POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Postepy Biochemii
1987 tom 33 nr1

PL ISSN 0032-5422

PANSTWOWE
WYDAWNICTWO
NAUKOWE




|j£.'m

Rk




POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Postepy
Blochemil

KWARTALNIK tom 33 zeszyt 1
1987

Wydane z pomoca finansowa Postbah 33 (1)
(1-112) (1987)

Polskiej Akademii Nauk

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe



RADA REDAKCYJINA

Przewodniczacy: A. Legocki (Poznan)

Zastepca: |. Szumiel (Warszawa)

Sekretarz: B. Grzelakowska-Sztabert (Warszawa)

Cztonkowie: S. Angielski (Gdansk), M. Chorazy (Gliwice), E. Czuryto
(Warszawa), M. Fikus (Warszawa), E. Gasior (Lublin), J. Gregorczyk
(Szczecin), M. Guminska (Krakéw), D. Hulanicka (Warszawa), W. Ja-
chymczyk (Warszawa), J. Kwiatkowska (Wroctaw), S. Lewak (Warszawa),

JW. Mejbaum-Katzenellenbogen (Wroctaw), A. Morawiecki (Wroctaw),

J. Pawetkiewicz (Poznan), K. Raczynska-Bojanowska (Warszawa),
L. Wojtczak (Warszawa), Z. Zielinska (Warszawa)

REDAKTOR NACZELNY

Z. Zielinska
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa

ZASTEPCA REDAKTORA NACZELNEGO

D. Hulanicka
Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa

SEKRETARZ REDAKCIJI
J. Tepinska

CZLONKOWIE REDAKCJI: B. Czartoryska (Warszawa), J. Rytka (Warszawa),
J. Skangiel-Kramska (Warszawa), J. Zborowski (Warszawa)

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Freta 16, 00-227 Warszawa

PANSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE — WARSZAWA 1987

Naktad 1770 (1680+90) Oddano do sktadania 1986.10.02

Ark. wyd. 7,75, ark. druk. 7,0 Podpisano do druku w czerwcu 1987 r.
Pap. druk. sat. kl. 1V, 70 g, 70X100 Druk ukonczono w lipcu 1987 r.

Zam. 2953/12/86 Cena zt 160,—

Drukarnia im. Rewolucji Pazdziernikowej, Warszawa



Post. Biochem. 33 (1987) 3—5

Profesor dr med.
WANDA MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN
1914—1986
Tworczyni Biochemii Uniwersyteckiej
we Wroctawiu

Dnia 19 sierpnia 1986 r. zmarta we Wroctawiu profesor Wanda
Mejbaum-Katzenellenbogen, uczona o $Swiatowej stawie.

Urodzona 1 stycznia 1914 r. we Lwowie, w 1938 r. kofnczy Wydziat Me-
dycyny w Uniwersytecie Jana Kazimierza w rodzinnym miescie, a w rok
pézniej uzyskuje stopien naukowy doktora wszechnauk medycznych na
tejze Uczelni. Jeszcze podczas studiéw staje sie uczennicg Jakuba Par-
nasa — pioniera biochemii polskiej, a w 1939 r. publikuje w Zeitschrift
fiir physiol. Chemie., 256:117. artykut pt. ,,Uber die Bestimmung kleiner
Pentosemengen insbesondere in Derivaten der Adenylsaiire”. Praca ta
zastynela jako najczesciej cytowany autor we wspoétczesnej nam Swiato-
wej literaturze badan nad kwasami nukleinowymi.



Dziatalno$¢ naukowg i dydaktyczng do 1946 r. kontynuuje we Lwowie,
potem przez nastepne 13 lat na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej
we Wroctawiu, od 1959 r. na Wydziale Farmacji i jednoczesnie na Uni-
wersytecie Wroctawskim. W okresie powojennej dziatalnosci uzyskuje ko-
lejno stopnie naukowe: docenta (1954), profesora nadzwyczajnego (1961)
i profesora zwyczajnego (1973). Z Jej inicjatywy w 1959 r. zostajg powo-
tane dwie nowe katedry biochemii, jedna na Wydziale Farmacji AM we
Wroctawiu, a druga na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Wroctawskiego. W pierwszych latach dziatalno$ci na Uniwersytecie Wro-
ctawskim podejmuje sie réwnocze$nie wielu funkcji na obu Uczelniach,
poza organizacjg i kierownictwem obu Katedr w latach 1962—64 jest Dzie-
kanem Wydziatu Farmacji, nastepnie Dyrektorem Instytutu Botaniki i Bio-
chemii U.Wr. Jednocze$nie dziata jako cztonek Rady Redakcyjnej kwar-
talnika Postepdw Biochemii, Acta Biochimica Polonica, Wiadomosci Che-
micznych ponadto petni funkcje przewodniczacego VIII Oddziatu Wro-
ctawskiego Towarzystwa Naukowego. 27 ostatnich lat Jej zycia przypadio
na tworzenie i rozwdj biochemii uniwersyteckiej. Prof. dr W. Mejbaum-
Katzenellenbogen zostawita bogaty dorobek naukowy wyrazajgcy sie bli-
sko 150 pracami doswiadczalnymi oraz artykutami przeglgdowymi, publi-
kowanymi w czasopismach krajowych i zagranicznych. Prace te dotycza
oryginalnych metod analitycznych, do ktérych nalezy zaliczyé oznaczanie
pentoz, biatek, alkilorezorcynoli, garbnikéw i glikoprotein oraz badan nad
strukturg i funkcja makroczasteczek. Metoda oznaczania biatek za pomoca
taniny, znana jako ,metoda wroctawska”, umozliwiata badania analitycz-
ne w stabo wyposazonych w aparature laboratoriach klinicznych i nauko-
wych. Metoda zageszczania biatlek za pomocg taniny i kofeiny utatwiata
wydzielanie glikoprotein i innych biatek z ptyndéw ustrojowych. Wielo-
letnie badania nad endogenng funkcja orozomukoidu w surowicy Kkrwi
ludzi zdrowych i chorych pozwolity na odkrycie interakcji tej kwasnej
alfai-glikoproteiny z immunoglobulinami. Zapoczatkowata i rozwineta
w osrodku wroctawskim badania nad naturalnymi garbnikami, ktére jak
postulowata, w warunkach in vivo mogg immobilizowa¢ aktywne biolo-
gicznie biatka i inne makroczasteczki organizméw zywych. Udowodnita,
ze alkilorezorcynole sg czynnikami antyzywieniowymi. Jej szerokie zain-
teresowania naukowe przyczynity sie do rozwinigcia badan nad struktura
kwasow nukleinowych, inhibitoréw proteolitycznych, zwigzkéw fenolo-
wych oraz glikoprotein przez Jej wychowankdéw. Te kilka przykiadéw
z Jej bogatego dorobku naukowego ilustruje oryginalno$¢ pomystow ba-
dawczych i trwaty wkiad w rozwd6j wspdiczesnych badan w zakresie bio-
chemii i biologii molekularnej. Wyksztatcita wielu uczniow: 150 absol-
wentow biochemii, promowata 35 doktoréw biochemii, 8 doktoréw habili-
towanych, z ktorych dwie osoby sg juz profesorami zwyczajnymi, a 4 pro-
fesorami nadzwyczajnymi. Znamienng cechg Jej osobowosci byta stata
troska o rozwdj i doskonalenie program6w nauczania w zakresie bioche-



mii. Ta sfera dziatalnosci profesor W. Mejbaum-Katzenellenbogen znalazta
swoj wyraz w publikacji skryptu do ¢wiczen z biochemii i przettumacze-
nia na jezyk polski podrecznika z chemii fizjologicznej autorstwa Har-
pera. Z Jej inicjatywy w roku 1974 byly organizowane pierwsze Sesje
Naukowe Absolwentéw Biochemii, ktére w ostatnich latach przerodzity
sie w Sesje Naukowe Absolwentéw Biologii Molekularnej.

Za swoja dziatalno$¢ naukowa, dydaktyczng, wychowawcza i organi-
zacyjng zostata odznaczona Ztotym Krzyzem Zastugi (1959), Odznakg
XV-lecia Wyzwolenia Dolnego Slaska (1960), Odznakg 1000-lecia Parnstwa
Polskiego (1969), Krzyzem Kawalerskim Odrodzenia Panstwa Polskiego
(1973), Medalem X-lecia PRL (1975), Medalem Komisji Edukacji Naro-
dowej (1975) oraz wyrdzniona tytutem Zastuzony Nauczyciel Polskiej Rze-
czypospolitej Ludowej (1982). W uznaniu Jej wybitnych zastug dla pol-
skiej biochemii, Polskie Towarzystwo Biochemiczne w roku 1984 nadato
Jej godnos$¢ Cztonka Honorowego.

Po przejsciu na emeryture nadal czynnie uczestniczyta w zyciu nauko-
wym naszego os$rodka i utrzymywata Sciste kontakty ze swoimi najbliz-
szymi wspoOtpracownikami do ostatnich dni swego zycia. Swg silng indy-
widualnoscig wywierata wielki wptyw na uczniéw i przygodnych wspét-
pracownikéw. W stosunku do siebie i swoich wspo6tpracownikéw byta
bardzo wymagajaca, a jednoczesnie bezposrednia i skromna. Zawsze go-
towa byta stuzyé rada, szczeg6lnie przy projektowaniu badan doswiad-
czalnych i przy przygotowywaniu prac do druku. Dodawata otuchy w roz-
nej natury niepowodzeniach zyciowych. Nauczyta nas wytrwatosci w pracy
badawczej i gtebokiego poczucia odpowiedzialnosci za kazdg sfere dzia-
tania nauczyciela akademickiego. W naszej pamieci pozostanie jako wy-
bitna uczona, godny nasSladowania nauczyciel akademicki i przyjaciel.

Uczniowie i wspdipracownicy
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ARTYKULY

JOANNA GEMEL *

Rola fosforylacji i defosforylacji biatek w regulacji
aktywnosci metabolicznej chloroplastéw

Function of Protein Phosphorylation and Déphosphorylation
in Régulation of Chloroplast Metabolic Activity

Spis tresci

I. Wprowadzenie
1. Biatka fosforylowane w chloroplastach
I1l1. Kinazy odpowiedzialne za fosforylacje dubletu LHCP i biatka o masie czg-
steczkowej 9 000
I11-1. Stan oksydoredukcyjny puli PQ a aktywnos$¢ enzymu
I11-2. Charakterystyka kinazy fosforylujacej dublet LHCP i biatko o masie
czasteczkowej 9 000
1V. Fosfatazy
V. Biologiczna rola fosforylacji LHCP
V-1. Fosforylacja/defosforylacja LHCP jako mechanizm regulujacy rozdziat
energii wzbudzenia pomiedzy fotouktadami
V-2. Strukturalne zmiany w bionach tylakoidéw towarzyszace przejsciom
Stan 1-Stan 2
V-3. Zwigzek fosforylacji LHCP z cyklem Calvina
V1. Inne kinazy biatkowe chloroplastéw
VI-1. Kinaza fosforylujgca karboksylaze/oksygenaze RuBP

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

Wykaz stosowanych skrotow: LHC — zbierajacy energie kompleks chlorofil
a/b — biatko; LHCP — cze$¢ biatkowa kompleksu LHC; PQ — plastochinon; RuBP —
rybulozo-1,5-bisfosforan; ATP — adenozynodifosforan; Pi— fosforan nieorganiczny;
DCCD — N,N'-dicykloheksylokarbodiimid; cyt— cytochrom; PS | (II)— 1 (Il) ukiad
fotosyntezy; FCCP — karbonylocyjanek-p-trifuorometoksyfenylohydrazonu; DCMU —
3-(3,4-dichlorofenylo)-I,I-dimetylomocznik; DCIP, DCIPH2— utleniona i zredukowa-
na forma 2,6-dichlorofenoloindofenolu; TMQH2— zredukowana forma tetrametylo-p-
benzochinonu; Q — pierwotny akceptor elektronéw z PS Il; PMS — metylosiarczan
N-metylofenazyniowy; Tris— 2-amino-2-hydroksymetylopropan-1,3-diol; NADP+ —
utleniona forma dinukleotydu nikotynamido-adeninowego; DBMIB — 2,5-dibromo-
3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinon; DAD — 2,3,5,6-tetrametylo-p-fenylenodiamina;
Em78— potencjat potéwkowy w pH 7,8; ADP — adenozynodifosforan; Fess, F735, Fesi—
fluorescencja chlorofilu przy dtugos$ci fali 685 nm, 735 nm i 681 nm; AMP — adeno-
zynomonofosforan; PPi — pirofosforan.

Al.
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VI1-2. Kinazy biatkowe wyizolowane z bton chloroplastéw szpinaku

VI1-3. Kinaza fosforylujgca biatka rybosoméw w chloroplastach
VII. Regulacja aktywnosci fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pi przez fosforylacje
VIIl. Podsumowanie

Contents

I. Introduction
Il. Phosphoproteins in chloroplasts
I1l. Protein kinases phosphorylating LHCP dublet and protein of molecular
weight 9 000
I11-1. Oxidation-reduction state of the PQ pool and enzyme activity
I11-2. Characteristics of protein kinase phosphorylating LHCP dublet and
protein of molecular weight 9 000
IV. Phosphatases
V. Biological role of LHCP phosphorylation
V-l. LHCP phosphorylation/dephosphorylation as a mechanism regulating
distribution of excitation energy between photosystems
V-2. Structural changes in thylakoid membranes accompanying State 1-
State 2 transitions
V-3. Connection between LHCP phosphorylation and Calvin cycle
V1. Other protein kinases in chloroplasts
VI-1. Protein kinase phosphorylating carboxylase/oxygenase RuBP
VI-2. Protein kinases isolated from membranes of spinach chloroplasts
VI-3. Protein kinase phosphorylatin rybosome proteins in chloroplasts
VIl. Regulation of the activity of phosphotransferase ATP: pyruvate, Pi by phospho-
rylation
VIIl. Concluding remarks

I. Wprowadzenie

Fosforylacja jest jednym z podstawowych mechanizméw regulujgcych
metabolizm w komorkach zwierzecych [1, 2]. W organizmach ros$linnych
proces ten jest o wiele stabiej poznany. Poczatkowo badano wytgcznie
fosforylacje biatek jadrowych i rybosomalnych [3]. Dopiero w 1977 r.
Bennett [4] opisat po raz pierwszy fosforylacje biatek typowo roslin-
nych, chloroplastowych. Od tego czasu prowadzone sg intensywne badania
majace na celu doktadne jej scharakteryzowanie, w tym wyjasnienie jej
roli biologicznej. Postep prac w tej dziedzinie jest przedmiotem kilku arty-
kutow przeglagdowych z ostatnich lat [2, 5—9].

Il. Biatka fosforylowane w chloroplastach

W chloroplastach fosforylacji ulega szereg biatek (Tab. 1), jednak
zdecydowanie najsilniej sg fosforylowane trzy biatka bton tylakoidéw:
0 masach czasteczkowych 23 000 i 25000 * [11, 12] zidentyfikowane jako

* Stwierdzono, ze istniejg réznice miedzygatunkowe, a takze rozbieznosci
no$nie mas czasteczkowych biatek w tym samym gatunku rosliny (Tab. 1). Do ogélnej

od-
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Biatka chloroplastéw ulegajace fosforylacji

Masa czgsteczkowa
biatka

Biatka otoczki
50 500
29 000
13 000

Biatka bton tylako-
idow
8000

9 000
10000

23 000
24 000
25 000
26 000

25 000
26 000
27 000
28 000

33 000—35 000

45 000

Biatka rybosomalne
L 18
Ls 31

Biatka stromy
100000

(mezofil)
56 000

16 000

Funkcja

Funkcja nieznana
Funkcja nieznana
Funkcja nieznana

Kanat protonowy dla syntetazy ATP,
czyli proteolipid wrazliwy na DCCD

Sktadnik cyt bses
Funkcja nieznana

Dwa biatka wchodzace w sktad LHC
0 masach czasteczkowych: 23 000—
26 000

oraz

25 000—28 000

Biatko wigzace chinon po redukujacej
stronie PS Il

Biatko tworzace centrum reakcji PS 11

Biatko duzej podjednostki rybosoméw
Biatko matej podjednostki rybosoméw

Fosfotransferaza ATP: pirogronian,
P.

Duza podjednostka karboksylazy/

oksygenazy RUBP

Mata podjednostka karboksylazy/

oksygenazy RUBP

Tabela 1.

Zrédta biatka Pi$miennictwo

Szpinak 10
Szpinak 10
Szpinak 10
Groch n
Groch 12
Szpinak 13
Groch 11 12
Jeczmien 7
Szpinak 14
Groch 4
Groch 11, 12
Jeczmien 13
Szpinak 14
Groch 4
Groch

Groch 12
Szpinak

Szpinak

Kukurydza 15
Szpinak 16
Szpinak 16

biatka kompleksu LHC oraz biatka o masie czasteczkowej 9 000 wchodzace
w sktad kanatu protonowego syntetazy ATP [17], cytochromu b3® [18] lub
cytochromu b53 [19].

charakterystyki fosforylowanych biatek wybrano mase najczesciej cytowang, nato-
miast w rozwazaniach bardziej szczeg6towych takg mase jaka zostata stwierdzona

w danej pracy.
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Zaledwie okoto 1% czasteczek chlorofilu wykazuje w chloroplastach wtasciwosci
centrum reakcji. Pozostata jego cze$¢ jest odpowiedzialna za absorpcje maksymalnie
duzej ilosci Swiatta i kierowanie energii wzbudzenia do centréw reakcji [s, 7, 9J.
Efektywno$¢ dziatania barwnikéw ulega zwiekszeniu dzigki ich powigzaniu z biat-
kami w kompleksy chlorofil — biatko (oznaczane skrétem CP od ang. chlorophyll-
protein) [7]. Okoto 50—6096> chlorofilu [5, 7] i 3000 biatek [7] wchodzi w skiad kom-
plekséw. Znane sg dwa rodzaje tego typu kompleksow: CP | przypisywany PS I,
0 masie czasteczkowej 110000 zawierajacy wytgcznie chlorofil a oraz CP Il przy-
pisywany PS Il, o masie czgsteczkowej 35000 zawierajacy chlorofil a i b w stosunku
1,2:1 [20]. CP Il nazywany jest tez zbierajacy energie kompleks chlorofil a/b — biatko,
w skrdécie LHC (od ang. light harvesting chlorophyll a/b protein complex) [7]. Jest
z nim zwigzanych kilka polipeptydéw [21] (w tym dwa polipeptydy podlegajace
fosforylacji o zblizonych masach czgsteczkowych 23 000 i 25 000, dla ktérych Ben -
nett zaproponowat nazwe dubletu biatkowego [12]). Na okreslenie czeSci biatkowej
LHC stosuje sie powszechnie skréot LHCP [7].

W grochu dublet biatek LHCP i biatko o masie czasteczkowej 9 000
fosforylowane sg z podobnymi intensywnosciami, w jeczmieniu przewaza
fosforylacja dubletu, a w szpinaku fosforylacja biatka o masie 9 000 [22].

I1l. Kinazy odpowiedzialne za fosforylacje dubletu LHCP i biatka
0 masie czasteczkowej 9 000

I11-1. Stan oksydoredukcyjny puli PQ a aktywno$¢ enzymu

Fosforylacje biatek chloroplastéw katalizowang przez kinazy biatkowe
stwierdzono inkubujgc liscie [7] lub nienaruszone chloroplasty [4] w obec-
nosci [3P]Jortofosforanu albo izolowane tylakoidy [23] w obecnosci
[y—3P]ATP. Wigczanie radioaktywnos$ci do biatek z [3P]Jortofosforanu

Tabela 2.

Aktywacja kinazy biatkowej tylakoidéw grochu przez $wiatto i czyn-
niki redukujace (11)

j Warunki inkubacji Aktywnos¢ kinazy (%)
Swiatto 100
Ciemnos¢ 28
Swiatlo + DCMU 2
Swiatto + DCMU + DCIPH2 18
Ciemnos$¢ + podsiarczyn m
Swiatto + podsiarczyn 112
Swiatlo + DCMU + podsiarczyn 21
Ciemno$¢ + TMQH2 101
Swiatto + metylowiologen 27
Swiatlo + zelazicyjanek 17

Wg Allena i wsp. [11], dzieki uprzejmosci autoréw i Macmillan Journals Ltd.
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jest wrazliwe na zwigzki rozprzegajace np. FCCP [6, 24], co wskazuje na
niezbedno$¢ fotofosforylacji dla umozliwienia tego procesu [6, 23]. Nato-
miast fosforylacja biatek w obecnosci [y—3P]ATP nie podlega wptywowi
zwigzkéw rozprzegajacych [17, 23, 25]. Zaobserwowano okoto 4-krotng
stymulacje Swietlng fosforylacji biatek dubletu LHCP i biatka o masie
czasteczkowej 9000 [17, 23] (Tab. 2). DCMU, klasyczny inhibitor trans-
portu elektrondéw dziatajacych pomiedzy Q a PQ catkowicie znosi wptyw
Swiatta na fosforylacje [11, 23].

Miejsca dziatania DCMU, innych inhibitoréw fotosyntetycznego transportu elek-
tronéw oraz donoréw i akceptoréw elektronéw wymienionych w dalszej czesci tekstu
przedstawia uproszczony schemat (Ryc. 1).

Tris,
hydroksyloamina DCMU DBMIB
HO—» YL S
POL cytf — PC
P 682 Y
tmqg.h2 dad dciph2
sl FeS
Fd — . *
P 700 Fp NADP
!
PMS metylowiologen,

zelazicyjanek

Ryc. 1

Objasnienia skrotéw uzytych na rycinie: Yj, Y2, Ys— hipotetyczne przenos$niki elek-
tronéw zaproponowane przez Siegenthalera [26]; P—682 i P—700 — centrum
reakcji odpowiednio PS Il i PS I; Q — pierwotny akceptor elektronéw z PS II; PQ —
plastochinon; cyt— cytochrom; PC — plastocyjanina; FeS — biatko FeS Rieskie’go;
Fd — ferredoksyna; Fp — flawoproteina (reduktaza ferredoksyna — NADP+);
NADP+ — forma utleniona dinukleotydu nikotynamidoadeninowego; Tris — 2-amino-
2-hydroksymetylopropan-1,3-diol; DCMU — 3-(3,4-dichlorofenylo)-I,I-dimetylomocz-
nik; TMQH2— zredukowana forma tetrametylo-p-benzochinonu; DAD — 2,3,5,6-tetra-
metylo-p-fenylenodiamina; DBMIB — 2,5-dibromo-3-metylo-6-izopropylo-p-benzo-
chinon; DCIPH2— zredukowana forma 2 ,-dichlorofenoloindofenolu; PMS — metylo-
siarczan N-metylofenazyniowy

W obecnosci zredukowanej formy DCIP, donora elektronéw dziataja-
cego za PQ aktywnos¢ kinazy biatkowej zahamowanej na skutek obecnosci
DCMU, nie moze zostaé przywrdcona [11]. PMS w tym przypadku nie jest
takze skuteczny [17]. Sugeruje to niezbedno$¢ redukcji przenosnika elek-
tronéw taczacego oba fotouktady dla maksymalnej fosforylacji biatek [11,
27, 28]. Sugestie te potwierdza fakt hamowania aktywnosci kinazy biatko-
wej przez metylowiologen i Zelazicyjanek, akceptory przyjmujgce elek-
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trony z PS I, a wiec wptywajgce na utlenianie przenos$nikéw elektronoéw
tagczacych oba fotoukiady [11]. Dla petnej aktywnosci kinazy biatkowej
niezbedne jest nie tyle Swiatto, co redukcja okre$lonego przenosnika elek-
tronéw. Podsiarczyn, zwigzek o niskim potencjale oksydoredukcyjnym,
dziatajacy w sposob niespecyficzny [11], a takze TMQH2 specyficzny do-
nor elektronéw dla PQ [29] umozliwiajg fosforylacje nawet w ciemnosci
[27]. Przedstawione tu fakty wskazuja, iz redukcja PQ jest niezbedna dla
dziatania kinazy biatkowej fosforylujacej biatka dubletu LHCP i biatko
0 masie czasteczkowej 9 000. Istnieje szereg innych, nie zestawionych
w tabeli faktéw doswiadczalnych potwierdzajgcych te sugestie m.in. obser-
wacja hamowania aktywacji swietlnej kinazy biatkowej przez Tris i hydro-
ksyloamine. Warto tu doda¢, iz aktywnos$¢ kinazy biatkowej zahamowang
przez Tris przywraca zredukowany DCIP [17]. Ponadto zredukowana
ferredoksyna stymuluje fosforylacje biatek [23]. Ciekawe s3 tez doswiad-
czenia z zastosowaniem inhibitora transportu elektronéw DBMIB, ktoéry
w zaleznoSci od stezenia hamuje utlenianie lub redukcje PQ. 1 (M DBMIB
hamuje transport elektronéw w uktadzie HzO —mmetylowiologen (Ryc. 2)
w okoto 90%>, natomiast redukcje DAD przyjmujacego elektrony z Q
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Ryc. 2. Hamowanie transportu elektronéw i kinazy biatkowej w chloroplastach gro-
chu przez DBMIB. Szybko$¢ transportu elektronéw mierzono polarograficznie jako
wydzielanie tlenu w uktadzie HD -> DAD, wynosita ona 97 Mmoli x mg chloro-
filu-1 x h-1 oraz jako pobieranie tlenu w uktadzie H2 -> metylowiologen, wynosita
ona 23 n-mole x mg chlorofilu-1x h-1 Wg Allena i wsp. (11), dzieki uprzej-
mosci autoréw i Macmillan Journals Ltd
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Ryc. 3. Wigczanie 3P z [ys2P]JATP do LHCP w chloroplastach grochu w zaleznosci
od potencjalu. Wg Hortona i wsp. (28), dzieki uprzejmosci autoréw i Elsevier/
North-Holland Biomedical Press

w stezeniach przekraczajacych 10 jaV. Gdy mierzono aktywnos$é kinazy
biatkowej jako funkcje stezenia DBMIB okazato sie, ze ulega ona zahamo-
waniu w obecnosci co najmniej 10 jiM DBMIB. Wskazuje to na niezbed-
nos¢ redukcji PQ dla aktywnosci kinazy biatkowej [11]. Z pomiaréw fosfo-
rylacji LHCP w zaleznosci od potencjatu w izolowanych chloroplastach
grochu (Ryc. 3) wynika, ze aktywacja kinazy biatkowej ma taki sam po-
tencjat potowkowy jak redukcja PQ (Em78 = 0) [30, 31] i odpowiada prze-
nosnikowi dwuelektronowemu [28—30, 32]. Rola PQ w regulacji aktyw-
nosci kinazy biatkowej zaproponowana po raz pierwszy niezaleznie przez
Allena i wsp. [11] oraz Hortona i Blacka [28] jest obecnie,
jak wynika z przedstawionych faktow doswiadczalnych, dobrze udoku-
mentowana.

111-2. Charakterystyka kinazy fosforylujacej dublet LHCP i biatko
0 masie czagsteczkowej 9 000

Znanych jest szereg wiasnosci kinazy biatkowej fosforylujagcej LHCP
i biatko o masie czasteczkowej 9 000. Stata Michaelisa wobec ATP wynosi
90 |iM [7, 9, 25], optimum pH 7,5 [17], dla petnej aktywnosci enzymu wy-
magane sg jony Mg2+ w stezeniach 5—10 mM. Wydaje sie, ze jest to enzym
btonowy. Wykazuje on bowiem wiekszg aktywnos¢ w btonach tylakoidow
niz w chloroplastach poddanych szokowi osmotycznemu [23]. Kinaza jest
wrazliwa na dziatanie inhibitoré6w grup tiolowych, jak N-n-butylomale-
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imid, N-fenylomaleimid, N-etylomaleimid, kwas jodooctowy (Uszerego-
wano je tutaj wg malejgcych wiasnosci hydrofobowych). Najsilniejsze
wiasnosci hamujgce wykazujg zwigzki lipofilowe, co mogtoby wskazywac
na to, ze grupa(y) tiolowa(e) niezbedna(e) dla aktywnos$ci katalitycznych
kinazy biatkowej nie jest (sag) wyeksponowana(e) na powierzchnie biony.
ATP chroni kinaze biatkowga przed inhibitorami grup tiolowych, przy czym
efekt ochronny jest bardziej widoczny w przypadku fosforylacji dubletu
LHCP niz biatka o masie czasteczkowej 9 000, co wskazuje na mozliwos¢
istnienia co najmniej dwoch, réznych kinaz biatkowych [32]. Potwierdzaja
to doSwiadczenia z zastosowaniem 5'-p-fluorosulfonylobenzyloadenozyny
(FSBA) [13], analogu nukleotydéw adeninowych [33]. W chloroplastach
szpinaku zwigzek ten hamuje fosforylacje dubletu LHCP w okoto 95%,
natomiast biatka o masie czgsteczkowej 9 000 tylko w 35°/0 i z zachowa-
niem charakterystycznych witasnos$ci tego procesu; oznacza to, ze fosfory-
lacja opisywanego biatka zachodzi tylko na S$wietle lub w ciemnosci
w obecnosci zwigzku redukujgcego. Chociaz [UC]JFSBA wiaze sie z kilkoma
polipeptydami, to jednak tylko biatko o masie czgsteczkowej 50 000 mozna
zabezpieczy¢ przed wigzaniem tego zwigzku przez wczes$niejsze dodanie
ADP lub adenozyny. Sugeruje to, ze biatko o masie czgsteczkowej 50 000
moze by¢ kinazg dubletu LHCP [13].

Za istnieniem niezaleznych enzyméw fosforylujgcych dublet LHCP
1 biatko o masie czasteczkowej 10 000 przemawia tez stymulacja fosfory-
lacji przez Zn*+, ktdra jest silna w przypadku dubletu, znikoma natomiast
w przypadku biatka o masie 10 000 [34, 35].

W LHCP fosforylowany jest fragment biatka obdarzony tadunkiem
dodatnim, dostepny na powierzchni tylakoidéw od strony stromy [6].
Ustalono jego sekwencje aminokwasowg: NH2—Lys—Ser—Ala—Thr—
—Thr—Lys—Lys— [5, 36]. Fosfor witgczany jest wytgcznie do 1 lub
2 reszt treoniny [4, 5]. Fosforylowany fragment mozna tatwo odszczepic
przez dziatanie trypsyna [11, 25, 37]. Opisywany enzym moze tez wyko-
rzystywac jako substrat histon [19, 34].

ADP w stezeniach fizjologicznych hamuje aktywnos$¢ kinazy biatkowej
[2, 38], co wskazuje na to, ze tadunek energetyczny chloroplastéw moze
by¢ istotnym elementem wptywajacym na regulacje jej aktywnosci [7, 39].
Jest to czynnik na tyle decydujacy, iz niski stosunek ATP/ADP moze wy-
wota¢ defosforylacje nawet gdy pula PQ jest w znacznym stopniu zre-
dukowana [40].

W chloroplastach ro$lin chtodowrazliwych (np. ryz) w przeciwienstwie
do roslin chtodoodpornych (np. jeczmien), na fosforylacje LHCP wpiywa
tez temperatura. Poddanie lisci lub izolowanych bton tylakoidéw roslin
chtodowrazliwych dziataniu chtodu w zakresie temperatur 0—10°C powo-
duje hamowanie fosforylacji LHCP. Moze to by¢ wynikiem obnizenia
aktywnosci kinazy biatkowej lub ograniczenia dostepnosci jej substratu tj.
reszt treoniny LHCP w niskich temperaturach [40a].
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IV. Fosfatazy

Fosforylacja biatek chloroplastéw jest procesem odwracalnym. Wyka-
zano to w lisciach jeczmienia [7], w nienaruszonych chloroplastach grochu
[4], w izolowanych tylakoidach grochu [37, 41], w nienaruszonych komor-
kach [42] i izolowanych tylakoidach glonéw [43]. Enzym odpowiedzialny
za jej przebieg jest fosfatazg, a nie dziatajgcg w przeciwnym Kkierunku
kinazg biatkowa, ani fosfotransferazg [2]. Przemawia za tym kilka faktow:
1) kinaza biatkowa, a takze fosfotransferaza wymagajg oprécz fosfobiatka
drugiego substratu, ktéry dziata jako akceptor grupy fosforanowej. Dla
kinazy biatkowej jest to ADP, ktéry w opisywanej reakcji nie dziata jed-
nak stymulujgco, lecz hamujaco. 2) Enzym odpowiedzialny za defosfory-
lacje biatek chloroplastéw jest wrazliwy na dziatanie inhibitora fosfataz
roslinnych — fluorku sodowego w stezeniach 10—100 mM. Chlorek sodo-
wy w tych samych stezeniach nie wptywa na defosforylacje [37]. Fosfa-
taza podlega tez hamowaniu przez molibdenian [42]. Na jej aktywnos$¢ nie
wplywa Swiatto [37, 44], ani inhibitory transportu elektronéw, jak DCMU
[37, 44]. Dla jej aktywnoS$ci niezbedne sg jony Mg2+ w stezeniach dla
dubletu LHCP, natomiast mM dla biatka o masie czgsteczkowej 9 000 [37].
Czas pottrwania fosfobiatek LHCP w warunkach sprzyjajacych defosfory-
lacji wynosi 5—8 min, a dla wiekszos$ci innych fosfobiatek okoto 30 min.
Fakty te obok stwierdzenia réznic w optimum pH i temperatury dla de-
fosforylacji réznych biatek [2] mogg wskazywa¢ na istnienie kilku fosfa-
taz, specyficznych wobec okreslonych biatek. Ze wzgledu na to, ze Triton
X-110 znosi aktywno$¢ fosfataz, postuluje sie, ze sag one enzymami btono-
wymi i konieczna jest dla ich dziatania integralno$¢ bton [37].

V. Biologiczna rola fosforylacji LHCP

V-1. Fosforylacja/defosforylacja LHCP jako mechanizm regulujacy
rozdziat energii wzbudzenia pomiedzy fotouktadami

Do wyjasnienia znaczenia fosforylacji LHCP przyczynita sie w znacz-
nym stopniu analiza fluorescencji sktadnikéw chloroplastbw w warunkach
fosforylacji/defosforylacji [44, 45]. W chloroplastach preinkubowanych na
Swietle po dodaniu ATP obserwowano wzrost fluorescencji mierzonej
w temperaturze 77 K przy 735 nm w stosunku do fluorescencji przy 685 nm
(Ryc. 4) [11, 25, 44]. Natomiast w chloroplastach preinkubowanych w ciem-
nosci stosunek intensywnos$ci fluorescencji przy obu diugosciach fali
F7ss/Fess ulegat znacznej redukcji [11, 25, 46, 47]. Ze wzgledu na to, ze
fluorescencje przy 735 nm przypisuje sie PS 1, a przy 685 nm LHC zwig-
zanemu z PS Il [48], mozna wnioskowa¢ o odwracalnym wptywie fosfory-
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Ryc. 4. Wplyw Swiatta, podsiarczynu i zelazicyjanku na fosforylacje LHCP i widmo
fluorescencji chlorofilu w 77K w tylakoidach grochu. Przed rozpoczeciem pomiaréw
chloroplasty preinkubowano na $wietle lub w ciemnos$ci. Warunki preinkubacji po-
dano na rycinie (skrétowo— $wiatto, ciemnos$¢). Wg Allena i wsp. (11), dzieki
uprzejmosci autoréow i Macmillan Journals Ltd

lacji LHCP na rozdziat energii wzbudzenia i kierowaniu energii do PS I
kosztem PS Il [25]. W tylakoidach grochu na skutek fosforylacji stwier-
dzono zgodnie z oczekiwaniami, wzrost ilosci energii dostarczanej do PS |
z 35°/0 w niefosforylowanych do 52% w fosforylowanych blonach [49],
w jeczmieniu za$ z 38% do 67% [50]. Mozna przypuszczaé, iz zwigzki
wptywajace na fosforylacje LHCP, wpiywaja réwniez na stosunek F7%
F6% Zelazicyjanek hamujac fosforylacje, wptywa na obnizenie F73s/Fess,
podsiarczyn za$ umozliwiajgc fosforylacje w ciemnosci powoduje wzrost
tego stosunku [11]. Powyzsze obserwacje doprowadzity do zaproponowania
interesujgcego schematu regulacji rozdziatu energii wzbudzenia w chloro-
plastach [25, 51] (Ryc. 5) przez fosforylacje biatek LHCP. Naswietlanie
chloroplastow Swiattem czerwonym o diugosci fali ponizej 682 nm (tzw.
Stan 2) prowadzi do silniejszego wzbudzenia PS Il niz PS I, co sprzyja
redukcji PQ, ktéry aktywuje kinaze biatkowa. Enzym ten fosforyluje
LHCP, czego konsekwencjg jest przenoszenie nadmiaru energii wzbudze-
nia z PS Il do PS I

Natomiast, gdy chloroplasty naswietla sie Swiattem dalekiej czerwieni
odpowiadajgcym dtugosci fali powyzej 682 nm (tzw. Stan 1) nastepuje
silniejsze wzbudzenie PS | niz PS Il, co prowadzi do utlenienia PQ, zatem
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy regulacje rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy
PS Il i PS I w chloroplastach za posrednictwem odwracalnej fosforylacji LHCP.
Wg Staehelina i Arntzena (s), dzigki uprzejmosci autoréw i Rokefeller
University Press

defosforylacji LHCP. Ilo$¢ energii wzbudzenia kierowanej do PS | ulega
zmniejszeniu. Dzieki temu mechanizmowi nierownomierno$¢ wzbudzenia
fotouktaddw jest korygowana przez wzrost przekazywania energii do ogra-
niczajacego fotouktadu [2, 6] i stwarza zabezpieczenie przed zbednym roz-
proszeniem nadmiaru energii wzbudzenia [11]. Ma to istotne znaczenie dla
poprawienia wydajnosci kwantowej fotosyntezy, gdy Swiatto jest czynni-
kiem ograniczajagcym jej przebieg [5, 52]. Warto przy tym zwroci¢ uwage
na to, iz in vivo trudno wyobrazi¢ sobie przejscia typu Stan 1— Stan 2
jako indukowane S$wiattem monochromatycznym w zakresie czerwieni,
czy dalekiej czerwieni [2]. Analogie do badan in vitro tatwo znalez¢, gdy
wezmie sie pod uwage, ze silne Swiatto stoneczne jest gtdwnie krdtkofalo-
we (wieksza absorpcja przez PS IlI), natomiast w cieniu przewazajg diuzsze
fale (wieksza absorpcja przez PS | niz przez PS 1) [2, 52]. Adaptacja
chloroplastéw do zmieniajacych sie warunkdw os$wietlenia trwa zaledwie
kilka minut [6], co odpowiada czasowi potrzebnemu na fosforylacje, czy
defosforylacje LHCP [8]. Wydaje sie wiec, iz zaproponowany mechanizm
regulacji rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy fotouktadami funkcjo-
nuje in vivo [2, 53]. Stwierdzono, ze réwnolegle do fosforylacji LHCP
i wzrostu przekazywania energii do PS | kosztem PS Il wystepuje wzrost
stopnia utlenienia przenosnika Q i cyt f [54]. W tych warunkach obserwo-
wano takze wzrost szybkos$ci transportu elektronéw w PS | i odpowiada-
jacy mu spadek w PS Il [55, 56].

2 Postepy Biochemii 1/87
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Potwierdzeniem istotnej roli fosforylacji LHCP dla wystepowania
przej$¢ typu Stan 1— Stan 2 w chloroplastach ro$lin wyzszych jest stwier-
dzenie, ze nie wystepuja one w mutantach roslin nie posiadajgcych fun-
kcjonalnego LHCP [50, 57—59]. Ciekawe, ze regulacje rozdziatu energii
wzbudzenia pomiedzy fotouktadami obserwowano u niektérych krasno-
rostow, ktore jak wiadomo nie zawierajg LHCP [e, 11, 60, 61]. Role jego
spetniajg jednak zapewne fikobiliproteiny [60, 61]. Przejscia typu Stan 1—
Stan 2 sg i w tym przypadku kontrolowane przez stan oksydoredukcyjny
przenosnikow elektronow [6, 11, 62, 63]. Niewykluczone, ze umozliwia je
odwracalna fosforylacja fikobiliprotein zalezna od PQ [6, 11, 54, 63]. Hipo-
teza ta wymaga jednak potwierdzenia doswiadczalnego.

Nietypowe, je$li chodzi o sposob regulacji rozdziatu energii wzbudzenia
pomiedzy fotouktadami sg tez zielenice z rodzaju Chlamydomonas [6, 42].
Stan oksydoredukcyjny PQ ulega bowiem w nich podwdjnej kontroli:
przez tancuch fotosyntetycznego transportu elektrondw i tahncuch odde-
chowy [6]. Jest to konsekwencja postulowanego przez Bennouna
zwigzania enzymow oddechowych w Chlamydomonas nie tylko z frakcja
mitochondridw, ale i chloroplastow [64].

V-2. Strukturalne zmiany w btonach tylakoidéw
towarzyszace przejéciom Stan 1— Stan 2

Fosforylacji/defosforylacji LHCP towarzysza zmiany organizacji struk-
turalnej bton tylakoidow [65—67]. Wykazano je bezsprzecznie stosujac
metody biochemiczne i cytologiczne.

Interesujacych danych dostarczyta analiza elektroforetyczna lameli
gran i stromy otrzymanych z chloroplastow grochu [e6, 67].

Terminem lamele gran okre$la sie tu tylko te btony gran, ktére przylegaja do

innych blon, za$ odpowiednikiem lameli stromy sg wszystkie pozostate btony tyla-
koidéw. Przedstawiono to na zamieszczonej ponizej rycinie 6.

@ @

Po fosforylacji zaobserwowano spadek zawartosci LHCP w granach [es,
67], w ktorych przewaza PS Il [68]. Mozna wiec wnioskowac o przemiesz-
czaniu sie tzw. ruchliwej puli LHC z lameli gran do lameli stromy [66, 67].

Ryc. 6
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Wykazuje ona maksimum fluorescencji w 77 K przy 681 nm. W zwigzku
z tym fosforylacji towarzyszy wzrost emisji Fest w lamelach stromy, spa-
dek zas w lamelach gran oraz wzrost stosunku chlorofilu a do chlorofilu b
w lamelach gran i odpowiadajacy mu spadek w lamelach stromy. Prze-
konywajacego, bezposredniego dowodu na to, iz fosforylacja LHCP zacho-
dzi w granach i nastepuje potem przemieszczanie sie ufosforylowanego
LHC do lameli stromy dostarczyto opisane ponizej doswiadczenie. Chloro-
plasty grochu inkubowano z [y@P]ATP na Swietle. Juz po 5 min, a tym
bardziej po 20 min stwierdzano wieksze znakowanie lameli gran niz lameli
stromy. Jest to zgodne z faktem, iz zasadnicza czes¢ LHC (80—90%) wy-
stepuje w lamelach gran [68]. Je$li po 5 min fosforylacji dodano do proby
DCMU, aby uniemozliwié dalszg fosforylacje oraz fluorek sodowy hamu-
jacy defosforylacje, znakowanie w granach spada, a w lamelach stromy
rosnie. Po 15 min rozmieszczenie znakowania jest prawie rownomierne
[67]. Wynika z tego, ze LHCP ulega fosforylacji w granach i czes¢ wolnego
LHC przemieszcza sie do lameli stromy [65—67].

Przeprowadzono szczegbtowg analize przemieszczania sie biatek dubletu
LHCP, ktorych masy czasteczkowe okreslono w szpinaku na 25 000 i 27 000.
Przy okazji stwierdzono, iz wigczanie fosforanu do tych biatek nie jest row-
nomierne. W nienaruszonych tylakoidach fosforylacja biatka o masie cza-
steczkowej 25000 przewyzszyta 3-krotnie fosforylacje biatka o masie
27 000. Ponadto wykazano, ze rézni sie sktad biatkowy LHC zwigzanego
z PS 1l i podlegajacego przemieszczaniu miedzy lamelami gran i stromy.
W ruchliwym LHC stosunek iloSciowy polipeptydéw o masie czasteczko-
wej 27 000 do polipeptydéw o masie 25 000 wynosi 2:1, natomiast w zwia-
zanym LHC 4:1 [14]. Dodatkowym potwierdzeniem przemieszczania sie
ufosforylowanych LHC pomiedzy lamelami gran i stromy sa doswiadcze-
nia z zastosowaniem kriorytownictwa [15, 69]. W btonach tylakoidéw pod-
danych tej technice wyr6znia sie 4 rodzaje powierzchni przetamania
(Ryc. 7): w granach EFSi PFSa w lamelach stromy EFUi PFU gdzie E i P
sg to odpowiadajgce sobie powierzchnie przetamania, E po stronie egzo-

tylakoidy stromy

Vel
e

bl 1

tylakoidy gran

Ryc. 7. Tylakoidy poddane technice kriorytownictwa. Wg Staehelina i Arntze-
na (s), dzieki uprzejmosci autoréw i Rokefeller University Press

%
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plazmatycznej (ang. exoplasmic face), P po stronie plazmatycznej (ang.
protoplasmic face). Indeks s dotyczy lameli gran (ang. stacked), natomiast
indeks u dotyczy lameli stromy (ang. unstacked) [6, 70]. Czasteczki o wiel-
kosciach 10,5, 13 i 16 nm obserwowane na powierzch EF stanowig struktu-
ralny odpowiednik kompleksu PS Il. Réznice w rozmiarach tych czaste-
czek wynikajg z tego, ze rdzenn kompleksu o $rednicy 8 nm jest otoczony
przez rézng ilos¢ zwigzanego LHC [71]. Wsérod czastek wystepujacych na
powierzchni PF wyréznia sie kilka ich rodzajow 10—11 nm czasteczki PS |
ze zwigzanymi kompleksami zbierajgcymi energie, s—9 nm czastki cyt f/b6,
9—10 nm czastki odpowiadajgce hydrofobowemu fragmentowi czynnika
sprzegajacego syntetazy ATP, 8—9 nm czastki LHCP nie zwigzane silnie
z PS Il. Obserwacje mikroskopowe ujawnity bezsprzecznie, iz te wiasnie
czastki przemieszczajg sie na skutek fosforylacji z lameli gran do lameli
stromy, za$ po defosforylacji w kierunku przeciwnym [s, 66].

Wydaje sie, ze przemieszczanie sie LHC jest konsekwencjg zmian kon-
formacyjnych wywotanych zmiang tadunku po fosforylacji [6] Kazda
ruchliwa czastka LHC zawiera prawdopodobnie 6 pojedynczych czgsteczek
LHCP [72]. Fosforylacja kazdej przemieszczajgcej sie czastki LHC w za-
leznosci od tego, czy fosforylacji w LHCP ulega jedna czy dwie reszty
treoniny [4, 5], powoduje wprowadzenie 6—12 ujemnie natadowanych
.grup fosforanowych [6]. Opisany wzrost tadunku ujemnego w sgsiedztwie
PS Il po fosforylacji zostat wykazany doswiadczalnie [73]. Zaktdca on wy-
stepujaca pomiedzy btonami ré6wnowage miedzy sitami przyciggania i od-
pychania [74]. Nastepuje odwracalne zmniejszenie zdolnosci bton do two-
rzenia gran, co wykazano stosujgc mikroskopie elektronowg [e6, 75],
dichroizm liniowy [76] i subfrakcjonowanie [77]. W ufosforylowanych
chloroplastach grochu stwierdzono nawet, ze iloS¢ gran jest o okoto 10—
15% [2, 73, 75], a nawet 23°/» mniejsza niz w organelach niefosforylo-
wanych.

Po odkryciu przemieszczania sie¢ LHC pomiedzy lamelami stromy i gran
na skutek fosforylacji/defosforylacji, interesujgca wydawata sie préba wy-
jasnienia, czy migracja ta jest warunkiem koniecznym dla przejscia typu
Stan 1 — Stan 2 w chloroplastach. Stosujgc cholesterol lub jego pochodne,
ktore wptywaja na zmniejszenie ptynnosci bton [78, 79] w sposéb unie-
mozliwiajgcy przemieszczanie sie sktadnikéw btonowych, nie obserwowano
regulacji rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy fotouktadami, nawet przy
petnej aktywnosci kinazy biatkowej i fosfatazy. Przedstawione wyjasnienie
przejs¢ typu Stan 1 — Stan 2 w chloroplastach mozna uzupetni¢ stwier-
dzeniem, ze przejscia te majg charakter dwuetapowy i obejmuja: 1) kowa-
lecyjne modyfikacje LHCP i 2) przemieszczanie sie zmodyfikowanego
LHC z lameli gran do lameli stromy po fosforylacji, natomiast po defosfo-
rylacji w kierunku przeciwnym [5]. Wydaje sie, ze przenoszenie energii
wzbudzenia pomiedzy fotouktadami przez LHCP ma charakter posredni
{6]. Przemieszczanie sie ufosforylowanego LHC z lameli gran zmniejsza
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mozliwo$¢ przenoszenia energii pomiedzy centrami PS Il na skutek ogra-"
niczenia sprzezenia pomiedzy tymi centrami [49, 80, 81]. Wskutek tego
zwieksza sie ilo$¢ energii wzbudzenia przekazywanej do PS | w poréwna-
niu z PS Il. Defosforalacja i powrdét LHC do lameli gran zwieksza sprze-
zenie pomiedzy centrami PS Il, co z kolei zwigksza ilo$¢ energii wzbudze-
nia przekazywanej do PS Il w poréwnaniu z PS | [49, 80]. Opierajac sie
na przedstawionych danych, Bennel1ll wysunat hipoteze, iz kinaza biat-
kowa LHCP jest zlokalizowana w lamelach gran, za$ fosfataza w lamelach
stromy [7].

V-3. Zwigzek fosforylacji LHCP z cyklem Calvina

Miedzy szybkoscia asymilacji dwutlenku wegla a stopniem redukcji PQ
w chloroplastach zaobserwowano wystepowanie odwrotnie proporcjonal-
nej zaleznosci [22, 40]. Wskazuje to na mozliwo$¢ zaleznosci pomiedzy
szybkoscig wiaczania C02 w chloroplastach a stopniem fosforylacji LHCP
[22]. Przypuszczenie to potwierdza obserwacja, iz specyficzny inhibitor
cyklu Calvina — aldehyd D,L-glicerynowy stymuluje fosforylacje LHCP
[82]. Ponadto stwierdzono, ze w poczatkowej fazie wigzania COz* fosfory-
lacja jest najwieksza, spada natomiast w miare wzrostu szybkosci asymi-
lacji [82]. W fazie zastoju cykl Calvina jest ograniczony niskim poziomem
jego posrednikéw, [85] i warunki sprzyjajg redukcji puli PQ, a zatem
fosforylacji LHCP i wytwarzaniu ATP gldwnie w cyklicznym transporcie
elektron6w, wymagajacym udziatu PS I. Podwyzszenie stosunku ATP/ADP
pozwala na nagromadzenie posrednikéw cyklu Calvina i rozpoczecie fazy
szybkiego wigczania COz co prowadzi do utlenienia PQ wiec i defosfory-
lacji LHCP, a w konsekwencji do przewagi niecyklicznego transportu
elektronéw [9]. Wigzac to z przedstawiong wczes$niej hipotezg regulacji
aktywnosci kinazy biatkowej, mozna wnioskowaé, ze jej aktywnos$¢ jest
najwieksza, gdy PS Il jest wzbudzony $Swiattem o tak duzej intensywnosci,

ze dziatanie enzymow stromy nie iest ograniczone ilo$ciag wytwarzanego
NADPH i ATP [22].

VI. Inne kinazy biatkowe chloroplastow

VI-1. Kinaza fosforylujaca karboksylaze/oksygenaze RuBP

Do najsilniej fosforylowanych biatek w stromie chloroplastow szpinaku
nalezg biatka o masach czasteczkowych 56 000 i 16 000, zidentyfikowane

* W chloroplastach izolowanych z lisci przechowywanych przez pewien czas
w ciemnosci, po naswietleniu wigzanie C02 osigga maksimum dopiero po trwajacej

1—5 min fazie zastoju [9, 83], Czas jej trwania mozna modyfikowa¢ przez zmiany
stosunku ATP/ADP [9, 84].
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odpowiednio jako duza i mata podjednostka RuBP karboksylazy/oksygena-
zy RuBP [16]. Enzym ten skiada sie najczesciej z 8 duzych i 8 matych pod-
jednostek i ma mase czasteczkowga okoto 560 000 [85, se6]. Fosforylacje obu
jego podjednostek katalizuje niezalezna od Swiatta kinaza biatkowa, praw-
dopodobnie enzym rozpuszczalny stromy [16].

Czes¢ czasteczek karboksylazy/oksygenazy RuBP wystepuje w otoczce
chloroplastow [87, s8]. Enzym jest zwiagzany z btonami nawet po poddaniu
ich dziataniu ultradZzwiekéw w buforze o wysokiej sile jonowej, co wska-
zuje na to, iz wnioskowanie o umiejscowieniu go w otoczce nie jest arte-
faktem [s8]. Te czasteczki matej podjednostki, ktére sg zwiagzane z otoczka,
sg fosforylowane przez kinaze biatkowa wystepujaca takze w otoczce. Ki-
naza ta jest stymulowana przez jony Mg8+, hamowana przez ADP i w za-
kresie pH 7— 8 jest niewrazliwa na zmiany pH [89]. Dodatkowo wymaga
dla swej aktywnosci obecnosci fosfolipidow, jak fosfatydyloseryna i fosfa-
tydylocholina oraz jondw Ca2+ [90]. Fosforyluje dwa biatka zwigzane
z zewnetrzng btong otoczki: wspomniang matg podjednostke karboksylazy/
oksygenazy RuBP i w mniejszym stopniu polipeptyd o masie czasteczko-
wej 24 000 [89]. Niewykluczone, ze jest on identyczny z biatkiem o wias-
nosciach kinazy biatkowej o masie czgsteczkowej 25 000, opisanym wczes-
niej przez Lina i wsp. [91]. Biologiczne znaczenie fosforylacji zarobwno
karboksylazy/oksygenazy RuBP wystepujacej w stromie, jak i w otoczce
chloroplastow nie zostato dotagd wyjasnione.

VI1-2. Kinazy biatkowe wyizolowane z bton chloroplastéw szpinaku

Z bton chloroplastow szpinaku, po ich uptynnieniu oktyloglukozydem
i cholanem, wyizolowano i oczyszczono dwie rézne kinazy biatkowe [91,
92], jedna o masie czasteczkowej 25000 i druga o masie 38 000 [91]. Ich
aktywnos$¢ nie podlega kontroli redoks i zadna nie fosforyluje LHCP. Wia-
czajg natomiast fosforan z [yeP]ATP do reszt serynowych kazeiny lub
histonu [92]. Aktywnos$é kinazy fosforylujacej kazeine wykryto takze w nie
zawierajgcych kinazy LHCP chloroplastach komérek pochwy okotowigz-
kowej kukurydzy [93]. Nie wiadomo, jakie biatka sg substratami opisy-
wanych kinaz biatkowych w warunkach in vivo [91].

VI1-3. Kinaza biatkowa fosforylujgca biatka rybosomoéw
w chloroplastach

W izolowanych chloroplastach szpinaku inkubowanych z [y**P]ATP,
w rybosomach fosforylacji ulegajg dwa biatka. Sg to biatko L 18 w duzej
podjednostce oraz biatko L’31 w matej podjednostce. Fosforylacja ta jest
zalezna od Swiatta i zachodzi w reszcie serynowej obu biatek [3]. Jej fizjo-
logiczne znaczenie nie jest jasne.
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VII. Regulacja aktywnosci fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pt
przez fosforylacje

Fosfotransferaza ATP: pirogronian, Pi (nazywana potocznie dikinazg
pirogronian, Pj) jest enzymem odpowiedzialnym za przeksztatcenie piro-
gronianu w fosfoenolopirogronian (PEP) w roslinach typu Cs4 zgodnie
z rbwnaniem:

pirogronian + Pi + ATP  PEP + AMP + PP~

(3-fosforanowa grupa ATP jest wykorzystywana do ufosforylowania piro-
gronianu [15, 94], natomiast grupa y-fosforanowa do ufosforylowania fosfo-
ranu [15]. Reakcja ta zachodzi w dwéch etapach z utworzeniem posrednika
enzymatycznego ufosforylowanego w reszcie histydyny, zgodnie z reakcja-
mi czgstkowymi:

E—His + AMP—P—P + Pt E—His—P + AMP + PPi

*

P
E—His—P + pirogronian PEP + E—His [95-97].

W czasie inkubacji nienaruszonych chloroplastow komdérek mezofilu kuku-
rydzy (roslina typu C4) na Swietle w obecnosci [32P]ortofosforanu stwier-
dzono, ze najsilniejszemu wyznakowaniu w stromie ulega biatko o masie
czasteczkowej 100 000. W elektroforezie w zelu poliakryloamidowym zaj-
muje ono identyczng pozycje z fosfotransferazg ATP: pirogronia, Pti rea-
guje ze skierowanymi przeciwko niej przeciwciatami. Dowodzi to, iz biatko
to jest opisywana fosfotransferazg [98]. Stopien ufosforylowania czasteczki
ma istotne znaczenie dla jej aktywnosci katalitycznej [15, 97, 98] (Ryc. 8).
Enzym ufosforylowany tylko w reszcie histydyny jest aktywny, lecz moze
ulec inaktywacji na skutek fosforylacji reszty treoniny w reakcji z ADP
jako donorem reszty fosforanowej [97, 99] (Ryc. 6, reakcja 1). Usuniecie
reszty fosforanowej z histydyny z nieaktywnego enzymu nastepuje przez
reakcje z AMP+PPi (Ryc. 8, reakcja 2) [97]. Nieaktywna czagsteczka enzy-
mu, ufosforylowana tylko w reszcie treoniny jest aktywowana okoto
5-krotnie szybciej niz jego forma podwojnie ufosforylowana [96, 97]. Akty-
wacja polega na fosforolitycznym rozszczepieniu estru fosforanowego treo-
niny, przebiegajagcym z obecnosci fosforanu, z odtworzeniem aktywnego,
nieufosforylowanego enzymu i PPi (Ryc. 8, reakcja 3). Aktywacja jest zno-
szona przez AMP, wspétzawodniczo w odniesieniu do Pi, oraz przez ADP
i PPj, wspdtzawodniczo w stosunku do nieaktywnego enzymu. Aktywny,
nieufosforylowany enzym bierze udziat w reakcji z ATP+Pj, w ktorej
fosforylacji ulega reszta histydyny. Donorem reszty fosforanowej w tej
reakcji moze tez by¢ PEP (Ryc. 8, reakcja 4) [97]. Stwierdzono, iz obie
reszty fosforanowe w czasteczce fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pj:
histydyna w centrum aktywnym i treonina w centrum regulatorowym
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aktywna ) nieaktywna
ADP AMP
| His-® /His-®
X Thr NThr-®
AMP+PPi-/ | AMP + PPi
pirogronian ~*-w biatko regulacyjne
© fostotransterazy ATP:
PEP pirogroman, Pj
ATP + Pi ATP ¢ Pj
i ~ His
His
/
Thr ; @ : X Thr-®
aktywna ) PP; ,nieaktywna

AMP, ADP, PP,

Ryc. 8. Schemat obrazujacy regulacje aktywnos$ci fosfotransferazy ATP: pirogronian,
Pi. Wg Burnella i Hatcha (97), dzieki uprzejmosci autoréw i Elsevier/North-
Holland Biomedical Press

enzymu sa potozone w bliskim sgsiedztwie [100]. Zarédwno aktywacja, jak
inaktywacja przebiegaja przy udziale tego samego enzymu [97, 99]. Na-
zwano je biatkiem regulacyjnym fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pj.
Masa czgsteczkowa jego podjednostki wynosi 45000, dimeru wystepuja-
cego w pH 75— 90 000, a tetrameru w pH 8,3 — 180 000 [97, 101]. Akty-
wacja fosfotransferazy nie jest prostym odwrdoceniem jej inaktywacji, gdyz
oba procesy zachodza w odrebnych miejscach katalitycznych. Swiadczy
o tym wptyw réznych zwigzkéw na jeden z przeciwstawnych procesow.
AMP i PPi hamujg aktywacje, nie wpltywajagc na inaktywacje, natomiast
ograniczona proteoliza powoduje tylko zahamowanie aktywacji nie wpty-
wajac na inaktywacje [97].

Fosforylacja/defosforylacja enzymu stanowi istotny mechanizm regula-
cyjny jego aktywnosci in vivo [97]. Swiatto sprzyja inaktywacji fosfo-
transferazy, ciemnos$¢ za$ aktywacji. Na Swietle zachodzg bowiem zmiany
stezenia ATP, zatem i ADP, ktéry odgrywa role zaré6wno substratu w re-
akcji inaktywacji, jak i inhibitora aktywacji [97].

VIIl. Podsumowanie

Fosforylacja réznych biatek chloroplastéw jest obecnie poznana w réz-
nym stopniu. W przypadku niektérych biatek stwierdzono wytagcznie fakt
ich fosforylacji, natomiast jej znaczenie biologiczne nie jest jasne. Fosfo-
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rylacja innych biatek, w tym dubletu LHCP i jej udziat za poSrednictwem
PQ w regulacji rozdziatu energii wzbudzenia pomiedzy fotouktadami [11,
29, 30], jest dobrze poznana.

W wiekszo$ci opisywanych przypadkéw fosforylacja i defosforylacja
biatek sg katalizowane przez odrebne enzymy, odpowiednio kinaze wyma-
gajacg ATP jako donora reszt fosforanowych oraz fosfataze powodujgca
odszczepienie fosforanu z czasteczki [4, 37, 42—44]. Znany jest jednak
jeden nietypowy przyktad regulacji aktywnos$ci enzymu przez odwracalng
fosforylacje. Dotyczy on fosfotransferazy ATP: pirogronian, Pi, a jego
szczegolny charakter polega na tym, ze: 1) fosforylacja i defosforylacja sa
katalizowane przez ten sam enzym, 2) w reakcji fosforylacji donorem resz-
ty fosforanowej jest ADP, 3) defosforylacja przebiega z udziatem Ph wiec
oprocz nieufosforylowanego biatka powstaje PPi} czego nie stwierdzono
w zadnym innym przypadku [97].

Duze zainteresowanie fosforalacjg biatek chloroplastéw pozwala mie¢
nadzieje na pelniejsze poznanie tego procesu i jego roli fizjologicznej
w najblizszych latach.

Pragne wyrazi¢ serdeczne podziekowania Panu Prof. Zbigniewowi Kaniudze za
zachecenie mnie do napisania niniejszej pracy oraz cenne uwagi podczas jej przy-
gotowania.

Artykut opracowano w ramach badan nad strukturg i funkcja aparatu foto-
syntezy roslin chtodowrazliwych (temat 1.09 w problemie CPBP 05.02).

Zaakceptowano do druku 7 llpca 1986 r.
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I. Wprowadzenie

Enzym karboksylaza fosfoenolopirogronianu (ortofosforan: szczawio-
octan — karboksylaza) (EC 4.1.1.31.) katalizuje karboksylacje fosfoenolo-
pirogronianu do szczawiooctanu (Reakcja 1):

fosfoenolopirogronian -+ HCO3 szczawiooctan + P,

Dr, Zaktad Metabolizmu Wegla i Azotu, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, 61 701 Po-
znan, Fredry 10 (Obecny adres— Instytut Ziemniaka, Oddziat Naukowo-Badawczy
Miochéw, 05-832 Rozalin k. Warszawy).

Wykaz stosowanych skrétéw: PEP — fosfoenolopirogronian; forma Cs— forma
karboksylazy PEP wystepujgca w lisciach roélin, u ktérych odbywa sie fotosynteza
typu Cs, wystepuje roéwniez w lisciach roslin Cs; forma Cs— forma karboksylazy
PEP wystepujaca wytgcznie w lisciach roslin, u ktérych odbywa sie fotosynteza typu
Cs; Crassulacean Acid Metabolism (CAM) — okre$lenie sposobu fotosyntezy w typo-
wych sukulentach z rodziny gruboszowatych (Crassulaceae); ASP — asparaginian;
MA — jabtczan; OAA — szczawiooctan; PA — pirogronian; Pi— fosforan nieorganicz-
ny; rosdliny Cs i Ca—roéliny u ktorych pierwotnym produktem fotosyntezy jest od-
powiednio zwigzek tréjweglowy i czteroweglowy; RuBP — rybulozo-l,5-bisfosforan.
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Bandurski i Greiner [1] wykazali po raz pierwszy aktywnos$¢ en-
zymu w lisciach szpinaku. Enzym wystepuje we wszystkich roslinach oraz
mikroorganizmach [2, 3]. Reakcja jest silnie egzoergiczna, AG = — 6 do —
8 kcal/mol (25—34 kJ/mol), przez co w warunkach naturalnych jest prak-
tycznie nieodwracalna [4]. Wedtug Maruyama i wsp. [5] proces kar-
boksylacji przebiega jednoetapowo (Reakcja 2):

PEP + HCO3 C-,0 —PO§~ C—OH OAA+ Fj

0

O’Leary i wsp. [6] wskazujg natomiast, ze proces karboksylacji od-
bywa sie w dwdch etapach. W pierwszym etapie powstaje karboksyfosfo-
ran oraz enolowa forma pirogronianu. W drugim etapie procesu tworzy sie
szczawiooctan i uwalnia fosforan (Reakcja 3):

~CH2
|

PEP + HCO3 C=0 4+ HO-C—O-POI'
| |
coj 0

C=0 + HO—C""0-PO?-— OAA + Pj
| |
COi 0

Schemat drugi przebiegu procesu karboksylacji jest bardziej prawidtowy,
poniewaz pokazuje aktywacje stabo elektrofilowego atomu wegla wodoro-
weglanu kosztem energii fosfoenolopirogronianu. Energia powstatego kar-
boksyfosforanu jest niezbedna do utworzenia wiazania C—C w drugim
etapie procesu [s, 7, 13].

Kofaktorami enzymu sg kationy dwuwartosciowe, gtownie jony Mgi+
oraz w mniejszym stopniu jony Mn2+, Co2+. Jony Hg2+, Zn2+, Ni2+ rowniez
aktywuja enzym [2, 6]. Sg dane wskazujace, ze substratem enzymu jest
kompleks Mg2+— PEP [s, 9], ale dominuje poglad, ze karboksylaza PEP
reaguje z wolnymi jonami Mg2+ i wolnym PEP [3]. Drugim substratem
karboksylazy PEP sa jony HCO” [10]. Tylko w jednej pracy [11] wyka-
zano, ze enzym izolowany z lisci kukurydzy cechuje wyzsze powinowactwo
do C02 Nie mozna jednak wykluczy¢, ze r6zne formy enzymu moga wy-
korzystywac jako substrat CO2 lub HCO" [12].
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W zaleznosci od techniki pomiaru mase czasteczkowa karboksylazy
PEP okre$lono na 225 650 (wirowanie w gradiencie sacharozowym) w przy-
padku formy C3 enzymu, izolowanej z lisci kukurydzy [14], a 400 000 (ba-
danie réwnowagi sedymentacyjnej) w przypadku karboksylazy PEP takze
z lisci kukurydzy [15] i z Salmonella typhimurium [18]. Z kolei m.cz. bial-
ka izolowanego z trzciny cukrowej [16] i z lisci szpinaku [17] wyznaczona
technikg filtracji zelowej wynosi 560 000. Dotychczasowe badania wyka-
zaly, ze karboksylaza PEP jest tetramerem skladajgcym sie z czterech
identycznych podjednostek o m.cz. od 100 000 do 130 000 [15, 18—21].
Stwierdzono réwniez, ze aktywno$¢ enzymu izolowanego z lisci roslin z ro-
dziny gruboszowatych jest regulowana przez dysocjacje tetrameru do
aktywnego dimeru, z czym wigzg sie zmiany niektérych wiasnosci kine-
tycznych [19, 20]. W lisciach sorgo wykazano dwa rodzaje podjednostek
enzymu 0 m.cz. 90 000 i 79 000 [22]. Podobne zréznicowanie stwierdzono
w lisciach kukurydzy [23]. Sekwencja nukleotydowa genu strukturalnego
karboksylazy PEP zostata okre$lona w przypadku enzymu izolowanego
z E. coli [21]. Odpowiadajacy temu genowi tancuch polipeptydowy sktada
sie z 883 aminokwas6w, co odpowiada ciezarowi czasteczkowemu 99 061
daltonéw. W natywnej podjednostce karboksylazy PEP wystepujg dwie
reszty histydyny biorace udzial w wigzaniu substratu lub reakcji katali-
tycznej enzymu [24].

W tkankach niezielonych karboksylaza PEP wystepuje we frakcji cyto-
solowej [25—27]. Wiekszo$¢ danych literaturowych odno$nie rozmieszcze-
nia form enzymatycznych w lisciach roslin w fotosyntezie typu C3 Ca
i u Crassulaceae wskazuje, ze karboksylaza PEP wystepuje w cytosolu
[14, 29—31]. Stwierdzono réwniez aktywno$¢ enzymu w chloroplastach
[32—34]. W lisciach kilku gatunkow roslin C4 wykazano zewnetrzne po-
wigzanie enzymu z.btonami chloroplastow [35]. U Euglena gracilis stwier-
dzono aktywno$¢ karboksylazy PEP w mitochondriach [36, 37], a u grzyba
Claviceps purpurea w sferosomach [38].

Ting i Osmond [39] wyr6znili cztery formy enzymatyczne karbo-
ksylazy PEP.

1. Fotosyntetyczna forma karboksylazy PEP z lisci roslin C4 0 wyso-
kich KmB> (0,59 mM), Km8 (0,5 mM) i Vm chromatograficznie rézna od
formy C3

2. Fotosyntetyczna forma karboksylazy PEP z lisci ros$lin C3 o niskich
KmEP (0,14 mM), Km=2 (0,097 mM) i Vm chromatograficznie rézna od
formy z tkanek niezielonych.

3. Forma karboksylazy PEP z lisci roslin z rodziny Crassulaceae o ni-

skich KmeP (0,14 mM), Kms i wysokim Vm, chromatograficznie podobna
do fotosyntetycznych form z lisci roslin C3i C4
4. Forma karboksylazy PEP z tkanek niezielonych (typ nieautotroficz-

ny) o niskich KLep, K“'2* i Vm, chromatograficznie zmienna.
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Il. Karboksylaza PEP w lisciach roslin C3i C4

Procesy zielenienia i rozwoju tkanki lisciowej roslin o fotosyntezie
typu Ca wiazg sie ze wzrostem aktywnosci karboksylazy PEP. W lisciach
kukurydzy stwierdzono 5-krotny wzrost aktywnos$ci tego enzymu, spowo-
dowany stymulowang przez Swiatto syntezg de novo biatka enzymatycz-
nego [23]. W lisciach sorgo aktywnos$¢ karboksylazy PEP wzrastata
17-krotnie [22]. W zielonych lisciach kukurydzy karboksylaza PEP sta-
nowi od 10% [15] do 15% [23] biatka. Stosunek ilosci karboksylazy PEP
do ilosci karboksylazy rybulozo-l,5-bisfosforanowej wynosi 2:1 w lisciach
roslin C4, podczas gdy w lisciach roslin C3 wynosi on 0,1:1 [42]. W lisciach
kukurydzy aktywnos$¢ formy Castanowi 85% a aktywno$¢ formy C3 15%
catkowitej aktywnos$ci karboksylazy PEP [14].

Formy C3i Caenzymu uczestniczg w réznych szlakach metabolicznych.
W komérkach mezofilu lisci ro$lin Ca nastepuje przy udziale formy Ca
karboksylazy PEP pierwotne wigczanie C02 Powstaty szczawiooctan jest
redukowany do jabtczanu lub aminowany do asparaginianu. Powyzsze
zwigzki czteroweglowe zostajg przeniesione do komorek pochwy okoto-
wigzkowej, gdzie ulegaja dekarboksylacji. Uwalniany CO02 jest wtornie
wigczany do cyklu Calvina [28, 44, 45]. (Schemat 1).

mezofil pochwa okotowiazkowa

Schemat 1. Schemat fotosyntetycznego wiaczania C02 w roslinach C4 Cyframi ozna-
czono enzymy katalizujgce kolejne reakcje: karboksylaza PEP (1), dehydrogenaza
jabtczanowa zalezna od NADP (2), aminotransferaza asparaginianowa (3), dehydro-
genaza jabtczanowa (dekarboksylujaca) zalezna od NADP (4), karboksykinaza PEP
(5), dehydrogenaza jabitczanowa zalezna od NAD (s), dehydrogenaza jabtczanowa (de-
karboksylujgca) zalezna od NAD (7), karboksylaza RuBP (s).

Aktywnosé formy Ca4 karboksylazy PEP powoduje wiec gromadzenie
jabtczanu lub asparaginianu jako fotosyntetycznych intermediatow [43].
W lisciach roslin C3 dwutlenek wegla jest bezposrednio wigczany do cyklu
Calvina. Fosfoenolopirogronian nie jest wiec substratem fotosyntezy jak
w lisciach ro$lin C4, lecz produktem tego procesu. Aktywno$¢ karboksy-
lazy PEP w lisciach roslin C3 powoduje gromadzenie jabtczanu lub aspara-
ginianu jako fotosyntetycznych produktdw, co jest sposobem regulacji
przeptywu wegla w procesie fotosyntezy [43], Nie wykazano zeby w ro$li-
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nach Cs autotroficzne wigczanie COz odbywato sie przez karboksylacje
fosfoenolopirogronianu do szczawiooctanu [46]. W ciemnoSci rola karboksy-
lazy PEP w lisciach roslin C3i C4 jest podobna do roli tego enzymu w or-
ganach niezielonych [43], o czym bedzie mowa w dalszej czesci artykutu.

Formy C3 i Ca karboksylazy PEP r6znig sie wieloma parametrami. Po
chromatografii na kolumnie jonowymiennej forma C4 wyptywa przy innej
sile jonowej buforu wymywajacego niz forma C3— zasadniczo przy niz-
szej [14, 40, 41] lub nieco wyzszej [43] w zaleznosci od materiatu, nosnika
i buforu elucyjnego. Kinetyka reakcji przy zmiennym stezeniu PEP jest
hiperboliczna w przypadku formy C3 oraz sigmoidalna w przypadku formy
Ca [41]. Forma C4 jest wyraznie aktywowana przez glukozo-s-fosforan
[40, 41, 47]. Forma C3 karboksylazy PEP ma wyzsze optimum dziatania
(okoto 44°C) niz forma Ca4 (okoto 35°C) [35, 42]. W przypadku formy C4 za-
lezno$¢ aktywnosci enzymu od temperatury wyrazona wykresem Arrhe-
niusa wykazuje nieciggtos¢ przypadajacg na 10,8°C [15], 16°C [41], 17—
20°C [35] i 15—25°C [14] zaleznie od pochodzenia. Przyczyne wystepowa-
nia takiej wiasnosci kinetycznej (tzw. temperatury przejscia — ang. tran-
sition temperature) mozna upatrywa¢ w powigzaniu enzymu z bionami
[35], badZz w odwracalnej dysocjacji tetrameru do aktywnego dimeru [41].
Ponadto kwasy dwukarboksylowe, w szczeg6lnosci jabtczan i asparaginian,
ochraniajg forme Ca4 przed inaktywacjg w temperaturze ponad 50°C [35,
48]. Stwierdzono, ze forma Cs4karboksylazy PEP w lisciach sorgo ma wiek-
szy ciezar czasteczkowy niz forma Cs3 co jest spowodowane obecnos$cig pod-
jednostki o m.cz. 90 000 [22]. Ciezar czasteczkowy formy Ca4 w liSciach
kukurydzy wynosi 225 650 a formy Cs3 270 800 [14]. Takie same masy czj-
steczkowe cechuja karboksylaze PEP z lisci Atriplex spongiosa — roslina
C4 i z lisci Atriplex hastata — roslina C3 [43]. Jednakowe masy czastecz-
kowe wyznaczono dla form C3 i C4 enzymu z lisci trzciny cukrowej [16].
Obrazy elektroforetyczne wskazujg na mniejszg ruchliwosé¢ w polu elek-
trycznym formy Caniz C3 [14, 43, 49]. W Kkilku publikacjach [e, 14, 15, 48,
50—53] opisano inne wartosci przedstawionych powyzej wiasnosci form Cs
i Cakarboksylazy PEP, w zaleznosci od metodyki i warunkéw do$wiadczen.
Nie pomniejsza to jednak stusznosci dokonania powyzszego zestawienia.

Karboksylaza PEP z lisci ro$lin C4 (forma C4 nalezy do enzyméw foto-
syntetycznych regulowanych posttranskrypcyjnie przez sSwiatto [54]. Gtow-
ng role w regulacji aktywno$ci enzymu odgrywa proces odwracalnego
utleniania i redukcji grup —SH biatka [55], W nocy (w ciemnosci) kinetyka
reakcji przy zmiennym stezeniu PEP jest sigmoidalna, KLep ma wysoka
wartosé, a aktywno$¢ enzymu jest niska. W czasie dnia (na $wietle) na-
stepuje wzrost aktywnos$ci enzymatycznej, obniza sie KmEP , a kinetyka
reakcji przy zmiennym stezeniu substratu jest hiperboliczna. Jest to spo-
wodowane odwracalnym procesem aktywacji-deaktywacji przez redukcje
(w dzien, przez fotosyntetyczne czynniki redukcyjne) i utlenianie (w nocy)
grup -SH biatka. Zwiazki tiolowe 2-merkaptoetanol i dwutiotreitol stoso-

3 Postepy Biochemii 1/87
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wane w medium izolacyjnym, jako stabilizatory karboksylazy PEP, unie-
mozliwiaja identyfikacje standw konformacyjnych enzymu wystepujgcych
in vivo [54, 56].

W chloroplastach niektorych roslin C3i C4 znaleziono tzw. termostabil-
ng forme karboksylazy PEP [57—61]. Wyizolowano jg przy zastosowaniu
procedury obejmujgcej inkubacje surowego ekstraktu liSciowego w 50°C,
w pH 4,6 [57]. Forma ta wykazuje optimum temperaturowe w pH 5,4 oraz
odmienne witasnosci kinetyczne niz labilna forma karboksylazy PEP opi-
sywana powszechnie w literaturze [58, 59]. Produktem dziatania enzymu
jest labilny zwiazek fosfokarbonylowy, ktéry moze by¢ metabolizowany
do jabtczanu [60, 61], a takze wchodzi¢ w reakcje transkarboksylacji
z fosforanami pentoz [61]. Wystepowanie termostabilnej formy karboksy-
lazy PEP nie jest w peini udowodnione. Moze to by¢ tylko artefakt, poja-
wiajacy sie w czasie oznaczania aktywnosci enzymu [3].

I1l. Karboksylaza PEP w lisciach roslin z rodziny Crassulaceae

W lisciach roslin Cs4 reakcja pierwotnego wigczania C02 (aktywnos$é
karboksylazy PEP) zachodzi w komoérkach mezofilu, a wtérnego (aktyw-
no$¢ karboksylazy RuBP) w komorkach pochwy okotowigzkowej (Sche-
mat 1). Natomiast w lisciach ro$lin z rodziny Crassulaceae reakcje pier-
wotnego i wtérnego wiaczania C02 odbywajg sie w obrebie tej samej ko-
morki, ale przebiegajag w réznym czasie [62].

W okresie ciemnosci skrobia jest gtownym Zzrodtem fosfoenolopirogro-
nianu w tych roslinach [62]. Jego karboksylacja prowadzgca do syntezy
kwaséw czteroweglowych (w 80—95% jabtczanu) zachodzi w nocy.

W czasie dnia nastepuje ich dekarboksylacja i wigczanie uwalnianego
CO02do cyklu Calvina. Wystepowanie cyklu dobowego aktywnosci karbo-
ksylazy PEP oraz zmiana aktywnos$ci tego enzymu w okresie dtuzszym,
np. sezonu sg waznymi czynnikami w regulacji procesu fotosyntezy u Cras-
sulaceae. Na aktywnos$¢ karboksylazy PEP wptywajg: fotoperiod [63, 64,
71], wiek rosliny [65, 66], stres solny [67, e8], stres wodny [69, 70], tempe-
ratura [62, 69]. W lisciach rosliny Kalanchoe blossfeldiana wykazano obec-
nos$¢ form izoenzymatycznych karboksylazy PEP [64]. Izoenzym przewa-
zajacy w lisciach roslin rosngcych w warunkach dnia diugiego wykazuje
maksimum aktywnosci w czasie dnia. Uczestniczy on w dziennym wigcza-
niu C02 gdy Crassulacean Acid Metabolism jest mato intensywny. lzo-
enzym ulegajacy wzmozonej ekspresji w lisciach roslin rosnacych w wa-
runkach dnia krotkiego wykazuje maksimum aktywnos$ci w czasie nocy.
Uczestniczy on w ciemniowym wigczaniu C02 w sposob typowy dla Cras-
sulacean Acid Metabolism [63]. Masy czasteczkowe obu izoenzymOw réznia
sie nieznacznie, podobnie jak ich witasnosci elektroforetyczne [63] oraz
kinetyczne [64]. Przebieg fotosyntezy w roslinach rodzaju Kalanchoe za-
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lezy od wieku lisci. W miodych lisciach akumulacja jabtczanu w ciemnosci
jest nieznaczna i przebiega jak w roslinach C3 Wraz z rozwojem rosliny
wyksztatca sie Crassulacean Acid Metabolism [65, 66]. Podobna zmiana
sposobu fotosyntezy nastepuje pod wptywem stresu solnego w liSciach Me-
sembryanthemum crystallinum. Na obrazie elektroforetycznym karboksy-
lazy PEP pojawia sie wtedy dodatkowy prazek aktywnos$ci [67], bedacy
raczej de novo syntetyzowang forma enzymu niz modyfikacjg istniejagcego
juz biatka [68] Natomiast w liSciach Umbilicus rupestris pod wptywem
stresu wodnego nastepuje zmiana wiasnosci w istniejacej juz formie kar-
boksylazy PEP. Metabolizm weglowy zmienia sie z typu C3na ,,czesciowo”
Crassulacean Acid Metabolism (CAM-idling). W nocy nie wystepuje netto
wigczanie C02 a jedynie zachodzi ciemniowa akumulacja jabtczanu z wy-
korzystaniem oddechowego CO02 [70].

Regulacja rytmu dzien/noc metabolizmu weglowego u Crassulaceae od-
bywa sie gtdwnie na poziomie dziatania karboksylazy PEP [62], Powstaje
pytanie czy rytm aktywnosci karboksylazy PEP jest rezultatem cyklicznej
syntezy de novo i degradacji [73], czy tez wynika z modyfikacji enzymu
[72]. Przewaza poglad, ze wystepuja dwa stany konformacyjne karboksy-
lazy PEP. Pierwszy stan ,fizjologicznie aktywny” charakteryzuje sie ni-
skim KmEP i wysokim MA i funkcjonuje w nocy. Drugi stan ,fizjolo-
gicznie nieaktywny” wykazuje wysokie KmEP i niskie MA i dominuje
w dzien [72, 74, 75]. Podsumowujac, regulacja fotosyntezy u Crassulaceae
na poziomie aktywnosci karboksylazy PEP odbywa sie zaréwno przez syn-
teze specyficznych form izoenzymatycznych, jak i przez odwracalng mo-
dyfikacje biatek enzymatycznych.

IV. Rola karboksylazy PEP w procesie
nieautotroficznego wigczania COz

W niezielonych tkankach roslinnych oprécz dziatania cyklu glioksalo-
wego pule kwasow organicznych mogg uzupetnia¢ teoretycznie trzy enzy-
my karboksylujgce: karboksylaza PEP (EC 4.1.1.31)) (a), karboksykinaza
PEP (EC 4.1.1.32) (b), dehydrogenaza jabtczanowa (dekarboksylujgca) za-
lezna od NADP (EC 1.1.1.40.) (c) [76]. (Schemat 2).

=R S oo & S — » OAA + P( a
PEP + C02 + ADP ~=-- OAA + ATP b
PA -+ NADPH + C02 MA + NADP c

Schemat 2.

Karboksykinaza PEP i dehydrogenaza jabtczanowa (dekarboksylujgca)
zalezna od NADP dziatajg gtownie w kierunku dekarboksylacji kwasow
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czteroweglowych, a ich aktywnos$é karboksylujgca jest bardzo staba. Enzy-
my te uczestniczg w innych procesach niz wigczanie C02 np. w procesie
glukoneogenezy [76]. Jako wtasciwy enzym wigczajagcy CO0z2 jest karboksy-
laza PEP. Na temat znaczenia niefotosyntetycznego asymilowania CO02
katalizowanego przez ten enzym zarysowato sie duzo niejasnosci i rozbiez-
nosci.

Wedlug hipotezy Daviesa karboksylaza PEP tworzy razem z dehydro-
genazg jabtczanowa zalezng od NAD i dehydrogenazg jabiczanowa (dekar-
boksylujgcg) zalezng od NADP uktad utrzymujgcy rownowage kwasowo-
zasadowa w cytoplazmie, tzw. pH-stat komorkowy [77, 78]. Wzrost pH (na
skufek metabolicznych przemian) powoduje wzmozong aktywnos$¢ karbo-
ksylazy PEP. Powstajagce w wyniku jej dziatania kwasy dwukarboksylowe
szczawiooctan i jabtczan sg zrédtem protonéw. W rezultacie nastepuje spa-
dek pH. Z kolei nadmierne jego obnizenie stymuluje aktywnos$¢ dekar-
boksylujaca dehydrogenazy jabtczanowej zaleznej od NADP, co w efekcie
prowadzi do wzrostu pH. Dzieki takiemu uktadowi pH cytoplazmy utrzy-
muje sie na wzglednie statym poziomie. Inni autorzy [79, 80] uwazaja, ze
pH-stat moze funkcjonowac¢ w regulacji jedynie krétkotrwatych fluktuacji
cytoplazmatycznego stezenia jonéw H+. Natomiast dtugofalowa regulacja
cytoplazmatycznego pH musi by¢ powigzana z procesami transportu przez
btone komdrkowg i miedzy poszczeg6lnymi kompartmentami komaorki [79,
80], a nawet z dalekim transportem zwigzkéw [81, 82]. Na przykitad, syn-
teza kwas6w organicznych przy udziale karboksylazy PEP jest uzalezniona
od wymiany jonéw H+ z jonami K+ przez plazmalemme [79]. Antyport
H+/C02 powoduje podwyzszenie pH, w nastepstwie czego nastepuje dyso-
cjacja kwasu weglowego w cytoplazmie. Powstaty jon HCO” jako substrat
karboksylazy PEP stymuluje produkcje kwaséw organicznych [76]. Hipo-
tezy przedstawione powyzej nie wyjasniajg wszystkich aspektéw regulacji
pH cytoplazmy w powiazaniu z aktywnos$cig karboksylazy PEP [83, 84],
procesu bardzo skomplikowanego i jeszcze nie w peini poznanego [80,
81, 85].

Synteza kwasOw organicznych przy udziale karboksylazy PEP moze
by¢ uwazana za proces anaplerotycznego uzupetniania cyklu Krebsa [50].
Niewatpliwie ma to miejsce u organizmdéw jednokomdrkowych [32,
86—s88]. W tkankach roslin wyzszych metabolizm weglowy przebiega
w roznych przedziatach komoérkowych, przez co jabtczan lub szczawio-
octan syntetyzowane w cytoplazmie nie sg w rownowadze z analogicznymi
zwigzkami powstajagcymi w mitochondriach [32, 89, 90], Anaplerotyczna
funkcja karboksylazy PEP ma znaczenie w produkcji metabolicznych
intermediatow niz w bezposrednim zasilaniu cyklu kwaséw trojkarbo-
ksylowych [91]. Obserwacje drogi metabolicznej znakowanego wegla
z 14C-glukozy w brodawkach tubinu wykazaly, ze szczawiooctan powsta-
jacy w reakcji katalizowanej przez karboksylaze PEP jest zuzywany
w syntezie aminokwaséw bez posrednictwa cyklu Krebsa [92]. Szybkie
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wigczanie kwasow organicznych do tego cyklu pochodzacych z reakcji
karboksylacji PEP obserwowano w korzeniach kukurydzy w warunkach
stresowych [93].

W roslinach typu Cs aktywno$¢ karboksylazy PEP jest najwyzsza
w czasie intensywnego wzrostu i rozwoju, gdy aktywno$¢ proceséow odde-
chowych jest wieksza niz szybkos$¢ fotosyntezy [94]. Funkcja tego enzymu
moze wiec polega¢ na ponownym wigczaniu C02powstajagcego w reakcjach
dekarboksylacji [94]. Poréwnawcze badania karboksylazy PEP i kinazy
PA (EC 2.7.1.40.) izolowanych z liscieni nasion soji wykazaty, ze karboksy-
laza PEP nie wykorzystuje jako substratu CO02 uwalnianego podczas de-
karboksylacji pirogronianu. Karboksylaza PEP i kinaza PA dostarczajg
niezaleznie produkty swojego dziatania do odrebnych puli kwaséw orga-
nicznych w réznych kompartmentach [95]. Aktywnos$¢ karboksylazy PEP
w przeciwienstwie do aktywnosci kinazy PA zmienia sie w zaleznos$ci od
pH, co wskazuje na karboksylaze PEP jako na enzym regulatorowy pro-
cesu glikolizy [95, 96]. Uktad karboksylaza PEP — dehydrogenaza MA za-
lezna od NAD — dehydrogenaza MA dekarboksylujagca zalezna od NADP
uczestniczy w procesie transhydrogenizacji NADH do NADPH [39, 97, 98],
ktéry jest niezbedny w metabolizmie korzeni [99]. Produkcja jabiczanu
poprzez ciemniowe wiaczanie C02 moze by¢ uwazana za proces czasowego
magazynowania nadmiaru wegla w komorkach roslinnych [98], Jabtczan
w razie potrzeby jest szybko dekarboksylowany do pirogronianu, ktéry
jest utleniany w mitochondriach. Taki sposdb czasowego gromadzenia
jabtczanu wystepuje w korzeniach i nasionach roslin tolerancyjnych w wa-
runkach stresu tlenowego [100]. Regulacja stezenia COz jest rowniez nie-
zbednym warunkiem prawidtowej syntezy biatek korzeniowych [101]

IV-1. Rola karboksylazy PEP w brodawkach roslin motylkowych

Redukcja azotu atmosferycznego w brodawkach roslin motylkowych
jest procesem wymagajagcym energii i sity redukcyjnej [27, 102, 103].
Koszty energetyczne wzrostu i funkcjonowania brodawek sg réwnie wy-
sokie jak koszty redukcji N2 [104]. Wykazano, ze do zredukowania 1 mola
N2 wymagane jest od 22 do 70 moli ATP [105], Zrédtem ATP i zreduko-
wanych nukleotydéw adenylowych jest katabolizm weglowodandw, gtoéw-
nie sacharozy transportowanej przez floem, w komérkach gospodarza [27,
106]. Zachodzi przy tym koniecznosé ,,biezagcego” doptywu produktéow foto-
syntezy dla utrzymania optymalnego tempa witaczania N2 [107]. Obok fun-
kcji energetycznej metabolizm weglowy w cytoplazmie komérek gospoda-
rza ukierunkowany jest na synteze zwigzkow weglowych wymaganych do
transportu zredukowanego azotu atmosferycznego [107]. W komérkach
gospodarza metabolizm cukrow przebiega gtéwnie przez proces glikolizy.
Przeptyw wegla przez szlak pentozofosforanowy jest znikomy rzedu 6°/»
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[92]. Watpliwe jest tez wystepowanie anaplerotycznego cyklu glioksalo-
wego [106, 109] oraz funkcjonowanie szlaku Entnera-Douderoffa w cyto-
solu komorek gospodarza [92], Anaplerotyczng drogg tworzenia zwigzkow
weglowych jest proces karboksylacji fosfoenolopirogronianu katalizowany
przez karboksylaze PEP [27]. W brodawkach tubinu nie stwierdzono
aktywnos$ci innych enzymoéw karboksylujgcych, karboksykinazy PEP
i karboksylazy RuBP [110]. Schramm [111] postuluje funkcjonowanie
w roélinach motylkowych drugiego, obok karboksylazy PEP, anaplero-
tycznego szlaku metabolicznego, dostarczajgcego zwiagzki weglowe do bio-
syntez aminokwaséw, poprzez karboksylacje malonianu do szczawiooctanu
przez blizej niezidentyfikowany kompleks enzymatyczny. Malonian jest
gtdbwnym kwasem organicznym w brodawkach soji [112]. Schramm
[111, 113] postuluje, ze w roslinach motylkowych synteza malonianu prze-
biega droga zblizong do szlaku Entnera-Douderoffa. Inny spos6b syntezy
malonianu niz zwigzany z procesem glikolizy stwierdzono w brodawkach
soji [114],

Bardzo niskie stezenie tlenu w komorkach brodawkowych [115] powo-
duje wzrost aktywnos$ci wielu enzymoéw, w tym réwniez karboksylazy PEP
[116]. W brodawkach bobu stwierdzono 50 razy wyzszg aktywnos$¢ karbo-
ksylazy PEP niz w korzeniach [117], Wyzszg aktywno$¢ karboksylazy PEP
obserwowano rowniez w brodawkach soji [118]. W brodawkach tubinu
poziom aktywnos$ci tego enzymu wzrasta 3-krotnie w momencie rozpocze-
cia redukcji N2 [110]. Podobnie w brodawkach lucerny aktywno$¢ karbo-
ksylazy PEP byta znacznie wyzsza w poréwnaniu z brodawkami nieefek-
tywnymi w procesie redukcji N2 [120]. W materiale tym enzym stanowi
1—2°/o cytosolowego biatka w asymilujgcycb azot brodawkach [119].

W ro$linach motylkowych amidowych, gdzie azot jest transportowany
z brodawek pod postacig amidow, gtownie asparaginy, wzrost aktywnosci
karboksylazy PEP zachodzi razem ze wzrostem aktywnos$ci nitrogenozy
[110, 117, 120]. Szczawiooctan jako produkt dziatania karboksylazy PEP
jest wiaczany do biosyntezy asparaginianu [110] bez posrednictwa cyklu
Krebsa [92]. W brodawkach lucerny 25% zwigzkéw weglowych potrzeb-
nych do asymilacji zredukowanego azotu powstaje dzieki aktywnosci kar-
boksylazy PEP [120]. Christeller i wsp. [110] uwazajg natomiast,
ze anaplerotyczne wiaczanie C02przez ten enzym zaspokaja w petni zapo-
trzebowanie na zwigzki weglowe w brodawkach tubinu. W korzeniach
roslin motylkowych ureidowych, gdzie zwiazkami transportujacymi zre-
dukowany azot z brodawek s ureidy: alantoina i kwas alantoinowy,
maksymalna szybkos¢ asymilacji C02 wystepuje przed procesem nodulacji
i whgczania N2 W brodawkach poczatkowo obserwuje sie jednoczesny
wzrost asymilacji C02 i redukcji N2 Szybko$¢ karboksylacji obniza sie
w momencie, gdy maleje szybko$¢ biosyntezy i transport aminokwasow
(asparaginy), a wzrasta synteza i eksport ureidow z brodawek [121]. Rola
karboksylazy PEP w brodawkach roslin ureidowych jest mniej jasna [122,
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123]. W brodawkach fasoli 25% wegla pochodzacego z wigczania 4C 02 wy-
stepuje w aminokwasach, 60—70% w intermediatach cyklu Krebsa, a po-
zostata cze$¢ miedzy innymi w ureidach [122]. Karboksylaza PEP dziata
anaplerotycznie, uzupetniajgc cykl kwaséw trojkarboksylowych w zwigzki
weglowe, ktdre zostajg wykorzystane do tworzenia glioksalanu. Zwigzek
ten jest metabolizowany do glicyny i mrowczanu, ktore sg zuzywane w bio-
syntezie alantoiny [122]. W brodawkach soji stwierdzono znakowanie we-
glem 4C pochodzace z uC02 w intermediacie biosyntezy puryn — ksanty-
nie [123]. Rola ciemniowego witgczania C02 moze polega¢ rowniez na syn-
tezie substratow oddechowych oraz kwaséow dwukarboksylowych jako jo-
néw przeciwnych do transportu kationow [121]. Zaréwno w przypadku
roslin motylkowych ureidowych jak i amidowych wspomina sie o roli kar-
boksylazy PEP w syntezie kwasu jabtkowego, ktéry moze by¢ Zzrédiem
wegla i energii dla metabolizmu bakteroidalnego [116]. Mozliwy jest takze
udziat tego enzymu w regulacji wewnatrzkomdrkowego pH zgodnie z kon-
cepcjg Daviesa [121]. Procesy zawigzywania i funkcjonowania brodawek
wymagajag odpowiedniego stezenia C02 w korzeniach, na co zapewne ma
wptyw poziom aktywnosci karboksylazy PEP [124].

Gtownym Zrédtem CO02 dla karboksylazy PEP sa procesy oddechowe
[110, 120, 122]. W brodawkach korzeniowych intensywnos$¢ tych procesow
jest bardzo wysoka [125]. Aktywnos$¢ karboksylazy PEP prowadzi do cze-
Sciowego odzysku dwutlenku wegla [120]. Rowniez zewnetrzny C02 moze
by¢ substratem karboksylazy PEP [121, 126], oczywiscie nie bezpos$rednio,
gdyz substratem enzymu sg jony HCO”. Wyzszy poziom aktywnosci kar-
boksylazy PEP musi i§¢ w parze z wyzszg aktwno$cig anhydrazy wegla-
nowej. Faktycznie w brodawkach tubinu stwierdzono 12,5-krotnie wyzsza
aktywnosé anhydrazy weglanowej niz w korzeniach [110].

Autor dziekuje Panu Prof. dr hab. Ryszardowi W. Schrammowi za cenne uwagi
i sugestie podczas przygotowywania niniejszego tekstu.
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. Wstep

Jak wiadomo, przekazywanie impulsow nerwowych z neuronu na neu-
ron odbywa sie na og6t na drodze chemicznej przy udziale neurotransmite-
réw. Impuls nerwowy, docierajgc do zakonczenia nerwowego, powoduje
depolaryzacje btony presynaptycznej i uwolnienie neurotransmitera do
szczeliny synaptycznej. OkreSlony neurotransmiter igczy sie nastepnie
z odpowiednim receptorem, znajdujgcym sie w bionie postsynaptycznej.
Etap ten zapoczatkowuje szereg zjawisk, ktdre prowadzg do przekazania
informacji do neuronu postsynaptycznego lub do komodrek tkanki efekto-

* Dr, Zaktad Neurofizjologii, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, ul. Pasteura 3. 02-093 Warszawa.



46 J. SKANGIEL-KRAMSKA 2]

rowej, tzn. miesni lub gruczotdw. Wszystkie dotychczas poznane receptory
neurotransmiter6w, tzw. neuroreceptory, sg biatkami integralnymi biony
komaorkowej i zaliczamy je do klasy receptoréw powierzchniowych.

Il. Klasyfikacja neuroreceptoréw

Wybidrcze reagowanie z okre$lonymi neurotransmiterami stanowi pod-
stawe klasyfikacji neuroreceptor6w. Na tej zasadzie wyrd6zniamy receptory
cholinergiczne, adrenergiczne, dopaminergiczne itd. Dalsza klasyfikacja
uwzglednia zdolno$¢ neuroreceptoréw do wigzania réznych egzogennych
substancji. Niektore ligandy wywotujg podobny efekt jak rodzimy neuro-
transmiter, okreslono je przeto jako substancje agonistyczne. Znane sa
rowniez zwigzki, ktére blokuja odpowiedZ, dlatego okre$lamy je jako sub-
stancje antagonistyczne. Rdzne wtiasciwosci farmakologiczne receptoréw
a takze rézna zdolno$¢ wigzania okre$lonych ligandow wskazujg na hetero-
genno$¢ neuroreceptoréw [1]. Na podstawie réznicy w reagowaniu z egzo-
gennymi ligandami wyodrebniono, np. dwa typy receptora cholinergicz-
nego: nikotynowy — pobudzany przez nikotyne oraz muskarynowy — po-
budzany przez muskaryne (alkaloid wyizolowany z muchomora Amanitia
pantherina) [2]. Z kolei, pos$rod cholinergicznych receptoréw muskaryno-
wych mozna wyrozni¢ takie, ktére sg wrazliwe na substancje antagoni-
styczng pirenzepine, jak i takie, ktore jedynie w matym stopniu blokowane
sq przez ten zwigzek [3, 4, 5].

Podkres$li¢ nalezy, ze wykrycie w uktadzie nerwowym miejsc wigza-
cych morfine dato impuls do poszukiwania ich rodzimych ligandéw. Przy-
czynito sie to z kolei do wykrycia endorfin i enkefalin, neurotransmiteréw
peptydowych o ogromnej roli fizjologicznej [6]. Poznanie miejsc wigzgcych
egzogenng substancje doprowadzito wiec do zidentyfikowania wystepujg-
cych naturalnie ligandéw. Zagadnienia te zostaty juz omdwione na tamach
Postepow Biochemii [7]. Nadal natomiast nie sg doktadnie zidentyfikowane
rodzime ligandy receptoréw lekéw o dziataniu przeciwlekowym z grupy
benzodiazepin. Ostatnie dane wskazujg, ze niektére endogenne peptydy
moga dziata¢ na te receptory [por. 8].

Oprécz omdwionej powyzej klasyfikacji mozemy wyrézni¢ dwa typy
receptordw w zaleznosci od miejsca ich wystepowania wzgledem szczeliny
synaptycznej. Sg to receptory post- i presynaptyczne (Ryc. 1). Znakomita
wiekszo$¢ receptoréw wystepuje postsynaptycznie i one wtasnie odgrywajg
bezposrednig role w przekazywaniu impulsu nerwowego. Receptory pre-
synaptyczne natomiast biorg udziat w subtelnej regulacji proceséw uwal-
niania neurotransmitera z zakonczenia nerwowego i jego ponownego wy-
chwytu [9, 10, 11]. W przypadku, kiedy zachodzi zgodno$¢ pomiedzy ro-
dzajem uwalnianego z zakonczenia nerwowego neurotransmitera a rodza-
jem receptora wystepujacego presynaptycznie, méwimy o autoreceptorach.
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pre synaptyczna post synaptyczna

Ryc. 1. Zroznicowane wystepowanie neuroreceptoré6w na elementach neuronalnych.

Wydzielenie neurotransmitera T z zakoficzenia nerwowego 1 oraz jego stezenie w szczelinie
synaptycznej zalezy od obecnoéci w blonie presynaptycznej autoreceptoréw oraz receptoréow
neurotransmitera A (wydzielanego z zakorficzenia nerwowego 2).

I1l. Mechanizmy dziatania neuroreceptorow

Efektem przytgczenia sie neurotransmitera do receptora postsynaptycz-
nego jest powstanie postsynaptycznego potencjatu czynnos$ciowego, pobu-
dzeniowego lub hamulcowego. Niektére receptory, np. cholinergiczny ni-
kotynowy i prawdopodobnie receptory niektérych neurotransmiteréow
aminokwasowych, stanowig zarazem kanat jonowy [12, 13]. Aktywacja
receptora powoduje otwarcie kanatu jonowego i wtedy efekt obserwuje sie
bardzo szybko. Na przykiad przytaczenie sie acetylocholiny do receptora
nikotynowego powoduje, ze w ciggu jednej milisekundy kanat otwiera sie
i okoto 10 ooo kationdw, gtéwnie sodowych, przeptywa przez kanat wy-
wotujac zmiane postsynaptycznego potencjatu btonowego. Nie wszystkie
receptory wywotujg tak szybka odpowiedz, np. efekt pobudzenia choliner-
gicznego receptora muskarynowego oraz i3adrenergicznego ujawnia sie po
okresie latencji rzedu milisekund, a nawet sekund i moze trwac sekundy,
a nawet minuty (Tabela 1). Obserwacje te nasunely przypuszczenie, ze
w blonie obecne sg dodatkowe uktady przetwarzajace sygnat. Dopiero
po powstaniu wtornego przekaznika rejestruje sie odpowiedz. Drogi prze-
tworzenia sygnatu mogg prowadzi¢ do wytworzenia réznorakich wtérnych
przekaznikow.

Najlepiej poznanym sposobem przetworzenia sygnatu jest aktywacja
uktadu cyklazy adenylowej i synteza cAMP. Miedzy innymi zaobserwo-
wano, ze pobudzenie receptora dopaminergicznego w jadrze ogoniastym
mozgu szczura powoduje wzrost poziomu cAMP. Wzrost ten wyprzedza
odpowiedz komorki [15]. W tym przypadku zatem, wzbudzenie impulsu
W neuronie postsynaptycznym wigze sie z produkcjg wtornego przekazni-
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Tabela 1.
Poréwnanie efektu dziatania niektérych receptoréw (wg 14)

Receptor Ligand Zrédio receptora Charakter odpowiedzi
Cholinergiczny nikotyno-  ACh Migénie szkieletowe, Natychmiastowa depolary-
wy organ elektryczny zacja pobudzeniowa
GABA ergiczny A GABA Moézg Natychmiastowa hiperpo-

laryzacja hamulcowa
Cholinergiczny muskary- ACh Mieénie gtadkie, mozg Powolny, zréznicowany-
nowy pobudzeniowy lub hamul-
Adrenergiczny R2 NA Migsnie gtadkie cowy zaleznie od umiejsco-
wienia

ACh — acetylocholina; GABA —kwas y aminomaslowy; NA — noradrelina.

ka. Nasuwa sie pytanie, w jaki sposéb aktywacja receptora wywotana
przytaczeniem sie neurotransmitera moze wptyngé na stymulacje aktyw-
nosci cyklazy adenylowej. Receptor i enzym stanowig przeciez dwa od-
rebne elementy btony. Co wiecej, cyklaza adenylowa jest enzymem wielo-
sktadnikowym [16, 17, 18]. Przyjmowany powszechnie model ptynnej
mozaikowej budowy btony komdrkowej Singera i Nicholsona
[19] utatwia zrozumienie sprzezenia aktywacji receptora ze stymulacja cy-
klazy adenylowej, poniewaz zaktada on mozliwo$¢ swobodnego przemiesz-
czania sie w bocznej ptaszczyznie btony integralnych biatek. Opierajac sie
na powyzszym zatozeniu wysunieto koncepcje ruchomego receptora [por.
20], Przytaczenie neurotransmitera do receptora wywotuje zmiany kon-
formacyjne, ktére umozliwiaja interakcje biatka regulatorowego wigzacego
GTP z katalityczng jednostkg cyklazy adenylowej. W wyniku tego cyklaza
aktywuje sie i wzmaga sie synteza wtdérnego przekaznika, tj. cCAMP [21, 22
23, 24]. Sekwencje zjawisk i przemieszczanie sie w plaszczyznie bocznej
btony przedstawia Ryc. 2 [wg 24].

Przytaczenie neurotransmitera do receptora moze wywota¢ réwniez
efekt przeciwny, tj. hamowanie aktywnos$ci cyklazy adenylowej poprzez
interakcje z inhibitorowa podjednostka regulatorowag wigzaca GTP [16,
19, 20]. Wynika stad, ze aktywno$é enzymu moze byé kontrolowana przez
receptory na drodze ich wspétdziatania z aktywujgcym lub inhibitorowym
biatkiem regulatorowym. Na przyktad pobudzenie receptorow [3ti R adre-
nergicznych wzmaga aktywnos¢ cyklazy adenylowej, natomiast aktywacja
adrenergicznego receptora «i hamuje jej aktywnos$¢ w efekcie czego spada
zawarto$¢ cAMP [24]. Sytuacja jest bardziej skomplikowana w przypadku
receptor6w dopaminergicznych. Receptory, okres$lane jako Dj, sprzezone
sq z uktadem cyklazy adenylowej i ich pobudzenie wzmaga synteze cAMP.
Receptory D2 natomiast wydajg sie dziata¢ niezaleznie od uktadu cyklazy
adenylowej, tym niemniej w niektérych przypadkach ich pobudzenie po-
woduje spadek zawartosci cCAMP w komorkach efektorowych [25, 26, 27].
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Rye. 2. Schemat dziatania neuroreceptora sprzezonego z uktadem cyklazy adenylo-
wej [wg 24].

Neurotransmiter (T) wigzac sie z receptorem (R) powoduje zmiany konformacyjne w czasteczce
receptora (R+) co réwnocze$nie utatwia przemieszczanie sie w bocznej ptaszczyznie btony. Wy*
tworzony kompleks (TR+) moze woéwczas przytaczy¢ biatko wigzace nukleotyd guaninowy, tj.
jednostke regulatorowg (N). Zwigzanie N powoduje odtgczenie GDP i przytaczenie GTP. W na-
stepstwie tego procesu kompleks N z GTP oddysocjowuje od TR+ i przytgcza si¢ do jednostki
katalitycznej cyklazy adenylowej (AC), powodujac aktywacje enzymu. Uruchamia sie zatem
produkcja cAMP z ATP, a rownocze$nie hydroliza GTP do GDP powoduje, ze jednostka regu-
latorowa odtacza sie od AC, co umozliwia ponowng interakcje z kompleksem TR+

Znane sg rowniez uktady receptorowe, w ktorych wtérnym przekazni-
kiem sg inne cykliczne nukleotydy, np. cGMP [27, 2£, 29, 30]. Pobudzenie,
np. cholinergicznego receptora muskarynowego moze powodowal w nie-
ktorych przypadkach wzrost stezenia cGMP. Ciekawe, ze w odpowiedzi na
stymulacje muskarynowg w neuronach prazkowia obserwuje sie oprocz
wzrostu cGMP spadek zawartosci cCAMP. Wydaje sie jednak, ze oba pro-
cesy przebiegajg niezaleznie [30].

System regulujgcy aktywnos$¢ cyklazy adenylowej w istocie rzeczy jest
znacznie bardziej skomplikowany niz wynikatoby to z przedstawionego
opisu. Hirata i Axelrod [32] postulujg, ze wytworzenie kompleksu
neurotransmiter — receptor powoduje aktywacje metylotransferaz. W wy-
niku tego procesu nastepuje metylacja fosfolipidéw btonowych — fosfaty-
dyloetanolaminy i fosfatydylocholiny. Metylacja wywotuje translokacje
fosfolipidéw na drodze mechanizmu flip-flop i wzrost ptynnosci biony.
Wobec powyzszego zwieksza sie mozliwosé dyfuzji bocznej i szansa reago-

4 Postepy Biochemii 1/87
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wania kompleksu receptor — substancja agonistyczna ze sktadnikami ukta-
du cyklazy adenylowej. Dane innych autorow wskazujg rowniez, ze zwig-
zanie specyficznej substancji agonistycznej z receptorem powoduje zmiane
ptynnosci btony [32], Uwaza sie takze, ze w procesie aktywacji cyklazy
adenylowej bierze udziat szereg innych biatek regulatorowych, dotyczy to
zwilaszcza biatek wigzacych wapn [34]. Szczegétowemu omowieniu uktadéw
receptorowych, ktérych dziatanie sprzezone jest z regulacja cyklicznych
nukleotydéw posSwiecono szereg opracowan [35, 36, 17].

Oprocz receptoréw, w ktérych wtérnymi przekaznikami sg cykliczne
nukleotydy istniejg neuroreceptory, w ktérych przetworzenie sygnatu za-
chodzi na innej drodze. Stwierdzono mianowicie, ze aktywacja niektorych
neuroreceptorow wywotuje gtebokie zmiany w metabolizmie inozytolo-
fosfolipidow. Procesowi temu towarzyszy wzrost stezenia jonéw wapnio-
wych w komérce [37]. Obecny stan wiedzy dotyczacy roli fosfolipidow ino-
zytolowych w przetwarzaniu informacji omawia J. Kwiatkowska
w Postepach Biochemii [38]. W wielkim skrécie sekwencje zdarzen mozna
zapisa¢ nastepujaco:

Receptor + Neurotransmiter -> [RT] -> Rozpad inozytolofosfolipidéw
R) M
—> Diacylogliceryd + Trifosfoinozytol + Ca”"T1 -> Odpowiedz

Oba metabolity wytwarzane podczas hydrolizy, tj. trifosfoinozytol
i diacylogliceryd mogg petnic¢ role wtérnego przekaznika [37, 39]. Trifosfo-
inozytol powoduje bowiem uwolnienie jonéw wapniowych z wewnatrz-
komérkowym pozamitochondrialnych magazyndéw, diacylogliceryd nato-
miast jest bezposrednim allosterycznym aktywatorem kinazy biatkowej C
[40]. Dodatkowo, aktywacja obrotu inozytolofosfolipidéw, wywotana po-
budzeniem neuroreceptorow, powoduje wzrost przepuszczalnosci bton
plazmatycznych dla jonéw wapniowych, na drodze réznej od otwarcia na-
pieciowo zaleznego kanalu jonowego [41]. Pozostaje jeszcze szereg nie-
jasnosci w mechanizmie przetworzenia sygnatu przez receptory, ktérych
aktywacja wzmaga metabolizm inozytolofosfolipidow. Dotyczy to zaréwno
udziatu jonéw wapniowych jak i jondw jednowarto$ciowych [42, 43, 44]
oraz drog defosforylacji inozytolofosforanéw [45]. Niewykluczone jest
rébwniez, ze dziatanie receptora, sprzezone z metabolizmem inozytolofosfo-
lipidéw moze réwniez wigzac¢ sie z regulacjg aktywnosci cyklazy nukleoty-
dow [38, 39]. Receptory, ktédrych aktywacja'wywotuje giebokie zmiany
w metabolizmie inozytolofosfolipiddw, to np. receptory ax adrenergiczny,
H! histaminergiczny, V! wazopresynowy oraz cholinergiczny receptor
muskarynowy [41].

Receptory okreslonego neurotransmitera moga dziata¢ wykorzystujac
rézne mechanizmy przetworzenia sygnatu. Przyktadem jest receptor cho-
linergiczny muskarynowy, ktéry moze przetwarzaé sygnal poprzez regu-
lacje syntezy cyklicznych nukleotydéw albo na drodze wywotania zmian
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w metabolizmie inozytolofosfolipidow. Wydaje sie rowniez, ze choliner-
giczny receptor muskarynowy moze dziata¢ bezposrednio, zmieniajac prze-
puszczalno$¢ btony dla jonéw [31, 46, 47]. Jakie czynniki determinuja
dany mechanizm przetworzenia informacji nie jest dotychczas wyjasnione.
Ogolne omowienie sposobdw przetworzenia sygnatu chemicznego, zacho-
dzacych z udziatem wtérnych przekaznikéw znajdzie czytelnik w artykule
Berridge’a [48]. Drogi prowadzgce do przetworzenia sygnatu i wywo-
tania odpowiedzi neuronu przedstawia schemat (Ryc. 3).

adenylowa cAMP Zmiana EPSP
N+ R-—- [NR] aCyklaza | przepuszczalnosci
guanylowa mcGMP biony PSP
S nat J .
(8v9 Inozytolofosfolipidy -» IP3 + DAG (Odpowiedz)

Ryc. 3. Schemat drég prowadzacych od zadziatania sygnatu na neuroreceptor do wy-
wotania odpowiedzi neuronu.

IP3trifosfoinozytol, DAG-diacylogliceryd, EPSP-pobudzeniowy potencjat postsynaptyczny,
IPSP-hamulcowy potencjat postsynaptyczny.

IV. Regulacja aktywnosci neuroreceptorow

Aktywno$¢é neuroreceptord6w moze ulegaé krdtko i dtugotrwatym zmia-
nom. W zaleznosci od charakteru tych zmian moéwimy o nadwrazliwosci
(ang. supersensitivity) lub obnizeniu wrazliwosci (ang. hyposensitivity lub
desentisation) receptoréow. Krotkotrwaly spadek wrazliwos$ci receptoréw
jest czestym zjawiskiem, wystepujagcym wtedy, gdy bardzo szybko po
przytaczeniu sie neurotransmitera do receptora i wywotaniu efektu, dalsze
dzialanie neurotransmitera na receptor nie powoduje powstania odpowie-
dzi postsynaptycznej. Mechanizm nie jest dobrze poznany, ale przyczyng
moga byé zmiany konformacyjne receptoréw lub chwilowe wyczerpanie
sie kofaktora w uktadzie przetworzenia sygnatu, np. GTP. Niewykluczone,
ze biatko receptorowe podobnie jak enzymatyczne, moze podlega¢ odwra-
calnej metylacji albo fosforylacji, ktore wptywajg na jego aktywnos$¢ [49].

Wiele uwagi poSwiecono mozliwosci regulacji aktywnos$ci receptorow
przez lipidy btonowe [50, 33, 32]. Miedzy innymi stwierdzono, ze wzrost
mikrolepkosci lipidéw blonowych powoduje zwiekszenie dostepnosci
receptora serotoninergicznego dla 5-hydroksytryptaminy, jego rodzimego
neurotransmitera. Przeciwnie, dostepnos$¢ receptora @adrenergicznego dla
liganddw spada wraz ze wzrostem lepkosci btony, co stwierdzono w reti-
kulocytach szczura [51].

Dtugotrwate zmiany we wrazliwo$ci receptorow moga zaleze¢ od
liczebnosci danej populacji receptorow, a wiec od efektywnosci syntezy

4%
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de novo i tempa rozpadu receptoréw. Dilugotrwate obnizenie poziomu
neurotransmitera, np. wskutek uszkodzenia drég nerwowych, wywotuje
przewaznie wzrost liczby receptordw w docelowej strukturze mozgu.
W wyniku tego obserwuje sie zwiekszenie wrazliwosci (ang. denervation
supersensitivity). Odwrotnie, ditugotrwaty wzrost poziomu neuratransmi-
tera, np. po chronicznym podawaniu niektérych lekéw, prowadzi na ogét
do obnizenia liczby receptoréw co objawia sie spadkiem wrazliwosci. Tego
typu zmiany w reaktywnosci okreSlane sg jako zmiany adaptacyjne. Oka-
zuje sie réwniez, ze pobudzenie neuroreceptorow moze wptywacé na liczbe
i powinowactwo receptoréw innej klasy. Mowimy wtedy o heterospecy-
ficznej regulacji aktywnosci neuroreceptoréw, ktéra jest wyrazem wspét-
dziatania pomiedzy réznymi uktadami neurotransmiterowymi [52, 20].

Dane dotyczace degradacji neuroreceptordw pochodza przede wszyst-
kim z badan nad cholinergicznym receptorem nikotynowym. Wynika
z nich, ze receptor ulega internalizacji na drodze endocytozy. Proces ten
zachodzi przy udziale struktur cytoszkieletowych i wymaga wkiadu
energii. Nastepnie, po fuzji endosomu z lizosomem, czasteczki receptora
ulegaja proteolizie (Ryc. 4) [14, 53]. Proces rozpadu receptora nikotyno-
wego w miesniach poprzecznie prazkowanych zajmuje okoto 90 min.
W niektorych stanach chorobowych (myastenia gravis) dochodzi do uta-
twienia rozpadu receptoréw nikotynowych w wyniku autoimmunogennej
modulacji. Okres po6itrwania receptora w plytce nerwowo miesniowej
skraca sie wowczas z 7 do 2,5 dnia. Prowadzi to do znacznego niedoboru
receptoréw nikotynowych [14, 54, 55]. W przypadku cholinergicznego re-
ceptora muskarynowego wydaje sie jednak, ze nieaktywny receptor moze
rozpada¢ sie w btonie komdrkowej. Nie udato sie bowiem zaobserwowaé
endocytozy trytowanych substancji antagonistycznych tego receptora
w neuronalnych uktadach modelowych. Okres potrwania cholinergicznego
receptora muskarynowego wynosi 12—14 h [31].

Jest jeszcze inna mozliwosé regulacji liczby neuroreceptoréw, nie wy-
kluczone jest bowiem, ze mogg one ulegac internalizacji a nastepnie re-
cyklizacji, podobnie jak to stwierdzono w przypadku niektérych recepto-
réw powierzchniowych, ktére nie sg zwigzane z neurotransmisjg [56, 57,
53]. Hipotetyczny przebieg tych zjawisk przedstawia schemat (Ryc. 4).
Prawdopodobnie jednak endocytozie podlega sam neuroreceptor a nie
kompleks receptora z neurotransmiterem. Trzeba bowiem pamietaé, ze
wszystkie reakcje dotyczace przekazania informacji przez neurotransmiter
zachodzg w btonie komdrkowej i nie jest konieczne wnikniecie kompleksu
receptora z ligandem do wnetrza komorki efektorowej.

Sprawa recyklizacji neuroreceptorow nie jest dotychczas jasna. Bada-
nia Gardnera i Fambrough [58] dostarczajg danych przeciwko
recyklizacji cholinergicznego receptora nikotynowego. Ostatnie dane do-
tyczace receptorow @ adrenergicznych jednakze przemawiajg za mozli-
woscig recyklizacji neuroreceptoréw. Mianowicie, badajac mechanizmy
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Ryc. 4. Hipotetyczny przebieg internalizacji i recyklizacji neuroreceptora.

Neuroreceptor R ulega internalizacji na drodze endocytozy. Etap ten moze sktada¢ sie z kilku
stadiéw posrednich [por. 57]. Nastepnie, w wyniku iuzji endosomu z lizosomem czasteczki re-
ceptora ulegajg degradacji. Mozliwe jest r6wniez ponowne wbudowanie neuroreceptoréw w bto-
ne komérkowa.

bardzo szybkiego wzrostu liczby receptoréw @ adrenergicznych w sarko-
lemmie, na skutek niedotlenienia mie$nia sercowego stwierdzono, ze
zwieksza sie zawarto$¢ receptorow we frakcji sarkolemmy kosztem re-
ceptorow znajdujacych sie we frakcji lekkich pecherzykéw, pochodzacych
z bton wewnatrzkomoérkowych. Powyzsze wyniki, wydajg sie wskazywaé
na mozliwo$é eksternalizacji receptorow adrenergicznych [59].

Ciekawa hipoteze dotyczacg regulacji aktywnosci i liczby receptorow
wysungt Schinitzky [33, 51]. Koncepcje swojg opart na badaniach
fizykochemicznych, z ktédrych wynika, ze integralne biatka btonowe moga
wykonywac ruchy nie tylko w plaszczyznie bocznej btony ale réwniez
w kierunku prostopadtym do jej powierzchni. Zwiekszenie sztywnosci
btony moze zatem spowodowaé wypychanie czasteczek receptora do prze-
strzeni pozakomdrkowej, gdzie mogtyby sie rozpada¢ (Ryc. 5). Taki me-

A B C D

!JSlm\&'lJ UimUiuu SUUiiflUuUli nni.nNMilinnn
Ryc. 5. Wplyw pitynnosci btony na dostepnos$é i aktywno$é receptoréw bionowych
[wg 33].

A —receptor trudno dostepny dla ligandéw; B —cze$¢ receptoréw dostepna dla liganda; C —

wszystkie receptory dostepne dla liganda, D —utrata receptora przez wypchnigcie go z btony
do przestrzeni migdzykomoérkowej.
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chanizm moze ttumaczy¢ obnizenie liczby receptoréw, zwigzane ze starze-
niem sie lub stanami patologicznymi, w ktédrych obserwuje sie¢ zmiany
w sktadzie lipidowym bton.

Szereg innych czynnik6w moze wptywaé na regulacje liczby recepto-
row. Obserwowano, np. ze depolaryzacja btony stymuluje obnizenie liczby
cholinergicznych receptoréw muskarynowych w preparatach synaptoso-
mow [60]. Tempo obrotu receptordw moze zaleze¢ réwniez od proceséw
fosforylacji i defosforylacji, obserwowano bowiem spadek liczby recepto-
row muskarynowych w warunkach kiedy przebiegata fosforylacja [61].
Wazng role przypisuje sie rowniez N-glikozylacji neuroreceptoréw. Wska-
zujg na to badania dotyczace liczby cholinergicznych receptoréw muska-
rynowych w komérkach neuroblastoma [62] i receptorow enkefalinergicz-
nych w nowotworowych komérkach pochodzenia nerwowego [63], w kto-
rych zastosowano tunikamycyne do zablokowania N-glikozylacji. Wydaje
sie, ze podobnie jak w przypadku niektérych innych receptoréw powierz-
chniowych glikozylacja biatek neuroreceptorowych jest konieczna dla ich
transportu i wbudowania w btone komaérkowsa.

Regulacja aktywnosci neuroreceptorOw poprzez zmiane ich liczby jest
intrygujacym mechanizmem zwilaszcza w Swietle badan farmakodyna-
micznych. Wydaje sie bowiem, ze w btonie komérki efektorowej wyste-
puje wiecej receptoréw niz to jest konieczne, by uzyskaé maksymalng
odpowiedZ biologiczng. Ten nadmiar receptoréw (ang. spare receptors)
stanowi swoisty zapas, ktéry mogtby byé zabezpieczeniem w przypadkach
awaryjnych i zapewniatby utrzymanie reaktywnos$ci komaérki na niezmie-
nionym poziomie [por. 20 i 64].

Podsumowujac, regulacja aktywnosci neuroreceptoréw moze zachodzic¢
na drodze zmian liczby czgsteczek neuroreceptoré6w w btonie komorkowej
i na drodze zmian powinowactwa wobec ligandéw. Mimo rozlicznych ba-
dan na ten temat, zwitaszcza farmakologicznych, jest jeszcze bardzo wiele
niejasnosci w mechanizmach procesow wptywajagcych na efektywnos$c
dziatania neuroreceptorow.

V. Budowa cholinergicznego receptora nikotynowego

Fakt, ze neuroreceptory sag integralnymi skiadnikami btony sprawit,
ze biatka te jest trudno wyizolowac i poznac strukture pierwszorzedowa.
Co wiecej, gestos¢ poszczegdlnych rodzajow neuroreceptorow w madzgu
jest bardzo mata i waha sie w granicach 1— 100 pmoli zwigzanego liganda
na gram Swiezej tkanki. Dotychczas udato sie wyodrebni¢ i w petni zbadaé
strukture pierwszorzedowg cholinergicznego receptora nikotynowego.
Stato sie to mozliwe dlatego, ze znaleziono niezwykle bogate Zrodio re-
ceptora nikotynowego, jakim jest narzad elektryczny niektérych ryb, np.
dretwy (Torpedo) i wegorza elektrycznego (Electrophorus electricus). Re-
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ceptor nikotynowy stanowi okoto 20°/» biatek btonowych tego narzadu.
Ponadto dostepne sg obecnie neurotoksyny o charakterze peptydowym,
wystepujace w jadzie niektérych wezy, ktdre wigzac sie z receptorem
nikotynowym stanowig swoistg sonde. Receptor nikotynowy po solubi-
lizacji bton synaptycznych z narzagdu elektrycznego oczyszczano, stosujgc
chromatografie powinowactwa, w ktdrej Sepharose sprzezono z a neuro-
toksyna. Stwierdzono nastepnie, droga elektroforezy w zelu poliakrylo-
amidowym, ze biatko cholinergicznego receptora nikotynowego jest penta-
merem sktadajgcym sie z dwu podjednostek a i podjednostek R, y, 5 Pod-
jednostki te majg zblizong mase czgsteczkowg 55 000 [65, 66, 67].

Synapsa

kanal jonowy

3 dwuwarstwa
tﬁ“g} lipidowa

cytoplazma

Ryc. . Madei cholinergicznego receptora nikotynowego [wg 82]. a, /?, y, $— pod-
jednostki receptora.

Obrazy z mikroskopu elektronowego krysztatéw uzyskanych z peche-
rzykéw synaptycznych narzadu elektrycznego Torpedo i ich trojwymiaro-
we rekonstrukcje dajg wyobrazenie o organizacji przestrzennej czasteczki
receptora i jej usytuowaniu w bionie [68, 69]. Wynika z nich, ze receptor
cholinergiczny jest symetryczng, pentametryczng strukturg. Podjednostki
receptora o ksztalcie wrzecionowatym rozmieszczone sg wokot Swiatta ka-
natu jonowego. Ukierunkowanie poszczegdlnych podjednostek w btonie
jest podobne. Tworzg one cylindryczng czasteczke o prawie statej Srednicy.
Czes$¢ czasteczki receptora, o ktorej jeszcze nie wiele wiadomo, wystaje
poza wewnetrzng strone btony komorkowej (Ryc. 6).

Wyodrebnione podjednostki receptora nikotynowego z narzadu elek-
trycznego uzyto do zidentyfikowania metodami chemicznymi niektdrych
sekwencji aminokwasowych. llos§¢ oczyszczonych fragmentéw polipepty-
dowych jest jednakze zbyt mata, by w ten sposéb zbadaé peing strukture
pierwszorzedowg receptora. Catkowitg sekwencje aminokwasowg podjed-
nostek receptora odtworzono na podstawie sekwencji nukleotydow mRNA
[70, 71]. By przekona¢ sie, ktore mRNA koduje receptor nikotynowy uzyto
uktadu modelowego jakim sa oocyty zaby. Okazato sig, ze jeSli mMRNA
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z narzadu elektrycznego wszczepi sie do oocytow Xenopus to sg one zdolne
do przetworzenia informacji zawartej w mRNA w prawidtowy sposob, tj.
wytwarzaja aktywny receptor nikotynowy [72]. Odpowiada on wybiérczo
na acetylocholine i pod jej wptywem otwiera kanat jonowy [73]. Analiza
elektroforetyczna oraz poréwnanie map peptydowych wykazaty, ze biatko
receptora nikotynowego wyprodukowane przez oocyty ma takg samg bu-
dowe podjednostkowg jak biatko z narzadu elektrycznego [72, 74]. Uktad
translacyjny oocytéw zaby postuzyt takze do identyfikacji mRNA kodu-
jacego inne biatka receptorowe, np. biatko receptora GABAergicznego [74].

SzczegoOlnymi osiggnieciami w zakresie rozszyfrowania struktury
pierwszorzedowej receptora nikotynowego moga poszczyci¢ sie badacze
japonscy z zespotu N umy (por. 75) oraz angielscy z zespotu Barnar -
da [63, 66, 71, 75]. Zidentyfikowane metodami chemicznymi sekwencje
konca aminowego podjednostek postuzyty do zsyntetyzowania znakowa-
nych radioizotopem syntetycznych nukleotydéw. Sztuczne oligonukleo-
tydy, mogace kodowaé krdtsze fragmenty sekwencji biatkowych, uzyto
jako sondy do badania zbioru cDNA uzyskanych z narzadu elektrycznego.
cDNA, ktdére zawierajg sekwencje nukleotydow komplementarng wobec
sekwencji sond, moga tworzyé hybrydy z radioaktywng sonda. Klonowane
cDNA, ktére sie izoluje, sg zwykle dtuzsze niz sama sonda. Dato to dalsze
informacje o0 mRNA kodujagcym biatko jak i o samym biatku receptoro-
wym. Ostatecznie petna struktura genu intron—egzon zostala odtworzona
[76, 77, 78, 79].

Podjednostki receptora nikotynowego wykazujg znaczng homologie
w sekwencji aminokwaséw (36—41°/c) [76], co sugeruje, ze ewoluowaty
poprzez duplikacje i reduplikacje pierwotnej podjednostki [75, 67, 80].
Wydedukowana sekwencja aminokwasowa podjednostki a réznych gatun-
kéw zwierzat rézni sie tylko w niewielkim stopniu, co sugeruje, ze struk-
turalne cechy zachowywaty sie konserwatywnie podczas ewolucji. Zgodnie
z powyzszym receptor nikotynowy z miesni ssakbw ma podobng budowe
i wilasciwosci farmakologiczne do receptora z narzadu elektrycznego we-
gorza elektrycznego (ryby kostnoszkieletowej) i dretwy (ryby chrzestno-
szkieletowej) [14]. Badania sekwencji aminokwasowych podjednostki a
wykazaly, ze polipeptyd ten zawiera naprzemiennie fragmenty hydro-
fobowych i hydrofilowych aminokwaséw. Fragmenty hydrofobowe sg na
tyle dtugie, ze moga penetrowa¢ w poprzek btone. Analiza hydrofobowosci
sekwencji aminokwasowej ujawnita, ze w podjednostce a receptora niko-
tynowego wystepujg 4 fragmenty hydrofobowe. Wykazujg one znaczng
homologie na poziomie aminokwasowym, co sugeruje, ze sa one podobnie
ukierunkowane w btonie [70, 72, 76, 77]. Fakt, ze pozostate podjednostki re-
ceptora maja zblizone profile hydrofobos$ci pozwala sadzi¢, ze sg one w po-
dobny spos6b usytuowane w bionie. Sugeruje to zatem, ze tancuch poli-
peptydowy kazdej z podjednostek przenika przez btone czterokrotnie, a por
kanatu jest nienatadowany [76, 70, 14, 69]. W laboratorium Strouda
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stwierdzono jednakze, ze oprocz 4 fragmentow o charakterze hydrofobo-
wym i strukturze a heliksu wystepuje jeszcze jeden fragment, ktéry moze
rébwniez penetrowac poprzez btone [81]. Ma on charakter amfipatyczny, tj.
zawiera zarowno regiony hydrofilowe jak i hydrofobowe. Grupy hydro-
filowe zaréwno dodatnio jak i ujemnie natadowane sg eksponowane po
jednej stronie fragmentu amfipatycznego. W konsekwencji przypuszcza sie,
ze fragmenty amfipatyczne kazdej z pieciu podjednostek receptora niko-
tynowego wyscietajg kanat jonowy, w ktérego S$cianach wystepuja na-
przemiennie regiony z przewagg tadunkow dodatnich lub ujemnych. Za
takg wtasnie budowg kanatlu jonowego receptora nikotynowego przema-
wiajg badania z zastosowaniem specyficznych przeciwciat w celu zidenty-
fikowania potozenia koncowej grupy karboksylowej, jak réwniez doswiad-
czenia, w ktérych uzyto przeciwciat skierowanych przeciwko niektérym
fragmentom tancucha polipeptydowego [81, 82]. Ryc. 7 przedstawia topo-
grafie utozenia podjednostki w btonie [wg 81 i 69].

SYNAPSA

CYTOPLAZMA

Ryc. 7. Utozenie podjednostki cholinergicznego receptora nikotynowego w btonie
[wg 81 i 69].

1, 2, 3, 4—fragmenty hydrofobowe tancucha polipeptydowego; A —fragment amfipatyczny.

Ostatnio otrzymano oczyszczony preparat receptora GABAergicznego
z mézgu wotu [83, 84]. Jest to glikoproteid o masie czasteczkowej 220 000,
zbudowany z dwu typéw podjednostek o masie 53 000 i 57 000. Niewiele
jednak jeszcze wiadomo o budowie pierwszorzedowej tego receptora.

VI1Il. Synteza receptorow

Stosunkowo najwiecej danych na temat syntezy neuroreceptoréw de
novo uzyskano badajac cholinergiczny receptor nikotynowy w warunkach
in vivo jak i in vitro. Synteze funkcjonalnego receptora nikotynowego
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przeprowadzono wykorzystujac, wspomniane juz uprzednio, oocyty zaby,
ktdrym wstrzykiwano nieoczyszczone mRNA z narzadu elektrycznego dre-
twy (Torpedo) [64, 67]. Do syntezy podjednostek receptora nikotynowego
uzyto natomiast pecherzyki szorstkiej siateczki endoplazmatycznej otrzy-
mane z trzustki psa, ktore poddano dziataniu mRNA wyizolowanego
z narzadu elektrycznego. Nowo zsyntetyzowane podjednostki receptora
identyfikowano przy uzyciu specyficznych przeciwsurowic wytworzonych
przeciw kazdej z podjednostek. Badania te wykazaty, ze kazda z podjedno-
stek receptora zawiera sekwencje sygnatowg i ze poszczegdlne podjednostki
syntetyzowane sg przy pomocy oddzielnego mRNA [85, 86, 87]. Stwier-
dzono takze, Zze nowozsyntetyzowany receptor nikotynowy jest obecny
w aparacie Golgiego i ulega kontranslacyjnej glikozylacji [89].

W badaniach syntezy receptora nikotynowego, w ktérych zastosowano
mysie komorki pochodzenia mieSniowego BC 3H-1, udato sie poznaé lepiej
spos6b w jaki nowozsyntetyzowane podjednostki tworzg czasteczke re-
ceptora. Do identyfikacji podjednostek uzywano przeciwciat monoklonal-
nych [88, 89, 90, 91]. Na podstawie uzyskanych wynikéw, Merlie
i wsp. [91] zasugerowali nastepujgcg sekwencje zdarzen, ktére prowadzg
do wytworzenia funkcjonalnego cholinergicznego receptora nikotynowego.
Synteza podjednostki zawiera etap odszczepienia sygnatowej sekwencji
oraz etap kontranslacyjnej N-glikozylacji, ktére majg trwaé okoto 1 minu-
ty (Zablokowanie glikozylacji poprzez tunicamycyne powoduje rozpad
podjednostki). Podjednostka a po glikozylacji zdolna jest wigzaé przeciw-
ciata monoklonalne mAb61. Stwierdzono, ze produkowany jest znaczny
nadmiar podjednostek a w stosunku do ilosci, ktére wchodzg w sktad cza-
steczki receptora. Po zakonczeniu translacji nastepuje okres trwajgcy oko-
to 30 min., w ktérym nowo zsyntetyzowane podjednostki dojrzewajg pod
wzgledem konformacyjnym. Dojrzewanie to przejawia sie m.in. tym, ze
podjednostka a nabywa zdolno$¢ wigzania a toksyny i przeciwciat MIR
mABS. Po fazie dojrzewania dwie podjednostki a zespalajg sie z pozosta-
tymi podjednostkami wchodzacymi w skiad czasteczki receptora nikoty-
nowego, tj. @y, 8 Etap ten trwa 30—90 minut. Nadmiar nowozsyntetyzo-
wanych podjednostek ulega rozpadowi. Faza szybkiego transportu kom-
pleksu receptorowego z aparatu Golgiego do powierzchni btony komérko-
wej zajmuje 90—150 minut. Ostatni etap to umiejscowienie receptora
w blonie.

Ostatnio, zesp6t N umy przeprowadzit funkcjonalng analize choliner-
gicznego receptora nikotynowego, stosujac jako uktad ekspresji oocyty
zaby [92]. Na drodze ukierunkowanej mutagenezy modyfikowano w okre-
§lonych miejscach podjednostke a, co pozwolito na stwierdzenie, ktore
z fragmentéw tahncucha polipeptydowego sa niezbedne do prawidtowej
funkcji receptora. Z badan tych wynika, ze wystepujace przy N koncu
reszty cysternowe w pozycji 192 i 193, ktoére obecne sg jedynie w pod-
jednostce a, odgrywaja specyficzng role w wigzaniu acetylocholiny i a bun-
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garotoksyny. Reszty cysternowe w pozycji 128 i 142 (wystepujace we
wszystkich podjednostkach receptora nikotynowego) tworzg prawdo-
podobnie mostek dwusiarczkowy w kazdej z podjednostek i warunkuja
utrzymanie witasciwej konformacji tej czesci receptora, ktéra znajduje sie
po zewnetrznej stronie btony komdrkowej. Dla prawidtowej konformacji
podjednostki a konieczna jest N-glikozylacja reszty asparaginowej w po-
zycji 141. Mutant, w ktorym zastapiono wyzej wymieniong reszte kwasem
asparaginowym tylko w niewielkim stopniu moze wigza¢ a bungaro-
toksyne.

VI. Uwagi koricowe

Z przedstawionego przegladu wynika, ze warunkiem przekazania syg-
natu niesionego przez neurotransmiter do komarki efektorowej jest potg-
czenie sie ze swoistym receptorem na powierzchni btony komdérkowej.
R6znorodnos$¢ drég przetworzenia sygnatu oraz mechanizméw modulujg-
cych aktywno$¢ receptorow sprawia, ze dziatanie sieci neuronalnej moze
by¢ bardzo subtelnie kontrolowane.

Trzeba sobie zdaé sprawe, ze nadzwyczaj intensywny rozwdéj badan
nad receptorami w ostatniej dekadzie zawdzieczamy przede wszystkim
wprowadzeniu nowych technik badawczych. Opracowanie metody wigza-
nia radioaktywnych ligandéw o bardzo wysokiej aktywnosci specyficznej
przez receptory umozliwito scharakteryzowanie wi#asciwosci miejsc re-
ceptorowych w preparatach btonowych. Oddaje to szczegdlne ustugi
zwilaszcza w farmakologii (por. 93, 94). To samo narzedzie stuzy do badania
rozmieszczenia neuroreceptorow i ich wiasciwosci w skrawkach mézgu
i innych tkanek przy zastosowaniu autoradiografii (por. 95 i 96). Zastoso-
wanie przeciwciat monoklonalnych i klonowanego cDNA zrewolucjonizo-
wato podejscie do badan receptorowych. Do najwiekszych osiggnie¢ neuro-
chemii ostatnich lat mozna bowiem zaliczy¢ poznanie peinej struktury

pierwszorzedowej i drugorzedowej cholinergicznego receptora nikoty-
nowego.

Opracowanie wykonano w ramach Programu CPBP 04.01
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l. Wstep

tancuchy cukrowe glikoprotein potgczone z polipeptydem wigzaniem
N-glikozyloaminowym mozna sklasyfikowaé¢ ze wzgledu na ich strukture
na trzy rodzaje, to jest na tancuchy bogate w mannoze, ztozone i hybry-
dowe. Zawierajg one identyczny pentasacharydowy rdzen utworzony
z trzech reszt mannozy (Man) i dwodch reszt N-acetyloglukozaminy
(GIcNAc), réznig sie natomiast strukturg pozostatej czesci taricucha. Me-
chanizm ich syntezy jest jednakowy, a dawcg tancuchéw cukrowych gliko-
protein jest dolichylodifosfotetradekasacharyd (GlcMan9GIcNAc2P-P-Dol)
[1, 2]. Strukture prekursorowego tetradekasacharydu podaje Rycina 1

Man -------- Man
q
\{e
Man
) G
g 2
014 614
wan L2 Man-i— -GIcNAc-~--A GIcNAC— P — P— Doi
ootl2 . 0;13 . «1,3.. «l1,2.. otl2 £
Gic— — Gic-—-—-GiC--m- Man-------- Man-------- Man

Ryc. 1. Struktura prekursorowego tetradekasacharydu: Man— mannoza; Gic —glu-
koza; GIcNAc — N-acetyloglukozamina; P — reszta fosforanowa; Doi — dolichol.

Glikozylacja tancuchdw polipeptydowych jest procesem kotranslacyj-
nym zachodzgcym w szorstkiej siateczce Srodplazmatycznej [3]. W proce-
sie tym tetradekasacharyd zostaje przeniesiony w cato$ci na powstajacy
polipeptyd i tworzy sie wigzanie N-glikozyloaminowe. Nastepnie rozpo-
czyna sie proces zwany obrdbkg oligosacharydu (ang. processing). Inicjuja
go a-glukozydazy I i Il. Enzymy te odszczepiajg kolejno trzy reszty glu-
kozy z tancucha oligosacharydowego [4—7], co prowadzi do utworzenia
tancuchéw bogatych w mannoze (Man%GIcNAc2). Kolejna hydroliza
czterech wigzan a-1,2 #gczacych reszty mannozy, katalizowana przez
a-mannozydazy [8—12], przeksztatlca Man9GIcNAc2 w heptasacharyd
(Man5GIcNAc2). tancuch heptasacharydowy ulega nastepnie dalszej ob-
robce w wyniku ktérej powtaja tancuchy ztozone lub hybrydowe.

tancuchy cukrowe glikoprotein potgczone wigzaniem N-glikozylo-
aminowym mogg podlega¢ potranslacyjnym modyfikacjom. W artykule
zostang omoéwione dane dotyczace potranslacyjnej obrdébki tancuchow
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cukrowych glikoprotein przede wszystkim fosforylacji i sulfurylacji
monosacharydéw budujacych ich czes¢ cukrowa, jak rowniez acylacji ich
tancuchdéw polipeptydowych.

Il. Fosforylowane glikoproteiny

I1-1. Enzymy lizosomowe

11-1.1. Struktura taricuchéw oligosacharydowych

Reszty Man-6-P stwierdzono po raz pierwszy w bogatych w mannoze
tancuchach oligosacharydowych nowo zsyntetyzowanych kwasnych hydro-
laz [13—15]. Obecnie wiadomo, ze Man-6-P petni funkcje znacznika pod-
czas transportu enzymdw do lizosomow [16—20].

W 1980 r. Tabas i Kornfeld [21] otrzymali z (3-glukuronidazy
komorek limfomy myszy bogate w mannoze fancuchy oligosacharydowe
zawierajace reszty fosforanowe oporne na dziatanie alkalicznej fosfatazy.
Okazato sie, ze przyczyng opornosci na dziatanie tego enzymu jest wyste-
powanie wigzania fosfodiestrowego utworzonego miedzy resztami man-
nozy ‘tancucha oligosacharydowego i zewnetrzng a-zwigzang reszta
N-acetyloglukozaminy, przykrywajacg reszte fosforanowa. Obecno$¢ reszt
a-N-acetyloglukozaminy zwigzanych z resztami fosforanowymi wykazali
takze inni autorzy [22, 23]. Wysunieto przypuszczenie, ze takie oligosacha-
rydy sa prekursorami w syntezie fosforylowanego znacznika. Przeprowa-
dzono szczegb6towg charakterystyke znakowanych (2—3H)mannozg fosfory-
lowanych oligosacharydéw, uwolnionych po dziataniu endo-(3-N-acetylo-
glukozaminidazy H (endo-H) z glikopeptydow komérek limfomy my-
szy [24],

Endo-H hydrolizuje wigzanie glikozydowe miedzy dwiema resztami
N-acetyloglukozaminy w cze$ci rdzeniowej bogatych w mannoze i wielu
hybrydowych tancuchéw oligosacharydowych glikoprotein i glikopepty-
dow [25—27], W wyniku reakcji jedna reszta N-acetyloglukozaminy pozo-
staje zwigzana z Asn tancucha polipeptydowego, a nienaruszony w swej
pozostatej czesci tancuch oligosacharydowy zostaje uwolniony. Endo-H nie
dziata na tancuchy ztozone.

Wykazano wiele wspo6lnych cech w strukturze fosforylowanych oligo-
sacharydéw. Wszystkie sg tancuchami bogatymi w mannoze, przy czym
liczba reszt mannozy w tancuchu waha sie od 6 do 9. W poszczeg6lnych
tancuchach liczba reszt fosforanowych, ich utozenie i spos6b zwigzania jest
rézna. tancuchy oligosacharydowe mogg zawieraé jedng (80%), dwie
(20°/0), a niekiedy nawet trzy reszty fosforanowe. Sposréd mozliwych
9 reszt mannozy w tancuchu oligosacharydowym jedynie 5 moze wigzac

o*
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sie z resztg fosforanowa, a ich potozenie nie jest przypadkowe. Trzy z pie-
ciu mozliwych miejsc wigzania reszt fosforanowych sg szczeg6lnie uprzy-
wilejowane. Rycina 2 podaje potozenie reszt mannozy w tancuchu oligo-
sacharydowym, ktore moga ulec estryfikacji kwasem fosforowym. Naj-
czesciej sg fosforylowane reszty mannozy w pozycji d a takze i i h, lecz
nigdy nie stwierdzono réwnoczesnego podstawienia reszt mannozy w poto-
zeniu i i h tancucha cukrowego. W zadnym z analizowanych oligosachary-
déw reszta mannozy g nie jest fosforylowana. Przypuszczalnie zostaje
odcieta zanim reszta f zwiaze sie z resztg fosforanowg lub tez zostaje usu-
nieta wkrotce po estryfikacji tej reszty w wyniku obrobki a-mannozydaza.
Réwniez reszty mannozy w pozycji a, b oraz ¢, a wiec reszty mannozy
czesci rdzeniowej oligosacharydu nigdy nie ulegaja estryfikacji. Na ogo6t
oligosacharydy (75%) zawierajg reszty fosforanowe w formie diestru, tylko
niektore (25°/0) w formie monoestru.

O - Mmannoza

(*) ~ reszty mannozy ulegajace
fosforylowaniu

HBB- -N -acetyloglukozamina

Ryc. 2. Bogaty w mannoze tancuch oligosacharydowy.

Fosforylowane oligosacharydy (3-glukuronidazy S$ledziony cztowieka
[23], (3-heksozaminidazy i katepsyny D fibroblastéw [22] majg podobne
cechy strukturalne do omawianych powyzej cech fosforylowanych oligo-
sacharydéw glikoprotein z komdrek limfomy myszy. Poprzednio uzyskane
wyniki potwierdzono takze analizg anionowych oligosacharydéw uwolnio-
nych z glikoprotein wewnatrzkomorkowych i wydzielanych przez komorki
linii P388Dj makrofagow myszy [28]. Wykazano mianowicie, ze gtowna
frakcja oligosacharydéw uwolnionych z glikoprotein po dziataniu endo-H
sktada sie z tancuchow bogatych w mannoze z jednym lub dwoma fosfo-
monoestrami lub diestrami w pozycjach d, f, h oraz i. Opré6cz tancuchdédw
bogatych w mannoze stwierdzono w analizowanej frakcji takze fancuchy
cukrowe typu hybrydowego. tanhcuchy te zawierajag 1 do 3 reszt kwasu
sjalowego dotagczonych do rozgatezienia wigzacego sie wigzaniem a-1,3
z p-mannozg. W niektorych tancuchach hybrydowych drugie rozgatezienie
ulegato fosforylowaniu. Reszta fosforanowa wystepowata w formie diestru
lub monoestru i stwierdzano jg niemal wytgcznie w pozycji h lub i.
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11-1.2. Fosforylacja tafncuchéw oligosacharydowych enzymdéw lizosomowych

Whbudowywanie reszt fosforanowych w tancuchy oligosacharydowe
kwasnych hydrolaz jest procesem dwuetapowym [21, 29]. Whniosek ten
wyptywa ze stwierdzenia, ze Man-6-P jest syntetyzowany jako fosfodiester
przykryty resztg a-N-acetylogtukozaminy [21, 22] podczas gdy w dojrza-
tym enzymie wystepuje w formie monoestru [17, 18]. Etap pierwszy po-
lega na przeniesieniu GIcNAc-1-P z donorowej UDP-GIcNAc na grupe
-OH przy C-6 koncowej lub przedostatniej reszty mannozy w bogatych
w mannoze tancuchach oligosacharydowych zsyntetyzowanych de novo
enzymow lizosomowych. Reakcje katalizuje lizosomowa, specyficzna
N-acetyloglukozaminylo-l-fosfotransferaza UDP-N-acetyloglukozamina
[29, 30], W wyniku reakcji powstaje wigzanie diestrowe tzw. przykryty
fosforan (ang. covered phosphate). W nastepnym etapie zewnetrzne reszty
N-acetyloglukozaminy ulegajg selektywnemu wycieciu przez specyficzng
a-N-acetyloglukozaminylo-I-fosfodiester N-acetyloglukozaminidaze [31,
39, 40]. Przeksztatca ona fosfodiester w tzw. odkryty mannozo-6-fosforan
(ang. uncovered phosphate) [41]. Rycina 3 przedstawia wbudowywanie
reszt fosforanowych w tancuchy oligosacharydowe enzymdéw lizosomo-
wych.

Enzymy uczestniczace w syntezie znacznika Man-6-P wystepujg w bto-
nach aparatu Golgiego [31—34], GIcNAc-fosfotransferaze oczyszczono
czesciowo z solubilizowanych przez Triton X-100 bton aparatu Golgiego
watroby szczura i okreslono jej wiasnosci [35]. Wykazano, ze fosforan doli-

LR |
uop.T %

o ]
(@) mannoza
H | — N-acetyloglukozamina
UDP-9 B - wurydylodifosfo- N-acetyloglukozamina

Ryc. 3. Whudowywanie reszt fosforanowych w tancuchy oligosacharydowe enzymow
lizosomowych: 1— N-acetyloglukozaminylo-I-fosfotransferaza UDP-N-acetylogluko-
zamina-glikoproteina; 2—«-N-acetyloglukozaminylo-l-fosfodiester N-acetylogluko-
zaminidaza; UMP — urydynomonofosforan.
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cholu nie wptywa na jej aktywnos$¢ [30], co wskazuje, ze fosforylacja reszt
mannozy nie zachodzi na etapie posrednikéw lipidowych. GIcNAc-fosfo-
transferaza nie wykazuje absolutnej selektywnos$ci wzgledem #tancuchéw
oligosacharydowych kwasnych hydrolaz, gdyz glikopeptydy tyreoglobuliny
sg in vitro dobrymi akceptorami dla tego enzymu [30].

W fibroblastach chorych z objawami choroby spichrzania zwanej tez
mukolipidazg Il (ang. I-cell disease) stwierdzono brak lub znaczny niedo-
bor N-acetyloglukozaminylo-l-fosfotransferazy UDP-GIcNAc-glikoprotei-
na [29, 36—38]. W przypadku mukolipidozy Il defekt biochemiczny wyraza
sie niezdolno$cig fibroblastéw do syntezy fosforylowanego znacznika
w czasteczkach pewnych enzymow lizosomowych. W zwigzku z tym enzy-
my lizosomowe sg wydzielane do $rodowiska pozakomorkowego, a nie
przekazywane do lizosoméw mimo, ze fibroblasty pacjentéw z tym scho-
rzeniem zawierajg prawidtowe receptory. Powoduje to obnizenie poziomu
wielu kwasnych hydrolaz w fibroblastach i innych komdrkach tkanki tgcz-
nej, przy niezmienionej zawartosci tych enzyméw w komorkach watroby
i innych narzadéw. Réwnoczesnie podwyzsza sie poziom hydrolaz tej gru-
py w ptynach ustrojowych np. w surowicy i moczu.

Enzymem uczestniczagcym w ,,odmaskowaniu” znacznika fosfomanno-
zylowego w nowo zsyntetyzowanych kwasnych hydrolazach jest a-N-ace-
tyloglukozaminylo-l-fosfodiester N-acetyloglukozaminidaza zwana uprzed-
nio N-acetyloglukozaminylofosfodiesterazg lub glikozydazg fosfodiestrowa.
GlcNAc-fosfodiesteraza jest przypuszczalnie glikoproteing i wykazuje
selektywno$¢ wobec reszt N-acetyloglukozaminy zwigzanych wigzaniem
a [39]. Wielkos$¢ oligosacharydu ani tez obecno$¢ lub brak peptydu z nim
zwigzanego nie wptywa na szybko$¢ odszczepiania reszt N-acetyloglukoza-
miny z czasteczek zawierajgcych jeden fosfodiester. W przypadku oligo-
sacharydu z dwoma fosfodiestrami odkrycie reszty fosforanowej nie
zachodzi w sposéb przypadkowy. GIcNAc-fosfodiesteraza preferuje fosfo-
diester znajdujacy sie na rozgalezieniu zawierajgcym reszte mannozy
zwigzang wigzaniem a-1,3 z (3-mannozg cze$ci rdzeniowej oligosacharydu.

Przebadano kinetyke fosforylacji tancuchéw oligosacharydowych
|3-glukuronidazy komorek makrofagow myszy [41]. Wykazano, Ze pierwszy
fosforylowany oligosacharyd pojawia sie w 20 min. po podaniu znakowa-
nego prekursora (2-3H)mannozy, lecz wiekszo$¢ fosforylacji ma miejsce
w czasie 40—60 min. Najwczes$niej zsyntetyzowane fosforylowane oligo-
sacharydy sg juz pozbawione reszt glukozy co wskazuje, ze fosforylacja
zachodzi po przeniesieniu tetradekasacharydu na tworzacy sie tancuch
polipeptydowy, utworzeniu wigzania N-glikozyloaminowego i obrdbce
reszt glukozy. Jest wiec zjawiskiem potranslacyjnym, za czym przemawia
réwniez obecnos¢ w aparacie Golgiego enzyméw uczestniczacych w synte-
zie znacznika fosfomannozylowego [31—35]. Odstoniecie fosfodiestru roz-
poczyna sie wkrétce po fosforylacji oligosacharydu i przebiega réwno-
czes$nie z odszczepieniem 1 do 2 konicowych reszt mannozy.
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11-1.3. Interakcja enzymoéw lizosomowych x receptorem fosfomannozylowym

Wykazano, ze powinowactwo oligosacharydéw uwolnionych z gliko-
protein komérek linii P388Di makrofagdw myszy wobec receptora fosfo-
mannozylowego watroby wotu zalezy od szeregu cech strukturalnych
oligosacharydu [28]. Istotne znaczenie ma oprocz liczby podstawionych
grup fosforanowych takze potozenie ich w czasteczce oraz obecnos$¢ kon-
cowych reszt mannozy w tafAcuchu oligosacharydowym. Najwyzszg zdol-
nos$¢ wigzania wykazujg oligosacharydy zawierajagce dwa fosfomonoestry.
Powinowactwo czasteczek z jednym fosfomonoestrem zalezy od potozenia
reszty fosforanowej w taficuchu cukrowym. Najsilniej wigze sie z recepto-
rem reszta mannozy w pozycji d. Usuniecie z tafcucha oligosacharydowego
koncowych reszt mannozy zwigzanych wigzaniem a-1,2 z Man-6-P zwiek-
sza jego zdolno$¢ wiazania sie z receptorem. Najwyzsze powinowactwo
wobec receptora wykazuje fragment taficucha oligosacharydowego o nizej
podanej sekwencji :P-Manal -> 2 Manal -> 3 Man(31 -> 4 GIcNAc-. Wyka-
zano réwniez, ze enzymy lizosomowe komdrek BW 5147 Thy-1~E limfomy
myszy zawierajgce oligosacharydy z jedng resztg Man-6-P w potozeniu d,
wolne od koncowych reszt mannozy wykazujg wysokie powinowactwo
wobec receptora i ulegajag adsorpcyjnej endocytozie [42].

Zwigzanie sie enzymu lizosomowego z receptorem umozliwia sortowa-
nie grupy biatek przeznaczonych do lizosoméw od innych majgcych od-
mienne wewnatrz- lub zewngtrzkomérkowe przeznaczenie. Wysuwa sie
przypuszczenie, ze reszty Man-6-P zabezpieczajg tancuchy oligosachary-
dowe prawidtowych kwasnych hydrolaz przed obrébka w tancuchy ztozo-
ne. Obrobka tancuchéw bogatych w mannoze w tafcuchy zlozone moze
prowadzi¢ do sekrecji hydrolaz [20].

H-1.4. Fosforylowane i sulfurylowane oligosacharydy
enzymoéw lizosomowych Dictyostelium discoideum

Sluzowiec Dictyostelium discoideum jest prostym eukariontem z dobrze
rozwinietym uktadem lizosomowym [43]. Kwasne hydrolazy syntetyzo-
wane przez ten organizm wykazujg znaczne powinowactwo wobec recepto-
ra fosfomannozylowego ludzkich fibroblastow [44] i receptora watroby
wotu, moga wiec by¢ uzywane jako ligandy podczas oczyszczania tego
receptora [28, 45]. Przedstawiono czesciowa charakterystyke bogatych
w mannoze tancuchow cukrowych nastepujgcych enzymow lizosomowych:
a-mannozydazy, (3-D-glukuronidazy i P-D-N-acetyloglukozaminidazy z ko-
madrek D. discoideum szczepu AX3 [46]. Okazato sie, ze oligosacharydy te
zawierajg na ogét 1 lub 2 reszty fosforanowe oraz 1 do 4 reszt siarczano-
wych. Utozenie reszt fosforanowych jest podobne do ich utozenia w tancu-
chach heterosacharydowych enzymow lizosomowych ssakéw [23, 24, 28].
Prawie wszystkie reszty fosforanowe wystepujg jednak w formie odmien-
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nego niz u ssakéw, opornego na dziatanie kwasu, fosfodiestru: Man-6-P-
OCH3 [47]. Wykazano, ze S-adenozylometionina jest dawca grup metylo-
wych w procesie biosyntezy fosfodiestru metylofosfomannozylowego,
a najwyzsza, swoista aktywnosé¢ metylotransferazowa wystepuje w bto-
nach aparatu Golgiego [48].

Niewiele wiadomo dotychczas o potozeniu reszt siarczanowych w tani-
cuchach oligosacharydowych tych hydrolaz. Wydaje sie, ze reszty siarcza-
nowe estryfikujg gtéwnie reszty N-acetyloglukozaminy czesci rdzeniowej
oligosacharyddéw, a tylko niewiele ich wiaze sie z resztami mannozy bocz-
nych rozgatezien tancucha.

Niecatkowita obrdbka reszt glukozy w czasteczkach prekursorowego
tetradekasacharydu zwigzana z brakiem aktywnosci glukozydazy Il w ko-
morkach recesywnego mutanta D. discoideum zwanego mod.A upo$ledza
fosforylacje i sulfurylacje bogatych w mannoze fancuchéw cukrowych
enzymoOw lizosomowych tego eukarionta [49]. Glikopeptydy uzyskane z ko-
madrek mod.A zawierajg mniej reszt fosforanowych i siarczanowych anizeli
ich komdrki macierzyste. Sg ubozsze w oligosacharydy z dwiema resztami
fosforanowymi, a zawierajg wiecej monofosforylowanych tancuchéw. Po-
dobnie jak w komdérkach macierzystych D. discoideum reszty fosforanowe
wystepujg w tafncuchach oligosacharydowych w formie diestru opornego
na dziatanie kwasu. W glikopeptydach uzyskanych z komérek mod.A
zwieksza sie rowniez liczba niefosforylowanych tancuchdéw zawierajacych
jedng lub dwie reszty glukozy. Obecnos¢ reszt glukozy w tancuchu obniza
wydajno$¢ fosforylacji reszt mannozy znajdujacych sie w ich sasiedztwie.
By¢é moze reszty glukozy stanowia steryczng przeszkode dla fosfotrans-
ferazy. Nieznaczne zmiany w strukturze oligosacharydéw wpiywajg jed-
nak na poziom i wiasnosci enzymoéw lizosomowych syntetyzowanych przez
komérki mod.A. W komérkach tych stwierdzono obnizony poziom
a-mannozydazy-1, N-acetyloglukozaminidazy, a zwtaszcza (3-glukozydazy-I,
a takze jej szybsza degradacje in vivo [50, 51]. Przypuszczalnie reszty
fosforanowe i siarczanowe sa niezbedne dla stabilizacji tego enzymu.

11-2. Inne fosforylowane glikoproteiny

Fosforylacji ulegajg nie tylko tancuchy oligosacharydowe kwasnych
hydrolaz. Wbudowywanie reszt fosforanowych moze zachodzi¢ réwniez
w inne glikoproteiny i w tancuchy odmiennego typu niz bogaty w man-
noze.

W 1984 roku wykazano, ze z procesem nowotworzenia sg zwigzane
zmiany w strukturze tancuchéw cukrowych tyreoglobuliny ludzkiej [52],
Tyreoglobulina wyosobniona ze zmienionych chorobowo tkanek tarczycy
(brodawczak) jest bogatsza w trojantenowe tancuchy ztozone. tancuchy
ztozone tyreoglobuliny pochodzacej z tkanki nowotworowej nie zawieraja
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reszt kwasu sjalowego, a zawierajg jedng reszte fosforanowg w formie
diestru. W tyreoglobulinie ze zmienionych chorobowo tkanek tarczycy
wykazano takze bogate w mannoze oraz hybrydowe tancuchy oligosachary-
dowe zawierajgce jedng reszte fosforanowa zwigzang wigzaniem diestro-
wym [53]. Podobnie jak w czgsteczkach kwasnych hydrolaz ssakéw reszte
fosforanowg blokuje a-N-acetyloglukozamina. Obecnos$¢ reszt fosforano-
wych w tancuchach cukrowych tyreoglobuliny komoérek nowotworowych
moze powodowac szybsze usuwanie tego biatka za posSrednictwem recepto-
réw dla Man-6-P obecnych na powierzchni komdrek tarczycy.

Do fosforylowanych glikoprotein nalezg réwniez uteroferyna, biatko
sekrecyjne btony Sluzowej macicy $wini [54], oraz glikoproteina wydzie-
lana przez fibroblasty myszy transformowane wirusem Kirstena. Utero-
feryna jest biatkiem transportujagcym zelazo przez tozysko dla utrzymania
hemopoezy u ptodu [55]. Wystepuje w formie nieaktywnej i aktywnej
enzymatycznie, wykazujac aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy [56—58]. Czes¢
cukrowa uteroferyny stanowi 4,8%* czgsteczki i ztozona jest z pojedyn-
czych tancuchow o strukturze: Man5GIcNAc2 i Man6GIcNAc2 [59]. Okoto
30°/0 uteroferyny zsyntetyzowanej in vivo zawiera reszty Man-6-P zablo-
kowane N-acetyloglukozaming [59, 60]. tancuchy cukrowe uteroferyny
wydzielanej do Swiatta macicy nie zawierajg zewnetrznych reszt fosfora-
nowych.

Glikoproteina wydzielana przez fibroblasty transformowane wirusem
Kirstena jest biatkiem fosforylowanym o m.cz. 35000 [61]. W nietransfor-
mowanych komdérkach linii 3T3 glikoproteina nie ulega sekrecji. Dopiero
pod wptywem amin lizosomotropowych np. NH4Cl zostaje wydzielona do
$rodowiska, co sugeruje, ze ta glikoproteina moze by¢ niezidentyfikowa-
nym enzymem lizosomowym. Stwierdzono, ze tanicuchy oligosacharydowe
glikoproteiny wydzielanej przez komérki linii 3T3 transformowane wiru-
sem Kirstena wigza sie z receptorem fosfomannozylowym. Interakcja
z receptorem potwierdza wiec obecno$¢ fosfomannozylowego znacznika
w tancuchach cukrowych sekrecyjnej formy glikoproteiny. Dotychczas nie
wyjasniono jednak przyczyny iloSciowego wydzielania glikoproteiny do
medium. Przypuszcza sie, ze biatku temu brak nieokreslonych jeszcze bli-
zej wiasnosci warunkujgcych, obok znacznika, jego translokacje do lizo-
somow.

I11. Sutfurylowane glikoproteiny

W ostatnich latach sutfurylowane glikoproteiny zawierajgce fancuchy
zwigzane z Asn znaleziono w wielu komorkach i tkankach (Ryc. 4). Wy-
stepuja one m.in. w tkance moézgowej [62], w nerkach szczura [63], ptu-
cach ptodu cztowieka i kurczecia [64, 65], w komorkach $rédbtonka naczyn
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Ryc. 4. Struktura sulfurylowanych tancuchdéw oligosacharydowych: a— glikoprotein
NN i F otoczki wirusa SV5 [77]; b— hormonu luteinizujgcego owcy [72]; ¢ — ovo-
albuminy [74].

[66, 67], embrionach jaja jezowca [68] i melanocytach [69]. Reszty siar-
czanowe wykazano rdwniez w fibronektynie komdrek melanomy [70],
luteotropinie [71—73], albuminie jaja [74], w powierzchniowych gliko-
proteinach komérek tarczycy [75] oraz glikoproteinach wirusowych
[76, 77].

Stopien sulfurylacji glikoprotein jest rézny; okoto 10—20°/c ftancuchdéw
cukrowych moze ulega¢ estryfikacji [75, 77]. Sulfurylacji podlegajg rézne
tancuchy oligosacharydowe, zaréwno bogate w mannoze, hybrydowe jak
i ztozone. Reszty siarczanowe mogg wigza¢ sie z réznymi monosachary-
dami (mannoza, galaktozg, heksozaminami) w bocznych rozgatezieniach
tancucha oligosacharydowego, jak rowniez z resztami N-acetyloglukoza-
miny czesci rdzeniowej oligosacharydu. Zwigzanie reszty siarczanowej
z resztg N-acetyloglukozaminy czeSci rdzeniowej wymaga jednak uprzed-
nio dotgczenia w obecnosci N-acetyloglukozaminylotransferazy | pierw-
szego antenowego monosacharydu (N-acetyloglukozaminy) do reszty man-
nozy zwigzanej wigzaniem a-1,3 z (3-mannozg czesci rdzeniowej [78],
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Niewiele wiadomo o enzymach katalizujacych proces sulfurylacji tan-
cuchéw cukrowych glikoprotein. Poniewaz rézne reszty cukrowe wyste-
pujace w réznych miejscach tancuchow oligosacharydowych glikoprotein
ulegaja sulfurylacji, przypuszcza sie, ze nastepuje to badZz pod dziataniem
odrebnych sulfotransferaz o duzej specyficznosci substratowej, badz tez
przeciwnie, pod dziataniem sulfotransferaz o matej specyficznosci. Nie-
wiele rowniez wiadomo o mechanizmie procesu sulfurylacji. Ogolnie uwa-
za sie, ze reszty siarczanowe przenoszone sg z adenozyno-3'-fosfo-5'-sulfo-
fosforanu (PAPS) na odpowiednie akceptory. Wiadomo, ze nukleotyd ten
wystepujacy u ssakéw, drozdzy i bakterii powstaje z ATP i nieorganicz-
nego siarczanu w cytosolu [79, 80]. Przenoszenie za$ reszt siarczanowych
z PAPS na drobiny akceptorowe zachodzi w aparacie Golgiego. Nasuwa
sie pytanie w jaki spos6b PAPS staje sie dostepny dla sulfotransferaz
w Swietle aparatu Golgiego. W latach 1982—85 wykazano, ze zachodzi
translokacja PAPS, a takze innych nukleotydéw cukrowych poprzez btony
aparatu Golgiego [81—84]. W translokacji uczestnicza specyficzne dla
kazdego nukleotydu biatka transportujgce. Whniknieciu nukleotydu do
Swiatta aparatu Golgiego towarzyszy réownowazne uwolnienie odpowied-
niego mononukleotydu do cytosolu.

Rola biologiczna sulfurylowanych glikoprotein jest stabo poznana.
Przypuszcza sie, ze odgrywajg one pewng role podczas embriogenezy,
a takze podczas réznicowania komorkowego. By¢ moze uczestniczag w we-
wnatrzkomaérkowym ruchu i zageszczaniu glikoprotein w wakuolach.
Obecnos$¢ reszt siarczanowych moze zwieksza¢ stabilnos¢ glikoprotein
przez podwyzszenie opornosci na dziatanie egzoglikozydaz i proteinaz.

IV. Acylowane glikoproteiny blon

Acylowane glikoproteiny wykazali po raz pierwszy w 1979 roku
Schmidt i wsp. [85 86] w otoczce wirusa pecherzykowego zapalenia
jamy ustnej (VSV) i wirusa Sindbis. Autorzy stwierdzili, ze glikoproteiny
E! i E2wirusa Sindbis oraz glikoproteina G VSV wigzg kwasy tluszczowe,
ktére sa oporne na ekstrakcje rozpuszczalnikami organicznymi i/lub deter-
gentami. Mozna je natomiast uwolni¢ z glikoprotein na drodze fagodnej
hydrolizy metanolowym roztworem KOH [85]. Wigzanie kwaséw ttuszczo-
wych przez glikoproteiny wiruséw jest zjawiskiem szeroko rozpowszech-
nionym. Acylowanie glikoprotein stwierdzono bowiem zaréwno w przy-
padku réznych wiruséw, jak i réznych komdrek gospodarzy uzytych do
pomnazania wirusa [87]. Wybiorcze acylowanie tancuchéw polipeptydo-
wych obserwuje sie takze w biatkach pochodzenia nie wirusowego np. bli-
zej niezidentyfikowanego biatka o m.cz. 20 000 w fibroblastach kurczecia,
w komorkach KB cztowieka oraz w komdrkach myelomy myszy [88]. Wy-
kazano rowniez specyficzne wigzanie kwasu palmitynowego z receptorem
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transferyny w komarkach linii T wyprowadzonej z limfomy ludzkiej [89],,
z rodopsyna wotu [90] oraz z glikoforyng erytrocytow myszy [91].

Acylowanie jest procesem potranslacyjnym zachodzacym przypuszczal-
nie w btonach aparatu Golgiego [92, 93]. Wrazliwo$¢ acylowanych gliko-
protein na tagodng hydrolize alkaliczng oraz dziatanie hydroksylaminy
[88, 89], a takze skitad aminokwasowy fragmentu tancucha polipeptydo-
wego zwigzanego z bitong nasuwa przypuszczenie, ze kwasy tluszczowe
wigzg sie wigzaniem estrowym z resztami seryny taficucha polipeptydo-
wego tych biatek. Wydaje sie, ze sg acylowane fragmenty tancucha poli-
peptydowego, ktdre ulegajg zasocjowaniu z warstwga lipidowg btony.

Dotychczasowe dane doswiadczalne pozwolity na sformutowanie naste-
pujgcych hipotez na temat roli acylowanych glikoprotein [94]: 1) hipotezy
tzw. ,kotwicy”, 2) funkcjonalnego powigzania miedzy kwasami ttuszczo-
wymi a transportem i/lub procesem sortowania, 3) hipotezy fuzji. Hipoteza
pierwsza przyjmuje, ze kwasy tluszczowe moga stanowic¢ rodzaj lipofilnej
kotwicy utrzymujacej czasteczki acylowanych biatek w warstwie lipidowej
bton [87, 89, 95]. Przemawia za tym wysoka zawarto$¢ aminokwasow
hydrofilowych we fragmentach tancuchow polipeptydowych zasocjowa-
nych z btong. Wbudowywanie reszt acylowych w takie fragmenty mogto-
by zwieksza¢ hydrofobowos$¢, a przez to Scislejsze powigzanie glikoproteiny
z warstwg lipidowa. Hipoteza ta nie ttumaczy jednak faktu, ze wiele gliko-
protein zwigzanych z btonami nie ulega acylowaniu podczas biosyntezy
[87, 89]. Druga hipoteza jest oparta na spostrzezeniu, ze zmiany w acylo-
waniu glikoprotein zahamowujg wewngtrzkomorkowy transport biatka
z aparatu Golgiego do btony plazmatycznej [96]. Uwaza sie, ze reszty acy-
lowe stanowig sygnat dla transportu. Hipoteza ta nie wyjasnia jednak tego
faktu, ze nie wszystkie biatka transportowane i zatapiane w btonie ulegajg
acylowaniu. Trzecia hipoteze wysunieto na podstawie zdolnosci acylowa-
nych glikoprotein pochodzenia wirusowego do indukowania fuzji bton. Te
wiasciwos¢ wykazujg np. biatko F wirusa Sendai, HA2 wirusa grypy i E*
wirusa Colona, a takze kwas olejowy, od dawna znany czynnik fuzogenny
[97], obecny we frakcji kwasow tluszczowych uwolnionych z glikoproteiny
Ej wirusa Sindbis. Ktdra z hipotez okaze sie najblizsza rzeczywisto$ci wy-
kazg dalsze badania. Na uwage zastuguje fakt, ze nie tylko integralne bial-
ka bton ale rowniez biatka sekrecyjne moga ulega¢ acylowaniu [98], Kowa-
lencyjne dotgczenie kwasow tluszczowych moze odgrywac¢ pewng role
w ich metabolizmie.

Glikoproteiny moga ulega¢ rowniez modyfikacji przez wprowadzenie
w ich czasteczki bardziej ztozonych skiadnikéw. Wykazano, ze gliko-
proteina otoczki Trypanosoma brucei o m.cz. 50 000—60 000, podlega serii
niezwyktych modyfikacji potranslacyjnych [99]. Z C-konca tej gliko-
proteiny zostajg usuniete aminokwasy hydrofobowe, a z a-karboksylowa
grupg C-koncowego aminokwasu wigze sie wigzaniem amidowym gliko-
lipid o nieznanej jeszcze strukturze, ztozony z etanoloaminy, fosforanu,
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cukréw, glicerolu i kwasu mirystynowego [100]. Szybkos$¢ z jakag zachodzi
wbudowywanie glikolipidu przemawia za tym, ze w tym procesie pre-
formowany glikolipid zostaje w catoSci przeniesiony na tancuch polipepty-
dowy. Przyjmuje sie, ze C-koncowy glikolipid zakotwicza glikoproteine
w btonie plazmatycznej przez pograzenie sie w dwumolekularnej warstwie
lipidowej btony.

V. Uwagi koncowe

Szereg biatek ulega kontranslacyjnym i/lub potranslacyjnym modyfi-
kacjom [101]. Dzieki nim biatka uzyskujag nowe witasnosci i moga w bar-
dziej roznorodny sposéb wpitywaé na procesy komorkowe. Modyfikacje
kotranslacyjne takie jak glikozylacja tancucha polipeptydowego z utwo-
rzeniem wigzania N-glikozyloaminowego oraz ograniczona proteoliza (ang.
limited proteolysis) zachodzag w momencie, kiedy syntetyzowany tafAcuch
polipeptydowy jest jeszcze zwigzany z rybosomami. Do modyfikacji po-
translacyjnych nalezg m.in. glikozylacja prowadzaca do utworzenia wigza-
nia O-glikozydowego, cze$ciowa proteoliza (ang. partial proteolysis) jak
rowniez fosforylacja, sulfurylacja i acylowanie. Ostatnio Lederkre-
mer i Parodi [102] wykazali 3-O-metylacje reszt mannozy w boga-
tych w mannoze tafncuchach oligosacharydowych glikoprotein grzyba Mu-
cor rouxii. Oporno$¢ oligosacharydow na dziatanie a-mannozydazy wyka-
zuje, ze reszty 3-O-metylowe mannozy znajdujg sie blisko nieredukuja-
cego konca lub sg koncowymi monosacharydami stabo rozgatezionych tan-
cuchéw cukrowych. Brak reszt metylowych w czasteczce prekursorowego
tetradekasacharydu przemawia za tym, ze metylacja reszt mannozy w cza-
steczkach glikoproteiny grzyba jest potranslacyjng modyfikacjg tancu-
chéw cukrowych. Rola biologiczna metylowanych oligosacharydéw nie jest
jeszcze znana. Z dotychczasowych danych wynika, ze modyfikacje biatek
moga modulowac¢ ich sekrecje, wewngatrzkomdérkowy transport, procesy
procesy endocytozy zachodzace z udziatem receptoréw jak réwniez procesy
degradacji czasteczek biatek. Ostateczne wyjasnienie funkcji biologicznej
zmodyfikowanych glikoprotein dostarcza zapewne dalsze badania.

Zaakceptowano do druku 27 czerwca 1986 r.
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I. Wstep

JesteSmy obecnie $wiadkami szybkiego postepu w dziedzinie wykorzy-
stania przez przemyst osiggnie¢ nauk podstawowych, takich jak: bio-
chemia, mikrobiologia, genetyka. Spowodowato to zwiekszenie zaintereso-
wania osrodkéw naukowych badaniami, ktére znajdujg zastosowania
przemystowe. Do takich niewatpliwie zalicza sie tematyka zwigzana
ze sztucznymi membranami enzymatycznymi oraz reaktorami membra-
nowymi.

Btona biologiczna stanowi bariere selektywnie przepuszczajaca jedne,
a zatrzymujaca inne sktadniki roztworow uczestniczagce w metabolizmie
komorkowym organizméw ro$linnych i zwierzecych.

* Dr, Instytut Chemii Organicznej i Fizycznej Politechniki Wroctawskiej, Wy-
brzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw, ** Prof. dr hab. inz., Instytut Inzynierii
Ochrony Srodowiska Politechniki Wroctawskiej, Wybrzeze Wyspiafiskiego 27, 50-370
Wroctaw, ** Dr inz., Politechnika Rzeszowska, ul. W. Pola 2, 35-959 Rzesz6w
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Dzieki zaawansowaniu badan mikrobiologicznych i biochemicznych
mozna dzi$ precyzyjnie okresli¢ przynajmniej wiekszos¢ funkcji transpor-
towych i separacyjnych bton naturalnych. Jak w wielu innych znanych
przypadkach w rozwoju techniki, réwniez w tym przypadku, poznanie
struktury bton biologicznych i zwigzanej z nig fenomenologii zjawisk
biegnagcych przy ich udziale pozwolito na synteze odpowiednich sztucznych
materiatéw bionotwdrczych i rozwdj technik ich formowania w membrany.

Termin ,,membrany” jest dzi§ w polskiej nomenklaturze technicznej
synonimem bton sztucznych czy syntetycznych i jednoznacznie odréznia je
od bton naturalnych czy biologicznych, nie powinien by¢ zatem elimino-
wany z biologicznej literatury specjalistycznej.

Stosowanie terminu membrana nie ma jedynie waloru semantycznego.
Struktura bion sztucznych czy syntetycznych rézni sie w sposéb istotny
od struktury swego pierwowzoru, rowniez w przypadku tzw. homogen-
nych membran o wysokim stopniu uporzgdkowania czgstek polimeru.

Przy tworzeniu sztucznego materiatlu membranowego nalezy wyraznie
rozgraniczaé dwa stadia — synteze materiatu btonotworczego i jego pre-
parowanie w celu wytworzenia formy uzytkowej membrany. W nie-
ktérych przypadkach wytworzenie membrany ogranicza sie do procesu
jednoetapowego. O roboczych formach membran bedzie jeszcze mowa.

Wreszcie nalezy zauwazyé, ze zakres znaczeniowy terminu ,,membrana
sztuczna” jest szerszy od ,membrana syntetyczna”, gdyz mieszczg sie
w nim obok organicznych membran polimerowych réwniez membrany
mineralne — szklane czy ceramiczne — oraz inne potencjalne materiaty
membranowe.

Istotnego znaczenia technicznego nabierajg rowniez uktady emulsyjne,
np. woda—olej—woda czy olej—woda—olej, nazywane membranami cie-
ktymi. W takim miedzyfazowym ukiadzie zachodzg interesujgce procesy
transportowe, w ktorych gtdwng role odgrywa gradient aktywnos$ci che-
micznych.

Problem gradientow, jako sity motorycznej wszystkich proceséw mem-
branowych, wymaga réwniez krotkiego omdwienia. NajczesSciej stosowane
techniczne procesy membranowe wykorzystujg takie zjawiska jak: roznice
cisnien (mikrofiltracja, ultrafiltracja, odwrécona osmoza czyli hiperfiltra-
cja), réznice potencjatu elektrycznego (elektrodializa, elektroosmoza), roz-
nice aktywnosci chemicznych czyli stezen (dializa Donnana, ciekte mem-
brany), roznice cisnienia parcjalnego par wynikajgca z gradientu tempe-
ratur (destylacja membranowa, perwaporacja) [1], (Ryc. 1).

Techniczny sens wielu procesow membranowych wynika jednak réw-
niez, a moze przede wszystkim, ze swoistych, specyficznych wilasnosci
materiatu membranowego. Pod tym wzgledem mozna wyr6zni¢ dwa gtéw-
ne mechanizmy transportowo-separacyjne. Pierwszy z nich zwigzany jest
z budowg przestrzenng materiatu membranowego, nadajgcg mu wiasnosci
sita, w skrajnie subtelnym wymiarze — sita molekularnego, przepuszcza-
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Ryc. 1. Sity motoryczne proces6w membranowych

jacego czastki mniejsze, a zatrzymujgcego wieksze, tak na poziomie roz-
tworu rzeczywistego jak tez ukiadéw koloidalnych czy makrozawiesino-
wych.

Drugi mechanizm jest znacznie bardziej skomplikowany i wigze sie
z wbudowaniem do materialtu membranowego specyficznych uktadow
o wiasnosciach jonowymiennych, katalitycznych, redoksowych, poiprze-
wodnikowych, mikrobiologicznych w tym enzymatycznych i innych. W ta-
kim uktadzie membrana poza spetnieniem funkcji separacyjno-transporto-
wych jest rowniez nosnikiem uktadow czynnych odpowiedzialnych za bieg
odpowiednich reakcji chemicznych, biochemicznych i fizycznych.

Il. Procesy membranowe

W dazeniu do konkretnego celu technologicznego niezbedne jest
uwzglednienie dwoch podstawowych kryteridw: sity napedowej procesu
(wystepujacego gradientu, o ktorym juz byta mowa) oraz natury rozdzie-
lanych skiadnikow.

Jezeli chodzi o witasnosci czastek rozdzielanych przez membrane to na
wybor i przebieg procesu najistotniejszy wptyw majg takie ich cechy jak:

— wielkos$¢ i ruchliwosg,

— podatno$¢ na hydratacje, solwatacje lub inne formy aglomeraciji,

— stan dysocjacji, jonizacji czy inna forma czynnosci elektrycznej,

— specyficzne witasnosci chemiczne, a ws$rdéd nich: ,agresywnosc¢”
w stosunku do materiatu membrany lub blokowanie jej powierzchni czy
poréw, niestabilnos¢ w dynamicznych warunkach operacji membranowej.

6*
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Ryc. 2. Stan zaawansowania badan nad procesami membranowymi oraz Swiatowy
rynek urzadzen wykorzystujacych te procesy

Potencjalne mozliwosci zastosowania okreslonej operacji membranowej
nie sg jeszcze jednoznaczne z techniczng dyspozycyjnoscig danego procesu.
Zakorzenione juz w praktyce i rozwiniete techniki: odwrécona osmoza
i elektrodializa, dzieki dobrze opanowanej preparatyce membran i oprzy-
rzagdowaniu przemystowemu, sg szeroko stosowane w rdznych dziedzinach.
W niektérych konkretnych przypadkach te zastosowania wynikajg bar-
dziej z dyspozycyjnosci danej techniki membranowej niz z warunkéw pro-
cesu. W takich wypadkach znajduja swa szanse nowe, mniej jeszcze roz-
winiete operacje membranowe, przy ktorych proces biegnie z lepszymi
wydajnosciami i przy lepszym bilansie energetycznym. Pojawia sie tez
duza grupa proceséw, ktore nie bylty mozliwe do realizacji bez zastosowa-
nia nowych technik membranowych. Aktualny stan rozwoju poszczegdl-
nych technik membranowych zawarty jest w opracowaniu Drioli [2]
i schematycznie przedstawiony na rycinie 2. Ukazuje on stan technicznego
zaawansowania poszczegoOlnych operacji membranowych mierzony wiel-
koscig sprzedazy poszczegdlnych systemow i ich niezawodnos$cig. Widoczne
jest, ze najbardziej zaawansowane sg takie, konwencjonalne juz procesy
membranowe, jak: dializa, mikrofiltracja, ultrafiltracja, hiperfiltracja (od-
wrocona osmoza) i elektrodializa. Prace badawcze w zakresie tej grupy me-
tod sprowadzaja sie gtownie do optymalizacji procesu. Popyt na urzadzenia
tego typu zaczyna sie stabilizowa¢. Druga grupa operacji wykorzystuje
takie procesy, jak kontrolowane uwalnianie, separacja gazowa, perwapora-
cja, ciekte membrany, membranowe elektrody i elektrolizery. Tu sprzedaz
systemow jest globalnie znacznie nizsza, a dynamika sprzedazy duzo wiek-
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sza. Metody te odznaczajg sie wystarczajaca juz niezawodnos$cig. Badania
dotyczg gtdwnie prac rozwojowych. Wreszcie trzecia grupa operacji wy-
korzystuje: utatwiony transport, transport aktywny, reaktory membrano-
we, membranowy sprzet medyczny inny niz sztuczna nerka, membranowe
systemy konwersji energii. Techniki te nie wyszly jeszcze w wiekszoSci
z fazy badan podstawowych, sg juz jednak rynkowo osiggalne, lecz ich
ogoblna sprzedaz jest mata.

I11. Membrany jako narzedzia w biotechnologii

W dwu ci$nieniowych procesach membranowych, jak hiperfiltracja
i ultrafiltracja, stosuje sie bardzo zblizony typ materiatu membranowego
oraz urzgdzen technicznych. RoO6zni je zasadniczo zakres stosowanych
ciSnieh roboczych przy hiperfiltracji o rzagd wyzszy oraz molekularny po-
ziom rozdziatu czastek rozpuszczonych czy zawieszonych.

Hiperfiltracja polega na przepuszczeniu wody, a zatrzymaniu wszyst-
kich pozostatych czastek roztworu rzeczywistego. Jezeli sg to czastki soli,
to w roztworze panuje ci$nienie osmotyczne proporcjonalne do stezenia
roztworu i aby spowodowaé przeptyw rozpuszczalnika od roztworu stezo-
nego do rozcienczonego, nalezy przytozy¢ cisnienie przewyzszajgce roznice
cisnien osmotycznych. Stad tez inna nazwa tego procesu brzmi: odwrdécona
osmoza. Zazwyczaj stosuje sie ciSnienia robocze wynoszgce kilka MPa
(kilkadziesigt atmosfer).

W trakcie ultrafiltracji przepuszczany jest rozpuszczalnik oraz czastki
soli, a zatrzymywane wieksze czastki organiczne. Cisnienie osmotyczne nie
wywiera tutaj znaczacego wptywu na przebieg procesu i stad ci$nienia ro-
bocze nie przekraczajg 0,2 do 0,5 MPa (2 do 5 atm).

Pierwszym materiatem btonotwdrczym zastosowanym z powodzeniem
do hiper- i ultrafiltracji byty wielooctany celulozy, ktore nadal sg naj-
szerzej stosowane do odsalania i uzdatniania wody, zwlaszcza metodg
ultrafiltracji. Stosowano tez wiele innych polimeréw, w tym najczesciej
poliamidy, a ostatnio polisulfony.

Najlepsze efekty filtracyjne osiggnieto przy uzyciu tzw. membran asy-
metrycznych (ryc. 3), w ktérych mikroporowaty materiat membrany, sta-
nowigcy ponad 90% jej przekroju, pokrywa cienka warstewka, tzw. ,,skdr-
ka”, utworzona z tego samego polimeru, lecz o znacznie subtelniejszej
porowatosci. To w tej witasnie warstwie uzyskuje sie wiasciwy efekt sita
molekularnego, a pozostaty przekrdj membrany spetnia funkcje nos$nika
nadajacego jej ksztalt i wytrzymatos¢. Rurkowg membrane symetryczng
(tzn. bez wyr6znicowanej skorki) przedstawia rycina 4.

Charakteryzujgc rozwigzania aparaturowe mozna wyr6zni¢ eonajmniej
pie¢ grup systemdéw operacyjnych, ktére stosowane sg w hiper- i ultrafil-
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Ryc. 3. Przekréj poprzeczny przez piaskg membrane ultrafiltracyjng o strukturze
asymetrycznej

2R

Ryc. 4. Membrana ultrafiltracyjna w postaci mikrorurki. Wyciety fragment Scianki
ukazuje symetryczng strukture poréw

tracji i wigzg sie z ksztattem jaki nadano materiatowi membranowemu.
Sg to:

a) system plytowo-ramowy, w ktorym stosuje sie ptaskie arkusze
membran; stracit on znaczenie w technologiach odsalania, ale ma i moze
mie¢ rosngce znaczenie przy ultrafiltracji, w tym w reaktorach membra-
nowych,

b) system modutéw spiralnych, w ktérym stosuje sie réwniez mem-
brany ptaskie w postaci zrolowanej, co powoduje, ze dziata podobnie jak:

— system rurowy, zbudowany z rur no$nych z materiatu porowatego
pokrytych wewnatrz wiasciwg membrana,

— system mikrorurkowy, zwany tez czasem kapilarnym lub ,Spa-
getti”, ztozony z peku mikrorurek we wspélnej obudowie,

http://rcin.org.pl
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— system widkien kapilarnych, rowniez pracujagcych w pekach.

Nie wchodzgc w szczeg6ty operacyjne mozna tylko stwierdzi¢, ze kazdy
z wymienionych systemdw ma okre$lone wady i zalety, stad optymalne
ich stosowania wigzg sie z réznymi procesami i warunkami, w Kktorych
biegna.

Sposréd komercjalnie dostepnych membran najlepiej spetniaja wyma-
gania technologiczne membrany ultrafiltracyjne, tak w formie arkuszy,
jak i tez rurowej.

Arsenat srodkéw jakimi dysponuje dzi$ technologia polimeréw i pre-
paratyka membran pozwala jednak rdwniez na tworzenie materiatu mem-
branowego specjalnie przeznaczonego do peinienia okre$lonych zadan
w bioreaktorach.

IV. Immobilizacja enzymo6w z uzyciem membran ultrafittracyjnych

Unieruchamianie enzymow lub catych komorek jest od dawna przed-
miotem licznych badan. Pierwsze prace nad enzymami unieruchomionymi
przy pomocy membran miaty na celu modelowanie warunkéw i struktur
wewnatrzkomadrkowych [3, 4]. Rosngce zainteresowanie immobilizowanymi
enzymami wigze sie obecnie przede wszystkim z zastosowaniami przemy-
stowymi. Ocenia sie bowiem, ze technika ta doprowadzi do znacznego ob-
nizenia kosztdw procesow biotechnologicznych. W skali produkcyjnej im-
mobilizowane enzymy mozna stosunkowo tatwo odzyskiwaé lub stosowaé
je w metodach ciggtych. Immobilizacja polega badz na zwiazaniu biatka
enzymatycznego ze statym nos$nikiem, badZz tez na zamknieciu enzymu
w ograniczonej przestrzeni. Schemat sposobéw immobilizacji podany jest
na rycinie 5.

IM MOBILIZACJA

WIAZANIE
Z NOSNIKIEM

2.8

ADSORPCJA WIAZANIE WIAZANIE SIECIOWANIE

ZAMYKANIE

INKLUZIA ZAMYKANIE
JONOWE KOWALENCYJNE W STRUKTURE MEMBRANA
POLIMERU
KAPSULKOWANIE PRZEGRODA
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Ryc. 5. Sposoby immobilizacji enzymoéw
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Nosnik, z ktérym enzym jest zwigzany moze by¢ uformowany w rézny
sposéb. Najczesciej sg to kulki, moga to by¢ réwniez ptaskie membrany,
rurki lub mikrorurki. W zastosowaniach przemystowych membrany o wia-
Sciwosciach katalitycznych umozliwiajg potgczenie rozdziatu sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej z samg reakcjg. Obszerny wykaz prac na temat
ptaskich membran oraz rurek i mikrorurek z immobilizowanymi enzy-
mami znalez¢é mozna w ksigzce Chibaty [5].

1V-1. Metody fizyczne

Na wstepie wspomniano o tym, ze unieruchomienie enzymu mozna
osiggnaC przez fizyczne zamkniecie w pewnej, okreSlonej przestrzeni.
Mozna to uzyska¢ w dwojaki spos6b. Mieszanina reakcyjna zawierajgca
enzym moze by¢é zamknieta w przestrzeni ograniczonej membrang albo
enzym moze byé zamkniety w strukturze polimeru tworzagcego membrane.
W pierwszym przypadku membrana stanowi $ciany lub jedng ze $cian
reaktora. Do tego celu wykorzystuje sie membrany o tak dobranych wiel-
kosSciach poréw, aby nie przepuszczaly danego enzymu.

Wprowadzenie enzymu w strukture membrany moze mie¢ miejsce
w czasie jej wytwarzania lub tez po jej uformowaniu. Najbardziej roz-
powszechniong metoda produkcji membran UF jest wylewanie ich z roz-
tworu polimeru. Chcgc wprowadzi¢ enzym w strukture membrany dodaje
sie go do roztworu, z ktérego wytwarza sie membrane. Ten sposéb im-
mobilizacji jest najcze$ciej stosowany w przypadku membran z octanu
celulozy [6, 7]. Warunki w jakich uzyskuje sie membrany z innych
polimeréw, a szczeg6lnie rozpuszczalniki materialu membranowego, moga
powodowac denaturacje biatka. Wprowadzenie enzymu do gotowej mem-
brany odbywa sie przez filtrowanie roztworu zawierajagcego enzym przez
asymetryczng membrane w kierunku odwrotnym do normalnego przepty-
wu ultrafiltracyjnego. Ten sposéb immobilizacji wymaga dobrania odpo-
wiedniej wielkoSci porow warstwy podporowej membrany w stosunku do
wielkosci biatka enzymatycznego. Aby zapobiec wymywaniu enzymu
z membrany mozna dodatkowo stosowa¢ czynnik sieciujgcy np. aldehyd
glutarowy.

We wszystkich wymienionych do tej pory metodach stosuje sie mem-
brany ptaskie, rurowe lub witokna kapilarne. Moduty z pekow widkien
kapilarnych dajg jeszcze dodatkowe mozliwosci immobilizacji; enzym
mozna zamkng¢ w przestrzeni wewngtrz widkien, roztworem enzymu moz-
na wypetnia¢ przestrzen na zewnatrz wtékien lub moze on tkwié¢ w struk-
turze samych membran (Ryc. 6).

Innym prostym sposobem immobilizacji jest wykorzystanie zjawiska
polaryzacji stezeniowej towarzyszacej procesowi ultrafiltracji. Podczas
ultrafiltracji roztworu enzymu stezenie jego czasteczek przy powierzchni
membrany moze by¢ na tyle duze, ze wytworzona w ten sposob warstwa
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Ryc. 7. Schemat powstawania zjawiska polaryzacji stezeniowej

uzyskuje strukture zelu. Zjawisko to jest schematycznie przedstawione na
rycinie 7.

Badaniami nad immobilizacjg enzymow przez tzw. ,,zelowanie” zajmuje
sie od wielu lat Uniwersytet w Neapolu [8, 9, 10]. Poczatkowo badano tam
zelowanie czystego biatka enzymatycznego — kwasnej fosfatazy i (3-gluko-
zydazy na powierzchni membran z octanu celulozy. W dalszych pracach
stosowano réwniez inne substancje jako $rodki wspomagajgce proces zelo-
wania biatka enzymatycznego oraz inkludowano enzymy w zelach tworzo-
nych przez biatka nieaktywne. Prowadzono tez prace nad sprzeganiem
(przed ultrafiltracjg) enzymu z albuming surowicy krwi przy pomocy
aldehydu glutarowego [11]. Warstewka zelu zawierajgcego enzym osiagata
grubos¢ okoto 0,005 cm. Stosowano tez zelowanie biatka enzymatycznego
wraz z dtugotancuchowymi polimerami — Separanem, dextranem lub CM-
celuloza [12]. Immobilizowana tg technikg fosfataza kwasna wykazywata
dobra odporno$¢ na denaturacje termiczng i naprezenia $cinajgce [13].
Ostatnio technike zelowania zastosowano réwniez do unieruchamiania
enzymu jabtczanowego (E.C.1.1.1.40) i spos$rdod kilku innych wytypowano
ja jako metode najlepszg do praktycznego wykorzystania [14].

W omawianych wyzej badaniach uzyskano zel, ktéry wykazuje dobra
wytrzymato$¢ na naprezenia $cinajace wywotane przeptywem cieczy nad
powierzchniag membrany. Mozna sadzi¢, ze stosowany polimer nie miat
istotnego wptywu na aktywnos$¢ enzymatyczng. Przy tej metodzie im-
mobilizacji pozorny spadek aktywnos$ci wtasciwej enzymu (w stosunku do
aktywnosci enzymu swobodnego) spowodowany prawdopodobnie oporami
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transportu substratu i produktu, jest poréwnywalny z innymi metodami
immobilizacji.

Efekt stabilizacji i zwiekszenia odpornosci na zrywanie podczas mie-
szania i przeptywu cieczy osiggnieto rdwniez przez utworzenie btony z in-
kludowanym enzymem [11] podobnej do btony otrzymywanej przez odpa-
rowanie roztworu biatka nieaktywnego i enzymatycznego [15]. Metoda ta
zastuguje na uwage zwilaszcza dlatego, ze jest wyjatkowo prosta i tatwa
do stosowania nawet wtedy, gdy dysponuje sie tylko stosunkowo prymi-
tywnym urzadzeniem do ultrafiltracji. Technika ta daje tez mozliwosci
tworzenia uktadow wieloenzymatycznych, ktére brane sg obecnie pod
uwage, jako te, ktére mogg zastgpi¢ immobilizowane komoérki.

1V-2. Metody chemiczne

Enzym mozna takze uruchomié przez chemiczne zwigzanie z materia-
tem polimerycznym. Wigzania kowalencyjne silnie wigzg enzym z mem-
brang, lecz rownocze$nie moga powodowac¢ zmiany konformacji centrum
aktywnego dajac w efekcie obnizenie lub zanik aktywnosci enzymu, nie-
zaleznie od mozliwosci powstania ograniczen przestrzennych i wynikaja-
cego z nich utrudnionego dostepu substratu do centrum aktywnego. Bar-
dzo czesto enzymy immobilizuje sie w membranach z octanu celulozy. Jest
to konsekwencjg faktu, ze octan celulozy jest surowcem, z ktérego wy-
twarza sie membrany ultrafiltracyjne, z drugiej zas strony celuloza i jej
pochodne sg dobrymi nosnikami przy immobilizacji enzymoéw. Na popular-
nos¢ celulozy ztozyto sie kilka przyczyn, miedzy innymi niska cena, duza
hydrofilno$¢, prostota syntezy rdznego rodzaju pochodnych. Zwigzanie
enzymu z celulozg przeprowadza sie na og6t stosujac wielofunkcyjne,
niskoczasteczkowe zwigzki sprzegajace takie, jak aldehyd glutarowy, troj-
chlorek triazyny, CNBr i inne [16]. Pomimo duzego rozpowszechnienia
noé$niki celulozowe majg kilka dotkliwych wad, z ktérych najwazniejsza
jest podatno$¢ na rozktad pod wptywem mikroorganizméw. Celuloza ma
silne wiasnosci sorpcyjne w stosunku do biatka, a wiec po procesie im-
mobilizacji do usuniecia nadmiaru biatka trzeba stosowaé roztwory o wy-
sokiej sile jonowej, co w przypadku enzymow oligomerycznych prowadzié
moze do ich dysocjacji.

Innym tworzywem, ktdre jest wykorzystywane do produkcji membran
ultrafiltracyjnych, a réwnoczesnie stuzy jako nosnik do immobilizacji en-
zymow jest poliamid. Tworzywa poliamidowe aktywuje sie przez che-
miczne odblokowanie grup aminowych [19], miedzy innymi przez kwasng
hydrolize. Immobilizacja enzymu nastepuje w wyniku sprzegania aldehy-
dem glutarowym [17, 18].

Kolejnym tworzywem, ktdre ostatnio coraz powszechniej stuzy do pro-
dukcji membran jest polisulfon. Tworzywo to nie nadaje sie do bezpos$red-
niego wigzania enzymu ze wzgledu na brak odpowiednich grup funkcyj-
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nych, a modyfikacje chemiczne pogarszajg wiasnosci ultrafiltracyjne
membrany [20]. Staude i in. [20, 21, 22] otrzymali membrane poli-
sulfonowg o dobrych witasnosciach ultrafiltracyjnych, ktéra réwnoczesnie
dawata mozliwo$é kowalencyjnego wigzania enzymu. Byly to membrany
heterogenne, ktérych matryce stanowit polisufnon, natomiast wprowadzo-
ny do roztworu, z ktérego wylewano membrane, eter poliarylowy z odpo-
wiednimi podstawnikami, umozliwiat wigzanie enzymu.

Rozwdj chemii tworzyw sztucznych stwarza niewatpliwie nowe per-
spektywy chemicznej immobilizacji enzymow i produkcji doskonalszych
membran ultrafiltracyjnych. Nalezy jednak pamieta¢, ze fizyczna immobi-
lizacja moze mieé réwniez szerokie zastosowanie, zarobwno w badaniach
laboratoryjnych, jak i w przemys$le. Unika sie wtedy niebezpieczenstwa
czesciowej dezaktywacji enzymu w wyniku zmian chemicznych i struktu-
ralnych w obrebie centrum aktywnego. Zmiany te w wiekszym stopniu
wptywajg na aktywno$¢ enzymu niz ograniczenie przestrzenne spowodo-
wane wbudowaniem enzymu w strukture membrany [16].
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I. Typy reaktoréw membranowych

Poprzedni nasz artykut dotyczyt enzymatycznych membran [1]. Obec-
nie chcemy sie zajagé reaktorami, ktérych czescig sktadowa sa sztuczne
membrany ultrafiltracyjne. Membrane takg mozna wykorzysta¢ jako pot-
przepuszczalng przegrode zatrzymujgcg czastki wieksze od wymiaru po-
réw. Mozna jg zatem zastosowac jako przegrode zamykajaca (immobilizu-
jacg) enzym w pewnej, okreSlonej przestrzeni. Najprostszym urzgdzeniem
tego typu jest komora ultrafiltracyjna stuzgca réwnoczes$nie jako reaktor
z catkowitym wymieszaniem. Substrat podawany jest do reaktora pod
cisnieniem, a odbierany jest ultrafiltrat zawierajgcy produkt reakcji

* Dr, Instytut Chemii Organicznej i Fizycznej Politechniki Wroctawskiej, Wy-
brzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw, ** Dr inz., Politechnika Rzeszowska, ul.
W. Pola 2, 35-959 Rzeszéw, *** Prof. dr hab. inz., Instytut Inzynierii Ochrony Srodo-
wiska Politechniki Wroctawskiej, Wybrzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw.
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Ryc. 1. Schemat bioreaktora, ktérego jedng $ciane stanowi membrana ultrafiltracyjna

SUBSTRAT

REAKTOR POMPA

Ryc. 2. Bioreaktor typu przemystowego z urzgdzeniem ultrafiltracyjnym do oddzie-
lania produktéow reakcji od enzymu

(Ryc. 1). Taki zblokowany uktad stosowany jest przede wszystkim do ce-
I6w laboratoryjnych. W aparaturze przemystowej komora reakcji i urza-
dzenia ultrafiltracyjne sa przestrzennie rozdzielone (Ryc. 2). Zasadnicze
cechy obu reaktoréw sg podobne. £gczg one zalety reaktora z catkowitym
wymieszaniem z zaletami reaktora z immobilizowanym enzymem. Enzym
jest zatrzymywany w ukiladzie, nie obserwuje sie tu spadku jego aktyw-
noSci, nie ma bowiem ograniczenia kontaktu centrum aktywnego z czj-
steczkg substratu. Dalsze zalety takiego systemu ujawniajg sie w przypad-
kach substratow nierozpuszczalnych lub wielkoczasteczkowych, ktore
w wyniku reakcji dajg produkty niskoczgsteczkowe. Wtedy zaréwno en-
zym jak i substrat sg catkowicie zatrzymywane, a jedynie produkt reakcji
jest usuwany na zewnatrz reaktora. Reaktor taki moze pracowaé¢ w sposob
ciagty, przy wysokich stezeniach substratu gwarantujgcych wysycenie
enzymu, przy czym nie trzeba obawiac sie, ze reakcja bedzie hamowana
przez produkty. Ograniczenie czasu pracy takiego reaktora wynika gtdwnie
ze zmniejszania sie przeptywu ultrafiltracyjnego wywotanego zjawiskiem
polaryzacji stezeniowej. Przy powierzchni membrany powstaje gradient
stezenia czastek zatrzymywanych. Prowadzi to do formowania sie tzw.
warstwy polaryzacyjnej stwarzajgcej dodatkowe opory hydrauliczne.
Makroczasteczki mogg rowniez adsorbowac sie¢ na powierzchni membrany
lub zatykac jej pory. Przy diuzszej pracy moze dojsé nawet do catkowitego
zatkania membrany. Przeciwdziata sie tym zjawiskom w rdzny sposob,
zwiekszajac tzw. transport powrotny (od powierzchni membrany) np. przez
dobranie odpowiednich warunkéw hydrodynamicznych, przez stosowanie
membran asymetrycznych, mniej podatnych na zatykanie oraz przez dobér
odpowiedniego tworzywa z ktérego wykonana jest membrana.

W celu zwiekszenia wydajnosci reaktora stosuje sie mozliwie duzg
powierzchnie membran. Uktadem, ktéry zapewnia najlepszy stosunek po-
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Ryc. 3. Schemat modutu ultrafiltracyjnego z widknami kapilarnymi. Po prawej stro-
nie pokazano przekréj poprzeczny. (W rzeczywisto$ci modut moze zawieraé¢ do kilku
tysiecy wiokien)
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Ryc. 4. Schemat membrany ultrafiltracyjnej w postaci mikrorurki (wtékna kapilar-
nego) z enzymem immobilizowanym w porach membrany

wierzchni membran do objetosci urzadzenia sg moduty z widknami kapi-
larnymi (Ryc. 3). Moduty kapilarne moga tez by¢ same reaktorami. Mozli-
wych jest tutaj kilka uktadow, a wybdr najodpowiedniejszego zalezy od
reakcji, jaka ma byé w nim prowadzona. Mozna roztworem enzymu wy-
petnié przestrzen w module na zewnatrz membran. Enzym moze by¢ tez
immobilizowany w obrebie poréw asymetrycznej membrany. Wewnetrzna
»Skorka” takiej membrany jest nieprzepuszczalna dla enzymu, natomiast
pozwala na swobodny przeptyw substratu i produktu. Substrat dyfunduje
do przestrzeni poréw, gdzie jest przetwarzany przez znajdujacy sie tam
enzym, a produkt dyfunduje z powrotem do przeptywajacego przez $wia-
tto membran roztworu i jest odbierany na zewnatrz (Ryc. 4). Efektywnos$¢
takiego reaktora jest ograniczona gtéwnie przez szybko$é dyfuzji substratu
i produktu.

Poza prezentowanymi powyzej, klasycznymi juz rozwigzaniami, stoso-
wane sg reaktory, w ktérych enzym jest immobilizowany na powierzchni
membrany w warstwie zelowej. Uklady takie bedg omdwione w dalszej
czesci pracy.

Il. Kinetyka reakcji w réznych uktadach modelowych

Wspomniano poprzednio, ze immobilizacja enzymu czesto pocigga za
sobg spadek szybkoSci reakcji enzymatycznej nie wynikajagcy z modyfikacji
biatka enzymatycznego. Przyczyn moze by¢ kilka, z ktérych gtowng jest
przestrzenne utrudnienie dostepu do centrum aktywnego. Druga, nie mniej
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wazng przyczyna jest powolny transport dyfuzyjny substratu do centrum
aktywnego enzymu tkwigcego wewnatrz no$nika. Wchodzg rowniez w gre
sity elektrostatyczne i chemiczne pomiedzy nos$nikiem a substratem, ktore
moga dziata¢ odpychajgco na czasteczki substratu. Réwniez nie bez zna-
czenia jest lokalna zmiana mikrosrodowiska enzymu, na przyktad wzrost
lub spadek pH odbijajacy sie na szybkos$ci reakcji. Obszerny opis kinetyKki
immobilizownych enzyméw oraz komorki traktowanej jako uktad immo-
bilizowanych biokatalizatorow ograniczonych pétprzepuszczalng membra-
ng, podaje w pracy przeglagdowej Kasche [2].

Jednym z podstawowych parametréw, za pomocg ktérego mozna po-
rownywac aktywnosci danego enzymu w roznych uktadach, jest wspot-
czynnik efektywnosci r), ktory jest stosunkiem poczatkowej szybkosci re-
akcji w uktadzie z immobilizowanym biokatalizatorem do poczatkowej
szybkosci reakcji z biokatalizatorem w roztworze przy jednakowych ilo-
$ciach biokatalizatora. Odchylenia tego wspo6tczynnika od jednos$ci swiad-
czg o wplywie dodatkowych czynnikow na kinetyke reakcji. Najczesciej
wartosci wspotczynnika sg mniejsze od jednosci ze wzgledu na ogranicze-
nia szybkos$ci transportu masy. Moga jednak zachodzi¢ przypadki uzyski-
wania wartosci r} wiekszej od jednosci. Dzieje sie tak zwlaszcza wtedy,
gdy mamy do czynienia z reakcjg nieizotermiczng lub hamowaniem przez
produkt. Wspotczynnik ten w przypadku rédznych stezen substratu mozna
tatwo obliczy¢ ze wzoru 2:

= V% V)
gdzie: V i V' sg odpowiednio szybkosciami reakcji dla enzymu w roztwo-
rze i enzymu immobilizowanego
S — stezenie substratu
Za pomocg wspodtczynnika n mozna ilosciowo okreslic wplyw poszczegol-
nych czynnikéw na prace reaktora z immobilizowanym enzymem

I1-1. Reaktor z widkien kapilarnych

W praktyce najczesciej spotyka sie uktady, w ktdrych urzadzenia ultra-
filtracyjne jest potgczone z reaktorem z catkowitym wymieszaniem. En-
zym, substrat i produkt znajdujg sie w komorze reaktora, gdzie mieszanie
jest na tyle intensywne, ze nie wystepujg gradienty stezeA zadnego
ze sktadnikbw mieszaniny reakcyjnej. Ogolny opis kinetyki reakcji w ta-
kim systemie jest taki sam, niezaleznie od tego czy zastosujemy modut
ultrafiltracyjny z wtokien kapilarnych czy z ptaskich membran, czy uktad
jest zblokowany, czy rozdzielony. Przedstawia sie on nastepujgco [3]:
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gdzie: X — stopien przereagowania = S,— S :S0
S0 — poczatkowe stezenie substratu (w doptywie)
S —stezenie substratu w reaktorze
— wzgledna stata Michaelisa
k — stata szybkosci reakcji

t+ — zmodyfikowany czas przetrzymania w reaktorze = EV/SJ
E — stezenie enzymu w reaktorze
V — objetos¢ reaktora
J — przeptyw
Kolejnym rozwigzaniem jest uktad, w ktérym membrana rozdziela
przestrzen z substratem od przestrzeni z enzymem. Uk#ad taki mozna ogol-
nie opisa¢ nastepujacymi rownaniami [4]:

So==SE
E+ Se==ES
ES==E + Pe
PE=gPo
gdzie: k — state szybkosci reakcji,
E — enzym,
S — substrat,
P — produkt,
indeksy O i E oznaczajg: O — przedziat substratu, E — przedziat
enzymu

Przy zatozeniu, ze enzym nie przechodzi przez membrane, a substrat i pro-
dukt przez nig dyfunduja, wydajnos$¢ procesu moze by¢ kontrolowana albo
przez szybko$¢ reakcji enzymatycznej, albo przez szybkos$¢ dyfuzji sub-
stratu przez Scianki widkien kapilarnych. W przypadku systemu ograni-
czonego szybkoScig dyfuzji, szybkos$¢ reakcji w reaktorze jest funkcja
przeptywu wzdtuznego i liczby Reynoldsa, ktéra okresla warunki hydro-
dynamiczne majace istotny wptyw na szybko$¢ dyfuzji. Natomiast, gdy
szybko$¢ reakcji w uktadzie jest kontrolowana przez szybko$¢ reakcji
enzymatycznej, wtedy warto$¢ jej nie zalezy od przeptywu wzdtuznego.

Teoretyczne omoOwienie kinetyki katalizy enzymatycznej w reaktorze
z enzymem zwigzanym z wewnetrzng powierzchnig membran rurowych

zawiera praca Kobayashi i Laidlera [5], w ktérej autorzy szcze-
gétowo rozpatrujg wptyw szybkosci dyfuzji oraz r6zne typy inhibicji.
Katoh i wsp. [6] opracowali teoretyczny model innego typu re-

aktora. Sktada sie on z dwu wspotosiowych widkien, z ktéorych wewnetrzne
jest przepuszczalne dla produktu reakcji i nieprzepuszczalne dla wielko-
czasteczkowego substratu i enzymu. Reakcja odbywa sie wewnatrz $rod-
kowego witokna, a produkt na zasadzie ultrafiltracji przechodzi do ze-

7 Postepy Biochemii 1/87
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wnetrznego widkna i jest usuwany na zewnatrz reaktora. Zatozenia teore-
tyczne tego modelu zostaty przez autor6w poparte danymi eksperymental-
nymi. Opracowujac profile stezen enzymu i substratu w wewnetrznym
wioknie, uwzgledniajagce polaryzacje stezeniowg, wykazano jak istotne
znaczenie ma dla procesu dtugos¢ i Srednica widkna oraz czas przetrzy-
mania, potrzebny na usuniecie produktu.

W pracy Kitano i wsp. [7] roztwor enzymu wypetnia wnetrze
widkien, a substrat jest na zewnatrz. Substrat i produkt dyfundujg przez
Scianki widkna. Porownano wzgledne state Michaelisa otrzymane w réz-
nych warunkach prowadzenia procesu. Byly one wyzsze niz wartosci uzy-
skane w roztworze niezwigzanego enzymu, co jest zgodne z doniesieniami
dotyczacymi enzyméw unieruchomionych za pomocg innych metod im-
mobilizacji. Ttumaczy sie to wptywem na szybkos$é katalizy dyfuzji przez
$cianki witdkna.

11-2. Membrana z inkludowanym enzymem

Jest to klasyczny juz model, ktéry opisuje rozkiad stezen substratu
i produktu w membranie z unieruchomionym enzymem, ktdra rozdziela
dwa przedziaty, jeden z substratem i drugi z produktem [s, 9, 10, 11].
Transport obu skiadnikéw odbywa sie w membranie na drodze dyfuzji.
Zaktada sie przy tym réwnomierny rozkiad biokatalizatora w obrebie
membrany. W nieskoriczenie matej objetosSci, w ktorej stezenie substratu
jest jednakowe, reakcje mozna opisaé zgodnie z prawem Michaelisa —
Menten. Oznaczajac grubo$é membrany przez 2 1i zaktadajac, ze membra-
na jest prostopadta do osi x, szybko$¢ transportu substratu i produktu
mozna przedstawi¢ w oparciu o Il prawo Ficka w spos6b nastepujacy [9]:

8S 82S VimexS
St s Sx2 Km+S

di =D 062p V™S

ot p <5x2 Kin+ S
gdzie: Ds— wspotczynnik dyfuzji substratu (zaktadamy, ze jest on nie-

zalezny od stezenia)
Dp— wspdiczynnik dyfuzji produktu

Oba réwnania dajg po rozwigzaniu przeptywy oraz profile stezeh substratu
i produktu wewngatrz membrany. Zaktadajac, ze reakcja w kazdym pun-
kcie membrany jest reakcjg pierwszego rzedu otrzymujemy, dla stanu
stacjonarnego, réwnanie [9]:

S = Ae(<t>x21) + Bep(—i>x/2 ])

gdzie: A i B — state catkowania
O — modut Thielego definiowany wzorem:
®= 21|/vm,/KnD;
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Dla niesymetrycznych warunkéw brzegowych tzn. St po jednej stronie
membrany ~ O, S2po drugiej stronie membrany = Pj = P2= O, stezenia
w punkcie x wynoszg 9:

S = sisinhOtl —x/21)]
sinh<t>
P = DsSi | sinh0>[1-(x/21)] X 1

Dp \ sinhO 21 J

a dla symetrycznych warunkéw brzegowych tzn. Sx= S2= S0 Pj =
= P2=0:

_ So{sinhi>(x/21)+sinhO[l —(x/21]}
S
P=S0-S

Oparte na powyzszym modelu opisy kinetyki Michaelisa — Menten, in-
hibicji substratowej, inhibicji kompetytywnej i niekompetytywnej podali
w swej pracy Laidler i Kobayashi [8,10]. Rees [11] opracowat
spos6b obliczania przy pomocy szeregu potegowego profildw stezen sub-
stratu i produktu w obrebie tak modelowanego uktadu bez koniecznosci
zaktadania warunkéw brzegowych procesu i biorgc pod uwage inhibicje
produktem reakcji.

Waznym zagadnieniem jest optymalizacja rozmieszczenia katalizatora
wzdtuz przekroju poprzecznego membrany, tak aby osiagnag¢ maksymalng
szybkos$¢ reakcji na jednostke powierzchni membrany i w konsekwencji
zmniejszy¢ wyptyw nieprzereagowanego substratu. Teoretyczne rozwaza-
nia na ten temat znalezé mozna w pracy Kellera i wsp. [12]

Ostatnio Ansorge i Staude zastosowali opis heterogennej kata-
lizy w reaktorze rurowym ze statym wypetnieniem, do membrany z in-
kludowanym enzymem [13]. Model ten zaktada, ze inkluzja enzymu za-
chodzi wytacznie w warstwie podporowej membrany, na powierzchni
membrany enzym jest nieobecny. To zalozenie umozliwia Sciste zdefinio-
wania objetosci, w ktérej przebiega reakcja. Stwierdzono, ze wzgledna
stata Michaelisa jest funkcja stopnia przereagowania substratu i przepty-
wu objetoSciowego przez membrane.

11-3. Warstwa zelowa na powierzchni membrany

Doswiadczenia nad wykorzystaniem zjawiska polaryzacji stezeniowej
w celu immobilizowania enzymow na powierzchni membrany prowadzono
od lat w réznych uktadach. Wykorzystywano ptaskie i rurowe membrany,
warstwe zelu tworzono z czystego biatka enzymatycznego [14, 15, 16] lub
przez inkluzje w zelu albuminy surowiczej [17, 18]. Badano kinetyke re-
akcji biegnagcej w warstwie zelowej enzymu w uktadzie z recyrkulacjg

7+
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substratu [15]. Alfani i in. [19] stwierdzili w swej pracy, ze w oma-
wianym uktadzie decydujaca role odgrywa transport konwekcyjny przy
przenoszeniu substratu do enzymu.

Greco i wsp. [18] wstepnie przyjeli dwa rézne rodzaje warstwy
zelowej na powierzchni membrany. Pierwszy uktad zawiera zel homo-
genny. Transport masy, zarbwno na drodze dyfuzji jak i konwekcji, od-
bywa sie w catej objetosci zelu. Drugi uktad zawiera warstwe zelu hetero-
gennego. Zaklada sie w tym przypadku przenikanie roztworu zasilajgcego
przez warstwe zelu kanalikami, podczas gdy reakcja enzymatyczna odby-
wa sie w obszarach zelu traktowanych jako ptaskie ptytki, do ktérych
dyfunduje substrat. Zaktadano, ze kinetyka procesu moze byé opisana
zgodnie z prawem Michaelisa — Menten. Okres$lany przez autor6w na
podstawie drugiego z zaktadanych modeli wspdtczynnik efektywnosci ma
postac:

(M+ 1)Pe M
B <wep2(l-e) [ T

gdzie: M — bezwymiarowa stata Michaelisa, M = Km'S
Pe — liczba Pecleta
g — bezwymiarowa grubo$¢ zelu, 9 = A/ll, A — grubo$¢, 1— wy-
miar obszaréw zelu, gdzie zachodzi reakcja
£ — porowatosé zelu
y — stezenie substratu przy powierzchni zelu

I1-4. Membrana jako przegroda rozdzielajgca substrat i enzym

Furusaki i in. [20, 21] zaproponowali model reaktora, w ktoérym
membrana rozdziela przedziaty z enzymem i z substratem, a ci$nienie do-
prowadzane jest na przemian do czeSci enzymatycznej i substratowej.
Membrana jest przepuszczalna dla produktu i substratu. Uktad z sinu-
soidalng zmiang przeptywu ultrafiltracyjnego wywotang zmiang cisnienia
lub pulsacyjnym przeptywem ultrafiltracyjnym wykorzystali réwniez
Kim i Chang [22] do opracowania teoretycznego modelu pozwalaja-
cego na okres$lenie wptywu procesu ultrafiltracji na zachowanie sie re-
aktora. Wychodzac z bilansu masy dla rozpuszczalnika i substancji roz-
puszczonej (wody i substratu) po dw'u stronach membrany, zaktadajac, ze
reakcja zachodzi zgodnie z kinetykg Michaelisa — Menten i wprowadzajac
zmienne bezwymiarowe, otrzymali nastepujace rdwnania dla bilansu masy
suhstratu:

Vi~ " — FSiSinT = —Sx—S52) —sFf(S1S2)sinx + L(1 —SX)

ds . . . x2S
v2 + FS2sinT = (Sx- S2) + sFf(Si S2)sinx- * 2 -
<Jr M + B2
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j w cyklu postepowym
» W cyklu wstecznym
Vi = yW —F(l —cos t)
v2= YW+ F (l—Cc0s 1)
s — wspoéiczynnik
gdzie:
(zmienne bezwymiarowe)
W = coVIOPmA — czestotliwo$é
F = Pa/Pm — stosunek konwekcji do dyfuzji
t = cot— czas
L = Q/PmA — szybko$¢ przeptywu
Sj = Si/Si — stezenie substratu w przedziale |
S2= S,,/Si — stezenie substratu w przedziale 1l
M = KmSi — stata Michaelisa
y = VilodVio — stosunek objetosci
\2= VmexXVn/PmA S — liczba Damkohlera

(Pozostate zmienne)
w — czestotliwos$¢, s-1
V — objetos$¢ przedziatu, ms
A — powierzchnia membrany, m2
Pm przepuszczalno$¢é membrany
Pa — stata definiowana wzorem: Pa= Jvsin (oot)
Jv — przeptyw rozpuszczalnika przez membrane
t —czas, s
Q — szybkos¢ przeptywu objetosciowego, m3s
Sj — stezenie substratu w przedziale I, bez enzymu
Sn — stezenie substratu w przedziale Il, z enzymem
Si — stezenie substratu w roztworze zasilajgcym

Autorzy prowadzili symulacje numeryczng testujagc zatozone rownania
modelowe. Symulacje przeprowadzono dla dwéch uktadéw: nieprzeptywo-
wego (L = 0) i uktadu z ciggtym przeptywem. W obu przypadkach zato-
zono, ze znormalizowana stata Michaelisa wynosi 1. W przypadku modelu
nieprzeptywowym spadek stezenia substratu mozna byto aproksymowaé
zaleznos$cig wyktadnicza:

S'=S,exp(-“2")

gdzie: a — wspoétczynnik proporcjonalnosci

Stwierdzono, ze spadek stezenia substratu zalezy od takich parametréw
jak: F, W, 12 Analizujagc spadek stezenia substratu przy réznych warto-
Sciach liczby Damkohlera (od 1 do 100), ktéra jest miarg szybkosci reakcji
w stosunku do szybkosci dyfuzji, zaobserwowano, ze spadek stezenia sub-
stratu jest znacznie gwattowniejszy przy wysokich wartosciach liczby
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Damkaéhlera. Jesli czestotliwos$¢, W, maleje, wptywa to rowniez na ostrzej-
szy spadek stezenia substratu. ROwnoczes$nie mniej wyraznie wystepuje ta
ostatnia zaleznos¢, gdy warto$¢ F jest niska, tzn. gdy transport przez mem-
brane zachodzi gtéwnie na drodze dyfuzyjnej.

Drugim analizowanym uktadem byt uktad z przeptywem ciagtym. Sy-
mulacja polegata na zmianie nastepujacych parametrow: 12 (liczba Dam-
kéhlera), wartosci F oraz L, jako odwrotno$ci czasu przetrzymania. Wy-
dtuzajgc czas przetrzymania obserwowa¢ mozna przejscie od stanu kontro-
lowanego przez szybko$¢ reakcji do stanu kontrolowanego przez dyfuzje,
przy nizszych wartosciach liczby Damkohlera.

Model opracowany przez Kima i Changa [22] pozwala na okre-
$lenie, przynajmniej co do rzedu, wielkosci parametrow, ktore wpltywaja
na efektywno$¢ reaktora.

I11. Zastosowanie enzymatycznych reaktoréw membranowych

W rozdziale tym ograniczymy sie do przedstawienia kilku typowych
przyktaddw zastosowan reaktoréw membranowych.

Zastosowanie membran ultrafiltracyjnych moze by¢ bardzo korzystne
wtedy, gdy w wyniku reakcji enzymatycznej z wielkoczasteczkowego sub-
stratu powstaja produkty drobnoczasteczkowe. Dzieje sie tak podczas
hydrolizy biatka — procesu, ktory szeroko wykorzystuje sie w przemysle
spozywczym do otrzymywania zmodyfikowanych preparatow biatkowych
tzw. hydrolizatéw biatkowych. Szereg prac na ten temat opublikowali
Cheryan i Deeslie [3, 23, 24]. Prace te zmierzaty do optymalizacji
procesu. Stwierdzono, ze najlepsze wyniki daje uktad: reaktor i potagczony
z nim modut ultrafiltracyjny. Wazny jest dobdr odpowiedniego enzymu,
ktéry oprocz wysokiej aktywnos$ci powinien mie¢ szerokie spektrum dzia-
tania (by¢ mato specyficznym). Enzym o takich witasnosciach dziata¢ moze
réwniez na osady odktadajace sie w uktadzie, zapobiegajac zatykaniu mem-
bran. Cheryan i Deesilie badali czynniki wptywajgce na stabil-
no$¢ pracy reaktora konkludujac, iz spadek jego efektywnos$ci moze by¢
powodowany inaktywacjag enzymu, ucieczka drobnoczasteczkowych frag-
mentéw enzymu oraz przenikaniem drobnoczasteczkowych aktywatoréw
przez membrane.

Innym procesem, w ktérym moga znalezé zastosowanie reaktory mem-
branowe jest rozktad celulozy. Proces ten budzi obecnie wielkie zaintere-
sowanie na catym Swiecie, poniewaz celuloza nalezy do zasobéw odnawial-
nych, jest cennym surowcem do otrzymywania paliw np. etanolu. Ciekawe
prace na ten temat prowadzili miedzy innymi Hagerdal i wsp. [25]
Starano sie potagczy¢ w jednym uktadzie rozktad celulozy do celobiozy ka-
talizowany przez glukanazy i hydrolize celobiozy do glukozy katalizowang
przez (3-glukozydaze. Obie te reakcje sg silnie hamowane przez produkty
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koncowe. Dobre wyniki uzyskano przez zastosowanie reaktora membrano-
wego z odpowiednio dobrang membrang, ktdra zatrzymuje enzymy i sub-
straty natomiast przepuszcza niskoczasteczkowe produkty reakcji. Dodat-
kowg zaletg takiego systemu jest znaczne zmniejszenie kosztow produkcyj-
nych. Szacuje sie, ze koszty enzymdéw wynoszg w procesie konwencjonal-
nym 40°/» kosztéw ogolnych. Proces prowadzono w zblokowanym reaktorze
ultrafiltracyjnym. Zastosowanie reaktorow membranowych do rozktadu
celulozy byto przedmiotem innych prac [26, 27, 28]. |3-glukozydaza, jako
jeden z kluczowych enzymoéw tego procesu, byta przedmiotem badan w re-
aktorze membranowym z Zzelowg warstwg enzymu na powierzchni mem-
brany [29]. Stwierdzono znaczne przedtuzenie (dwudziestokrotne) okresu
pottrwania aktywnos$ci enzymatycznej w poréwnaniu z wolnym enzymem
w roztworze. Kitano i wsp. [7] badali zachowanie sie dwéch enzy-
mow — ureazy i urykazy w reaktorze z wtokien kapilarnych. Innym enzy-
mem, ktéry byt przedmiotem licznych badan w reaktorach membrano-
wych jest fosfataza kwasna [14, 16, 30], Stosujac reaktor membranowy
uzyskano wiekszg stabilno$¢ tak waznego w przemysle farmaceutycznym
enzymu jak acylaza penicylinowa, ktora jest stosowana przy produkcji
potsyntetycznych penicylin [31].

Reaktor membranowy wykorzystano roéwniez do ciggtej produkcji
L-alaniny z kwasu fumarowego [32]. Reakcja zachodzi w dwoch etapach:

aspartaza )
Kwas fumarowy+ NH3 -——-- kwas L-asparaginowy

) 3—dekarboksylaza kw. asparaginolweg\o )
Kwas L-asparaginowy------ L-alanima+ CO,

Zastosowano dwa odrebne reaktory do dwdch etapow reakcji. Podobnie
jak w poprzednim przyktadzie reaktory pracowaty jako reaktory z catko-
witym wymieszaniem a modut ultrafiltracyjny z widknami kapilarnymi
stuzyt do oddzielania i zawracania enzyméw. W zwigzku z tym, ze enzymy
byty zawracane do reaktora, mozna byto zastosowa¢ kosztowne, czyste
preparaty enzymatyczne. Poza tym przy stosowaniu jako katalizatorow
pojedynczych enzyméw, a nie catych komorek, unika sie powstawania nie-
pozadanych produktéw ubocznych, w tym przypadku powstawanie kwasu
jabtkowego, co czesto ma miejsce przy katalizie prowadzonej przez cate
komarki.

Prowadzono prace nad stabilizacjg enzyméw w reaktorach membrano-
wych [33, 34]. Biatko enzymatyczne inkludowano w zel biatkowy tworzony
na powierzchni membrany z albuminy surowicy krwi i sieciowany aldehy-
dem glutarowym. Stosowano réwniez dtugotancuchowe polimery synte-
tyczne (poliakrylomid) do dynamicznego unieruchamiania enzyméw w po-
blizu membrany. Ten ostatni sposéb pozwalat na unikniecie pozornego
spadku aktywnos$ci enzymu powodowanego ograniczeniami przestrzen-
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nymi w warstwie zelu. Osiggnieto dobre wyniki w stabilizacji kwasniej
fosfatazy, dehydrogenazy (3-galaktozowej i (3-glukozydazy.

Enzymy stuzy¢ moga réwniez do zwiekszania strumienia ultrafiltra-
cyjnego przeciwdziatajagc zatykaniu membrany podczas prowadzenia pro-
cesu ultrafiltracji np. $ciekow lub innych roztworéw zawierajgcych biatka.
Enzymy proteolityczne immobilizowane na powierzchni membrany przez
adsorpcje poprawiaty przeptyw ultrafiltracyjny o 20%f do 70°/o [35, 36, 37].

Reaktor membranowy zostat wykorzystany przez Hoqga i ws p. [38]
do syntezy trojglicerydéw. Zastosowano w nim silnie hydrofobowg mem-
brane jako przegrode oddzielajaca lipaze rozpuszczong w roztworze glice-
rolu od ptynnych kwaséw tluszczowych. Reaktor pozwalat na ciggtg syn-
teze gliceryddw bez koniecznosci wytwarzania emulsji. Produkt byt otrzy-
mywany w stanie czystym, osiggnieto 90°/0 przereagowania substratow.

Opisywane do tej pory enzymy, byty gtéwnie hydrolazami katalizuja-
cymi proste reakcje, niewymagajacymi drobnoczasteczkowych koenzy-
méw. Do niedawna zastosowanie bioreaktorow membranowych ograni-
czano wiasnie do tego typu reakcji. Zatrzymywanie drobnoczasteczkowego
koenzymu wymagatoby stosowania membran o znacznie mniejszych po-
rach, takich jakich sie uzywa do odwréconej osmozy. Membrany te majg
znacznie mniejszg przepuszczalnos¢é w porownaniu z ultrafiltracyjnymi,
poza tym oddzielanie koenzymu od drobnoczasteczkowych produktow
mogtoby stwarzaé dodatkowe trudnosci. Podobne problemy wystepuja
rdbwniez przy innych sposobach immobilizacji. Rozwigzano ten problem
przez zwigzanie koenzymu z wiekszg czasteczkg. Taki funkcjonalny kom-
pleks nie przechodzi przez membrane ultrafiltracyjng [39]. Zastosowano
reaktor z ptaska membrang ultrafiltracyjng i recyrkulacja do produkcji
L-leucyny przez aminacje a-ketoizokapronianu. Katalizatorem byta de-
hydrogenaza L-leucyny. Do regeneracji zredukowanego podczas powyzszej
reakcji NADH zastosowano dehydrogenaze mrowczanowag. NADH byt ko-
walencyjnie wigzany z glikolem polietylenowym. W ten sposéb uzyskano
reaktor do ciaggtej produkcji L-leucyny, ktory pracowat przez 48 godzin
osiggajgc stopien przereagowania 99%. Reaktor ten zostat zastosowany
w skali przemystowej.

Przyktady zastosowania reaktorow membranowych staraliSmy sie do-
bra¢ w ten sposob, aby zilustrowaly one mozliwosci jaki dajg te urzadze-
nia. PomineliSmy natomiast reaktory, w ktorych stosowane sg wprawdzie
réznego typu btony, lecz btony te nie s3 membranami ultrafiltracyjnymi.
Sg to btony w czujnikach pomiarowych (elektrody enzymatyczne), btony
stosowane do immobilizacji enzymoéw do celéw diagnostyki medycznej,
btony wykorzystywane do tworzenia sztucznych organdéw.

Reaktory membranowe, a zwtaszcza moduty kapilarne, sg coraz szerzej
wykorzystywane jako reaktory z immobilizowanymi komdrkami, zaréwno
do proceséw fermentacji, jak i do hodowli tkankowych. Speiniajg one
szereg wymagan stawianych przed nowoczesnymi procesami biotechnolo-
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gicznymi. Stuzg do prowadzenia proceséw ciggtych, w ktérych przez caty
czas utrzymywane jest wysokie stezenie biokatalizatora. Skraca to czas
przetrzymywania w reaktorze. Reakcja prowadzona jest w warunkach
optymalnych, ze statym usuwaniem produktéw. W przypadku zatrzymy-
wania przez membrane wielkoczgsteczkowego substratu mozna prowadzi¢
reakcje przy wysokich stezeniach substratu (przy maksymalnej szybkosci
reakcji) bez obawy o ucieczke substratu.

Reaktory membranowe pozwalajg z jednej strony na peine wykorzy-
stanie zalet wynikajagcych z immobilizacji biokatalizatoréw, a z drugiej
strony — na wyeliminowanie zjawisk niekorzystnych towarzyszgcych ka-
talizie enzymatycznej w skali przemystowej.

Zaakceptowano do druku 2 wrze$nia 1986 r.
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SPRAWOZDANIE

111 Sympozjum Fluorowe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Szczecinie

W dniach 30—31 maja 1986 r. odbyto sie w Szczecinie Il Sympozjum fluorowe
pt.: ,,Wptyw fluorkéw zawartych w atmosferze na rosliny i zywno$¢”. W obradach
wzieto udziat ponad 70 oséb z osrodkéw krajowych (Krakéw, £6dz, Lublin, Poznan,
Wroctaw, Putawy, Warszawa, Kérnik, Cieplice, Piotrkéw, Szczecin) oraz zagranicz-
nych (Erfurt, Cottbus, Rostock, Ceské Budejovice, Wirzburg, Odense). W Sympozjum
uczestniczyli takze przedstawiciele Witadz, instytutéw naukowych, wyzszych uczelni
szczecinskich oraz instytucji zajmujacych sie ochrong $rodowiska. Wygtoszono 17 re-
feratéw sympozjalnych i przedstawiono 27 doniesien plakatowych. Goscie z zagranicy
przedstawiali swoje referaty w jezyku angielskim.

W pierwszym dniu obrad przedstawiono nastepujgce referaty zwigzane z gtow-

nym hastem IIl Sympozjum:

1. Znaczenie badan zwigzkéw fluoru na terenie Pomorza Zachodniego — Z. Machoy
(Szczecin);

2. Problem fluoru w przemysle nawozowym — U. Glabisz (Szczecin);

3. Reaktywnos$¢ a emisja zwiazkow fluoru — I. Polio (Lublin);

4. Warunki meteorologiczne panujace wokdt Zaktadéw Chemicznych ,,Police” —

K. Prawdzie (Szczecin);

5. Zawarto$¢ fluoru w roslinach w strefie oddziatywania emisji Zaktadéw Chemicz-
nych ,,Police” —S. Borowiec, Z. Zabtocki (Szczecin);

6. Wplyw emisji przemystowych na zawarto$¢ fluoru w roslinach wybranych gatun-

kéw lesnych — A. Sienkiewicz, I. Cichocka (Poznan);

Oddziatywanie fluoru zawartego w emisjach przemystowych na $rodowisko

leSne — S. Kmiecik (Szczecin);

8. Badania dziennego pobierania fluorkéw przez wybrang cze$¢ ludnosci zyjacej na
terenach o réznym zanieczyszczeniu fluorkami—S. Melde, B. Dominok (Cottbus
INRD/);

9. Wazrost zawarto$ci fluoru w zywnosci i wynikajace z tego konsekwencje — R. Va-
lach (Ceské Budejovice /Czechostowacjal/).

W drugim dniu obrad przedstawione referaty dotyczyty najnowszych osiggniec

w zakresie problematyki fluorowej czyli ,,Wspoétczesnych pogladéw na zagadnienia

zwigzane z toksykologiag, terapig, profilaktyka i analitykg zwigzkéw fluoru”:

1. Dlugotrwate dosSwiadczenie w leczeniu osteoporozy fluorkiem sodowym — J. Fran-
ke (Erfurt /INRD/);

2. Dtugotrwate, zawodowe narazenie zdrowia na dziatanie fluorkéw — P. Grandjean
(Odense /Danial);

~

3. Interakcje fluoru i magnezu w badaniach in vitro i in vivo — M. Guminska
(Krakéw);
4. Niektére zagadnienia toksykologii zwigzkéw fluoru — J. Markiewicz (Krakéw);

5. Fluoroza zwierzagt domowych — T. Juszkiewicz, J. Szkoda (Putawy);
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6. Wspotczesne problemy profilaktyki fluorkowej — M. Kobylanska (Poznan);

7. Modyfikujace wptywy fluoru na mechaniczne i chemiczne witasciwosci w mikro-
warstwie tkanki twardej: nowa metoda oznaczania i niektére wyniki — E. Gabriel
(Wurzburg /REN/);

8. Radiometryczne metody oznaczania fluoru — H. Bem (L6dz).

Sesja plakatowa trwajgca przez caly pierwszy dzien obrad zakonczyta sie dyskusja

uczestnikdw przy plakatach, natomiast podsumowanie sesji plakatowej i Sympozjum

odbyto sie w drugim dniu obrad.

W czasie Sympozjum wyséwietlono dwa filmy. Jeden dotyczyt rozwoju aglomeracji

Szczecina, drugi pt.: ,,Adverse effects of topical fluorinated steroids” zostal udostep-

niony organizatorom przez British Council. Uczestnicy otrzymali program, streszcze-

nia doniesien plakatowych oraz wydane drukiem referaty Il Sympozjum fluorowego

z dwujezycznym tytutami polskim i angielskim. Odbyto sie sie réwniez tradycyjne

spotkanie towarzyskie. Uczestnicy Sympozjum byli zakwaterowani w hotelach i do-

mach akademickich, a do sali obrad byli dowozeni autobusami.

Z podsumowania Sympozjum wynika, ze w poréwnaniu z innymi Polska nalezy
do krajow o znacznym zanieczyszczeniu $rodowiska zwigzkami fluoru, a Swiadomos¢,
zainteresowanie oraz edukacja spoleczenstwa o istniejacych zagrozeniach fluorem
jest mata.

O wiekszym zainteresowaniu problematyka fluorkowa za granicg Swiadczy miedzy

innymi spora ilo$¢ publikacji z tego zakresu jak i che¢ udziatlu naukowcoéw z sgsied-

nich krajéow w Sympozjum w Szczecinie mimo, ze byto ono Sympozjum krajowym.

Range naukowg Sympozjum zwiekszyt na pewno udziat w nim Prezydenta Miedzy-

narodowego Towarzystwa Badania Fluorkéw jak i eksperta Swiatowej Organizacji

Zdrowia.

Przewodniczgcy — Prof, dr Z. Machoy
Sekretarz — Dr D. Samujto
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DO WIADOMOSCI AUTOROW

Informuje, ze w dniu 7 maja 1987 r. Petnomocnik Dyrektora d/s Publikacji
Zleconych i Czasopism uzgodnit z Biurem Wydawnictw PAN, ze autoréw za
zmiany dokonywane w korektach powyzej 3°0 oraz za przekliszowania nalezy
obcigza¢ w/g kosztéw faktycznych. Po ustaleniu z drukarniami kosztéw za
przelany wiersz, poprawki reczne i przekliszowania prosze powiadomi¢ Komi-
tety Redakcyjne o nowych obcigzeniach.

Koszt poprawki wynosi zt 60.—

Przekliszowanie rysunku catostronicowego zt 1246.—
potstronicowego zt 623.—

mniejszy zt 415—

Kier. Zesp. Prod. Publ. Zlec. PWN
(W. Siedlecki)



WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposéb syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego piSmiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie pi$miennictwa z ostatnich dwéch lat. Objetos¢
takich artykutéw nie powinna przekracza¢ 20 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowan autora, opracowane na podstawie najnow-
szego piSmiennictwa, wystarczajacego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwar-
talnik publikuje krotkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujace o nowych in-
teresujgcych osiagnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajace
historie badan w zakresie roznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do
Redakcji jest réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie
bedzie publikowana w innych czasopismach, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach
Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cistos¢ podanych in-
formacji. Autoréw obowigzuje korekta autorska: poprawki wynikajgce z biedéw
drukarni nanosimy otéwkiem; niezbedne zmiany autorskie nanosimy niebieskim
atramentem. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem biedéw drukar-
skich) ponoszag autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowiazujgcych stawek. Auto-
rzy otrzymujag 25 odbitek swego artykutu.

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 podwdjng interlinig, z margine-
sem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakow
w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Normg Polskg.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(éw), adres(y) Zaktad(éw) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracuja autorzy, adres
pocztowy, na ktoéry 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 znakéw
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peinym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tre$ci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétow stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmujg tekst pracy do spisu pi$miennictwa wtacznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach korcowych.

Dla przejrzysto$ci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowaé¢ rzeczowo winny o przedstawionych treSciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dziaty odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1). Tytutéw podrozdziatéw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W tek$cie nie nalezy stosowaé¢ zadnych podkre$len ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tek$cie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czy¢: Tabela 1, Ryc. 1. Wzér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawaé¢ po nazwie
zwigzku, np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorow o zwrécenie szczeg6élnej uwagi na poprawnos$é jezykowa tekstu
a takze na $cisto$¢ i jasnos$¢ sformutowarn, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skréotéw, nawet je$li niektére z nich bywaja uzywane
w pracach obcojezycznych.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wptywa-
jacych na tre$¢ pracy.



PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowaé¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajac przedstawiong dziedzine z wuwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy podawaé¢ jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawionej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowania w tek$cie. Wykaz pismien-
nictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabe-
tycznie. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow Cza-
sopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Blochim. Blophys.
Acta (1972), 271, 1 np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochlm. Blophys. 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 ostatnig
estrone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

Dixon M., Weeb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Langmans Green and Co., London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D., t. 5
str. 1—58; Academic Press, London.

Zatgczniki: kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach i opatrzy¢
kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w teks$cie oraz oznaczy¢ (na gorze
mstronicy otdwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytuty pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjag w kolej-
noéci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powiny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciensza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwa¢c
sie skréotami. Osie wykresé6w natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw dosSwiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: O O A « H A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dot” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca.

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

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

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