowej zotadka i jelita oraz w trzustce ko-
morek endokrynnych uktadu GEP pomiedzy innymi komérkami, czesto réwniez
sekrecyjnymi, wydzielajagcymi poszczegélne sktadniki ptynoéw trawiennych, utrud-
nito w bardzo znacznym stopniu zaréwno ich badania histologiczne jak i funkcjo-
nalne. Dopiero po opracowaniu wystarczajgco swoistych metod immunohistoche-
micznych udowodniono wystepowanie typowych komoérek endokrynnych dla na-
stepujacych peptyddw regulacyjnych uktadu GEP: gastryny, CCK, sekretyny, GIP,
motyliny, enteroglukagonu, neurotenzyny, PP, samotastatyny i SP. Wystepowanie
specjalnych komorek w trzustce syntetyzujgcych insuling i glukagon znane byito
oczywiscie znacznie wcze$niej. Obecnie uzywane sg dwa systemy klasyfikacji ko-
mérek produkujgcych hormony uktadu GEP. Pierwszy, zostal zaakceptowany na
konferencji w Lozannie w 1977 roku, drugi system dotyczacy komoérek endo-
krynnych uktadu GEP u cztowieka zostat przyjety na zjezdzie w Santa Monica
w roku 1980 (14, 15).

Komoérki endokrynne ukiadu GEP mogg reagowa¢ w tym samym czasie na
kilka réznych bodzcéw, niezaleznie od drogi ich dziatania. Komérki te, z wyjatkiem
komorek trzustki, odznaczajg sie duzg wrazliwosciag mechanizmu rejestrujgcego
zmiany w sktadzie chemicznym w zawartosci przewodu pokarmowego. Skitadniki
pozywienia sg wiec dla nich silnymi bodZzcami wydzielniczymi. W przypadku ko-
moérek endokrynnych trzustki dopiero wchtoniete sktadniki pozywienia powodujg
uwalnianie hormonéw. Pobudzenie komérek endokrynnych uktadu GEP do uwal-
niania hormonéw zachodzi takze pod wpitywem innych peptydéw tego uktadu oraz
na drodze nerwowej.

Stezenie hormonu w osoczu krwi zalezy, jak wiadomo, nie tylko od szybkosci
syntezy i uwalniania z komérek endokrynnych ale takze od szybko$ci degradacji.
Cze$¢ hormonow uktadu GEP nie ulega degradacji w watrobie, bowiem, ich steze-
nie w zyle wrotnej i we krwi obwodowej jest podobne. Wystepujg jednak w tym
zakresie réznice pomiedzy poszczegdlnymi hormonami uktadu GEP. Na przykiad
insulina jest inaktywowana w watrobie w okoto 40%, podczas gdy gastryna prze-
chodzi przez watrobe nienaruszona. Do niedawna przypuszczano, ze nerki sg gtow-
nym narzgdem usuwajacym z krazenia wiekszo$¢ peptydéw ukiadu GEP. Jednak
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obecnie wiadomo, ze ich degradacja zachodzi tam najwyzej w 30%. Poza watroba
1 nerkami proces rozpadu tych peptydéow moze przebiega¢ réwniez w innych
tkankach, na przyktad w jelicie i ptucach. Miarg szybkosci degradacji peptydow
w organizmie jest okres péitrwania, ktéry rézni sie w spos6b istotny nie tylko
dla poszczego6lnych hormonéw ale nawet dla réznych form molekularnych danego
peptydu. Na przyktad okres pétrwania dla GIP wynosi 20 minut, dla sekretyny
2 minuty, dla CCK 3 do 5 minut a dla somatostatyny od 1 do 3 minut. Okres
potrwania dla G-34 wynosi od 39 do 42 minut, podczas gdy dla G-17 od 6 do
7 minut.

W ciggu doby poziom hormonéw ukiadu GEP w osoczu krwi zmienia sie. Jest
on na og6ét nizszy w okresie podstawowym, czyli miedzytrawiennym, natomiast
wzrasta w okresie popositkowym czyli trawiennym. Z reguty w okresie trawien-
nym stezenie hormondéw ukitadu GEP jest kilkakrotnie wyzsze niz w warunkach
podstawowych. Wyjatek stanowig CCK i sekretyna, ktérych poziom ros$nie tylko
o okoto 30°0. Nalezy jednak podkreslic, ze hormony te dziataja na komadrke pe-
cherzykowa trzustki synergistycznie. Do chwili obecnej nie wyjasniono jeszcze
jakie mechanizmy sa odpowiedzialne za wydzielanie peptydéw regulacyjnych ukta-
du GEP w okresie podstawowym. Jedng z drég uwalniania tych peptydéw jest na
pewno pobudzenie na drodze nerwowej.

W okresie trawiennym, a wiec po positku, pierwszym hormonem uwalnianym
pod wptywem biatek, peptydéw i aminokwaséw obecnych w soku zotgdkowym jest
gastryna, pobudzajgca wydzielanie kwasu solnego przez komorki oktadzinowe bto-
ny S$luzowej trzonu zotgdka. Kwas solny po przedostaniu sie do dwunastnicy
pobudza uwalnianie sekretyny z komérek ,,S” zgrupowanych w najwiekszej ilosci
w opuszce dwunastnicy (4). Ostatnio, obecno$¢ komoérek ,S” wykazano réwniez
w btonie $luzowej czesci przyodzwiernikowej zotgdka (1). Sekretyna, bedaca pepty-
dem o charakterze zasadowym jest wydzielana woéwczas, gdy pH tresci dwunastni-
czej jest nizsze niz 45. Przypuszcza sie, ze kwasy ttuszczowe oraz aminokwasy
moga takze braé udziat w uwalnianiu tego hormonu. W tym samym czasie pod
wptywem niskoczgsteczkowych peptyddw oraz L-aminokwasow, sposrod ktérych
fenyloalanina i tryptofan dziatajg najaktywniej, jest uwalniana CCK. Przedosta-
jace sie z zotgdka do jelita jony wodorowe powodujg rowniez uwalnianie tego
hormonu. Pobudzajgco na komérki ,1” syntetyzujgce CCK dziataja takze dtugo-
tancuchowe kwasy ttuszczowe, monoglicerydy oraz jony wapniowe. Pod wptywem
glukozy a takze kwasow tluszczowych obecnych w tre$ci dwunastniczej, powsta-
jacych prawpodobonie w poczatkowym okresie trawienia z trdjglicerydow pod
wptywem lipazy zotgdkowej, jest uwalniany GIP.

Chociaz po podaniu positku stwierdzono wyrazny wzrost stezenia enterogluka-
gonu, PP, motyliny i VIP w osoczu krwi, to jednak nie wyjasniono, ktére skiad-
niki pozywienia sa odpowiedzialne za uwalnianie tych peptydéw. Wydaje sie, ze
w przypadku enteroglukagonu sg to trdjglicerydy lub dtugotancuchowe kwasy
thuszczowe oraz cukry proste. PP jest uwalniany prawdopodobnie pod wptywem
positku biatkowego. Nalezy tu jednak zaznaczyé, ze musi by¢ to dziatanie posred-
nie, poniewaz u cztowieka hormon ten jest w 90% syntetyzowany w trzustce.
Sktadniki pokarmowe uwalniajgce motyling i VIP sa nieznane.

Po osiggnieciu zawartosci szczytowej w osoczu krwi sekretyna VIP i GIP za-
czynajag hamowa¢ uwalnianie gastryny. Nieco poézniej gastryna, sekretyna, GIP,
CCK a nastepnie takze insulina i glukagon pobudzajg wydzielanie somatostatyny,
ktéra z kolei hamuje wydzielanie wszystkich wymienionych wyzej hormonéw.
Stad przypuszcza sie, ze wiasnie somatostatyna moze by¢ nadrzednym peptydem,
regulujagcym wydzielanie hormon6éw uktadu GEP w koncowym etapie okresu tra-
wiennego. Roéwnolegle z somatostatyng, pod wptywem sekretyny, CCK i GIP-u
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jest uwalniany w trzustce PP, ktéry poprzez wptyw na komoérki ,,S” i komérki ,1”
ogranicza uwalnianie sekretyny i CCK. W sumie na skutek opisanego wspoétdzia-
tania pomiedzy poszczegdlnymi peptydami uktadu GEP oraz réznymi sktadnikami
pozywienia mniej wiecej po uptywie okoto dwoéch i pdt godzin od podanego po-
sitku dochodzi do obnizenia poziomu tych peptydow w osoczu krwi. Ich stezenie
osigga wtedy wartosci podobne do tych, jakie byty przed positkiem. Doktadna oce-
na dziatania poszczeg6lnych peptydow uktadu GEP w okresach popositkowych
jest jednak trudna ze wzgledu na to, ze szereg procesow przebiega réwnolegle.

Zagadnieniem dotyczacym peptydéw uktadu GEP, bedacym przedmiotem wielu
badan jest dziatanie tych peptydéw w warunkach fizjologicznych. W przypadku
gastryny, wykazano ze hormon ten pobudza wydzielanie jonéw wodorowych, czyn-
nika wewnetrznego Gastla, pepsyny a takze lipazy przez komorki btony S$luzowej
trzonu zotadka. Z kolei sekretyna hamuje wydzielanie jonéw wodorowych w soku
zotagdkowym, natomiast pobudza wydzielanie jonéw wodoroweglanowych i wody
w soku trzustkowym, w zO6tci oraz w ptynie wydzielanym przez gruczoty dwunastni-
cy. Hormonem pobudzajgcym wydzielanie enzymoéw proteolitycznych, lipolitycz-
nych, glikolitycznych oraz nukleaz a takze wody i wodoroweglanéw w soku
trzustkowym jest CCK. Peptyd ten przyspiesza takze obkurczanie woreczka z6}-
ciowego co prowadzi do szybszego wydzielania zo6tci. Rowniez glukagon trzustko-
wy przyspiesza wydzielanie zétci.

GIP hamuje wydzielanie soku zotgdkowego tylko u zwierzat niektérych gatun-
kéw, natomiast nie wykazano tej funkcji hormonu u cztowieka. Peptydem ogra-
niczajgcym wydzielanie soku trzustkowego jest PP. Glukagon trzustkowy hamuje
zarbwno wydzielanie soku zolagdkowego jak i trzustkowego a takze ogranicza
wchianianie wody i elektrolitéw =z jelita. Przedstawiony schemat wspétdziatania
hormonéw uktadu GEP w zakresie pobudzania i hamowania wydzielanych ptynow
trawiennych nie jest na pewno jeszcze kompletny, poniewaz uwzgledniono w nim
tylko te peptydy, ktérych wiasnosci sa najlepiej poznane.

Biorgc pod uwage zmiany poziomu hormonéw ukladu GEP w osoczu krwi
w ciggu doby, Jorde i Burhol (7) wyréznili dwie ich grupy. Do pierwszej
zaliczyli gastryne, insuline i somatostatyne oraz GIP i PP, natomiast do drugiej
sekretyne, CCK i VIP. U cztowieka zdrowego najwyzsze stezenie hormonow pierw-
szej grupy wystepuje w okresach trawiennych. Potem, poziom gastryny i insuliny
wraca do wartosci rannych, to znaczy wystepujacych przed pierwszym positkiem.
W przypadku somatostatyny w ciggu dnia jest podobnie, natomiast stezenie tego
hormonu rosnie w godzinach wieczornych. Ze wzgledu na funkcje somatostatyny
wydaje sie to by¢ uzasadnione, bowiem w nocy jest najdtuzsza przerwa w przyj-
mowaniu positkéw. Stezenie GIP w okresach miedzytrawiennych w ciggu dnia jest
wyzsze niz przed przyjeciem pierwszego positku. Jezeli okaze sie, ze jak u Swini
takze u cztowieka GIP aktywizuje lipaze lipoproteidowa w naczyniach kapilarnych
tkanki tluszczowej, podwyzszony poziom hormonu w ciagu dnia bytby uzasadnio-
ny. Wyzszy poziom PP w ciggu dnia, w okresach miedzytrawiennych, niz przed
przyjeciem pierwszego positku pozostaje do tej pory niewyjasniony.

Chociaz hormony zaliczone przez Jorde i Burhola (7) do drugiej grupy
sg rowniez uwalniane do krwi w zaleznosci od przyjmowanych positkéw, to jednak
najwyzsze ich stezenie wystepuje u cztowieka zdrowego po6zno wieczorem lub
w nocy. Przyczyny wysokiego wtedy poziomu sekretyny, CCK i VIP-u nie sg znane.
Podobnie jak w przypadku somatostatyny nasuwa sie pytanie, jakie czynniki sg
odpowiedzialne za uwalnianie wymienionych hormonéw w tym okresie doby.

Dziatanie peptydéw uktadu GEP na poziomie komorki jest jeszcze jednym
kierunkiem badan prowadzonym przede wszystkim na izolowanych komérkach pe-
cherzykowych trzustki oraz w mniejszym nieco zakresie na komodrkach oktadzi-
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nowych btony $luzowej trzonu zotadka. Wykazano obecno$¢ szesciu klas recepto-
row na btonie komorek pecherzykowych trzustki przy czym cztery z nich to
receptory peptydéw uktadu GEP takich jak CCK, sekretyna, VIP i bom-
bezyna (10).

CCK-33 moze wigza¢ sie od C-konca czasteczki z receptorami jednej podklasy,
natomiast od N-konca czgsteczki z receptorami drugiej podklasy. Pierwszy typ
kompleks6w jest odpowiedzialny za pobudzanie wydzielania biatka enzymatycz-
nego soku trzustkowego, poprzez aktywacje metabolizmu fosfolipidow btonowych
i mobilizacje jonow wapnia w obrebie cytoplazmy. Drugi typ komplekséw przy-
spiesza pobieranie i zuzywanie materiatlu energetycznego: glukozy i kwasow ttusz-
czowych, poprzez przyspieszenie procesu utleniania mitochondrialnego.

W przypadku sekretyny i VIP kompleksy hormon-receptor aktywujg ukitad
cyklazy adenylowej w btonie komdrek pecherzykowych, co pocigga za sobg wszyst-
kie konsekwencje tego procesu w obrebie komérek. Prowadzi to ostatecznie do
pobudzenia wydzielania wody i elektrolitow. Dziatanie CCK, sekretyny i VIP-u
jest zsynchronizowane co stanowi warunek konieczny do tego, aby zachodzito wy-
dzielanie biatka enzymatycznego w roztworze wodnym o odpowiednim stezeniu
elektrolitow. '

Obecnos$¢ receptor6w gastrynowych wykazano na bionie komérek oktadzino-
wych btony Sluzowej trzonu zotadka. Kompleks hormon-receptor powoduje w tych
komdrkach mobilizacje jondw wapnia przy wspdétudziale kalmoduliny (6). Jest to
warunkiem koniecznym do pobudzania wydzielania ptynu oktadzinowego, ktérego
gtéwnym skitadnikiem jest kwas solny i czynnik wewnetrzny Castla. Drugim wa-
runkiem do tego, aby nastgpito pobudzenie wydzielania z komérek oktadzinowych
jest réwnoczesny wzrost stezenia c-AMP, co z kolei zalezy od aktywacji cyklazy
adenylowej. U cztowieka proces ten zachodzi pod wptywem histaminy dziatajacej
w tym samym czasie na drodze parakrynnej. Podobnie jak w komdrkach peche-
rzykowych trzustki, rowniez w komédrkach oktadzinowych aby pobudzi¢ wydzie-
lanie musi réwnoczes$nie nastagpi¢ wzrost stezenia c-AMP i jonéw wapnia.

Przedstawione w niniejszym opracowaniu fakty dotyczace witasnosci, wyste-
powania i dziatania peptydéw uktadu GEP wskazujg nie tylko na duzy postep
wiedzy w tej dziedzinie ale takze na szereg problemdéw, jeszcze do tej pory nie-
wyjasnionych. Tym niemniej mozna juz obecnie twierdzi¢, ze funkcja peptydéw
uktadu GEP w organizmie cztowieka nie ogranicza sie tylko do ich wptywu na
przewéd pokarmowy ale poprzez wspoétdziatanie z innymi hormonami jest znacznie
szersza niz dawniej przypuszczano.

Zaakceptowano do druku 30 grudnia 1985 roku
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SEOWNICTWO

JAKUB KAROL PARNAS

W sprawie polskiej terminologii fizjologiczno-chemicznej 1

(Fragmenty)

»Przy pracach redakcyjnych nad polskim podrecznikiem Chemii Fi-
zjologicznej nasuneto mi sie wiecej zagadnien, trudnosci i sprzecznosci
terminologicznych, anizeli nasuwa sie zwykle przy codziennej pracy ba-
dawczej i dydaktycznej. Miatem przy tym sposobnos$¢ do zapoznania sie
z réznymi odchyleniami od tego stownictwa, do ktérego jestem przy-
zwyczajony, a to byto podnietg do glebszego zastanowienia sie nad za-
gadnieniami terminologicznymi. Przez te prace bylem przygotowany do
przedstawienia ex improviso referatu na wieczorze dyskusyjnym Od-
dzialu Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego dnia
3 grudnia 1937; w obecny tekst tego referatu staratem sie wigczy¢ uwagi
dyskusyjne uczestnikow tego zebrania i dolgczy¢é do tych uwag moje
wiasne refleksje. Dalsze refleksje nasungt »Spis Btedow i Niescistosci Je-
zykowych Polskiego Stownictwa Chemicznego«, utozony przez Komisje
Jezykowga przy Zarzadzie Giownym Polskiego Towarzystwa Chemicz-
nego w Warszawie. Spis ten zaréwno w czesci dotyczacej bteddw, jak
i w czesci, dotyczacej spolszczenia jezykéw obcych, stanowi niewatpli-
wie doniosty postep; w nielicznych tylko punktach jestem innego zdania,
anizeli autorzy tych wnioskow.

Poprawa i ujednostajnienie polskiej terminologii fizjologiczno-che-
micznej wymaga przede wszystkim uzgodnienia pogladéw na Kilka za-
gadnien zasadniczych. Zagadnienia te ujmuje w forme wnioskéw naste-
pujacych:

1 Terminologia polska w dziedzinie biochemii powinna by¢ zgodna
z terminologig uzywang w Chemii organicznej, mineralnej i fizycznej.

2. W terminologii zwigzkéw, ktérymi zajmuje sie Chemia Fizjolo-
giczna, nalezy dazy¢ do utrzymania i rozwijania nazw polskich, jezeli ta-
kie nazwy juz istniejg, albo jezeli w stownictwie zycia codziennego i tech-
nicznym istniejg juz przygotowane Zzrddtostowy. W przypadkach nato-

* Odczyt wygtoszony na posiedzeniu dyskusyjnym Oddziatu Polskiego Towa-
rzystwa Fizjologicznego w Warszawie, Acta Biologiae Experimentalis., 11, 357—368,
1937.
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miast, w ktérych Zzrodtostowdéw takich brak w jezyku polskim, nalezy
przyswaja¢ nazwy obce, urobione ze zrddet tacinskich i greckich; a przy-
swaja¢ je nalezy w taki sposob, azeby nazwy byty logiczne, jasne, nie
dwuznaczne, i w brzmieniu swoim nie kiocity sie z wiasciwosciami jezy-
ka polskiego: przyswaja¢ tak, jak przyswajano wyrazy obce w dobrej
polszczyznie w. XIX.

3. Przy urabianiu nazw polskich nalezy trzymac sie zasad przyjetych
w dawniejszym stownictwie polskim, oraz tych, ktére przyjeta
Unia Chemii Czystej i Stosowanej. Tak np. nalezy dazy¢ do tego, azeby
koncéwka ina albo yna oznaczaly tylko ciata o charakterze zasado-
wym albo amfoterycznym, i zeby koricbwka o1 oznaczala zwigzki orga-
niczne wodorotlenowe.” (...)

»Zepsucie stownictwa chemicznego w wieku XX wyniklo stad, ze
wielu z nas, powréociwszy do Polski po wieloletnim pobycie poza krajem
i po wyszkoleniu wylgcznym za granicg, wprowadzato terminologie, do
ktorej przyzwyczailiSmy sie poza krajem — nie tylko terminologie ale
i gware pracowniang — bez liczenia sie z tym, czego w stownictwie che-
micznym dokonali Ci, ktérzy w Polsce tymi sprawami sie zajmowali. Te
grzechy nalezy moim zdaniem naprawi¢. Jako przyktad zupeinie zbed-
nych wyrazéw, przyjetych w gwarze laboratoryjnej z jezykdw obcych,
przytocze »bagietke«, uzywang w Warszawie dla okre$lenia precika szkla-
nego. Gwara laboratoryjna stwarza z roku na rok stowa niekiedy bardzo
nietadne, ale przyjmujace sie: twdrcami tych stéw sa nieraz bardzo wy-
bitni przedstawiciele nauki, ktérzy przy tym niekoniecznie muszg mieé
kulture jezykowg i wyczucie wiasciwosci jezyka polskiego.” (...)

»Iinnym czynnikiem, ktory wptywa na zepsucie jezyka naukowego,
jest wptyw niedbatego jezyka dziennikarskiego.” (...) Na przyktad: ,stowo
»reasumowac« weszto na skutek nieporozumieri dziennikarskich w uzycie
jako synonim stowa resumowac, ktére rzeczywiscie oznacza
streszczaé; reasumowaé natomiast znaczy odwotywaé, wycofaé, np.
reasumowac¢ uchwate Wydziatu. Podobnie stowa dziataé
i oddziatywac¢ sg uzyte jako synonomy, jak sie to utarto w ostatnich dwu
dziesiecioleciach pod wptywem niedbatosci jezykowej dziennikarzy i po-
litykéw. Dziata¢ i oddziatywac pozostajg wzgledem siebie w
stosunku takim, jak agere i reagere: r6znica w chemii szczeg6lnie wazna,
i w stownictwie chemicznym dawniejszym starannie uwzgledniona.” (...)

»Jezeli prace nad uzgodnieniem i zracjonalizowaniem terminologii,
i nadaniem jej poprawnosci jezykowej posung sie, to bedziemy musieli
wyrzec sie niektdrych przyzwyczajen, ale utatwimy sobie prace, nie be-
dziemy traci¢ czasu na rozwazania jezykowe i poprawienie stownictwa
swojego i kolegbw, i bardzo utatwimy uczenie sie naszym uczniom. Zdaje
mi sie, ze warto nad tym popracowac i uzgodnienie przeprowadzi¢ w nie-
ktérych punktach, swobode natomiast pozostawi¢ w innych, doktadnie
okreslonych.” (...).
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KOMUNIKAT KOMISJI SEOWNICTWA
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Zmiany w stownictwie enzymow

W nowym wydaniu ,Enzyme nomenclature and classification” opracowanym
przez Komitet Stownictwa IUB i Potgczone Komisje Stownictwa Biochemicznego
IUB-IUPAC, a bedacym obecnie w druku, wprowadzono pewne zmiany o0 cha-
rakterze ogo6lnym. Podano je do wiadomosci w ,,Newsletter January 1984”, ogto-
szonym w wiekszo$ci czasopism biochemicznych (1). Komisja Stownictwa PTBioch.
pragnie powiadomi¢ czytelnikébw Postepéw Biochemii o wprowadzonych zmianach,
tym bardziej, ze dotycza one nazw, budzacych czeste nieporozumienia i kontro-
wersje.

Syntazy

Do Komisji Stownictwa IUB naptyneto wiele uwag, $wiadczacych o tym, ze
nazwy ,syntaza” i ,syntetaza” sg zbyt do siebie podobne, by mogty zadowalajgco
okresla¢ wzajemnie wykluczajgce sie pojecia. W nowym wydaniu ,Enzyme no-
menclature” zmieniono nazwy zalecane, pozostawiajagc jednak mozliwo$¢ uzywa-
nia dotychczasowych okre$len tym autorom, ktérym dawny system odpowiada.
Nazwe ,syntaza” z dodatkiem nazwy substancji mozna obecnie nadawa¢ kazdemu
enzymowi, katalizujagcemu reakcje, w ktérej ta substancja powstaje. W ten sposob
nazwe ,syntaza” mozna nadawac takze enzymom, katalizujacym reakcje przebie-
gajace z hydrolizag trifosforan6w nukleozydéw, a wiec enzymom, Kktére dotych-
czas nie mogty nosi¢ tej nazwy. Do nazw takich jak syntaza glikogenowa, syntaza
cytrynianowa moga doj$s¢ obecnie takie, jak np. syntaza glutaminowa, syntaza
NAD+ itp.

Enzymy, katalizujgce reakcje z towarzyszacg hydroliza trifosforanéw nukleo-
zydéw powinny w swej nazwie zawiera¢ raczej okreSlenia ,ligaza” niz ,syntetaza”,
z wymienieniem #aczacych sie reaktantéw. | tak nazwy: ligaza tyrozyna-tRNA i li-
gaza octan-CoA winny zastagpi¢ nazwy syntetaza tyrozylo-tRNA i syntetaza ace-
tylo-CoA. Obok zalecanych nazw pozostawia sie jednak forme ,syntetaza” jako
dopuszczalng. Autorzy moga wiec nadal uzywac okreé$lenia ,syntetaza” dla wy-
réznienia enzymoéw, ktérych reakcje wymagajg hydrolizy trifosforanéw nukleozy-
déw. Zwazywszy jednak, jak wielu biochemikéw nie rozréznia znaczenia nazw
,Syntaza” i ,syntetaza” autorzy ci bedg lepiej zrozumiani przez czytelnikdéw, gdy
uzywajg formy ,ligaza”.

Sjalidaza

Enzym EC 3.2.1.18, uprzednio zwany neuraminidazg, w nowym wydaniu ,En-
zyme nomenclature” nosi nazwe sjalidaza. Enzym ten dziata raczej na reszty kwa-
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su sjalowego, niz neuraminowego, skoro nazwa ,kwas sjalowy” oznacza N- i O-acy-
lowane kwasy neuraminowe.

ATPazy

Specjalnie powotany zespét (N. M. Green, I. M. Glynn, W. Hasselbach, L. E.
Hokin i K. van Dam) opracowat sposob zapisu ATPaz. Wszystkie ATPazy wyste-
powaty dotychczas pod wspolnym hastem EC 3.6.1.3. Uznajac, ze katalizowane
reakcje moga obejmowac¢ zaré6wno mechaniczne przenoszenie i pompowanie jondw,
jak i hydrolize ATP, w nowym wydaniu wprowadzono szereg osobnych haset, cho¢
reakcje okresla sie nadal jako hydrolize ATP.

EC 3.6.1.32 ATPaza miozynowa

EC 3.6.1.33 ATPaza dyneinowa

EC 3.6.1.36 ATPaza transportujgca H+/K+

EC 3.6.1.37 ATPaza transportujgca Na+/K+

EC 3.6.1.38 ATPaza transportujgca Ca*+
W specjalny sposéb potraktowano nastepujgce enzymy, ktére wymieniono oddziel-
nie, chociaz katalizujg jedng reakcje:

EC 3.6.1.34 syntaza ATP, transportujagca H+

EC 3.6.1.35 ATPaza transportujaca H+
Ta pierwsza oznacza enzymy, tworzgce ATP w mitochondriach i chloroplastach, ta
druga — enzymy wykorzystujgce hydrolize ATP do pompowania jonéw H+, np.
w bionie plazmatycznej Neurospora i drozdzy.

Inny zespot (H. Bielka, J. J. Champoux, M. Gellert, N. M. Green i J. C. Wang)
stuzyt rada przy umieszczaniu w spisie ATPaz zaleznych od DNA. Nalezg do nich
enzymy rozdzielajace nici DNA (np. ,helikaza 117 z E.coli) i enzymy, renaturu-
jace zdenaturowany DNA (np. ,rep A” z E. coli). ATPazy, ktérych nie wymie-
niono odzielnie, mozna nadal zalicza¢é do EC 3.6.1.3.

Topoizomerazy

W nowym wydaniu ,Enzyme nomenclature” wprowadzono dwa hasta:
EC 5.99.1.2. topoizomeraza DNA
EC 5.99.1.3. topoizomeraza DNA (hydrolizujgca ATP)
Topoizomeraza DNA katalizuje relaksacje superhelikalnych skretow DNA poprzez

naciecie (nicking) i zamkniecie taAcuchow. Dotychczas znano ja jako enzym
»Typu 1”. Topoizomeraza DNA, hydrolizujgca ATP, znana dotychczas jako enzym
»Typu 117, moze wstawia¢ superhelikalne skrety, a takze nacina¢ i faczy¢ z po-

wrotem taAcuchy DNA.

Glukokinaza

W poprzednim wydaniu ,,Enzyme nomenclature” nazwa glukokinaza” EC 2.7.1.2
odnosita sie¢ wylacznie do enzyméw wysoce swoistych wzgledem glukozy, takich
jakie wystepujag w bakteriach, mieczakach i bezkregowcach. Tym niemniej, nazwe
oraz numer klasyfikacyjny nadawano czesto izoenzymowi heksokinazy (EC 2.7.1.1),
charakterystycznemu dla watroby ssakéw, mimo iz izoenzym ten nie jest bardziej
swoisty wzgledem glukozy niz inne izoenzymy heksokinazy tego samego zwierze-
cia. W nowym wydaniu ksigzki watrobowy izoenzym he*ksokinazy bedzie wyraznie
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przypisany do EC 2.7.1.1, ale zaznaczy sie mozliwo$¢ uzywania nadal w pisSmien-
nictwie nazwy ,glukokinaza”.
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SPRAWOZDANIA

Kurs FEBS na temat ,Izolowanie i charakterystyka biatek blonowych: aspekty bio-
chemiczne i biofizyczne”

(Wtochy, Brisighella, 8—14 wrze$nia 1985 r., Parma, 15—21 wrze$nia 1985 r.)

Tegoroczny kurs biochemiczny Federacji Europejskich Towarzystw Bioche-
micznych odbyt sie we Wioszech. Organizatorami kursu byli profesorowie: A. Vecli
i L. Masotti z Parmy (Wtochy) oraz profesor A. Azzi z Berna (Szwajcaria). Pierwsza,
teoretyczna cze$¢ kursu odbyta sie w Brisighelli w poblizu Faenzy w prowincji
Rawenna. Stu dziesieciu uczestnikbw z Europy oraz Stanow Zjednoczonych i Ka-
nady wystuchato 27 wyktadéw poswieconych réznym aspektom biochemii i biofizyki
bton. Tytulty wyktadnikdw brzmiaty:

1) Ewolucja koncepcji organizacji bton (L. Ernster, A. Martonosi),

2) Struktura i funkcja wybranych biatek btonowych (A. Azzi, M. Baltscheffsky,
H. Betz, W. Cramer, B. Hess, K. Leonard, Yu. A. Ovchinnikov, J. P. Rosenbush,

G. Zaccai),
3) Rekonstytucja biatek btonowych (H. J. Apeli, R. Bentz, S. Papa)?*"*“
N 4) Organizacja i funkcja mitochondrialnych uktadéw transportujacych

(M. Klingenberg, P. Vignais) oraz jonowych kanatéw btonowych (E. Bamberg,
F. Conti, P. Joliot, A. Martonosi, L. Masotti, W. Sebald),

5) Zastosowanie technik fizykochemicznych (magnetyczny rezonans jadrowy,
spektroskopia fluorescencyjna, autoradiografia) w badaniach biatek btonowych
(J. Brunner, G. Levy, C. Montecucco, A. G. Szabo, A. V. Xavier).

Uczestnicy kursu mieli réwniez mozliwo$¢ zaprezentowania wynikéw witasnych
badan w czasie dwoch wieczornych konferencji oraz w sesji plakatowej. Zajeciom
programowym towarzyszyty liczne dyskusje i konsultacje.

W czasie eksperymentalnej czeSci kursu odbywajgcej sie w laboratoriach Uni-
wersytetu w Parmie wzieto udziat 41 os6b, gtéwnie z Wioch (11), RFN (7), Wiel-
kiej Brytanii (5), Szwajcarii (4), Francji (4), a takze 1 Eolski (3), NRD (2), Szwe-
cji (2), Czechostowacji (1), lzraela (1) i Holandii (1). Wykonaly one 5 przez siebie
wybranych z 13 mozliwych doswiadczen, majacych na celu poznanie najnowszych
technik oczyszczania biatek btonowych, znakowania sktadnikéw btonowych przy
uzyciu znacznikéw fluorescencyjnych i spinowych oraz zastosowania spektroskopii
w badaniach struktury biatek i ich oddziatywan z lipidami (elektronowy rezonans
paramagnetyczny, jadrowy rezonans magnetyczny, fluorymetria, dichroizm koto-
wy). Uczestnicy tej czesci kursu mogli réwniez zapozna¢ sie z metodami rekon-
stytucji mitochondrialnych uktadéw transportujgcych w sztucznych pecherzykach
fosfolipidowych. Eksperymenty poprzedzone byly trzema wyktadami o charakterze
metodycznym (G. Anastasi, P. Riccio, A. Spisni).

Organizatorzy kursu zadbali réwniez o zorganizowanie wypoczynku uczestni-
kéw w czasie wolnym od zajec. Odbywaly sie wspdlne spotkania towarzyskie
oraz wycieczka do Rawenny.

Mariusz Michalik

10*
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KRONIKA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

XX1 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Krakow, 25—27 wrzes$nia 1985 r.

W dniach 25—27 wrzes$nia 1985 r. obradowal w Krakowie XXI| Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. W obradach brato udziat 900 oséb, w tym 14 o0s6b
z zagranicy jako goscie Zjazdu, ktérzy prezentowali wiedzg rdéznych Kkierunkow
biochemii. Byli to goscie z Jugostawii, Wegier, Butgarii, Anglii, USA, Kanady, RFN
i Francji. Otwarcie Zjazdu odbyto sie w sali teatru im. Juliusza Stowackiego.
Sesje otworzyt Przewodniczagcy Komitetu Naukowo-Organizacyjnego XXI Zjazdu
PTBioch. doc. dr Zdzistaw Zak. O znaczeniu krajowych zjazdéw biochemicznych
mowit Prezes Zarzadu Giéwnego Polskiego Towarzystwa Biochefnicznego — prof.
dr Kazimierz Zakrzewski.

Sesja otwarcia Zjazdu byta poswiecona uczczeniu 100-rocznicy urodzin Jakuba
Karola Parnasa —twércy polskiej szkoty biochemicznej. Wspomnienia o zyciu
i osiggnieciach naukowych Profesora J. K. Parnasa przedstawit prof. dr hab. Wio-
dzimierz S. Ostrowski. Tre$¢ odczytu bedzie przedmiotem oddzielnej publikacji
w Postepach Biochemii.

Odczyt plenarny nt.: ,Funkcjonalne zmiany w strukturze makroczgsteczek”
wygtosit prof. dr Marian Kochman.

Podczas Zjazdu odbyto sie zebranie Zarzadu Giéwnego PTBioch., na ktérym
oméwiono niektére problemy aktualnego Zjazdu oraz program nastepnego Zjazdu
PTBioch. w Katowicach w 1986 r. Zarzad Gtéwny powotat Komisje do Nagrody
dla mtodych biochemikéw im. W. Mozotowskiego. Przewodniczacym byt prof. dr
Zdzistaw Szafran. Komisja rozpatrzyta 13 kandydatur i podata Zarzadowi Giow-
nemu charakterystyke wedtug zalecanego systemu punktacji.

XXI Zjazd organizowat Uniwersytet Jagiellonski, Akademia Medyczna im.
M. Kopernika i Akademia Rolnicza im. H. KoHataja. Obrady Zjazdu odbywatly
sie w 4 Instytutach Uniwersytetu Jagiellonskiego. Tematem wiodacym w progra-
mie naukowym byta struktura i funkcja makroczasteczek, odbyto sie tez 6 sym-
pozjow i sesje plakatowe.

Temat wiodacy, ktérego organizatorem byt doc. dr Z. Zak, obejmowat 22 ko-
munikaty i dluzsze wyktady wprowadzajgce. Posiedzenia dotyczyty nastepujacych
problemoéw: strukturalne i stereochemiczne wiasnosci tancuchow oligo- i polipep-
tydowych, badania przestrzenne struktury inhibitorow trypsyny, zmiany konfor-
macyjne niektdrych enzymoéw, badania komplekséw aminoacyl tRNA-ligaza oraz
wtasnosci i »znaczenie fizjologiczne haptoglobulin.

Sympozjum — Cukrzyca dos$wiadczalna
jako model cukrzycy klinicznej

Organizator: dr Anna Kordowiak, dr Amalia Guzdek.
Wiasciwa sesja naukowa byta poprzedzona krotkg uroczystoscig dla uczczenia
pamieci zmartej Prof. dr Marii Sarneckiej-Keller, Prorektora Uniwersytetu Ja-
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gielloAskiego. Podczas tej uroczysto$ci, w imieniu J. Magnificencji Rektora UJ
odstonit tablice pamigtkowg i nadat audytorium imie Profesor Sarneckiej-Keller,
Prorektor Uniwersytetu prof. dr Andrzej Kopff. Natomiast oméwienie dziatalnosSci
naukowej zmartej —przedstawit Prorektor UJ, profesor dr Aleksander Koj.

Podczas wtasciwej sesji naukowej w sympozjum A poza 3 wykitadami wpro-
wadzajagcymi, dotyczacymi probleméw metabolizmu lipidéw w cukrzycy, regulacji
wydzielania i obwodowego dziatania insuliny oraz glukoneogenezy i ureogenezy
w warunkach cukrzycy doswiadczalnej, przedstawiono #acznie 16 referatow lub
plakatow. Tematyka obejmowata zmiany sktadu i funkcji, jak rdéwniez struk-
tury niektérych organeli bioniastych komérki, badania syntezy czesci cukrowej
glikoprotein, metabolizmu alfa-ketokwaséw, zmiany glikozaminoglikanéw i kola-
genu podczas gojenia sie ran u zwierzat z cukrzyca, jak rédwniez badania nad
rolg insuliny liposomalnej w regulacji poziomu glukozy oraz zmiany aktywnosci
niektérych enzymow.

Sympozjum B — Peptydy fizjologiczne czynne —
struktura i wptyw na komorki docelowe

Organizator: doc. dr hab. Andrzej Klein.

Sympozjum poswiecono omowieniu trzech wybranych grup peptydow regula-
cyjnych: hormonéw przewodu pokarmowego, neuropeptydéw oraz czynnikéw wzro-
stu i roznicowania. Zgodnie z zatozeniami programowymi Sympozjum podzielono
na trzy potdzienne spotkania, z ktorych kazde rozpoczynat wyktad wprowadza-
jacy. Wygtoszone wyktady wprowadzajace nie tylko naswietlity wspo6iczesny punkt
widzenia na poszczegdlne grupy peptydéw, ale takze wskazaly na Sciste powigza-
nia pomiedzy hormonami, neuropeptydami i czynnikami wzrostu. Prezentowane
teorie, aczkolwiek jeszcze dyskusyjne, rzucajag nowe S$wiatto na catg grupe pepty-
dow regulacyjnych, zwiazkoéw, ktore w obecnej chwili sg przedmiotem olbrzy-
miego zainteresowania przedstawicieli wielu réznych dyscyplin naukowych. Przed-
stawione w ramach Sympozjum referaty wywotaty znaczne zainteresowanie uczest-
nikbw Zjazdu. Przedstawiono #gcznie 22 komunikaty ustne.

Sympozjum C — Fosfohydrolazy

Organizator: prof. dr Wtodzimierz S. Ostrowski.

Sympozjum dotyczyto kwasnych i zasadowych fosfataz oraz fosfodiestetaz,
ich struktury i funkcji biologicznej jak réwniez problemy patologii i mechanizmoéw
dziatania tych enzymoéw. Przedstawiono 26 doniesien ustnych i plakatow, w tym
trzy odczyty gosci zagranicznych.

Sympozjum D — Biochemia leukocytow i makrofagéw

Organizatorzy: prof. dr Aleksander Koj, dr Jerzy Naskalski, doc. dr Jan
M. Zgliszczynski.

Sympozjum odbyto sie w dniach 26 i 27 wrze$nia 1985 r. w sali 056 A Insty-
tutu Fizyki UJ.

W pierwszym dniu tematyka dotyczyta wystepowania i witasnosci enzymoéw
proteolitycznych leukocytow oraz ich osoczowych inhibitoréow. W sumie wygto-
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szono 7 trzydziestominutowych referatow oraz 8 pietnastominutowych komunika-
téw, a po kazdym odbywata sie krdétka dyskusja. Obrady i dyskusja toczyly sie
w jezyku angielskim.

W drugim dniu obrad, poswieconym dziataniu mieloperoksydazy oraz innym
mechanizmom bakteriobdjczym, wygtoszono 4 trzydziestominutowe referaty oraz
8 pietnastominutowych komunikatow (w jezyku angielskim).

tacznie Sympozjum obejmowato 34 referaty i komunikaty. Materiaty sympo-
zjum sg obecnie przygotowywane do druku w Folia Histochemica et Cytobiologica
(zeszyt 2/1986).

W Sympozjum uczestniczyto 10 zaproszonych prelegentow z zagranicy, w tym
6 oséb na koszt Uniwersytetu Jagiellonskiego, a 4 na koszt Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego.

Sympozjum E — Ekotoksyny i biochemiczne mechanizmy
ich dziatania

Organizator: prof. dr Maria Guminska.

Sympozjum to obejmowato problematyke podstawowych mechanizméw intoksy-
kacji organizméw zywych oraz wybrane mechanizmy szczeg6towe zwiagzane z dzia-
taniem zwigzku fluoru, wybranych metali ciezkich, cyjankéw, pastycydéw, sub-
stancji mutagennych i mechanizméw zwigzanych z mutageneza i karcinogeneza
chemiczng. Ponadto omawiane byly problemy mozliwoéci neutralizowania efektéw
toksycznych.

Omowiono takze problemy S$rodowiska oraz szeroki aspekt badan analitycz-
nych. obejmujacy diagnostyke chemiczng i biochemiczng. W ramach sympozjum
wygtoszono 75 referatow, komunikatéow i plakatow.

W podsumowaniu Sympozjum wysunieto propozycje kontynuowania sympo-
zjow ekologicznych w czasie nastepnych zjazdéw oraz utworzenia sekcji badan
nad zagrozeniem S$rodowiska substancjami chemicznymi i zobowigzanie tej sekcji
do nawigzania kontaktu z Komitetem Ekologii PAN. Dyskutowana byta roéwniez
sprawa utworzenia sekcji polskiej Europejskiego Towarzystwa Mutagenezy Srodo-
wiskowej. Bytoby korzystne przypisanie tej sekcji do Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, jakkolwiek podnoszono propozycje utworzenia jej przy Polskim To-
warzystwie Genetycznym.

Sympozjum F — Gospodarka wapniowo-fosforanowa

Organizatorzy: prof. dr Stefan Angielski i prof. dr Roman Lorenc.

Sympozjum obejmowato 13 komunikatow nt. wigzania jonéw Ca2+ i ich roli
w regulacji proces6w zwigzanych z procesami transportu w btonach oraz aktyw-
nosci niektérych enzymoéw i innych czynnikéw aktywnych biologicznie.

Oprécz sympozjow w czasie trwania Zjazdu odbywala sie sesja plakatowa,
zwigzana zaréwno z tematyka sympozjow, jak na tematy rdzne, np. proteinazy (19),
biochemia nowotworow (20), konformacja biatek (16), lipidy i lipoproteiny (8), enzy-
mologia (32), biochemia tkanek (17), biochemia roslin (43), biochemia bakterii (13),
biochemia kliniczna (42), biochemia wysitku (17), btony biologiczne i immunolo-
gia (5), genetyka molekularna (46), rézne (24), tagcznie przedstawiono 308 plakatow.

Streszczenia wszystkich materiatbw zjazdowych tj. wyktadéw wprowadzajg-
cych, referatow, doniesied ustnych i plakatébw — obejmujag 523 pozycje.

W czasie Zjazdu odbyta sie wystawa firm krajowych i zagranicznych, produ-
kujacych odczynniki i aparature laboratoryjno-pomiarowag pod symbolem Bioche-
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mia 85. Gtdwnym organizatorem tej wystawy byt Dziat Nauki i Wspétpracy z Za-
granicg UJ, a opieke nad rozlokowaniem poszczeg6lnych stoisk i przebieg calej
wystawy aranzowat inz. Jerzy Depowski.

Organizacje zakwaterowania i imprez towarzyszacych Zjazdowi zajat sie PT
Orbis w Krakowie. Liczni uczestnicy mieli okazje poznania architektury i zabytkéw
Krakowa oraz mogli uczestniczyé w przedstawieniach teatralnych.

XXI Zjazd PTBioch. byt jednym z liczniejszych zjazdéw pod wzgledem uczest-
nictwa i materiatéw, ktére przedstawiono jako dorobek biochemii ostatnich Iat.
Atmosfera Krakowa i liczny udziat uczestnikow stworzyty dobre warunki do kon-
taktéw i dyskusji nie tylko podczas posiedzen, ale réwniez w spotkaniach ku-
luarowych.

Anna Kordowiak i Zdzistaw Zak

Krakéw, dnia 4 listopada 1985 r.

25-lecie Oddziatu Szczecinskiego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W 1986 roku uptywa 25 lat od powotania Szczecifiskiego Oddziatu Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. 13 stycznia 1961 roku ukonstytuowat sie Zarzad
Oddziatu PtBioch.. Zostalo to potwierdzone przez Zarzad Giéwny pismem z dnia
24 lutego 1981 r. PTB-55/61 oraz pismem Prezydium Rady Narodowej w Szcze-
cinie z dnia 8 marca 1961 r. SW-11/28/61. Przewodniczagcymi Oddziatu byli kolejno:
Jan Dobrowolski (1961), Stefan Kotkowski (1961—1963), Zygmunt Machoy (1963—
1964), Bogdan Rézycki (1964—1968), Janusz Gregorczyk (1968—1971 i 1971—1974),
Zygmunt Machoy (1974—1977 i 1977—1980), Janusz Gregorczyk (1980—1983), Zyg-
munt Machoy (1983—1986). W chwili powotania Oddziatu Szczecinskiego liczyt on
15 os6b. Obecnie Oddziat Szczecinski liczy 44 osoby skupiajgc pracownikéw z trzech
wyzszych uczelni Szczecina: Pomorskiej Akademii Medycznej, Akademii Rolniczej
i Wyzszej Szkoty Pedagogicznej, a obecnie Uniwersytetu Szczecinskiego. Od lat
cztonkowie Oddziatu Szczecinskiego wchodzg w skiad Zarzadu Giéwnego
PTBioch.

Do gtéwnych celow dziatalnosci Oddziatu nalezy organizowanie zebran nauko-
wych z udziatem prelegentow miejscowych i zamiejscowych, krajowych i zagra-
nicznych oraz wspotpraca z innymi Towarzystwami Naukowymi w tym zakresie.
W czasie swego 25-lecia istnienia Oddziatu zorganizowat on dwa krajowe zjazdy
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (1970, 1983), czterokrotnie Dni Bioche-
miczne (1969, 1971, 1974, 1975). Odbyty sie takze sympozja specjalistyczne. Dwa
sympozja z zakresu metabolizmu zwigzkéw fluoru (1979, 1983) oraz sympozjum
n.t. biochemii miazdzycy (1983). Oba ostatnie dwa sympozja odbyty sie w ramach
XIX Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Dla uczczenia 25-lecia istnie-
nia Oddzialu zostang zorganizowane w 1986 roku dwa sympozja specjalistyczne,
a mianowicie Il Sympozjum Fluorowe i Il Sympozjum Biochemii Miazdzycy.
Wszystkie zjazdy i sympozja odbywaty sie z udziatem zaproszonych gosci z kraju
i z zagranicy. Oddziat Szczecinski PTBioch. wydat wspolnie ze Szczecinskim To-
warzystwem Naukowym dwie petne publikacje: ,Biochemia w ochronie $rodo-
wiska naturalnego”, PWN Warszawa—Poznan 1978, ,Metabolizm fluoru” PWN
Warszawa—Poznan 1982. Materiaty Il Sympozjum Fluorowego zostaty wydruko-
wane w ,CzasopiSmie Stomatologicznym” 1983, XXXVI, 9, a streszczenia i ko-
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mentarze sympozjow fluorowych w czasopismach: Fluoride 1980 i 1984, Roczniki Pan-
stwowego Zaktadu Higieny, 1984, oraz Czasopismo Stomatologiczne 1984.

W zwigzku z powotaniem w 1985 roku Uniwersytetu Szczecinkiego, a w jego
ramach nowych kierunkéw studiéw na Wydziale Biologii i Nauki o Morzu, Oddziat
Szczecinski zamierza rozszerzyé swojg dziatalno$¢ poprzez wspoéiprace z nowymi
jednostkami organizacyjnymi przez co zwiekszy sie stan liczebny Oddziatu Szcze-
cinskiego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Zygmunt Machoy — przewodniczacy
Dorota Samujto — sreketarz
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RECENZJA

»,Pflanzenphysiologie”,

Wyd.: H. Barris i E. Libbert; Gustaw Fischer Verlag, Jena, 1984, s. 591 oraz 198 ry-
sunkow i 11 tabel.

Opiniowany tom jest nastepnym z wydawanej od szeregu lat serii ,Stowni-
kéw biologicznych”, ktérych ukazato si¢ juz 6. Poniewaz wediug o$wiadczenia Au-
torow zawartego w przedmowie, wydanie stownika biochemicznego nie jest prze-
widywane chwilowo w tej serii, obecnie wydany tom zawiera w rownej mierze
(a moze w gtéwnej?) hasta biochemiczne i biofizyczne. Warto$¢ jego podnosi po-
nadto fakt zamieszczenia bardzo licznych haset zwigzanych z innymi dyscyplina-
mi, bez ktdrych wiedza biochemiczna i fizjologiczna bytaby niepetna, a mianowicie
z genetyka, cytologig, morfologig, ekologig, a takze mikrobiologig. Ze wzgledu
na przewage mimo wszystko haset biochemicznych recenzja tego tomu w Poste-
pach Biochemii jest uzasadniona.

Przy ocenie wydawnictwa ,Pflanzenphysiologie”, ktére stanowi forme posred-
nig pomiedzy leksykonem i stownikiem, nie nalezy pomija¢ analogicznego wyda-
nia z przed 8 lat (1976) Brockhaus ABC Biochemie, Leipzig, ktérego zespo6t autorki
sktadat sie gtéwnie z pracownikéw Instytutu Biochemii Roslin w Halle/Saale. Oba
te wydawnictwa wykazujg mianowicie liczne podobienstwa w doborze haset bio-
chemicznych i ich sformutowaniu, a nawet majg prawie identyczng objetos¢. Au-
torami opiniowanego dzieta sg natomiast pracownicy naukowi Uniwersytetu
w Greifswald (NRD), ale réwniez RFN (Haupt — Norymberga) i Holandii (Lins-
kens — Nijmegen).

Jednakze wydany obecnie tom zawiera, jak wspomniano, wigksze zréznicowa-
nie haset z uwzglednieniem wymienionych dyscyplin pokrewnych, co mozna uznaé
za pozytywne, gdyz Czytelnik spotka w nim liczne terminy mniej uzywane, a przy-
datne w biochemii. Stad hasta sg formutowane bardziej zwiezle, jakkolwiek nie
sadze, aby odbito sie to ujemnie na wartosci zawartych w nich informacji. Warto
tez zaznaczy¢, ze hasta sg sformutowane dwustopniowo: na wstepie podaje sie
zwiezta definicje terminu, a nastepnie jej rozwiniecie i szereg informacji uzupet-
niajacych, a w przypadku typowych substancji chemicznych — wzér. Autorzy po-
dajg wiedze stosunkowo nowoczesng, stownictwo przyjete przez IUPAC oraz jed-
nostki miary Sl, co dodatkowo podnosi warto$¢ wydawnictwa. Hasta sg zamieszczo-
ne alfabetycznie w sposéb jednolity, bez podziatu na dzialy czy grupy tema-
tyczne.

Stosunkowo najtrudniej oceni¢ prawidtowo$¢é doboru haset, gdyz zaréwno do-
bor ten, jak i jego ocena nie moga by¢ wolne od podejscia subiektywnego. Nie-
mniej mozna chyba zaryzykowac poglad, ze zadowoli¢ on powinien nie tylko bio-
loga o zainteresowaniach ogolnych, ale i bardziej specjalnych, np. rolniczych,
gdyz zawiera hasta z wielu réznych dziedzin. W zakresie biochemii znalez¢é mozna
wiele omdwien wazniejszych grup, jak i pojedynczych zwigzkéw naturalnych, ich
przemian i uczestniczagcych enzymow. Przemiany sg z reguly uzupeinione czytel-
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nymi, cho¢ nie zawsze nowocze$nie przedstawionymi schematami reakcji. Wiele
schematéw, tym razem przedstawionych obrazowo dotyczy podstawowych zjawisk
fizjologicznych i genetycznych.

Z rozwazan powyzszych nie wynika jednak, aby opiniowana pozycja mogta
stanowi¢ podstawe systematycznego pogiebiania wiedzy, jakkolwiek umiejetne
krzyzowanie haset pozwala na szybkie wyszukanie szerszej wiedzy dotyczacej okre-
$§lonego zagadnienia. Niemniej moze ona stanowi¢ wartosciowe Zzroédto wiedzy en-
cyklopedycznej dla uzupetnienia okreSlonych informacji. Dlatego tom ,Pflanzen-
physiologie” stanowi niewatpliwie warto$ciowa pozycje uzupetniajgcg dla biolo-
géw parajagcych sie naukag i dydaktyka.

Jerzy Kagczkowski
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Pi$miennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajac przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem
artykutéow opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy podawa¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnoséci ich cytowania w tek$cie. Wykaz piSmien-
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabe-
tycznie. Odnoéniki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Cza-
sopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IlUB wedtug Biochim. Biophys.
Acta (1972), 271, 1 np.

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

Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnia
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

Zataczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tek$cie oraz oznaczy¢ (na gorze
stronicy otdwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytuty tabel i nagtéwki rubryk
powinny jasno opisywac¢ ich tre$s¢ zaznaczajg, z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg w kolej-
nosci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykonaé¢ linig ciefnsza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢
nie mnejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skrétami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem #tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw do$wiadczalnych mozna stosowaé nastepujgce symbole: O O A « = A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczenie ,goéra” i ,,do6t” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotaczone na oddzielnej kartce. Oznacze-
nia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright).
Przed wtaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
W Postgpach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przediozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw, aby zabezpieczy¢ maszynopis i ilustracje
przed pogieciem.
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