1974
tom 20

1

nr



WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty przegladowe
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuty winny obejmowac syntetyczny
przeglad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podsta-
wie piSmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykutu do Re-
dakcji jest rownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byla
i nie bedzie publikowana w innym czasopiSmie jezeli zostanie ogtoszona
w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy artykutu odpowiedzialni sg za pra-
widtowos¢ i scistos¢ podawanych informacji. Autoréw obowiazuje korek-
ta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem biedow
drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuly sa honorowane weditug obowig-
zujacych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego arty-
kutu; zaméwienia na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie
odsytajac prace po korekcie autorskiej.

Autorzy proszeni sa 0 przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jed-
nostronnie, z podwoéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok.
1 cm po prawej stronie.

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imio-
na i nazwisko(a) autora(6w), adres(y) Zaktadu(éw) w jezyku polskim
i angielskim, w ktérych pracuja autorzy, adres pocztowy na ktéry autorzy
zyczg sobie otrzymywac korespondencje, tytut pracy 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 petnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto-
ra(éw), jego (ich) stanowisko(a) i miejsce(a) pracy, wykaz skrétéow sto-
sowanych w pracy.

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

Dla przejrzystosci tekstu korzystny jest czesto podziat na rozdziaty
i podrozdziaty. Wydzielone z tekstu tytuty rozdziatéw nalezy oznaczy¢
numeracjg arabska (np. 1-2, 11-4 itp.). Tytuty podrozdziatdw nie wydzielo-
nych z tekstu nie powinny by¢ numerowane. W tek$cie nie nalezy sto-
sowa¢ zadnych podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne su-
gestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢
otowkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek-
Scie liter alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich
fonetyczne brzmienie. W tekscie nie nalezy umieszcza¢ zadnych tablic,
rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w teks$cie na-
lezy podawaé po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Autorzy proszeni sg o zwrocenie szczeg6lnej uwagi na poprawno$é
jezykowa tekstu a takze na S$cisto$¢ i jasnosé sformutowan, unikanie
gwary laboratoryjnej oraz o nie wprowadzanie do tekstu tworzonych do-
raznie skrotéw, nawet jesli niektére z nich bywajg uzywane w pracach
obcojezycznych.
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Post. Blochem. 20 (1) 3—22.

BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT*

Zmiany powierzchniowe komorek
towarzyszgce ich transformacji wirusowej

Changes in Cell Surface after Viral Transformation

Nienormalnie szybki wzrost komdrek nowotworowych, tatwos¢ infil-
tracji do réznych organéw przy pasazowaniu in vivo, jak réwniez wielo-
warstwowy wzrost, czesto obserwowany w hodowlach in vitro, zwigzane
sg — jak powszechnie sie dzi$ sadzi — z modyfikacjg bton powierzchnio-
wych komérek. Za pewnymi powiazaniami skitadu i struktury bton po-
wierzchniowych komérek z ich nowotworowoscia przemawia szereg obser-
wacji, a mianowicie: zmiany ksztattu komoérek stransformowanych w po-
réwnaniu z komdrkami prawidtowymi (1, 2) zmniejszenie przyczepnosci
do podtoza umozliwiajace wzrost komérek nowotworowych w zawiesinie
(3), kontynuacja podziatbw mimo zetkniecia sie z sasiadujgcymi komor-
kami (4—7), oraz szereg réznic w antygenowosci komorek (8, 9), tatwosci
ulegania aglutynacji (8, 10, 11), jak réwniez szybkosci transportu do ko-
marek licznych cukréw i aminokwasow (12—15).

Powierzchniowa btona komérkowa stanowi kompleks lipidowo-biatko-
wy, od ktoérego nazewngtrz usytuowana jest warstwa zawierajgca gliko-
proteidy i glikolipidy. Wystepowanie tej warstwy wokoto komdérek wydaje
sie by¢ wsp6lng cechg wszystkich komérek (16—19), co wykazano przy
zastosowaniu szeregu metod histochemicznych i obserwacji w mikroskopie,
Swietlnym oraz szczegOlnie precyzyjnie, dzieki obserwacjom w mikroskopie
elektronowym (20—24). Grubo$é tej warstwy jest rézna w komorkach
réznych typéw, przy czym niekiedy udaje sie skorelowaé grubos¢ ze sta-
nem prawidtowosci lub nowotworowosci komoérek. | tak w niektérych
komoérkach stransformowanych przez wirusy znaleziono grubszg otoczke
niz w ich macierzystych komérkach prawidtowych (25—27), w innych
wykazano zmniejszenie, pod wptywem wirusa, grubosci otoczki, prawdo-
podobnie na skutek wzmozonego uwalniania do $rodowiska czesci mate-

* Dr, Zaktad Biochemii Komdrki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-

ckiego PAN, Warszawa.
Stosowane skroty: cAMP — adenozyno 3’5’-monofosforan, dbc-AMP — NQO2-

dwubutyrylo-adenozyno 3’5’-monofosforan
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riatu otoczki (22, 28, 29). Szybkosci inkorporacji pietnowanych prekurso-
row weglowodanow (26) jak réwniez pomiary elipsometryczne (30) wska-
zujg jednakze na wielokrotnie szybsza synteze otoczki w komérkach
stransformowanych niz prawidtowych.

I. Labilno$¢ chemicznej struktury zewnetrznych warstw bton powierz-
chniowych komérek

W skiad zewnetrznej warstwy btony powierzchniowej, wchodzg gliko-
proteidy, glikolipidy, a w niektdrych typach komérek takze i wolne wie-
locukry (31—35). Wydaje sie, ze glikolipidy sa usytuowane w bezposrednim
sgsiedztwie btony komoérkowej i potgczone z nig przez tancuchy kwasow
thuszczowych ceramidu, podczas gdy glikoproteidy tkwigce peptydowa
komponenta w btonie komérkowej siegaja swa weglowodanowg kompo-
nentg dalej na zewnatrz niz glikolipidy (Ryc. 1) — tworzac w konsekwencji
najbardziej zewnetrzng otoczke btony komérkowej (36, 37).

‘)&’%L

GP [

%*5/}.;5

GL

GPM

Ryc. 1. Schemat btony komorkowej i otaczajacej jg zewnetrznej warstwy powierzch-
niowej (wg 36)
GP —glikoproteidy, GL —glikolipidy, M — btona komoérkowa

Czy transformacja komorek znajduje odbicie w zmianach sktadu kom-
ponent cukrowych zewnetrznych bton komdrkowych? Zastosowanie ana-
litycznych technik wskazato rzeczywiscie na roznice we wzglednych za-
wartosciach poszczegélnych sktadnikéw bton powierzchniowych komérek
prawidtowych i stransformowanych. | tak zawartosci cukréw i aminocuk-
réow, w szczeg6lnosci za$ kwasu sjalowego i N-acetylogalaktozaminy
w btonach komorek stransformowanych okazaty sie nizsze niz w btonach
komorek prawidtowych (8, 38—46), whrew wczesniejszym obserwacjom su-
gerujacym zageszczenie komponent cukrowcowych wokdt komdrek nowo-
tworowych (8, 47).

Zmiany w skfadzie weglowodanowych komponent bton komoérek strans-
formowanych moga wynikaé — zaréwno z odmiennego zuzytkowania cuk-
réw poczawszy od pobierania prostych cukrow ze srodowiska a skonczyw-
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szy na inkorporacji ich do ztozonych komplekséw btony, jak réwniez
z réznic w katabolizmie glikoproteidow i glikolipidéw.

Synteza ztozonych glikoproteidow zachodzi przy udziale kompleksu
enzymoéw biosyntetyzujacych, ktdrych okreslona kolejno$¢ dziatania deter-
minuje typ wigzania oraz sekwencje poszczeg6lnych cukréw (48). Badania
aktywnosci poszczeg6lnych enzymoéw tego kompleksu z komoérek prawid-
towych i stransformowanych dziataniem wiruséw sg dotychczas fragmen-
taryczne, niemozliwe przeto jest dokonanie uogoélnien. Dla przyktadu —
sq doniesienia o réznokierunkowych zmianach aktywnosci okreslonych
transferaz cukrowych: podwyzszona w komorkach stransformowanych
aktywnos$¢ transferaz galaktozy i N-acetylogalaktozaminy (49, 50), obnizo-
na aktywnos$¢ transferazy fukozy (42) i transferazy glukoza: kolagen (51).
W stransformowanych liniach komérkowych stwierdzono jednakze zbiez-
nos$¢ niskiej zawartosci kwasu sjalowego i niskiej aktywnos$ci transferaz
sjalowych, przenoszacych kwas sjalowy na egzogenne substraty typu mu-
cyny i fetuiny, pozbawione uprzednio kwasu sjalowego (42, 52, 53). Wyz-
sza aktywnos$¢ kilku glikozydaz w fibroblastach mysich stransformowanych
wirusami SV-40 i polioma niz w wyjsciowych, prawidtowych fibroblastach
3T3 (54, 55) wskazuje ponadto na réznice w katabolizmie wielocukrow
btonowych.

Zastosowanie bardziej precyzyjnych i specyficznych metod izolowania
z bton i analizy glikoproteidow i glikolipidéw pozwolito na doktadniejsze
zbadanie zawartoSci poszczegdlnych skiadnikéw tych zwigzkéw wystepu-
jacych w komérkach prawidtowych i stransformowanych. Tak np. anali-
zujac frakcje glikopeptydéw zawierajgcych fukoze stwierdzono, ze jedna
z frakcji polisacharydowych eluujgca sie najszybciej z kolumny Sepha-
dex G-50, wystepuje w znacznie wiekszych ilosciach w bionach powierz-
chniowych wielu komoérek stransformowanych wirusami DNA i RNA niz
w btonach komoérek prawidtowych (41, 56—58). Polisacharyd o podobnych
wiasnos$ciach znaleziono takze w btonach komaérek prawidtowych z hodowli
bedacej w logarytmicznej fazie wzrostu (59) oraz w btonach komdérek
znajdujacych sie w mitozie z hodowli zsynchronizowanej dziataniem win-
blastyny (60). Ostatnio wykazano, ze tatwa wymywalno$¢ tego polisacha-
rydu z kolumny wynika z obecno$ci w jego czasteczce dodatkowych czas-
teczek kwasu sjalowego (58, 61). Wystepowanie tego zwigzku wydaje sie
by¢ uwarunkowane wzmozong aktywnos$cig transferazy sjalowej wyko-
rzystujagcej jako endogenny substrat glikopeptydy obecne w obu typach
komdrek. Nieznana jest dotychczas biologiczna rola tego glikopeptydu,
niemniej jednak wystepowanie znacznych jego ilosci w komérkach dzie-
lacych sie i stransformowanych moze wskazywaé, zdaniem Warrena
i wsp. (58, 61) na jego przypszczalny udziat w regulacji przebiegu cyklu
komaérkowego.

Analiza glikolipidéw bton powierzchniowych komorek prawidtowych
i stransformowanych dziataniem wiruséw wykazata mniejszg ro6znorodnosc
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pochodnych ceramidu w btonach komorek stransformowanych. Nie znaj-
dowano w nich na og6t gangliozydéw o strukturze bardziej ztozonej niz
hematozyd (62—70); w pewnych uktadach stransformowanych komorek
ilo§¢ hematozydu nawet ulegata obnizeniu (62). W niektérych uktadach
komorkowych spadkowi zawarto$ci wyzszych gangliozydéw towarzyszyto
nagromadzenie sie ich prekursorow (62, 63).

Spadek ilosci bardziej ztozonych niz hematozyd gangliozydéw oraz na-
gromadzenie sie hematozydu, w poréwnaniu z prawidtowymi komorkami
watrobowymi, znaleziono takze w komdrkach hepatomy Morrisa, induko-
wanej chemicznie in vivo (71, 72). Wyjasnienie zagadnienia analogii
wzglednie odmiennosci charakteru zmian w skladzie gangliozydéw ko-
moérek, stransformowanych dziataniem wiruséw lub pod wptywem che-
micznych kancerogenéw, wymaga jednakze dalszych badan.

Ro6znice w skiadzie powierzchniowych glikolipiddw wykazano takze
w komdrkach prawidtowych badanych w logarytmicznej i stacjonarnej
fazie wzrostu. A mianowicie w przeciwienstwie do komérek z okresu eks-
ponencjalnego wzrostu hodowli w btonach komdrek z hodowli stacjonar-
nych, (w ktérych nie wystepowaly juz podziaty mitotyczne) przewazaty
pochodne glikolipidow o stosunkowo dtugim tafncuchu cukrowym i zawie-
rajace do kilku czasteczek kwasu sjalowego (36, 69, 73—80). Takich gli-
kolipidow nie znajdowano w btonach komorek stransformowanych. Wys-
tepowanie ztozonych glikopeptydéw wiasciwie wytacznie w blonach ko-
mérek, w ktérych nie zachodzi synteza DNA, moze, zdaniem Hamm as -
trom’a (80), wskazywaé na potencjalny udziat tego typu zwigzkow w re-
gulacji replikacji DNA w komorece.

Badania aktywnosci enzymow syntetyzujacych ztozone glikolipidy wy-
kazaty zmienny poziom aktywnosci transferaz cukrowych w zaleznosci od
warunkéw hodowli jak i transformacji wirusowej. Kilkakrotnie wyzszy
poziom aktywnos$ci enzymdw uczestniczacych w syntezie hematozydu (81),
a w szczegdlnosci za$ glikolipidu réznigcego sie od hematozydu dodatkowg
resztg cukrowcowg (GM2 (72, 82, 83), znajdowano w komorkach z hodowli
stacjonarnych, niz w komoérkach z logarytmicznej fazy wzrostu (Ryc. 2).
W komérkach mysich stransformowanych wirusami SV-40 lub polioma
poziom aktywnosci N-acetylogalaktozaminylotransferazy, katalizujacej
przeniesienie na hematozyd reszty cukrowcowej (Ryc. 2) byt nawet jeszcze
nizszy od aktywnosci charakteryzujacej prawidtowe komorki z logaryt-
micznej fazy wzrostu (72, 84). Fakt ten wydaje sie wskazywa¢ na poja-
wienie sie w komérkach, w wyniku transformacji wirusowej, okre$lonego
bloku metabolicznego, odpowiedzialnego w znacznym stopniu za zmiany
sktadu glikolipidow komérkowych (72).

Transformacji wirusowej komérek towarzyszy takze pojawienie sie
sjalidazy w niektorych uktadach komorkowych (np. w fibroblastach z ner-
ki chomika stransformowanych adenowirusem Ad 12), enzymu specyficznie
aktywnego jedynie w stosunku do egzogennych dwusjalo- i trojsjalogan-
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gliozyddéw (85). Wydaje sie zatem prawdopodobne, ze enzym ten degra-
dujac gangliozydy nie witasnych lecz sgsiadujgcych komorek mégtby od-
grywac role we wzajemnym oddziatywaniu komorek (celi — celi interact-
ions).

Laktoceramid Cer —glu —gal

CMP-Ac Neu —-

Sialylctransferaza

CMP

GM3 — Hematozyd

UDP — Gal - NAc

N - acetylogalaktozoaminyiotransferaza

ubP

Cer-glu-gal -galNAc
|

GM;
AcNeu
UDP - Gal
3 Galaktozylotransferaza
UDP
Cer- glu - gal - galNAc- gal
GM,
Monosialo gangliozyd AcNeu
CMP —Ac Neu
Sialylotransferaza H
CMP
GDla Cer-glu-gal — gaIlNAc-gal

Dwusialogangliozyd
AcNeu AcNeu

Ryc. 2. Schemat biosyntezy gangliozydow (wg 83)

glu —glukoza, gal—galaktoza, cer —ceramid (N-acylosfingozyna); Ac-Neu —kwas N-acetylo-
neuraminowy

Odmienno$¢ sktadu powierzchniowych glikoproteidéw i glikolipidow
komorek prawidtowych i stransformowanych, wynikajaca najprawdopo-
dobniej ze zmienionych, w wyniku transformacji wirusowej, mechanizméow
biosyntezy tych zwigzkéw, znajduje niewatpliwie swoje odbicie w cha-
rakterze antygenowym komorek. Oméwienie pojawiania sie (czy tez ujaw-
niania) w wyniku transformacji nowotworowej antygendéw powierzchnio-
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wych, ich precyzyjna lokalizacja w btonach powierzchniowych komodrek
oraz wzajemne przestrzenne powigzania wykracza jednakze poza zakres
omawianego tematu.

Il. Badanie struktury zewnetrznych warstw bton powierzchniowych ko-
moérek przy zastosowaniu lektyn

Lektyny, zwiazki izolowane z nasion réznych roslin stragczkowych oraz
z tkanek niektérych bezkregowcéw, stanowiag grupe glikoproteidow, ktore
na skutek wybidrczego wigzania sie z okreslonymi cukrami, charakteryzujg
sie zdolnos$cia rozpoznawania tych zwiazkow w okreslonych strukturach
biologicznych (10, 86).

Dotychczas jedynie Kkilka lektyn oczyszczono w stopniu zezwalajgcym
na zastosowanie ich (jako markeréow) w badaniach biologicznych. Nalezy
do nich przede wszystkim konkanawalina A otrzymana z nasion fasoli
(jack bean) i wigzgca a-metyloglikopyranozydy, a-D-mannopiranozydy
oraz a-N-acetyloglikozaminy (87—=89).

Lektyna ta, w odrdznieniu od innych lektyn (90, 91) jest czystym biat-
kiem i nie zawiera kowalencyjnie zwigzanego cukru (10). Analiza krys-
talograficzna pozwolita na ustalenie, ze czasteczka konkanawaliny A sta-
nowi tetramer ztozony z podjednostek o ciezarze czasteczkowym okoto
27 000 daltonéw (92) przy czym na kazdym monomerze usytuowane sg
miejsca wigzace cukier oraz metal (Mn, Ca) (92—95). Inne lektyny czesto
stosowane w badaniach biologicznych to lektyna z kietkéw pszenicy wy-
kazujaca specyficznos¢ w stosunku do N-acetylo-D-glukozaminy (96—98)
oraz lektyna izolowana z nasion soi, dla ktérej specyficznym haptenem
okazala sie N-acetylo-D-galaktozamina (99, 100). Powyzej wymienione
hapteny lektyn zidentyfikowano w badaniach, w ktérych poréwnywano
efektywnos$¢ okresSlonych prostych cukrow w przeciwdziataniu efektom
wywotywanym przez lektyny. Wyizolowanie, z powierzchniowych bton
komorek, frakcji glikoproteidowych wigzacych poszczeg6lne lektyny oraz
wstepna analiza ich sktadu chemicznego wydaja sie potwierdza¢ wczesniej-
sze obserwacje tyczace specyficznosci poszczegélnych haptenow i lektyn
(101—105). Wyniki te nie wykluczaja jednak mozliwosci wiazania okres-
lonej lektyny przez kilka cukrowych haptenéw obecnych w btonie, jed-
nakze z r6zna efektywnosciag (11).

Lektyny sg obecnie czesto stosowane w badaniu struktury bton biolo-
gicznych. Przy zastosowaniu ich udato sie np. wykaza¢ odmienno$é struk-
tury zewnetrznych warstw powierzchniowych bton komérek prawidtowych
i stransformowanych. Okazato sie bowiem, ze przewazajgca wiekszo$¢ ko-
morek stransformowanych, w przeciwienistwie do komorek prawidtowych
z tatwoscig ulega aglutynacji pod wptywem lektyn (Ryc. 3) (106—118).

Ro6zna reakcja komorek prawidtowych i stransformowanych na obec-
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nos¢ lektyn w $rodowisku wskazuje zatem posrednio na réznice badz to
w ilosci cukréw, badZ tez ich dostepnosci dla lektyn pomiedzy btonami
komdérek prawidtowych i stransformowanych. Nie wszystkie jednak uktady
komoérek stransformowanych wirusami cechuje zwiekszona, w poréwnaniu
z komorkami prawidtowymi, tatwosé aglutynacji przez lektyny. Watpli-
wosci dotycza przede wszystkim komorek stransformowanych wirusami
RNA, gdyz obok komdrek, po transformacji wirusami RNA, fatwiej aglu-
tynowanych przez lektyny (119—122), znaleziono i takie pary ukiadéw
komérkowych, w ktérych komorki stransformowane niektérymi wirusami
RNA (Schmidt-Ruppin, B77, P-RSV, Fe SV(R), STL) byty aglutynowane
w tym samym stopniu co ich macierzyste komérki prawidtowe (123, 124).
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Ryc. 3. Aglutynacja prawidtowych i stransformowanych mysich fibroblastéw pod
wptywem lektyny z kietkow pszenicy (wg 112)

3T3 —prawidtowe mysie fibroblasty; 3T3 —E(TK~) —enzymatyczny mutant fibroblastéw 3T3;

3T3—12 —spontaniczne stransformowane fibroblasty 3T3; SV 101 —fibroblasty 3T3 stransformo-

wane wirusem SV40; FI2— SV 101 —komorki, o typie wzrostu charakterystycznym dla prawi-
dtowych fibroblastéw, wyselekcjonowane z populacji komérek SV 101

W niektérych za$ uktadach (np. limfocyty i komérki leukemiczne LiaG,
(11, 100)) wyjsciowe prawidtowe komorki (limfocyty) tatwiej ulegaty aglu-
tynacji przez konkanawaline A niz komdrki leukemiczne. W niektorych
przypadkach intensywnos$é aglutynacji komorek stransformowanych moze
by¢ uwarunkowana dodatkowymi czynnikami np. syntezg przez embrio-
nalne fibroblasty kurczecia, stransformowane wirusem RSV, znacznych
ilosci kwasnych mukopolisacharydow (125), W efekcie stwierdzano stabg
aglutynacje tych komorek przez lektyny, a dopiero usuniecie niskopolisa-
charydowej warstwy dziataniem hialuronidazy powodowato, ze zaréwno
konkanawalina A jak i lektyna z kietkow pszenicy wywotywaly agluty-
nacje tych stransformowanych komarek.
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Ogélnie jednak wydaje sie, ze r6znice w strukturze zewnetrznych
warstw btony powierzchniowej komoérek prawidtowych i stransformowa-
nych wirusami, wykrywalne testem aglutynacji, wydajg sie rzeczywiscie
w wiekszos$ci przebadanych uktadéw towarzyszy¢ transformacji nowotwo-
rowej. Tak np. zmiany powierzchniowe, wykrywalne testem aglutynacji
ujawniajg sie w komorkach kilkadziesigt godzin po infekcji wirusowej
(126—130). Jest wielce prawdopodobne, ze zjawisko to jest zwigzane z pod-
jeciem, indukowanej przez wirus, syntezy DNA w komdrkach. Zahamo-
wanie bowiem syntezy DNA fluorodezoksyurydyna lub hydroksymoczni-
kiem zapobiega wzrostowi podatnosci komorek na aglutynacje pod dziata-
niem lektyn (8, 128—130).

Co wiecej, komorki stransformowane, ktére w wyniku okres$lonych
bodzcow odzyskaly typ wzrostu charakteryzujacy komoérki prawidiowe
przestajg ulega¢ aglutynacji przez lektyny (131, 132). Podobnie komorki
stransformowane, ktérych lektyny nie aglutynuja rosna na ogdt w sposéb
zblizony do komorek prawidtowych (133).

Opracowanie testow zezwalajagcych na iloSciowe ujecie zjawiska aglu-
tynacji jest sprawg niezmiernie trudng, gdyz wiele czynnikéw, np. sama
procedura zebrania komérek, wptywajg na jego przebieg. Nie mniej jednak
znane sg juz dzisiaj metody, polegajace na ogét na pomiarach ilosci za-
glutynowanych komérek lub ilosci wigzanej przez komérki radioaktywnej
lektyny, ktére przy zastosowaniu standardowych warunkow doswiadcze-
nia (czas, temperatura) dajg powtarzalne wyniki (11, 134). Przy zastoso-
waniu tych metod wykazano kilkakrotnie intensywniejsze wigzanie lekty-
ny przez stransformowane wirusami polioma lub SV-40 mysie fibroblasty
niz przez prawidtowe komorki macierzystego szczepu (11, 106, 135). Sa
jednak i dane donoszace o jednakowym wigzaniu lektyn przez niektére
inne komorki prawidtowe i stransformowane (136—141). Wydaje sie jed-
nakze, ze — nawet jesli rzeczywiscie wystepujg réznice w stopniu wigzania
lektyn przez btony komorek prawidtowych i stransformowanych —to sa
one niewspotmiernie niskie z intensywnoscig aglutynacji komérek strans-
formowanych powyzszego ukiadu.

Stopnia aglutynowalnosci komoérek nie udaje sie jednak traktowaé
jako wskaznika potencjalnej ztosliwosci nowotworu komoérki, bowiem my-
sie biataczkowe szczepy o ré6znym stopniu ztosliwosci in vivo wigza jedna-
kowe ilosci konkanawaliny A, i wykazujg zblizony sfopiOwntensywnosci
aglutynacji (142).

Zastosowanie mikroskopii elektronowej, jak réwniez lektyn powiaza-
nych z ferrytyng lub fluoresceing, pozwolito na przesledzenie obrazow
rozmieszczenia lektyny na powierzchni komérek (106, 111, 143—151). Wy-
kazano np., ze na powierzchni prawidtowych fibroblastéw (143, 147) oraz
limfocytéw (147) konkanawalina A rozmieszcza sie w sposéb rozproszony,
podczas gdy na powierzchni fibroblastow stransformowanych wirusem
SV-40 lub komdrek lymphoma konkanawalina A moze wystepowa¢ w sku-
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piskach, réwniez chaotycznie rozmieszczonych. Tak wiec wydaje sig, ze
jedng z konsekwencji transformacji komoérek wirusami mogtyby by¢ zmia-
ny labilnosci strukturalnej (,,fluidity”) zewnetrznej glikoproteidowej war-
stwy blony powierzchniowej umozliwiajgca przemieszczenia miejsc wig-
zacych konkanawaline A (11, 146).

W s$wietle ostatnich badan wydaje sie, ze nie réznice w ilosci recepto-
row lektyn a jedynie ich odmienna lokalizacja na powierzchni bton ko-
morkowych stanowi jedng z gtdwnych przyczyn réznic w aglutynowalnosci
komérek prawidtowych i nowotworowych. Mozna sadzi¢, ze zmiany w roz-
mieszczeniu receptordw lektyn na powierzchni bton moga nastgpi¢ poprzez
ujawnianie preegzystujacych ukrytych receptoréw, przez zageszczenie re-
ceptorow na powierzchni btony na skutek zmniejszenia rozmiaréw komérek
oraz przegrupowania receptorow doprowadzajace do ich zageszczenia
w okreslonych rejonach komdérki (109, 143, 152).

Przez potraktowanie prawidtowych komérek enzymami proteolityczny-
mi mozna w ich btonach powierzchniowych ,ujawni¢” miejsca wigzace
lektyny. Enzymy te (trypsyna, chymotrypsyna, pronaza, papaina, ficyna,
subtilizyna) dodane na kilka zaledwie minut do stacjonarnych kultur ko-
moérek, wywotujg zmiany, wykrywalne testem aglutynacji, w ,architek-
tonice” zewnetrznych warstw btony powierzchniowej komérek (96, 98, 100,
108, 116—118, 153, 154), prawdopodobnie wskutek modyfikacji biatko-
wych komponent glikoproteidéw. Konsekwencjg tych zmian na powierz-
chni komorek jest wznowienie w nich syntezy DNA i pojawienie sie mitoz
(98, 155). Ponadto elektronomikroskopowe obrazy komorek pobierajagcych
konkanawaling A, uprzednio poddanych dziataniu enzyméw proteolitycz-
nych, sugeruja podobne rozmieszczenie receptoréw lektyn w tych komér-
kach do rozmieszczenia w komérkach stransformowanych (145).

Ujawnienie miejsc wigzacych lektyny w komorkach prawidtowych
mozna réwniez wywotaé przez zaburzenia w nich toku biosyntezy biatek
(118, 156, 157). Efekt ten osiggnieto jedynie przez potraktowanie cyklo-
heksoimidem komérek z hodowli stacjonarnych, co nie udato sie z komor-
kami z hodowli znajdujgcych sie w eksponencjalnej fazie wzrostu. Wyttu-
maczenie tego wyniku jest mozliwe w oparciu o wyniki badan metabolizmu
powierzchniowych glikoproteidéw w komorkach. Wskazujg one na znaczng
labilno$¢ (na skutek intensywniejszego rozpadu) glikoproteidéw w btonach
komorek z hodowli stacjonarnych, w przeciwieristwie do stosunkowo duzej
ich stabilnosci w btonach komoérek z logarytmicznej fazy wzrostu hodowli
(158, 159). Zakidcenie syntezy ztozonych glikoproteidéw moze zatem uwi-
dacznia¢ sie wyrazniej w komorkach o szybciej odnawianych skiadnikach
btony.

Nasuwa sie pytanie czy odmiennos¢ w architektonice zewnetrznych
warstw bton komorek prawidtowych i stransformowanych, wykrywana
testem aglutynacji moze mie¢ jaki$ zwiazek z regulacjg wzrostu komorek.
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Szereg danych wydaje sie przemawial za tym przypuszczeniem, a przede
wszystkim:

— Modyfikacja bton komérek prawidtowych, dziataniem enzymoéw pro-
teolitycznych do konfiguracji poréwnywalnej z konfiguracjag komorek
stransformowanych (podobne wyniki testu aglutynacji) wyzwala w tych
komérkach czasowe wznowienie syntezy DNA a w nastepstwie podziaty,

a wiec wystepuje tu analogia do zachowania sie komoérek nowotworowych
(11, 155).
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Ryc. 4. OdpowiedZ wzrostowa mysich fibroblastéw na strypsynizowang konkanawa-
line A (wg 160)

Con A — konkanawalina A; 3T3 — prawidtowe mysie fibroblasty; Py 3T3 — fibroblasty 3T3
stransformowane wirusem polioma

— Modyfikacja bton licznych komorek stransformowanych (mysie
fibroblasty stransformowane wirusami polioma (160) lub SV-40 (161, 162)
poprzez traktowanie ich preparatami trypsynowanej konkanawaliny A, za-
chowujgcej zdolno$¢ do wigzania sie z receptorami przy utracie zdolnosci
do aglutynowania komorek, powoduje poczatkowo zwolnienie tempa
wzrostu komoérek (coraz nizsza gestos¢ populacji wTzaleznosci od ilosci do-
danego preparatu trypsynowanej konkanawaliny A (Ryc. 4), a w konsek-
wencji, jak gdjTby przywrécenie komoérkom typu wzrostu charakteryzuja-
cego komdarki prawidtowe. Co wiecej, pomiary czasu trwania faz cyklu
komorek traktowanych trypsynowang konkanawaling A wykazaty, ze prze-
wazajgca wiekszosé komorek znajduje sie w fazie G-I cyklu (162), podobnie
jak stwierdzono to uprzednio dla komdérek prawidtowych z hodowli sta-
cjonarnych.

— Niektére komorki leukemiczne (Ogun, HR-1, Janosky) rosnace w za-
wiesinie w hodowli in vitro, w wyniku krotkotrwatego traktowania konka-
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nawaling A zmieniajg swo6j typ wzrostu i rosng na powierzchni naczynia
hodowlanego, podobnie jak komarki prawidtowe (163).

— Zaobserwowane w badaniach in vivo hamowanie przez konkanawa-
ling A proliferacji niektdérych nowotworéw (np. lymphoma indukowana
wirusem Moloney), jak réwniez wybidrcza toksyczno$¢ tej lektyny in vitro
i in vivo w przypadku komérek stransformowanych wskazuja, ze trwate
zablokowanie miejsc receptorowych konkanawaliny A prowadzi do $mierci
komoérek (115, 164, 165).

W jaki zatem sposéb dochodzi do skoordynowania zmian zachodzacych
na powierzchni btony komoérkowej ze zmianami w funkcjonowaniu jadra
komdrkowego. Szereg obserwacji sugeruje, ze zmiany w stezeniu cAMP
moga stanowié sygnal przekazujacy do jadra komoérkowego informacje
o charakterze struktury blony, a zlokalizowanie receptora cyklazy adeny-
lowej w powierzchniowych warstwach btony komoérkowej (166; Ryc. 5)
czyni to przypuszczenie jeszcze bardziej prawdopodobnym. Poza tym wia-

amzxo WIAZACE cA

INHIBITOR KINAZY BIALKOWE
BEONY
MIKROKANALIKI
cAMP
MIKROWEOKIENKA
ENZYMY

PODJEDNOSTKA
RECEPTOROWA

CYKLA2Y ADENY-
LowEy

ATP+ Mg** Fosmowuesmuu
BIALKA RYBOSON
HISTONY
5 AMP RODOPS YNA ?

Rye. 5. Model lokalizacji cyklazy adenylowej w blonie komoérkowej (uproszezony
schemat wg 166)

domo, ze niski poziom cAMP charakteryzuje komérki stransformowane wi-
rusami (161, 167—171), w przeciwienstwie do prawidtowych, w ktérych
tylko w okresie mitozy stwierdza sie obnizenie poziomu cAMP (169, 172,
173). W tym tez tylko stadium komérki prawidtowe ulegajg aglutynacji
pod dziataniem lektyn, czyli wykazujg strukture blony powierzchniowej
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zblizong do struktury komorek stransformowanych (174—176). Zdaniem
Burgera mozna nawet zatozy¢, ze komorki stransformowane charaktery-
zuja sie zawsze architektonikg bton cechujaca btony komoérek prawidio-
wych jedynie w stadium mitozy (Ryc. 6) (8, 175, 177). Obserwacje, ze zmia-
ny na powierzchni btony ujawniajg sie nie bezposrednio po infekcji wi-
rusowej, lecz dopiero w nastepnym cyklu komorkowym przemawiajg za
powyzszym przypuszczeniem. Sg to:

G1 G2M Gl S G2M GL S G2 M G1
_ [ I
Miejsca Zastoniete
receptorowe ;%
i U U
Odkryte n
Polioma
SV-40

Ryc. 6. Hipotetyczny model odstaniania (uwidocznienia) receptoréw lektyn w réznych

fazach cyklu w komérkach prawidtowych i stransformowanych (wg 112)
G-1, S, G-2, M —fazy cyklu komérkowego

— Podwyzszenie aktywnosci ATPazy i cyklazy adenylowej w strans-
formowanych komdrkach, traktowanych trypsynizowang konkanawali-
ng A, towarzyszy zmianie typu ich wzrostu w hodowli, do typu charak-
terystycznego dla komorek prawidtowych (161); zamaskowanie zatem
miejsc receptorowych konakanawaliny A i struktura bton komérek pra-
widtowych wydajg sie by¢ niezbedne dla wysokiego poziomu cAMP w ko-
morce.

— Podwyzszenie wewnatrzkomérkowego poziomu cAMP, a takze zaha-
mowanie podziatéw komérkowych w hodowlach szczurzych embrionalnych
fibroblastow traktowanych bakteryjnym glikolipidem izolowanym z Samo-
nella minnesota (178), wigzacym sie z lipidowym skitadnikiem btony ko-
madrkowej (179).

— Traktowanie stransformowanych komdrek egzogennym dbcAMP
w wiekszosci przypadkéw przywraca im, przynajmniej fenotypowo, cha-
rakter wzrostu komdrek prawidtowych, a takze powoduje ich coraz trud-
niejszg aglutynacje przez lektyny (180).

— Pewne roznice w rodzaju i we wzglednych zawartosSciach glikopep-
tydéw izolowanych z bton komorek stransformowanych, nietraktowanych
dbcAMP lub poddanych jego dziataniu, wskazuja na zaleznos¢ sktadu gli—
koproteidow od typu wzrostu komérek oraz od poziomu cAMP (181, 182).

Tak wiec zbiezno$¢ wystepowania okre$lonej struktury zewnetrznych
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warstw bton powierzchniowych komérek z okre$lonym poziomem cAMP
w komoérce wydaje sie byé dla bardzo licznych uktadéw komérkowych
pewng prawidtowoscig. Spadek wewnatrzkomoérkowego poziomu cAMP
w wyniku transformacji wirusowej komoérek jak réwniez zmienno$¢ po-
ziomu cAMP w réznych stanach fizjologicznych komorki postuzyta B ur -
gerowi i wsp. (130, 173, 183) do sformutowania hipotezy sugerujgcej
uzaleznienie przebiegu cyklu komorkowego od wewngtrzkomérkowego po-
ziomu cAMP, posrednio wiec od okreslonej struktury btony. Spadek po-
ziomu cAMP bytby, wg tej hipotezy, sygnatem przekazujagcym do jadra
komoérkowego informacje o zaistniatej zmianie (zaréwno trwatej na skutek
transformacji jak i przejsciowej w wyniku dziatania surowicy i proteaz)
w architektonice btony do formy ulegajacej interakcji z lektynami. Obser-
wacje, ze egzogenne cAMP, dodane do hodowli komorek w okreslonej fazie
cyklu komérkowego hamuje w nich synteze DNA (184) popiera sugestie,
ze niski poziom cAMP w komdérce jest niezbednym sygnatem do rozpo-
czecia w nich syntezy DNA.

W hipotezie Burgera nie sprecyzowano jednak jakie ,konsekwencje
biochemiczne” moze za sobg pocigga¢ spadek poziomu cAMP w komérce.
Ostatnie badania Hauschki i wsp. nad pobieraniem tymidyny przez
komorki, wskazujg na hamowanie aktywnos$ci kinazy tymidynowej pod
wpltywem egzogennego cCAMP (185). Autorzy ci sugerujg wystepowanie
w komérkach, kontrolowanego przez cAMP, mechanizmu pobierania tymi-
dyny, a wiec posrednio kontroli replikacji DNA.

Szereg danych tyczacych uzaleznienia szybkosci transportu do komo-
rek zwigzkéw drobnoczgsteczkowych od stanu prawidtowosci czy tez no-
wotworowosci komorek (12, 14, 15), jak rowniez wyniki obserwacji tempa
wzrostu komdrek w zaleznosci od sktadu Srodowiska i obecnosci czynni-
koéw wzrostowych (188, 187) postuzyly Holley’owi do sformutowania
og6lnej hipotezy o wzroscie komérek nowotworowych (188). Wedtug tej
hipotezy skiad i struktura btony powierzchniowej komdrek determinuje
szybsze lub wolniejsze pobieranie przez komdrki zwigzkéw drobnoczastecz-
kowych z otaczajacego S$rodowiska. Szybszy transport tych zwigzkéw
w komorkach stransformowanych powoduje wzrost stezenia tych skiad-
nikdw w komdarce do poziomu, przy ktdrym nie sg one juz czynnikami limi-
tujagcymi wzrost komorki. Selektywne zatrzymanie wzrostu komoérek pra-
widtowych w okreslonej fazie cyklu komérkowego na skutek braku w po-
zywce okre$lonych aminokwaséw (np. izoleucyny (189) czy leucyny (190)
rébwniez przemawia za hipotezg Holley’a.

Powyzej omowione hipotezy nie wyczerpujg oczywiscie mozliwosci
i innych interpretacji powigzan pomiedzy zmianami sktadu i architekto-
niki zewnetrznych warstw btony powierzchniowej komoérek a regulacjg
wzrostu komdrek. Nie mniej jednak istnienie tych zalezno$ci wydaje sie
juz dzisiaj sprawg bezsporna.
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Gtéwne problemy powyzszego artykutu stanowity tres¢ referatu wygtoszonego

na sympozjum o btonach biologicznych podczas XI Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w Biatymstoku we wrze$niu 1973 roku.

(Artykut nadszedt 16.9.1973)
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Drogi biosyntezy réznomolekularnych fosfolipidow

Biosynthesis Pathways of the Molecular Species of Phospholipids

Zastosowanie w ostatnich latach techniki rozdziatu fosfolipidéw na
ptytkach z kwasu krzemowego z domieszkg azotanu srebra pozwolito na
wyodrebnienie wsréd fosfolipidow zawierajagcych te samg zasade azotowg
(np. choling), r6znomolekularnych ich form, okreslanych jako odrebne ro-
dzaje molekularne (angielski termin — molecular species) réznigce sie mie-
dzy sobg sktadem kwasdw ttuszczowych. Rdéznice te dotyczg zaréwno diu-

INTERAKCJA A200 KOMBINACJI

LIPID-LIPID 1) DLUGOSC LAKICUCHA

2) ILOSC PODWOJINYCH WIAZAKI

3) POZYCJA PODWOINEGO WIAZANIA

4) WIAZANIE ESTROWE LUB ETEROWE

INTERAKCJA
LIPID-BIALKO

INTERAKCJA
LIPID-BIALKO;
WIAZANIE KATIONOW

Ryc. 1. Wplyw struktury czasteczki fosfolipidu na mozliwo$¢ szeregu interakcji przy
tworzeniu btony (wg (1), zmodyfikowany)

gosci tancucha wystepujacych kwasow ttuszczowych jak i stopnia nienasy-
cenia, a takze rozmieszczenia poszczegélnych kwaséw w czasteczce fosfoli-
pidu. Jednoczesnie badania nad naturalnymi i sztucznymi btonami wy-
kazaty, ze wewnetrzna organizacja i wtasciwosci bton zalezg w znacznym
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Schemat 1. Gtéwne drogi biosyntezy fosfolipidéw w tkankach zwierzecych
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stopniu od rodzajow ro6znomolekularnych fosfolipidow tworzacych te
btony.

Rycina 1 przedstawia schematycznie strukture czasteczki fosfolipidu
oraz wskazuje na udziat poszczegdlnych jej fragmentow w rdznego ro-
dzaju interakcjach przy tworzeniu struktury bton biologicznych. Jak za-
znaczono na rysunku teoretycznie istnieje mozliwos¢ okoto 200 kombinacji
zwigzanych z wystepowaniem okreslonych kwaséw tluszczowych w cza-
steczce fosfolipidu determinujgcych jego rodzaje molekularne. Istotne wiec
wydaje sie zagadnienie, jakie mechanizmy moga by¢ odpowiedzialne za
synteze réznych rodzajow molekularnych fosfolipidow.

Giéwnymi skiadnikami lipidowymi bton biologicznych sg fosfolipidy
cholinowe i etanoloaminowe. Ich r6znomolekularne rodzaje wystepujace
w tkankach nalezg rowniez do najlepiej zbadanych. Na ogdt czasteczki fos-
folipidow naturalnych zawieraja nasycone kwasy tluszczowe w pozycji 1,
a nienasycone w pozycji 2 szkieletu weglowego. Inne ukiady tzn. fosfoli-
pidy 1,2-dwunienasycone, 1,2-dwunasycone i 1-nienasycone, 2-nasycone
wystepuja w materiale biologicznym w matych ilosciach, a w znaczniej-
szych tylko wyjatkowo. Procentowa zawarto$¢ okre$lonych réznomoleku-
larnych fosfolipidow wydaje sie by¢ charakterystyczna raczej dla danej
tkanki, anizeli zwigzana ze specyficznoscig gatunkowg (Ryc. 2).

Jak wida¢ z danych na rycinie 2 stosunkowo znaczng zawartos¢ lecytyn
dwunasyconych stwierdzono w tkance ptucnej. Uwaza sie (3), ze monomo-
lekularna warstwa dwunasyconych lecytyn pokrywajgca nabtonek peche-
rzykow ptucnych petni tu specjalng funkcje, a mianowicie chroni przed
nadmiernym przenikaniem ptynéw do wnetrza pecherzykow.

Wystepowanie wielu r6znomolekularnych czasteczek lecytyny i fosfa-
tydyloetanoloaminy nasuwa pytanie, czy za selektywne rozmieszczenie
kwaséw tluszczowych w pozycjach 1 i 2 odpowiedzialne sg enzymy
bioragce udziat w syntezie de novo (I), czy tez enzymy cyklu deacylacji fos-
folipidow i reacylacji lizofosfolipidow (I1).

. Zagadnienie specyficznosci enzymow przy syntezie lecytyny i fosfaty-
dyloetanoloaminy de novo

Zgodnie z przyjetym schematem drdg biosyntezy fosfolipidow (sche-
mat 1) za wprowadzanie okreslonych kwaséw ttuszczowych do czasteczek
lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy odpowiadajg badz acylotransferazy ka-
talizujace synteze kwasu fosfatydowego badZ dziatajgce selektywnie trans-
ferazy fosfocholiny lub etanoloaminy.

1-1. Specyficzno$¢ enzymoéw syntetyzujgcych kwas fosfatydowy

Kwas fosfatydowy jest kluczowym intermediatem w syntezie wszyst-
kich fosfolipidéw. Powstawanie wiec okreslonych rodzajow molekularnych
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kwasu fosfatydowego moze warunkowac synteze innych fosfolipidow o tym
samym sktadzie kwasow ttuszczowych. W tkankach zwierzecych synteza
kwasu fosfatydowego moze zachodzi¢ réznymi drogami. Najwcze$niej poz-
nang droga (4, 5) jest synteza z sn-glicero-3-fosforanu, ktdry ulega stop-
niowej acylacji przez przytaczenie dwdch reszt kwasow tluszczowych
z acyloCoA. Sugestie, ze reakcja ta zachodzi dwustopniowo wysuneli juz
Kornberg i Pricer (5. Autorzy ci stwierdzili réwniez, ze maksy-
malna wydajnos$¢ estryfikacji glicerofosforanu zachodzi w obecnosci kwa-
sow ttuszczowych o $redniej diugosci tancucha (Cl4 C17, C18, przy czym
w ich badaniach jednakowo dziatat kwas oleinowy (C18i) i stearynowy
(C180. W badaniach tych nie interesowano sie pozycjg w jakg kwasy na-
sycone i nienasycone ulegaty wigczeniu. Za sugestia Kornberga i Pricera
0 wystepowaniu dwdch réznych enzyméw katalizujgcych kolejne reakcje
acylacji sn-glicero-3-fosforanu do kwasu lizofosfatydowego i fosfatydo-
wego przemawialy réwniez wyniki Landsa i Hart (6), ktdrzy stwier-
dzili hamowanie pierwszej z tych reakcji przez niektére zwigzki blokujace
grupy sulfhydrylowe. Wedtug tych autoréow (7) obydwie acylotransferazy
nie wykazuja specyficznosci wzgledem nasyconych lub nienasyconych
kwaséw ttuszczowych. Wyniki te otrzymane byty przy uzyciu mikrosoméw
watroby $winki morskiej, podobne dane uzyskali tez inni autorzy badajgc
mikrosomy watroby szczura (8) i gotebia (9). Hill i wsp. (9) przy uzyciu
tych ostatnich jako Zrédta enzymu, MC-glicero-3-fosforanu jako akceptora
oraz ekwimolarnych ilosci stearyloCoA i linoleiloCoA stwierdzili powsta-
wanie nastepujacych czasteczek kwasu fosfatydowego: CI80CI180— 15°/g
C182C182— 42%, C182C180— 22°/o, CIBOC1B2— 21°/o. Wynik ten mdgt
wskazywaé na przypadkowe rozmieszczenie badanych kwaséw tluszczo-
wych w pozycjach 1i 2. Stwierdzono jednak przy uzyciu skrawkdéw watro-
by pewna preferencje nienasyconych kwasow ttuszczowych do estryfikacji
pozycji 2 (9) zgodng z wynikami innych badan, w ktérych jako zrédia
enzymu uzywano mikrosoméw réznych tkanek (10, 11). Frakcje lecytyny,
fosfatydyloetanoloaminy i kwasu fosfatydowego analizowane po inkubacji
mikrosomow watroby szczura w obecnosci sn-glicero-3-fosforanu i ré6znych
nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych zawieraty okoto 80°0o
nasyconych kwaséw ttuszczowych w pozycji 1 i podobnie okoto 80% nie-
nasyconych kwaséw ttuszczowych w pozycji 2 (tabela 1). Wyniki te prze-
mawiajg wyraznie za wybiorczg syntezg okreslonych rodzajow molekular-
nych na poziomie syntezy kwasu fosfatydowego.

Dodatkowe przekonywujace dane za powstawaniem asymetrycznych
czasteczek kwasu fosfatydowego uzyskano uzywajgc par réznie znakowa-
nych kwaséw ttuszczowych nasyconego i nienasyconego (11). Stwierdzono
woéwczas synteze réznomolekularnych czasteczek kwasu fosfatydowego,
gtownie takich w ktdrych liczba wigzan podwojnych odpowiadata liczbie
wigzah wystepujacych w podawanej parze kwaséw ttuszczowych. W dos-
wiadczeniach tych stosowano w réznych kombinacjach znakowane trytem
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nasycone kwasy ttuszczowe (C160, C180 oraz znakowane weglem nienasy-
cone kwasy ttuszczowe (C182 C183.

Bezposrednich dowodoéw wybidrczej specyficznosci acylotransferaz ka-
talizujgcych synteze kwasu fosfatydowego dostarczyty badania Yama-

Tabela 1.

Rozmieszczenie nasyconych i nienasyconych kwasow ttuszczowych we frakcjach

fosfolipidéw mikrosoméw watroby szczura inkubowanych w obecnosci glicero-3-
fosforanu i réznych kwaséw ttuszczowych (wg Possmayera i wsp. (11)

Fosfatydyloeatno-

Lecytyna - Kwas fosfatydowy
Kwas loamina
tluszczowy l-pozycja 2-pozycja 1-pozycja 12-pozycja 1-pozycja 2-pozycja

N N 7d - i N id
Cl6:0 83 17 87 1 13 72 28
Clg:0 %0 10 86 | 14 86 14
ClI8:2 6 94 22 1 78 16 84
cl8:3 12 88 32 | 68 20 80

shity iwsp. (12, 13) z uzyciem czesciowo oczyszczonych enzymoéw. Wy-
kazano, ze w reakcji estryfikacji glicero-3-fosforanu do 1-acyloglicero-
3-fosforanu (kwasu lizofosfatydowego) bierze udziat zaktywowany kwas
nasycony, w reakcji katalizowanej przez drugg acylotransferaze tj. estry-
fikacji l-acyloglicero-3-fosforanu do kwasu fosfatydowego wykorzysty-
wany jest zaktywowany nienasycony kwas ttuszczowy, (nienasycony acy-
10CoA).

CHOH CHoO—C R
| |
c=0 + RICO—S—CoA c=0
i |
dH,—o0—P) chZ mOHg)
NADPH
(nADP
(0]
0 CHD —C—Ri CHD —C—R
| |
rRe-d o_ch HO—CH
| +R 2C0—S—CoA .
CH2—-0—© dH2—0-Hg)

Schemat 2. Synteza kwasu fosfatydowego z fosforanu dwuhydroksyacetonu (wg (16,17))
Ri—reszta kwasu tluszczowego nasyconego,
R2—reszta kwasu ttuszczowego nienasyconego;
1i 2 kolejne reakcje acylacji.
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Inne drogi syntezy kwasu fosfatydowego, a przynajmniej niektore
z nich, moga by¢ réwniez odpowiedzialne za tworzenie réznomolekular-
nych fosfolipidow. Stosunkowo najdawniej opisana zostata (14) reakcja
fosforylacji L-1,2-dwuglicerydu przy udziale ATP Kkatalizowana, przez
kinaze dwuglicerydu. Réwniez droga syntezy kwasu fosfatydowego z alde-
hydu fosfoglicerynowego (15) lub fosforanu dwuhydroksyacetonu (16, 17)
mogtaby prowadzi¢ do powstawania okre$lonych rodzajow czasteczek kwa-
su fosfatydowego. Maksymalna wydajnos¢ estryfikacji fosforanu dwu-
hydroksyacetonu zachodzi w obecnosci nasyconego kwasu ttuszczowego,
gtéwnie palmitynowego (17). Powstajacy po redukcji przy udziale NADPH
kwas lizofosfatydowy moze ulega¢ dalszej acylacji, wykorzystujac zakty-
wowany nienasycony kwas tluszczowy (schemat 2).

Oprécz endoplazmatycznego retikulum mitochondria réwniez wyka-
zujg zdolnos$¢ do estryfikacji s?2-glicero-3-fosforanu do kwasu lizofosfaty-
dowego i fosfatydowego (18—24), a enzymy katalizujgce obydwie reakcje
znajduja sie w zewnetrznej blonie mitochondrialnej (18—23). Natomiast
enzymy katalizujgce synteze lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy (omawia-
ne dalej) wystepujg wytacznie w endoplazmatycznym retikulum (25—27).

1-2. Synteza ro6znomolekularnych czasteczek lecytyny i fosfatydyoetanolaminy na
poziomie transferaz wykorzystujgcych pochodne CDP

Stymulacje syntezy lecytyny przy udziale cholinofosfotransferazy
(E.C. 2.7.8.2) w obecnosci dodanego dwuglicerydu zawierajgcego w cza-
steczce nienasycony kwas tluszczowy wykazano badajgc mikrosomy moézgu
(29) jeszcze w roku 1966. Pézniejsze badania z pracowni van Deenena
(29, 30) przy uzyciu mikrosoméw watroby szczura jako Zrédta enzymu
i dwuglicerydow o réznym skiadzie kwasoéw ttuszczowych zawierajacych
od 1 do 4 nienasyconych wigzan, nie wykazaty specyficznosci transferaz
wykorzystujgcych CDP-choline i CDP-etanolamine.

Poréwnanie jednak zawartosci wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych we frakcji lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy wskazuje na znacz-
nie wieksza ich zawartos¢ w tej ostatniej (31, 32). Mozliwos¢ wykorzysta-
nia dwuglicerydéw z dostepnej puli przez cholinofosfotransferaze
(E. C. 2.7.8.2) i etanoloaminofosfotransferaze (E. C. 2.7.8.1) jest zagadnie-

niem odrebnym.

1-3. Inne mozliwe drogi prowadzace do syntezy rdznych rodzajow molekularnych
lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy

W wielu tkankach zwierzecych wykazano reakcje bezposredniej wy-
miany zasady pomiedzy fosfatydyloetanoloaming a wolng serynag (33),
a takze innymi fosfolipidami i zasadami (34—37). Reakcje te katalizowane
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przez frakcje mikrosomalng wymagajg obecnosci jonéw Ca2+ i zachodzg
bez naktaddw energii.

Roéwniez znana jest reakcja powstawania fosfatydyloetanoloaminy
przez dekarboksylacje fosfatydyloseryny (33) (schemat 1). Inng reakcjg na
drodze wewnetrznych przemian fosfolipidow jest reakcja metylacji fosfa-
tydylcetanoloaminy przy udziale S-adenozylometioniny (38, 39). Produk-
tami posrednimi reakcji sg monometylofosfatydyloetanoloamina i dwume-
tylofosfatydyloetanoloamina. Synteza tg droga zachodzi gtéwnie w $luzow-
ce jelita i watrobie. W tej ostatniej tkance wedtug danych Trewhelli
i Collinsa (40) reakcja metylacji fosfatydyloetanoloaminy obok reakcji
acylacji lizolecytyny odgrywa istotng role in vivo przy syntezie niektérych
rodzajow molekularnych lecytyny zawierajagcych kwas arachidonowy

(C4y

Il. Degradacja fosfolipidow i acylacja lizofosfolipidéw

W poczatkach lat sze$édziesigtych Lands (41) wysunat sugestie, ze
sprzezone reakcje deacylacji fosfolipidow i reacylacji lizofosfolipidow od-
powiadajg za asymetryczne rozmieszczenie kwaséw tluszczowych w czas-
teczkach fosfolipidow.

W tkankach zwierzecych swoiste fosfolipazy (acylohydrolazy fosfolipi-
dow) katalizujg pierwsze z tych reakcji dziatajac na wigzania estrowe
w pozycjach 1i 2 czasteczki fosfolipidu. Wg zaproponowanej przez van
Deenena i de Haasa (42) nomenklatury enzym powodujacy hyd-
rolize wigzania estrowego w pozycji 1 nosi nazwe fosfolipazy Ax a odszcze-
piajacy reszte acylowag w pozycji 2— fosfolipazy A2 Wprowadzenie tych
oznaczeh pozwolito na zastgpienie mniej Scistych dawniej stosowanych
nazw fosfolipazy A hydrolizujgcej wigzanie estrowe w pozycji 2 oraz fosfo-
lipazy B, ktéra dziatata zarbwno na wigzanie w pozycji 1 jak i 2 czasteczki
fosfolipidu.

Obecnosé fosfolipaz Axi A2stwierdzono w wielu tkankach ssakéw jak
Sluzéwece jelit, mozgu, watrobie, trzustce i innych. Bogatym Zrodtem fosfo-
lipazy A2sg jady zmij.

Wg danych Scherphofa, Waite’a i van Deenena (43,44)
fosfolipazy Ax i A2 wystepujg w réznych strukturach subkomérkowych.
I tak autorzy ci badajac frakcje watroby szczura stwierdzajg, ze fosfoli-
paza A2znajduje sie gtéwnie w mitochondriach, podczas gdy fosfolipaza Al
wystepuje we fragmentach endoplazmatycznego retikulum (mikrosomy).
Enzymy te posiadajg rézne aktywatory i inhibitory. Fosfolipaza A2 wy-
maga jonow Ca2+ a hamuja ja zwiazki chelatujace, podczas gdy aktywnos$¢
fosfolipazy A: hamujg jony metali dwuwartoSciowych. Catkowitg degra-
dacje fosfolipidow katalizuje lizofosfolipaza, enzym znajdujacy sie gtéwnie
we frakcji rozpuszczalnej (cytoplazmatycznej) (44, 45). W przeciwienstwie
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do swoistosci fosfolipaz lizofosfolipaza nie wykazuje specyficznosci, kata-

lizujagc odszczepienie kwasu tluszczowego zar6wno w pozycji 1, jak

i 2 czasteczki lizofosfolipidu.
Powstajagce w wyniku dziatania fosfolipazy Ai i A2 monoacylowe

pochodne fosfolipidow mogg by¢ selektywnie acylowane przez odpowied-
nie acylotransferazy (Schemat 3).

V-&-

A

S-acylo-CoA U-acylo-CoA

OH

HO-

IP—NI| P—N

Schemat 3. Schemat degradacji fosfolipidéw przez fosfolipazy Aj i A2 oraz reacylacji
powstatych lizofosfolipidéw przy udziale specyficznych acylotransferaz lizofosfoli-
pidow (wg (46))

S —kwasy nasycone;
U —kwasy nienasycone.

Izomeryczne formy lizofosfolipidow sg specyficznymi akceptorami
okreslonych kwasow ttuszczowych. | tak gdy jako substratu uzywano
1-acylofosfatydylocholiny inkorporacji ulegty nienasycone kwasy ttusz-
czowe, gdy stosowano 2-acylofosfatydylocholine to wbudowaniu ulegaty
kwasy nasycone. Podobna selektywno$¢ inkorporacji ma miejsce w przy-
padku lizofosfolipidow etanolaminowych (47, 48). Van den Bosch
i wsp. (49) przy uzyciu mikrosoméw watrobowych jako Zrodfa enzymu
i l-acylolizolecytyny jako akceptora stwierdzili nastepujgca zaleznos¢ in-
korporacji kwasow ttuszczowych: oleinowy ) linolowy ) laurynowy ) pal-
mitynowy ) stearynowy. Gdy jako akceptora uzyto 2-acylolizolecytyny
stwierdzono nastepujaca kolejno$¢ inkorporacji kwasow tluszczowych:
stearynowy ) palmitynowy ) laurynowy, a w znacznie mniejszym stopniu
niz ten ostatni oleinowy i linolowy. Na og6t 1-acylolizofosfolipidy wydajg
sie by¢ lepszymi akceptorami kwaséw ttuszczowych niz ich izomeryczne
formy.

Szereg danych (50) wskazuje, ze za inkorporacje nasyconych kwasow
ttuszczowych do 2-lizofosfolipidow, a kwaséw nienasyconych do 1-lizofos-
folipidébw odpowiedzialne sg specyficzne acylotransferazy. Specyficznosé
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tych enzymow jest rozna w roéznych tkankach, jest bardzo wysoka w mik-
rosomach watroby szczura, (49) natomiast duzo nizsza w mikrosomach
watroby Swinki morskiej (9). Z kolei w tkance ptucnej wystepuje specy-
ficzna acylotransferaza odpowiedzialna za wprowadzenie kwasu palmity-
nowego w pozycje 2 lizolecytyny (32).

Sadzono poczatkowo, ze acylotransferazy wystepuja wytacznie we
frakcji mikrosomalnej (51). Uzyskano jednak dane, ze réwniez i mito-
chondria sg zdolne do acylacji lizofosfolipidow (18, 21). Enzymy katali-
zujace ten proces, podobnie jak acylotransferazy sn-glicero-3-fosforanu,
wystepuja w zewnetrznej btonie mitochondriow.

Badania Scherphofa i van Deene n’a (52) w ktérych zasto-
sowano roznie znakowane prekursory i $ledzono stosunek izotopéw w syn-
tetyzowanych fosfolipidach wskazujg na znaczny udziat drogi acylacji lizo-
fosfolipidéw w syntezie lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy. | tak w wy-
niku inkubacji L-H-glicero-3-fosforanu i znakowanych 4C kwasow ttusz-
czowych w obecnosci mitochondriow, mikrosomoéw, stwierdzono, ze
stosunek izotopowy H/UC jest inny we frakcji kwasu fosfatydowego,
a inny we frakcji lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy. Gdyby inkorporacja
kwasow ttuszczowych do czasteczek lecytyny i fosfatydyloetanoloaminy
odbywata sie wg schematu Kennedy’ego, (schemat 1), stosunek izotopowy
powinien by¢ we wszystkich frakcjach identyczny. Gdyby natomiast kwa-
sy ttuszczowe ulegaty wbudowywaniu wytgcznie drogg acylacji lizofosfo-
lipidéw stosunek ten bytby réwny zeru. Stwierdzono jednak, Ze stosunek
izotopowy w kwasie fosfatydowym byt znacznie wyzszy niz w lecytynie
i fosfatydyloetanoloaminie. W przypadku za$ tych ostatnich fosfolipidow
byt on takze wyzszy cd zera, co Swiadczyto, ze synteza fosfolipidow choli-
nowych i etanolaminowych zachodzita obydwiema drogami.

Na obecnym etapie badan trudno jest ustali¢ jaki jest udziat drogi acy-
lacji lizofosfolipidéw w biosyntezie fosfolipidéw in vivo. Wydaje sie jed-
nak, ze ta drogg moze zachodzi¢ synteza nowych, niewystepujacych w wa-
runkach fizjologicznych rodzajow molekularnych fosfolipidow. Przemawia
za tym miedzy innymi zmiana sktadu kwasow tluszczowych w lecytynie
watroby zwierzat karmionych pokarmem pozbawionym niezbednych wie-
lonasyconych kwaséw ttuszczowych (53). Szereg danych wskazuje réwniez,
ze reakcje acylacji lizofosfolipidow moga mie¢ duze znaczenie przy wpro-
wadzaniu wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych do czgsteczek fosfoli-
pidéw, szczeg6lnie fosfatydyloetanoloaminy.

(Artykut nadszedt 6.9.1973)
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WALDEMAR LUTZ* LEOKADIA KLYSZEJKO-STEFANOWICZ**

Chemiczna synteza i wiasciwosci analogow
hormondéw peptydowych

Chemical Synthesis and Properties of
Peptidic Hormone Analogues

Termin peptydy stosuje sie na og6t na okreslenie zwigzku o masie
czasteczkowej nie przekraczajacej 10 000 daltonéw (80—90 aminokwasow),
pozostawiajac termin biatka na okreSlenie czasteczek o wiekszej masie (1).
Peptydy pod wzgledem budowy chemicznej nalezg do grupy amidéw kwa-
sowych. Przyroda nie uznaje oczywiscie konwencji terminologicznych i za-
kresy ciezarow czasteczkowych naturalnych peptydéw oraz biatek nie sg
odgraniczone. Jest rzecza sporng czy insuling, ktorej czasteczki sa zbu-
dowane z 51 aminokwaséw, nalezy uznaé¢ za ,duzy” peptyd czy tez za
»,mate” biatko. Rowniez niesprecyzowane sg nazwy ,oligopeptyd” i ,,po-
lipeptyd” (2).

Rozmiary wystepujacych w przyrodzie peptydéw sa zréznicowane, od
matych dwupeptydow (anseryna, karnozyna) do peptydéw o ciezarze czas-
teczkowym wynoszacym ponad 8000 daltonéw (parathormon). Ich aktyw-
nos$¢ rézni sie rowniez w bardzo szerokim zakresie. Jedne z naturalnych
peptyddéw sg wysoce aktywne biologicznie (hormony, antybiotyki), podczas
gdy inne takiej wtasciwosci nie wykazuja.

Stosowane dotychczas metody badania sktadu i sekwencji aminokwa-
sowej peptydéw nie zawsze pozwalajg na ostateczne rozszyfrowanie struk-
tury badanego peptydu. Czesto poznanie budowy nowoodkrytych pepty-
doéw naturalnych dokonuje sie poprzez synteze chemiczng analogéw tych
peptyddéw i poréwnanie ich wiasciwosci biologicznych i fizykochemicznych
(3-8).

Chemiczna synteza peptydow dostarcza informacji nie tylko o budowie
peptydu ale pozwala réwniez wykaza¢ zaleznosci, jakie istniejg miedzy
strukturg danego peptydu a jego wiasciwosciami biologicznymi. Przepro-
wadzone na drodze chemicznej modyfikacje hormonéw peptydowych wy-
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** Doc. dr hab., Zaktad Biochemii, Instytut Biochemii i Fizjologii, Uniwersytet
L o6dzki, £6dz.
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kazaty, ze mozna wymienia¢ lub usuwac niektére aminokwasy z czaste-
czek peptyddéw bez zmiany ich aktywnosci biologicznej. W wielu przy-
padkach udato sie nawet uzyskaé syntetyczne analogi o aktywnos$ci prze-
wyzszajacej aktywno$¢ naturalnych hormonéw peptydowych (9—12).
Doswiadczalnie sprawdzono przede wszystkim, ktdre aminokwasy sg hie-
zbedne dla wystgpienia odpowiednich wiasciwosci hormonalnych, a ktére
sg odpowiedzialne za fgczenie sie hormonu peptydowego z wiasciwymi
receptorami na powierzchni komérki. Stwierdzono ponadto, ktére z amino-
kwaséw w czasteczce sg ,,zbedne”, tj. nie majg zasadniczego wptywu na
aktywno$¢ hormonalng danego peptydu. Wykazano takze,- ze oprécz ami-
nokwaséw ,zbednych” w czasteczkach hormonéw peptydowych moga
wystepowaé takze aminokwasy ,niejednoznaczne”, ktére wprawdzie moz-
na zastgpi¢ przez inne podobne aminokwasy nie zmieniajac aktywnosci
biologicznej peptydu, ale skrocenie tancucha o ten aminokwas moze cat-
kowicie znie$¢ aktywno$¢ biologiczng (13—17). Aminokwasy te sg zaanga-
zowane w utrzymanie takiego ksztattu czasteczki hormonu peptydowego,
aby aminokwasy odpowiedzialne za jego faczenie sie z wtasciwym recepto-
rem pozostawaty w odpowiednich wzajemnych stosunkach przestrzennych.

Chemiczna synteza peptydow, szczegoblnie synteza wiekszych peptyddw,
jest procesem bardzo czasochtonnym w poréwnaniu z mozliwosciami, jaki-
mi dysponuje zywy organizm. W zywym organizmie peptydy sg tworzone
z szybkoscig minutowg a nawet sekundowg, podczas gdy zespét doswiad-
czonych chemikdw potrzebuje wielu godzin lub dni dla przeprowadzenia
syntezy bardziej ztozonych peptydéw (5). Z drugiej strony przyroda aby
przeprowadzi¢ mutacje genu, ktérej konsekwencjg bytaby wymiana jed-
nego aminokwasu w czasteczce peptydu, potrzebuje czasu rzedu setek ty-
siecy a nawet milionéw lat (18), a chemiczna synteza, mimo swojej nie-
doskonatosci, daje mozliwo$¢ wprowadzenia szybkich i wielokierunkowych
zmian w sktadzie aminokwasowym czasteczki peptydu.

Peptydy biologicznie czynne wystepujg w organizmie w bardzo ma-
tych ilosciach, stad ich wyodrebnienie i otrzymanie w czystej postaci jest
zwiagzane z ogromnymi trudnosciami (19). Dopiero synteza chemiczna
umozliwita szerokie zastosowanie tych peptydéw w badaniach naukowych
i lecznictwie. Dalszy postep w powszechnym stosowaniu hormonow pepty-
dowych wigze sie z uproszczeniem ich syntezy poprzez pominiecie amino-
kwasow, ktérych obecno$é w czasteczce hormonu nie okazata sie konieczna
dla aktywnosci biologicznej.

I. Chemiczna synteza peptydow
Poczatki rozwoju chemii peptydow siegajg kohnca XIX i poczatku

XX wieku i wigzg sie z pionierskimi pracami Curtiusa i Fischera. Jednak
dopiero po 1954 r., kiedy du Yigneaud (20) dokonat pierwszej syn-
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tezy hormonu peptydowego — oksytocyny, zaczat sie burzliwy rozwoj tej
gatezi chemii. Od tego czasu obok licznych prac dotyczacych samej tech-
niki prowadzenia procesu syntezy peptydéw, gtéwne kierunki badan zmie-
rzaja do syntezy peptyddw o identycznej budowie jak peptydy naturalne,
a takze peptydéw bedacych analogami tych peptydéw o zmienionej bu-
dowie chemicznej. Narastajgca w ogromnym tempie ilo$¢ syntetycznych
analogow peptydéw naturalnych wymagata ustalenia zasad ich nazew-
nictwa. W zwigzku z tym Komisja Nazewnictwa Biochemicznego (CBN),
dziatajgca przy Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej
(IUPAC) oraz Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB) przedstawita
zalecenia poprawnego tworzenia nowych nazw dla syntetycznych pochod-
nych peptydéw naturalnych (21). Niektére z podstawowych zasad przed-
stawiono w tabeli 1na przykiadzie angiotensyny II.

I-1. Podstawowe zasady i sposéb postepowania

Synteza dwupeptydu z odpowiednich aminokwaséw wymaga utworze-
nia wigzania peptydowego w taki sposob, aby zachowana zostata prawidto-
wa kolejno$¢ aminokwasow oraz wyeliminowana mozliwo$¢ racemizacji
przy asymetrycznych atomach wegla w pozycji a (22, 23).

Reakcja ta przebiega zwykle przez nastepujgce etapy:

+NH3-CHR'-COO-

Odstoniecie grup czynnych
aminokwasow

0~NH-CHR—COOH NH?—CHR—CO—({{)
Aktywacja grupy /
karboksylowej
/
2 CO_":' //
o S >

~—

Powstanie wigzania
peptydowego

0-NH —OHR—eo—NH—cHR—co—()

Usunigcie grup
ostaniajgcych

+NIH3—CHR—CO—NH —CHR—COO"

Ryc. 1. Kolejne etapy reakcji prowadzacych do syntezy dwupeptydu

O i © —ugrupowania ostaniajace grupy czynne aminokwasoéw,
3 —ugrupowanie aktywujace grupe karboksylowg



H—Asp—Arg—Wal—Tyr—1le—His—Pro— Fen—OH

1

H—Asp—Arg—Wal—Tyr—Wal—His—Pro—Fen—OH

H—Asp—Arg—Wal—Tyr—Ille—His—Pro—Fen—Leu—OH

H—Asp—Arg—Wal—Tyr—Tyr—Ille—His—Pro—Fen—OH

H—Arg—Wal—Tyr—Ille—His—Pro—Fen— OH

2

Wal

1
H—Asp—Arg—Wal—Tyr—Ile—His—Pro— Fen—OH

1

2

Tabela 1;

Angiotensyna Il i nazewnictwo jej syntetycznych pochodnych

Skiad aminokwasowy peptydu

3

4

4

5

5

da

H—Arg—Wal—Tyr—Ile—OH

2

5

6

5

7

8

8

Rodzaj zmiany

dokonanej
w peptydzie
naturalnym

Wymiana
aminokwasu

Wydtuzenie
tanicucha
peptydowego

Wystawienie
aminokwasu
Eliminacja

aminokwasu

Rozgatezienie
peptydu

Fragmentacja
peptydu

Nazwa skrétowa
peptydu

Angiotensyna |l
(nazwa wyjsciowa)

Wal5-angiotensyna 11
Angiotensylo Il-Leu
Endo-Tyr4*-angioten-
syna |l

Des-Aspi-angiotensy-

na Il

-angiotensylo I1-Wal

Angiotensyno 11-(2—5)
czteropeptyd
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a) ostoniecie grupy aminowej aminokwasu, ktdry ma stanowi¢ N-kon-
cowg reszte dwupeptydu;

b) ostoniecie grupy karboksylowej aminokwasu majgcego byé C-kon-
cowag resztg dwupeptydu;

c) ewentualne ostoniecie grup czynnych w tancuchach bocznych ami-
nokwasow;

Tabela 2.

Ugrupowania ostaniajgce grupy czynne aminokwaséw podczas syntezy fancucha
peptydowego (5)

Czynnik
Ugrupowanie ostaniajace Nazwa rodnika ugrupo- Nazwa usuwajacy
aminokwas wania ostaniajgcego skrotowa ugrupowa-
nie ostania-
jace
R Katalitycz-
C1: /| = } | na wodoro-
HN—CH—CO—0O—CH2— Benzyloksy- OBz liza, HBr
R lub HF w
CFjCOOH,
CH2—0—co—NH—CH—cooh Benzyloksykarbonyl- Z-
R] C.LH3
H2N—CH—CO—0O—C—CH3 I11—rzedowy butyloksy- OBu
ch3 1| Zimny
j CFjJCOOH
ch3 r 1J ]
CH3—-C—0—CO—NH—CH—COOH I1l—rzedowy butyloksy Boc-
1 karbonyl-
ch3
R -
— 1 Lekkie za-
p —S—NH—CH—COOH 2-nitrofenylosulfenyl- Nps kwaszenie
+ indol
no?2

d) przeprowadzenie grupy karboksylowej aminokwasu z ostonietg gru-
pa aminowag w odpowiednig aktywna pochodng, ktdra ulega nukleofito-
wemu atakowi grupy aminowej aminokwasu z ostonietg grupa karboksylo-
wa, W wyniku czego powstaje dwupeptyd z ostonietymi grupami czyn-
nymi;

e) usuniecie grup ostaniajagcych i wyodrebnienie czystego dwupeptydu
(Ryc. 1).

Tak wiec w tworzeniu wigzania peptydowego powinny bra¢ udziat tyl-
ko jedna grupa aminowa i jedna grupa karboksylowa. Grupy funkcyjne,



40 W. LUTZ | WSP. 6]

ktére nie powinny reagowac, muszg by¢ zablokowane przez ugrupowania
ostaniajace.

Wyrdznia sie dwa zasadnicze rodzaje ugrupowan ostaniajgcych, a mia-
nowicie takie, ktdre uczestnicza posrednio w syntezie peptydu chronigc
grupy a-aminowe oraz a-karboksylowe i moga by¢ selektywnie odszcze-
piane, a takze takie, ktdre ostaniajg grupy czynne tafcuchoéw bocznych
aminokwasdw podczas catej syntezy peptydu. Wszystkie te ugrupowania
muszg zosta¢ usuniete po zakonczeniu syntezy na takiej drodze, aby nie
ulegt zmianie produkt reakcji — nowozsyntezowany peptyd (24—28).

Z uwagi na to, ze wiekszo$¢ peptydow jest stabilna w pH kwasowym,
sposréd grup ochronnych korzystniejsze sg te, ktore sg tatwo odszczepiane
w $rodowisku kwasowym (29—33). Liczba znalezionych ugrupowan osta-
niajagcych jest duza ale tylko nieliczne majg szerokie zastosowanie (5).
W tabeli 2 przedstawiono najczesciej uzywane typy podstawnikéw do
ostony grup aminowych i karboksylowych.

Jednym z istotnych probleméw w chemii peptydoéw jest proces race-
mizacji, jaki moze towarzyszy¢ syntezie wigzania peptydowego (22, 23, 34).
Utworzenie wigzania peptydowego miedzy grupami -NH2i -COOH z wy-
dzieleniem czasteczki wody jest procesem endoergicznym, dlatego tez ko-
nieczng staje sie aktywacja grupy karboksylowej. Utworzenie ,,aktywnej”
czasteczki aminokwasu stwarza z kolei mozliwo$¢ racemizacji, co powo-
duje obnizenie aktywnos$ci biologicznej zsyntezowanego peptydu, poniewaz
obok wiasciwego stereoizomeru powstaje inny izomer przestrzenny, ktéry
na ogot nie jest aktywny (5, 16). Ogromna liczba metod oraz ugrupowan
aktywujacych (27) stosowanych w procesie syntezy wiazan peptydowych sa
miarg wkiadu pracy dla wyeliminowania ryzyka racemizacji. O wyborze
odpowiedniego ugrupowania aktywujgcego, w przeprowadzeniu syntezy
wigzania peptydowego decyduje jego reaktywnos$¢ w stosunku do nukleofi-
lowej grupy aminowej, a takze tatwos¢ wywotywania racemizacji (16).

Szerokie zastosowanie w syntezie wigzan peptydowych znajdujg tzw.
»~estry aktywne”, otrzymywane w wyniku kondensacji aminokwasu i odpo-
wiedniego fenolu w obecnosSci NN’-dwucykloheksylokarbodwuimidu (35,
36) albo tez w wyniku reakcji transestryfikacji N-acyloaminokwasu przy
zastosowaniu fosforynow i siarczyndéw arylowych (27). Ostatnio wprowa-
dzono inne typy estrow aktywnych miedzy innymi estry N-hydroksyimidu
kwasu bursztynowego (37).

1-2. Metody syntezy

Stosowane obecnie metody syntezy peptydéw dajg sie wyprowadzié
z dwdch zasadniczych technik, tj. z technik konwencjonalnych oraz tech-
nik syntezy na nierozpuszczalnym podtozu nosnym (38).

W grupie technik konwencjonalnych wyrdzniajg sie dwa sposoby pos-
tepowania. Pierwsza z nich polega na stopniowej syntezie peptydu przy
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maksymalnym ostonieciu wszystkich grup czynnych aminokwasoéw (39);
byt on uzyty w syntezie glukagonu (40) i kalcytoniny (41). W drugim spo-
sobie postepowania synteza peptydu przebiega przy mozliwie najmniej-
szym ostanianiu grup czynnych. Metoda ta bazuje na kierowanym, syste-
matycznym przytgczaniu pojedyriczych aminokwasoéw poprzez odpowiednie
bezwodniki N-karboksylowe aminokwaséw (42) (Ryc. 2).

1 R1
|

h- nh-ch-co- o- ch3 H-NH-CH-C0-0-CH3
HNF-—CH -R i HN—-CH-R
1 L 11
}+ oc co |+ o
0 1 - o _
Rr R1 1
H—[NH—CH—CO]m—NH—CH—CO—O0—CH3 H - [NH—CH—CO]n—NH—CH—CO—0-CH3

”
+ Boc—NH—CH—CO—X
2 r r
Boc—NH-CH—CO-[NH-CH-COjm—NH—CH-CO-O-CH3
h2n- nh2-h20
R" R
Boc—NH—CH—CO—NH—CH—CO] m—NH—CH—CO—NH—NH2

metoda azydowa
R2' Rr R1'- R1
Boc—NH—CH—CO—NH—CH—-COjm—NH-CH —CO—[NH—€H—CO0],,—NH—H—-€0—0—CH3

Ryc. 2. Konwencjonalna synteza peptydéw z mozliwie najmniejszym ostanianiem
grup czynnych przy uzyciu bezwodnikéw N-karboksylowych aminokwasow
Boc —trzeciorzedowy butyloksykarbonyl, X —bursztynyloimidyl (wg 38)

Technika konwencjonalna z uzyciem aminokwaséw z catkowicie osto-
nietymi grupami czynnymi umozliwia synteze peptydéw, jak tez ich tacze-
nie w odpowiednie wieksze peptydy, przy praktycznie catkowitym wyklu-
czeniu powstawania produktdw ubocznych (12, 22). Sposob ten jednak
nadaje sie do syntezy peptydéw zbudowanych najwyzej z okoto 30 ami-
nokwaséw, z uwagi na trudng rozpuszczalno$é duzych tancuchéw peptydo-
wych obarczonych grupami ostaniajacymi (38).

Technika konwencjonalna z mozliwie najmniejszym ostanianiem grup
czynnych aminokwaséw nie daje juz pewnosci, ze zsyntezowany peptyd
bedzie wolny od produktéw ubocznych. W zwigzku z tym peptyd jest bu-
dowany poprzez synteze matych fragmentow peptydowych, ktoére nastepnie
faczy sie w wieksze czasteczki (38, 43—46).

Techniki z uzyciem nierozpuszczalnego podioza nosnego dla syntezy
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peptyddw postugujg sie stopniowym dobudowywaniem kolejnych amino-
kwasow, wedtug witasciwej kolejnosci, na podtozu z nierozpuszczalnej zy-
wicy syntetycznej. Nowosyntezowany peptyd jest kowalencyjnie zwigzany
Z zywicg i zostaje odlgczony dopiero po zakonczeniu syntezy (47—51).

Boc-NH-CH-COOH Cl—(
1
-t- (CgHs”N
R1 '

Boc-NH-CH-CO-0O-CH,

+ H+/(C2H5)3N

¥ (i

Boc-NH-CH—COOH N-NH-CH—CO—O-CHZ‘\ §

DCCD

'R2 R1
Boc-NHt CH—CO—NH—CH—CO—0- ch2- "

1 +NH3
2.+ [Boc—NH—CH(R)COOH —DCCDjn

tR2 R1L
Boc—[NH—CH—CO]Jn—NH—CH—CO—NH—CH—-CO—O—CH— ~

-HBr/CF3CO0H lub HF

R R1
H—[NH-CH—COjn-NH—CH-CO-NH-CH-CO—OH Br-CH2—

Ryc. 3. Synteza peptydéw na nierozpuszczalnym podiozu noSnym wg Merrifiel-
da (47)
P —polimer, DCCD —dwucykloheksylokarbodwuimid, Boc —trzeciorzedowy butyloksykarbonyl

Najpopularniejszg jest technika opracowana w 1963 roku przez Mer -
rifielda (47) (Ryc. 3), a pierwszym naturalnym peptydem otrzymanym
w ten sposob byta bradykinina (52). Zywica stosowana w tej metodzie jako
podioze nosne jest kopolimerem styrenu i dwuwinylobenzenu. Miejsca wig-
zace dla grupy karboksylowej C-koncowego aminokwasu syntetyzowanego
peptydu uzyskano przez wprowadzenie w zywice grup chlorometyleno-
wych (CICH.-). Usieciowanie zywicy jest tak dobrane, aby cechowaly ja
catkowita nierozpuszczalno$¢ oraz wysoki stopied pecznienia w rozpusz-
czalnikach organicznych. Umozliwia to prowadzenie syntezy nie tylko na
powierzchni ziaren zywicy (Srednica 50x), ale réwniez w ich wnetrzu.
W ten spos6b kazde ziarno stuzy jako podioze nosne dla jednoczesnej syn-
tezy 10R+tafncuchow peptydowych (53).
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W pierwszym etapie syntezy odpowiednia pochodna N-acylowa C-kon-
cowej reszty aminokwasowej peptydu, ogrzewana z zywicg i aming trze-
ciorzedowg w chlorku metylenu, przeksztatca sie w nierozpuszczalny ester
typu estru benzylowego. Po usunieciu ugrupowania N-acylowego, osta-
niajgcego grupe a-aminowg aminokwasu zwigzanego z zywicg, przepro-
wadza sie reakcje syntezy wigzania peptydowego z nastepnym N-acylo-
aminokwasem zaktywowanym przez NN’-dwucykloheksylokarbodwuimid
lub ugrupowanie nitrofenylowe. Powtarzanie opisanego cyklu reakcji pro-
wadzi do stopniowego przedtuzania tancucha peptydowego. Uzyte w syn-
tezie aminokwasy muszg mie¢ ostoniete wszystkie grupy czynne z wyjat-
kiem grupy a-karboksylowej. Po zakonczonym dobudowywaniu amino-
kwasow usuwa sie ostaniajgce ugrupowanie N-acylowe na ostatnim amino-
kwasie oraz rozszczepia sie wigzanie estrowe tgczace peptyd z zywicay,
dziatajgc bromowodorem w kwasie tréjfluorooctowym lub ciektym fluoro-
wodorem. Podczas tej ostatniej operacji zostajg réwniez usunigte ugrupo-
wania ostaniajagce grupy czynne tafncuchéw bocznych.

Zastosowanie nierozpuszczalnego podtoza nosnego dla peptydu i pos-
rednich produktéow jego syntezy wyeliminowato konieczno$¢ oczyszczania
ich przez krystalizacje; nadmiar substratéw i produkty uboczne mozna
usunaé przez wymywanie po zakornczeniu kazdego etapu syntezy. Istniejg
proby automatyzacji procesu w ten sposob, aby w okreslonym czasie byty
dodawane odpowiednie odczynniki (53).

Metoda z zastosowaniem statego podioza do syntezy peptydoéw okazala
sie rowniez przydatng do syntezy biatek. Przy jej uzyciu dokonano syn-
tezy obu tancuchéw insuliny (54, 55), analogu cytochromu c serca konskie-
go (56), rybonukleazy A z trzustki wotu (57) oraz ludzkiego hormonu
wzrostowego (58).

Technika ta ma jednak wiele niedociagnieé¢, ktére w znacznym stopniu
ograniczajq jej zastosowanie do syntezy peptydéw i biatek o dziataniu
farmakologicznym (38). Gtéwne z nich sg nastepujace:

a) praktycznie zaden z etapdéw tworzenia wigzania peptydowego nie
przebiega ze 1009%> wydajnoscig, co prowadzi do powstawania peptyddéw
o wadliwej sekwencji;

b) zwiazki, ktére muszg by¢ uzyte do oddzielenia koficowego produktu
syntezy od stalego podioza nos$nego powodujg czesto jego degradacje;

c) szereg trudnosci wynika z efektu przestrzennej zawady rosngcych
tancuchdw peptydowych oraz utrudnionego dostepu odczynnikéw reak-
cyjnych do wnetrza podtoza nosnego;

d) metody analityczne stosowane do kontroli nie sg wystarczajaco
czute, by uchwyci¢ niedoktadnosci w przebiegu procesu syntezy.

Technika Merrifielda (47) doczekata sie licznych modyfikacji,
w ktdrych stosuje sie rézne ,,grupy zaczepiajagce” w celu polepszenia wy-
dajnosci procesu syntezy oraz skrocenia czasu reakcji (48, 50, 59—62).

Pomyst Merrifielda uzycia polimeru jako no$nika w syntezie peptydow
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zostat takze zaadaptowany do analizy sekwencji aminokwasowej pepty-
déw z wykorzystaniem ich degradacji wedtlug Edmana (63, 64).

W innej technice syntezy z uzyciem nierozpuszczalnego podioza nos-
nego N-acyloaminokwasy sg przeprowadzone z uzyciem odpowiedniej zy-
wicy jako nosnika w aktywne pochodne karboksylowe i jako takie sg wia-
zane z odpowiednim aminokwasem lub peptydem (65, 66). Zasadnicze etapy
tej techniki oraz stosowane rodzaje ugrupowan aktywujgcych zwiazanych
Z zywicg przedstawia rycina 4.

. Fil
H-NH-CH-CO-NH- . . R
R2
+ Boc-NH-CH-CO—OR¥— (P)
RL
Boc-NH— CH- CO- NH-CH-CO—- NH -ORr
4- CFOCOOH
R2 R1
H-NH-CH-CO —NH-CH-CO—NH. ORr
R3
+ Boc-NH—CH-CO-OR*— (PJ
(o)
x{/,’
—O—Ri —0—¢ )—S0z
0N
S0 | -® o -®
) NH
)N

CO- O- CHg-

Ryc. 4. Synteza peptydéw z uzyciem aktywnych pochodnych aminokwaséw zwiaza-
nych z nierozpuszczalnym podtozem nosnym (38)

-OR*—P —ugrupowania aktywujace zwigzane z zywicg, P —polimer, Boc —trzeciorzedowy
butyloksykarbonyl

Ostatnio (67) wprowadzono do syntezy peptydoéw tzw. podioze ciekie,
aby wyeliminowa¢ tym samym gtéwne niedogodnosci stosowania podtoza
statego, tj. efekt zawady przestrzennej rosngcych taricuchéw peptydowych
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i utrudniony dostep odczynnikéw i substratéw do wnetrza podioza nos-
nego. W metodzie tej rosnacy tancuch peptydowy jest zwigzany z podtozem
nosnym, tj. glikolem polietylenowym o masie 10 000 daltonéw, poprzez
wigzanie estrowe miedzy grupg karboksylowg pierwszego aminokwasu
(nowo powstajagcego peptydu) a grupa hydroksylowg glikolu polietyleno-
wego. Wszystkie etapy reakcji przebiegajg w roztworze, a niskoczastecz-
kowe produkty uboczne oraz nadmiary odczynnikdw sg usuwane przez
ultrafiltracje.

Il. Zalezno$¢ miedzy budowg a aktywnoscig biologiczng hormondéw
peptydowych

Peptydy o wiasciwosciach hormondw nie posiadajg autonomii odczy-
nowej podobnej do tej, jakg wykazujg enzymy. Sg one swego rodzaju
wystannikami, ktdre dopiero po zwigzaniu sie ze specyficznymi recepto-
rami wyzwalajg w miejscu swego dziatania reakcje lub tancuch reakcji.
Powodujagc odpowiednie zmiany w sekwencji aminokwasowej hormonu
peptydowego mozna badac¢ zaleznoSci wystepujgce miedzy jego budowa
chemiczng a aktywno$cig biologiczng.

11-1. Oksytocyna i wazopresyna

Produkowane przez jadra podwzgdrza, a magazynowane w czesci tyl-
nej przysadki (68), oksytocyna (I) i wazopresyna (IlI) sa dziewieciopepty-
dami nalezgcymi do grupy heterodetycznych peptydéw monocyklicznych*

)] H—Cys—Tyr—Ile—Gin—Asn—Cys—Pro—Leu—GIli—NH?2
1 2 3 4 5 6 7 8 9
S — S

(m H—Cys—Tyr—Fen—Gin—Asn—Cys—Pro—Arg—GIli—NH2
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(1). W czasteczkach tych hormonow dwudziestocztonowy pierscien (por.
ryc. 5) z trojpeptydowym tafcuchem bocznym utworzony jest z udziatem
wigzania dwusiarczkowego. Wyrazem aktywnos$ci biologicznej oksytocyny
jest skurcz miesni gtadkich macicy oraz gruczotéw mlecznych (2), a wazo-
presyny — resorpcja zwrotna wody w dystalnej czesci kanalika nerkowego
(dziatanie antydiuretyczne) oraz skurcz naczyn krwionosnych (dziatanie

* Peptydy homodetyczne — aminokwasy potgczone tylko wigzaniami peptydowymi.
Peptydy heterodetyczne — obok wigzan peptydowych wystepujg takze wigzania inne,
np. dwusiarczkowe.
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hipertensyjne) (2). Hormony te wydajg sie posiada¢ rozne receptory tkan-
kowe dla wywotania odpowiedniego efektu fizjologicznego.

Oksytocyna jest pierwszym hormonem otrzymanym na drodze synte-
tycznej. W 1954 roku du Vigneaud i wsp. dokonali najpierw syn-
tezy oksytocyny (20), a nastepnie wazopresyny (69). Od tego czasu liczba
otrzymanych syntetycznych analogéw obu tych hormonéw przekroczyta
liczbe 200 (70). Tak duza ilos¢ syntetycznych analogébw w znacznym stop-
niu umozliwita wykazanie, jaki jest udziat poszczeg6lnych aminokwaséw
sktadowych w wystepowaniu odpowiednich aktywnosci biologicznych.

Wielu autoréw (71—78) wykazato, ze dla wystapienia aktywnosci bio-
logicznej oksytocyny i wazopresyny niezbedna jest obecno$¢ tarcucha
peptydowego ztozonego z 9 aminokwaséw oraz dwudziestocztonowa struk-
tura pierscieniowa z mostkiem dwusiarczkowym. Wszelkie zmiany pro-
wadzgce do zwiekszenia lub zmniejszenia liczby cztondw przez wprowa-
dzenie (lub usuniecie) dodatkowych aminokwasow czy tez grup metyleno-
wych do pierscienia prowadza do obnizenia aktywnosci biologicznej, a nie-
ktore z otrzymanych analogéw sg inhibitorami hormonéw naturalnych.

cbhdoh c2h5
(¢} CHo CH—CH3
| |
ch2- ch2- ¢c- nh- ch- ¢c- nh- ch
| 2 6
3c=0
I |
S (0] o NH
| 6 I 5 4!
CH2-CH-NH-C-CH-NH-C-CH-(CH2)2-CONH2
| |
c=0 2
Ji o conh2 o
CH2- N 7 [ ]
CH— c- nh- ch- ¢- nh- ch2- conh2
CH2 CH2 q|_[2 9
ch(ch3)2

Hyc. 5. Struktura kowalencyjna 1-dezaminooksytocyny tj. [1-P-merkaptopropiono]-
oksytocyny (82)

Zaleznos¢ wiasciwosci biologicznych analogdéw oksytocyny i wazopre-
syny od ich budowy przestrzennej jest szczeg6lnie widoczna w czastecz-
kach z fragmentem peptydowym dotgczonym do grupy aminowej cysteiny
w potozeniu 1 Takie analogi wywotujg blokade dziatania oksytocyny
(79, 80), utrzymujaca sie jednak tylko przez pewien okres czasu zalezny od
sposobu wprowadzenia analogu do ustréju — domiesniowo lub dozylnie.
Sadzi sie, ze analogi te zwane ,hormonogenami” (81), nieaktywne w pier-
wotnej postaci, uzyskujg aktywno$¢ w wyniku odtrawienia podstawnika
przy grupie aminowej (70, 81).
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Nieoczekiwanie wysokg aktywnos$cig (skurcz miesnidowki macicy) od-
znacza sie 1-dezaminooksytocyna, analog oksytocyny pozbawiony N-koh-
cowej grupy aminowej (Ryc. 5) (82). Natomiast analog oksytocyny z acety-
lowang N-koncowg grupa aminowag wykazywat tylko nieznaczng aktyw-
nos¢ hormonu naturalnego (83), a bromoacetylooksytocyna (84) okazata sie
silnym inhibitorem dziatania obu przysadkowych neurohormonéw na
cyklaze adenylowa. Mozna wiec sadzi¢, ze usuniecie N-koncowej grupy
aminowej utatwia przestrzenne dopasowanie oksytocyny do receptora na
powierzchni komérek, na ktére oddziatywuje.

Otrzymana syntetycznie (85) [I-/5-merkaptopropiono]-wazopresyna wy-
kazywata prawie niezmieniong aktywno$¢ presoryczng, natomiast odzna-
czata sie zwiekszong aktywnoS$cig antydiuretyczna.

Interesujgcy jest udziat grupy hydroksylowej reszty tyrozylowej (po-
zycja 2) w aktywnos$ci obu hormondéw. Metylowanie grupy hydroksylowej
tyrozyny w oksytocynie prowadzi do znacznego obnizenia jej aktywnosci
skurczowej w stosunku do macicy i gruczotdw mlecznych. Natomiast od-
powiednia metylowana pochodna wazopresyny odznacza sie stabym dzia-
taniem presorycznym, podczas gdy dziatanie antydiuretyczne pozostaje
prawie niezmienione (1). Synteza [2-fenyloalanino]-wazopresyny (86),
a wiec hormonu pozbawionego grupy hydroksylowej w pozycji 2 wyka-
zata, ze zmiana ta powoduje zanik dziatania antydiuretycznego przy nie-
znacznie zmniejszonej aktywnosci presorycznej. Catkowite usuniecie grupy
fenylowej, np. przez synteze [2-histydyno]-wazopresyny (87) prowadzi do
petnej utraty aktywnosci biologicznej. Wprowadzenie glicyny w potozenie
2 pierScienia oksytocyny dostarcza réwniez analogu nie wykazujacego zad-
nej aktywnosci biologicznej (88). Te obserwacje dowodza, ze grupa hydro-
ksyfenylowa w czasteczce oksytocyny i grupa fenylowa w czasteczce wazo-
presyny w pozycji 2 sg niezbedne dla wystgpienia odpowiednich wiasci-
wosci hormonalnych.

Godne uwagi rezultaty otrzymano przez zmiane reszty izoleucylowej
w pozycji 3 oksytocyny (89, 90). Aktywnos¢ otrzymanych analogéw zmniej-
szata sie w kolejnosci: izoleucyna > walina >fenyloalanina !> tyrozyna >
tryptofan. Mozna sadzi¢, ze zmniejszenie aktywnoS$ci analogéw zwigzane
ze zmiang w pozycji 3 wynika z obnizenia efektywnos$ci wigzania sie z re-
ceptorem.

Niezbedng dla aktywnosci hormonalnej obu peptydéw jest obecnos$¢
grup amidowych w pozycjach 4 i 5 (91, 92). Jednak reszta glutaminy w po-
zycji 4 moze by¢ podstawiona resztg asparaginy bez zmiany aktywnosci
hormonalnej oksytocyny. Po podstawieniu glutaminy w czgsteczce wazo-
presyny obserwuje sie nawet zwiekszenie aktywnos$ci antydiuretycznej,
jak to ma miejsce w przypadku [4-asparagino]-wazopresyny oraz [4-treo-
nino]-oksytocyny (93, 94). Szczeg6lna aktywnos$é tej ostatniej wynika za-
pewne z silnego oddziatywania reszty treonylowej z odpowiednim ugrupo-
waniem receptora wigzgcego hormon (5).



48 W. LUTZ | WSP. [14]

Na wazng role proliny w pozycji 7 wskazujg syntezy analogdw oksy-
tocyny i wazopresyny, w ktorych reszte prolilowg zastgpiono innymi ami-
nokwasami (1). Wszystkie analogi nie zawierajgce proliny w pozycji 7 nie
wykazywaty aktywnos$ci hormonalnej.

Synteza analogdéw wazopresyny z aminokwasami zasadowymi, tj. cy-
truling, ornityng i histydyng w pozycji 8 (95—98) wykazata, ze wiekszg
role niz zasadowo$¢ grupy funkcyjnej odgrywa tu czynnik przestrzenny.
Obecnos¢ argininy lub lizyny w pozycji 8 warunkuje pojawienie sie aktyw-
nosci presorycznej wazopresyny (1).

Za konieczno$cig wystepowania w czasteczkach obu dyskutowanych
hormondw reszty glicyloamidowej w pozycji 9 przemawia brak aktyw-
nosci analogéw [9-sarkozyno]-oksytocyny i [9-sarkozyno]-wazopresyny
(99, 100).

Rasmussen iwsp. (101) przebadali zaleznos¢ aktywnosci hormonal-
nej od czynnikéw strukturalnych na przyktadzie 30 analogdw oksytocyny
i wazopresyny. W wyniku swoich doswiadczen postulujg oni dwustopniowy
mechanizm oddziatywania hormonu z receptorem. W pierwszym etapie
hormon wigze sie z receptorem za pomocg wigzan jonowych, wodorowych
i hydrofobowych (te ostatnie wydajg sie by¢ najwazniejsze), a w nastep-
nym — dochodzi do otwarcia wigzan dwusiarczkowych oraz do wytwo-
rzenia wigzan kowalencyjnych miedzy hormonem a receptorem. W $wietle
nowszych badan nad aktywnymi analogami oksytocyny, w ktérych siarke
zastgpiono grupami metylenowymi (102) lub selenem (103), ta koncepcja
nie jest stuszng, gdyz aktywnos$¢ ich nie odbiega od aktywnosci naturalne-
go hormonu.

Badania nad syntetycznymi analogami dostarczajg nie tylko danych
0 zaleznos$ci miedzy aktywnoscig biologiczng a strukturg pierwszorzedowsg
neurohormonéw ale mogg réwniez wyjasni¢ ich budowe przestrzenng, wa-
runkujgcg dopasowanie sie czasteczki hormonu do receptora. Metody wy-
korzystywane w oznaczaniu konformacji przestrzennej biatek nie mogty
znalez¢ zastosowania w przypadku oksytocyny i wazopresyny, poniewaz
mimo wielu wysitkéw (104—107) nie udato sie dotychczas otrzymac aktyw-
nych analogéw tych hormonéw w odpowiedniej formie krystaliczne;j.
Chiu i wsp. (108) uzyskali, co prawda, krysztaty aktywnej biologicznie
selenooksytocyny ale rozwigzanie problemu konformacji oksytocyny na
drodze badan rentgeno-strukturalnych stanie sie mozliwe dopiero po zas-
tapieniu siarki w jej czasteczce atomem o wiekszej gestosci elektronowe;j.
Poréwnanie za$ przestrzennej konformacji analogéw aktywnych z nie-
aktywnymi pozwoli, byé moze, wyjasni¢ mechanizm rozpoznawania przez
hormon wiasciwego receptora komoérkowego. Warto tu wspomnieé, ze sto-
sujgc inne metody m.in. badanie jadrowego rezonansu magnetycznego
udato sie juz okresli¢ konformacje czasteczek oksytocyny (109) i wazo-
presyny w roztworach (110).
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11-2. Angiotensyna Il

W wyniku dziatania reniny (EC. 3.4.4.15) na a2globuliny osocza krwi
uwalnia sie dziesieciopeptyd angiotensyna |. Proteolityczne odszczepienie
dwupeptydu histydyloleucyny od konica z wolna grupa karboksylowg
angiotensyny | prowadzi do powstania angiotensyny Il (ll1l) powodujgcej
skurcz naczyn krwionosnych. Hormon ten przeto podwyzsza ci$nienie krwi;
wspotuczestniczy on réwniez w kontroli réwnowagi mineralnej poprzez
uwalnianie aldosteronu (111).

(111) H—Asp—Arg—Wal—Tyr—Ile—His—Pro—Fen—OH
1 2 3 4 5 6 7 8

Pierwszej syntezy angiotensyny Il dokonali w 1957 r. Rittel i wsp.
(112). Dalsze prace nad synteza pochodnych tego hormonu byty prowa-
dzone w kierunku otrzymania analogéw o zmienionych grupach funkcyj-
nych lub zmienionej kolejnosci aminokwaséw oraz analogéw ze zmniej-
szong lub zwiekszong liczbg aminokwasow.

Z doswiadczen nad syntetycznymi analogami angiotensyny Il (1,
113—120) oraz z prac Rinickera i Schwyzera (121), Aoyagi
i wsp. (122) i Hollemansa (123) wynika, ze dla wystgpienia jej
aktywnosci biologicznej niezbedna jest obecno$¢ tyrozyny w pozycji 4,
histydyny w pozycji 6, proliny w pozycji 7 i fenyloalaniny w pozycji 8.
Andreatta i Hofmann (15 wypowiadajg sie jednak przeciwko
niezbednosci histydyny z jej kwasowozasadowym pierscieniem imidazolo-

wym. Zsyntezowany przez nich analog angiotensyny Il —|6-/?-(pirazolilo-
3)-alanino]-angiotensyna Il nie roznit sie aktywnoscig od hormonu natu-
ralnego.

Wydaje sie, ze aktywno$¢ biologiczna angiotensyny Il zwigzana jest
nie tylko z jej strukturg pierwszorzedowg, ale réwniez z dru-
gorzedowg (124). Prawdopodobnie peptyd ten ma konformacje spirali a,
w ktorej C-koncowy trojpeptydowy fragment (His-Pro-Fen-OH), najbar-
dziej istotny dla aktywnosci biologicznej, a takze reszta tyrozyny, zajmuja
ustalone miejsce, co warunkuje zwigzanie hormonu z wilasciwym recep-
torem. Inne badania (114) potwierdzity takg budowe czgsteczki angioten-
syny Il. Zsyntezowany analog angiotensyny bez N-koncowego dwupep-
tydu wykazywat bardzo niskg aktywnos$¢ biologiczna, co wynikato
z niemozliwosci utworzenia stabilnej struktury spiralnej. Potgczenie
takiego szesciopeptydu z dowolnym polipeptydem powodowato stabilizacje
spirali a aktywnego fragmentu angiotensyny i prowadzito do uzyskania
pochodnych o znacznie zwiekszonej aktywnos$ci biologicznej.

11-3. Bradykinina i kallidyna

Dziatanie specyficznych proteaz serynowych typu trypsynowego, tj.
kalikrein (EC 3.4.4.21) na biatka osocza krwi zawarte we frakcji a2zglobu-

4 Postepy Biochemii
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lin, tzw. kininogeny prowadzi do uwolnienia peptydéw: bradykininy i kal-
lidyny. Bradykinina jest homodetycznym dzieciopeptydem liniowym (IV).
Kallidyna rozni sie od bradykininy obecno$cig dodatkowego aminokwasu
na koncu z wolng grupg aminowg (lizylobradykinina).
(v H—Arg—Pro—Pro—Gli—Fen—Ser—Pro—Fen—Arg—OH
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Hormony te powodujg rozszerzenie naczyn krwionosnych, zwiekszenie
przepuszczalnos$ci Scian naczyniowych, obnizenie cisnienia tetniczego (125).

Po raz pierwszy synteze w petni aktywnej bradykininy przeprowadzili
w 1960 r. Boissonnas i wsp. (126), natomiast synteze kallidyny
P less i wsp. (127) w 1962 r. Warto réwniez wspomnie¢ 0 syntezie bra-
dykininy przez Siemiona (128).

Analiza wiasciwosci okoto 100 analogéw bradykininy i kallidyny
() umozliwita wykazanie pewnych zalezno$ci miedzy sktadem aminokwa-
sowym tych peptydéw a ich aktywnos$cig biologiczng. N- i C-koncowe
reszty argininy moga by¢é wymieniane na reszty innych aminokwasow
zasadowych przy nieznacznym obnizeniu aktywnosci (129). Dla wystapie-
nia odpowiedniej aktywnosci bradykininy reszta arginilowa 1 jest bardziej
niezbedng niz reszta argininy w pozycji 9 (1). Znaczne obnizenie aktyw-
nosci wykazywaty analogi bradykininy i kallidyny, w ktérych reszty feny-
loanilowe w pozycjach 5i 8 (bradykinina) oraz 6 i 9 (kallidyna) zastgpiono
aminokwasami niearomatycznymi (130). Analogi otrzymane po podstawie-
niu alaning reszt prolilowych w pozycjach 2i 7, tj. (2-alanino]-bradykinina
i [7alanino]-bradykinina wykazujg znaczne obnizenie aktywnosci w po-
réwnaniu z naturalnym peptydem (16). Natomiast I[3-alanino]-bradykinina,
a wiec analog z zamieniong resztg prolilowg w pozycji 3, tylko niewiele
rézni sie swojg aktywnoscig od bradykininy (130). Zastgpienie reszty gli-
cylowej w pozycji 4 przez alanine przejawia sie znacznym spadkiem
aktywnosci (17), podczas gdy podstawienie seryny w pozycji 6 przez inne
aminokwasy pozostaje bez wptywu na aktywnos$¢ bradykininy jak i kal-
lidyny (podobny wptyw majg analogiczne zmiany w pozycjach 5 i 7 kal-
lidyny (131)).

11-4. Hormon adrenokortykotropowy (ACTH)

Hormon ten produkowany jest w zasadochtonnych komérkach przed-
niej czesci przysadki, a jego aktywnos$¢ biologiczna wyraza sie w pobu-
dzaniu wytwarzania kortykosteryddw przez kore nadnerczy, ponadto po-
budza on lipolize (1, 132).

Pierwszg catkowitg synteze ACTH, homodetycznego trzydziestodzie-
wieciopeptydu liniowego przeprowadzili w 1963 roku Schwyzer
i Sieber (133). W 1972 r. Rinicker i wsp. (7) wykazali, ze otrzy-
mane dotychczas syntetyczne preparaty ACTH $wini i cztowieka réznig sie
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pewnymi wiasciwosciami fizykochemicznymi od hormonu naturalnego.
Badacze ci stwierdzili, ze spowodowane -to byto btednym oznaczeniem
sekwencji ACTH $wini przez Shepherda i wsp. (134) oraz ACTH
cztowieka — przez Lee i wsp. (135). W przypadku ACTH $wini zmiana
dotyczy pozycji 25, gdzie zamiast kwasu asparaginowego wykazano wys-
tepowanie asparaginy oraz pozycji 30, w kt6rej zamiast glutaminy powi-
nien by¢ kwas glutaminowy. W ACTH czlowieka poza wymienionymi
zmianami bledne ustalenia sekwencji wykazano w pozycji 26, gdzie za-
miast alaniny winna wystepowa¢ glicyna oraz dla pozycji 27, w ktorej
zamiast glicyny powinna byé alanina. Sekwencje aminokwasowg ACTH
cztowieka, zgodng z nowymi ustaleniami, podaje wzér V.
H—Ser—Tyr—Ser—Met—Glu—His—Fen—Arg—Trp—Gli—Liz—Pro—Wal—Gli—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 122 13 14

—Liz—Liz—Arg—Arg—Pro—Wal—Liz—Wal—Tyr—Pro—Asn—Gli—Ala—Glu—

) 5 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
—Asp—Glu—Leu—Ala—Glu—Ala—Fen—Pro—Leu—GIlu—Fen—OH
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

0 ile synteza aktywnych biologicznie analogéw oksytocyny, wazopre-
syny, angiotensyny czy tez kinin osoczowych ograniczata sie do wymiany
poszczeg6lnych aminokwasow przy zachowaniu statej wielkosSci czasteczki,
w przypadku ACTH wystgpita dodatkowa mozliwo$¢ modyfikacji poprzez
skracanie tancucha peptydowego. Z licznych syntez fragmentéw tego hor-
monu wynika, ze peptydy ztozone z pierwszych dwudziestu trzech amino-
kwasdéw (liczac od korica aminowego), tj. kortykotropino-(l------------------ 23)
dwudziestotrzypeptydy odznaczajg sie réwnie wysoka aktywnoscia jak hor-
mon naturalny (1, 136, 137). Jest to tym ciekawsze, ze réznice gatunkowe
w skladzie aminokwasowym ACTH pojawiaja sie jedynie we fragmencie
od 25 do 33 reszty aminokwasowej (16).

Przy dalszym skracaniu taricucha dochodzi do stopniowego obnizania
sie aktywnosci, ale mimo to nie obserwuje sie catkowitej jej utraty (138),
co moze sugerowac, ze wiasciwy obszar czynny hormonu jest znacznie
mniejszy. Dla sprawdzenia tego przypuszczenia Geiger (5 zsyntezowat
dwa peptydy z silnie skréconym tancuchem peptydowym ACTH (VI i VII).

V1) B—Ala—Tyr—Ser—Met—Glu His—Fen—Arg—Trp—GlIi R
6 7 8 9 10
R = —NH—(CH24—NH2

(vin) Xj His—Fen—Arg—Trp—Gli jLiz—Pro—Wal—Gli—Liz—Liz—R
_6 7 8 9 10
X = CH3—-CH2—-0—CO— R = —NH—(CH24—-NH2

Otrzymane syntetyczne fragmenty ACTH wykazywaly jeszcze nie-
wielkg aktywno$¢ biologiczng. Z uwagi na to, ze tylko sekwencja
kortykotropino-(6--------------------- 10)-pieciopeptydu byta wsp6lng dla obu

4*
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peptyddw, mozna bylo przyja¢, ze wiasnie ten fragment peptydowy
jest niezbedny dla wywotania efektu biologicznego ACTH. Podobne
zaleznosci obserwowat Li i wsp. (139). Na szczegdlng uwage zastuguje
fakt, ze kortykotopino-(6--------------------- 10)-pieciopeptyd jest takze odpo-
wiedzialny za aktywno$¢ biologiczng hormonu melano- i lipotropowego
(1, 16). Dopiero aminokwasy dobudowane z obu kohAcow tafAcucha oma-
wianego pieciopeptydu decydujg, z jakiem receptorem zostanie zwigzany
ten obszar czynny, a wiec decydujg one o tym czy hormon wykaze dzia-
fanie adrenokortykotropowe, melano- czy tez lipotropowe (5).

11-5. Gastryna i cholecystokinino-pankreozymina

Oba te peptydy sg produkowane w tkance btony S$luzowej przewodu
pokarmowego i z krwig docierajg do narzagdu docelowego; z tego wzgledu
zalicza sie je do hormondéw wiasciwych. Gastryna jest wytwarzana w Zzo-
tadku i stymuluje wydzielanie kwasu solnego i pepsyny przez komorki
gruczotowe btony Sluzowej zotgdka (1). Wykazano wystepowanie dwdch
aktywnych gastryn a ich sekwencja aminokwasowa zostata podana przez
Gregor y’ego iwsp. (140) (VHI).

PiroGlu—GIli—Pro—Trp—Met—Glu—Glu—Glu—Glu—Glu—Ala—Tyr—GIli—Trp—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
—Met—Asp—Fen—NH?2
5 16 17
(Vi)
Gastryna 1l jest 12-tyrozyno-O-siarczanem gastryny |. Sekwencja

aminokwasowa gastryny znalazta potwierdzenie w zsyntetyzowaniu gastry-
ny | przez Andersona i wsp. (141).

Cholecystokinino-pankreozymina jest tworzona w dwunastnicy; pobu-
dza skurcz pecherzyka zétciowego, wydzielanie zétci przez komérki oraz
produkcje enzymdw przez egzotrzustke (142). Hormon ten jest homode-
tycznym liniowym trzydziestotréjpeptydem o niecatkowicie poznanej se-
kwencji aminokwasowej. Sekwencja C-terminalnego fragmentu tego pep-
tydu zostata potwierdzona przez synteze cholecystokinino-pankreozymino-
(23— 33)-jedenastopeptydu (143) (1X).

SOH

(IX) H—Ser—Asp—Arg—Asp—Tyr—Met—Gli—Trp—Met—Asp—Fen—NH2
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

Syntetyczny jedenastopeptyd posiada petng aktywnos$¢ naturalnego
peptydu (144). Uderzajace jest podobienstwo w sekwencji aminokwasowej
C-koncowego odcinka cholecystokinino-pankreozyminy do gastryny. O ile
jednak zestryfikowana przez kwas siarkowy reszta tyrozylowa wystepuje
tylko w gastrynie IlI, to w przypadku cholecystokinino-pankreozyminy
znaleziono wytgcznie forme zestryfikowang. Usuniecie grupy -SO3H z resz-
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ty tyrozylowej prowadzi do znacznego obnizenia aktywnos$ci tego peptydu
(144), co wskazywatoby, ze silnie anionowa grupa siarczanowa jest nie-
zbedna do zwigzania sie hormonu z receptorem. Najmniejszym peptydem,
ktéry jeszcze wykazuje aktywno$¢ biologiczna, jest cholecystokinino-pan-

kreozymino-(26--------------------- 29)-czteropeptyd (144) (X).
son
X) H—Asp—TyIr—Met—GIi—OH
26 27 28 29
C-koncowy fragment gastryny, gastryno-(14------------------ 17)-cztero-

peptyd, otrzymany syntetycznie, wykazuje niemal wszystkie wasciwosci
gastryny (145). Wskazywatoby to na zbytecznos$¢ pozostatego fragmentu
czasteczki. Wyniki badan biologicznych przy uzyciu analogéw tego C-kon-
cowego czteropeptydu sugerujg, ze pierscien indolowy tryptofanu jest
prawdopodobnie wazny dla zwigzania sie z receptorem, metionina moze
by¢ zastgpiona przez inne aminokwasy o tafcuchach hydrofobowych, a za-
stgpienie fenyloaniny przez tyrozyne powoduje prawie catkowitg utrate
aktywnosci (16).

Na przyktadzie aktywnosci biologicznej fragmentéw i analogéw gas-
tryny, angiotensyny, ACTH oraz innych peptydéw omoéwiono znaczenie
sekwencji przy C- lub N-koncowej reszcie aminokwasowej w licznych
peptydach biologicznie czynnych (146). Réznice strukturalne mogg byc¢
uzaleznione od warunkéw biologicznych, w ktérych peptyd istnieje, np.
jesli narazony jest na dzialanie hydrolazy a-aminoacylopeptydowej, staje
sie mozliwe rozwiniecie w drodze ewolucji zabezpieczenia w postaci amino-
kwaséw zbednych dobudowanych do reszty N-koricowej. Przeciwnie, jesli
bardziej prawdopodobne jest dziatanie na peptyd hydrolaz peptydyloami-
nokwasowych, nalezy sie spodziewaé, ze aminokwasy zbedne pojawig sie
przy C-koncowej reszcie aminokwasowej.

11-6. Sekretyna i glukagon

Sekretyna jest homodetycznym dwudziestoszeSciopeptydem liniowym,
uwazanym za peptyd homologiczny w stosunku do glukagonu. Z dwu-
dziestusiedmiu aminokwasoéw czternascie zajmuje takie same pozycje
w czasteczce sekretyny (XI) jak w glukagonie (XII) (40, 142).

H—His—Ser—Asp—GIli—Tre—Fen—Tre—Ser—GIlu—Leu—Ser—Arg—Leu—Arg—
xy 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

—Asp—Ser—Ala—Arg—Leu—Gin—Arg—Leu—Leu—Gin—Gli—Leu—Wal—NH2

5 1 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Obydwa te hormony hamuja wydzielanie kwasu solnego przez komorki
oktadzinowe btony Sluzowej zotadka oraz wywotujg skurcze jego mies-
niéwki, poza tym wptywaja na uwalnianie insuliny z trzustki, a takze sty-
mulujg lipolize (147).
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H—His—Ser—Gin—GIli—Tre—Fen—Tre—Ser—Asp—Tyr—Ser—Liz—Tyr—Leu—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
—Asp—Ser—Arg—Arg—Ala—Gin—Asp—Fen—Wal—Gin—Trp—Leu—Met—Asn—
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 271 28

—Tre—OH
29
(X1
W 1966 r. dokonano syntezy sekretyny (11) i potwierdzono ustalong
poprzednio (142) jej sekwencje aminokwasowg. Na podstawie analizy
strukturalnej syntetycznych fragmentow czasteczki sekretyny zapropono-
wano (148) konformacje tego peptydu (Ryc. 6).

His

Ryc. 6. Konformacja przestrzenna tancucha peptydowego sekretyny zaproponowana
przez Bodanszky’ego i wsp. (148)

Z przedstawionej konformacji wynika, ze miedzy resztami aminokwa-
sowymi w pozycjach 6 i 13 wystepuje fragment spiralny fancucha peptydo-
wego. Jego stabilizacja odbywa sie z udziatem C-koncowego odcinka tan-
cucha, tj. z udziatem aminokwaséw zajmujacych pozycje 22------------------
—27. Przyczyn takiej konformacji tancucha peptydowego sekretyny Bo-
danszky (148) dopatruje sie w rozmieszczeniu aminokwaséw niepo-
larnych, obecnych w pozycjach 6 (fenyloalanina), 10 i 13 (leucyna), 17 (ala-
nina), 19, 22, 23 i 26 (leucyna) oraz 27 (walina). Niemal identyczne roz-
mieszczenie aminokwasOw niepolarnych wystepuje w czasteczce glukagonu
(40, 143, 149).
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Rozmieszczenie niepolarnych reszt aminokwaséw w N-koricowej czesci
taricucha peptydowego sekretyny (pozycje 6, 10 i 13) przypomina rozmiesz-
czenie tych reszt we fragmentach spiralnych czasteczki hemoglobiny (150).
Wedtug Perutza iwsp. (150) w hemoglobinie niepolarne reszty amino”
kwasdw rozmieszczone sg po jednej stronie spirali i z kolei sg one stabili-
zowane przez kontakt z drugim regionem niepolarnym innego fragmentu
spiralnego. Tego typu wzajemne oddziatywania niepolarnych odcinkéw
tancucha peptydowego hemoglobiny moga by¢ przeniesione na czasteczke
sekretyny, gdzie spiralny (przy jej N-konicu) fragment z resztami niepo-
larnymi umieszczonymi po jednej stronie jest stabilizowany przez nie-
polarne aminokwasy C-koncowego odcinka peptydu. Z badarn modelowych
Bodanszky’go i wsp. (148) wynika, ze tafcuch boczny leucyny (po-
zycja 16) jest umieszczony miedzy taricuchami bocznymi fenyloalaniny
(poz. 6) i leucyny (poz. 10), podobnie jak tancuch boczny leucyny (poz. 23)
lezy miedzy tancuchami bocznymi leucyny w pozycjach 10 i 13.

Fragment hydrofobowy skierowany jest do wnetrza czasteczki (148)
i warunkuje utrzymanie jej w odpowiedniej konformacji, natomiast frag-
menty hydrofilowe (w spirali oraz w N-koAcowym czteropeptydzie) wysu-
niete sg na zewnatrz czasteczki i warunkujg kontakt peptydu z wiasciwym
receptorem. Za tym, ze wiasnie hydrofitowy N-koncowy odcinek jest od-
powiedzialny za wigzanie sie czasteczki sekretyny z receptorem, przema-
wia synteza sekretyno-(2--------------- 27)-dwudziestoszesciopeptydu, ktory
praktycznie jest nieaktywny. Réwniez zamiana kwasu asparaginowego
w pozycji 3 na kwas izoasparaginowy prowadzi do utraty funkcji biolo-
gicznej (148). W przeciwienstwie do ACTH czy tez gastryny, caty tancuch
peptydowy sekretyny wydaje sie by¢ niezbednym dla wystgpienia jej
aktywnosci biologicznej.

11-7. Hormony uwalniajgce z podwzgdérza

Peptydy powstajagce w podwzgorzu, a oddziatywujgce na poziomie ko-
morek przedniej czesci przysadki mdzgowej, noszag nazwe hormondw uwal-
niajgcych (2) lub czynnikéw uwalniajacych (19). Regulujg one wydzielanie
hormondéw przysadkowych albo przez stymulacje, albo przez hamowanie
uwalniania hormondw nagromadzonych w komorkach przysadki (151).
Dotychczasowe badania wskazujg, ze istnieje przynajmniej jeden hormon
uwalniajacy, produkowany przez podwzgdérze dla kazdego hormonu przy-
sadkowego. Petny wykaz nazw i skrotow hormonéw podwzg6rza podaja
Szukalski i Kobylinski (152).

Badanie hormon6éw uwalniajagcych podwzgérza napotyka na ogromne
trudnosci z powodu ich bardzo niskiej zawartosci w tkance podwzgorzo-
wej (19). Przy poznawaniu budowy chemicznej wszystkich dotychczas zba-
danych hormondéw uwalniajgcych postugiwano sie metodg syntezy che-
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micznej oraz prob biologicznych jako rozstrzygajacych o poprawnym usta-
leniu sekwencji aminokwasowej (153—155).

Pierwszym hormonem uwalniajacym, ktory zostat zbadany zaréwno
pod wzgledem biologicznym jak i chemicznym, byt hormon uwalniajgcy
tyreotropine (156). Okazat sie on trdjpeptydem zbudowanym wedtug po-
czatkowych ustalen z kwasu glutaminowego, histydyny i proliny. Jednak
synteza szesSciu mozliwych tréjpeptydéw nie data w efekcie zwigzku, ktory
by posiadat aktywnos¢ biologiczna odpowiadajgcag hormonowi naturalne-
mu. Dopiero przypadkowe stwierdzenie, ze podczas jednej z prob syntezy
otrzymano niewielkg ilos¢ zwiazku biologicznie czynnego, pozwolito usta-
lié, ze w skiad czasteczki hormonu wchodzi nie kwas glutaminowy ale
kwas piroglutaminowy (pirolidono-5-karboksylowy). Ponadto wykazano, ze
dla petnej aktywnosci biologicznej konieczna jest obecno$¢ grupy amido-
wej w C-koricowej prolinie. Ostatecznie ustalono, ze hormon uwalniajacy
tyreotropine jest trojpeptydem o nazwie piroglutamylohistydyloprolino-
amid (XII)

ch2 ch2
\ [\
co ch2 ch2ch2
| 1 | |
(X1 NH—CH—CO—NH—CH—CO—N— CH—CONH?2
CH2
|
C
CH NH
| |
n= ch

Vale i wsp. (157) dokonali syntezy kilku analogéw hormonu uwal-
niajgcego tyreotropine, z ktérych jeden, a mianowicie piroglutamylo-
[N-3-metylo]-histydyloprolinoamid miat aktywno$¢ kilkakrotnie wigkszg
niz hormon naturalny. Pozostate analogi, tj. dwupeptyd piroglutamylo-
[N-3-metylo]-histydyna oraz trdjpeptyd piroglutamylo-[N-lI-metylohisty-
dylo]-prolinoamid wykazywaly tylko $ladowg aktywnos$¢, a tréjpeptyd
piroglutamylo-[pirazolilo-3-]-alanyloprolinoamid posiadat tylko 5°%0 aktyw-
nosci naturalnego hormonu uwalniajacego tyreotropine (158).

(XIV) H—Wal—His—Leu—Ser—Ala—Glu—Glu—Liz—Glu—Ala—OH
12 3 45 6 7 89 10

Kolejnymi hormonami uwalniajgcymi, ktérych sekwencje aminokwa-
sowg udato sie ustali¢, byly zsyntezowane w laboratorium Schall’ego
(8, 159): dziesieciopeptyd o aktywnosci biologicznej hormonu uwalniajace-

(XV) PiroGlu—His—Trp—Ser—Tyr—GIli—Leu—Arg—Pro—GIli—NH?2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
go somatotropine (XIV) oraz dziesieciopeptyd o aktywnos$ci biologicznej
hormonu uwalniajgcego luteotropine (XV). Ten ostatni wykazywat takie
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same wiasciwosci biologiczne jak hormon uwalniajacy folikuline, co po-
twierdzatoby poprzednie doniesienia o identycznosci obu tych hormonow
uwalniajacych (90).

Z badan nad syntetycznymi analogami hormonu uwalniajagcego luteo-
tropine (151, 156) wynika, ze najmniejszym fragmentem peptydowym,
ktéry jeszcze wykazuje aktywnos$¢ biologiczng jest N-kohcowy tréjpeptyd:
piroglutamylohistydylotryptofanoamid. Zwraca uwage duze podobiefstwo
chemiczne tego tréjpeptydu do hormonu uwalniajgcego tyreotroping (XVI).

Grant i Vale (151) sadza, ze trzy ostatnie aminokwasy, wystepu-
jace na aminowym korcu fancucha peptydowego hormonu uwalniajgcego,
decydujg o zwigzaniu sie tego hormonu z receptorem na powierzchni ko-
morek przysadki, a o wywotaniu odpowiedniego efektu wyrazajagcego sie
stymulacjg wydzielania odpowiedniego hormonu przysadkowego decyduje
pozostata czes¢ czasteczki.

Podano takze budowe i dokonano syntezy hormonu hamujacego uwal-
nianie melanotropiny (160) (XVI).

(XVI) H—Pro—Leu—GIli—NH2
1 2 3

Z podwzg6rzy owcy otrzymano heterodetyczny cykliczny czternasto-
peptyd (XVII) hamujacy in vitro wydzielanie immunoreaktywnego hormo-
nu wzrostowego (161). Badania przeprowadzone nad syntetycznym hormo-
nem hamujacym uwalnianie somatotropiny nie pozwolity rozstrzygnaé
w jakiej formie, zredukowanej czy utlenionej, hormon podwzgdrzowy jest
rozpoznawany przez receptory przysadkowe.

H—Ala—GIli—Cys—Liz—Asn—Fen—Fen—Trp—Liz—Tre—Fen—Tre—Ser—Cys—OH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
(XVI)

11-8. Skotofobina

Badania nad skotofobing sg jeszcze jednym z przykltadow zastosowa-
nia syntezy chemicznej do ostatecznego wyjasnienia struktury biologicz-
nie czynnych peptyddw. Skotofobina jest homodetycznym pietnastopepty-
dem liniowym nalezacym do dos¢ licznej, jak sie wydaje, grupy peptydow
wystepujacych w moézgu zwierzat, a bedacych sktadnikami tzw. kodu mo-
lekularnego, zwigzanego z przenoszeniem informacji (162). Peptyd ten po
raz pierwszy zostal wyodrebniony przez Ungara i Irwina (163)
z moézgu szczuréw (4000 mozgéw), u ktérych przez odpowiedni trening
wywotywano odruch leku przed ciemnoscig. Wstrzykniecie tego peptydu
szczurom, ktdre nie byly trenowane, powodowato powstanie u nich podob-
nego odruchu jak u szczuréw poddanych odpowiedniemu treningowi.

Sekwencje 15 aminokwaséw wystepujacych w skotofobinie okreslit
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Desiderio (164) stosujac metode spektrometrii masowej. Watpliwosci
nasuwaty trzy pozycje aminokwaséw, a mianowicie czy wystepujgce
w pozycjach 2, 5 i 11 kwasy asparaginowy i glutaminowy mialy wolne
grupy karboksylowe, czy tez grupy te byly amidowane (XVIII). Dopiero
zsyntezowanie (6, 165) trzech z kilku mozliwych analogéw skotofobiny
pozwolito wybrac jeden peptyd, ktérego witasciwosci biologiczne byty iden-
tyczne z wiasciwosciami naturalnej skotofobiny (XIX).
H—Ser—Asx—Asn—Asn—G Ix—Gin—Gli—Liz—Ser—Ala—G Ix—Gin—GIli—Gli—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
—Tyr—NH2

15 (XVII)
H—Ser—Asp—Asn—Asn—Gin—Gin—Gli—Liz—Ser—Ala—Gin—Gin—GI|li—Gli—

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 122 13 14
—Tyr—NH?2

15 (XIX)

Obecnie w laboratorium Ungara trwajg intensywne prace nad zba-
daniem dalszych peptydow, ktorych obecnos¢ w mdzgu jest zwigzana
z przenoszeniem innego typu informacji, np. wrazliwo$¢ na zmiany barwy,
dzwieku, smaku itp. (166). Szczegodlnie interesujace wydaje sie poréwnanie
struktury chemicznej tych peptydéw, co moze dostarczyé danych umozli-
wiajacych odczytanie kodu molekularnego, przy pomocy ktérego infor-
macja dla okreslonej reakcji organizmu zawarta jest w odpowiednim skia-
dzie i sekwencji aminokwaséw, tzw. peptyddw pamieci.

11-9. Insulina

Mimo, ze sekwencja aminokwasowa insuliny zostata okre$lona juz
w 1955 roku przez Sangera (167), niewiele wiadomo o zaleznosci mie-
dzy jej budowa chemiczng a aktywnoscig biologiczng. Insulina, ktdrej
funkcja oraz mechanizm oddziatywania na komorki jest ciggle dyskuto-
wany (168, 169), stanowi réwniez trudny problem syntezy chemicznej (5).

Z przedstawionych dotychczas doniesienn dotyczacych chemicznej syn-
tezy peptydéw biologicznie czynnych wynika, ze synteza tych peptydow
zostata w zasadzie dobrze opracowana i nie napotyka na wieksze trudnosci.
Inaczej ma sie sprawa w przypadku insuliny, heterodetycznego peptydu
policyklicznego zbudowanego z dwoch tancuchdéw peptydowych potgczo-
nych ze sobg mostkami dwusiarczkowymi, ktdre w decydujacy sposéb
okres$lajg konformacje przestrzenng czasteczki. Synteza pojedynczych tan-
cuchéw insuliny, tancucha A (21 aminokwas6w) i faricucha B (30 amino-
kwaséw) zostata przeprowadzona w potowie lat szes¢dziesigtych z uzyciem
zarbwno metod konwencjonalnych (170—172), jak i z zastosowaniem tech-
niki Merrifielda (173). Zasadnicza jednak trudno$¢ wytonita sie pod-
czas préb potgczenia obu tancuchéw za posrednictwem mostkow dwu-
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siarczkowych w aktywng czasteczke. Ogromna ilos¢ mozliwych kombinacji
faczenia sie dwoch tancuchow z udzialem szesciu grup -SH stwarza po
dzien dzisiejszy powazny problem dla opracowania ekonomicznej syntezy
tego hormonu (5). Co prawda kilka laboratoriow (55, 174—178) doniosto
0 otrzymaniu syntetycznej insuliny o witasciwosciach hormonu natural-
nego, jednak ilos¢ otrzymanego hormonu w stosunku do ogromnych kosz-
téw i naktadu pracy, byta niewielka i nie moze rokowac zastosowania tego
typu syntezy do celdw praktycznych, tj. w badaniach naukowych oraz
w dalszej perspektywie w lecznictwie.

N peptyd tgczacy
Liz-GIn-Pro-Pra-Gli-Glu-Leu-Ala-Lei

Arg A|¢i:1

Gli faricuch A Gin

Fen-H lleu Lelu

[} !

\N‘al WIaI. Gli

Asln Glu Gli

i

Gin Gin L(‘EU
! [

His Cys- Gli
Leu Cys Glj
! /_] |
Cys-S-S Tre GI|I
Gli Ser Le|u
Ser lleu Gl
§ i )
Hils Cys- W|a|
Lelu Ser Al'f
Wal Leu Gli
Glu- Tyr Ala
PN I
Ala Gin Gin
Lelu Leu Pro
Tyr Gl Asln
Leu Asn Gin

i |

Wal Tyr Ala
CYs-S-S-Cys~Asn-OH Glu
Glj tancuch B Arg

G‘u-Arg-G li-Fen-Fen-Tyr-Tre-Pro-Liz-Ala Arg

Ryc. 7. Kowalencyjna struktura proinsuliny $winskiej zaproponowana przez
Chance’a i wsp. (179)

Pierwsze nadzieje na rozwigzanie tego problemu, tj. wiasciwego tacze-
nia obu taficuchow insuliny w biologicznie aktywng czasteczke, stworzyty
prace Chance’a i wsp. (179), ktérzy stwierdzili, ze synteza insuliny
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in vivo przebiega poprzez stadium jednotancuchowego 84 aminokwaso-
wego prekursora — proinsuliny. W czasteczce proinsuliny tancuchy insu-
liny sa potaczone przez tzw. peptyd tgczacy, odczepienie ktérego przez
enzymy proteolityczne prowadzi do uwolnienia czgsteczki insuliny (Ryc. 7).
Mozna sadzi¢, ze w warunkach naturalnych peptyd taczacy zapewnia takie
wzajemne utozenie dwoch faficuchow czasteczki insuliny, jakie umozliwia
powstanie mostkow dwusiarczkowych tylko w pozycjach odpowiadajacych
natywnej czasteczce (5). Wydaje sie w zwigzku z tym, ze odtworzenie na
drodze syntezy chemicznej procesu przebiegajgcego in vivo, tj. poprzez
synteze proinsuliny, mogto by stworzyé pomys$ine warunki dla sprawnego
potaczenia obu tancuchéw insuliny (5). Jednak wysoce wydajna synteza
biologicznie aktywnej insuliny poprzez etap 84-aminokwasowego tancu-
cha proinsuliny, z uzyciem obecnie stosowanych technik, nie wydaje sie
mozliwa, z uwagi na fakt, ze zwiekszona ilo$¢ etapdw syntezy znacznie
obniza jej wydajnos¢.

Trudnosci w opracowaniu odpowiedniej metody syntezy insuliny spo-
wodowaly, ze niewiele wiadomo o zaleznosci miedzy jej budowa chemiczng
a aktywnoscia biologiczng (1, 16). Z badan nad chemiczng modyfikacja
aminokwasow wchodzacych w sktad czasteczki insuliny wynika, ze znisz-
czenie dwdch reszt histydyny w tancuchu B prowadzi do utraty aktywnosci
(180). Estryfikacja grup karboksylowych inaktywuje hormon, gdy tymcza-
sem acetylacja grup aminowych nie wywiera wptywu na jego aktywnos$é
biologiczng (180, 181). Usuniecie C-koncowego o$miopeptydu z taficucha B,
wskutek dziatania trypsyny na wigzanie peptydowe miedzy argining a gli-
cyng (pozycje 22 i 23), prowadzi do powstania nieaktywnego produktu
(182). Pewne Swiatto na udziat tej C-koncowej sekwencji w aktywno$ci

(XX) H—Arg—Gli—Fen—NH2
22 23 24
(XX1) H—Arg—GIli—Fen—Fen—NH2

22 23 24 25

insuliny rzucity prace Weitzela i wsp. (183). Wykazali oni, ze synte-
tyczne peptydy, a mianowicie insulino-(22 24)-tréjpeptyd
oraz insulino-(22----------------=---- 25)-czteropeptyd (XX i XXI) wykazuja
wiasciwosci antylipemiczne, podobne do tych, jakie posiada insulina.
Insulino-(23---- ------------- 25)-tréjpeptyd byt nieaktywny. Mozna wiec przy-
puszcza€, ze insulino-(22--------------=------ 24)-tréjpeptyd jest odpowiedzialny
za wiazanie sie tego hormonu z receptorami komorek tkanki ttuszczowej.

Uwagi kohcowe

Ustalenie konformacji peptydow biologicznie czynnych jest réwnie
wazne jak w przypadku biatek o wysoce specyficznych funkcjach, gdzie
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architektura czasteczki jest nierozerwalnie zwigzana z jej dziataniem bio-
logicznym (184). W niektérych peptydach istnieje bardziej lub mniej
utrwalona geometria przestrzenna czasteczek, okreslona przez wigzania
dwusiarczkowe, wprowadzajgce pewne ograniczenie dla dowolnej zmiany
ich konformacji, np. dwudziestocztonowy pier$cien oksytocyny i wazopre-
syny czy tez obecno$¢ trzech mostkdw -S-S- w insulinie. Natywne jednak
konformacje wszystkich peptydéw wynikajg gtdwnie ze stabilizacji ich
struktury przez stabe sily wigzania wodorowego i oddziatywanie tancu-
chéw bocznych. Metody stosowane dotychczas w poznawaniu konformacji
biatek (185) nie moga byé wykorzystywane z powodzeniem w badaniach
konformacji wiekszosci znanych peptyddw biologicznie aktywnych, z uwa-
gi na brak zdolnosci do krystalizacji (148). Wydaje sie wiec, ze doniosta
role w wyjasnieniu natywnej konformacji peptydéw hiologicznie czynnych
mozna przypisa¢ doswiadczeniom nad ich syntetycznymi analogami.

W zwigzku z ogromnym postepem w zrozumieniu mechanizméw, po-
przez ktére hormony peptydowe oddziatywujg na metabolizm komérkowy
(186, 187) szczegOlnie interesujace wydaja sie byé badania w uktadach mo-
delowych z izolowang cyklazg adenylowag oraz syntetycznymi analogami
tych hormondéw. Ostatnie osiggniecia na polu izolowania cyklazy adeny-
lowej (188) pozwalajg przypuszczaé, ze juz w niedtugim czasie tego typu
badania pozwolg na doktadniejsze zrozumienie wzajemnych oddziatywan
miedzy hormonami a odpowiednimi receptorami komérkowymi.

(Artykut nadszedt 30.10.1972, poprawiona wersja wptyneta 12.9.1973)
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WANDA KISIEL *

Nowa grupa zwigzkdéw biologicznie czynnych —
— laktony seskwiterpenowe z roslin rodzaju Vernonia.

Sesquiterpene Lactones of Vernonia sp.
— a New Group of Biologically Active Compounds

W wielu osrodkach naukowych prowadzi sie badania zmierzajace do
uzyskania nowych, farmakologicznie aktywnych zwigzkéw. W ostatnim
dwudziestoleciu szczeg6lnie duze zainteresowanie budza zwiazki pocho-
dzenia ro$linnego o dziataniu przeciwnowotworowym (1). Przebadano po-
tencjalne dziatanie biologiczne wyciggdéw z wielu tysiecy réznych roslin,
nieznaczna jednak tylko ich cze$¢ (okoto 3%) wykazywata dziatanie prze-
ciwnowotworowe (2). Z ekstraktéw tych wyizolowano szereg nie znanych
do tej pory zwiazkoéw, ktore wykazywaty wihasnosci cytotoksyczne in vitro
i hamowaly wzrost niektérych nowotworéw przeszczepialnych in vivo. Sg
to miedzy innymi laktony seskwiterpenowe (3), ktorych charakterystyke
i wiasnosci biologiczne omoéwimy ponizej.

I. Budowa, wystepowanie i biogeneza oraz znaczenie chemotaksonomiczne
laktonow seskwiterpenowych

Laktony seskwiterpenowe sg wtdrnymi metabolitami roslin obok fla-
wonoidéw, alkaloidéw, glikozydéw, olejkéw eterycznych, zwigzkéw acety-
lenowych, fenolokwasow i innych.

Kilka gtdwnych grup laktonéw seskwiterpenowych przedstawiono
schematycznie na rycinie 1 Sag to Y-laktony, ktére rdznig sie uktadem
15-cztonowego szkieletu weglowego (mono- lub dwucyklicznego). Germa-
kranolidy i elemanolidy, wystepujgce m.in. w Vernonia sp., nalezg do gru-
py laktonéw seskwiterpenowych, ktore posiadajg w swojej strukturze
monocykliczny szkielet weglowy, oraz piersciert laktonowy zamkniety przy
C-8 lub C-6.

* Mgr, Zaktad Farmakologii Polskiej Akademii Nauk, Krakéw.

Wykaz stosowanych skrotéw: ED3— 5000 zahamowania wzrostu w stosunku do
wzrostu kontrolnego; ED®” 4ug/ml— znaczna toksycznos$¢; EDso” 100fig/ml — brak
cytotoksycznosci.

5



68 W. KISIEL 2]

Wystepuja one gtdwnie w roslinach z rodziny Compositae, ale znale-
ziono je takze w roslinach innych rodzin: Umbelliferae, Lauraceae, Ama-
ranthaceae, Magnoliaceae, oraz w grzybach (4).

L N ~
’,,4 Santanolidy Eremofilanolidy
AL 0 P e
E 1o 1 :é}i 0.— —
15| 113 ‘
Germakranolidy Elemanolidy
\
Guajanoiidy

Ryc. 1. Gtdwne grupy laktonow seskwiterpenowych (schemat)

Liczba znanych laktondéw seskwiterpenowych wzrasta bardzo szybko.
Cztery lata temu znano 170 laktondéw seskwiterpenowych, a obecnie tylko
z roslin rodziny Compositae wyizolowano ponad 350 zwigzkéw tego typu.

Szkielety weglowe tych zwigzkéw mozna wyprowadzi¢ ze wspélnego
schematu biogenezy terpenoiddéw (Ryc. 2) (5), ktéry obejmuje wstepne
tworzenie cis- lub trans-pirofosforanu farnezylu, prekursora seskwiterpe-
néw, z pirofosforanu kwasu mewalonowego. Z czasteczki trans-pirofosfo-
ranu farnezylu (I) przy udziale podwojnego wigzania miedzy atomami 11
i 12 oraz przy rownoczesnym odkgczeniu reszty pirofosforanowej powsta-
je kation germakradienowy (II). Oksydacyjna modyfikacja tancucha bocz-
nego tego kationu i dalsze utlenienie prowadzi do laktonow seskwiterpe-
nowych typu germakranu (Ryc. 2).

Przedstawiony schemat biogenezy laktonéw seskwiterpenowych
(Ryc. 2) potwierdzito réwnoczesne wystepowanie w roslinach zwigzkow
reprezentujgcych poszczegolne etapy utlenienia (6, 7). Nie wiadomo jednak
czy utlenienie fancucha izoprenowego przebiega jednoczes$nie z tworze-
niem szkieletu seskwiterpenowego, czy te procesy nastepujg kolejno po
sobie.

Germakranolidy i wywodzace sie z nich elemanolidy sg najprostszymi
laktonami z monocyklicznymi szkieletami weglowymi. Gtdwna droga bio-
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syntetyczna rozgatezia sie przy stadium germakranolidu i biegnie do san-
tanolidéw, zwanych takze eudesmanolidami, oraz guajanolidéw (Ryc, 1).
Z tych dwdch grup zwigzkéw w wyniku wedrowki grupy metylowej pow-
stajg eremofilanolidy i pseudoguajanolidy, zwane réwniez ambrosanolida-
mi (8), jak na rycinie 1.

CHO CH,0H C02nh
|
I OH ;
l Y Y
nienasycone C¢-hydroksy nasycone
laktony laktony laktony

Ryc. 2. Schemat biogenezy laktonéw seskwiterpenowych typu germakranu (wg 5):
(I) —irans-pirofosforan farnezylu, (1) — kation germakradienowy

Laktony seskwiterpenowe sa zwigzkami bardziej lub mniej charak-
terystycznymi dla poszczeg6lnych plemion rodziny Compositae. Usitowa-
no wiec wykorzysta¢ ich rozpowszechnienie, do badania problemoéw takso-
nomicznych na poziomie rodzajow, gatunkéw, a szczegOlnie plemion ro-
dziny Compositae, poszukujgc korelacji miedzy biogenetycznym pokre-
wieAstwem tych zwiazkéw a morfologicznymi cechami roslin.

Dla przyktadu: oddzielnie sklasyfikowane plemiona Helenieae i Helian-
theae zawierajg bardzo liczne laktony seskwiterpenowe typu ambrosano-
lidu. Zaliczenie roslin do jednego z tych plemion uzalezniono od obecnosci
(Heliantheae) lub braku (Helenieae) tusek na dnie kwiatowym, oraz od
odmiennego ustawienia lisci. Wykorzystujagc fakt wystepowania ambrosa-
nolidbw w tkankach tych roslin zaproponowano (8) potgczenie obydwu
plemion w jedno, zaliczajgc dotychczasowe Helenieae jako podplemie
Heleniineae w plemieniu Heliantheae.
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Il. Laktony seskwiterpenowe Vernonia sp.

Laktony seskwiterpenowe wystepujg réwniez w roslinach plemienia
Vernonieae Compositae). Znanych jest ponad 500 gatunkdéw rodzaju
Vernonia w tropikalnej strefie Ameryki, Afryki i Azji. Niektore z nicn sg
stosowane w afrykanskiej medycynie ludowej (9).

W plemieniu Vernonieae droga biosyntezy zatrzymuje sie na najprost-
szych laktonach- germakranolidach i elemanolidacli.
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Ryc. 3. Wzory chemiczne laktonéw seskwiterpenowych wyizolowanych z Vernonia sp.:
(x11)__wernolepina, (IV) —wernomenina, (V) —wernodalina, (VIb) wernolid,
(VIIb) —wernomygdina, (VIlIb) — hydroksywernolid, (IX) — konfertotid
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Poczatkowo sgdzono, ze elemanolidy nie wystepujg w naturze lecz
tworzg sie ze zwigzkow typu germakradienu w trakcie proceséw ekstrak-
cji, w wyniku ogrzewania.

Bioragc pod uwage te mozliwo$¢ przeprowadzono ekstrakcje Vernonia
hymenolepis A. Rich, zimng wodg i gorgcym etanolem (10). W obydwu
przypadkach ilosci uzyskanego elemanolidu wernolepiny (Ryc. 3. 111) byty
poréwnywalne, co Swiadczy o wystepowaniu tego zwigzku w roslinie.

Wernolepina (I11) i wernomenina (IV) z Vernonia hymenolepis A. Rich,
byty pierwszymi wyizolowanymi dwulaktonami elemanolidowymi (10, 11).

Inny elemanolidowy dwulakton wernodalina (V) wystepuje w Vernonia
amygdalina Del. Wernodalina jest estrem hydroksymetakrylowym werno-
lepiny (I11). W roslinach tego gatunku znaleziono takze laktony typu ger-
makranu — wernolid (V1) i wernomygdine (VII), ktére réznig sie ugrupo-
waniem estrowym w tancuchu bocznym: ester metakrylowy (VI) i izobu-
tylowy (VII) (12).

Wernolid wyizolowano po raz pierwszy z Vernonia colorata obok hyd-
roksywernolidu (VIII), takze germakranolidu o podobnej strukturze (w tan-
cuchu bocznym kwas hydroksymetakrylowy zwigzany estrowo) (13).

Poczatkowo proponowano dla wernolidu strukture Via, chociaz nie
wykluczono mozliwosci VIb. Przeprowadzone ostatnio badania (14) nad
fragmentacja (spektra masowe) monocyklicznych pochodnych uzyskanych
przez chemiczng degradacje wernolidu (VI) wykazaty, ze pierScien lakto-
nowy wernolidu (VI) jest zamkniety przy C-8, nie przy C-6, wobec tego
nalezy przypisa¢ odpowiednio zwiagzkom VI, VII, VIII struktury Vb, VIlb
i VIlIb.

W Vernonia conferta Benth. wystepuje germakranolidowy lakton —
konfertolid (IX), r6zniacy sie znacznie od poprzednio przedstawionych lak-
tonow typu germakranu (15, 16).

W trakcie badan nad okre$leniem sposobu dziedziczenia kilku grup
metabolitow wtérnych w roslinach rodzaju Vernonia wydzielono cztery
nowe laktony seskwiterpenowe: glaukolid A z V. glauca L. Willd., glauko-
lid B z V. baldwini Torr. (var. interior), marginatine z V. marginata Torr.
Raf. (var. marginata) i baldwernine z V. baldwini Torr. (var. interior) (17).
Zwigzki te w mniejszych lub wiekszych ilosciach wystepujg takze w Kil-
ku innych gatunkach Vernonia, a ich struktura nie zostata jeszcze dokiad-
nie okres$lona. Dotychczas zbadane wiasnosci glaukolidow A i B oraz mar-
ginatiny Swiadcza o tym, ze sg to germakranolidy Scisle spokrewnione
z konfertolidem (1X).

Sa dwie hipotezy dotyczace biosyntezy dwulaktonéw reprezentowanych
przez wernolepine (1) (Ryc. 4):

a) cyklizacja germakradienu do eudesmanu (X) utlenionego przy C-10,
a nastepnie biologiczne utlenienie Baeyer-Villiger’a, relaktonizacja i de-
hydratacja, lub
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b) przegrupowanie Cope’a germakranolidu (XI) z utlenionymi gruparl
metylowymi (przejscie (XII) do wernolidu) i dalsze utlenienie do werno-

lepiny (II) (5).
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Ryc. 4. Postulowany schemat biosyntezy wernolepiny (I11) (wg 5.): (X) — eudesma-
nolid, (XI) — germakranolid z utlenionymi grupami metylowymi, (XI1) — przejscie do
wernolidu, (I11) — wernolepina

I11. Aktywnos$¢ biologiczna laktonéw seskwiterpenowych Vernonia sp.

Wiele laktondéw seskwiterpenowych dziata jako inhibitory wzrostu (18,
19). Wsrod nich kwas abscysynowy, ktéry razem z innymi hormonami ros-
linnymi reguluje wiele proceséw fizjologicznych i biochemicznych w ros-
linach. Kwas abscysynowy jest gtbwnym sktadnikiem aktywnym tzw. ,,in-
hibitora |3’ wystepujgcego w wigkszosci roslin (20). Inny seskwiterpen
heliangina hamuje wzrost koleoptyli owsa (21). Podobne wiasnosci wyka-
zujg dwulaktony seskwiterpenowe: elefantyna, elefantopina i wernolepina
(HI) (22).

Wernolepina w znacznym stopniu hamuje wzrost koleoptyli pszenicy
w dawkach od 5 do 50jxg/ml (20 do 80% zahamowania wzrostu). Koleoptyle
odzyskujg swojg aktywno$¢ wzrostowg po przeniesieniu ich do roztworu
kwasu indolilo-3-octowego, co $wiadczytoby o matej toksycznosci werno-
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lepiny. Przy réwnoczesnym podaniu wernolepiny i kwasu indolilo-3-octo-
wego mozna zaobserwowac znaczna redukcje hamowania wzrostu, co ozna-
czatoby niezalezne dziatanie tych zwiazkow.

Warto zaznaczyé¢, ze w obecnosci tioli np. merkaptoetanolu wzrost ko-
leoptyli pszenicy nie jest hamowany przez wernolepine, przypuszczalnie
na skutek reakcji tego seskwiterpenu z grupami tiolowymi tych zwiaz-
kéw (22). Wysuwane sa przeto sugestie, ze wernolepina moze by¢ roslin-
nym regulatorem wzrostu, dziatajacym poprzez blokowanie grup tiolo-
wych enzymow, ktére wplywajg na wzrost komorek (23).

Jak zaznaczono na wstepie, zainteresowanie laktonami seskwiterpeno-
wymi wigze sie z ich dziataniem przeciwnowotworowym. Niektére natu-
ralnie wystepujace laktony seskwiterpenowe sg inhibitorami rozmnazania
komoérek nowotworowych in vitro iin vivo (24, 25).

Ekstrakty alkoholowe Vernonia hymenolepis A. Rich., ekstrakty chlo-
roformowe Vernonia amygdalina Del. oraz wyizolowane z nich zwigzki:
wernolepina (I1I) (ED®= 2Mg/ml), wernomenina (IV) (ED3= 20ng/ml),
wernomygdina (VII) (ED®D—1,6|xg/ml) i wernodalina (V) (EDg=
= 0,62j0,0/ml) wykazywaly wiasnosci cytotoksyczne in vitro (komorki KB
w hodowli tkankowej) (10, 12).

F
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Ryc. 5. Tioeter (XIII) cysteiny z wernoleping

Sposéréd czterech wyzej wymienionych laktonéw seskwiterpenowych
tylko wernolepina hamowata wzrost tumoru WM 256 in vivo. Podana
szczurom w dawkach 12mg/kg i 10mg/kg redukowata wage tumoru w 32
i 45'%, natomiast dawka 14mg/kg byta toksyczna dla zwierzat (26).

Wiekszos$¢ laktonow seskwiterpenowych zawiera w swojej strukturze
ugrupowanie a-metyleno-Y-laktonowe. Zwrdcono uwage na znaczenie tego
ugrupowania przy poréwnywaniu wiasnosci cytotoksycznych wernolepiny
i jej pochodnych.

Selektywna redukcja podwojnego wigzania etylidenowego wernolepiny
nie wptywa na cytotoksycznos¢ in vitro (ED®D = 2ag/ml). Natomiast aktyw-
nos¢ tetrahydropochodnej wernolepiny z ugrupowaniem a-metylo-y-lakto-
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nu maleje prawie dziesieciokrotnie (EDg = 19fJ-g/ml), a catkowicie uwodor-
niony zwiazek jest nieaktywny (ED®> 10(Vg/ml) (26).

Wernolepina podobnie jak i inne ct,R-nienasycone laktony seskwiterpe-
nowe, tworzy w reakcji typu Michaela stabilne polgczenia z grupami tio-
lowymi (27). Wyizolowano (28) nieaktywny tioeter (XIII) (Ryc. 5) cysteiny
z wernoleping (ED®!> I00"g/ml). W warunkach, w ktérych zwigzek ten
fatwo reaguje z grupg tiolowa cysteiny, reakcja z grupami aminowymi
aminokwasu zachodzi bardzo wolno (28).

Cytotoksycznos¢ a-metyleno-y-laktonéw wzrasta wraz z lipofilnoscig
tych zwigzkéw. Moznaby sie zastanowié, czy zmiany cytotoksycznos$ci tych
zwigzkow wynikaja z szybko$ci ich penetracji do komorek.

Wernolepina, jak wspomniano wcze$niej, nie hamuje wzrostu roslin
w obecnosci zwigzkdw tiolowych. Dziatanie inhibicyjne wernolepiny na
wzrost komdrek roslinnych moze wiec by¢ wynikiem reakcji tego zwigzku
z grupami tiolowymi biatek roslinnych, w tym niektdrych enzymow.

Ostatnie badania wykazaly, ze wernolepina inaktywuje syntetaze gli-
kogenu. Zwigzek ten reaguje z grupami tiolowymi enzymu w stosunku
ekwimolarnym. Stechiometrie tej reakcji ustalono przy zastosowaniu wer-
nolepiny znaczonej trytem (29).

Wernolepina jest takze inhibitorem fosfofruktokinazy. Blokuje grupy
tiolowe enzymu, jest przy tym zwigzkiem dziesieciokrotnie bardziej aktyw-
nym od jodoacetamidu (30).

Laktony seskwiterpenowe stanowig dzi$ juz dos$¢ liczng grupe zwigz-
kéw naturalnych posiadajgcych aktywnos$¢ biologiczng. Stale jednak poz-
nawane sg nowe zwigzki tej grupy, izolowane miedzy innymi z roslin ro-
dzaju Vernonia i mozna mie¢ nadzieje, ze zostang wsrdd nich znalezione
zwiagzki o wiasnosciach farmakologicznych nadajacych sie do wykorzysta-
nia w lecznictwie.

(Artykut nadszedt 9.4.1973, poprawiona wersja wptyneta 8.10.1973)
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SPRAWOZDANIA

111 Konferencja Linderstroma-Langa
Espoo k/Helsinek, 27—30.V1.1973.

Tegoroczna konferencja poswiecona byta biochemicznej kontroli wzrostu ko-
morki. Omawiano zagadnienia dotyczace regulacji wzrostu komorek bakteryjnych
i eukariotycznych.

W ramach konferencji wystuchano kilkunastu referatow przygotowanych przez
biochemikéw skandynawskich, amerykanskich i angielskich.

W sprawozdaniu tym omoéwione zostang jedynie niektére z prac przedstawio-
nych na konferencji. W referacie inauguracyjnym prof. Ch. Huggins (Chicago, USA)
omoéwit problem doswiadczalnych zmian fenotypowych komorek zwierzecych in vivo.
Uwage swojg wyktadowca skupit na zagadnieniu przeksztatcania sie fibroblastow
w chondrio- i osteoblasty oraz znaczenia tlenu dla tego procesu.

Prof. J. Bonner (Pasadena, USA) omawiat problem uorganizowania genomu w ko-
moérkach eukariotycznych. Méwit on o wielokrotnie powtarzajgcych sie sekwencjach
nukleotydowych w DNA eukariontéw i bezposrednich produktach transkrypcji tych
sekwencji. Zwrécit on uwage, ze cistrony odpowiedzialne za synteze rRNA wyste-
pujace w rDNA eukariontéw moga by¢ zaliczone do sekwencji $redniopowtarzaja-
cych sie: w komoérkach szczura liczba kopii gendw kodujacych rRNA wynosi okoto
1800 na genom; natomiast geny kodujace rRNA bakterii wystepuja w pojedynczych
kopiach. W komoérkach watroby szczura powtarzajace sie ze $rednig czestoScig sek-
wencje nukleotydowe DNA oddzielone sg od siebie sekwencjami nukleotydowymi
wystepujacymi w pojedynczych kopiach i liczacymi 500—2000 nukleotydéw (2400
DNA), lub 200—1600 nukleotydéw (okoto 5000 DNA).

W referacie swoim Bonner omawiat rowniez zagadnienie udziatu histonéw w re-
gulacji transkrypcji DNA watroby szczura. Podkredlit on, ze transkrypcja pozostaje
w zalezno$ci od stosunku histonéw do DNA w chromatynie, tylko bowiem DNA nie
pokryty histonami jest czynny w syntezie RNA. Tak np. w regenerujacej watrobie
szczura odnotowuje sie znaczny spadek stosunku histony: DNA i rowoleglty wzrost
transkrypcji DNA. Autor referatu podkreslit, ze jedynie niewielka czes¢ DNA genomu
jest czynna w syntezie RNA. W komorkach watroby szczura obejmuje ona okoto
20do0 DNA chromatyny. Jednym z istotnych pytahn pozostajacych bez odpowiedzi jest
kwestia, jaka cze$¢ genomu jest wprzegnieta w proces transkrypcji informacyjnych
RNA w komoérce.

Zagadnieniom przedzialowosci metabolizmu (kompartamentacji) RNA i biatek
w komdrkach eukariontéw byt poswiecony wykitad prof. J. R. Tata'y (Londyn, Anglia).
Autor omawiat metabolizm RNA w réznych podfrakcjach jader komérkowych zwra-
cajac szczeg6lng uwage na polimerazy RNA: A —odpowiedzialng za synteze rRNA
i B—syntetyzujgcg mRNA. Autor podkreslit, ze — jak wynika z jego doswiadczen —
obie polimerazy RNA roznig sie miedzy sobg odpornoscig cieplng. O ile polimeraza A
ulega denaturacji w zakresie 40—45°C, to polimeraza B ulega inhibicji w tempera-
turze nieco wyzszej: 50—55°C. Wyniki te sa wiec rozszerzeniem dotychczas pozna-
nych roznic we witasciwosciach fizyko-chemicznych obu polimeraz RNA (np. akty-
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wacja przez siarczan amonu, wrazliwo$¢ na a-amanityne). Autor wykazat, ze poli-
meraza A wystepuje gtownie w jaderkach; 7 innych podfrakcji jadrowych uzyska-
nych w pracowni Tatay zawierato jedynie nieznaczng aktywno$¢ polimerazy A.
Polimeraza B wykrywana byta gtdwnie w podfrakcji euchromatyny.

Tata omawiat réwniez problem réznych puli rybosoméw w komérce: tzw. wol-
nych zespotéw polisomalnych i polisoméw zwigzanych z btonami. Kazdy typ struktur
polisomalnych odgrywa role w syntezie innych biatek. W niektérych fazach rozwoju
embrionalnego ssakoéw zwieksza sie¢ wydatnie pula polisomow zwigzanych z bionami
wewnatrzkomorkowymi. Byé moze, jest to uzaleznione od miejsca przeznaczenia
w komérce poszczeg6lnych typdw syntetyzowanych biatek. Wyrazem tego zjawiska
moze by¢ roéwniez fakt, iz rybosomy zwigzane z mitochondrialnymi btonami zew-
netrznymi uczestniczg najprawdopodobniej w syntezie biatek wewnatrzmitochondrial-
nych. Biatka syntetyzowane na polisomach zwigzanych z btonami sg najprawdopo-
dobniej przekazywane do $wiatta systemu kanalikow w komorce i wydzielane z ko-
morki (np. w komdrkach sekrecyjnych).

Do najciekawszych referatéw wygtoszonych na konferencji nalezat referat prof.
N. O. Kjeldgaarda (Arhus, Dania), czotowego dzi§ badacza mechanizmoéw kontroli
syntezy RNA u bakterii. Omowit on znaczenie czterofosforanu guanozyny (ppGpp)
i pieciofosforanu guanozyny (pppGpp), jako efektoréw syntezy RNA u szczepow
»Scistych”, hamujacych te synteze podczas ,,gtodu aminokwasowego” komorek. Obie
substancje sa wprzegniete w proces kontroli syntezy rRNA. Ich powstawanie uza-
leznione jest od obecnosSci w rybosomach pewnego czynnika biatkowego, ktéry nie
wystepuje u szczepow ,rozluznionych”. W regulacji syntezy ppGpp i pppGpp bierze
udziat réwniez niezacylowany tRNA. Aminoacylo—tRNA nie stymuluje syntezy tych
zwigzkow. Zwiekszong synteze obu efektordow stwierdza sie tylko woéweczas, gdy wol-
ny tRNA pozostaje w miejscu akceptorowym (miejsce A) na rybosomie. Autor wy-
kazat, ze dla syntezy obu zwigzkéw (ktérej miarg moze byc¢ ilo§¢ GTP przeksztatco-
nego w ppGpp i pppGpp) niezbedna jest obecno$¢ badz obu poajednostek struktu-
ralnych rybosomu, badZz podjednostki 30S wraz z pewnymi biatkami pochodzacymi
z podjednostki 50S rybosomu (tzw. biatka odszczepione, SP); podjednostki 30S nie
syntetyzujg omawianych efektoréw syntezy RNA. Efektory te nie zostaly wykryte
w $wiecie zwierzecym przypuszcza sie jednak, ze moga one wystepowaé w roslinach.

W dyskusji poruszono kwestie, czy ppGpp jest produktem powstajgcym z pppGpp.
W odpowiedzi Kjeldgaard wyjasnit, ze w pewnych warunkach powstaje jedynie
pentafosforan guanozyny. Problem wzajemnych relacji miedzy obiema substancjami
nie jest jednak dostatecznie poznany.

Dr H. Lodish (Cambridge, USA) przedstawit problemy regulacji proceséw trans-
lacji mMRNA w retikulocytach i oocytach. Stwierdzit on, ze mRNA pochodzacy z reti-
kulocytéw moze ulega¢ transkrypcji w oocytach, a synteza owoalbuminy jest tak
samo wydajna w retikulocytach — przy udziale heterologicznego mMRNA — jak w jajo-
wodzie.

Dr J. Janne (Helsinki, Finlandia) — organizator konferencji — omawiat znaczenie
poliamin (sperminy, spermidyny i putrescyny) w procesach wzrostu komoérek. Przed-
stawit on ztozony charakter oddziatywania poliamin w komorce; przypomniat m.in., ze
stosunek molowy azotu zawartego w poliaminach do fosforu kwaséw nukleinowych
pozostaje staly podczas wzrostu komoérek. Poniewaz rosngce komoérki wykazujg po-
kazny przyrost ilosci kwaséw nukleinowych, jest oczywistym, ze komorki te cha-
rakteryzujg sie jednocze$nie intensywng synteza poliamin. Wzrasta rowniez aktyw-
no$¢ enzymoéw wprzagnietych w metabolizm poliamin (np. w czasie regeneracji
watroby szczura wzrasta znacznie aktywnos$¢ dekarboksylazy ornitynowej). Ana-
bolizm poliamin jest stymulowany przez cykliczny AMP. Wzmozong synteze poliamin
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(gtéwnie sperraidyny) obserwuje sie pod wptywem tioacetamidu, ktéry wywotuje —
jak wiadomo — nagromadzanie sie rRNA w jaderkach komoérek watroby szczura.
Z danych tych wynika, ze poliaminy uczestnicza w procesach zwigzanych ze wzros-
tem komérek. Wieloraka ich funkcja wymaga jednak dalszych badan.

Stanley Cohen (Nashville, USA) omawiat ostatnie badania nad witasnosciami
i struktura czynnika pobudzajgcego wzrost komodrek epidermalnych (EGF). Czynnik
ten okazat sie polipetydem o masie czasteczkowej okoto 6000 daltonéw, wptywaja-
cym stymulujgco na synteze biatek i RNA m.in. przez przyspieszenie transportu ich
prekursoréw. Pod jego wptywem zwigksza sie pula polisoméw w komoérce, a takze
zwiegksza sie aktywnos$¢ enzymow katalizujgcych synteze poliamin.

Na konferencji omawiano réwniez badania nad chalonami— czynnikami regu-
lujagcymi wzrost komoérek. Chociaz wielu badaczy powatpiewa w istnienie tych
zwigzkoéw, wielu innych sugeruje, ze chalony moga znalez¢ zastosowanie w terapii
nowotworéw. Prof. K. Elgjo (Norwegia, Oslo), ktéry przedstawiat badania nad chalo-
nami prowadzone w swym kraju, zakonczyt swo6j wyktad przezroczem przedstawia-
jacym sylwetke zétwia, podpisang stowami: ,,may be | am, lucky going so slowly,
because perhaps I am going in a wrong direction”.

Dr M. M. Burger (Bazylea, Szwajcaria) poswigcit swoj referat problemowi uciecz-
ki komérek spod kontroli wzrostu. Podkreslit on, ze warunkiem wystarczajacym dla
tego zjawiska sg zmiany na powierzchni komorki. Zmiany takie mogg by¢ wywotane
przez infekujacy komdrke wirus, przez egzogenne enzymy (np. hialuronidaze, pro-
naze, trypsyne) i inne czynniki.

W referacie na temat replikacji DNA wirusowego w komoérkach ssakéw
dr P. Reichard (Sztokholm, Szwecja) omowit znaczenie fragmentow RNA kowalen-
cyjnie potaczonych z tanncuchami DNA. Fragmenty RNA — zdaniem autora — sg nie-
zbedne do zapoczgtkowania syntezy tanicucha DNA.

Na zakonczenie tego przegladu warto podkreslic, ze jednym z mdwcow byt
Seymour Cohen (Denver, USA), ktéry omawiat dziatanie D-arabinozyloadeniny na
komorke. Stwierdzit on, ze ten nietypowy nukleotyd moze by¢ wiaczany nieterminal-
nie do DNA; hamuje on polimeraze DNA w komdrkach ssakow, nie wptywajgc na
czynnos$¢ enzymu bakteryjnego. Cykliczny arabinozoadenozynomonofosfora’n wykazuje
silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe niz fosforan niecykliczny. Dodajmy tu, ze
nukleozydy arabinozowe nie sg tak ,,nienaturalnymi” zwigzkami, jak moznaby sadzic,
wystepuja bowiem w pewnych gabkach.

Innym stynnym uczestnikiem konferencji byt prof. H. M. Kalckar (Boston, USA),
ktéry omawiat zjawisko wzmozonego transportu réznych cukréw (glukoza, mannoza,
galaktoza) przez btony komoérek zainfekowanych wirusami.

Koncowym akordem konferencji byt wykiad podsumowujacy obrady wygtoszony
przez Seymoura Cohena (Denver, USA).

W imieniu uczestnikdw konferencji moéwca podzigkowat finskim organizatorom
za wspaniate przygotowanie techniczne sympozjum, jak tez za serdeczne przyjecie
gosci.

T. Gotaszewski

Miedzynarodowe Sympozjum p.t.

Biatka wigzgce wapn

Jabtonna k/Warszawy, 9—12.VI1.1973.

Bezposrednio po Kongresie Biochemicznym w Sztokholmie, odbyto sie w Jabton-
nie koto Warszawy miedzynarodowe Sympozjum pod tytutem ,,Biatka wigzace wapn”
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zorganizowane przez Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Mie$ni Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego. Zagadnienia omawiane na sympozjum znaj-
dujg sie w ostatnich latach w centrum zainteresowania w wielu dziedzinach bio-
chemii i fizjologii. Wykazano, ze szereg reakcji biochemicznych zachodzacych w us ro-
jach zwierzecych jest regulowana zmianami w stezeniu jonow wapnia. Wykryto
szereg biatek, ktorych specyficzng cechg jest odwracalne wigzanie jonow wapnia
i ktore spetniajg role albo przenos$nika albo akumulatora tych jonéw. W tym ostat-
nim przypadku umozliwiajg one kontrolowane zachodzenie procesow wymagajacych
do prawidtowego przebiegu obecnosci wapnia. W procesach tych biorg z kolei udzia
inne biatka ktorych forma aktywna witasnie zawiera specyficznie zwigzany wapn.
Biatka nalezgce do wszystkich tych typéw wykryto w ostatnich latach w mieéniach,
w mozgu nerce, koSciach i jelicie. Ale zajmowali sie mmi specjalisci pracujacy
w réznych dziedzinach, jak skurcz migsnia, neurochemia, mitochondnologia, absorpcja
w jelicie itd. ldeg, jaka przySwiecata organizatorom sympozjum, byto spotkanie sie
specjalistdw z tych dziedzin celem przedyskutowania ostatnich osiaggnie¢ w bada-
niach nad rdéznymi biatkami wigzacymi wapni oraz znalezienia wspélnych cec je
tgczacych. .

Doktadniejsze omoéwienie wiasnosci i roli fizjologicznej biatek wigzacych wapn
znajdzie czytelnik w ostatnio opublikowanym artykule na ten temat (B. Bary
Post. Blochem., 19, 361—377, 1973), tak, ze w niniejszej notatce ogranicze sie, na
tego artykutu, do wymienienia omawianych na sympozjum ostatnich osiggnie¢ w tych
dziedzinach, obejmujacych dorobek jaki uptynagt od napisania powyzszego przeglg u®

Udziat jonéw wapnia jest najlepiej zbadany w procesie skurczu miesnia i to
w pierwszym rzedzie zdecydowato, ze z trzy i potdniowego sympozjum dwa” petne
dni poSwiecone byty tej tematyce. By¢ moze, w jakim$ stopniu wptynat na to rowmez
fakt, ze organizatorzy sympozjum sami zajmujg sie od lat tg tematyka.

Badania ostatnich lat wykazaty niezbicie, ze jony wapnia spetniajg role regu-
latora cyklu skurczowo-rozkurczowego w mie$niu. W komoérce mie$niowej w spo-
czynku wapnh jest zmagazynowany wewnatrz systemu « .. 1k s w Sarkoplazmatycznego
retikulum otaczajgcych witasciwy aparat kurczliwy miesni czyli m ~ryl . *
niku bodZzca nerwowego nastepuje uwolnienie wapnia z tych kanalikéw i z" 1"
ich przez odkryte w ostatnich latach biatko nazwane troponmga. Troponma w nie-
obecnosci wapnia blokuje wtasciwy proces skurczu; z kolei przytaczanie wapnia po-
woduje usuniecie hamujacego wpitywu tego biatka. Po zakonczeniu sto « p n
zostaje z powrotem zmagazynowany we wnetrzu kanalikéw retikulum. Ostamie ba
dania miedzy innymi Pracowni Biochemii Migéni Instytutu im. M. Nenckiego, wy-
kazaty,”Ne troponina jest w istocie kompleksem trzech biatek, z ktérych tylko jedno,
tzw. troponina C, posiada wysokie powinowactwo do wapnia. artvtTHarh

Szczeg6towe omdwienie tych zagadnien znajdzie “ ~elnik ™ dwu “ tykata
(R. Dgbrowska 1 W. Drabikowski, Post. Blochem., 16, 405, 1970 i 19, 343—360,

Jeden peiny dzien sympozjum obejmowat referaty dotyczgce badan nad trolM-
ning, szczegdlnie nad jej sktadnikiem - troponing C. Problemy zwigzane z w elo
asoektami wigzania wapnia, jak kinetyka wigzania, specyficznosc, stechiometria Itd.,
wyniki badan nad interakcjg wszystkich trzech sktadnikéw kompleksu tr<iponmy,
oraz proby wyjasnienia na poziomie molekularnym mechanizmu dziatania tego kom-
pleksu jako regulatora skurczu miesnia znalazty wyraz w referatach najwybitmej-
szych uczonych pracujacych nad tymi zagadnieniami jak Ebashi (Tokyo), Perry
(Birmingham), Gergely (Boston), Hartshorne (Pittsburg) i innych. Tych
dotyczyt réwniez jeden z referatéw z Instytutu Nenckiego (Comparative Studzes
on TN-C Component of Troponin from Various Sources-W. Drabikowski, B. Ba
rytko, R. Dgbrowska, E. Nowak, A. Szpacenko). Pod wzgledem budowy troponma C
jest obecnie najlepiej scharakteryzowana ze wszystkich sktadnikéw kompleksu.
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sympozjum mtody biochemik amerykanski Collins z Bostonu przedstawit wyniki swej
dopiero co ukoniczonej pracy uwienczonej ustaleniem peinej sekwencji 158 amino-
kwasow wchodzacych w skiad troponiny C izolowanej z migs$ni krolika.

Drugi dzien sympozjum poswiecony byt sarkoplazmatycznemu retikulum. Kilka
referatow dotyczyto jego roli jako akumulatora jonéw wapnia w czasie spoczynku
mie$nia oraz zwigzku miedzy funkcjg a budowa btony z jakiej zbudowana jest ta
struktura morfologiczna. Inne prace dotyczyty budowy chemicznej bton sarkoplaz-
matycznego retikulum oraz szeregu szczeg6tow dotyczacych molekularnych aspektow
aktywnego transportu wapnia przez te blony przy pomocy specyficznej ATPazy.
Kilka referatow na sympozjum (w tym jeden z Instytutu Nenckiego — Solubilization,
Fractionation and Reaggregation oj Sarcoplasmic Reticulum Proteins — M. G. Sarzafa,
E. Zubrzycka and W. Drabikowski) dotyczyty analizy skitadu biatkowego bton sar-
koplazmatycznego retikulum, sposobéw solubilizacji i frakcjonowania biatek wcho-
dzacych w ich skiad. Przedstawiono réwniez wyniki badan nad réznymi aspektami
wigzania wapnia przez pecherzyki sarkoplazmatycznego retikulum, oraz pierwsze
proby identyfikacji i charakterystyki biatek tych bton, odznaczajgcych sie wysokim
powinowactwem do wapnia i biorgcych bezposredni udziat w transporcie wapnia
przez btony sarkoplazmatycznego retikulum i magazynowaniu jonéw tego pierwiastka
wewnatrz jego kanalikéw.

Na osobnej sesji omoOwiono ostatnie osiggniecia w badaniach nad parwalbumi-
nami. Nazwa ta obejmuje klase homologicznych biatek o niskim ciezarze czastecz-
kowym obecnych w sarkoplazmie ryb i ptazéw. Cho¢ ich rola fizjologiczna jest nie-
znana, badania nad ich strukturg sg b. daleko zaawansowane. Nie tylko poznano
doktadnie sekwencje aminokwasowg kilku z tych biatek, ale réwniez strukture trze-
ciorzedowg na podstawie analizy rentgenograficznej o zdolnosci rozdzielczej 1,85A.
Doktadnie okreslono pozycje petli helikséw, w ktérych uwiazane sg dwa atomy wap-
nia wigzane przez drobine tych biatek. Parwalbuminy wykazujg daleko idace podo-
bienstwo w budowie i wtasciwosciach do troponiny C, tak ze kilku autoréw zajmo-
wato sie rowniez spekulacjami na temat wspdélnej ewolucji obu tych biatek.

Osobne zagadnienie stanowi pompa wapniowa oraz wigzanie wapnia w mito-
chondriach. W ostatnich latach wykryto glikoproteid, ktéry wydaje sie by¢ odpo-
wiedzialny za przenoszenie wapnia w mitochondriach. Inny glikoproteid o wysokim
powinowactwie do wapnia, biorgcy udziat w procesie kacyfikacji kosci, rowniez byt
tematem osobnego referatu.

Z kolei na sympozjum przedstawiono witasciwosci glikoproteidu izolowanego
z nabtonka przewodu oddechowego i pokarmowego, réwniez charakteryzujacego sie
wysokim powinowactwem do wapnia.

Kilka referatow dotyczyto biatek izolowanych z tkanki nerwowej. Jak sie wydaje
obecnie, w o$rodkowym uktadzie nerwowym znajduje sie wiecej niz jedno biatko
o wysokim powinowactwie do wapnia. Ich rola pozostaje nadal niejasna. Jedno
z nich wydaje sie identyczne z biatkiem wyizolowanym z kanalikow nerkowych. Inne
biatka wigzgce wapn, ktérych synteza jest zalezna od witaminy D, wykryto w jeli-
tach i nerce réznych zwierzat. Biatka te biorg bezposredni udziat w transporcie jonow
wapnia przez jelito.

Ogotem na sympozjum wygtoszono 44 referaty, w tym trzy z Instytutu Nenc-
kiego. Na zorganizowanej poza regularnymi sesjami ogdlnej dyskusji omdéwiono kilka
problemoéw interesujgcych wszystkich uczestnikéw, miedzy innymi jeden metodolo-
giczny, a mianowicie trudnos$ci w oznaczaniu mikroilosci wapnia wigzanego przez
biatka oraz zastrzezenie dotyczace analizy wynikéw przy zastosowaniu tzw. krzywej
Scatcharda.

W sumie sympozjum pozwolito nie tylko na przedyskutowanie przez specjalistow
z réznych dziedzin biochemii ostatnich osiggnie¢ w badaniach nad r6znymi biatkami

6 Postepy Biochemii
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wigzacymi wapn-, ale réwniez na proby znalezienia wspdlnych cech w ich budowie
i whasciwosciach. Jak sie wydaje, wszystkie z omawianych na sympozjum biatek
mozna podzieli¢ na dwie grupy. Do jednej z nich naleze¢ beda réznego rodzaju gliko-
proteidy i w tym przypadku wydaje sie, ze komponenta cukrowa bierze udziat w wig-
zaniu wapnia. Biatka drugiej grupy nie zawierajg reszt cukrowych, charakteryzuja
sie stosunkowo niskim ciezarem czgsteczkowym — zazwyczaj kilkanascie tysiecy —
i zdecydowanie kwasnym charakterem, tak ze kwasy glutaminowy i asparaginowy
stanowig na og6t 35—40lo reszt aminokwasowych.

W sympozjum uczestniczyto ogotem okoto 80 oséb, w tym 52 z zagranicy, z czego
duze grupy po kilkanascie os6b stanowili naukowcy z Ameryki i Wioch. Okoto poto-
wy uczestnikdéw z zagranicy, nawet z krajow tak odlegtych jak USA lub Japonia, ze
wzgledu na szczupto$¢ funduszéw wolato przyjechaé wytgcznie na nasze sympozjum
a zrezygnowato w ogodle z uczestnictwa w Kongresie w Sztokholmie. Byto to w pew-
nym sensie mitym zaskoczeniem dla organizatorow i $wiadczyto o atrakcyjnosci
wybranego tematu sympozjum.

Niezbyt zrecznie jest nizej podpisanemu, jako jednemu z organizatoréw, ocenic
strone organizacyjng sympozjum. Z wypowiedzi szeregu uczestnikéw wynikato, ze
stata ona na dobrym poziomie, je$li pomingé niektore sprawy, tzw. ,,niezalezne od
organizatoréw”, jak np. sprawe zakwaterowania.

W. Drabikowski

X1 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Biatystok, 10—12 wrze$nia 1973 r.

Kolejny X1 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zorganizowali Koledzy
z Oddziatu Biatostockiego naszego Towarzystwa.

Zjazd otworzyt przewodniczacy Komitetu Organizacyjno-Naukowego doc. dr
Wiktor Rzeczycki, przekazujgc przewodnictwo prezesowi Towarzystwa prof. dr To-
maszowi Borkowskiemu. Prezes powital przybytych gosci oraz uczestnikéow Zjazdu
i podziekowat Wiadzom miasta oraz Akademii Medycznej za pomoc, ktéra umozli-
wita zorganizowanie w Bialymstoku Zjazdu licznej rzeszy biochemikéw z catego
kraju. W Zjezdzie bowiem wzieto udziat 560 zarejestrowanych uczestnikéw, z ktorych
okoto 200 stanowili Koledzy nie bedacy cztonkami Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego. Tak liczny udzial kolegéw z poza kregu P. T. Bioch. jest niewatpliwie
wyrazem atrakcyjnosci naszych Zjazdéw, a w szczegdlnosci tematyki sympozjow.

Jedno z Sympozjéw XI Zjazdu P. T. Bioch. —ktéry rozpoczat sie w Biatymstoku
w tydzien po Centralnych Dozynkach — nosito tytut: ,,Biochemia — Rolnictwu”; dru-
gie tytut: ,,Wiasciwosci bton biologicznych” oraz konferencja n.t. Nauczanie biochemii
w szkotach wyzszych. Referat programowy wygtosit prof. dr Bronistaw Filipowicz
(k6dz). Tekst referatu i gtowne tezy dyskusji publikujemy ponizej.

W ramach sympozjum na temat ,,Biochemia — Rolnictwu” (organizator i koordy-
nator prof. dr Jerzy Kaczkowski, Warszawa) przedstawiono 5 referatéow sympozjal-
nych i ponad 50 doniesien.

»Biochemiczne i genetyczne podstawy produkcji enzyméw przez drobnoustroje”.
(J. Krauze, Poznan);

~Przemiany zwigzkéw azotowych w zwaczu zwierzat przezuwajacych” (W. Barej,
Warszawa);

.Badania nad mechanizmem dziatania podkomérkowych hormonéw uwalniaja-
cych” (K. Kochman, Jabtonna k/Warszawy);
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»Mechanizmy przerywania spoczynku nasion” (J. Buchowicz, Warszawa);

»Mechanizmy odpornosciowe u roslin” (A. Grzelinska, Warszawa).

W ramach sympozjum na temat ,,Witasciwosci bton biologicznych” (organizator
i koordynator prof. dr Lech Wojtczak, Warszawa) wygtoszono 13 referatéw sym-
pozjalnych i ponad 30 doniesien.

»Regulacja metabolizmu mitochondriow przez zmiany struktury i przepuszczal-
nosci bton” (J. Popinigis, Gdansk);

»Properties of the membranes of brown adipose tissue (BAT) mitéchondria”
(E. N. Christiansen, Oslo);

~Wewnatrzmitochondrialna lokali wtasnosci bton mitochondrialnych” (W. Turski,
£6d7);

»Pewne zagadnienia biomembranologii teoretycznej dotyczgce transportu mie-
szanin” (B. Mazgis, F. Ludwikéw, Wroctaw);

»Transport fosforanu przez btony erytrocytéw” (S. Przestalski, Wroctaw);

»Wplyw kwaséw ttuszczowych na zjawiska przepuszczalnosci i transportu w bto-
nach mitochondrialnych” (L. Wojtczak, Warszawa);

»lransport metabolitbw przez btony mitochondrialne i jego kinetyka” (J. W.
Michejda, Poznan);

»Sarkoplazmatyczne retikulum jako model blon biologicznych” (M. G. Sarzafa,
Warszawa);

»Wplyw jonoforéw molekularnych na btony” (J. Bielawski, Poznan);

»Elektryczne wasciwosci bton biologicznych” (J. Skierczynska, Lublin);

,»Udziat jonéw w genezie zjawisk bioelektrycznych” (L. Januszewski, Torun);

»Mechanizm agregacji komoérek pod wptywem niejonowych polimeréw” (A. Mo-
rawiecki, Wroctaw);

»Zmiany powierzchniowe towarzyszace zjawisku transformacji komérek” (B.
Grzelakowska-Sztabert, Warszawa).

Ogotem na Zjazd zgtoszono 299 prac, z ktorych wycofano nie wiecej niz 20. Ma-
terialy zjazdowe, program i tom streszczeh — zostaty wydane w estetycznej formie
graficznej.

Do konkursu miodych biochemikéw zgtoszono 23 prace, ktérych peiny tekst roz-
patrzy powotana przez Zarzad Giowny Komisja typujac najlepsze prace do nagrody
i wyroznien.

Préby zorganizowania wystawy aparatury i odczynnikow tym razem nie powiodty
sie. Oprécz dwu krajowych wystawcéw (Unipan, Biomed) gosciliSmy jedynie przed-
stawicieli firm Koch-Light (Anglia) i Pharmacia Fine Chemicals (Szwecja). Wigkszos$¢
zaproszonych firm zagranicznych odmoéwita udziatu w naszym zjezdzie ze wzgledu na
wystawienie swoich eksponatow w Lublinie z okazji Zjazdu Analitykdw Klinicznych.

Imprezy towarzyszace Zjazdom P. T. Bioch. cieszg sie zawsze duza frekwencja.
Piekno laséw biatostockich mieliSmy okazje podziwia¢ dwukrotnie: Biatowieski Park
Narodowy w stoneczng i upalng niedziele przed rozpoczeciem Zjazdu (ok. 200 os6b)
oraz lasy w okolicach Suprasla w chtodny wieczor jednego z dni obrad (ok. 250 o0s6b).
Spotkanie towarzyskie w pieknej sali Patacu Branickich, obecnej auli Akademii
Medycznej zgromadzito blisko 350 oséb. Byty $wietne kanapki, raki, owoce — muzyka
taneczna do potnocy. Uczestnicy Zjazdu mieli tez okazje obejrze¢ przedstawienie teat-
ralne ,,Opere za trzy grosze”, Brechta, jako goscie Miejskiej Rady Narodowej.

Jak zwykle bywa gtéwny ciezar organizacji spoczat na barkach przewodniczacego
i sekretarza Komitetu Organizac”jno-Naukowego Zjazdu. Koledzy Docenci W. Rze-
czycki i W. Gatasinski wtozyli nie tylko trud, lecz wiele inwencji i serdecznosci, oka-
zali sprezystos$¢ i talent organizacyjny. Dzieki nim i ich wspdtpracownikom goscie —
uczestnicy zjazdu z innych osrodkow bedg mile wspominaé nasz biatostocki Zjazd.

Zofia Zielinska
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X1 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Konferencja na temat
Nauczanie biochemii i ksztatcenie biochemikéw

Referat wprowadzajacy

Przezywamy bardzo zywy okres reorganizacji nauczania i to na wszystkich szcze
blach, zreszta nie tylko w Polsce. Przezywamy tez pewng reorganizacje nauczani
biochemii i ksztatcenia biochemikéw. Totez stusznie chyba Polskie Towarzystwo Bio
chemiczne postanowito wigczy¢ to zagadnienie do programu tegorocznego zjazd
w Biatymstoku. Podobnie Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznyc
(FEBS) wiaczyta problemy nauczania do swych zjazdéw. Po raz pierwszy omawian
je szerzej w 1971 roku na VIl Zjezdzie FEBSu w Warnie, a temat ten cieszyt si
tam duzym powodzeniem i wywotat zywag dyskusje. Zagadnienia zwigzane z ksztal
ceniem biochemikéw omawiano tez na zesztorocznym zjezdzie Towarzystwa Bioche
micznego Niemieckiej Republiki Demokratycznej.

Zapotrzebowanie na biochemikéw wykazuje tendencje wzrostowe zaréwn
w Polsce jak i w innych krajach. Powstaje coraz wieksza liczba zaktadow uczelnia
nych, instytutéw naukowych i resortowych, w ktérych problematyka biochemiczn
oraz metody biochemiczne zajmujg poczesne miejsce. Metodyka i wysuwane prze
biochemikéw koncepcje, niewatpliwie znacznie wptynety na rozwoj takich dyscyplii
jak mikrobiologia, genetyka, farmakologia, wiele dziatbw medycyny i rolnictwa
inzynierii biochemicznej, a ostatnio biologii molekularnej.

‘ Notabene na VIl Zjezdzie FEBS-u w Warnie, na pytanie prof. Kretowicz;
z Moskwy, jaka jest réznica miedzy biochemig a biologiag molekularng — zgodzono si
po dyskusji, ze nie ma zasadniczych réznic.

Zainteresowanych zagadnieniem terminologii i powigzan miedzy biochemiag a bio
logiag molekularng odsytam do angielskiego ,,Raportu Kendrew” opracowanego na po
lecenie Rady do Spraw Nauki (Council of Scientific Policy), opublikowanego w sierp
niu 1968 r., oraz wydanego w sierpniu 1969 Raportu Podkomisji Brytyjskiego Towa
rzystwa Biochemicznego pracujgcej pod przewodnictwem Hansa Krebsa.

Termin ,biologia molekularna” stat sie jednak bardzo popularny réwniez w Pols
ce. Dlatego, opierajac sie na wypowiedzi Sekcji Nauk Biologicznych PAN, Podsekcj
Biologii Molekularnej, pozwalam sobie zacytowa¢ czym zajmuje sie omawiana dys
cyplina.

»Biologia molekularna, wykorzystujgc metody i osiggniecia biochemii, biofizyki
genetyki, mikrobiologii, cytologii, wirusologii i in., zajmuje si¢ najbardziej podsta
wowymi zagadnieniami zycia: budowg makromolekut biologicznie czynnych, gtowni«
kwasow nukleinowych i biatek, zaleznoscig miedzy ich funkcja a strukturg, funk
cja genow i jej regulacja, strukturami supermolekularnymi i subkomoérkowymi
wszelkimi procesami wewnatrz- i miedzykomdérkowymi, bioenergetyka, funkcjg bior
komoérkowych, réznicowaniem i morfogenezg”.

Ksztatcenie biochemikéw w réznych krajach przebiega réznymi drogami i nawe’
w poszczegblnych krajach, nie jest zunifikowane. Biochemicy wywodzg sie tam gtow-
nie sposrod studentéw wydziatow chemicznych, zwilaszcza organikdw, sposrod stu-
dentéow wydziatow biologicznych i lekarskich.

Niemcy podkreslajg rodowdd biochemii z niemieckiej medycyny. Istotnie jedne
z pierwszych, a moze pierwszg katedrg chemii fizjologicznej kierowat od 1872 roku
Niemiec, stawny prof. Feliks Hoppe-Seyler, na wydziale lekarskim uniwersytetu
w Strasburgu (miasto to znajdowato sie wowczas w granicach Niemiec). W Stras-
burgu w tatach 1877—1881 Hoppe-Seyler wydat Swietny podrecznik ,,Physiologische
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Chemie”, a od 1877 zaczat wydawac, znany po dzi$ dzieh ,,Zeitschrift fir Physiolo-
gische Chemie”.

Niemniej jednak, jeszcze wcze$niej, bo juz w 1864 na wydziale lekarskim Uni-
wersytetu Jegielloiskiego utworzono Zaktad Chemii Patologicznej, przemianowany
w 1873 na Katedre Chemii Lekarskiej. Zaktadem kierowat od poczatku do 1906 roku
profesor Aleksander Stopczynski. Zaktad w 1867 roku przeniesiono na ul. Kopernika 7,
gdzie dzi$ miesci sie Instytut Chemii Lekarskiej. Dodam, ze od 1864 roku w Szkole
Gtéwnej w Warszawie wprowadzono wyktady chemii fizjologicznej. Wyktadowcg byt
prof. Herman Bolestaw Fudakowski. Nasi pionierzy byli jednak mniej znani i po-
pularni, mniej stawni niz Hoppe-Seyler, a Polska nie figurowala woéwczas na mapie
Europy.

Wracam jednak do spraw ksztatcenia biochemikéw w réznych krajach i w Polsce.

Najwczesniej chyba specjalizacje przeddyplomowa z biochemii wprowadzono
w Wielkiej Brytanii, bo juz w 1921 roku w Cambridge. Program specjalizacji zalecat
tam, aby kandydat, opr6cz normalnego programu nauczania, przynajmniej potowe
czasu ostatniego kursu poswiecat biochemii. W Uniwersytecie Harvarda w USA
specjalizacje wprowadzono juz w 1926 r., pod nieco zmienionym tytutem — nauki
biochemiczne (biochemical sciences). Tam, podobnie jak w Anglii duza role odgry-
wata praca wychowawcéw — instruktoréw (tutors), czesto specjalistow o wysokich
kwalifikacjach, ktérzy opiekowali sie matymi kilkuosobowymi grupami studentéw.
Kierowali ich wychowaniem, naukg, a nawet pracami badawczymi bardziej utalen-
towanych kandydatéw do tytutu magistra nauk biochemicznych czy innych.

Podobne praktyki, czesto oparte na wzajemnym samoksztatceniu sie studentow,
w niewielkich okoto 5-osobowych grupach, rozpowszechnione sg réwniez w Kanadzie.

W Stanach Zjednoczonych A. P. dyplomy biochemikéw wydaje aktualnie okoto
100 uczelni, w zwigzku z duzym zapotrzebowaniem na wyktadowcédw biochemii na
wydziatach biologii. Biochemia wypetnia tam znaczng cze$¢ programu, rézna zreszta
w réznych uczelniach. Do niedawna jednak wiekszo$¢ specjalistow z zakresu bio-
chemii w USA uzyskiwata swoje kwalifikacje w podyplomowej specjalizacji. Do
omoéwienia podyplomowego ksztatcenia biochemikéw wréce jeszcze.

W sgsiadujgcej z nami Niemieckiej Republice Demokratycznej ksztatcenie bio-
chemikdéw w uniwersytetach jest prowadzone gtéwnie na wydziatach biologicznych.
Na niektorych jednak uniwersytetach katedra biochemii prowadzi wyktady zaréwno
dla biologéw jak i chemikdéw, badZz medykéw. O specjalizacji decydujg dopiero wy-
ktady i pracownie trzeciego i czwartego roku. Uzyskuje sie trzy odmiany specjali-
zacji: biochemia zwierzat, biochemia ros$lin, technologia biochemiczno-mikrobiolo-
giczna.

W Niemieckiej Republice Federalnej do niedawna nie wprowadzono w uniwer-
sytetach specjalizacji z biochemii. Dopiero ostatnie lata przyniosty pewne zmiany
w zwigzku ze wzrostem zapotrzebowania na biochemikéw. Specjalizacja rozpoczyna
sie od trzeciego roku studiéw.

Podobna sytuacja panowata rowniez w Austrii i w Szwajcarii, gdzie do nie-
dawna tylko Szwajcarski Instytut Technologiczny prowadzit specjalizacje z biochemii,
od paru lat za$, na ostatnich dwu latach studiéw 6 uczelni wprowadzito m.in. specjali-
zacje z biochemii. W Holandii dotychczas nie ma specjalizacji z tej dziedziny.

W ostatnich latach w Anglii uzyskiwato corocznie dyplomy okoto 750 bioche-
mikoéw, w 1972 roku okoto 850. Jest do dos$¢ znaczna liczba. Dla poréwnania podam,
ze w Polsce Ludowej do roku 1971, uzyskato dyplomy magistrow biochemii zaledwie
okoto 600 o0séb, a coroczna rekrutacja wynosi razem okoto 150 oséb. Nawiasem do-
dam, ze angielscy biochemicy, po uzyskaniu dyplomu, nie tatwo znajdujg w kraju,
a nawet we wspolnocie brytyjskiej zatrudnienie w swojej specjalnosci.

W Polsce katedry biochemii w uniwersytetach na wydziatach przyrodniczych
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kreowano dopiero po Il Wojnie Swiatowej (pierwsza w ktodzi w 1945 roku). Bio
chemiczng specjalizacje wprowadzono w roku 1958 w uniwersytetach warszawskin
i 6dzkim, a nieco p6zniej we wroctawskim. Dyplomanci uzyskiwali stopnie magistrov
biochemii. W roku 1964 zaczeto wprowadza¢ specjalizacje biochemiczng po drugin
roku studiéw na wydziatach biologii, dlatego uzyskiwany tytut brzmiat magister bio-
logii w zakresie biochemii. Dyplomy takie wydawano ostatnio w uniwersytetach War
szawskim, to6dzkim, Wroctawskim i Lubelskim, a od ubiegtego roku akademickieg<
w Poznaniu.

W nadchodzgcym akademickim roku 1973/1974 na wydziatach biologii specjali
zacja w zakresie biochemii nie zostata utrzymana. Wprowadzono natomiast specja-
lizacje z biologii og6lnej, biologii Srodowiskowej, mikrobiologii i biologii moleku-
larnej. Jakie beda losy biochemii przyszto$¢ okaze.

Programy nauczania biochemii bardzo ro6znig sie w réznych krajach, a rézn<
jest zwiaszcza podejscie na poszczegdlnych wydziatach. Wszedzie na og6t panuj<
zgodno$¢, ze dobra znajomos$¢ chemii, chemii fizycznej, matematyki i fizyki jest ko-
nieczna, szczeg6lnie dla tych studentéw, ktérzy zamierzajg specjalizowac sie w dzie
dzinie biochemii.

Trudno jednak ustali¢ idealny program, ktory odpowiadatby wszystkim studen
tom bez wzgledu na to w jakiej dziedzinie bedg zatrudnieni po uzyskaniu dyplomoéw
Z ankiet studenckich wynika np., ze studenci uniwersytetow skarzg sie czesto m
przetadowanie chemii i biochemii technologig i zagadnieniami zwigzanymi z rozwo
jem przemystu, podczas gdy w kraju ros$nie zapotrzebowanie na biochemikéw z wy
ksztatceniem politechnicznym. Juz obecnie okoto 15'% biochemikéw zatrudnia prze
myst. Kreowane sg tez stopniowo odpowiednie katedry, w szkotach technicznyct
réwniez w Polsce. W Anglii, w NRD jest sporo takich zaktadoéw specjalizujgcych
w technologii biochemicznej. W NRD do specjalizacji inzynierii biochemicznej dota.
czajg czesto mikrobiologie, odgrywajgcg rzecz oczywista duzg role w przemystowe,
produkcji zywnosci, lekéw i innych.

Kandydaci na lekarzy i biologéw zadajg gtebszych powigzarh w nauczaniu bio:
chemii z fizjologia i biologia.

Jeszcze dalej sg idgce zyczenia kandydatéw, ktdrzy od pierwszego roku zdecy-
dowali sie na specjalizacje w biochemii. Gdzieniegdzie te ich zyczenia bywajg res:
pektowane. W Anglii np. organizuje sie dla nich specjalne kursy biochemii juz na
pierwszym roku studiow, w Danii— jeden wyktad biochemii tygodniowo w pierw-
szym i potowie drugiego trymestru. Przewaznie jednak nauczanie biochemii odbywa
sie na drugim lub na drugim i trzecim roku a ewentualna specjalizacja na dalszych
latach studiow.

Tres$¢ i réznice programéw nauczania biochemii w réznych uczelniach zostang
prawdopodobnie poruszone w czasie dyskusji. W swoim referacie ogranicze sie dc
krétkiego oméwienia nauczania biochemii w szkotach medycznych, gdyz jest to naj-
blizszy mi temat.

Nauczanie to jest réznie prowadzone na $wiecie, zaleznie w pewnej mierze od
rekrutacji, liczby studentéw, wyposazenia zaktadow, liczby nauczycieli. W Kanadzie
np. kandydatéw na wydziat lekarski przyjmuje si¢ dopiero po ukonczeniu trzech-
letnich studiéw w szkole wyzszej, a wiec nawet z pewnym przygotowaniem bioche-
micznym. Biochemia nauczana jest tam w znacznej integracji z anatomia, fizjologia,
histologig, ¢wiczenia prowadzone we wspoélnych wielodyscyplinowych laboratoriach.

Swoiscie przebiega rekrutacja w wielu szkotach w Stanach Zjednoczonych. Zain-
teresowany juz na | kursie uniwersytetu zgtasza swojg kandydature do odpowia-
dajacej mu szkoty medycznej. Dziekan tej szkoty $ledzi jego postepy w nauce i po
dwoéch lub trzech latach decyduje czy kandydat moze przystgpi¢ do konkursu na
okoto 100 miejsc na wydziale lekarskim. Biochemia nauczana jest na | kursie i jest



[11] SPRAWOZDANIA 87

tara uwazana za podstawowg dyscypline w naukach medycznych. Wykiady prowadzi
przewaznie paru wykitadowcoéw przy bardzo wysokiej frekwencji studentéw; Cwi-
czenia sg oczywisScie obowigzkowe. W okresie wakacji zdolni studenci mieli moz-
liwo§¢ uczestniczenia w badaniach naukowych niektérych placéwek —z okazji tej
mogto korzysta¢ dotad pare procent studentéw. Ostatnio jednak fundusze na ten cel,
podobnie jak i na badania naukowe zostaty w USA bardzo ograniczone. Dodam, ze
na wydziatach lekarskich studiuje zaledwie kilka procent kobiet; na stomatologii
prawie sami mezczyzni.

Brak jest w USA zunifikowanego programu nauczania. Na 88 szk6t medycznych
prawie kazda realizuje swo6j wlasny program. W latach 60-tych propagowano tam
program petnej integracji nauczania, przy prawie jednoczesnym udziale wszystkich
dyscyplin. Okazato sige, ze wymaga to znacznego zwiekszenia liczby nauczycieli,
a koszty budowy odpowiednich pracowni, obstugujacych kilka dyscyplin, sg bardzo
wysokie, wiec zrezygnowano z tej idei, zainaugurowanej w Western Reserve Uni-
versity. ldee peinej integracji nauczania przedmiotéw podstawowych realizuje np.
P. N. Campbell, prof. biochemii Uniwersytetu w Leeds (Anglia) organizujgc odpo-
wiednie pracownie. Projektuje prowadzenie w nich w pierwszych latach zintegro-
wanych ¢wiczen z biologii komérki, biochemii, fizjologii, a na nastepnych latach
zintegrowane c¢wiczenia z innych dyscyplin. Zdaniem Campbella wielu wyktadowcow
biochemii, wymagajgc od studentow znajomosci setek wzorow chemicznych i faktéow
nie zwigzanych z medycyna, zapomina, ze majg ksztatci¢ lekarzy, a nie naukowcow.

Tego rodzaju poczynania jak w Leeds sg wyjatkowe, chociazby ze wzgledu na
koszty. Na temat zakresu nauczania biochemii w angielskich szkotach medycznych
panujg zresztg rozne, czesto diametralnie odmienne poglady np. na temat przydat-
nosci medykom ¢wiczen biochemicznych. Niektérzy utrzymuja, ze studentom wy-
starcza przyswojenie sobie tylko pewnego zakresu wiedzy teoretycznej biochemii,
a praca w laboratoriach nie wiele pomaga im w zrozumieniu przedmiotu. Znaczna
wiekszo$¢ sadzi jednak, ze zajecia praktyczne z biochemii korzystnie wptywaja na
0g6lne medyczne wyksztatcenie studentéw.

Inaczej przebiegaja studia medyczne we Francji, w znacznej mierze z racji bar-
dzo duzej liczby przyjmowanych studentéw. Gdy w Anglii liczba przyjmowanych na
pierwszy rok waha sie okoto stu os6b, to we Francji dochodzi do 1500. Studia trwaja
6 lat. Biochemia na pierwszym, lecz gtéwnie na drugim roku studiéw. Np. na wy-
dziale medycznym uniwersytetu w Créteil pod Paryzem, na pierwszym roku okoto
100 godzin biochemii, poswiecone gtéwnie budowie i wiasciwosciom réznych skiad-
nikow zywej materii. W drugim roku 6-tygodniowy kurs poswiecony enzymom i me-
tabolizmowi oraz 4-tygodniowy kurs poswiecony gtéwnie regulacji. Na wyzszych
latach integracja biochemii z wielu dyscyplinami klinicznymi.

Krétko jeszcze o ksztatceniu medykéw w Szwecji, gdyz sporo wzordéw zaczerpng-
lismy od nich, przeprowadzajac poprzednig reforme studiéw w naszych akademiach
medycznych. W Szwecji czas studiow medycznych obejmuje przecietnie 6 lat, choé
wymagania maturalne sg tam bardzo wysokie. Pierwszy rok, podobnie jak obecnie
u nas jest rokiem morfologicznym (anatomia, histologia, statystyka, genetyka lekars-
ka). Drugi rok — biochemiczno-fizjologiczny, obejmuje chemie, chemie lekarska,
fizjologie, fizyke lekarska i psychologie. Material ¢wiczen w minimalnym stopniu
uwzglednia metody diagnostyki laboratoryjnej, gdyz na Ill-cim i IV-tym roku wpro-
wadzono tam nauczanie chemii klinicznej.

W Instytucie Karolinska Sjukhuset w Sztokholmie, na Ill-cim roku, trzy tygod-
nie ¢wiczen po 4 godz. dziennie. Na IV-tym roku praktyka w poszczeg6lnych labo-
ratoriach Instytutu —po 1 tygodniu w kazdym. W wymienionym Instytucie przyj-
muja 70 studentdw z tym, ze w dwdch semestralnych ciagach. Jeden zaczyna sie
1 wrze$nia, drugi 7 stycznia. Tak wiec na pierwszym roku jest okoto 140 studentéw.
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W Polsce na wydziatach lekarskich, z racji wprowadzonej w 1966 roku reformy
studidw, pierwszy rok studiow poswiecono przedmiotom morfologicznym, trzeci se-
mestr byt przeznaczony na nauke chemii og6lnej (200 godz.), biochemii za$ nauczano
tylko w czwartym semestrze (210 godzin).

Byly to nie bardzo korzystne warunki dla nauczania chemii, ktorej elementy
skreslono z programu ostatniego roku szkoly $redniej. Po dwuletniej zatem przerwie
(wtérny analfabetyzm) z koniecznosci zaczynaliSmy od powtarzania czesci programu
szkoty S$redniej. Odbijato sie to niekorzystnie na nauczaniu biochemii w krétkim
semestrze letnim, zakléconym, na jego poczatku, egzaminami z chemii ogblnej.

Trudnosci nauczania wynikaja tez z duzej liczby studentéw. W ostatnich latach
w katedrze, ktéra reprezentuje nauczano rocznie okoto 430 medykoéw i stomatologow
a do niedawna réwniez 140 studentéw wydziatu farmaceutycznego. Bardzo mata po-
wierzchnia sal do prowadzenia ¢éwiczern i seminariow i dos¢ skromne wyposazenie
techniczne nie utatwialo nam pracy.

Aby ztagodzi$ te i inne trudnoéci, dazyliSmy do jak najdalej idacej integracji,
zwtaszcza biochemii i chemii ogélnej. Wynika to z charakteru tej ostatniej dyscy-
pliny. Zgodnie z zatozeniami jej ramowego programu ,zadaniem chemii ogdlnej
jest wyrobienie u stuchaczy umiejetnosci potrzebnych do realizowania programu
nauczania biochemii”. W todzi rozwiazanie zagadnienia integracji miedzy chemia
i biochemig nie natrafiato na wieksze trudnosci, gdyz zaktady chemii og6lnej i bio-
chemii wchodzity w sktad wspolnej katedry. Na wieksze natomiast trudnosci natrafia
sie w akademiach medycznych przy prébach integrowania ze specjalnosciami z in-
nych lat, zwlaszcza gdy zainteresowane zaklady wigczono w ramy Instytutow. Na
pierwszych dwdch latach przyjeto za zasade ustawianie instytutéw wg schematu
poziomego: w jednym katedry | roku, w drugim katedry Il roku itd. Utatwia to
koordynowanie prac dydaktycznych, utrudnia natomiast integracje pracy katedr
0 podobnej tematyce i zainteresowaniach.

Nowym, do$é¢ trudnym zagadnieniem, jakie wytonito sie w ostatnich latach, byta
konieczno$¢ pewnej korekty programu nauczania i chemii i biochemii, w zwigzku
z rozwojem tych dziedzin jak i réznych medycznych dyscyplin. Te nasze tendencje
korygowania programu zbiegty sie z podobnymi zamierzeniami Ministerstwa Zdrowia.
W rezultacie Rade Naukowa przy Ministerstwie Zdrowia w 1967 roku powotata, mie-
dzy innymi, trzyosobowg komisje do opracowania programu nauczania biochemii
w akademiach medycznych. W skiad komisji weszli: prof. dr W. Ostrowski, prof.
dr M. Zydowo i prof. dr B. Filipowicz. Po kilku spotkaniach i sporej wymianie ko-
respondencji, opracowaliSmy ramowy projekt nauczania biochemii. W tymze mniej
wiecej czasie powstata podobna komisja do opracowania programu nauczania chemii
0g6lnej w skiadzie: prof. dr S. Baczyk (przewodniczacy) oraz prof. dr W. Ostrowski
1prof. dr. B. Filipowicz.

~Dla skonfrontowania i uzgodnienia powstatych projektéow zjechali sie do todzi
w 1970. wszyscy prawie wyktadowcy chemii ogdlnej i biochemii, a takze dwczesny
prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, prof. dr. Z. Zielinska i obserwator
z ramienia Towarzystwa doc. dr L. Zelewski. Byto to pierwsze chyba w Polsce takie
wsp6blne zebranie chemikdéw i biochemikdw, nauczajacych w akademiach medycz-
nych. Dyskusja byla bardzo ozywiona i chyba owocna. Za og6lng zasade przyjeto,
ze tak jedna jak i druga dyscyplina gtéwna uwage skieruje na nauczanie podstaw
chemii i biochemii. Chemicy zgodzili si¢ poza tym przejaé znaczng cze$¢ biochemii
statycznej w ramy swojej dyscypliny, z wytgczeniem wazniejszych zwigzkéw wielo-
czasteczkowych. Za gtdwny temat biochemii przyjeto $ledzenie przemian, jakie tocza
sie w organizmie, ich lokalizacje, efekty energetyczne i mechanizmy ich regulacji,
pamietajac jednak, ze $ledzenie chemicznych i fizycznych proceséw nie powinno prze-
stania¢ badanego organizmu jako catosci. Do zadan biochemii nalezato tez podkresla-
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nie, ze wiele biochemicznych reakcji przemawia za jednoscig i ewolucyjnym roz-
wojem catego ozywionego Swiata.

Zgodzono sie réwniez, ze zadaniem d¢wiczen winno by¢ ilustrowanie podstawo-
wych poje¢ biochemicznych i zapoznanie studenta z zasadami wazniejszych metod
stosowanych w biochemii. Analizy krwi, moczu i inne nalezy rozpatrywa¢ z punktu
widzenia metabolizmu, pamietajac, ze na wyzszych latach wprowadzono analityke
lekarska, a wprowadza sie biochemie kliniczng. Opracowano plan wyktadow zale-
cajac, aby stalg pomocg w nauczaniu biochemii byty seminaria, niewatpliwie do-
datnio wpiywajace na ciggto$¢ pracy studenta. Wiekszo$¢ uczestnikéw wypowiadata
sie tez za przesunieciem chemii ogdlnej na pierwszy rok studidw, a biochemie na oba
semestry drugiego roku.

Projekt opracowanego i skorygowanego przez uczestnikéw konferencji programu,
zostat im wszystkim przestany i wydaje mi sie, ze w znacznej czesci jest realizo-
wany w akademiach medycznych. Przestano tez projekt programu do Ministerstwa
Zdrowia i jak sie zdaje wptynat on choé¢ w czesci na przeprowadzong obecnie reforme
studiow w A. M.

Projektuje sie catkowite wigczenie chemii og6lnej do biochemii (biochemia
z elementami chemii), z tym, ze elementy chemii majg by¢ nauczane na | roku,
a biochemia przez trzeci i czwarty semestr. Nie podano jeszcze szczegbtowego prog-
ramu nauczania.

Zatrzymam sie jeszcze nieco nad zagadnieniem techniki wyktadania. Wydaje mi
sie, ze wyktady w swojej tradycyjnej formie, zawierajgcej caly obowigzkowy zakres
wiadomosci, raczej zastepowane sg obecnie fragmentami z trudniejszych czesci przed-
miotu oraz monograficznymi wyktadami ze specjalnych dziedzin. Prof. O. Hoffmann-
Ostenhof z Austrii na zebraniu FEBS-u w Warnie proponowat np., aby na wyktady
z roéznych dziedzin, zapraszaé odpowiednich wyktadowcow, specjalizujgcych sie
w okre$lonej dziedzinie. Prof. Raman ze Szwajcarii proponowat, aby do dydaktyki
wciggng¢ réwniez specjalistbw z przemystu, z instytutéw naukowych i resortowych.
FEBS magtby ich rejestrowac i posredniczy¢ w angazowaniu i jak mi wiadomo Fe-
deracja podejmuje sie tego zadania. W tym roku np. przestata do Zarzadu Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego kilkadziesigt nazwisk oséb i instytucji interesujgcych
sie tym projektem.

Duzg pomocg w dydaktyce mogg by¢ $rodki audiowizualne takie jak filmy
i udzwiekowione przezrocza. Mogg one znajdowac¢ zastosowanie nie tylko do wykita-
déw lecz réwniez do wiasnej nauki studenta, do uczenia sie. Obraz wzmocniony
dzwiekiem bardzo przykuwa uwage widza i stuchacza. Prof. D. S. Wiggans z Dallas
(USA) podaje, ze dla utatwienia studentom wiasnej ich nauki, nagrywa na tasmie
magnetofonowej swoje wyktady. Do tasmy dotgcza przezrocza rysunkoéw, fotografii
oraz pytania i odpowiedzi na dany temat. Urzadzono ponadto 12 bokséw, czynnych
18 godzin dziennie, umozliwiajgcych studentom powtarzanie tam sobie kazdego wy-
ktadu.

W todzi w Zaktadzie Biochemii rozwigzujemy te cze$¢ programu, skracajgc
wyktady do minimum, na korzy$¢ seminariéw prowadzonych w kilkunastoosobowych
grupach. Wyktadam szerzej, czesto z pomocg wyktadowcy, tylko niektore dziaty:
enzymy, utlenianie biologiczne, zwitaszcza regulacje. Oprécz tego kilku moich za-
awansowanych pracownikéw wyspecjalizowato sie w pewnych dziedzinach np. bio-
synteza biatka, immunochemia, metabolizm wody i elektrolitéw, rola mitochondriow
w organizmie i inne. Musze przyznaé, ze te wyktady cieszg sie czesto wiekszg frek-
wencjg niz moje.

Wyktady oczywiscie nie obejmujg calego obowigzujgacego programu materiatu.
Reszte uzupetnia student z zalecanej literatury i podrecznikéw. Tych mamy juz
w jezyku polskim sporo, badZz oryginalnych badZz ttumaczenia. Dodam tylko, ze po-
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dobno zalecane sg kroétkie podreczniki. Czy stusznie? Nie mam wyrobionego zdani;
na ten temat, cho¢ jestem wspdtautorem bardzo kroétkiego podrecznika biochemii
Lecz znam piekne i wziete podreczniki A. White’a, P. Handlera, S. L. Smitha
»Principles of Biochemistry”, A. Cantarowa i B. Schepartza: ,,Biochemistry”, F. Leut
hardta: ,,Lerbuch der Physiotogischen Chemie”, S. M. Raporporta: ,,Medizinischi
Chemie”, W. A. Engelhardta: ,,Biochimija”, M. Polanowskiego: ,,EIéments de Biochimu
Médicale”, ttumaczone podreczniki Frutona, Harpera i inne. Objeto$¢ prawie kazdegc
z nich oscyluje wokdt 800—1000 stron, niektdre majg juz wiele wydan, a wiec ciesz¢
powodzeniem. Widziatem zresztg zagranicg studentéw uczacych sie z tych i podob
nych podrecznikdéw. Czy stusznie wiec staramy sie dostarczaé naszym studentorr
krotkie podreczniki— kompendia z biochemii? Wydaje mi sig, ze nadmierne ograni
czanie przedmiotu do suchych podstaw moze zaciemniaé¢ jego powigzania ze specjal
noscia.

Krotko jeszcze o podyplomowym ksztatceniu biochemikéw, cho¢ jest sprawE
otwartg czy preferowaé specjalizacje przed, czy podyplomowa. W Anglii prowadzone
jest dwukierunkowa akcja w tej dziedzinie. Pierwsza — dla kandydatéw z innyctk:
specjalnosci, druga — dla dyplomowanych biochemikéw. W zwigzku ze wzrastajgca
liczbg tych ostatnich, dla nich raczej ro$nie liczba odpowiednich kurséw. Sg to prze-
waznie kilkudniowe kursy na okre$lone tematy. Prowadzone sg badz z inicjatywy
uniwersytetow lub innych uczelni, bagdz na zlecenie Brytyjskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego. Stuchaczami sg pracownicy uczelni, instytutéw, przemystu, zwiaszcza
ci ktdrzy tam prowadzg badania na dany temat, bgdz przygotowujg publikacje lut
dysertacje doktorskie.

W podobny przewaznie sposob prowadzone jest podyplomowe ksztatcenie bio-
chemikow w wielu innych krajach. Dla przyktadu podam, ze w NRD tamtejsze To-
warzystwo Biochemiczne organizuje corocznie w uniwersytetach i instytutach Aka-
demii Nauk okoto 20 kurséw dla okoto 300 uczestnikow. Moi wspoétpracownicy uczest-
niczyli w 1973 roku w podobnych kursach w Schloss Reichardsbrunn w NRD i w Lib-
licach w Czechostowacji, zorganizowanych przez tamtejsze Towarzystwo Biochemicz-
ne. Do akcji tej, w ramach tak zw. ,,Szkdt Letnich” wigczyta sie w ostatnich latach
Federacja Europejskich Towarzystw Biochemicznych (FEBS). W 1972 roku 21-szy
juz kurs FEBS-u na temat ,,Enzyme Régulation” odbyt sie¢ w Madrycie. W 1973 roku,
24-ty kurs FEBS-u, na temat ,,Protein—Nucleic Acids Interactions” zorganizowano
w Hintermoos w Austrii. Wiadomo mi, ze w tym 7-miodniowym kursie uczestniczyto
110 os6b — a wyktadowcéw byto okoto 30.

W Polsce podyplomowe ksztatcenie biochemikéw odbywa sie gtéwnie w zakita-
dach biochemii i pokrewnych, réznych uczelni i instytutéw. Obok magistrow bio-
chemii sg tam ksztatceni réwniez chemicy, lekarze, biolodzy i inni, gtéwnie na zas-
pokojenie potrzeb danej placowki. Stad programy ich ksztatcenia réznig sie znacznie.

Bardziej ujednolicone programy wprowadzono na stacjonarnych studiach dokto-
ranckich zapoczatkowanych w 1968 roku w Warszawie, a w roku nastepnym w todzi
i we Wroctawiu. Programy przewidujg trzyletnie ksztatcenie doktorantéw w tym
okoto 900 godzin przeznaczonych na wyktady i seminaria, przeprowadzone gtéwnie
na pierwszych dwdch latach studiéw. Okoto 2/3 tego czasu przeznaczone jest na
przedmioty zwigzane z kierunkiem studiéw, 1/3 na przedmioty ogdlne i jezyki obce.
Reszte trzyletniego okresu szkolenia przeznaczono na prace eksperymentalne. Dok-
toranci sg czasowo zatrudnieni na warunkach asystentow w instytutach prowadzacych
studia, z tym, ze nie moga podejmowac sie dodatkowych prac.

Z dotychczasowych doswiadczen zgodnie wynika, ze trzyletni okres nauczania
jest zbyt krétki i nalezatoby przedtuzy¢ go o jeden rok. Liczba konczacych studia
doktoranckie jest rzedu kilkunastu osob rocznie; cze$¢ z nich, po ukonczeniu studium,
natrafia na trudnosci w znalezieniu odpowiedniej pracy. Moze dlatego, ze brak jest
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sprecyzowanego zakresu zawodu biochemika, a moze brak propagandy wsrod pra-
codawcow?

Pewnym skromnym rozwigzaniem tych trudnosci dla przysztych doktoréw sa
zapoczatkowane w Warszawie studia doktoranckie dla zatrudnionych juz biochemi-
kow, bez koniecznosci przerwania pracy w ich macierzystym miejscu zatrudnienia.

Bronistaw Filipowicz
Dyskusja:

Przewodniczyt: Prof. dr Mariusz Zydowo
Protokétowat: Dr R. Farbiszewski

Prof. dr I Chmielewska jako dyrektor Instytutu Biochemii Uniwersytetu War-
szawskiego zwrocita uwage by w dyskusji, ktdra nastgpi wyraznie oddzieli¢ problem
ksztatcenia biochemikéw od nauczania biochemii studentdéw innej specjalnosci; pod-
kredlita réwniez koniecznos¢ podyplomowego szkolenia biochemikéw odnos$nie stu-
didw doktoranckich, uwaza, ze czesto przyjmowani sg nie najlepsi kandydaci, po-
niewaz najlepsi dotychczas angazowani sg bezposrednio po uzyskaniu dyplomu przez
placéwki naukowe i resortowe w charakterze asystentow.

Prof. dr W. Brzeski z Akademii Rolniczej w Warszawie przedstawit sprawe nau-
czania biochemii w akademiach rolniczych sugerujac jednolity program kursu pod-
stawowego niezaleznie od kierunku studidw, podkres$lit on ponadto, ze liczba godzin
aktualnie przeznaczona programem na nauczanie biochemii jest niewystarczajgca.

Prof. dr S. Karpiak z Akademii Rolniczej we Wroctawiu jest odmiennego zdania
i sadzi, ze zaleznie od specjalnosci nalezaloby wprowadzi¢ w nauczaniu biochemii sil-
niejszy akcent na biochemige roélin, zwierzat, drobnoustrojéw itd.; wyrazit on tez
przekonanie, iz 3-letni okres na studia doktoranckie jest za krotki i nalezatoby je
przedtuzyc.

Przewodniczacy zebrania prof. dr M. Zydowo zaproponowat by skoncentrowaé sie
na problemach zwigzanych z nauczaniem biochemii oraz by ukierunkowac¢ dalsza
dyskusje odpowiadajgc kolejno na nastepujgce pytania:

1) jaki jest cel nauczania biochemii,

2) jak to nalezy robic,

3) jakie $rodki nalezy stosowac.

Prof. dr Z. Kaniuga z Instytutu Biochemii U. W. dziatajagcy w Komisji Progra-
mowej Ministerstwa Nauki, Szkolnictwa Wyzszego i Techniki podkreslat niewys-
tarczajacg liczbe godzin przeznaczonych w nowych programach studiéw na nauczanie
biochemii w stosunku do zakresu i poziomu wiedzy jaka jest obecnie niezbedna dla
biologa.

Prof. dr R. Schramm z Uniwersytetu Poznanskiego wyrazit poglad, ze podstawg
przyrodniczego widzenia organizmu jest widzenie biochemiczne — nauczanie takiego
witasnie patrzenia jest podstawowym zadaniem nauczania biochemii niezaleznie od
kierunkéw studiow. Prof. Schramm jest zdania, iz najefektywniejsze dla realizacji
nakres$lonego zadania sg zajecia typu seminaryjnego, ktérych liczbe nalezy zwigkszy¢
W miare moznosci.

Prof. dr Z. Zielinska z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN poparta poglad
Prof. Schramma na temat zadan nauczania biochemii, podkreslita celowos$¢ semi-
nariéow i ¢wiczen, zaznaczajac, ze podstawowe wiadomosci student mégtby czerpaé
z podrecznikdw, wyktady woéwczas moznaby poswieci¢ na* monograficzne ujecie wy-
branych tematéw. Pewng role w doksztatcaniu podyplomowym biochemikéw odgry-
waja kursy organizowane przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne (np. w 1973 roku
Kurs enzymologii w Warszawie) oraz wyktady prelegentéw zapraszanych na po-
siedzenia naukowe Oddziatéw réznych osrodkéw w Kraju.
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Prof. dr J. Opienska-Blauth z Akademii Medycznej w Lublinie réwniez zazna-
czyta, ze celem nauczania biochemii jest wdrozenie studentéw do myslenia bioche-
miczno-przyrodniczego.

Prof. dr J. Kgczkowski z Akademii Rolniczej w Warszawie sgdzi, ze wyktady mu-
szg by¢ podstawa zrozumienia biochemii, gtéwny jednak ciezar nauczania jego zda-
niem winien by¢ przesuniety na ¢wiczenia oraz zajecia typu seminaryjnego. Odpo-
wiedni poziom zaje¢ wymaga oczywiscie dobrego przygotowania asystentéw, co wy-
maga statego samoksztatcenia.

Doc. dr K. Toczko z Instytutu Biochemii U. W. jest zdania, iz nauczanie biochemii
jest konieczne dla wyrobienia odpowiedniego sposobu mys$lenia przyrodniczego. Dla-
tego wymiar zaje¢ z biochemii nie powinien ulec ograniczeniu.

Doc. dr A. Koj z Instytutu Biplogii Molekularnej U. J. podkreslit brak pod-
recznikbw monograficznych w jezyku polskim, brak nowoczesnych pomocy nauko-
wych, a szczeg6lnie filméw. Podobne zdanie wyrazit doc. dr T. Krajewski z Uni-
wersytetu t6dzkiego.

Prof. dr M. Zydowo zaproponowat zorganizowanie wymiany miedzyosrodkowej
instrukcji do ¢wiczen z biochemii— powierzajac zadanie to Zarzadowi Giéwnemu.
Podsumowujac obrady Prof. Zydowo stwierdzit, ze w dyskusji okreslono wspéiny cel
nauczania biochemii w szkotach wyzszych — nauczania biochemicznego patrzenia na
organizm, co wymaga niematego zasobu wiadomosci, zyskiwanych nie tylko biernie
lecz i czynnie przez studentow.



KOMUNIKAT

Podkomisja Chromatograficzna Komisji Chemii Analitycznej PAN uprzejmie
zawiadamia, ze organizuje we wrze$niu — pazdzierniku 1974 roku w Poznaniu dwu-
dniowe Sympozjum na temat:

»Chromatografia zwigzkéw czynnych w materiale biologicznym”

Zgtoszenia udzialu w w/w Sympozjum oraz streszczenia komunikatéw przyjmuje
Prof. dr Aleksandra Smoczkiewiczowa, Instytut Towaroznawstwa WSE, Zaktad Che-
mii Ogolnej i Analitycznej, ul. Marchlewskiego 146/150, 60—967 Poznanh.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajgcych na tre$é¢ pracy.

Pismiennictwo: W artykule powinny byé cytowane prace oryginalne
z ostatnich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawia-
jace przedstawiong dziedzinge z uwzglednieniem artykutow opublikowa-
nych w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy cytowa¢ jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz pismiennictwa zatem bedzie obejmowat prace opa-
trzone kolejnymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnos-
niki bibliograficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcow
Czasopism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (1UB)
wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.

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

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

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

Zalgczniki: Kazdy zatgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym
numerowi uzytemu w teksécie, oraz oznaczy¢ (na gdrze stronicy otdéw-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczgtkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywac ich tres¢. Nalezy zaznaczy¢
z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny byc¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig ciefszg niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢
nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykres6w natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktow
doswiadczalnych mozna stosowac¢ nastepujgce symbole: ADO O -«
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,goéra” i ,,dot’ (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

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

Redakcja prosi o witasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczy¢
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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