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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Kwartalnik „Postępy Biochemii’ publikuje artykuły przeglądowe 
z biochemii i nauk pokrewnych. Artykuły winny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w  omawianej dziedzinie opracowany na podsta­
wie piśmiennictwa z kilku ostatnich lat. Przekazanie artykułu do Re­
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i nie będzie publikowana w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w „Postępach Biochemii”. Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość 
i ścisłość podawanych informacji. Autorów obowiązuje korekta autorska. 
Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązujących stawek. 
Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu; zamówienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgosić pisemnie odsyłając pracę po,ko­
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w  dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jed­
nostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 
1 cm po prawej stronie; nie może zawierać więcej niż 60 znaków w  jed­
nym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie zgodnie z Normą 
Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera im io­
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim
i angielskim, w  których pracują autorzy, adres pocztowy, na który autorzy 
życzą sobie otrzymywać korespondencję, adres prywatny, telefon miejsca 
pracy, tytuł artykułu (w języku polskim i angielskim), oraz — w  prawym  
dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skrót 
tytułu (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), tytuł pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści 
w języku polskim i angielskim, tytuł naukowy autora(ów) i jego (ich) 
miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stosowanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały
i podrozdziały, których tytuły rzeczowo winny informować o przedsta­
wianych treściach. Rzeczowy spis treści publikujemy bezpośrednio po ty ­
tule pracy. Rozdziały numerujemy liczbami rzymskimi, a podrozdziały 
odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1.). Tytułów podrozdziałów nie 
wydzielonych z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie należy sto­
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie 
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołów­
kiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście 
liter alfabetu greckiego należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fone­
tyczne brzmienie. Tabele i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory 
rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin czy 
wzorów, lecz w żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz i zaznaczyć: 
Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw­
ność językową tekstu a także na ścisłość i jasność sformułowań, unika­
nie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowadzanie do tekstu tworzonych 
doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre z nich bywają używane w  pracach 
obcojęzycznych.
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MARIA MAGDALENA JELEŃSKA *>

Glikozylacja kolagenu 
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I. Wstęp

W ciągu ostatnich 10 lat stwierdzono, że większość białek w ystępują­
cych w organizmach ssaków to glikoproteidy. Należą do nich niektóre 
białka osocza, białka w ydzielin śluzowych, hormony, enzymy, białka bło­
ny komórkowej oraz białka tkanki łącznej (kolagen i proteoglikany **> 
substancji podstawowej).

W przyrodzie w ystępuje około stu cukrów  prostych, lecz tylko dziewięć 
z nich znaleziono w glikoproteidach, zaś dwa spośród nich w kolagenie. 
Zawartość cukrów w glikoproteidach waha się od ułam ków procenta (nie­
które kolageny) do osiemdziesięciu procent (substancje grupowe krwi).

*> Dr, Zakład Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badań Jądrowych, ul. Do­
rodna 16, 03-195 Warszawa.

**) Proteoglikany według niektórych autorów można zaliczyć do grupy glikopro- 
teidów (1).
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292 M. M. JE L E Ń S K A

Wiązanie

N — glikozydowe 
N — acetyloglukozoaminylo- 

asparagina

O —glikozydowe 
N — acetylogalaktozoaminylo- 

seryna

lub

-  treonina 

ksylozylo-seryna

galaktozylo-seryna  

mannozylo -  seryna

mannozylo -  treonina

galaktozylo -  hydroksyli zyna 

arabinozylo -  hydroksyprolina

Występowanie

bardzo częste, m.in.: 
białka osocza rybonu- 
kleaza, białka jaja

mucyny, substancje 
grupowe krwi, gliko- 
proteidy błon, immuno- 
globuliny, fetuina

proteoglikany

kolagen naskórka 
glisty ludzkiej

inwertaza z drożdży, 
glukoamylaza z 
Aspergillus niger

kolagen naskórka 
glisty ludzkiej

kolagen kręgowców

ściany komórkowe roślin
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G L IK O Z Y L A C JA  K O L A G E N U 293

Z łańcuchem  polipeptydow ym  glikoproteidu mogą być związane poje­
dyncze reszty  cukrowe, dw ucukry (mucyny, kolagen), jak  również złożone 
reszty  heteropolicukrow e (glikoproteidy osocza). Z dwudziestu am ino­
kwasów w ystępujących w białkach tylko pięć bierze udział w tworzeniu 
wiązań z cukram i. Trzy z nich często w ystępują w białkach: L-asparagina, 
L-seryna i L-treonina, podczas gdy dwa pozostałe: 4-hydroksy-L-prolina 
i 5-hydroksy-L-lizyna, są bardzo rzadko spotykane, a jedynie w kolagenie 
w ystępują w większych ilościach. Dokładnie poznano dwa typy wiązań 
chemicznych łączących cząsteczki cukru z łańcuchem  peptydowym . Są to 
wiązania N-glikozydowe i O-glikozydowe. W ystępowanie tych wiązań 
w różnych glikoproteidach zestawiono w tabeli 1. Ostatnio doniesiono
o istnieniu trzeciego typu wiązania glikozydowego. Z błony erytrocytów  
oraz z moczu wyizolowano glikopeptydy zawierające reszty  cukrowe zwią­
zane wiązaniem  S-glikozydowym z resztą cysteiny (2, 3). Zarówno konfi­
guracja wiązania cukier-cysteina, jak i dokładne jego um iejscowienie 
w cząsteczce nie zostało dotychczas zbadane. Jak  widać z tabeli 1, w kola­
genie w ystępuje tylko wiązanie O-glikozydowe.

II. Reszty cukrowe kolagenu

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazały, że główna kompo­
nenta tkanki łącznej — kolagen — w ystępuje w kilku genetycznie różnych 
odmianach. W yizolowano cztery typy kolagenu wykazujące znaczny sto­
pień homologii sekw encji aminokwasów, charakterystyczny obraz szero- 
kokątowej dyfrakcji prom ieniow ania X i typową podatność na działanie 
kolagenaz tkankow ych (4,5, 6, 7, 8). Różnią się one w istotny sposób za­
wartością cukrowców i n iektórych aminokwasów (Tabela 2).

Ostatnio wyróżniono dodatkowo kilka innych typów kolagenu (32, 33, 
34, 35, 36, 37) nie są one jednak w ystarczająco scharakteryzow ane. Biolo­
giczna rola kolagenów poszczególnych typów  nie została dotychczas do­
kładnie w yjaśniona. W wielu tkankach stw ierdzono współwystępowanie 
kolagenów różnych typów (10, 11, 16, 19, 20, 24, 25, 26, 38, 39, 40), zaś za­
chwianie tych w zajem nych proporcji zaobserwowano w kilku jednostkach 
chorobowych (41, 42). Wiadomo, także, że niektóre kolageny różnią się 
zdolnością agregacji pły tek  krw i (43).

Dotychczas nie stw ierdzono czy zawartość cukrowców kolagenu może 
być czynnikiem  istotnym  w patogenezie chorób tkanki łącznej.

Jak  już wspomniano, kolagen zawiera dwa rzadko w ystępujące w in­
nych białkach hydroksyam inokw asy: hydroksylizynę (Hyl) i hydroksy- 
prolinę. Z pierwszym  z nich są związane reszty cukrowe zarówno w kola­
genie kręgowców jak  i bezkręgowców. W yjątek stanow i kolagen jedw ab­
nika Nematus ribessi pozbawiony cukrów  mimo obecności dużej liczby 
reszt hydroksylizyny. W organizmie tym  nie znaleziono jednak glikozylo- 
transferaz dla k tórych kolagen jest substratem  (44). In teresujące jest, że

http://rcin.org.pl



294 M. M. JELEŃSKA

Tabela 2
Główne typy kolagenu

Typ
kolagenu

Skład
łańcuchów

Główne miejsce 
występowania

Zawartość cukrów (% wagowy) 
których aminokwasów* (liczba 
/1000 reszt aminokwasowych)

i nie-
reszt/

I [a!(I)2a2] skóra (9,10, 11) 
ścięgna (9, 12) 
kości (9, 13) 
jelito (9) 
dentyna (14)

ok. 0,4% cukrów 
5—7 reszt Hyl
90—102 reszt Hyp w tym 99% 
4-Hyp; 1% 3-Hyp 
cysteiny brak

II [al (10]3 chrząstka (8, 15, 16, 
18, 19, 20)

17, 4—5,5% cukrów
20—28 reszt Hyl
96—100 reszt Hyp w tym 99%
4-Hyp i 1% 3-Hyp
cysteiny brak

III [al (HI)]3 skóra (21, 22, 23, 24, 25), 
jelito (9), ściany naczyń 
krwionośnych (9, 23, 26)

ok. 0,4% cukrów
5—7 reszt Hyl
118—125 reszt Hyp w tym
100% 4-Hyp
2—3 reszt Cys-SH

IV [al (IV)]3 błony podstawne (27, 28, 
29, 30, 31)

■

10—12,5% cukrów 
47—67 reszt Hyl
103—130 reszt Hyp w tym 75% 4-Hyp 
i 15% 3-Hyp 
4—8 reszt Cys-SH

* Zestaw iono tylko te am inokw asy, których liczba jest najbardziej zróżnicowana w kola­
genie poszczególnych typów .

hydroksyprolina zajm ująca średnio co dziesiątą pozycję w łańcuchu poli- 
peptydow ym  kolagenu, w białku tym  nie tworzy wiązań glikozydowych. 
W iązania hydroksyprolina-cukier znaleziono dotychczas tylko w ścianie 
naczyń roślin wyższych (45).

Reszty cukrowe związane z cząsteczką kolagenu, to glukoza i galak- 
toza. Po raz pierwszy wiązanie O-glikozydowe pomiędzy resztą galaktozy 
i hydroksylizyną zostało zidentyfikowane w kolagenie w roku 1966 przez 
B u t l e r a  i C u n n i n g h a m a  (46). Nieco później S p i r o  (47) wyizo­
lował z kolagenu pochodzącego z różnych tkanek, po jego uprzednim  t ra ­
wieniu kolagenazą bak tery jną i pronazą, glikopeptydy, w skład których 
wchodziła glukoza i galaktoza. We wszystkich badanych przez niego gliko- 
peptydach stosunek galaktozy do glukozy był wyższy od jedności i w za­
leżności od źródła kolagenu wynosił 1,4—3,9. Analiza wyizolowanych gli- 
kopeptydów wykazała, że zaw ierały one glukozo-galaktozę- i galaktozę — 
związane wiązaniem (3-glikozydowym z grupą hydroksylową hydroksyli- 
zyny natom iast glukoza połączona była z galaktozą wiązaniem  (5-1-2-O-gli- 
kozydowym (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Struktura 0-a-D-glukopiranozylo-(l->-2)-0-|3-D-galaktopiranozylohydroksyli-
zyny kolagenu (48).

Nie wszystkie reszty hydroksylizyny obecne w kolagenie biorą udział 
w wiązaniu glikozydowym. Wyizolowano dotychczas z różnych kolagenów 
kilka peptydów  zaw ierających glikozylowane reszty  hydroksylizyny (49, 
50, 51, 52, 53). Przebadane peptydy m ają cztery następujące sekwencje 
aminokwasów:

—Gly—Met—Hyl—Gly—His—A rg—
—Gly—Phe—Hyl—Gly—Ile—Arg—
—Gly—Ile—Hyl—Gly—His—Arg—
—Gly—Pro—Hyl—Gly—Glu—Leu—

W czasie, gdy znane były tylko trzy  pierwsze sekwencje uważano, że obec­
ność argininy w czw artej pozycji od reszty lizyny jest niezbędna do gli- 
kozylacji reszt hydroksylizyny w łańcuchach polipeptydowych prokola- 
genu. Jednakże odkrycie czw artej sekwencji nie zawierającej argininy (49) 
podważyło słuszność tej hipotezy.

W tabeli 2 zestawiono zawartość cukrów  w kolagenie poszczególnych 
typów. Najniższą zawartość cukrów (ok. 0,4°/o) stw ierdzono w kolagenie 
typu I i III. W kolagenie chrząstki w ystępuje parokrotnie wyższa liczba 
reszt cukrow ych (4— 5,5%), najw ięcej ich zaś jest w kolagenie typu  IV 
(10— 12,5%). Różnice te w ynikają z różnego stopnia glikozylacji reszt 
hydroksylizyny kolagenu. Stopień glikozylacji reszt hydroksylizyny oraz 
zawartość dwu i m onocukrów w poszczególnych typach kolagenu zesta­
wiono w tabeli 3:

Porów nując liczbę wiązań glikozydowych w kolagenie poszczególnych 
typów można stwierdzić, że najw iększa ich ilość w ystępuje w kolagenie 
typu IV. Ponadto we w spom nianym  kolagenie z hydroksylizyną związane 
są praw ie wyłącznie dw ucukry (glukozo-galaktoza), zaś w kolagenie pozo­
stałych typów  w ystępuje duża zawartość m onocukrów (galaktoza) zwią­
zanych z resztam i hydroksylizyny. Uważa się, że wysoka zawartość cu­
krów zakłóca proces powstawania włókien kolagenowych o regularnym
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29 6 M. M. JE L E Ń S K A

okresie powtarzalności co 640 A i dlatego ich obecności nie stw ierdza się 
w błonach podstawnych, które zaw ierają głównie kolagen typu IV (58).

Tabela 3
Cukry związane z kolagenem przez reszty hydroksylizyny

Typ
kolagenu

Hyl związana 
wiązaniem 

glikozydowym
(%)

Zawartość dwu- i monosachary- 
dów związanych z resztą Hyl (%) Piśmiennictwo

Glc-Gal- Gal-

I 15—17 55—89 25—60 15, 47, 54
II 40—68 55—59 41—45 15, 16, 39

III ok. 15 ok. 89 ok. 15 54a
IV 78—84 94—97 3—6 29, 31, 35 

55, 56, 57

III. Miejsce glikozylacji kolagenu w komórce

W piśm iennictw ie polskim glikozylacja kolagenu została krótko omó­
wiona — zgodnie z panującym i wówczas poglądami — przez B a ń k o w ­
s k i e g o  i G a ł a s i ń s k i e g o  w artyku le  dotyczącym biosyntezy kola­
genu (58a). W ostatnich latach poznano szereg dalszych faktów  dotyczą­
cych glikozylacji tego białka, jednakże do tej pory proces ten  nie został 
całkowicie wyjaśniony.

W czasie biosyntezy łańcuchów prokolagenu następuje ich m odyfi­
kacja, a mianowicie hydroksylacja niektórych reszt lizyny i proliny. Hy- 
droksylacja oraz glikozylacja prokolagenu (omówione dokładnie poniżej) 
zostają zapoczątkowane na polirybosomach, a zakończone w momencie 
w ytw orzenia potrójnego heliksu cząsteczki prokolagenu. Pow stanie tego 
heliksu jest zainicjowane przez wytw orzenie m ostków dwusiarczkowych 
spinających C-końcowe odcinki łańcuchów prokolagenu (12, 30, 59, 60, 
61, 62). Zsyntetyzow ane cząsteczki prokolagenu są wydzielane z komórki. 
W obszarze pozakomórkowym następuje odtraw ienie skrajnych sekw en­
cji aminokwasowych przez N- i C-peptydazy prokolagenu (63, 64). W w y­
niku tej reakcji pow stają cząsteczki tropokolagenu agregujące do włókien 
kolagenowych, w których pow stają następnie kow alencyjne wiązania po­
przeczne (65, 66, 67). Kolejne etapy biosyntezy kolagenu przedstawiono na 
rycinie 2:

Pierw sza sugestia odnośnie miejsca glikozylacji prokolagenu w kom ór­
ce pochodzi z końca lat 60-tych (68). W edług autorów  tej pracy glikozy­
lacja tropokolagenu w obecności glikozylotransferaz w ystępujących w bło­
nach kom órkowych następowała tuż przed jego wydzieleniem  z komórki. 
Dopiero w parę lat później pojaw iły się prace, których wyniki kazały od-
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translacja

hydroksylacja reszt Lys i Pro 
glikozylacja reszt Hyl

UH UH U -b a l-b lC

prokolagenu

0 - 6 a l  OH OH OH
btona komórkowa-

N — końcowa peptydaza 
prokolagenowa

/WW

C — końcowa peptydaza 
prokolagenowa

OH OH O-Gal-Glc
Tropokolagen ,v v w l

O-Gal OH OH OH

powstawanie włókien

sieciowanie włókien

Ryc. 2. Hipotetyczny schemat biosyntezy kolagenu, <ww —N i —C końcowe odszcze- 
pialne fragmenty peptydowe. Grubą kreską zaznaczono mostki —S—S—.
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rzucić powyższą koncepcję. Po podaniu [14C] lizyny do hodowli komórek 
ścięgien i chrząstek (69) oraz fibroblastów  zarodków kurczęcia (70) znale­
ziono we frakcji rybosomów związanych z błonam i wolną oraz związaną 
z galaktozą i glukozo-galaktozą [14C] hydroksylizynę. W yniki te pozwalają 
przypuszczać, że glikozylacja prokolagenu rozpoczyna się na poliryboso- 
mach i tak  właśnie została ona przedstaw iona na rycinie 2.

Aby uzyskać inform ację, czy glikozylacja jest kontynuow ana po odłą­
czeniu łańcuchów prokolagenu od polirybosomów, badano czas trw ania 
glikozylacji. W tym  celu kom órki chrząstki zarodków kurczęcia znako­
wano przez krótki okres czasu [14C] hydroksylizyną po czym do układu do­
dawano nieznakowaną hydroksylizynę (ang. pulse-chase experiment). Ba­
dano pojawienie się radioaktyw ności w mono- i dw ucukrach związanych 
przez resztę hydroksylizny z łańcuchem  peptydow ym  prokolagenu. W do­
świadczeniu tym  stwierdzono, że glikozylacja reszt [ł4C] hydroksylizyny 
w kom órkach chrząstki zarodków kurczęcia zachodziła przez okres 20 m i­
nu t (71). Z wcześniejszych badań było wiadomo, że synteza łańcuchów 
prokolagenu trw a 5—6 m inut (72). Uzyskane w yniki pozwalają więc przy­
puszczać, że reakcje glikozylacji trw ają  nadal po uwolnieniu łańcuchów 
prokolagenu z polirybosomów (por. Ryc. 2). Ci sami autorzy stw ierdzili, że 
czas glikozylacji prokolagenu badany w kom órkach ścięgien zarodków 
kurczęcia można przedłużyć do 60 m inut jeżeli będą one preinkubow ane 
z kwasem  L-azetydyno-2-karboksylowym  (73).

Związek ten  będący analogiem  proliny ulega w budow aniu w jej m iejsce 
do łańcuchów prokolagenu, co powoduje zaham owanie powstawania po­
trójnego heliksu. Ponieważ udowodniono, że opóźnienie powstawania po­
trójnego heliksu przedłuża proces glikozylacji, zaś czas trw ania syntezy 
cząsteczki prokolagenu (74) jest bardzo zbliżony do czasu glikozylacji 
reszt hydroksylizyny, można przypuszczać, że glikozylacja prokolagenu 
zostaje zakończona w momencie powstania cząsteczki prokolagenu (por. 
Rys. 2).

Jak  wspomniano poprzednio, zawartość hydroksylizyny i glikozylo- 
w anych reszt hydroksylizyny jest różna w kolagenie poszczególnych ty ­
pów. Liczba reszt hydroksylizyny i glikozylowanych reszt hydroksylizyny 
jest znacznie wyższa w kolagenie typu II niż w kolagenie typu I, zaś na j­
wyższa w kolagenie typu IV. Ostatnio stwierdzono, że czas powstawania 
cząsteczki prokolagenu typu I jest znacznie krótszy niż typu II, zaś typu II 
krótszy niż IV (30, 55, 74, 75, 76, 77). Być może różne zawartości hydroksy­
lizyny i glikozylowanych reszt hydroksylizyny w kolagenie poszczegól­
nych typów m ają związek z różną szybkością syntezy cząsteczki prokola­
genu.
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IV. Enzymy biorące udział w glikozylacji

W yizolowano dwa enzym y biorące udział w glikozylacji kolagenu (78, 
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85). Pierw szy z nich to galaktozylotransferaza ka ta ­
lizująca przeniesienie reszty  galaktozy związanej z urydynodw ufosfora- 
nem (UDP-galaktoza) na resztę hydroksylizyny kolagenu (E.C.2.4.1.50); 
drugi zaś enzym, glukozylotrasferaza, przenosi glukozę z UDP-glukozy 
na resztę 0-|3-D -galaktozylohydroksylizyny kolagenu (E.C.2.4.1.66). Oby­
dwa te enzym y w ystępują głównie z szrostkim  retiku lum  endoplazm a- 
tycznym  (69). W ym agają one obecności jonów M n++, które mogą być 
częściowo zastąpione przez M g++, Co++ i Ca++ (80, 83, 86, 87, 88).

Substratam i galaktozylotransferazy mogą być kolagen i peptydy, 
w których reszty  hydroksylizyny m ają wolne grupy E-aminowe (84, 85). 
Ponieważ, jak  to opisano poprzednio, kolejne glikozylacje zostają zakoń­
czone w momencie w ytw orzenia potrójnego heliksu, ostatnio stw ierdzony 
fakt, że kolagen zdenaturow any jest znacznie lepszym substratem  dla 
galaktozylotransferazy niż kolagen natyw ny (81, 86) jest łatw y do w y tłu ­
maczenia.

G alaktozylotransferazę izolowano z kilku źródeł tkanki łącznej (81, 82, 
84, 85, 90). N ajbardziej oczyszczony p repara t tego enzym u (około 1000 
razy) uzyskano z wyciągu zarodków kurczęcia (82).

Substratam i glukozylotransferazy mogą być kolagen i peptydy pocho­
dzenia kolagenowego zaw ierające galaktozylowane reszty hydroksylizyny, 
w których e-aminowe grupy są wolne (83, 91). Kolagen zdenaturow any po­
dobnie jak  dla galaktozylotransferazy również i dla glukozylotransferazy 
jest znacznie lepszym substratem  niż kolagen natyw ny. W skazuje na to 
zarówno wyższa liczba w budow anych cząsteczek glukozy do zdenaturo- 
wanego kolagenu jak  i istnienie zbieżności między krzyw ą denaturacji ko­
lagenu a jego glikozylacją (91). Glikozylacja natyw nego kolagenu, nie­
znaczna w tem peraturze poniżej 37°C, gwałtow nie w zrasta z podwyższe­
niem tem peratu ry , a po przekroczeniu tem pera tu ry  denatu racji u trzy ­
m uje się na stałym  poziomie. W yniki te potw ierdzają wnioski z wcześniej 
przytoczonych danych wskazujących, że konform acja potrójnego heliksu 
zapobiega glikozylacji reszt galaktozy związanych z resztam i hydroksy­
lizyny prokolagenu.

Przez długi okres czasu nie udało się uzyskać wysokiego stopr.ia oczysz­
czenia g lukozylotransferazy kolagenowej (79, 80, 83, 85, 91, 92). Dopiero 
zastosowanie chrom atografii powinowactwa umożliwiło znaczny postęp 
w tej dziedzinie. Stosując kwas U D P-glukuronow y połączony za pośred­
nictwem  odstępnika z agarozą, oczyszczono glukozylotransferazę kolage­
nową z wyciągu zarodków kurczęcia około 3000 razy (78). Zastosowanie 
jako nośnika agarozy, do której przyłączono techniką aktyw acji brom o- 
cyjanem  zdenaturow any kolagen, pozwoliło na oczyszczenie glukozylo­
transferazy  z tego samego źródła około 5000 razy (82). Ostatnio M y 11 y 1 a
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i wsp. (93) w yodrębnili z wyciągu zarodków kurczęcia jednorodny elek- 
troforetycznie p reparat glukozylotransferazy stosując kolejno obie chro­
m atografie powinowactwa w połączeniu z konw encjonalną m etodą oczysz­
czania przez wysalanie siarczanem  amonu. Masę cząsteczkową wyizolowa­
nego enzym u, k tó ry  jest przypuszczalnie glikoproteidem , oceniono na 
72 000. Ponadto w yniki analizy elektroforetycznej oczyszczonego prepa­
ra tu  enzymatycznego sugerują, że cząsteczka glukozylotransferazy jest 
zbudowana z jednego łańcucha polipeptydowego (93).

Posiadam y jak dotąd niewiele danych na tem at aktyw ności glikozylo- 
transferaz  kolagenu w różnych okresach życia zwierzęcia. Wiadomo jed ­
nak, że wzajem ne stosunki aktyw ności tych dwóch enzymów są różne 
w poszczególnych tkankach  (85), a ponadto ulegają one zmianie z w ie­
kiem zwierzęcia (85, 94, 94a). Krzywe spadku aktyw ności w zależności od 
w ieku mogą przebiegać odmiennie w poszczególnych tkankach. W nerce 
szczura aktyw ność obu glikozylotransferaz w zrasta do 10 dnia po urodze­
niu po czym stopniowo m aleje (85). W wątrobie szczura aktyw ność obu 
enzymów również osiąga najw yższy poziom 10 dnia po urodzeniu, jed ­
nakże już po 20 dniach w przypadku galaktozylotransferazy i po 75 dniach 
w przypadku glukozylotransferazy aktyw ności te  osiągają wartość m i­
nim alną, po czym obserw uje się ich stopniowy bardzo powolny wzrost 
(94a). Stwierdzono ostatnio, że aktyw ność glukozylotransferazy kolage­
nowej w skórze ludzkiej również zmienia się z wiekiem (94b). A ktyw ­
ność tego enzym u w skórze płodu była około 6-krotnie wyższa, zaś śred­
nia wartość w skórze noworodków około 3-krotnie wyższa niż w skórze 
dorosłych osobników.

V. Mechanizm glikozylacji kolagenu

Dopiero w ostatnim  roku pojaw iły się pierwsze prace dotyczące m echa­
nizmu glikozylacji. Fakt ten  można wiązać z wyizolowaniem stosunkowo 
niedawno oczyszczonych preparatów  enzymów katalizujących tę reakcję. 
Badania nad m echanizm em  glikozylacji kolagenu prowadzono stosując 
oczyszczone 2500— 5500 razy p repara ty  glukozylotransferazy izolowane 
z wyciągu zarodków kurczęcia (87). Na podstawie wyników badań szyb­
kości początkowej i kinetyki ham ow ania reakcji enzym atycznych ustalono 
kolejność wiązania substratów  z enzymem. M echanizm ten  przedstaw iono 
na rycinie 3.

Jako pierwsze zostają związane z enzymem jony M n++, a następnie 
UDP-glukoza i kolagen. Odłączenie następuje w następującej kolejności: 
jako pierwszy uw alnia się kolagen z podstawioną resztą glukozy, a n a ­
stępnie ulega odłączeniu UDP. Jony m anganu mogą pozostawać związane 
z enzym em  i brać udział kolejno w kilku cyklach katalitycznych. W yka­
zano istnienie oddzielnych miejsc wiążących dla UD P-glukozy oraz jonów
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M n++ i substra tu  kolagenowego. Ponadto stwierdzono, że substra t kola­
genowy może również w odpowiednich w arunkach tworzyć połączenie 
z kom pleksem  enzym  — M n++ i enzym -M n++-UDP, zaś UDP może się 
bezpośrednio wiązać z wolnym  enzymem  (Ryc. 3), jednakże wytworzone 
kom pleksy nie są aktyw ne (ang. dead-end complexes).

M n + UDP —Gic Kolagen Gic— Kolagen

i ____ i

UDP

A
M n , ł

Ai
_____i__
E M n '*  E

—  Kolagen

E E M n ł ł  E M n t ł  U D P -G Ic  E M n ł ł  • U D P -G Ic  Kolagen E M nł ł  UDP 

$ i  
E • UDP P -  Kolagen

E M n++ Kolagen E  M n , ł  UDP Kolagen

Ryc. 3. Mechanizm glikozylacji katalizowany przez glukozylotransferazę kolagenu (87). 
Linia przeryw ana oznacza, że Mn”  nie odłącza się  od enzym u po każdym  cyklu  katalitycznym . 
Gic — glukoza, E — enzym , UDP — urydynodw ufosforan.

Jak  wyżej wspomniano, niektóre kationy dwuwartościowe mogą częś­
ciowo zastąpić jony M n++ jako kofaktory glukozylotransferazy kolageno­
wej (p. IV). A utor om awianej wyżej pracy (87) nie stw ierdził stym ulacji 
w łączania glukozy do kolagenu przez jony Co++, Mg++ i Ca++ w obec­
ności M n++, co według niego wskazuje na istnienie jednego miejsca wiążą­
cego m etal. Przeprowadzone przez innych autorów  badania k inetyki reak ­
cji przenoszenia cukru w ykazały natom iast, że galaktozylotransferaza 
z siary  krowiej posiada przynajm niej dwa miejsca wiążące m etal: jedno 
m iejsce niezbędne do aktyw acji enzymu, wiąże tylko jony M n++, zaś d ru ­
gie, od którego zależy też przyłączenie UDP-galaktozy, wiąże jony M n++, 
które mogą być in vitro zastąpione jonam i Ca++ (89).

Omówione prace dotyczyły glikozylotransferaz izolowanych z różnych 
źródeł, co może tłum aczyć pewne rozbieżności uzyskanych wyników. Na­
leży przypuszczać, że w najbliższym  okresie pojawią się dalsze doniesie­
nia pozwalające na ustalenie dokładnego m echanizm u glikozylacji kola­
genu.

Niewiele dotychczas wiadomo na tem at regulacji procesu glikozylacji 
kolagenu. Istnieje sugestia, że lizofosfatydylocholina, która regulu je ak­
tywność wielu enzymów, oddziaływuje również na glikozylotransferazy 
kolagenu (94c). W ykazano bowiem stym ulację aktyw ności glikozylo­
transferaz kolagenu w wyciągach z zarodków kurczęcia przez wspom niany 
fosfolipid. O statnio stw ierdzono również wpływ  kortyzolu na glikozylo­
transferazy  kolagenu (94d). Badając biosyntezę kolagenu w kom órkach 
ścięgien zarodków kurczęcia wykazano spadek aktyw ności galaktozylo- 
transferazy  i glukozylotransferazy kolagenu w obecności kortyzolu, czego 
wynikiem  była obniżona liczba glikozylowanych reszt hydroksylizyny.
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VI. Koncepcje dotyczące roli reszt cukrowych w kolagenie

Rola, jaką odgryw ają reszty cukrowe w glikoproteidach, jest ciągle 
przedm iotem  badań. W roku 1966 E y l a r  stw ierdził, że 97 spośród 
112 białek pozakomórkowych zawiera jedną lub więcej reszt cukrowych 
(95). Na tej podstawie w ysunął hipotezę, że kom órka rozróżnia białko 
„znakow ane” cukrem  jako „nadające się” do transportu  przez błonę ko­
mórkową. Nieco później znaleziono wrodzony defekt biosyntezy kola­
genu, spowodowany niedoborem hydroksylazy lizyny prokolagenu; tę 
jednostkę chorobową nazwano zespołem Ehlersa-D anlosa typu IV (96). 
Okazało się wtedy, że prokolagen syntetyzow any przez tkanki takich cho­
rych jest w ydzielany z kom órki mimo, że nie zawiera reszt cukrowych. 
Fakt ten  obala hipotezę Eylara.

Rola cukrów  w kolagenie nie została dotąd całkowicie wyjaśniona. 
W ostatnich latach  bardzo popularna była koncepcja Jam iesona (97, 98), 
według której adhezja płytek  do kolagenu, zapoczątkowująca tworzenie 
czopu hem ostatycznego była w ynikiem  powstawania kom pleksu enzym - 
-substrat. Enzym em  miała być glukozylotransferaza obecna na zew nętrz­
nej powierzchni błony płytek  krwi, przenosząca resztę glukozy na ga- 
laktozę związaną z hydroksylizyną. Uzyskano szereg danych na potw ier­
dzenie tej koncepcji (99, 100, 101, 102, 103, 104, 105). W świetle ostatnich 
badań nad m iejscem  procesu glikozylacji kolagenu w komórce hipoteza 
Jam iesona w ydaje się jednak wątpliwa. Przedstaw iono bowiem dowo­
dy, że glukozylotransferaza płytkow a — podobnie jak  glukozylotransfe­
raza izolowana z kilku innych tkanek  zwierzęcych — wym aga jako sub- 
s tra tu  kolagenu pozbawionego s tru k tu ry  heliksowej (106), zaś jak  w ia­
domo adhezja p ły tek  w m iejscu uszkodzenia ściany naczyniowej przebie­
ga na w łóknach kolagenowych. Przeciwko tej koncepcji przem aw iają 
również uzyskane ostatnio wyniki świadczące o tym , że obecność reszt 
cukrow ych kolagenu jest istotna dla procesu tw orzenia tych włókien, 
a nie jest isto tna dla procesu agregacji pły tek  krw i (107).

Do tej pory  nie w yjaśniono m echanizm u powstawania włókien kola­
genowych. Jedna z istniejących koncepcji zakłada udział cukrów  w tym  
procesie (52). Zgodnie z powyższą hipotezą reszty  cukrowe kolagenu 
m iałyby wpływ ać na praw idłowe ustaw ienie poszczególnych cząsteczek 
względem siebie. W zajemne ustaw ienie byłoby spowodowane w pasowa­
niem reszt cukrow ych w przerw y (ang. hole regions) pomiędzy końcem 
jednej, a początkiem  drugiej cząsteczki tropokolagenu we włóknie. Fakt, 
że w zespole Ehlersa-D anlosa typu IV pow stają włókna kolagenu o p ra ­
widłowym obrazie m ikroskopowym  (69, 108) podważa słuszność tej hi­
potezy.

Dotychczas pozostaje niew yjaśniona rola cukrów w tw orzeniu się 
wiązań poprzecznych kolagenu. Ponieważ glukoza w ystępuje w łańcu­
chu w bezpośrednim  sąsiedztwie wiązania typu zasady Schiffa (109, 110,
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111) uważa się, że ułatw ia ona powstanie takiego wiązania w w yniku 
obniżenia wartości pK grupy £-aminowej hydroksylizyny (112). Postuluje 
się również, że obecność reszt cukrow ych kolagenu wpływ a na stabiliza­
cję oddziaływań między kolagenem a proteoglikanam i. Pow stają bowiem 
wiązania wodorowe między resztam i cukrow ym i kolagenu a białkiem  pro- 
teoglikanów  (113).

Obecny stan  wiedzy na tem at glikozylacji kolagenu można podsumo­
wać w następujący sposób. Ustalono, że proces glikozylacji rozpoczyna­
jący się na polirybosomach trw a także po uwolnieniu łańcuchów polipep- 
tydow ych i kończy się w momencie utw orzenia potrójnego heliksu czą­
steczki prokolagenu. W procesie tym  biorą udział dwa enzym y: galakto- 
zylotransferaza i glukozylotransferaza, z których jedynie ta ostatnia zo­
stała otrzym ana w stanie hom ogennym. Liczba reszt cukrow ych związa­
nych O-glikozydowo z resztam i hydroksylizyny łańcuchów polipeptydo- 
wych jest różna w zależności od typu kolagenu w ahając się od 0,4 do 
12,5%. Rola reszt cukrow ych w kolagenie jest ciągle przedm iotem  spe­
kulacji.

A rty k u ł nadszedł 30.8.1977; po re w iz ji au torsk ie j o trzym an o  6.3.1978.
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310 A. G A R D A S

N ajbardziej powszechnymi glikolipidami błony komórkowej są sfin- 
goglikolipidy, ich część lipidową stanow i ceram id połączony z jedną lub 
więcej cząsteczką cukrów. Glikolipidy swą częścią lipidową są zakotw i­
czone w zew nętrznej w arstw ie fosfolipidowej błony komórkowej, część 
cukrow a zaś w ystaje na zew nątrz komórki. Klasyczne glikolipidy opisy­
wane w literatu rze zaw ierają od jednego do dziesięciu cząsteczek cu­
krów w cząsteczce, są dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach orga­
nicznych a słabo rozpuszczalne w wodzie. Niedawno wyizolowano gliko­
lipidy posiadające łańcuch oligosacharydowy o długości 20 do 40 cukrów. 
Zawartość glikolipidów w błonach kom órkowych waha się w bardzo sze­
rokich granicach od kilku do kilkudziesięciu procent całkowitej zawartości 
lipidów błony kom órkowej. W glikolipidach glukoza jest cukrem  połą­
czonym bezpośrednio z grupą hydroksylową sfingozyny i jedyną czą­
steczką glukozy w łańcuchu oligosacharydowym. Poza glukozą w gliko­
lipidach w ystępuje galaktoza, fukoza, N-acetyloglukozoamina, N -acetylo- 
galaktozoam ina i kwas sjalowy. Glikolipidy zaw ierające kwas sjalowy 
przyjęto  nazywać gangliozydami, ponieważ zostały wyizolowane po raz 
pierwszy z mózgu, w ystępują one jednak powszechnie we wszystkich do­
tychczas badanych kom órkach zwierzęcych. Glikolipidy pełnią rolę an ty ­
genów komórkowych, służą jako receptory  niektórych wirusów. W ostat­
nich latach stw ierdzono bardzo duże zmiany w składzie glikolipidowym 
błony komórkowej w kom órkach nowotworowych w różnych fazach cy­
klu podziałowego komórki, w trakcie różnicowania się kom órek i pod­
czas ontogenezy. M amy też wiele danych wskazujących na udział glikoli­
pidów w wiązaniu hormonów i n iektórych toksyn przez komórkę.

I. Budowa chemiczna i właściwości glikolipidów

Podstaw owym  składnikiem  sfingoglikolipidów jest sfingozyna (wzór I) 
lub fitosfingozyna (wzór II), do której dołączony jest poprzez grupę am i­
nową kwas tłuszczowy, zaś poprzez jej grupę hydroksylow ą jedna lub 
więcej cząsteczka cukrów. Sfingozyna wyizolowana po raz pierwszy 
w 1884 roku z mózgu, której właściwą nazwą chemiczną jest 2-amino- 
-4-oktadecen-l, 3-diol, nie w ystępuje w form ie wolnej. Długość łańcucha 
węglowego sfingozyn znajdyw anych w związkach natu ra lnych  waha się 
od 16 do 21 atomów węgla (2, 3), różnią się one również ilością grup 
hydroksylow ych i ilością podwójnych wiązań (4). Stereochem iczne po­
łożenie grupy aminowej i 3-hydroksylowej zostało ustalone jako e ry tro  
i potwierdzone drogą degradacji i syntezy (5). W tabeli 1 zestawiono n a j­
bardziej powszechnie w ystępujące glikolipidy, wzór III podaje przykład 
budowy jednego z gangliozydów. Glikolipidy w ystępują powszechnie 
w błonach kom órek roślinnych i zwierzących i mogą stanowić połowę 
wszystkich lipidów błony kom órkowej, jak  to ma miejsce w kom órkach
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n H H ?Hu -o-c- c --- -  C - H

H/ H NH CH
J/  H Ć = 0 CH
OH ¿ H j ¿ h 2

c h 2 c h 2
CH? c h 2

c h 2 Ćh 2

c h 2 c h 2

¿ h 2 c h 2

<fH2 c h 2

c h 2 Ćh 2
c h ? c h 2

CH? c h ?

9 H ? C H , 
1 1

¿ h 2 C H , 1 *
ę n 2 CH^

c h 2

¿ H ?

c h 2

c h 3

Tabela 1

Nazwa Struktura

Glukozyloceramid 
Laktozyloceramid 
Antygen grupowy Pk 
G1 obozyd, antygen P 
Antygen P]
Antygen H  
Antygen A

Antygen B

Glc-Ceramid
Ga 1 (1 —4)Glc—Cerami d
Gal(l—4)Gal(l—4)Glc—Ceramid
GaINAc( 1 —3)Gal(l —4)Gal (1 —4)Glc-Ceramid
Gal (1 —4)Gal (1 —4)GlcNAc( 1—3)Gal (1 —4)Crlc—Ceramid
Fuc (1 —2)Gal (1 —4)GlcN Ac (1—3)Gal (1 —4)Glc—Ceramid
Fuc (1 —2)Gal (1—4)GlcN Ac (1 —3)Gal( 1 -^ł)Glc—Ceramid

3
1
1

GalNAc
Fuc(l—2)Gal (1 —4)GlcNAc( 1—3)Gal (1 —4)Glc—Ceramid 

3
1
1

Gal
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nabłonka jelita cienkiego i kom órkach kanalików nerkow ych pierwszego 
rzędu (6, 7). Na ogół jednak glikolipidy stanowią kilka procent ogólnej 
ilości lipidów komórki. Część cukrowa glikolipidów determ inuje w łaści­
wości biologiczne tych związków i dlatego p rzyjęta została jako podsta­
wa do klasyfikacji. ^Wyróżniamy:
— glikolipidy obojętne
— glikolipidy kwaśne zawierające resztę kwasu sialowego i te przyjęto  

nazywać gangliozydami
— glikolipidy kwaśne zaw ierające resztę kwasu siarkowego lub fosfo­

rowego.
W artyku le  tym  zostaną omówione tylko dwie pierwsze grupy gliko­

lipidów. Glikolipidy kwaśne zawierające kwas siarkowy i niektóre aspek­
ty  m etabolizmu glikolipidów zostały omówione w Postępach biochemii 
(8, 9).

Tabela 2
Struktura niektórych gangi iozydów 

Symbol i aktywność biologiczna

! NANA(2—3)Gal(l—4)Glc—Ceramid 
GalNAc(l—4)Gal(l—4)Glc—Ceramid 

3
1
2

NANA
Gal ( 1 —4)GalN Ac( 1 —4)Gal ( 1 —4)G lc—Ceramid 

3
1
2

NANA
Gal ( 1 —4)GalNAc( 1 —4)Gal ( 1 —4)Glc—Ceramid 

3 3

i i 
NANA NANA
Gal(l —4)GalN Ac( 1 —4)GaI ( 1 —4)Glc—Ceramid 

3 3
1 I
2 2

NANA NANA(2—8)NANA

Nazewnictwo glikolipidów jest dość zagm atwane; najczęściej używane 
są nazwy zwyczajowe nadaw ane przez ludzi, którzy wyizolowali i ozna­
czyli s tru k tu rę  chemiczną danego glikolipidu. Często zatem  ten  sam gli­
kolipid można spotkać w piśm iennictw ie pod różnym i nazwami. S v e n - 
n e r h o l m  (10) wprowadził symboliczne oznakowanie gangliozydów 
mózgu, opierające się na długości łańcucha oligosacharydowego, liczbie 
cząsteczek kwasu sjalowego i m iejsca jego dołączenia. Tak gangliozyd za­
w ierający 4 cząsteczki cukrów  obojętnych o następującej sekwencji:

Gm3
Gm2

GMi, receptor toksyny 
cholery

Goi«

Gti, receptor toksyny 
tężcowej
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gal-galN A c-gal-glc-ceram id oznaczył jako Gi, gangliozyd o jeden cukier 
krótszy oznaczył G2, a o dwa cukry krótszy G3. L itery  M, D, i T ozna­
czają liczbę dołączonych cząsteczek kwasu sialowego (mono, di i tri), 
m ałe zaś litery  a i b pozycję dołączenia kwasu sjalowego. Tabela 2 ze­
staw ia do tej pory wyizolowane gangliozydy mózgu.

Glikolipidy są związkami dobrze rozpuszczalnym i w rozpuszczalni­
kach organicznych i słabo rozpuszczalnym i w wodzie. Część lipidowa 
i część cukrowa w yw ierają przeciw ny wpływ na polarność glikolipidu. 
Ceram id ma charak ter silnie hydrofobowy, podczas gdy łańcuch oligosa- 
charydow y jest hydrofilow y. Rozpuszczalność glikolipidów jest zatem 
w dużym  stopniu zależna od długości łańcucha cukrowego i ostatnio w y­
izolowano glikolipidy dobrze rozpuszczalne w wodzie a wcale w rozpusz­
czalnikach organicznych. Posiadają one długi łańcuch oligosacharydowy 
od 20 do 40 cukrów  w łańcuchu (11, 12, 13). Glikolipidy w roztw orach 
wodnych tworzą wielkocząsteczkowe micele, punkt kry tyczny tworzenia 
miceli jest zależny od długości łańcucha cukrowego i waha się od 10-4 M 
do 10-6 M. Podw ójne błony lipidowe zaw ierające glikolipidy w ykazują 
większą oporność elektryczną i wyższe napięcie przebicia niż błony zbu­
dowane tylko z fosfolipidów (14, 15).

Możliwość w ym iany cholesterolu i fosfolipidów m iędzy błonam i ko­
m órkowym i wykazano doświadczalnie (16, 17). Możliwość w ym iany gliko­
lipidów była słabiej badana i chociaż udowodniono, że może następować 
sorpcja glikolipidów z surow icy czy pożywki (11, 18), to jednak na bezpo­
średnią w ym ianę między kom órkam i brak  danych. G likolipidy mogą tw o­
rzyć trw ałe kom pleksy z białkam i lub glikoproteidam i i często takie kom­
pleksy są opisywane jako „proteolipidy” . Z nowotworu W alkera wyizo­
lowano proteolipid rozpuszczalny w m ieszaninie chloroform u i m etanolu 
a nierozpuszczalny w wodzie (19). Zaw ierał on 10°/o sfingozyny, 25% kw a­
sów tłuszczowych, 40% cukrów  i 10% aminokwasów. Kom pleksy gliko­
lipidów z białkam i są często tak  trw ałe, że otrzym anie glikolipidów szcze­
gólnie o długim  łańcuchu cukrow ym  jest niemożliwe bez użycia czyn­
nika dezagregującego jak  detergenty, butanol itp. (11).

II. Glikolipidy jako antygeny komórkowe

Praw ie wszystkie do tej pory poznane glikolipidy obojętne są an ty ­
genam i krw inek ludzkich. Najprostsze glikolipidy zaw ierające jeden cu­
kier jak  glukozyloceram id i galaktozyloceram id nie są antygenam i krw in­
ki czerwonej; są one prekursoram i bardziej złożonych glikolipidów. Mi­
mo przyjętej konw encjonalnie nazwy antygeny grupowe krw inki czer­
wonej, w ystępują one powszechnie także w innych kom órkach organiz­
mu (20, 21) i są szeroko rozpowszechnione w świecie roślinnym  i zwierzę­
cym (22, 23). Najwcześniej opisanym system em  antygenow ym  człowieka
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jest tak zwany układ grupowy ABO. L a n d s t e i n e r  w 1900 roku (24) 
badając reakcję między krw inkam i a surowicą pochodzącą od różnych 
dawców stwierdził, że surowice mogą aglutynować krw inki innego dawcy 
i na tej podstawie wyróżnił cztery grupy krw inek czerwonych A, B, O 
i AB. Od tego czasu opisano 14 niezależnych systemów grupowych krw i 
zaw ierających przeszło sto różnych antygenów  (25, 26). Podział na g ru ­
py krw i wynika z nieobecności danego antygenu na krw inkach pewnej 
grupy ludzi w populacji i często łączy się z występowaniem  przeciwciał 
skierowanych przeciwko brakującem u antygenowi. Populacja nie posia­
dająca danego antygenu może być bardzo nieliczna i tak  np. do tej pory 
opisano tylko kilku ludzi nie posiadających antygenów MN (27, 28), a brak 
antygenu I w ystępuje z częstością 1 na 10 000 (29). A ntygeny grupowe są 
na ogół trw ałe  w ciągu życia osobnika. Ulegają natom iast znacznym zmia­
nom w trakcie rozwoju embrionalnego (30) i mogą podlegać daleko idącym 
zmianom w procesach patologicznych (31, 32), a szczególnie w procesach 
nowotworowych (33, 34). A ntygeny grupowe ulegają również zmianom 
podczas różnicowania i starzenia się komórek (35) a naw et w różnych fa­
zach podziału komórki (36, 37). Dane o chemicznej naturze antygenów 
krw inki czerwonej ograniczone są do układu ABO, MN, P, Lewis i I z któ­
rych tylko antygeny MN nie są glikolipidami.

II-l. Glikolipidy układu grupowego ABO z uwzględnieniem metod badania ich 
struktury

Od w ykrycia układu grupowego ABO minęło przeszło 70 lat lecz do­
piero w ostatnich latach poznaliśmy ich naturę  chemiczną. Oprócz gliko- 
lipidowych antygenów ABO znajdyw anych na powierzchni komórek, w 
płynach wydzielniczych ustro ju  znaleziono glikoproteidy wykazujące 
aktywność grupową (38). Badania w laboratoriach M o r g a n a ,  W a t -  
k i n s  i K a b a t a  (25, 39, 40) aktyw nych grupowo glikoproteidów do­
prowadziły do ustalenia immunologicznie czynnych S truktur odpowiedzial­
nych za aktywność grupową ABO. W ykazano, że za aktywność im m uno­
logiczną odpowiedzialne są zakończenia łańcucha oligosacharydowego 
i pierwszorzędne znaczenie ma ostatni cukier w łańcuchu. Cukrem  de­
term inującym  aktywność grupową A jest N-acetylogalaktozoamina połą­
czona wiązaniem a-glikozydowym  z przedostatnią galaktozą w położeniu 3. 
D eterm inantą immunologiczną grupy B jest galaktoza połączona a-gliko­
zydowym wiązaniem z przedostatnią galaktozą w położeniu 3. W obydwu 
antygenach przedostatnia galaktoza jest dodatkowo podstawiona L-fuko- 
zą w położeniu 2. Odszczepienie fukozy obniża aktywność grupową A i B, 
nie likw iduje jej jednak całkowicie (41). D eterm inantę grupy O przyjęto 
nazywać antygenem  H; jest on biologicznym prekursorem  antygenów  A 
i B. Za aktywność immunologiczną grupy O odpowiada L-fukoza dołą­
czona do przedostatniej galaktozy w położeniu 2, wiązaniem a-glikozydo-
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wym. W tabeli 1 zestawiono niektóre glikolipidy o aktywności grupowej 
A, B i H. Bezpośrednimi produktam i genów A, B i H są odpowiednie trans- 
ferazy a ich substratam i są pochodne cukrów, GDP-fukoza, UD P-galak- 
toza i UD P-N-acetylo-galaktozoam ina. Bardziej dokładne omówienie ge­
netyki i serologii substancji grupowych czytelnik może znaleźć w artykule  
W. M. W a t k i n s (42).

Klasyczne prace nad antygenam i układu ABO, które do dzisiaj stano­
wią podstawę immunochernii były prowadzone na stosunkowo łatwo do­
stępnym  m ateriale glikoproteidowym  pochodzącym z wydzielin cyst ja j­
nikowych lub przewodu pokarmowego. Izolacja antygenów komórkowych 
ABO mimo wielu prób, nastręczała ogromne trudności. Już  jednak w 
1924 roku L a n d s t e i n e r  i S c h e e r  (43) w ykazywali lipidowy cha­
rak te r antygenów  ABO, ale dopiero niedawno udało się ustalić ich glikoli- 
pidową natu rą  (44, 45). K o ś c i e l a k  i wsp. (46) wyizolowali i oznaczyli 
s tru k tu rę  dwóch glikolipidów o aktywności H i jeden glikolipid o ak tyw ­
ności B. Glikolipidy o takiej samej struk tu rze  wyizolowane zostały rów ­
nocześnie w pracowni H a k o m o r f e g o  (47). Dotychczas opisane gli­
kolipidy zaw ierające od 5 do 10 reszt cukrowych w łańcuchu oligosacha- 
rydowym , są stosunkowo dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach orga­
nicznych. Zostały wyizolowane drogą ekstrakcji bądź to etanolem, bądź 
mieszaniną chloroform u i m etanolu (46, 48, 49) i oczyszczone drogą chro­
m atografii na żelu krzemionkowym.

W ostatnich latach w szeregu laboratoriach stwierdzono występowanie 
m ateriału  aktyw nego grupowo, nie rozpuszczalnego w rozpuszczalnikach 
organicznych a dobrze rozpuszczalnego w wodzie (50—53). Na podstawie 
jego rozpuszczalności przyjęto, że m ateriał ten jest glikoproteidem. 
W 1973 roku opublikowano m etodę oczyszczania tej substancji (11). 
W trakcie oczyszczania tego m ateriału  stwierdzono, że aktywność grupo­
wa znajduje się praktycznie w każdej frakcji białkowej rozdzielanej na 
kolumnach. Dopiero wprowadzenie butanolu jako czynnika dezagregują- 
cego pozwoliło na oczyszczenie substancji aktyw nej. W skazuje to na silną 
tendencję badanych antygenów  do tworzenia trw ałych kompleksów z biał­
kami bądź glikoproteidam i błony erytrocytów. Oczyszczona substancja 
zawierała 90% cukrów, 7% aminokwasów, 2°/o sfingozyny i 2°/o kwasów 
tłuszczowych. Na podstawie składu chemicznego nie było można określić 
chemicznej n a tu ry  tego związku.

W 1974 roku opublikowano (54) kilka danych pośrednio wskazujących 
na glikolipidową natu rę  badanej substancji. Koncepcja ta spotkała się 
jednak z pewnym  sceptyzmem, gdyż zakładała w ystępowanie w badanym  
m ateriale glikolipidów o bardzo długim  łańcuchu cukrow ym  dochodzą­
cym do 50 cukrów. Związków takich do tej pory nie znano. D 1976 roku 
opisano metodę dalszego oczyszczania tej substancji i potwierdzono w peł­
ni hipotezę o jej glikolipidowym charakterze (12). Stwierdzono, że około 
70% m ateriału  rozpuszcza się w układzie zaw ierającym  chloroform, m e­
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tanol i wodę w stosunku 1:2:1. M ateriał rozpuszczalny nie zawierał am ino­
kwasów, a zawartość w nim sfingozyny i kwasów tłuszczowych nie uległa 
zmianie naw et po kilkugdzinnej ekstrakcji w aparacie do ekstracji ciągłej 
rozpuszczalnikami organicznymi. Ponadto, po traw ieniu glikozydazami 
z badanej substancji powstawały krótkie glikolipidy jak  glukozylocera- 
mid i laktozyloceramid. O trzym any prepara t poddano acetylacji i tak  przy­
gotowany m ateriał można było oczyścić poprzez chrom atografię cienko­
warstw ową na żelu krzemionkowym. Zawierał on cztery różne glikolipidy, 
wszystkie wykazywały wysoką aktywność grupową (12). Skład jednego 
z nich podaje tabela 3.
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Tabela 3
Skład glikolipidu grupowego H

Składnik Zawartość %
Stosunek molo­

wy do 
sfingozyny

Glukoza 4,3 1,1
Fukoza 7,0 1,96
Glukozoamina 35,0 8,95
Galaktoza 40,5 10,30
Kwasy tłuszczowe 6,7 —
Sfingozyna 6,55 1,00

Glikolipid ten  stanowi 60% wyjściowej m ieszaniny glikolipidów. Na 
przykładzie badania s tru k tu ry  chemicznej tego glikolipidu można zilu­
strować strategię i m etodykę postępowania w ustalaniu budowy złożonych 
polisacharydów. Klasyczną metodą ustalania sekwencji łańcucha oligo- 
sacharydowego jest utlenianie nadjodanem  (55—57). Polega ona na u tle ­
nianiu sąsiednich grup hydroksylowych, redukcji powstałego aldehydu 
i odszczepieniu odpowiedniego alkoholu poprzez łagodną hydrolizę kw aś­
ną. Podczas hydrolizy np. w 0,5 N HCL w tem peraturze pokojowej przez 
kilka godzin wiązanie glikozydowe nie ulega hydrolizie. Metodę tę przy­
jęło się nazywać degradacją S m i t h s a (55). Inną metodą pomocną przy 
ustalaniu miejsca wiązania glikozydowego jest m etylacja grup  hydroksy­
lowych badanego związku, a następnie hydroliza wiązań glikozydowych 
i analiza otrzym anych pochodnych m etylow ych cukrów (57, 58). Tabela 4 
przedstaw ia uzyskane pochodne m etlyowe z badanego glikolipidu, po­
zwala ona na wyciągnięcie następujących wniosków: cukrem  kończącym 
łańcuch oligosacharydowy jest fukoza gdyż tylko ona ulega perm etylacji, 
łańcuch cukrowy jest rozgałęziony, na co w skazuje występowanie 2,4-dwu- 
m etylo galaktozy. Oczywiście cukrem , na którym  w ystępuje rozgałęzienie 
jest galaktoza podstawiona w pozycji 3 i 6. W szystkie cząsteczki N -acety- 
loglukosoaminy badanego glikolipidu są podstawione w pozycji 4. Czą­
steczka glukozy dołączona do sfingozyny nie ulega utlenianiu  nadjoda-
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Metylowe pochodne cukrów znalezione w glikolipidzie grupowym H
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znaleziona w:

Pochodna metylowa natywnym
glikolipidzie

po odszcze­
pieniu 
fukozy

po degradacji' 
Smithsa

pierwszy
cykl

drugi
cykl

Metylo-2,3,4-trój-0-metylofukozyd + + _ _ _
Metylo-2,3,6-trój-0-metyloglukozyd + + + +
Metylo-2,3,4,6-tetra-0-metyIogalaktozyd ( _ + - +
Metylo-2,4,6-trój-0-metylogalaktozyd + + + + + + + + + + + +
Metylo-3,4,6-trój-0-metylogalaktozyd + + - - -

Metylo-2,4-dwu-0-metylogalaktozyd + + + -

3,4,6-t rój -0-mety 1 ogl ukozoami na - - + -

3,6-dwu-0-metyloglukozoamina + + + + + + + +  + + + +

nem w roztworach wodnych glikolipidów, chociaż posiada dwie sąsiadu­
jące grupy hydroksylowe.

Końcowa fukoza ulega łatwo odszczepieniu w drodze łagodnej hydro­
lizy kwaśnej, np. 0,1 M kwas trójchlorooctowy w tem peraturze 100° przez 
1 godzinę (59). Po odszczepieniu końcowej fukozy, analiza m etylowych 
pochodnych pozwala na dalsze wnioski. N astępnym  cukrem  w łańcuchu 
jest galaktoza, na co w skazuje pojawienie się perm etylow ej pochodnej ga­
laktozy (2,3,4,6-metylo-galaktozy) i równoczesny zanik 3,4,6-trój-m etylo 
galaktozy. Gdy glikolipid po odszczepieniu fukozy został poddany degra­
dacji Sm ithsa, stw ierdzono ubytek galaktozy w ilości dwóch moli na 
mol sfingozyny, zanik perm etylow anej pochodnej galaktozy i pojawienie 
się 3,4,6-metyloglukozoaminy, (jest to perm etylow ana pochodna gluko- 
zoaminy). Świadczy to, że galaktoza ulegająca u tlenianiu  nadjodanem  
była połączona z N-acetyloglukozoam iną w położeniu 4. Ponowne powtó­
rzenie degradacji Sm ithsa prowadzi do ubytku N-acetyloglukozoaminy 
w ilości dwóch moli na mol sfingozyny, zaniku perm etylow anej pochodnej 
N-acetyloglukozoaminy, zaniku 2,4-metylogalaktozy i pojawienia się po­
nownie perm etylow anej pochodnej galaktozy. Świadczy to, że trzeci z kolei 
cukier w łańcuchu oligosacharydowym jakim  jest N-acetyloglukozoamina 
jest dołączona w pozycji 3 i pozycji 6 do galaktozy, a rozgałęzienie łań ­
cucha występowało na czw artym  cukrze, to jest galaktozie. Z podanych 
wyników można było zaproponować następującą budowę końcowego od­
cinka łańcucha cukrowego złożonego z 7 cukrów, wzór IV.

Fuc( 1 —2)Gal( 1 —4)GIcNAc( 1 x
X 3)

Gal
/ 6 )

Fuc(l—2)Gal(l—4)GlcNAc(K

Wz:ór IV. Końcowy odcinek łańcucha cukrowego glikolipidu H.
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Po dwóch kolejnych degradacjach Sm ithsa otrzym ano glikolipid skła­
dający się z siedm iu cząsteczek galaktozy podstawionej w pozycji 3, 
siedm iu cząsteczek N-acetyloglukozoaminy podstawionej w pozycji 4, 
jednej końcowej cząsteczki galaktozy i jednej cząsteczki glukozy na jed­
ną cząsteczkę sfingozyny. Przy rów nym  stosunku galaktozy do N-acety- 
loglukozoaminy w glikolipidzie otrzym anym  po dwóch degradacjach 
Sm ithsa powstaje pytanie czy istnieje s tru k tu ra  w której dwie lub więcej 
N-acetyloglukozoamin jest połączonych do siebie wzajem nie lub być mo­
że istnieje s tru k tu ra  w której galaktoza i N-acetyloglukozoam ina połączo­
na jest naprzemiennie. Odszczepienie grup N-acetylowych z N-acetyloglu- 
kozoaminy powoduje odsłonięcie grupy aminowej która w w arunkach 
hydrolizy kwaśnej chroni sąsiednie wiązanie glikozydowe, w efekcie 
uzyskuje się nie pojedyncze cukry lecz oligosacharydy (59). Za pomocą tej 
m etody otrzym ano z badanego glikolipidu dwa oligosacharydy, |3-gluko- 
zoam inylo-(l-3)-galaktozę i |3-glukozaminylo-(l-6)-galaktozę. Nie stw ier­
dzono natom iast naw et śladów chitobiozy, która była by obecna w przy ­
padku występowania dwóch sąsiadujących glukozamin w łańcuchu oligo- 
sacharydowym . Z otrzym anych wyników można było podać następującą 
pełną struk tu rę  badanego glikolipidu, wzór V. Anomerię wiązań glikozy- 
dowych oznaczono przy pomocy traw ienia odpowiednimi glikozydaza- 
mi (12).

a  p
Fuc(—2)Gal(l—4)GlcNAc(lsf

\~ v  p fi (i
g Gal(l—4)[GlcNAc(l—3)Gal]7( l—4)Glc-Ceramid

ot p > 6 )

Fuc(—2)Gal(l—4)GlcNAc( 1'
Wzór V. Struktura glikolipidu grupowego H.

K o ś c i e l a k  i współpracownicy (13) pracując na tym  samym m ate­
riale z erytrocytów  ludzkich, potwierdzili w nim występowanie kilku gli­
kolipidów o długim  rozgałęzionym łańcuchu oligosacharydowym. Autorzy 
ci badając m etylowe pochodne cukrów w otrzym anych glikolipidach 
stw ierdzili wysoką zawartość 2,4-dwu-m etylo-galaktozy w stosunku do za­
w artości sfingozyny lub glukozy. Stosunek ten wynosił od 2,5 do 8,4. 
Ilość 2,4-dwu-m etylo-galaktozy w stosunku do ilości sfingozyny świad­
czy o liczbie rozgałęzień łańcucha oligosacharydowego i na tej podstawie 
autorzy ci sugerują s truk tu rę  badanych glikolipidów z wieloma rozgałę­
zieniami łańcucha oligosacharydowego.

Zaproponowana stru k tu ra  jest niezgodna z danym i autora (12) ponie­
waż liczba cząsteczek galaktozy, która ulega utlenieniu nadjodanem  w sub­
stancji grupowej H lub liczba cząsteczek galaktozy plus liczba cząste­
czek N-acetylogalaktozoam iny ulegających utlenianiu nadjodanem  w sub­
stancji grupowej A powinna być większa niż liczba rozgałęzień. Przy 3 
lub 8 rozgałęzieniach łańcucha oligosacharydowego utlenianiu nadjoda­
nem  powinno ulegać co najm niej 3 lub (odpowiednio) 9 cząsteczek cukrów 
w stosunku do zawartości sfingozyny.
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Taki ubytek cukrów po utlenianiu nadjodanem  w stosunku do zaw ar­
tości sfingozyny nie został stw ierdzony (12) ani w glikolipidzie, którego 
stru k tu rę  omówiono uprzednio, ani we frakcji rozpuszczalnej w układzie 
rozpuszczalników chloroform /m etanol/woda (1/2/1), która zawiera trzy róż­
ne glikolipidy.

M ateriał wykazujący aktywność grupową H stwierdzono również we 
frakcji nie rozpuszczalnej w układzie rozpuszczalników chloroform /m eta­
nol/woda (1/2/1) (12). Być może glikolipidy o struk tu rze  zaproponowanej 
przez Kościelaka i współpracowników (13) w ystępują w tej właśnie 
frakcji.

II-2. Glikolipidy układu grupowego P *)

Układ grupowy P odkryty przez L a n d s t e i n e r a  i L e v i n a  
(60) w 1924 roku długo opierał się poznaniu jego s tru k tu ry  chemicznej. Do­
piero stw ierdzenie, że m ateriał otrzym any z cyst owiec zawiera substancję
o aktyw ności Pj przyśpieszyło poznanie natu ry  chemicznej antygenów P 
(61, 62). W 1962 roku M o r g a n  i W a t k i n s  (63) podali wstępną cha­
rak terystykę  antygenu Pi, a w jakiś czas później w tym  samym  labora­
torium  ustalono pełną s truk tu rę  antygenu Pi (64, 65, 65a). W 1971 roku 
M a r c u s  stw ierdził występowanie aktywności Pi we frakcji glikolipi- 
dowej erytrocytów  a w kilka lat później wyizolował i oznaczył s truk tu rę  
glikolipidu o aktywności P t (67, 68). Jest to pentaheksozyloceram id posia­
dający jako cukier końcowy galaktozę, połączoną wiązaniem glikozydo- 
wym w położeniu 4 subterm inalnej galaktozy. Badając aktywność grupo­
wą P od dawna znanych glikolipidów w ystępujących powszechnie w ko­
m órkach ssaków z surowicam i anty-P , M a r c u s  niespodziewanie 
stw ierdził ich aktywność immunologiczną. I tak globozyd posiada ak tyw ­
ność P, a trójheksozyloceram id aktywność P k (67).

A ntygen P k w ystępuje u znakom itej większości ludzi, lecz jego obec­
ność w błonach erytrocytów  jent zamaskowana. Można ją łatwo stw ier­
dzić w innych kom órkach organizmu np. fibroblastach (69, 70). Tylko 
u bardzo nielicznej grupy ludzi stw ierdzono brak antygenów P i Pk i ich 
budowę fenotypową oznaczono jako p małe, fenotyp ten w ystępuje z czę­
stością 5,8 na m ilion (71, 72). W krw inkach tych ludzi stw ierdzono brak 
głównych glikolipidów erytrocytów  ludzkich to jest globozydu i tró jhek- 
sozyloceramidu, natom iast znaczny wzrost ilości laktozyloceram idu oraz 
glikolipidów zawierających kwas sialowy (73, 74). Odszczepienie kwasu 
sialowego od wyizolowanych gangliozydów z erytrocytów  p małe nie po­
woduje pojaw iania się aktywności z grupy P  (75). W skazuje to, że fenotyp

*) Antygeny grupowe P zostały również omówione w  artykule H. M i l l e r  - 
P o d r a ż a ,  J. K o ś c i e l a k  (1975), Acta Heamatol. Pol. 6, 299—307.
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p m ałe jest wynikiem  braku odpowiednich transferaz a nie zablokowa- 
nim grup aktyw nych kwasem sialowym. Budowę antygenów z grupy P 
zestawiono w tabeli 1.

II-3. Glikolipidy układu grupowego I

W ykrycie przez W i e n e r a  i wsp. (76) w 1956 roku nowego antyge­
nu grupowego I dało początek ogromnej literatu rze nagromadzonej na 
jego tem at. Antygen ten w ystępuje u dużej większości dorosłych ludzi, 
tylko 1 na 10 000 ludzi wykazuje brak tego antygenu. Antygen I w ystępu­
je dość powszechnie u naczelnych m ałp i stw ierdzono jego obecność 
u w ielu zwierząt (77). Zainteresowanie tym  antygenem  wzrosło szczególnie 
gdy stwierdzono, że przeciwciała an ty -I pojaw iają się w przypadkach cho­
rób nowotworowych układu krwiotwórczego i nabytą anemią hemolitycz- 
ną (78—81). Antygen ten pojawia się dopiero po urodzeniu i krw inki no­
worodka wykazują brak antygenu I lub jest on obecny w bardzo nieznacz­
nych ilościach (82). Najczęściej w ystępującym i przeciwciałami an ty-I są 
przeciwciała typu auto, to znaczy takie, które mogą reagować z krw inka­
mi tego samego osobnika. Do takiej reakcji najczęściej nie dochodzi 
in vivo, gdyż są to tak  zwane „zimne przeciw ciała” to znaczy reagują 
w tem peraturze poniżej 20°. Są to m onoklonalne przeciwciała typu IgM 
(83). N aturalne przeciwciała an ty -I w ystępują rzadko i m ają słabe miano. 
Nagromadzone piśm iennictwo wykazuje ogromną heterogenność prze­
ciwciał anty-I, i można powiedzieć, że nie ma dwóch przeciwciał an ty-I 
reagujących tak  samo z różnym i krw inkam i czerwonymi (84— 86). W ska­
zuje to na mozaikową budowę chemiczną antygenu I, to znaczy, że różne 
przeciwciała reagują z różną częścią złożonej s tru k tu ry  antygenu I (82).

Było szereg prób wyizolowania antygenu I z krw inek czerwonych, 
zauważono, że odsialowany glikoproteid MN posiada zdolność reakcji 
z niektórym i przeciwciałam i an ty -I (87). Laboratorium  K a b a t a  opub­
likowało szereg prac nad antygenem  I (88—90) i podało s tru k tu rę  oligo- 
sacharydu aktyw nego z jednym  z przeciwciał an ty -I (90). Z innym i prze­
ciwciałami wyizolowany oligosacharyd nie reagował. G a r d a s  i K o - 
ś c i e l a k  (91) stw ierdzili, że wyizolowany przez nich m ateriał glikoli- 
pidowy posiada obok aktywności grupowej ABO również aktywność I. 
Fakt ten  jest o tyle interesujący, że glikolipidy o krótkim  łańcuchu oligo- 
sacharydowym  i wykazujące aktywność grupową ABO nie posiadają na­
w et śladu aktywności I (92). W yizolowanie jednorodnego glikolipidu z roz­
gałęzionym łańcuchem  cukrowym  pozwoliło na pełną charakterystykę te ­
go antygenu (92). Było to możliwe z kilku powodów, po pierwsze znano 
pełną stru k tu rę  aktywnego glikolipidu oraz zastosowano do badań cały 
szereg przeciwciał anty-I. Badano aktywność grupową I w m iarę odszcze- 
piania kolejnych cukrów od łańcucha oligosacharydowego. Stwierdzono, że
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reakcja z przeciwciałami an ty -I typu auto zostaje utrzym ana pomimo 
odszczepienia końcowej fukozy i przedostatniej galaktozy. Zanika nato­
m iast całkowicie po odszczepieniu trzeciego z kolei cukru w łańcuchu ja­
kim jest N-acetyloglukozoamina. Należy podkreślić, że po odszczepieniu 
N-acetyloglukozoaminy następuje zniszczenie rozgałęzienia łańcucha oligo- 
sacharydowego. Praca ta wykazała, że niektóre przeciwciała an ty -I reagu­
ją z w ew nątrz rozgałęzioną struk tu rą  łańcucha oligosacharydowego, a ro­
dzaj końcowego cukru nie ma większego w pływu na reakcję antygen 
przeciwciało. Ustalenie pełnej budowy antygenu I pozwoliło na zapropo­
nowanie nowej klasyfikacji przeciwciał an ty-I opartej na reakcji tych 
przeciwciał z określoną stru k tu rą  chemiczną (92). Potwierdza to w pełni 
teorię mozaikowej budowy antygenu I; jest on fenotypowym  rezultatem  
współdziałania szeregu genów, z których niezbędnym  do wystąpienia 
s tru k tu ry  I jest gen kodujący transferazę syntetyzującą rozgałęzienie łań­
cucha oligosacharydowego.

II-4. Zmiany ekspresji antygenów grupowych podczas ontogenezy i procesów róż­
nicowania się komórek

Antygeny ABO można w ykryć już w 5 mm zarodku ludzkim  (w pią­
tym  tygodniu życia płodowego) w kom órkach pochodzenia nabłonkowego. 
A ntygeny te osiągają najw iększe natężenie u zarodka 35 mm by w dal­
szym rozwoju zanikać. Zanik ekspresji antygenów łączy się z rozwojem 
morfologicznym i rozpoczęciem funkcjonowania danego organu, jak na 
przykład wydzielanie m ucyn przez układ traw ienny, pobieranie jodu przez 
kom órki tarczycy lub wydzielanie ACTH przez przysadkę (30). A ntygeny 
kom órek pochodzenia śródbłonkowego (endotelium ) zostają u trzym ane 
na ogół w ciągu całego życia, nie znaczy to jednak, że nie ulegają zmia­
nom ilościowym w trakcie rozwoju em brionalnego jak  i w ciągu pierw ­
szych miesięcy życia noworodka (30).

Nabłonek podlega ciągłej odnowie, a jego kom órki ulegają różnico­
waniu, przem ieszczaniu a następnie obum ieraniu i złuszczaniu. Kom órki 
nowotworowe pochodzenia nabłonkowego można hodować in vitro  i jed ­
ną z linii kom órkowych są kom órki Hela. K h u n s i wsp. (35, 94, 95) 
stw ierdzili, że kom órki HeLa można rozdzielić na dwie populacje jedną 
posiadającą antygen H i drugą, w której tego antygenu brak. Kom órki 
H+ dzieląc się dają tylko komórki H+ i ulegają degeneracji. Komórki po­
pulacji H~ w trakcie podziału dają kom órki H+ i H~. W ydaje się zatem, 
że komórki H~ są kom órkam i pierw otnym i i podlegają różnicowaniu 
w w arunkach hodowli komórkowej. W przypadku kom órek HeLa antygen 
H jest wygodnym m arkerem  procesu różnicowania, natom iast biologiczne 
znaczenie syntezy antygenu H wymaga dalszych badań.

3 P ostępy B iochem ii
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Zm iany ekspresji antygenów kom órkowych wykazano w cyklu po­
działowym komórki (36, 37). Komórki HeLa wykazują m aksym alną eks­
presję antygenu H-2 w trakcie mitozy (96, 97). Komórki białaczki mysiej 
i komórki P815Y w czasie podziału syntetyzują antygen grupowy B, który  
ulega degradacji w fazie spoczynkowej G0 (36). Podobno stw ierdzono 
zmiany dla antygenu A w kom órkach królika RK13 (37). Biologiczne zna­
czenie tych zmian jest trudne do interpretacji, być może są one w ynikiem  
blokowania czynnej biologicznie s tru k tu ry  receptorów komórki poprzez 
dołączenie końcowego cukru.

Iii. Zmiany składu glikolipidowego błony komórkowej w procesach no­
wotworowych i transformacji wirusami onkogennymi

Badania ostatnich lat wykazały daleko idące zmiany m etabolizm u gli­
kolipidów w komórkach nowotworowych. Jeszcze w tedy gdy nie znano 
natu ry  chemicznej antygenów  grupowych, stwierdzono zanik aktywności 
grupowej A i B w nowotworach żołądka (98). H a k o m o r i  i wsp. (99) 
zaobserwowali nagrom adzanie się dużych ilości glikolipidu Łe w adeno- 
karcinom ach nawet u ludzi o fenotypie Leb. Opisano znaczny wzrost za­
wartości antygenu I przy równoczesnym zaniku antygenów  ABO w no­
wotworach jelita grubego (81). Zm iany te występowały zarówno w nowo­
tworze pierw otnym  jak i w przerzutach. Zm iany ekspresji antygenów  ko­
mórkowych w procesach nowotworowych można uznać jako uproszczenie 
budowy antygenow ej komórki i jej powrót do stanu embrionalnego.

Na początku lat siedemdziesiątych podjęto system atyczne badania skła­
du glikolipidowego i m etabolizmu glikolipidów w kom órkach transform o­
wanych wirusam i onkogennymi w hodowli. Ten układ doświadczalny po­
zwala na dokładne śledzenie zachodzących zmian po transform acji onko- 
gennej w porównaniu z komórkami prawidłowym i. W ykazano, że fibro- 
blasty chomika NIL2 po transform acji w irusam i SV40 zmieniają drastycz­
nie skład glikolipidowy (100, 101). I tak  znacznej redukcji ulegają gliko­
lipidy o długim  łańcuchu oligosacharydowym, przyrasta zaś ilość gluko- 
zyloceram idu i laktozyloceram idu (100— 103). Podobnym  zmianom ulega 
skład gangliozydów (104, 105, 106). Stwierdzono korelację pomiędzy za­
wartością glikolipidów i gangliozydów w hybrydach komórek nowotwo­
rowych a ich zdolnością do tworzenia nowotworów (107). Kom órki po­
siadające słabą zdolność tworzenia nowotworów zaw ierały stosunkowo 
dużą ilość „długich” glikolipidów, podczas gdy komórki o dużej potencji 
nowotworzenia nie zaw ierały wcale lub bardzo mało złożonych glikoli­
pidów.

W 1973 roku C r i t c h l e y  i M a c p h e r s o n  zaobserwowali po­
dobne zmiany w składzie glikolipidowym fibroblastów chomika NIL2 
w czasie cyklu podziałowego komórki (102). Zauważyli oni, że zawartość
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pentaheksozyloceram idu i tetraheksozyloceram idu w zrasta kilkakrotnie 
w fazie spoczynkowej kom órki G 0, natom iast m aleje w fazie S by osiąg­
nąć, m inim um  w trakcie mitozy i następnie znowu w zrasta w trakcie prze­
chodzenia kom órki w fazę Gj. Sugerują oni, że różnice w składzie glikoli- 
pidowym komórek nowotworowych i praw idłowych mogą wynikać z fak­
tu, że komórki nowotworowe dzielą się stale i nigdy nie znajdują się w fa­
zie spoczynkowej G„.

Logicznym wnioskiem z opisanych prac było dodanie glikolipidów do 
kom órek nowotworowych w hodowli, a znając zdolność inkorporacji gli­
kolipidów w błonę komórkową można , było w konsekwencji oczekiwać 
zmian w morfologii komórek, w typie w zrostu itp. Oczekiwano od takiego 
eksperym entu przyw rócenia komórce nowotworowej przynajm niej pew ­
nych cech kom órki praw idłowej. Doświadczenia takie wykonano w kilku 
laboratoriach, po dodaniu glikolipidów do pożywki następowała ich szyb­
ka inkorporacja w błonę komórkową obserwowano także zwolnienie szyb­
kości w zrostu i częściowe przyw rócenie inhibicji kontaktowej (108— 111). 
N ajbardziej efektyw nym i glikolipidami były mono-, dwu-, tró j- i te tra- 
heksozyloceramidy. W ydaje się, że uzyskany efekt był raczej nieswoisty, 
ponieważ glikolipidy, których ilość w zrasta po transform acji wirusowej, 
dodane do pożywki ham ują pojawienie się zmian fenotypow ych) typowych 
dla kom órek nowotworowych. Być może obserwowany efekt spowodowa­
ny był usztyw niającym  wpływem  glikolipidów na struk tu rę  błon biolo­
gicznych (112, 113). Z ogromnego m ateriału  faktycznego o zmianach gliko­
lipidów w cyklu komórkowym i procesach nowotworowych (99— 106, 
113— 118) wynika, że biorą one udział w ważnych dla komórki procesach. 
Dokładne określenie ich roli w tych procesach jest jednak nieznane.

IV. Glikolipidy jako receptory niektórych toksyn bakteryjnych

Stw ierdzenie reakcji pomiędzy gangliozydami i toksynam i bak tery j­
nym i takim i jak toksyna cholery i toksyna tężca (119, 120) spowodowało 
znaczne nimi zainteresowanie. Toksyna cholery zbudowana jest z jednej 
pcdjednostki A i pięciu podjednostek B (121, 122). Podjednostka B jest od­
powiedzialna za wiązanie się toksyny z receptorem  komórkowym, a pod­
jednostka A lub tylko jej część za aktyw ację cyklazy adenylowej (123). 
V a n  H e y n i n g e n  wykazał, że gangliozydy mózgu wiążą toksynę i mo­
gą blokować jej działanie biologiczne (124). Niezależnie prowadzone prace 
w kilku laboratoriach wykazały, że związkiem odpowiedzialnym za w ią­
zanie toksyny z błoną komórkową jest gangliozyd GM1 (125— 128). W dzia­
łaniu toksyny można wyróżnić dwa etapy: wiązanie z błoną komórkową 
i następnie po pewnym  ściśle określonym  czasie aktyw acja cyklazy adeny­
lowej (128). Prawdopodobnie poprzez aktyw ację cyklazy adenylowej tok­
syna cholery powoduje szereg zmian w różnych kom órkach i tak  zwięk­
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sza lipolizę w kom órkach tłuszczowych (129), ham uje syntezę DNA w fi- 
broblastach (130, 132), ham uje syntezę sterydów w komórkach nadnerczy 
(132) i stym uluje sekrecję wody i elektrolitów  w jelitach. W ykazano, że 
reaktywność toksyny jest wprost proporcjonalna do zawartości ganglio- 
zydu GMi w  szeregu kom órkach różnych gatunków  zwierząt (133, 134). 
W laboratorium  B r a d y ’e g o wyselekcjonowano linią komórkową nie 
zawierającą gangliozydu G Mi i nie wrażliwą na toksynę cholery (135). Ko­
m órki te inkorporowały dodany do hodowli gangliozyd i w tedy staw ały 
się wrażliwe na działanie toksyny. Już po inkorporacji 1,7 X I O3 cząsteczek 
gangliozydu przez jedną kom órkę dało się zauważyć działanie toksyny 
a m aksym alny efekt następował po inkorporacji 10* cząsteczek ganglio­
zydu (136). Gangliozyd GMi indukuje zmiany konform acyjne w cząsteczce 
toksyny, których nie w yw ołują inne gangliozydy (136).

Istnieje szereg danych wskazujących na udział gangliozydów w wią­
zaniu toksyny tężca przez komórki nerwowe (127, 137). Najbardziej ak tyw ­
nym  związkiem reagującym  z toksyną są gangliozydy GDib i GTi (patrz 
wzór III). Toksyna tężcowa podobnie jak toksyna cholery zbudowana jest 
z dwóch podjednostek, stym uluje cyklazę adenylową i gangliozydy wy­
wołują zmiany konform acyjne (119, 138, 139).

V. Receptory toksyny z Ricinus communis
v

Toksyna otrzym ana z nasion rącznika (Ricinus communis) jest sil­
nym  inhibitorem  biosyntezy białka. Jest to białko o masie cząsteczkowej 
64 000, zbudowane z dwóch podjednostek (140, 141). W ilości 0,1 [Ag/ml 
powoduje całkowite zaham owanie biosyntezy białka w system ie bezko- 
m órkowym  po kilku m inutach (142). Działanie toksyny jest katalityczne
i inaktyw uje ona około 1500 rybozomów na m inutę a stała M ichaelisa tej 
reakcji wynosi 10-8 M (143). W działaniu toksyny na komórkę można w y­
różnić trzy  etapy, wiązanie z błoną komórkową, transport do w nętrza 
kom órki i inhibicję biosyntezy białka.

W ostatnich latach wyizolowano szereg m utantów  fibroblastów  opor­
nych na działanie tej toksyny (144). Kom órki takie wiążą toksynę słabo
i mogą żyć przy 100 krotnie większym jej stężeniu niż kom órki dzikie. 
Toksyna często w piśm iennictw ie nosi nazwę rycyny, w odróżnieniu od 
innego białka znajdyw anego w nasionach rącznika o podobnych właści­
wościach w reakcji z polisacharydam i, jednak o znacznie m niejszej tok­
syczności i masie cząsteczkowej 120 000.

W 1976 roku stwierdzono, że wyizolowane z erytrocytów  ludzkich gli­
kolipidy o długim łańcuchu oligosacharydowym  wiążą toksynę i są in- 
korporow ane w błonę komórkową (92, 145). Inkorporacja reagującego 
z toksyną glikolipidu do m utantów  opornych na rycynę powoduje wzrost 
wiązania znakowanej jodem toksyny z błoną komórkową. W iązanie tok­

http://rcin.org.pl



G L IK O L IP ID Y  B Ł O N Y  K O M Ó R K O W E J 325

syny jest praktycznie takie samo jak  przez kom órki dzikie. Niewrażliwe 
na toksynę m utan ty  fibroblastów  po inkorporacji glikolipidu stają się 
wrażliw e (145). Inkorporacja 0,2 jxg przez 108 komórek opornych na tok­
synę uw rażliw ia je tak, że po dodaniu toksyny następuje zahamowanie 
biosyntezy białka w 50°/o. Odszczepienie term inalnej galaktozy od gliko­
lipidu powoduje jego całkowitą inaktyw ację jako receptora toksyny. In ­
korporacja w błonę komórkową glikolipidów o krótkim  łańcuchu oligo- 
sacharydow ym  reagujących z toksyną w w arunkach in v itro  nie powo­
duje jednak  uw rażliw ienia kom órek opornych na toksynę. W ydaje się, 
że obserw owany efekt jest specyficzny dla „długich” glikolipidów. Tetra- 
heksozyloceramid, trójheksozyloceram id i laktozyloceram id nie dają po­
dobnego efektu.

Doświadczenia te wykazują, że glikolipid wyizolowany z erytrocytów  
ludzkich może funkcjonować jako receptor toksyny w kom órkach cho­
mika, oraz, że inkorporacja glikolipidu nie jest zwykłą absorbcją lecz 
funkcjonalną integracją z innym i składnikam i błony komórkowej.

VI. Receptory glikoproteidowych hormonów przysadki

Prace ostatnich 10 lat prowadzone nad budową glikoproteidowych hor­
monów przysadki takich, jak  horm on tyreotropow y (TSH), horm on lu- 
tein izujący (LH), horm on stym ulujący dojrzewanie pęcheżyków Graafa 
(FSH) i choriogonadotropina (CG), w ykazały duże podobieństwo w ich 
struk tu rze  pierwszorzędowej (146— 149). Zbudowane są one z podjedno- 
stek a i (3, a w łagodnych w arunkach można otrzym ać hybrydy zbudo­
wane z podjednostek pochodzących od różnych hormonów (150— 152). 
Tak na przykład można otrzym ać hybrydy zbudowane z podjednostek 
¡3 horm onu tyreotropow ego i podjednostek a horm onu stym ulującego pę- 
cheżyki G raafa lub podjednostek a horm onu luteinizującego. Tak otrzy­
m ane hybrydy zachowują praktycznie całą aktyw ność biologiczną tego 
hormonu, z którego otrzym ano podjednostkę (5. Zupełnie niedawno zwró­
cono uwagę na pewne podobieństwa w budowie tych hormonów i tok­
syny cholery (143, 153, 154). Zauważono ponadto, że horm ony te mogą 
reagować z gangliozydam i (155, 156). Podobnie jak  toksyny cholery hor­
m ony te łączą się z błoną komórkową kom órek docelowych i ich działa­
nie przejaw ia się w aktyw acji cyklazy adenylow ej (157, 158). Recepto­
rem  horm onu mógł by być odpowiedni gangliozyd lub oligosacharyd 
o identycznej s truk tu rze  któregoś z glikoproteidów błony komórkowej. 
Ostatnio wiele prac poświęcono badaniu receptorów  horm onu tyreotropo­
wego i wykazano, że gangliozydy GDlb i GT1 są inhibitoram i wiązania hor­
m onu tyreotropow ego przez kom órki tarczycy (156— 160). W iązanie gan- 
gliozydu do horm onu indukuje zm iany konform acyjne hormonu.

Z przedstaw ionych prac wynika, że za specyficzne wiązanie hormonu
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przez kom órkę odpowiada podjednostka {3. Podjednostka ta łączy się z re ­
ceptorem  tkankow ym , prawdopodobnie receptorem  tym  jest gangliozyd. 
Podjednostka a odpowiada za stym ulację cyklazy adenylow ej i jest po­
dobna w w szystkich om awianych hormonach. Istn ieje duże praw dopo­
dobieństwo, że receptoram i glikoproteidowych hormonów przysadki są 
gangliozydy. Jeśli tak  to w tkankach docelowych horm onu m usiały by 
występować gangliozydy typowe dla danej tkanki. Jest mało praw do­
podobne, by za swoiste wiązanie horm onu tyreotropow ego przez kom órki 
tarczycy były odpowiedzialne gangliozydy mózgu. Stw ierdzenie inhibicji 
wiązania horm onu przez gangliozydy mózgu może w ynikać z podobień­
stwa budowy tych gangliozydów z natyw nym  receptorem  tkankow ym . 
Niedawno M u 11 i n i wsp. (156) wyizolowali z tarczycy wołowej gan­
gliozyd posiadający znacznie większą aktyw ność w reakcji z hormonem  
tyreotropow ym  niż gangliozydy mózgu. Stanowi on około 0,015°/o ogólnej 
zawartości gangliozydów tarczycy. W ydaje się, że związek ten  spełnia 
postulat swoistości tkankow ej i prawdopodobnie jest receptorem  horm o­
nu. W ydaje się, że konieczna jest izolacja gangliozydów z poszczególnych 
tkanek  docelowych hormonów glikoproteidowych, ich pełna charak te ry ­
styka chemiczna i wykazanie specyficzności tkankow ej, zanim p rzy j­
miemy, że reakcja  horm on — glikolipid in vitro jest powtórzeniem  reakcji 
zachodzącej in vivo.

A r ty k u ł nadszed ł 21.1.1978; po re w iz ji au torsk ie j o trzym an o  23.3.1978.
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I. Wstęp

Białka zaw arte w liściach są przedm iotem  bardzo w nikliw ych badań. 
Jednym  z najdokładniej poznanych białek liści jest enzym  karboksylaza/ 
/oksygenaza rybulozo-dw ufosforanu (EC. 4.1.1.39, karboksy-liaza 3-fosfo- 
D-glicerynianu, dim eryzująca) (1— 7). Enzym ten  bierze udział zarówno 
w karboksylacji jak  i w utlenianiu  rybulozo-l,5-dw ufosforanu (RuDP). 
K arboksylacja RuDP zachodzi podczas fotosyntezy, u tlenianie ma miejsce 
w procesie fotooddychania roślin. Fizyko-chemiczne właściwości karbo- 
ksylazy/oksygenazy RuDP poznano wcześniej niż właściwości enzym a­
tyczne i przypisywano je białku, które określano pierw otnie jako frakcja  I 
białka (ang. Fraction I Protein).

Trzydzieści lat tem u, nazwę „frakcja I b iałka” odnoszono do łatw o roz­
puszczalnego białka, które można było w yekstrahow ać w dużych ilościach 
z liści szpinaku. Na podstawie ówcześnie stosowanych m etod elektrofore- 
tycznych białko to opisywano jako homogenne (1). Niespełna 4 lata później 
wykazano na podstawie analizy sedym entacyjnej, że białko zaw arte w ho- 
m ogenatach liści szpinaku nie jest jednorodne, połowę ogólnej ilości białek 
stanowiło białko, które charakteryzow ało się bardzo wysoką m asą czą­
steczkową i znacznym stopniem  homogenności. Od tej pory, nazwę: frak ­
cja I białka zaczęto stosować jedynie do określenia tego wysoko cząstecz­
kowego białka (7). Białko o podobnej charakterystyce w ykryto  również 
w hom ogenatach liści roślin innych gatunków . Następnie stwierdzono, że 
frakcja I białka w ystępuje w chloroplastach liści (8, 9).

Wyizolowanie karboksylazy rybulozo-l,5-dw ufosforanu (2— 4) oraz 
stw ierdzenie, że w ystępuje ona tylko w chloroplastach liści (10) a także 
określenie jej właściwości fizyko-chem icznych (7) pozwoliło na wniosek, 
że polipeptyd określany uprzednio jako frakcja I białka jest w rzeczy­
wistości karboksylazą RuD P (7).

Na początku lat 70-tych wykazano, że karboksylaza RuDP uczestniczy 
nie tylko w karboksylacji rybulozo-l,5-dw ufosforanu, lecz także w pro­
cesie utleniania RuDP (5, 6,11). Obecnie, po przeprow adzeniu wnikliw ych 
badań utożsamia się białko określane uprzednio jako frakcja I białka 
z karboksylazą/oksygenazą RuDP. N iektórzy autorzy stosują nadal histo­
ryczną nazwę, frakcja I białka.

II. Właściwości fizyko-chemiczne karboksyiazy/oksygenazy RuDP

Po zhomogenizowaniu liści, dokładnym  rozbiciu ścian i organelli ko­
m órkowych, do roztworów buforow ych o pH powyżej 6,5 przechodzi znacz­
na ilość łatwo rozpuszczalnego białka (7). Analiza sedym entacyjna takiego 
hom ogenatu umożliwiła wyróżnienie w nim kilku rodzajów białek. Około 
10% stanow iły szybko sedym entujące białka rybosomów cytoplazm y 
(80 S) i chloroplastów (70 S), 40% obejmowała form a białka 4— 6 S. F rak ­
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cja I białka stanow iła aż 50°/o łatwo rozpuszczalnych białek liści (7). Zasto­
sowanie takich technik jak  frakcjonow ania za pomocą siarczanu amonu, 
chrom atografia na kolum nach DEAE celulozy, sączenie m olekularne przez 
Sephadex i u ltra  wirowanie, umożliwiło w yodrębnienie frakcji I białka 
w postaci jednorodnego składnika charakteryzującego się stają wartością 
sedym entacji około 18 S. W artość stałej sedym entacji karboksylazy/oksy- 
genazy RuDP izolowanej z chloroplastów liści różnych roślin różniła się 
nieco i wynosiła w pizypadku koniczyny 16,2 S, buraka 18,3 S, kapusty
17,0 S owsa 18,2 S (7), oraz ty toniu  18,1 S, szpinaku 18,2 S (12). Niewielkie 
odchylenia od wartości średniej wskazują, że w stanie uwodnionym  opisy­
wane białko jest praw ie sferyczną cząsteczką.

Karboksylaza/oksygenaza RuDP jest białkiem  o bardzo wysokiej masie 
cząsteczkowej. Masa cząsteczkowa tego enzym u izolowanego z liści bu­
raka i owsa wynosi 570 000 (13, 14), z liści kapusty  510 000 (15), z liści 
tytoniu  525 000 (7).

W stępne analizy frakcji I białka wykazały, że zawiera ona nie tylko 
aminokwasy, lecz także węglowodany (13, 16), lipidy (13) i składniki m i­
neralne (13), nie stwierdzono natom iast obecności kwasów nukleinowych 
(17). Badania składu chemicznego krystalicznej karboksylazy/oksygenazy 
RuDP wykluczyły obecność w niej węglowodanów (18) oraz nukleotydu 
flawinowego (19). Stwierdzono, że karboksylaza/oksygenaza RuDP wyizo­
lowana z liści szpinaku zawiera 0,11— 0,14 gram oatom u miedzi w 1 czą­
steczce (6), krystaliczny enzym otrzym any z liści tytoniu zawiera około
0,2 gram oatom u Cu w cząsteczce (19).

Obecnie istnieje szereg m etod za pomocą których można otrzym ać 
czystą karboksylazę RuDP (13, 20—25). Do ekstrakcji tego białka używa 
się najczęściej buforu Tris-HCl pH 7,4— 7,8 zawierającego NaCl, MgCl2, 
EDTA, m erkaptoetanol. Karboksylaza RuD P należy do nielicznych białek 
liści, które udało się uzyskać w postaci krystalicznej (21, 22, 26—28). 
Enzym ekstrahow any z Nicotiana tabacum  (tytoń szlachetny) krystalizuje 
łatw iej niż karboksylaza RuDP ekstrahow ana z roślin innych gatunków  
Nicotiana (22, 28). Pojedynczy kryształ karboksylazy z N. tabacum  po­
siada 14 wierzchołków i 12 równoległobocznych ścian (21, 26). Ściany 
kryształów  są ustaw ione pod kątem  60°. Ponadto powierzchnie ścian po­
siadają kąty  ostre wynoszące 70,32° i kąty  rozw arte 109,68°.

K rystaliczna form a frakcji I białka z Nicotiana tabacum  charak te ry ­
zuje się aktyw nością karboksylazy/oksygenazy RuDP (19, 27, 29, 30). W łaś­
ciwa aktyw ność nie ulega zmianie podczas 12-dniowego przechowywania 
kryształów  w tem peraturze pokojowej. N atom iast przetrzym yw anie 
kryształów  w łaźni lodowej przez 24— 48 godzin powoduje u tra tę  około 
50—70% aktyw ności karboksylazy/oksygenazy RuDP. D w udziestom inu­
towa inkubacja kryształów  w tem peraturze 50°C może prowadzić do po­
w rotu cząsteczki enzym u do konform acji w arunkującej aktywność enzy­
matyczną.
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III. Właściwości enzymatyczne

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-dw ufosforanu (EC. 4.1.1.39) uczest­
niczy zarówno w procesie fotosyntezy jak  i fotooddychania roślin. W foto­
syntezie, w pierwszych etapach przysw ajania COz, enzym ten działa jako 
karboksylaza i katalizuje powstawanie 2 cząsteczek 3-fosfoglicerynianu 
(3-PGA) z rybulozo-l,5-dw ufosforanu (RuDP) i COz (2—4).

RuDP +  C 0 2 karb0ksyla2a RuDP, 3-PGA +  3-PGA

W procesie fotooddychania enzym  ten działa jako oksygenaza RuDP. 
W jej obecności następuje przyłączenie tlenu do RuDP i powstanie 2-fosfo- 
glikolanu i 3-PGA (5, 6, 11).

RuDP +  0 2 °ksygenaza RuD̂  2-fosfoglikolan +  3-PGA

Tlen i dw utlenek węgla pełnią rolę inhibitora i substra tu  w reakcji 
karboksylacji oraz odwrotnie, substra tu  i inhibitora w reakcji utleniania 
RuDP. C 0 2 i 0 2 współzawodniczą zapewne o to samo lub sąsiednie ak tyw ­
ne miejsce karboksylazy/oksygenazy RuDP (31, 32).

III-l. Karboksylaza RuDP

Substratam i karboksylazy RuDP są RuDP i COz (33, 34). W ykazano, że 
HCO3 nie jest substratem  karboksylazy (33). W reakcji enzym atycznej 
uczestniczą jony m agnezu (34), fosforany cukrów  prostych (29, 35). W wa­
runkach  in vitro szybkość reakcji enzym atycznej zależy od kolejności do­
dawania substra tu  i karboksylazy (36). Jeżeli enzym  początkowo inkubuje 
się z C 0 2 i Mg+2 a RuDP wprowadza się do m ieszaniny inkubacyjnej 
później, to 3-PGA pow staje bardzo szybko. Jeżeli uprzednio nie inkubo- 
wać enzym u z C 0 2 i M g+2, reakcja zostaje zainicjowana z pew nym  opóź­
nieniem  (33, 35, 37—39). Te obserwacje wskazują, że C 0 2 i M g+2 aktyw ują 
karboksylazę RuDP. Ponadto w obecności C 0 2 i M g+2 enzym  znajduje 
się w aktyw nej stabilnej form ie (40). A ktyw acja enzymu zależy od stę­
żenia C 0 2 i M g+2 oraz od pH (33).

W artość stałej M ichaelisa K m (RuDP) waha się w granicach 1,0—
3,0 X 10-4 M (2, 12, 15, 37). Określenie powinowactwa karboksylazy RuDP 
do drugiego substratu , tj. C 0 2 nastręczało wiele trudności, autorzy poda­
wali różne wartości K m (C 0 2) (11, 37, 41—44). Różne w artości stałej 
M ichaelisa w skazywały na zmianę właściwości karboksylazy przed 
ekstrakcją i po ekstrakcji (45). W artość K m (C 02) zależy bowiem od wa­
runków  doświadczenia (in vivo  i in vitro), od obiektu badań, od stężenia 
C 0 2 i Mg+2 oraz obecności fosforanów cukrów prostych (33, 39, 40, 46). 
W yniki badań przeprowadzonych w ostatnich latach wykazały, że karbo­
ksylaza może występować w dwu form ach, k tóre różnią się powino­
wactwem  do C 0 2 (40, 45, 46). Przypuszcza się, że karboksylaza RuDP w y­
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stępuje w roślinie jednocześnie w form ie aktyw nej i nieaktyw nej (47), 
lub, że w ystępuje ona w jednej lub drugiej formie (40, 46). W ekstraktach 
liści szpinaku w ykryto karboksylazę RuDP o wysokiej wartości K m (C 0 2) 
wynoszącej ponad 200 ¡iM C 0 2 oraz karboksylazę RuDP, k tóra charak te­
ryzow ała się niską wartością K m (C 02), tj. około 20 jiM (46). Drugą form ę 
karboksylazy otrzym ywano, jeśli enzym ekstrahow ano w obecności jonów 
m agnezu i takiego stężenia C 0 2 jak w powietrzu atm osferycznym . W łaści­
wości karboksylazy o niskiej K m (C 02) są podobne do właściwości karbo­
ksylazy RuDP funkcjonującej in vivo, jest ona stabilna w tem peraturze 
25°C. W ydaje się, że karboksylaza o niskiej K m (C 02) jest jedyną czynną 
form ą tego enzymu. Enzym o wysokiej K m (C 02) może przejść w obecności 
C 0 2 i Mg+2 w aktyw nę formę (46). Karboksylazę o niskiej K m (C 02) można 
w yekstrahow ać według m etody podanej przez Lorim era i wsp. w tem pe­
ratu rze  25°C i przy pH 8,2 (39).

O statnio opracowano schem at aktyw acji i reakcji katalizowanej przez 
karboksylazę RuDP (34). W procesie aktyw acji karboksylazy biorą udział 
kolejno: cząsteczka C 0 2 i jony magnezu (33, 34). Przyłączanie C 0 2 do 
cząsteczki enzymu jest procesem powolnym w porów naniu z przyłącza­
niem  Mg+2. W procesie aktyw acji enzym u powstają kom pleksy enzym u 
z C 0 2 i enzym u —: C 0 2 z M g+2. L a i n g  i C h r i s t e l l e r  (34) sugerują, 
że RuDP może wiązać się zarówno z aktyw nym  jak i nieaktyw nym  enzy­
mem obniżając w ten  sposób szybkość zmian jednej form y enzym u w d ru ­
gą. Jony magnezu są konieczne do aktyw acji cząsteczki enzymu, lecz same 
nie uczestniczą w reakcji enzym atycznej. C 0 2 ak tyw uje cząsteczkę k a r­
boksylazy RuDP oraz bierze udział w samej karboksylacji. Enzym ma 
prawdopodobnie dwa miejsca wiązania C 0 2. Jedna cząsteczka C 0 2 przy­
łącza się do karboksylazy przed związaniem enzym u z RuDP, a druga po 
przyłączeniu tego substratu . A ktyw acja enzym u i karboksylacja RuDP 
przebiegają według następującego schem atu (34)

ER E ~ [ ecm]  ^ ^ [ ecm]  r = ^ [ ecm] rc — ► Jecm] + P
R C  R C J

M

Ryc. 1. Schemat aktywacji i reakcji katalizowanej przez karboksylazę RuDP (34).
(E — nieaktyw ny enzym , ECM — kom pleks enzym z z C 02 i Mg+¡, C — C 02, M — Mg+2, R — RuDP, 
P — 3-PGA).

L a i n g  i C h r i s t e l l e r  (34) proponują następujący dokładny 
schem at aktyw acji i reakcji katalizow anej przez karboksylazę rybulo- 
zodwufosf o ran u :

Etapy reakcji oznaczone za pomocą stałych k¡ (dla i =  1— 15) przebie­
gają według zasad klasycznej kinetyki enzym atycznej. Etapy oznaczone 
stałym i L¡ (dla i =  1— 6) osiągają bardzo szybko stan  równowagi. Jak  w y­
nika z przytoczonego schem atu, nieaktyw ny enzym może także łączyć się 
z RuDP dając kompleks: enzym —RuDP, k tóry  nie jest jednak aktyw ow a-

4 Postępy B iochem ii
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ny przez C 0 2 i M g+2. A utorzy zakładają, że szybkość reakcji k 5, k9, k 13, 
k M wynosi prawdopodobnie zero, można więc przypuszczać, że reakcje te 
nie zachodzą w rzeczywistości.

[Ej [EC] [ECM]

Lr' f  i i  i l  H i
[e] r ^ [ec]r ^  [ecm] r

^  Cv k , r Lst  M k’„ l ‘ \ \
[e]  RC .„V -  [ec] rc ^  -  [ecm]  rc

k4 c k” k4  m k,1 
[E] [K] [ECM]
+ + + 
o p p

Ryc. 2. Aktywacja karboksylazy i reakcja katalizowana przez karboksylazę RuDP (34). 
(E, ECM, M, C, R, P — jak na ryc. 1, k — etapy reakcji, które przebiegają w edług klasycznej 
kinetyki enzym atycznej, L — etapy reakcji, które osiągają bardzo szybko stan równowagi).

III-2. Oksygenaza RuDP

Jak  już wspomniano, karboksylazie RuDP (frakcji I białka) przypisuje 
się obecnie także właściwości oksygenazy RuDP. Om awiany enzym 
uczestniczy bowiem w utlenianiu  rybulozo-dw ufosforanu w procesie foto- 
oddychania roślin (5,6). Zaobserwowano, że w obecności karboksylazy 
RuDP następuje przyłączanie tlenu do rybulozo-l,5-dw ufosforanu (11). 
Oczyszczone p repara ty  karboksylazy RuDP otrzym ane z liści soi i szpi­
naku powodowały aktyw ne przyłączanie tlenu do RuDP i powstawanie 
3-fosfoglicerynianu oraz 2-fosfoglikolanu (5, 6). W yniki dalszych badań 
potwierdziły, że karboksylaza RuDP otrzym ana z roślin wyższych (6, 31, 
32, 47, 48), z glonów (49), oraz z bakterii fotosyntetyzujących (50, 51) pełni 
rolę zarówno karboksylazy jak i oksygenazy.

Oksygenazowa aktyw ność karboksylazy RuDP zależy od stężenia COz, 
Mg+2 oraz od wartości pH (5, 39, 46, 52). P reinkubacja oksygenazy RuDP 
z COz i M g+2 jest konieczna dla całkowitej aktyw acji enzymu (52). Powo­
duje ona tworzenie się kompleksu enzym -C 02-M g+2. Analogicznie, jak  
w przypadku karboksylazy RuDP (33), usunięcie kofaktorów ze środo­
wiska powoduje inaktyw ację oksygenazy RuDP (52). Ponieważ C 0 2 i 0 2 
w zajem nie oddziaływują konkurencyjnie na aktyw ne centrum  enzymu, 
aktyw ow anie oksygenazy przez C 0 2 i M g+2 wskazują, że cząsteczka C 0 2 
aktyw ująca oksygenazę i cząsteczka C 0 2, która bierze udział w karboksy- 
lacji, to nie te same cząsteczki. Obydwie funkcje enzymu (karboksylacja 
i utlenianie) są ściśle ze sobą związane (52). W ykazano, że jedynie czą­
steczka karboksylazy RuDP o niskiej K m (C 0 2) ma in vivo  właściwości 
oksygenazy RuDP (46). Fosforany cukrów  prostych (29), HCOJ (53), KCN
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(6, 53), kwas glicydowy, jodoacetoam id (20) ham ują oksygenazową ak tyw ­
ność karboksylazy RuDP. Prawdopodobnie, inaktyw acyjne działanie KCN 
polega na pow staniu z KCN i RuDP pośredniego związku, hydroksyn itry - 
lu (53). W artości stałej M ichaelisa K m (RuDP), K m (Mg+2) i K m ( 0 2) w yno­
szą odpowiednio: 22 fxM, 0,5 mM (53), 0,22 mM (46).

Przebieg reakcji katalizowanej przez oksygenazę RuDP w w arunkach 
in vitro  i prawdopodobnie również in vivo, można przedstaw ić następu­
jąco:

CH2 0 P 0 3 CH2 OPO3

c = o C - O H

iX01
— 

0
- 

1

II
c — OH -

101
-

0
-1 H - C - O H

CH2 OPO 3

1

CH2 0 P 0 3

CH2 0 P 0 J

H180 —,o0 —C—OH I
c =  o  -  
I

H - C - O H
I

c h 2o p o j

R uD P

ł
OH

ęH20P0g

-  180/  \ ) H  

P -  GLIKOLAN

COOH 
I

+  H - C - O H

1 8 o h _ c h 2o p o j

3 - P G A

Ryc. 3. Reakcja katalizowana przez oksygenazę RuDP (6).

Do grupy karboksylowej fosfoglikolanu włącza się tylko jeden atom  
cząsteczki tlenu. W edług niektórych autorów  (20) początkowo następuje  
przekształcenie cząsteczki 0 2 w anionowy rodnik nadtlenkow y (0*1), po 
czym ulega utlenieniu  grupa sulfhydrylow a znajdująca się w aktyw nym  
centrum  cząsteczki enzymu. Inkubacja karboksylazy/oksygenazy RuDP 
z substancjam i inaktyw ującym i grupy SH~ (kwasem glicydowym, jodo- 
acetoamidem) powoduje zaham owanie 82% właściwej aktywności.

IV. Budowa karboksylazy/oksygenazy RuDP

T rak tu jąc  karboksylazę RuDP roztw oram i o alkalicznym  odczynie pH, 
mocznikiem, kwasem  octowym, siarczanem  dodecylu sodu wykazano, że 
białko to może dysocjować na m niejsze fragm enty  charakteryzujące się 
stałą sedym entacji około 3 S (13, 54, 55). Stwierdzono, że cząsteczka k a r­
boksylazy składa się z dużych i m ałych podjednostek. Masa cząsteczkowa 
dużej podjednostki białka izolowanego z liści buraka, szpinaku, ty toniu  
wynosi 52 000— 55 800 (12, 55, 56). Masa cząsteczkowa m ałej podjednostki 
karboksylazy otrzym anej z liści buraka, szpinaku, fasoli i bobu wynosi 
12 000— 16 000 (55— 57). Mała podjednostka izolowana w środowisku alka­
licznym posiada masę cząsteczkową 22 000— 24 500 (12, 57). N iektórzy
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autorzy  przypuszczają, że anorm alnie wysoka masa cząsteczkowa tego 
białka w środowisku alkalicznym  jest spowodowana dim eryzacją małej 
podjednostki (57). Jednak  według innych (58), pom iar lepkości właściwej 
m ałej podjednostki (w 0,1 M buforze fosforanow ym  o pH 12,0) wskazuje 
na możliwość w ystępow ania tego białka w postaci asym etrycznej i mo- 
nom erycznej również w środowisku alkalicznym .

Analiza składu aminokwasowego w ykazała znaczne różnice między 
zawartością poszczególnych am inokwasów w dużych i m ałych podjed- 
nostkach (7, 59). Bardziej interesujące w ydaje się jednak  porównanie 
zawartości am inokwasów w podjednostkach białka izolowanego z liścia 
różnych gatunków  (szpinaku, tytoniu, buraka). Skład am inokwasowy du­
żych podjednostek jest bardzo podobny. W yraźne różnice obserw uje się 
natom iast w składzie aminokwasowym  m ałych podjednostek (7). W związ­
ku z tym  przypuszcza się (7), że różne właściwości fizyko-chem iczne kar- 
boksylazy RuD P izolowanej z roślin gatunków  odległych od siebie pod 
względem filogenetycznym , mogą w ynikać głównie z odmiennego składu 
am inokwasowego i różnej budowy pierwszorzędowej m ałych podjedno­
stek. Badając karboksylazę RuDP izolowaną z roślin pokrew nych gatun­
ków wykazano, że duże podjednostki są zbudowane z reszt ponad 200 am i­
nokwasów, a m ałe z około 100 (59). Mapy peptydow e m ałych podjednostek 
charak teryzu ją  się dużą zmiennością. Natom iast odpowiadające sobie 
peptydy dużych podjednostek nieznacznie różnią się masą cząsteczkową 
oraz zaw artością tyrozyny.

Na podstaw ie chrom atografii peptydów  oraz oznaczenia m asy cząstecz­
kowej podjednostek stwierdzono, że karboksylaza RuDP z liści szpinaku 
i ty ton iu  składa się z 8 dużych i 6—8 m ałych podjednostek (12, 56). Sto­
sunek zawartości białka w dużych podjednostkach do zawartości białka 
w m ałych podjednostkach karbkosylazy wynosi w przypadku tytoniu 
71,8:28,2 a w przypadku szpinaku 73,3:27,7 (12).

Jedynie duże podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuDP charak­
teryzu ją  się aktyw nością enzym atyczną (60, 61).

V. Miejsca syntezy karboksylazy/oksygenazy RuDP

O trzym ane dotychczas dane wskazują, że cistrony kodujące obydwie 
podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuDP w ystępują w różnych m iejs­
cach kom órki. Jedną podjednostkę (małą) koduje DNA jądrowy, drugą 
(dużą) DNA chloroplastów (12, 62— 67). Badanie m iejsca syntezy m ałej 
i dużej podjednostki wym agało otrzym ania szeregu odpowiednich mię- 
dzygatunkow ych hybrydów, porównania pierwszorzędowej budowy pod­
jednostek oraz stosowania specyficznych inhibitorów  syntezy białka. 
E ksperym enty  genetyczne, w w yniku których następowało przekazyw a­
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nie charakterystycznych cech zakodowanych w DNA jądrow ym  lub 
w DNA chloroplastów, połączono z odpowiednimi badaniam i biochemicz­
nymi.

V -l. Mała podjednostka

Pyłek Nicotiana tabacum  zaw ierający kwas dezoksyrybonukleinow y 
jądrow y przenoszono na kom órki jajow e roślin innych gatunków  Nicotiana 
(N . glutinosa, N. glauca). O trzym yw ano hybrydy typu F! (12, 62). Małą 
podjednostkę karboksylazy RuDP izolowano z N. tabacum, N. glutinosa, 
N. glauca oraz z odpowiednich hybrydów  i poddawano traw ieniu  za po­
mocą chym otrypsyny i trypsyny. P rodukty  rozdzielano chrom atograficz­
nie i porównywano m apy peptydow e m ałych podjednostek. Pierw szorzę- 
dowa budowa m ałych podjednostek karboksylazy otrzym yw anych z m ie­
szańców N. ta b a c u m X N . glutinosa i N. tabacum~XN. glauca zaw ierała ce­
chy charakterystyczne dla pierwszorzędowej budowy m ałej podjednostki 
z N. tabacum. Po w ykorzystaniu tych cech jako wskaźników fenotypo- 
wych udowodniono, że właściwości m ałej podjednostki karboksylazy były 
przekazyw ane za pośrednictw em  DNA jądrowego. Dziedziczą się one zgod­
nie z praw am i M endla (62).

V-2. Duża podjednostka

Pierwszorzędowa budowa dużych podjednostek karboksylazy RuDP 
izolowanych z roślin różnych rodzajów (12) a także z roślin różnych ga­
tunków  tego samego rodzaju (59) jest bardzo podobna. Eksperym enty  ge­
netyczne jakim i posługiwano się podczas badania sposobu dziedziczenia 
właściwości m ałej podjednostki były niew ystarczające do w yjaśnienia 
sposobu dziedziczenia właściwości dużej podjednostki. W łaściwości dużej 
podjednostki nie podlegały bowiem dziedziczeniu według schem atu m en- 
dlowskiego. Sugerowano więc, że duża podjednostka karboksylazy RuD P 
jest kodowana przez DNA pozajądrow y (59). Badania genetyczne, które 
doprowadziły do potw ierdzenia tej hipotezy polegały na krzyżow aniu 
N. tabacum  z N. gossei a następnie na porów nyw aniu pierwszorzędowej 
budowy dużych podjednostek karboksylazy w yodrębnionych z liści roślin 
obydwu gatunków  Nicotiana i ich mieszańców (63). Do doświadczeń w y­
brano rośliny takich gatunków  Nicotiana, k tóre różnią się rozmieszczeniem 
geograficznym. Przypuszczano bowiem, że pierwszorzędowa budowa du­
żych podjednostek karboksylazy izolowanych z takich roślin może charak­
teryzować się odm iennym i właściwościami.

N. gossei jest gatunkiem  autochtonicznym  w A ustralii, a N. tabacum  
na terenach poza tym  kontynentem . Jeden  z peptydów, k tóre otrzym y­
wano w w yniku enzym atycznej hydrolizy dużej podjednostki karboksy­
lazy izolowanej z N. gossei nie występow ał w hydrolizatach dużych pod­
jednostek karboksylazy otrzym yw anych z liści roślin innych gatunków
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Nicotiana. Okazało się, że pierwszorzędowa budowa dużej podjednostki 
izolowanej z hybrydów  N. tabacum X N . gossei charakteryzow ała się obec­
nością tego peptydu, jeżeli podczas krzyżowania stosowano kom órki ja ­
jowe N. gossei. Jeżeli natom iast gam eta żeńska pochodziła z N. tabacum, 
a męska z N. gossei, duża podjednostka kai boksy lazy otrzym yw ana z m ie­
szańców tych gatunków  nie zawierała peptydu charakterystycznego dla 
dużej podjednostki karboksylazy RuDP z N. gossei. W nioskowano więc, 
że inform acja genetyczna o tym  peptydzie, a więc także o całej dużej pod- 
jednostce karboksylazy RuDP jest zakodowana w DNA pozajądrowym .

Wiadomo, że chloroplasty są w pewnym  stopniu autonom iczne pod 
względem genetycznym  (68). W kom órkach roślin potom nych poza geno­
mem, k tóry  powstał z genomu gam ety męskiej i żeńskiej są także geny 
chloroplastów, geny pozajądrowe, wniesione przez gametę żeńską. Mie­
szańce otrzym yw ane po skrzyżowaniu gam ety żeńskiej N. gossei i gam ety 
męskiej N. tabacum  posiadały DNA chloroplastów zaw artych w cyto- 
plazmie gam ety żeńskiej N. gossei. W ykazano więc, że inform acja gene­
tyczna o dużej podjednostce karboksylazy RuDP jest zakodowana w DNA 
chloroplastów i jest przenoszona cytoplazm atycznie (28, 63).

W yniki badań genetycznych potwierdzono za pomocą innych m etod 
(64, 67). Ponieważ rybosom y chloroplastów mogą stanowić 50% wszystkich 
rybosomów w komórce sądzono, że muszą one odgrywać istotną rolę 
w procesie syntezy białka. W doświadczeniach in vitro, znakowane am i­
nokwasy były włączane do białek chloroplastów wyizolowanych uprzed­
nio z siewek grochu (Pisum sa tivum ) (64). Po rozbiciu chloroplastów i w y­
konaniu elektroforezy rozpuszczalnych białek wykazano, że znakowane 
am inokwasy w ystępują w polipeptydzie, k tóry  następnie zidentyfikowano 
jako dużą podjednostkę karboksylazy RuDP. Także etioplasty izolowane 
z siewek grochu hodowanych w ciemności m ają zdolność do syntezy białka. 
Głównym produktem  tej syntezy jest duża podjednostka RuDP (69).

Stosując specyficzne inhibitory  syntezy białka wykazano, że m ała pod­
jednostka karboksylazy RuDP powstaje w układach rybosomów cytoplaz- 
m atycznych (67). Eksperym enty immunologiczne zastosowane do badania 
miejsca syntezy karboksylazy RuDP potw ierdziły istniejący pogląd, że 
m ała podjednostka tego enzym u syntetyzuje się w układach rybosom ów 
cytoplazm atycznych, a duża podjednostka w układach rybosom ów chloro­
plastów  (23).

V-3. Schematy syntezy

Jeden  z pierwszych schem atów syntezy karboksylazy/oksygenazy 
RuDP został zaproponowany w 1972 roku przez Kaw ashim ę i W ildmana 
(62). Przyjm ując, że DNA chloroplastów koduje, a mRNA przenosi infor­
m ację genetyczną o dużej podjednostre (62) uznano, że jej synteza za­
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chodzi na rybosom ach 70 S. Sądzono, że synteza m ałej podjednostki może 
się odbywać w układach rybosom alnych chloroplastów lub w układach 
rybosom alnych cytoplazmy.

B l a i r  i E l l i s  (64) stanęli na stanowisku, że syteza dużej pod­
jednostki karboksylazy RuDP zachodzi na rybosom ach 70 S. Jednocześnie 
zakładali oni, że m ała podjednostka syntetyzuje się poza chloroplastam i, 
a mianowicie na rybosom ach 80 S. Dopiero całkowicie uform owana mała 
podjednostka jest przenoszona do chloroplastów.

Bardziej rozszerzony schem at syntezy omawianego białka przedstaw ił 
E l l i s  w roku 1975 (66, 70).

Ryc. 4. Schemat syntezy karboksylazy RuDP (66).

Uważa on, że m ała podjednostka kontroluje syntezę dużej podjed­
nostki. A utor wskazuje także prawdopodobne m iejsca tej interw encji 
(linia przeryw ana na rycinie 4).

VI. Występowanie karboksylazy/oksygenazy RuDP w materiale roślinnym

K arboksylaza/oksygenaza RuDP w ystępuje w tkankach wszystkich 
roślin, k tóre zaw ierają chlorofil a i w niektórych roślinach nie m ających 
tego barw nika (7). Karboksylaza w ystępuje w chloroplastach roślin typu 
C3 oraz w chloroplastach izolowanych z kom órek pochwy okcłowiązkowej 
roślin typu C4 (71) *>. Chloroplasty otrzym ane z mezofilu roślin typu C4 nie 
zaw ierają karboksylazy RuDP. Brak jej powoduje, że stosunek zawartości

*) Porównaj artykuły: S. M a l e s z e w s k i  (1974), Post. Biochem., 20, 379—401; 
Z. K a n i u g a (1976), Post. Biochem., 22, 245—305.
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białka rozpuszczalnego do zawartości chlorofilu jest około 3-krotnie niższy 
w chloroplastach roślin C4 niż w chloroplastach roślin C3. W cytoplazmie 
kom órek mezofilu roślin C4 w ykryto  inny enzym uczestniczący w procesie 
w iązania C 0 2 w fotosyntezie, karboksylazę fosfoenolopirogronianu (kar­
boksylaza PEP, EC 4.1.1.31) (71— 73).

Rośliny niższe, takie jak  zielenice, sinice, purpurow e bakterie  siar­
kowe zawierające bakteriochlorofil charakteryzują  się aktyw nością k a r­
boksylazy RuDP, która odznacza się takim i samym i param etram i fizyko- 
-chem icznym i jak  karboksylaza RuDP z roślin wyższych (7). W zielonych 
bakteriach siarkowych i purpurow ych bakteriach niesiarkow ych w ystę­
puje karboksylaza RuDP o niższej masie cząsteczkowej niż karboksylaza 
z roślin wyższych. Aktywność enzym u ze w spom nianych bak terii zależy 
od stężenia Mg+2 i w artości pH (7).

VII. Uwagi końcowe

K arboksylaza/oksygeneza RuDP stanow i połowę rozpuszczalnych bia­
łek liści i prawdopodobnie jest jednym  z najpospolitszych białek, jakie w y­
stępują w roślinach. Odgrywa ona kluczową rolę zarówno w fotosyntetycz- 
nym  wiązaniu COz jak  i w procesie fotooddychania roślin, katalizuje więc 
dwie różne reakcje enzym atyczne. Procesy, które zachodzą pod wpływem  
karboksylazy/oksygenazy RuDP prowadzą do powstania różnych produk­
tów. Można sądzić, że obecność tego enzymu w roślinach przyczynia się 
do zachowania równowagi m iędzy fotosyntezą i fotooddychaniem .

A r ty k u ł n adszedł 14.5.1977; po re w iz ji  au torsk ie j o trzym an o 13.3.1978.
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GRAŻYNA MUSZYŃSKA *>

Modyfikacje cząsteczek białkowych jako narzędzie w  badaniu 
struktury i funkcji białek

Modification in Protein Molecules as a Tool for Examination of the 
Structure and Function of Proteins
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II-l. Modifications in protein molecule which change its optical properties
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Wykaz stosowanych skrótów: NBS — N-bromoimid kwasu bursztynowego; CNBr — 
bromocyjan; HNBB — bromek 2-hydroksy-5-nitrobenzylu; D A A — dwuazowa pochod­
na kwasu arsanilowego; DHT — dwuazo-l-H-tetrazol; DNP — dwunitrofenol; EDTA — 
sól sodowa kwasu etyleno-dwuaminoczterooctowego; TNM — czteronitrometan.

Jednym  z zasadniczych problem ów biologii m olekularnej jest badanie 
zależności aktyw ności enzym atycznej białek od ich s tru k tu ry  (1, 2). W ba­
daniu tego zagadnienia stosuje się takie m odyfikacje s tru k tu ry  białek, 
które prowadzą do zmiany ich aktyw ności enzym atycznej. Selektyw ne 
m odyfikacje chemiczne, zmieniające pojedyncze reszty  aminokwasowe 
okazały się przydatne do identyfikacji grup funkcyjnych enzymów. Po­
rów nanie właściwości natyw nego i zmodyfikowanego enzym u może w y­
jaśnić udział poszczególnych reaktyw nych ugrupow ań w katalizie enzy­
m atycznej. M etody chemicznej m odyfikacji grup czynnych enzymów 
przedstawiono uprzednio w Postępach Biochemii (3). Znaczenie m odyfi­
kacji chemicznych nie ogranicza się do zastosowania ich w badaniu cen­
trum  aktyw nego enzymów. M odyfikacje białek znalazły również zastoso­
wanie w badaniu pierwszorzędowej s tru k tu ry  enzymów do selektywnego 
rozszczepienia łańcuchów polipeptydowych. N iektóre m odyfikacje che­
miczne wyw ołują zmiany właściwości optycznych białek. Zostało to w y­
korzystane w badaniach zmian konform acji enzymów. Z kolei, un ierucha­
m ianie enzymów na nierozpuszczalnym  podłożu lub też wiązanie ich 
z przeciwciałam i stw arza nowe możliwości m etodyczne w badaniu m echa­
nizmu katalizy enzym atycznej.

I. Badanie pierwszorzędowej struktury białek

1-1. Selektywna, nieenzymatyczna degradacja białek

Poznanie sekwencji am inokwasów w białku ułatw ia określenie jego 
drugorzędowej i trzeciorzędowej s tru k tu ry  oraz umożliwia lokalizację 
grup funkcyjnych. Dzięki w ykorzystaniu oryginalnej m etody Edm ana (4) 
do autom atycznego oznaczania kolejności aminokwasów w łańcuchach 
polipeptydow ych (5) poznano I-rzędową budowę wielu białek. Znaczny 
rozwój techniki nie rozwiązał jednakże wszystkich problem ów i w dalszym 
ciągu określenie pierwszorzędowej s tru k tu ry  białek należy do najbardziej 
pracochłonnych kierunków  badań.
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Wiele trudności spraw ia otrzym anie peptydów o pożądanej wielkości, 
bowiem nie zawsze jest możliwe rozszczepienie wiązań peptydow ych 
w określonych m iejscach łańcucha. Dotyczy to przede wszystkim  białek 
globularnych, w których część łańcucha polipeptydowego zwana rdzeniem  
(core) jest uk ry ta  w głębi cząsteczki i nie ulega działaniu proteaz o wąskiej 
swoistości wobec rozszczepianych wiązań, takich jak  trypsyna (E.C. 
3.4.21.4) i chym otrypsyna (E.C. 3.4.21.1). Ponadto, enzym y te przestają  
działać zgodnie ze swoją swoistością, jeżeli hydrolizowane białko zawiera 
ponad 100 am inokwasów w cząsteczce. Proteazy o szerokiej swoistości — 
pepsyna (E.C. 3.4.23.1), papaina (E.C. 3.4.22.2) i elastaza trzustkow a I 
(E.C. 3.4.21.11) znalazły jedynie ograniczone zastosowanie do hydrolizy 
białek (6), ponieważ rozszczepiają białka na zbyt krótkie fragm enty, co 
u trudn ia  określenie kolejności poszczególnych fragm entów  w łańcuchu 
polipeptydowym .

Do degradacji białek zastosowano związki chemiczne, które mogą spe­
cyficznie modyfikować i selektyw nie rozszczepiać łańcuchy polipeptydowe. 
Związki te działają wybiórczo a hydroliza wiązania peptydowego zacho­
dzić może w takich miejscach, które nie podlegają działaniu enzymów 
proteolitycznych.

I - l .l .  Rozszczepienie łańcucha peptydow ego w efekcie  m odyfikacji reszty m etionylow ej przez
brom ocyjan

Jedną z najczęściej stosowanych m etod jest fragm entacja białek bro- 
m ocyjanem  (CNBr) selektyw nie reagującym  z resztam i m etioniny. W w y­
niku reakcji tworzą się pierścieniowe pochodne tego aminokwasu, czego 
konsekwencją jest pęknięcie łańcucha peptydowego. Reakcję przeprow a­
dza się w silnie kw aśnym  środowisku (0,1 N HC1 lub 70°/o kwas m rów ko­
wy) (7), a więc w w arunkach, w których aminowe i inne zasadowe grupy 
białek w ystępują w form ie uprotonow anej, co ochrania je przed działa­
niem brom ocyjanu (8). Ponadto, w środowisku o odczynie kwaśnym  białko 
w ystępuje w form ie niepofałdow anej, efektem  czego jest udostępnienie 
w szystkich grup m etionylow ych działaniu odczynnika.

Po raz pierwszy brom ocyjan zastosowano do fragm entacii rybonu- 
kleazy (E.C. 2.7.7.16) (9), a następnie w wielu innych białkach (10, 11). 
Po działaniu brom ocyjanem  N e u r a t h i wsp. (12) otrzym ali 4 fragm en­
ty  z karboksypeptydazy A (E.C. 3.4.2.1), co znacznie ułatw iło oznaczanie 
sekw encji am inokwasów tego enzym u i izolowanie fragm entu zaw iera­
jącego centrum  aktyw ne (13, 14).

Szczególnie owocne okazało się zastosowanie brom ocyjanu w badaniu 
s tru k tu ry  sojowego inhibitora enzymów proteolitycznych. Inhibitor so­
jow y (inhibitor Bowm ana-Birka) jest polipeptydem  składającym  się 
z 71 aminokwasów. Jego s tru k tu rę  trzeciorzędową usztyw nia 7 wiązań 
dwusiarczkowych (11). Zwartość s tru k tu ry  inhibitora jest podstawą jego
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trw ałości w wysokich tem peraturach , a także przy pH o niskich w ar­
tościach. Inhibitor Bow m ana-Birka jest oporny na działanie enzymów 
proteolitycznych. Jednak  po reakcji brom ocyjanu z resztą m etionylową 
przy M et 27, następcze traw ienie pepsyną prowadzi do rozbicia inhibitora 
na dwa fragm enty, które po rozdzieleniu w ykazują niezależnie zdolność 
ham owania. Fragm ent I hamował aktyw ność trypsyny, natom iast frag ­
m ent II — chym otrypsyny (Ryc. 1).

Hyc. 1. Rozszczepienie cząsteczki sojowego inhibitora Bowmana-Birka bromocyjanem
i pepsyną (11)

Pow stałe fragm enty w ykazyw ały  różną specyficzność w obec proteaz, fragm ent I ham ow ał ak tyw ­
ność trypsyny, fragm ent II — chym otrypsyny. Reszty am inokw asow e zaznaczone podw ójną linią  
są grupami funkcyjnym i inhibitora.

Rozdzielenie inhibitora Bowm ana-Birka na dwa funkcyjnie odrębne 
fragm enty  bezpośrednio wskazuje, że jest on inhibitorem  ,.dwugłowym ” 
(double headed). Każdy człon inhibitora w ykazuje niezależną zdolność 
ham ow ania wobec różnych enzymów proteolitycznych (11). Miejscem 
wiążącym  trypsynę jest sekwencja Lys 16-Ser 17, a miejscem wiążącym 
chym otrypsynę sekwencja Leu 43-Ser 44. Obydwa fragm enty  inhibitora 
sojowego cechuje podobna s tru k tu ra  pierwszorzędowa wokół centrum  
aktyw nego i takie samo rozmieszczenie m ostków dwusiarczkowych. To 
niezw ykle duże podobieństwo przestrzenne obszarów ham ujących ak tyw ­
ność trypsyny  i aktyw ność chym otrypsyny świadczy, że o specyficzności 
inhibitora sojowego decydują pojedyncze reszty  bezpośrednio wiążące 
inhibitor z enzymem. Jest to lizyna 16 lub leucyna 43.

Zastosowanie brom ocyjanu ułatw iło także oznaczanie sekw encji am i­

ŃH
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nokwasów niektórych peptydów  otrzym anych z ureazy (E.C. 3.5.1.5)? 
Działanie brom ocyjanem  było również pierwszym  etapem  częściowej de­
gradacji cząsteczki album iny z osocza ludzkiego (15, 16).

1-1.2. Rozszczepienie wiązań peptydow ych przez N-bromoim id kwasu bursztynow ego

Drugim  związkiem często stosowanym  do hydrolizy wiązań peptydo­
wych jest N-bromoimid kwasu bursztynowego (NBS). NBS preferencyjnie 
rozszczepia wiązania m iędzy tryptofanem  a dowolnym aminokwasem  
(Trp-X), a także hydrolizuje w ograniczonym  zakresie wiązania Tyr-X  
(17— 19). Rozszczepienie wiązań His-X jest także możliwe, ale może ono 
nastąpić dopiero po wcześniejszej hydrolizie wiązań Trp-X  i Tyr-X . Wią­
zania tworzone przez grupę karboksylową aminokwasów arom atycznych 
są podatne na działanie NBS w tem peraturze pokojowej, natom iast u tle ­
nienie imidazolowego pierścienia h istydyny prowadzące do hydrolizy wią­
zania peptydowego następuje dopiero w wyższych tem peraturach  (7). Roz­
szczepienie wiązań peptydow ych prowadzi się w środowisku kwaśnym  
(pH 4) przy 3 do 6 krotnym  nadm iarze NBS (20).
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Ryc. 2. Położenie w strukturze rybonukleazy wiązań hydrolizowanych przez N-bro­
moimid kwasu bursztynowego (NBS) (6)

Innym  przykładem  działania NBS jest rozszczepienie sześciu wiązań 
po Tyr-X  w rybonukleazie (6) (Ryc. 2). NBS najefektyw niej hydrolizuje 
wiązanie Tyr — Ser, podczas gdy tylko w stopniu m inim alnym  rozszcze­
pia wiązanie Tyr-Cys. Przekształcenie w cząsteczce rybonukleazy, cysteiny 
w jej pochodną karboksym etylow ą znacznie zwiększyło efektyw ność hyd-
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rolizy wiązania Tyr-Cys (6). W ynika z tego, że chemiczne przekształcenie 
reszt sąsiadujących zwiększa wydajność rozszczepienia poszczególnych 
wiązań tyrozylow ych rybonukleazy przez NBS.

Do porów nania budowy cytochromów różnego pochodzenia zastoso­
wano technikę jednoczesnej hydrolizy brom ocyjanem  i N-bromoimidem  
kw asu bursztynow ego (21). W ystępowanie sekw encji Trp-G ly wykazano 
w cytochrom ach serca człowieka, wołu i tuńczyka, natom iast sekwencje 
T rp-Y ys w cytochrom ie z serca konia. Sekwencje M et-Glu i M et-Ileu 
w ystępow ały we wszystkich badanych cytochrom ach c. W cytochromie 
z serca człowieka w ystępuje tylko jedna reszta tryptofanylow a (22), zaj­
m ująca 59-tą pozycję w łańcuchu polipeptytowym . W ystępuje ona też 
w tej pozycji we wszystkich dotychczas zbadanych cytochrom ach (23, 24). 
Identyfikacja am inokwasów sąsiadujących z tryptofanem  59 stanowi uży­
teczne k ry te rium  w ykryw ania podobieństw lub różnic s truk tu ra lnych  
w cytochrom ach. Badania dwudziestu pięciu cytochromów otrzym anych 
ze zw ierząt i roślin różnych gatunków , w ykazały identyczność dużych 
odcinków sekw encji aminokwasowej oraz dowiodły, że cytochrom y po­
chodzące z organizmów zaliczanych do blisko spokrew nionych gatunków  
cechują się tą samą lub bardzo zbliżoną sekw encją aminokwasów. Większa 
liczba zmian w struk tu rze  pierwszorzędowej oznacza większy dystans 
ew olucyjny badanych organizmów (23, 25).

1-2. Modyfikacje zmieniające podatność białek na hydrolizę

1-2.1. N ow e m iejsca  w łańcuchu polipeptydow ym  w rażliw e na działanie proteaz

W niektórych  przypadkach m odyfikacja łańcuchów bocznych w biał­
kach u łatw ia działanie enzymów proteolitycznych. Odpowiednia m odyfi­
kacja seryny  i cysteiny prowadzić może do utw orzenia analogu s tru k tu ra l­
nego lizyny. Dzięki tem u trypsyna może hydrolizować białko w m iejscu

CH-

1,81 A
I 1

----- CONH— CH— CONH — I__ S 3,62 A
pH 8,6 i

l
— CONH— CH— CONH—

l L
—  CONH----- CH —  CONH —

Reszta cysteiny Reszta Holizyny Reszta lizyny

Ryc. 3. Schemat przekształcenia cysteiny w tiolizynę (7)

powstałego analogu. Na przykład zastosowanie am inoetylacji łańcucha 
(3-insuliny etylenoim idem  prowadzi do przekształcenia cysteiny w tiolizy­
nę (26) (Ryc. 3). Porów nując właściwości s truk tu ra lne  lizyny i tiolizyny
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można zauważyć, że zmiana grupy m etylow ej lizyny na atom  siarki tioli- 
zyny nie zmienia w sposób isto tny s tru k tu ry  przestrzennej am inokwasu. 
W artości prom ienia Van der W aalsa atom u siarki i grupy m etylenow ej są 
zbliżone, a łańcuch boczny tiolizyny jest tylko o 0,54 A dłuższy od łańcu­
cha bocznego lizyny. Podobieństwo struk tu ra lne  tiolizyny i lizyny powo­
duje, że wiązanie po tiolizynie jest również hydrolizowane przez trypsynę.

Am inoetylację cysteiny zastosowano do oznaczenia s tru k tu ry  pierwszo­
rzędowej inhibitora trypsyny  z glisty dżdżownicowatej (Ascaris lumbri- 
coides) (27). Inhibitor niezm odyfikowany, po utlenieniu  kwasem  nad- 
m rów kowym  ulegał rozszczepieniu przez trypsynę na osiem fragm entów  
T i-T 8 (Ryc. 4). W kolejnym  eksperym encie aminowe grupy lizyny acety- 
lowano bezwodnikiem  kwasu octowego, co uniemożliwiało w tych m iejs­
cach działanie trypsyny. A cetylow any inhibitor redukow ano m erkaptoeta- 
nolem a powstałe grupy SH cysteiny am inoetylowano etylenoim iną (27). 
A lkilacja cysteiny do tiolizyny prowadziła do pojaw ienia się w białku no­
wego m iejsca wrażliwego na działanie trypsyny; mogła ona hydrolizować 
zm odyfikowany inhibitor zarówno w m iejscu alkilacji, jak  i po niezm ie­
nionej reszcie arginylow ej. W w yniku hydrolizy otrzym ano 13 pepty- 
dów AEi-AE13. Celem ustalenia kolejności otrzym anych fragm entów  po-

Ryc. 4. Zmiana podatności inhibitora trypsyny z glisty dżdżownicowatej na hydrolizę
trypsyną (27)

Odcinki T1!—T8 otrzym ano w  w yniku hydrolizy utlenionego inhibitora trypsyną, odcinki AE,—AEU 
otrzym ano po hydrolizie trypsyną am inoetylow anej pochodnej inhibitora. Linią przeryw aną za­
znaczono now e m iejsca podatne na hydrolizę trypsyną.

5 Postępy B iochem ii
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rów nano wspólne sekwencje nakładających się peptydów  (otrzym anych 
w obu opisanych postępowaniach). S tru k tu rę  pierwszorzędową inhibitora 
trypsyny  ustalono dzięki porównaniu wspólnych sekwencji. W yniki ilu ­
s tru je  rycina 4.

Udział grup hydroksylow ych w aktyw ności biologicznej wielu białek 
stw arza konieczność badania sekw encji wokół reszt serylowych. Jednakże, 
żaden ze znanych enzymów proteolitycznych nie hydrolizuje selektyw nie 
wiązania peptydowego przy reszcie serylow ej. W 1969 r. P a t c h o r n i k  
i wsp. (28) przekształcili serynę w tiolizynę w peptydach. Przem iana 
reszty  serylowej w tiolizylową obejm uje kilka reakcji pośrednich. P ierw ­
szym etapem  jest tosylacja seryny chlorkiem  p-toluenosulfonowym  pro­
wadząca do powstania O-tosylo-L-seryny (7). Następnie w w yniku reakcji 
tosylopochodnej z cysteam iną pow staje tiolizyna (28, 29). (Przekształcenie 
seryny w inny aminokwas — dehydroalaninę — znalazło również zastoso­
wanie w badaniach centrum  aktyw nego enzymów, porównaj Rozdz. II-2.2).

M odyfikacje chemiczne innych aminokwasów, na przykład tyrozyny 
mogą również ułatw ić hydrolizę wiązań przez specyficzne enzym y pro­
teolityczne. Tak właśnie chym otrypsyna efektyw nie hydrolizuje wiązanie 
peptydow e przy nitrotyrozynie (30) mimo znacznych różnic fizykoche­
m icznych między tyrozyną i n itro tyrozyną (20, 31).

1-2.2. M odyfikacje ograniczające zasięg enzym atycznej i chem icznej degradacji białek

Ograniczenie zasięgu enzym atycznej lub chemicznej degradacji białek 
prowadzi do uzyskania peptydów  o dłuższych łańcuchach, co często u ła ­
twia ustalenie sekwencji am inokwasów w cząsteczkach białek. Aby ogra­
niczyć możliwość chemicznych rozszczepień wiązań peptydow ych przepro­
wadzono m odyfikację tyrozyny, względnie tryp tofanu , po czym dopiero 
poddawano białko badane hydrolizie chemicznej.

Odczynnik Koshlanda (bromek 2-hydroksy-5-nitrobenzylu — HNBB) 
alk ilujący pierścień indolowy tryptofanu , skutecznie ochrania przed hyd­
rolizą wiązanie peptydowe przy jego grupie karboksylowej. Cząsteczka 
lizozymu (E.C. 3.2.1.17) zaw ierająca sześć zm odyfikowanych działaniem  
HNBB reszt tryptofanylow ych i trzy  reszty  tyrozylowe (niezmienione), 
ulega rozszczepieniu po niezm odyfikowanych resztach tyrozylow ych (32). 
Podobnie, ozoniowanie podwójnych wiązań pierścienia indolowego ochra­
nia wiązanie Trp-X  przed działaniem  tego odczynnika. W ykazano to 
w przypadku ozoniowania lizozymu i a-łańcucha ludzkiej hemoglobi­
ny (33).

O -dw unitrofenylacja (34), O -acetylacja oraz O -karboksybenzoiloksy- 
lacja (35) powodują m odyfikację reszt tyrozylowych. W w yniku tych mo­
dyfikacji NBS nie rozszczepia wiązań Tyr-X , natom iast podatność wiązań 
T rp-X  pozostaje bez zm iany (7).

M odyfikacje chemiczne ograniczać mogą również hydrolizę enzym a­
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tyczną białek. Trypsyna, jeden z najbardziej swoistych enzymów proteoli­
tycznych, rozszczepia łańcuch polipeptydow y jedynie po argininie i lizy­
nie. G rupa £-aminowa lizyny jest niezwykle reaktyw nym  nukleofilem, 
łatw o ulegającym , zwłaszcza przy pH 8— 10, odw racalnym  i nieodw racal­
nym  m odyfikacjom. Z tego powodu większość m etod chemicznego ograni­
czenia proteolizy polega na m odyfikacji tej grupy, co w efekcie ogranicza 
hydrolityczne działanie trypsyny  do wiązań po argininie (7, 36). K arba- 
m oilacja £-aminowych grup lizyny cyjanianem  potasu prowadzi do po­
w stania hom ocytruliny (37). K arbam oilacja inhibitora trypsyny  z siary 
krów  (CTI) powodowała m odyfikację lizyny 18 w aktyw nym  centrum  
inhibitora (Rozdz. II-2.2). Okazało się, że trypsyna nie rozszczepia w iąza­
nia w którym  grupa karbonylow a pochodzi ze zm odyfikowanej lizyny (38). 
M u s z y ń s k a  i K l e c z k o w s k i  (39) stw ierdzili, że 30°/o grup e-ami- 
nowych lizyny w arginazie (E.C. 3.5.3.1) z w ątroby wołu, ulegało prze­
kształceniu w hom ocytrulinę w w yniku karbam oilacji cyjanianem . Po 
traw ieniu  tak  zmodyfikowanego enzym u trypsyną uzyskano niższą (w po- 
rów aniu z traw ieniem  natyw nej arginazy) liczbę peptydów.

Przekształcenie lizyny w hom oargininę O-metyloizomocznikiem ogra­
nicza również działanie trypsyny  (40). W m erkuropapainie siedem z ośmiu 
w ystępujących reszt lizylowych ulega m odyfikacji O-metyloizomoczni­
kiem, czego konsekwencją jest zmniejszona podatność tego białka na 
traw ienie trypsyną (41). Podobnie w guanidynow anej a-laktoalbum inie, 
trypsyna nie hydrolizuje w iązania peptydowego hom oarginina-X  (42). 
Trypsyna hydrolizuje jednak wiązanie hom oarginina-alanina w guanidy- 
nowanym  inhibitorze enzymów proteolitycznych z siary krów, lecz szyb­
kość hydrolizy tego wiązania jest znacznie m niejsza niż wiązania 
Arg-Ala (38).

Podstaw ienie dodatnio naładow anych grup aminowych bezwodnikiem 
kwasu bursztynowego powoduje powstanie w ich m iejscu grup ujem nych, 
co daje w efekcie zmianę ładunku netto  o dwie jednostki ( +  1 -> —1). Tak 
duże zm iany w oddziaływaniach elektrostatycznych mogą mieć istotne 
konsekwencje s tru k tu ra ln e  i funkcjonalne (20). W zmodyfikowanej adre- 
nokortykotropinie (ACTH) trypsyna nie a taku je  wiązań m iędzy sukcy- 
nylow aną lizyną a dowolnymi resztam i, a rozszczepieniu ulegają jedy ­
nie wiązania A rg-X  (43).

A cetylacja bezwodnikiem  kwasu octowego zobojętnia dodatni ładu­
nek grup am inowych ( +  l -> 0 ) ,  co rów nież uniemożliwia działanie try p ­
syny w m iejscu w ystępow ania zmodyfikowanej lizyny (42).

Selektyw na m odyfikacja grup guanidynow ych argininy 2,3-butano- 
dionem (44, 45, 46) oraz 1,2-cykloheksanodionem (47) uniemożliwia dzia­
łanie trypsyny  w m iejscach w ystępow ania zmodyfikowanego am ino­
kwasu.

Zastosowanie m odyfikacji prowadzących do zm iany podatności w ią­
zań na hydrolizujące działanie proteaz pozwoliło na badanie sekwencji
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am inokwasów ciężkiego i lekkiego łańcucha imm unoglobulin (48). Za­
blokowanie dodatnich ugrupow ań lizyny — bezwodnikiem kwasu bursz­
tynowego i argininy — 1,2-cykloheksanodionem uniem ożliwiało działanie 
trypsyny  w tych miejscach. W w yniku redukcji dw utiotreitolem  m ostków 
dwusiarczkowych, a następnie am inoetylacji tych grup, uzyskano dodat­
kowe m iejsca podatne na traw ienie trypsyną. Otrzym ano więc możliwość 
rozszczepienia cząsteczki im m unoglobuliny przy resztach tw orzących 
m ostki dwusiarczkowe. S l o b i n  i S i n g e r  (48) charakteryzując w y­
odrębniony w ten  sposób lekki i ciężki łańcuch im m unoglobuliny suge­
row ali wspólne pochodzenie ewolucyjne obu polipeptydów.

1-3. Zastosowanie unieruchomionych peptydaz do degradacji białek

Enzym y proteolityczne związane z nierozpuszczalnym  podłożem w y­
korzystano do badania pierwszorzędowej budowy białek. Mogą one być 
używ ane wielokrotnie i łatwo można je usunąć z m ieszaniny inkubacyj- 
nej, unikając w ten  sposób zanieczyszczenia produktów  końcowych. N aj­
częściej stosowanym i nośnikam i są: aktyw ow ana chemicznie agaroza lub 
usieciowany dekstran  typu Sephadex. W iązanie białko — nośnik ma cha­
rak te ry  kowalencyjny; przy czym najczęściej z nośnikiem wiążą się wolne 
grupy aminowe enzymu. Unieruchom ione pochodne endopeptydaz, takich 
jak  trypsyną i papaina, z dużą wydajnością hydrolizują niskocząsteczko- 
we i wysokocząsteczkowe substra ty  (49).

Szeroka specyficzność substratow a karboksypeptydazy Y (E.C. 3.4.12.1) 
czyni tę egzopeptydazę przydatną do oznaczania C-końcowych sekw encji 
aminokwasowych (50). W ykazano (51), że karboksypeptydaza Y u n ieru ­
chomiona na heksam etylenodw uam ino agarozie ( S e p h a r o s e  C1-4B, 
Pharmacia) efektyw nie hydrolizuje modelowe peptydy składające się 
z kilkunastu  aminokwasów.

II. Badanie konformacji i funkcji białek

W badaniu zależności m iędzy s tru k tu rą  białek a ich funkcją enzym a­
tyczną istotną rolę odgrywają określone m odyfikacje s truk tu ra lne . N aj­
bardziej przydatne są selektyw ne m odyfikacje chemiczne, k tóre bezpo­
średnio w pływ ają na funkcję enzym atyczną.

II-l. Modyfikacje cząsteczki białka zmieniające jej właściwości optyczne

Zm iany konform acyjne białka enzym atycznego wywołane przez sub­
s tra t lub inne składniki reakcji enzym atycznej można badać przez w pro­
wadzenie do cząsteczki enzym u grup optycznie czynnych, lub grup na­
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byw ających aktyw ność optyczną po połączeniu z białkiem. G rupy takie są 
wrażliwe na zm iany konform acyjne w otaczającym  je obszarze cząsteczki 
danego białka (ang. environmentally sensitive groups) nazywane są dla­
tego niekiedy grupam i sprawozdawczym i (ang. reporter groups). Zmia­
nom konform acji cząsteczek enzymu towarzyszą zmiany otoczenia w bu­
dowanych grup sprawozdawczych, co można obserwować spektralnie. 
W w yniku takich zmian następuje zmiana widma absorpcyjnego badanego 
białka (52). N ajbardziej przydatne jako grupy sprawozdawcze są arom a­
tyczne azo-pochodne w ykazujące silne pasmo pochłaniania w obszarze 
św iatła widzialnego. Zagadnienia te przedstaw iono bardziej wyczerpu­
jąco w artyku le  dotyczącym spektrochem icznych badań konform acji 
enzymów (53).

II-2. Modyfikacje reszt aminokwasowych w centrum aktywnym enzymów

Jedną z m etod badania centrum  aktyw nego enzymów jest modyfiko­
wanie grup czynnych enzymu, a następnie ustalanie zależności między 
liczbą zm odyfikowanych reszt aminokwasowych, a aktywnością katali­
tyczną (3). W dalszych etapach badań konieczna jest lokalizacja zmody­
fikow anych reszt w pierwszorzędowej s truk tu rze  enzymu.

II-2.1. Z astosow anie metod im m unologicznych do lokalizacji zm odyfikow anych grup

Największą trudność w lokalizacji m iejsca m odyfikacji w cząsteczce 
enzym u spraw ia izolowanie peptydu, zawierającego resztę zmodyfikowa­
ną, spośród produktów  degradacji badanego enzymu. Powszechnie sto­
sowane konw encjonalne m etody rozdzielania peptydów są pracochłonne 
i mało w ydajne.

Bardzo użyteczną okazała się zaproponowana w 1970 roku przez 
G i v o 1 a i wsp. (54) immunologiczna m etoda izolowania zmodyfikowa­
nych peptydów z m ieszaniny produktów  degradacji znakowanych specy­
ficznie białek. W ykorzystano do tego celu specyficzne przeciwciała. Zmo­
dyfikow ane chemicznie białko posiada odm ienne od niezmodyfikowanego 
właściwości antygenow e, co stw arza możliwości zastosowania przeciw­
ciał do izolowania peptydów  zaw ierających tę grupę (55). Surowice od­
pornościowe, otrzym ane przez imm unizację zw ierząt za pomocą zmody­
fikow anych białek, praktycznie nie reagują z białkam i natyw nym i, na­
tom iast oddziaływują z wszystkim i białkam i zm odyfikowanymi działa­
niem  tego samego odczynnika. W m etodach immunologicznych zastoso­
wano białka m odyfikowane dwuazową pochodną kwasu arsanilowego 
(DAA), dw uazo-l-H -tetrazolem  (DHT), dw unitrofenolem  (DNP) oraz 
białka sprzężone z n itrotyrozyną. Zm odyfikowane białka służyły jako 
an tygeny i wyw oływ ały silne reakcje odpornościowe (Tabela). Powstałe 
przeciwko tym  antygenom  przeciwciała izolowano z osocza krwi imm u-
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nizowanych zwierząt. Początkowo do oczyszczania przeciwciał stosowano 
tak  zwane im m unosorbenty. Im m unosorbent stanowił połączenie hapte- 
nu prostego *> związanego bezpośrednio lub poprzez białko z agarozą. 
Im m unosorbent selektyw nie wiązał specyficzne przeciwciała (13, 56, 57, 
58), które eluow ano 0,1 M kwasem octowym (56, 57, 58) lub 1 M am onia­
kiem (13). W tych w arunkach występowała jednak częściowa inaktyw a- 
cja przeciwciał. Dlatego więc, ostatnio oczyszczano przeciwciała frakcjo­
nując białka siarczanem  amonu, a następnie stosując wym ieniacze jono­
we (30). Przeciw ciała unierucham iano na aktyw ow anej brom ocyjanem  
agarozie. W celu lokalizacji m iejsca m odyfikacji badane białko podda­
wano działaniu enzymów proteolitycznych. Z m ieszaniny otrzym anych 
peptydów  izolowano zmodyfikowane fragm enty  łańcucha polipeptydow e- 
go na kolumnie z unieruchom ionym i przeciwciałam i (Ryc. 5). Ponad 95°/o 
zm odyfikowanych peptydów  wiązało się efektyw nie z przeciwciałam i. 
Kolum n z przeciw ciałam i używać można wielokrotnie bez dużych s tra t 
w ich aktyw ności (30, 58).

Tabela
Wiązanie zmodyfikowanych peptydów z przeciwciałami*)

Lp. Antygen Źródło pochodzenia zmodyfiko­
Miejsce

modyfikacji Piśmien­
(hapten-białko) wanych peptydów**) w enzymie nictwo

1 DNP-albumina DNP-rybonukleaza Lys 41 56
2 DAA-albumina DAA-karboksypeptydaza A Tyr 19, 248,277 56
3 DNP-albumina DNP-lizozym***) Tyr 23 57
4 DAA-ovoalbumina DAA-karboksypeptydaza A Tyr 248 13
5 Nitrotyrozylo-

albumina Nitro-lizozym Tyr 20, 23 58
6 Nitrotyrozylo-

albumina Nitro-karboksypeptydaza A preferencyjnie 
Tyr 248, w 
mniejszym stop­
niu
169)277)240

30

7 DHT-albumina DHT-karboksypeptydaza A Tyr 248 59

*> Przeciwciała otrzymano z surowicy krwi zwierząt uprzednio immunizowanych zmodyfikowanym białkiem. 
Po oczyszczeniu specyficznych przeciwciał unieruchomiono je na nierozpuszczalnym nośniku.

**’ Zmodyfikowane peptydy otrzymywano po proteolitycznej hydrolizie enzymów.
***> Lizozym poddawano kolejno nitrowaniu, redukcji nitro-pochodnej do amino-pochodnej i dwunitrofenylacji, 

co prowadziło do powstania reszty D N P-N H j tyrozylowej.

*) Hapteny zwane są antygenami resztkowymi lub antygenami niekompletnymi.
Hapteny proste są to niskocząsteczkowe związki chemiczne, które po połączeniu
z białkiem nabywają zdolność pobudzania organizmu do wytwarzania przeciwciał, 
a zatem stają się pełnowartościowymi antygenami (przyp. autora).
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W ykorzystanie związanych przeciwciał jako narzędzia do izolowania 
zm odyfikowanych peptydów  okazało się też użyteczne w badaniach sek­
w encji aminokwasowej enzymów. Lokalizacja miejsca m odyfikacji umoż­
liwia bliższą charak terystykę  grup dostępnych m odyfikacji i w konsek­
w encji pozwala na identyfikację grup funkcyjnych. Na uw agę zasługuje 
fakt, że grupy w ystępujące w centrach aktyw nych enzymów, na przy­
kład tyrozyna 248 w karboksypeptydazie A, lizyna 41 w rybonukleazie, 
u legają szczególnie łatwo m odyfikacjom  (Tabela). Problem  reaktyw ności 
grup funkcyjnych enzymów omówiono w następnym  artyku le.

Ryc. 5. Izolowanie peptydów nitroty- 
rozylowych z hydrolizatu zmodyfiko­
wanej karboksypeptydazy A, przy uży­

ciu chromatografii powinowactwa 
P rzeciw ciała przeciw ko n itrotyrozynie unie­
ruchom ione b yły  na agarozie (Sepharose 4-B) 
(30).
O absorpcja przy 278 nm (oznaczenie białka), 
A  absorpcja przy 381 nm (oznaczenie reszt 

nitrotyrozylow ych).

0,5

0.4

e
0,3 =

0,2

0.1

nr frakcji

W ostatnich latach m etody immunologiczne znalazły zastosowanie 
w następujących badaniach: s tru k tu ry  determ inantów  antygenow ych (60, 
61, 62), centrum  aktyw nego przeciwciał (63, 64, 65), m iejsc wiązania prze­
ciwciał na powierzchni enzym u (66) oraz w badaniach ogólnej konfor­
m acji białek (67, 68, 69, 70, 71). Unieruchom ione przeciwciała zastosowa­
no także do oczyszczania enzymów. Daddona i K elley (72) o trzym ali frak ­
cję Y-globulin specyficznych dla handlowego prepara tu  deam inazy adeni- 
nowej (E.C. 3.5.4.4) z jelit cielęcia. Przeciwciała te wiązały deaminazę 
adeninow ą z ery trocytów  ludzkich. Po rozbiciu kom pleksu przeciwciało- 
-enzym  otrzym ano jednorodną 800 000 razy oczyszczoną deam inazę ade­
ninową z 35°/o wyjściową aktyw nością enzymu. W podobny sposób, na ko­
lum nie z unieruchom ionym  im m unosorbentem , oczyszczono około 2 000- 
-k ro tn ie  a-m annozydazę (E.C. 3.2.1.24) (73).

http://rcin.org.pl



360 ' G. M USZYŃSKA

II-2.2. „M utacje” chem iczne i enzym atyczne pojedynczych  am inokw asów  funkcyjnych

Zmiana pojedynczej grupy lub zam iana jednego am inokwasu na inny 
jest jedną z najbardziej skutecznych m etod w yjaśniania roli poszczegól­
nych grup w katalizie enzym atycznej. Przekształcenia pojedynczej reszty  
aminokwasowej w cząsteczce białka można dokonać chemicznie, zaś za­
m ianę reszt — enzym atycznie. S t r u m e y e r ,  W h i t e  i K o s h l a n d  
(74) działając chlorkiem  p-toluenosulfonowym  a następnie w odorotlen­
kiem sodowym przekształcili serynę w centrum  aktyw nym  chym otryp- 
syny w dehydroalaninę (Ryc. 6a). Tak zmodyfikowana chym otrypsyna na ­
zwana anhydrochym otrypsyną nie wykazywała aktyw ności enzym atycz­
nej, co świadczyło, że hydroksylowa grupa seryny odgrywa istotną rolę 
w katalitycznej funkcji natyw nego enzym u (74). Przekształcenie seryny 
w dehydroalaninę wywoływało znaczne zm iany właściwości chemicznych 
enzymu. Podjęto zatem  próby takiego m odyfikowania reszty seryny, by 
była ona s truk tu ra ln ie  i chemicznie podobna do natyw nej seryny  (75).

c h 2o h  c h 2

a> - N H —CH—C O - -tOSylacjl  -N H —C—C O -
reszta seryny reszta dehydroalaniny

c h 2o h  c h 2o s o 2c h 2c 6h <
isCHzSOzF^

-H F
b) _  NH—CH—CO -  - - ^ ^ CHAS02F, _  NH—CH—CO -

reszta seryny
O CH2SCCH3 c h 2sh
II '  I I

+ CH3CS- -  NH—CH—CO -  + H 2Q -  NH—CH—CO -  
— C6HjCH2S03 —CH3C0 2 reszta cysteiny

Ryc. 6. „Chemiczne mutacje” chymotrypsyny poprzez przekształcenie seryny w de­
hydroalaninę (a) oraz przekształcenie seryny w centrum aktywnym subtilopeptydazy

A w cysteinę (b) (74, 78)

Podobną chemicznie i przestrzennie do grupy hydroksylowej seryny  jest 
grupa tiolowa cysteiny. Prom ienie Van der Waalsa w przypadku tlenu 
wynoszą 1,40 A i w przypadku siarki 1,85 A (76), a więc zmiana OH na 
SH może wywołać niewielkie tylko zm iany wielkości grupy funkcyjnej 
(o około 0,4 A). Ponadto grupa SH jest bardziej reaktyw na niż grupa OH, 
jako nukleofil inicjujący reakcję. Metodę przekształcenia seryny w cy­
steinę zastosowano do badania subtilppeptydazy A (E.C. 3.4.4.16), ponie­
waż enzym ten  nie zawiera wiązań dwusiarczkowych, które w w arunkach  
reakcji mogą ulec hydrolizie do grup sulfydrylow ych (75). Ponadto enzym 
ten  posiada serynę w centrum  aktyw nym , którą można blokować dwuizo- 
propylofluorofosforanem  (77). W w yniku reakcji grupy hydroksylow ej na­
tyw nej subtilopeptydazy A z fluorkiem  fenylom etanosulfonylu, a następ­
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nie tiooctanu (Ryc. 6b) pow staje grupa SH (78). W przeciw ieństw ie do na- 
tyw nej subtilopeptydazy A, nowopowstały tioenzym  jest ham ow any przez 
pCMB, lecz nie jest ham ow any przez dwuizopropylofluorofosforan (79). 
Zm iana grupy OH na SH nie wyw ołuje zmiany właściwości fizykochem icz­
nych enzymu, co wykazano poprzez badania sedym entacji, ruchliwości 
elektroforetycznej, składu aminokwasowego, fluorescencji, pochłaniania 
w ultrafiolecie oraz reaktyw ności reszt tryptofanylow ych (80). Począt­
kowe badania wykazały, że tiosubtilopeptydaza A jest enzym atycznie 
czynna w stosunku do niektórych substratów  nitrofenylow ych (78). Na 
podstaw ie tych badań P o l g a r  i B e n d e r  (79) w yrazili przypuszczenie, 
że m echanizm  reakcji obu form  enzym u jest podobny. W w yniku reakcji 
z substra tem  w subtilopeptydazie A powstaje acyloenzym, natom iast 
w tiosubtilopeptydazie A tioestrow a pochodna enzym u (79). Jednakże p ra ­
ce N e e t a  i K o s h l a n d a  (75, 80) wykazały, że po przekształceniu 
grupy hydroksylow ej w sulfhydrylow ą w aktyw nym  centrum  enzymu, 
aktyw ność enzym atyczna wobec substratów  estrow ych i peptydow ych 
obniżała się ponad 100-krotnie. Zastanaw iające jest dlaczego tak małe 
zm iany w wielkości grupy funkcyjnej tak  znacznie w pływ ają na ak tyw ­
ność enzym u. Zanik aktyw ności enzym atycznej tiosubtilopeptydazy A 
w skazuje na niezwykłą wrażliwość reszt katalitycznie czynnych na nie­
znaczne naw et zm iany s tru k tu ry . Prawdopodobnie zmiana grupy  OH na 
SH zakłóca s truk tu rę  centrum  aktyw nego ze względu na wielkość grupy 
SH i jej większą zdolność do polaryzacji (81).

N e e t  i K o s h l a n d  (75) nazwali zmianę pojedynczej reszty  am i- 
nokwasowej „m utacją chem iczną” i porów nując efek ty  tej „m utacji” 
z m utacją genetyczną uw ażają, że każda zmiana w katalitycznie czynnej 
grupie nieuchronnie m usi prowadzić do zaniku funkcji biologicznych. 
Dalsze badania nie dostarczyły jednak  poparcia eksperym entalnego tej 
hipotezy. W 1969 r. S e a l o c k  i L a s k o w s k i  (82) przeprow adzili 
„enzym atyczną m utację” inhibitora trypsyny  z nasion soi, to jest enzy­
m atycznie zamienili, w arunkującą jego właściwości ham ujące, argininę 64 
na lizynę. W zamianie tej zastosowano trypsynę i karboksypeptydazę B
o niskich stężeniach (E.C. 3.4.2.2) do hydrolizy określonych wiązań pep ty­
dowych, a do w tórnej syntezy wiązań peptydow ych te enzym y w znacz­
nie wyższych stężeniach (Ryc. 7). Zm odyfikowany inhibitor mimo, że 
w ykazyw ał nieco zmienione właściwości kinetyczne, zachował pełną zdol­
ność ham ow ania (82). W sojowym inhibitorze trypsyny  zatem, zarówno 
lizyna jak  i arginina, mogą odpowiadać za stechiom etryczne łączenie jego 
z trypsyną i ham owanie jej aktyw ności. Do m odyfikacji inhibitora try p ­
syny z siary  krów zastosowano karbam oilacj^ lizyny, co prowadziło do 
jej zm iany w hom ocytrulinę, oraz guanidynację powodującą przekształ­
cenie lizyny w hom oargininę (38, 83). K arbam oilacja pojedynczej reszty 
Lys 18 w inhibitorze powodowała praw ie całkow ity zanik aktyw ności 
an ty trypsynow ej, co pozwoliło wnioskować, że Lys 18 w ystępuje w obsza-
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rze cząsteczki inhibitora istotnym  dla jego funkcji. Natom iast przekształ­
cenie lizyny 18 w hom oargininę nie wywoływało w yraźnych zmian zdol­
ności ham ow ania. W ynika stąd, że zamiana istotnej dla funkcji inhibitora

1 63 64 65 
H2N— A s p -t- T y r— Arg— Ile— r-j-----------r

K .) I------- <;-------<;— I L-s-sJ

198
Leu— COOH H2N — Asp—p T y r —Lys—lle -r - i-----------r-Leu—COOH

'------ S------- S — I U - S - *  (Sl)

( 1 )

Trypsyna 
pH 3,75

Trypsyna -  
zdenahjrowana 

(4)

( S l )

Tyr—A rg— COOH 

--------S ---------S------

H,N Ile

6M Guanidyna —HCI 
pH 7 

64,

( 2 ) 

Arg ^

Trypsyna [Lys ] - INHIBITOR
(C.

Karboksypeptydaza B 
pH 7,6

(3b)

-Tyr-CO OH

--------- S--------s-
H,N  Ile

Lys
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H .NIle
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(3a)

Ryc. 7. Kolejność reakcji zastosowanych w  „enzymatycznej mutacji” inhibitora tryp-
syny z nasion soi (82)

SA— n atyw ny inhibitor z w iązaniem  Arg 64 — Ileu 65
— inhibitor z rozszczepionym  w iązaniem  pom iędzy Arg 64 i Ileu 65 

SJ. — inhibitor bez Arg 64
S£ — inhibitor z rozszczepionym  w iązaniem  pom iędzy Lys 64 a Ileu 05 
CL — kom pleks trypsyny z inhibitorem  zaw ierającym  Lys 64 
S, — m odyfikow any inhibitor z w iązaniem  Lys 64 — Ileu 65

reszty  arginylow ej w lizylową i odwrotnie: reszty  lizylowej na analog 
argininy, nie wpływa istotnie na jego reakcję z trypsyną.

II-3. Unieruchamianie enzymów oligomerycznych na nierozpuszczalnym podłożu

Do zrozum ienia funkcji katalitycznej enzymów oligomerycznych ko­
nieczne jest badanie aktyw ności i konform acji izolowanych podjednostek 
i ich w zajem nych in terakcji. Nie jest to łatw e ze względu na natu ra lną  
tendencję podjednostek do asocjacji. W iązanie podjednostek z nierozpusz­
czalnym  podłożem pozwala na ich przestrzenne odizolowanie i uniem oż­
liwia reasocjację. Porów nanie właściwości pojedynczych podjednostek 
i oligomeru pozwala ocenić znaczenie in terakcji podjednostek w reakcji 
enzym atycznej.

W wielu przypadkach regulatorow e właściwości enzymów allosterycz- 
nych mogą zanikać po ich dysocjacji na podjednostki, bez u tra ty  ak tyw ­
ności enzym atycznej a czasami naw et z jej wzrostem  (84).

W cząsteczce fruktozodw ufosfatazy (E.C. 3.1.3.11) — enzym u tetram e- 
rycznego — w ystępują cztery miejsca wiązania substra tu  oraz dodatkowe
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cztery m iejsca wiązania niewspółzawodniczego inhibitora, którym  jest 
AMP. Po związaniu z nośnikiem  (Sepharose) enzym  zachowywał ponad 
70% aktyw ności katalitycznej, lecz staw ał się znacznie m niej wrażliwy 
na ham ujące działanie AMP. Unieruchom iony dim er fruktozodw ufosfa- 
tazy zachowuje aktyw ność katalityczną, lecz staje się całkowicie nie­
wrażliwy na działanie AMP (85). W ydaje się, że do utrzym ania praw idło­
wej konform acji m iejsca wiążącego inhibitor konieczna jest in terakcja 
między czterem a podjednostkam i tego enzymu.

Różnorodność m iejsc wiążących substra t w oligomerach enzymów na­
suwa pytanie, czy każda podjednostka jest aktyw na katalitycznie. Poje­
dyncze podjednostki'aldolazy fruktozofosforanow ej z m ięśni królika (E.C. 
4.1.2.13) połączone z nierozpuszczalną m atrycą zachowywały aktyw ność 
enzym atyczną, lecz w ykazyw ały znacznie większą podatność na denatu- 
rację. Po dodaniu nadm iaru  izolowanych podjednostek następow ała re- 
natu racja  tetram erycznej s tru k tu ry  enzym u (86, 87).

Podobne wyniki uzyskano badając kinazę kreatynow ą (E.C. 2.7.3.2) 
z m ięśni szkieletowych królika (88). Enzym ten  składa się z dwu podob­
nych (jeżeli nie identycznych) podjednostek o masie cząsteczkowej 41 000, 
posiadających reaktyw ne grupy tiolowe (88). K inazę unieruchom ioną na 
agarozie trak tow ano związkami denaturującym i. Bufor denatu ru jący  (za­
w ierający 12,5 M dw utiotreito l i 6 M chlorowodorek guanidyny) powodo­
wał dysocjację enzym u na podjednostki i ich rozfałdowanie. Po usunię­
ciu chlorowodorku guanidyny unieruchom ione podjednostki odzyskiwały 
natyw ną konform ację (Ryc. 8B) i aktyw ność enzym atyczną *>. Dodanie 
nadm iaru izolowanych podjednostek przyw racało form ę dim eru (Ryc. 8C).

Octan — silny ak tyw ator zarówno natyw nej jak  i unieruchom ionej ki­
nazy kreatynow ej, nie w pływ ał na aktyw ność unieruchom ionego mono­
m eru enzym u (90). Pozwala to wnioskować, że octan nie działa bezpo­
średnio na katalityczne m iejsce poszczególnych podjednostek, lecz działa 
na dim er enzym u wyw ołując zm iany jego konform acji.

Dehydrogenazę mleczanową (LDH) (E.C. 1.1.1.27) z mięśni królika w ią­
zano z agarozą (Sepharose 4-B) poprzez grupy aminowe (91). Po dysocjacji 
enzymu, unieruchom ione pojedyncze (identyczne) podjednostki nie w y­
kazyw ały aktyw ności. N ieaktyw ne były również podjednostki dehydro­
genazy związane z agarozą poprzez grupy sulfhydrylow e. W o lydw u  do­
świadczeniach reaktyw acja  wym agała odtworzenia tetram erycznej s tru k ­
tu ry  enzym u (91), czyli utw orzenie katalitycznie czynnej form y tego enzy­
mu wym aga współdziałania między podjednostkam i.

*) Obserwacja ta wydaje się być szczególnie interesująca w powiązaniu z fak­
tem, że inny pokrewny funkcjonalnie enzym — kinaza argininowa (E.C. 2.7.3.3) w y­
stępuje u wielu gatunków w formie monomerycznej. M o r r i s o n  (89) wykazał 
duże podobieństwo między kinazą kreatynową a argininową. Ciężar cząsteczkowy mo­
nomerów obu enzymów wynosi 40 000, a sekwencja aminokwasowa wokół reaktyw­
nej grupy tiolowej jest identyczna.
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Unieruchom ienie na nierozpuszczalnym  podłożu może zwiększać sta­
bilność enzymów. H i r s c h - K o l b  i G r e e n b e r g  (92, 93) wykazali, 
że arginaza z w ątroby szczura jest tetram erem  wiążącym cztery atom y

i \
bufor

denałurujqcy

' A  B C

podjednostka pofałdowana

 ̂ podjednosfka niepofardowana

Ryc. 8. Schemat unieruchomionych pochodnych kinazy kreatynowej (88) 
Pochodna A — enzym  unieruchom iony na nierozpuszczalnym  podłożu; pochodna B — podjed- 
nostka enzym u po odnow ieniu natyw nej struktury; pochodna C — dimer enzym u unieruchom io­
nego, pow stały po połączeniu pochodnej B z izolow anym i podjednostkam i.

m anganu. Dwa atom y M n+2 są mocno związane z enzymem, zaś dwa na­
stępne, łatwo oddysocjowują w w yniku czego enzym  traci około 50°/o 
aktyw ności enzym atycznej. Związek chelatu jący — EDTA, jest więc inhi­
bitorem  arginazy (92, 93). U nieruchom ienie arginazy na aktyw ow anej 
brom ocyjanem  agarozie (Sepharose 4-B) chroni enzym  przed ham ującym  
działaniem EDTA (Ryc. 9).

Ryc. 9. Zależne od EDTA aktywności arginazy 
natywnej i unieruchomionej na agarozie (94) 

%— O unieruchomiony enzym,
EDTA [mM] O---- O natyw ny enzym.

W przeciw ieństwie do arginazy natyw nej, enzym związany z agarozą 
jest także oporny na działanie podwyższonej tem pera tu ry  (1 godz. w 60°C) 
naw et bez dodatku jonów m anganaw ych (94). W ynika z tego, że un ieru ­
chomienie arginazy w znacznym  stopniu uniezależnia s tru k tu rę  i funk­
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cję enzym u od obecności jonów m anganawych. Prawdopodobnie un ieru ­
chomienie enzym u stabilizuje konieczne do utrzym ania aktyw ności prze­
strzenne ułożonie podjednostek usztyw niając konform ację miejsca ka ta ­
litycznego enzym u (94).

Enzym y zaw ierające grupy tiolowe można odwracalnie unierucham iać 
poprzez wiązanie z zaw ierającym i m ostek S-S pochodnymi agarozy. Ry­
cina 10 przedstaw ia tworzenie takich połączeń. W enzymach złożonych 
z podjednostek zaw ierających 'funkcyjne grupy sulfydrylow e tylko część 
grup SH łączy się z tiolową pochodną agarozy (95).

Ryc. 10. Unieruchamianie enzymów poprzez w ym ianę tiol-dwusiarczek (95). O  —  ozna­
cza enzym lub jego podjednostkę, czarnym  kolorem zaznaczono obszar funkcyjny

enzymu
a) unieruchom ienie enzym u zaw ierającego n iefunkcyjne grupy su lfhydrylow e,
b) unieruchom ienie podjednostki enzym atycznej zaw ierającej istotną katalitycznie grupę su lfh y-  
drylow ą.

Ureaza składa się z 4—8 podjednostek, w których łącznie w ystępuje 
osiem tiolowych grup funkcyjnych (96). Enzym ten  odwracalnie un ieru ­
chomiony poprzez wiązanie dwusiarczkowe z tiolową pochodną agarozy 
cechuje się wysoką aktyw nością właściwą (97). W ybiórcze wiązanie enzy­
m u poprzez grupy tiolowe pozwala na równoczesne około 10-krotne 
oczyszczenie handlowego preparatu . C a r l s s o n  (98) uważa, że funk- 
cyjne grupy tiolowe ureazy posiadają zwiększoną reaktyw ność chemiczną 
i p referencyjn ie reagują z nośnikiem. K ow alencyjne wiązanie ureazy 
z m atrycą jest odwracalne i enzym  można wym ywać z nośnika za pomo­
cą niskocząsteczkowych odczynników tiolowych, na przykład dw utio trei- 
tolu (98). U nierucham ianie białek poprzez w ym ianę tiol—dwusiarczek 
może być użyteczne w śledzeniu s tru k tu ry  i funkcji enzymów, które skła­
dają się z podjednostek związanych niekow alencyjnie.

H-4. Modyfikacje chemiczne enzymu zależne od obecności substratu

a)

H

b)

HS SH

Reaktywność chemiczna niektórych reszt am inokwasowych w czą­
steczce enzym u rośnie niekiedy znacznie we wczesnych etapach katalizy. 
Zjawisko takie, wyw ołane kontaktem  enzym u z substra tem  nazwano syn-
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katalizą (99). W yniki początkowych badań przeprowadzone na cytoplazm a- 
tycznej am inotransferazie asparaginianow ej (E.C. 2.6.1.1) z serca świni 
sugerow ały, że m odyfikacje synkatalityczne zachodzą wyłącznie w obec­
ności kom pletu substratów . N itrow anie bowiem czteronitrom etanem  tego 
enzym u w obecności jednego z dwu substratów  (lub w obecności s tru k tu ­
ralnego analogu substratu) nie powoduje zmian w aktyw ności enzym u 
(Ryc. 11). N atom iast w obecności obydwu substratów , czteronitrom etan 
powoduje szybką inaktyw ację am inotransferazy asparaginianow ej. D al­
sze badania wykazały, że m odyfikowane były przede wszystkim  reszty  
sulfhydrylow e enzym u (101).

Ryc. 11. Zależność inaktywacji aminotransferazy asparaginianowej przez czteronitro­
metan (TNM) od obecności substratów (100)

Enzym  inkubow ano z TNM w  obecności L-glutam inianu (Glu) i a-ketoglutaranu (a-KG), w  obec­
ności Glu lub a-KG oraz bez Glu i bez a-KG.

B r i c h m e i e r  i C h r i s t e n  (102) badając synkatalityczną m ody­
fikację am inotransferazy przez brom opirogronian zasugerowali, że inak ty- 
wacja enzym u jest w ynikiem  alkilacji cysteiny (zlokalizowanej w po­
zycji 390 w łańcuchu polipeptydow ym  am inotransferazy) w pierwszych 
etapach transam inacji *).

Podczas synkatalitycznej m odyfikacji, brom opirogronian odgrywa 
podwójną rolę — może spełniać rolę substra tu  i jednocześnie może być 
odczynnikiem  m odyfikującym  (alkilującym ). Brom opirogronian działa­
jąc jako substra t, tw orzy — w raz z substratem  aminokwasowym  — kow a­
lencyjne kom pleksy pośrednie z enzymem. W jednym  z tych  kompleksów 
pośrednich, reszta cysteiny 390 staje się bardziej podatna na m odyfikację, 
skutkiem  czego jest alkilow ana przez brom opirogronian. W przypadku 
tej m odyfikacji am inotransferaza asparaginianow a ulega szybkiej inak ty ­
wacji przez brom opirogronian, w obecności tylko aminokwasowego sub­
s tra tu  (glutam inianu), gdyż pirogronian zastępuje w reakcji kwas a-keto- 
glutarow y.

*) Transaminacja katalizowana przez aminotransferazę obejmuje reakcje pośred­
nie przekształcające wyjściową pirydoksalową formę enzymu w formę pirydoksa- 
minową.
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Podczas badania m echanizm u działania aldolaz, transaldolaz i transke- 
tolaz, C h r i s t e n  (103) wprowadził pojęcie parakatalitycznej reakcji 
enzym atycznej i parakatalitycznej m odyfikacji enzymów. Parakatalitycz- 
ne m odyfikacje w ystępują w końcowych etapach katalizy enzym atycz­
nej i polegają na utlenieniu  karboanionowej form y przejściowej kom plek­
su enzym —substrat. M odyfikację parakatalityczną zaobserwowano: w 
aldolazie fruktozo-dw ufosforanow ej z m ięśni królika i z drożdży, w trans- 
aldolazie (E.C. 2.2.1.2) i w transketolazie (E.C. 2.2.1.1) (104). M odyfikacji 
parakatalitycznej tow arzyszy szybka inaktyw acja enzymu. C harak tery ­
stycznym  jest, że m odyfikacja parakatalityczna następuje w obecności 
specyficznego substra tu  i nie jest wyw oływ ana przez żaden analog sub- 
s tra tu  (105). W przeciw ieństw ie do znanych obecnie m odyfikacji jest to 
reakcja całkowicie zależna od naturalnego substra tu  określonego enzymu. 
Jednakże m odyfikacja parakatalityczna nie m usi być specyficzna wobec 
czynnika m odyfikującego. Czynnikam i m odyfikującym i może być wiele 
związków o właściwościach utleniających, na przykład żelazicyjanek, 
2,6-dwuchlorofenoloindofenol, porfiryna, czteronitrom etan i nadtlenek 
wodoru. Właściwości inaktyw ow anych (poprzez utlenienie) enzymów 
wskazują, że m odyfikacja kom pleksu enzym -substrat jest kow alencyjna 
i nieodw racalna (103). Przypuszczalnie, m odyfikacja uniem ożliwia rozpad 
utlenionego kom pleksu blokując powstanie wolnego enzym u i produktu 
reakcji.

Zarówno synkatalityczne jak  i parakatalityczne m odyfikacje enzymu 
zależą od obecności substra tu . Reaktywność pewnych grup enzym u w zra­
sta nie tylko podczas tworzenia adsorpcyjnego kom pleksu enzym -sub­
stra t, lecz również podczas następnych etapów tzw. fazy kow alencyjnej 
(to jest w tym  etapie reakcji, gdzie wiązanie kow alencyjne jest w ytw a­
rzane lub rozrywane). Podczas m odyfikacji synkatalitycznej tworzenie 
kom pleksu enzym -substrat wzmaga reaktyw ność niektórych grup w bocz­
nych łańcuchach am inokwasowych. M odyfikacja parakatalityczna całko­
wicie zależy od obecności specyficznego substra tu  i niespecyficznego od­
czynnika m odyfikującego posiadającego właściwości u tleniające. W przy­
padku tej m odyfikacji zakłada się utlenienie (zaktywowanego w kom plek­
sie z enzymem) substra tu . W efekcie synkatalitycznym  natom iast zmiana 
konform acji enzym u podczas katalizy enzym atycznej umożliwia m ody­
fikację określonych reszt aminokwasowych w enzymie (105).

Opisane zjawiska (synkatalizy i parakatalizy) świadczą o tym , jak  du­
że zm iany mogą zachodzić w orientacji grup funkcyjnych podczas ka ta ­
lizy. Obecność substra tu  umożliwia m odyfikację określonych grup funk­
cyjnych w enzymie (synkataliza) lub kom pleksu enzym -substrat (para- 
kataliza). Możliwość występow ania tych zjawisk należy wziąć pod uwagę 
w badaniach, w k tórych substra t używ any jest do ochrony centrum
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aktyw nego przeciwko m odyfikacji. W zależnych od substra tu  m odyfi­
kacjach enzym u, substra t nie ochrania, lecz indukuje podatność na m ody­
fikacje grup funkcyjnych  enzymu.

Uwagi końcowe

N ieustannie gromadzące się inform acje dotyczące m etod badania bu­
dowy i funkcji białek spowodowały podjęcie w niniejszym  artyku le  próby 
usystem atyzow ania w ybranych zagadnień. M odyfikacje chemiczne od­
gryw ają istotną rolę zarówno w badaniu sekw encji aminokwasów w biał­
kach jak i w badaniu ich s tru k tu r przestrzennych. M odyfikacje są 
pierwszym  etapem  badań, prowadzącym  do określenia rodzaju, ilości i lo­
kalizacji reak tyw nych  reszt aminokwasowych biorących udział w funkcji 
katalitycznej enzymów. Mogą one być użyteczne w poznawaniu i porów ­
nyw aniu budow y poszczególnych enzymów pochodzących z system atycz­
nie odległych gatunków . Rozwój m etod badawczych, takich jak  u n ieru ­
chamianie białek na nierozpuszczalnym  podłożu oraz zastosowanie m etod 
imm unologicznych, umożliwi bardziej wnikliw ą analizę zależności między 
stru k tu rą  i funkcją białek.

A rty k u ł nadszed ł 20.4.1977; po  re w iz ji  au torsk ie j o trzym a n o  22.3.1978.
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I. Wstęp

Coraz częstsze zastosowanie m etod fizycznych do badań białek (1, 2) 
umożliwia znaczny postęp w w yjaśnianiu procesów biochemicznych i bio- 
fizycznych na poziomie m olekularnym , które decydują o funkcjonowaniu 
układów biologicznych.

W roku 1955 S a n g e r  (3) ustalił sekw encję aminokwasów w czą­
steczce insuliny. Od tego czasu poznano wiele s tru k tu r pierwszorzędo- 
wych białek, a intensyw ne badania s tru k tu ry  białek za pomocą metod 
rentgenograficznych, um ożliwiły przebadanie do chwili obecnej s tru k tu r 
trzeciorzędow ych 58 białek (4, 5). Zestaw ienie tych białek podano w ta ­
beli 1.

*) Dr, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagielloński, Krupnicza 50, 30—060 Kraków. 
Wykaz stosowanych skrótów: MIR — zakres średniej podczerwieni; FIR — zakres 

dalekiej podczerwieni; RR — rezonansowy efekt Ramana; kR — kilo rentgen.

http://rcin.org.pl



J. TWARDOWSKI

Wykaz białek o znanej strukturze krystalograficznej (5)
Tabela 1

Białko pochodzenie autor i rok zbadania

I. Enzymy.
1. kwaśna proteinaza E. parasitica J e n k i n s  i in., 1976
2. kinaza adenylowa mięśnie świni S c h u l z  i in., 1973
3. dehydrogenaza alkoholowa wątroba konia B r a n d e n ,  1973, 

E k l u n d ,  1974
4. anhydraza węglanowa C człowiek L i 1 j a s i in., 1972
5. anhydraza węglanowa B człowiek K a n n a n i in., 1975
6. karboksypeptydaza A wół L i p s c o m b  i in., 1970
7. karboksypeptydaza B wół S c h m i d  i H e r r i o t t  

1975
8. a-chymotrypsyna wół B l o w,  S e g a l  i in., 

1971
9. chymotrypsinogen wół F r e e r  i in., 1970

10. elastaza Świnia S h o 11 o n i in., 1971
11. dehydrogenaza gliceroalde- B. Stereother- B u e h n e r i in., 1974

hydowo -3-fosforanowa mophilus
12. heksokinaza drożdże F 1 e 11 e r i c k i in., 

1975
13. dehydrogenaza mleczanowa rekin M4 A d a m s  i in., 1973
14. lizozym jajo kurze I m o t o i in., 1972
15. dehydrogenaza jabczanowa Świnia H i l l  i in., 1972
16. nukleaza gronkowiec

złocisty
C o t t o n  i in., 1971

17. papaina roślina papaja D r e n t h i in., 1971
18. pepsyna Świnia A n d r e e v a  i in., 1976
19. kinaza fosfogliceranu koń B l a k e  i E v a n s ,  1974
20. mutaza fosfogliceranu drożdże C a m p b e l l  i in., 1974
21. fosfolipaza A2 Świnia D r e n t h i in., 1976
22. proteaza S/GPB S. griseus D e 1 b a e r e i in., 1975
23. rodanaza wątroba wołu S m i t i in., 1973
24. rybonukleaza A wół K a r t h a i in., 1967
25. rybonukleaza S wół R i c h a r d s  i Wy -  

c o f f ,  1971
26. subtilizyna BPN' B. amyloliąue- 

faciens
W r i g h t  i in., 1969

27. subtilizyna Novo B. subtilis D r e n t h i in., 1971
28. dysmutaza supertlenkowa wół R i c h a r d s o n  i in. ,  

1975
29. termolizyna B. termoproteo- 

lyticus
C o l m a n  i in., 1972

30. izomeraza-triosofosforanu kurczak B a n n e r  i in., 1975
31. trypsyną wół S t r o u d  i in., 1974
32. trypsyną — inhibitor trzustka wołu D e i s e n h o f e r  i in. ,  

1973
33. kompleks trypsyną -trypsyna- wół R u h l m a n n  i in., 1973

-inhibitor
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Tabela 1 c.d.

Białko pochodzenie autor i rok zbadania

34. trypsyna-Soybean trypsyna Świnia S w e e t  i in., 1974
(kompleks)
35. syntetaza t-RNA tyrozyny B l o w  i in., 1975
II. Globiny:
36. hemoglobina krew konia P e r u t z i in., 1968
37. mioglobina wieloryb W y t s o n, 1969
III. Systemy redukujące:
38. cytochrom b5 wątroba cielęca M a t h e w s  i in., 1971
39. cytochrom c koń D i c k e r s o n  i in., 

1971
40. cytochrom c2 R. rubrum S a 1 e m m e i in., 1973
41. ferodoksyna P. aerogenese A d m a n  i in., 1973
42. flavodoksyna D. vulgaris A n d e r s e n  i in., 1972, 

W a t e n p a u g h ,  1972
43. białko “high potential iron” C a r t e r  i in., 1972
44. rubredoksyna C. pasteurianum W a t e n p a u g h  i in., 

1973
45. tioredoksyna S2 E. coli H o l m g r e n  i in., 1975
IV. Hormony:
46. glukagon Świnia S a s a k i ,  B l u n d e l l ,  

1975
47. insulina Świnia B l u n d e l l ,  1972
V. Immunoglobuliny:
48. fragment Bence’a-Jonesa Au człowiek F e h l h a m m e r  i in., 

1975
49. fragment Bence’a-Jonesa Rhe człowiek W a n g  i in., 1973
50. białko Bence’a-Jonesa Mcg człowiek S h i f f e r i in., 1973
51. białko Bence’a-Jonesa REJ człowiek E p p i in., 1974
52. fragment Fab człowiek P o 1 j a 1 i in., 1973
53. fragment McPC603 mysz S e g a l  i in., 1974
54. fragment Fc człowiek D e i s e n h o f e r  i in., 

1976
VI. Inne:
55. białko bakteriochlorofilu C. limicola F e n n a  i M a t t h e -  

wa,  1976
56. konkanawalina A fasola J a c k  i in., 1971
57. miogen karp K r e t s i n g e r  i N o c ­

k o  1 d s, 1973
58. prealbumina B l a k e  i in., 1974

M etody spektroskopowe stosuje się jako uzupełnienie wiadomości 
uzyskanych techniką dyfrakcji prom ieni X. M etody spektroskopowe i dy­
frakcji prom ieni rentgenow skich są przydatne do obserw acji zmian s tru k ­
tu ry  i m echanizm ów zachodzących w białkach. Jedną z technik dobrze 
nadających się do badań zmian struk tura lnych , które przebiegają w biał­
kach jest spektroskopia w zakresie podczerwieni.
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Od kilku lat w spektroskopii w zakresie podczerwieni stosuje się tran s­
form ację fourierow ską do analizy widm absorpcyjnych, a w spektroskopii 
ram anow skiej stosuje się silne źródła światła m onochrom atycznego — 
lasery, co znacznie rozszerza stosowalność tych m etod do badań proble­
mów biochemicznych i bifizycznych. Badania białek za pomocą klasycz­
nych spektrofotom etrów  absorpcyjnych w zakresie podczerwieni ograni­
czały się głównie do określania s tru k tu ry  drugorzędowej białek.

II. Kierunki badań prowadzonych za pomocą spektroskopii absorpcyjnej
w zakresie podczerwieni i ramanowskiej

Z pośród wielu technik spektroskopowych do badań białek ze wzglę­
du na rodzaje apara tu ry  i metody, używa się spektroskopii:

a) absorpcyjnej w zakresie średniej podczeiwieni (MIR) od 600 do 
4000 cm -1,

b) oraz w zakresie dalekiej podczerwieni (FIR) od około 10 cm -1 do 
600 cm -1,

c) ram anow skiej w zakresie przesunięć częstotliwości od około 10 cm “ 1 
do 4000 cm -1,

d) oraz rezonansowego efektu  Ram ana w tym  sam ym  zakresie przesu­
nięć częstotliwości.

Inform acje uzyskane za pomocą tych m etod dotyczą składu amino- 
kwasowego i konform acji białek w różnych środowiskach. Z obecności 
pew nych pasm w widmie białka, charakterystycznych dla określonych 
am inokwasów można wnioskować o ich obecności w białku. Badania po­
łożeń pasm w zakresie podczerwieni i ich wzajem nych natężeń dają po­
nadto możliwości określania konform acji białka, a naw et lokalnej orien­
tacji poszczególnych aminokwasów w łańcuchu peptydowym . Położenia 
pasm w widmie są opisywane jednostką „cm -1” będącą liczbą falową — 
wielkością będącą odwrotnością długości fali wyrażonej w cm. W pom ia­
rach spektroskopowych przyjęto powszechnie wielkość tą nazywać czę­
stotliwością.

Zm iana s tru k tu ry  natyw nych białek oraz ich denaturacja następuje 
pod wpływem  działania prom ieniow ania elektrom agnetycznego, zm iany 
wartości pH roztworu, tem peratury , dodania detergentów  lub innych sub­
stancji chemicznych.

Połączenie zmian s tru k tu ry  białek enzym atycznych, obserwowanych 
m etodam i spektroskopowym i, z ich zmianam i aktyw ności enzym atycznej 
dostarcza wielu cennych inform acji o wpływie s tru k tu ry  białka na jego 
centrum  aktyw ne. Za pomocą m etod spektroskopowych można analizo­
wać wpływ  inhibitorów lub aktyw atorów  na s tru k tu rę  białek enzym a­
tycznych i ich centrów  aktyw nych. Badanie m etodam i spektroskopowym i 
układów  złożonych z kilku oddziałującym i ze sobą białkam i lub innymi
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m olekułam i takim i jak  lipidy, polipeptydy, kwasy nukleinowe, itp., może 
dać inform acje dotyczące specyfiki oddziaływań w układach biologicznych 
zbliżonych do sytuacji in vivo. Próby przeprow adzania takich ekspery­
m entów  są już podejm owane.

Badania zamrożonych w danym  stanie fizjologicznym, za pomocą cie­
kłego azotu, fragm entów  błon biologicznych wraz ze znajdującym i się 
w nich białkam i (2) w ykazują zależność między tym  stanem  a uśrednioną 
konform acją białek.

III. Spektroskopia absorpcyjna w zakresie średniej podczerwieni (MIR)

Analiza pasm  absorpcyjnych w ystępujących w zakresie średniej pod­
czerwieni, pochodzących od drgań atomów tworzących wiązania pepty- 
dowe, umożliwia określenie drugorzędowej s tru k tu ry  białka. Częstotli­
wości drgań odpowiadające różnym  grupom  i atomom jednostki peptydo- 
wej, zwanych drganiam i amidowymi, przedstaw iono w tabeli 2.

Tabela 2
Częstotliwości drgań amidowych (w cm-1)

Oznaczenie
drgania

Częstotliwość 
w cm-1

Pochodzenie drgania (6)

amid A 3300 N-H rozciągające (stretching)
amid B 3100 + podwojona częstotliwość

amid II w rezonansie Fermiego
amid I 1690—1610 C = O rozciągające 80%, C-N rozciągające 10%,

N-H zginające (bending) 10%
amid II 1560—1520 C-N rozciągające 40%, N-H zginające 60%
amid III 1310—1220 C = 0  rozciągające 10%, C-N rozciągające 30%,

N-H zginające 30%, 0  = C-N zginające 10%,
inne 10%

amid IV ok. 625 0  = C-N zginające 40%, inne 60%
amid V 740—700 N-H zginające poza płaszczyznę (bending out of

plane)
amid VI 700—570 C = O zginające poza płaszczyznę
amid VII 370—200 C-N skręcające (twisting)

Drgania typu amid I i am id III, k tóre posiadają zwykle dość dużą in­
tensyw ność w widmie absorpcyjnym  są szczególnie przydatne do tej 
analizy. Za ich pomocą można określić procentową zawartość s tru k tu ry  
helikalnej, s tru k tu ry  (3 i s tru k tu ry  nieuporządkow anej w białku. Można 
także określić zm iany tych s tru k tu r  pod wpływem  działania czynników 
fizycznych i chemicznych na białko.

W tabeli 3 podano przykładowo położenia pasm  w obszarze amidu I, 
wraz z zaznaczonym typem  s tru k tu ry  drugorzędowej (7, 8, 9, 10, 11).
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Tabela 3

Częstotliwości pasm w obszarze amidu I pochodzących od drgań jednostki peptydowej dla 
różnych struktur drugorzędowych w cm-1

Związek struktura
heliks

amid I 
struktura

struktura
nieuporząd­

kowana
piśmiennictwo

poli-L-lizyna 
w D20  
w H20  
cienki film

1635 1680, 1611 
1690, 1616 
1693, 1625

1645 8

kwas poli-L- 
-glutaminowy 
w D 20  
cienki film

1640
1652

1643
1657

8

(3-laktoglobulina 
w D 20  
w H20  
cienki film

1649 1632
1632
1632

1643
1656 8

mioglobina 
w D20  
w H20  
cienki film

1650
1652
1652

8

ag-kazeina 
w D20  
w H20

1643
1656 8

poli-glicyna I 
cienki film 
zdenaturowana 
cienki film

1685, 1636 

1680, 1629
9

białka fibrynar- 
ne, włókna 1651 1632 1662 10

rybonukleaza 
w pD 4,8 
albumina 
w pD 2,0 
lizozym
P-laktoglobulina
B
ots-kazeina 
w pH 9,0

1648
1650

1656

1685, 1640

1632 

1643, 1615

11

D rgania typu am id II nie są dogodne do określania s tru k tu ry  drugo- 
rzędowej białka, gdyż nie dają one w tym  obszarze częstotliwości cha­
rak terystycznych  pasm związanych z jedną z tych  s tru k tu r (7). Pasm a
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am idu II stosowano do określania drugorzędowej s tru k tu ry  poliamino-
kwasów.

Badania spektroskopowe wodnych roztworów białek dostarczają in­
form acji o na tu ra lnym  wpływie tego środwiska na natyw ną stru k tu rę  
białek. Z uwagi na silną absorpcję cząsteczek H20  w obszarze am id I 
(drganie molekuł wody typu v2 przy częstotliwości około 1650 cm -1) po­
m iary  widm roztworów białek, w tym  zakresie, przeprowadza się m etodą 
analizy różnicowej widm za pomocą kom putera. Aby ominąć duże niedo­
kładności w ynikające z takiej analizy, jako rozpuszczalnik stosuje się 
ciężką wodę, dla k tórej analogiczne pasmo jest przesunięte do 1215 cm -1.

N atyw na s tru k tu ra  białka jest zwykle związana ze środowiskiem wod­
nym. W widmie absorpcyjnym  cząsteczki H 20  posiadają pasma o dużej 
intensywności przy następujących częstotliwościach: 3490 i 3280 cm -1 — 
drgania typu vs — O-H rozciągające (Stretching); 1645 cm -1 — drgania ty ­
pu v2 — H-O-H zginające (bending). Częstotliwość ostatniego typu drgań 
pokryw a się z częstotliwością silnego pasma am id I.

Drgania m olekuł D20  posiadają pasma absorpcyjne przy: 2540 cm -1
i 2450 cm -1 — drgania typu vs — O-D rozciągające; 1215 cm -1 — drganie 
typu  v2 — D-O-D zginające. Przesunięcie w tym  przypadku pasma typu 
v2 do 1215 cm -1 umożliwia obserwację pasm  am id I białek.

Zastosowanie ciężkiej wody powoduje jednak  zmiany s tru k tu ry  biał­
ka. W ymiana atom ów H na atom y D, podczas deuteracji, powoduje prze­
sunięcie maksimów pasm am id I o kilka cm -1. Efekt ten  daje także silne 
pasmo amid II leżące przy 1450 cm -1 (7, 8).

S truk tu ra  białka w ciężkiej wodzie jest silniej stabilizowana przez od­
działywania hydrofobowe niż w wodzie zwykłej (12). W ymiana atomów 
wodoru na atom y deuteru  powoduje w ydłużenie wiązań typu N-D-O
o 0,025—0,029 A w stosunku do wiązań typu N-H-O, np. w poli-y-benzy- 
lo-L-asparaginie lub poli-ß-benzylo-L-glutam inianie (13). W wyniku tych 
zmian pozycje indyw idualnych atom ów mogą się zmieniać, a z tym  zwią­
zana jest zmiana energii oddziaływań międzyatomowych.

Zdeuterow ane wiązania są bardziej stabilne niż wodorowe. D euteracja 
stabilizuje najsilniej s tru k tu rę  heliksu (14, 15, 16).

Blout ze współpracow nikam i (17) obserwowali wym ianę O H -> O D  
wraz ze zm ianam i w amidzie II i stw ierdzili, że po 48 godzinach wym iana 
ta zachodzi całkowicie. Podobnie deuterow ano (7) mioglobinę i ß-laktoglo- 
bulinę. Po około 48 godzinach w tem peraturze 25° zaobserwowano, że 
pasmo amid II znika gwałtownie, co wiązało się z całkow itą deuteracją.

Drugorzędową s tru k tu rę  poliaminokwasów i białek badało wielu au to­
rów. Między innym i badano (8) roztw ory poli-L-lizyny, poli-kwasu-L-glu- 
taminowego, ß-laktoglobuliny, mioglobiny i a-kazeiny w H 20  i w D20 . 
T i m a s h e f f  ze współpracow nikam i (18) przebadali widma w zakresie 
podczerwieni wielu deuterow anych białek globularnych w obszarze pasm 

v am id I.
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Przygotow ując pom iary absorpcyjne w zakresie podczerwieni, należy 
zwrócić uwagę na usunięcie pasma pochodzącego od powstałych, podczas 
deuteracji cząsteczek HOD, nakładającego się na inne drgania amidowe. 
Usunięcie cząsteczek HOD z badanego roztw oru można przeprowadzić 
za pomocą dializy roztw oru białka w D20 , lub przez liofilizację tego 
roztw oru i ponowne rozpuszczenie zdeuterow anego białka w D20 .

Badania T a b b a  i K o e n i g a  (1974 rok) przesunięć pasm am idu II 
po rozpuszczeniu białek w H zO w ykazały wzrost położenia m aksim um  
pasma dla: hemoglobiny o 6 cm -1, dla album iny o 8 cm -1, dla rybonuklea- 
zy o 10 cm -1, dla |3-laktoglobuliny o 13 cm -1, oraz dla a-kazeiny o 13 cm -1, 
w stosunku do widm białek nieuwodnionych.

Obserwowano również powiększenie się szerokości połówkowej pasma 
am idu I tych białek dla cienkich filmów w stosunku do roztworów, np. 
w przypadku a-kazeiny z 58 cm -1 do 59 cm -1, a w przypadku rybonuklea- 
zy od 58 cm -1 do 66 cm “ 1. A utorzy ci uważają, że pasmo am idu I może 
leżeć w przypadku s tru k tu ry  heliks w zakresie od częstotliwości 1652 cm -1 
do 1656 cm -1, w przypadku s tru k tu ry  (3 około 1632 cm -1, w przypadku 
s tru k tu ry  nieuporządkow anej około 1650 cm -1. Jednocześnie pasmo am i­
du III w przypadku w ystępowania s tru k tu ry  heliks jest słabe, a w przy­
padku s tru k tu ry  (3 lub s tru k tu ry  nieuporządkow anej jest silne.

Związek między konform acją i procesami relaksacji w zależności od 
zawartości wody w stałej próbce soli sodowej kwasu poli-L-glutam inowe- 
go (G lu-N a+)n badał S h i r a i s h i  ze współpracownikam i (19). Podczas 
dodawania wody, do wartości 46°/o, 66°/o i 84°/o wilgotności względnej n ie­
zorientowanego filmu tej soli, obserwowano przejście s tru k tu ry  (3 w s tru k ­
tu rę  heliks. Wniosek ten  oparto na obserwowanym  przesunięciu częstotli­
wości pasma amid V z 675 cm -1 dla s tru k tu ry  (3 przy 46°/o wilgotności 
względnej do częstotliwości 605 cm -1 dla s tru k tu ry  helikalnej tej soli 
przy wilgotności względnej rów nej 84%.

Badania pasm am idu V w przypadku y-m etylo-L-glutam inianu (20)
i lizozymu (21) wykazały, że s tru k tu rę  heliks cechuje pasmo am id V 
leżące przy częstotliwości 600 cm -1, w przypadku s tru k tu ry  (3 — 650 cm -1, 
a w przypadku s tru k tu ry  nieuporządkow anej przy częstotliwości 690 cm -1.

W pływ organicznych rozpuszczalników takich jak  alkohole, aceton, 
p irydyna i inne na konform ację mioglobiny, apomioglobiny, hemoglobiny, 
lizosomu i rybonukleazy badali J a c o b s o n  i K r u g g e r  (22). Na 
skutek oddziaływania białek z tym i rozpuszczalnikam i zostaje zniszczona 
s tru k tu ra  natyw na tych białek, w w yniku czego odsłaniają się hydrofo­
bowe reszty  aminokwasowe leżące w ew nątrz globuli. Stopień denatu racji 
zależy od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika organicznego i jego stę ­
żenia.

Badania zmian drugorzędowej s tru k tu ry  prowadzono także napro- 
m ieniowując roztw ory białka prom ieniam i rentgena (23). Obserwowano 
zanik pasma amid I w 10°/o roztworze album iny surowicy ludzkiej pod
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w pływem  dawki prom ieniow ania rzędu kilkuset kR. W zrost stężenia b iał­
ka w roztw orze obniżał jego podatność na tą denaturacją. Białko w stanie 
suchym  było około 10-krotnie odporniejsze na denaturację niż 10% roz­
tw ór w odny białka.

Analizę kom puterow ą kształtu  pasm absorpcyjnych białek globular- 
nych przeprow adził R ii e g g ze w spółpracownikam i (24). Taka obróbka 
danych pozwoliła autorom  pracy określić z dobrą dokładnością procento­
wą zaw artość różnych typów s tru k tu ry  w tych białkach. Otrzym ano tak ­
że dobrą zgodność z w ynikam i uzyskanym i m etodą dichroizmu koło­
wego i dyfrakcji prom ieni X. A utorzy podają także wzór, za pomocą k tó ­
rego można oszacować zawartość s tru k tu ry  (3 w dowolnym białku na pod­
stawie intensyw ności integralnej pasma amid I występującego przy około 
1630 cm -1.

a- = FTT5;[1'g' ‘ 'cm~'1 (1)
gdzie

a* — absorpcja,
Ay — absorbancja — in tegralny  współczynnik absorpcji, 

c — stężenie białka w roztworze [g], 
d — grubość w arstw y [cm],

Xf — zawartość s tru k tu ry  (5. Wielkość ta zmienia się od 0 do 1.
Po podstaw ieniu do tego wzoru wartości xp rów nej odpowiednio: 0,44; 

0,34; 0,16 dla rybonukleazy, a-chym otrypsyny i lizosomu, uzyskano w ar­
tości na absorpcję cx„: 4,53; 4,22 i 5,51 g-1cm _1. O trzym ane wielkości są 
zgodne z wielkościami uzyskanym i innym i technikam i, co zdaniem auto­
rów stw ierdza poprawność wzoru 1, umożliwiającego wyliczyć zawartość 
s tru k tu ry  (3 w białkach globularnych o niepoznanej jeszcze strukturze.

Od czasów, gdy P a u l i n g  i C o r e y  w 1951 roku zaproponowali 
model s tru k tu ry  helikalnej polipeptydów, ukazało się szereg prac, które 
coraz dokładniej analizują możliwość występow ania s tru k tu r  helikalnych
0 innych param etrach  niż ta s truk tu ra .

C h i r g a d z e  i in. (25) badali m etodą spektroskopii w zakresie pod­
czerwieni w ew nątrz m olekularne zaburzenia s tru k tu ry  helikalnej kwasu 
poliglutam inowego, bromowodorku polilizyny, poli-Y-benzyloglutaminia- 
nu i fibroiny jedw abiu. Duże szerokości połówkowe pasma amid A, am id I
1 amid III tych polipeptydów autorzy wiążą z term odynam iczną niestabil­
nością s tru k tu ry  heliksalnej. Podają także 2 modele, k tóre tłum aczą te 
fak ty  poprzez regularne i nieregularne zm iany kątów  w ew nętrznej ro ­
tacji głównego łańcucha polipeptydowego. M odyfikując s truk tu rę  poli­
peptydów , udało się zmierzyć między innym i zmiany szerokości połówko­
wych kwasu poliglutam inow ego (struk tu ra  heliks) dla pasm amid A, 
amid I oraz am id II odpowiednio: w stanie stabilnej konform acji (roztwór) 
62 cm -1, 16,5 cm -1 i 16 cm -1, w stanie m etastabilnym  (cienki film) 88 cm -1,
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30 cm -1 i 33 cm -1, oraz w stanie kłębka (cienki film) 140 cm -1, 42 cm -1 
i 48 cm -1.

Badania fluk tuacji konform acji helikalnej są obecnie dość ak tualnym i 
zagadnieniam i podobnie jak  dla innych struk tu r. Teoretycznie fluk tuacje  
s tru k tu ry  alfa heliks były analizowane przez G o  i G o (26).

Obok dotychczas wym ienionych konform acji, białka mogą przybierać 
stru k tu rę  typu statystycznego kłębka. Pasmo amid I dla tej konform acji 
leży zwykle przy częstotliwości 1650 cm -1 (C h i r g a d z e).

Do określenia drugorzędowej s tru k tu ry  białek mogą być w ykorzy­
stane również widma polaryzacyjne w zakresie podczerwieni (10, 27, 28). 
Zgodność uzyskanych tą m etodą wyników z innym i m etodam i w skazuje 
na jej dobrą przydatność do badań konform acji białek.

IV. Spektroskopia w zakresie dalekiej podczerwieni (FIR)

W tym  zakresie częstotliwości zarówno woda zwykła, na tu ra lne  śro­
dowisko dla białek jak  i woda ciężka, posiada szerokie pasma przy czę­
stotliwościach 900 cm -1, 300 cm -1 i około 200 cm -1. P rzy  słabych natęże­
niach źródła prom ieniowania w tym  zakresie, w ykonanie pom iaru dla 
wodnego roztw oru białka staje się bardzo trudne. Z tego powodu po­
m iary widm w tym  zakresie częstotliwości w przypadku białek w ykonuje 
się dla cienkich filmów, lub zawiesin w pastach nujolu, wazeliny, czy też 
białek wprasow anych w parafinę. Z uwagi na nisko energetyczny charak­
ter drgań białek w tym  zakresie częstotliwości, należy zachować ostroż­
ność w sposobie przygotowyw ania próbek, gdyż na w ynik pom iaru na­
kłada się często silne rozproszenie prom ieniow ania w zawiesinie, lub może 
się zmieniać labilna s tru k tu ra  cząsteczki na skutek oddziaływania z ośrod­
kiem zawieszającym. Tło pochodzące od rozpraszania, o natężeniu ekspo- 
nencjalnie rosnącym  ze wzrostem  energii prom ieniowania, można zwykle 
wyelim inować przez num eryczne odjęcie zadanej krzyw ej tła.

Obszar dalekiej podczerwieni był w ykorzystany do badań s tru k tu ry  
drugorzędowej poliaminokwasów (29, 30, 31). Badano również przejście 
konform acyjne od s tru k tu ry  (3 do s tru k tu ry  helikalnej pod wpływem  dzia­
łania kwasu dwu-chlorooctowego (31).

Z badań tych wynika, że s tru k tu ra  helikalna charak teryzu je  się pas­
m am i absorpcyjnym i leżącymi przy częstotliwościach około 100, 150, 380 
i 480 cm “ 1, a s tru k tu ra  (3 pasm am i leżącymi przy częstotliwościach około 
250 i 440 cm -1. Dla białek, z uwagi na złożony charak ter niskoenerge- 
tycznych oddziaływań, pasma te mogą być przesunięte względem analo­
gicznych pasm w poliaminokwasach.

Przeprowadzone przez kilku autorów  obliczenia drgań (modów) w y­
stępujących dla polim erów o struk tu rze  helikalnej lub struk tu rze  (3 dały
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w yniki zgodne z wartościam i tych częstotliwości wyznaczonymi ekspery­
m entalnie (32).

P e t i c o 1 a s (32) przeprowadził obliczenia dla nisko częstotliwościo­
wych drgań w ibracyjnych poliaminokwasów w ystępujących w formie 
helikalnej w oparciu o uproszczony model oscylacyjny.

S h o 11 s i in. (29) przeprowadzili badania y-benzylo-L-glutam inianu 
(BLG), glicyny, alaniny, leucyny i proliny w zakresie od 300 cm -1 do 
około 10 cm -1 w tem peraturze 4,2 K. Widma am inokwasów w niskich 
tem peraturach  przedstaw ił F e a i r h e l l e r  i i n .  (34). W niskiej tem ­
peraturze autorzy otrzym ali szereg wąskich linii absorpcyjnych, które 
silnie poszerzają się w wyższych tem peraturach . Dla przykładu, dla BLG 
w 4,2 K widmo posiada około 60 linii absorpcyjnych dla częstotliwości po­
niżej 300 cm -1 mimo, że ilość drgań norm alnych dla izolowanego mono­
m eru BLG wynosi 3n — 3 =  84, leżących w zakresie częstotliwości od 0 do 
3000 cm “ 1. Te drgania są związane z oddziaływaniam i sieci krystalicznej. 
Linie te znikają, gdy am inokwasy zostaną rozpuszczone w H 20 . A utorzy 
nie obserwowali linii absorpcyjnych w ystępujących np. w stałej próbce 
proliny, czy w jej wodnym  roztworze. Obserwowali natom iast dla tego 
roztworu szerokie pasmo absorpcyjne w tem peraturze 300 K, ciągnące się 
przez cały zakres częstotliwości.

Badania oligomerów, dla liczby podjednostek n od 2 do 6, poli L-ala- 
niny poniżej 100 cm-1, oraz od 100 cm-1 do 320 cm-1 w 4,2 K i 300 K są 
interpretowane (29) pod kątem określenia struktury  drugorzędowej. Oli­
gomery L-alaniny w postaci stałej nie przybierają formy helikalnej dla 
liczby podjednostek od n =  2 do n =  6.

Na podstawie badań ram anow skich stwierdzono, że oligomery od n =  3 
do n =  6 p rzy jm ują s tru k tu rę  (3. Obserwowane pasma absorpcyjne poli- 
-L-alaniny są in terpretow ane jako pasma pochodzące od s tru k tu ry  (5 
przy częstotliwościach od 250— 440 cm -1, podczas gdy pasma przy często­
tliwościach 90, 120, 370 cm -1 pochodzą od s tru k tu ry  heliksalnej. Podob­
ne obserwacje dla innych am inokwasów zostały zebrane w tabeli 4.

Inne prace I t o h a  i współpracowników (31) dotyczyły badań se­
kwencji aminokwasowych o struk tu rze  helikalnej. Działając kwasem dwu- 
-chlorooctowym  na kopolim ery L-fenyloalaniny, L-alaniny i L-leucyny 
wywoływali oni przejście od s tru k tu ry  (3 do s tru k tu ry  helikalnej i obser­
wowali zmianę widma w zakresie dalekiej podczerwieni. Stwierdzono za­
nikanie pasm związanych ze s tru k tu rą  (3, a pojaw ianie się pasm charak­
terystycznych dla s tru k tu ry  helikalnej.

Badania prowadzone dla am inokwasów w obszarze dalekiej podczer­
wieni um ożliw iają in terp re tac ję  widm wielu białek. Badania kilku białek 
globularnych przeprow adził B u o n t e m p o  i i n  (35). Szeroka absorpcja 
tych białek globularnych była obserwowana w zakresie częstotliwości od 
40 cm -1 do 400 cm -1, prawdopodobnie z powodu kilkudziesięcioprocento- 
wej zawartości wody, związanej w tych białkach. W badaniach tych nie
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Położenia pasm pochodzących od drugorzędowej struktury dla aminokwasów w zakresie dalekiej
podczerwieni w cm-1

Tabela 4

Aminokwasy
Struktura drugorzędową 

helikalna | struktura

Piś­
mien­
nictwo

poli-L-alanina 90, 120, 370 250, 440 29

poli-L-alanina 
poli-glicyna I 
(L-alanina-glicyna-glicyna)n 
strukturze „cross" 
(L-walina-glicyna-glicyna)n 
(L-wal ina-gl icy na)„

250, 330, 559 
268, 316, 559 
260*, 325*, 427b

267, 328, 447, 543, 623 
250, 270, 362, 418, 539c

30

(alanina-alanina-glicyna)„
D-alanina
L-alanina

L-walina
D-leucyna

L-fenyloalanina

420, 478 
375—371 
523—527 
409-415 , 541 
394— 396,
467—472 
481—484

613d

440—446 

501—502

31

mioglobina (77% struktura helik­
su)

100, 150, 380 36

izoenzymy kwaśnej fosfatazy 362 37
f

a — drgania deformacyjne głównego łańcucha oraz Ca -C(S zginające, 
b — drgania zginające Ca -C/J, 
c — drgania C’ =  O zginające w płaszczyźnie,
d — drgania C’ — 0  zginające poza płaszczyznę oraz drganie zginające N-H poza płaszczyznę.

udało się zaobserwować pasm absorpcyjnych związanych z drugorzędową 
s tru k tu rą  białek. Podobne widma dla mioglobiny, kazeiny i album iny 
w tem peraturze 4,2 K wykonał S h o 11 s i inni (29).

C h i r g a d z e  i inni (36) przeprow adzili badania m ioglobiny z wie­
loryba w zakresie częstotliwości od 10 cm -1 do 600 cm -1, zarówno w sta­
nie natyw nym  jak i zdenaturow anym  przez zmianę pH i ogrzewanie. Po­
m iary wykonano dla zawiesiny białka w wazelinie. Porów nanie widm  na- 
tywnego i zdenaturow anego białka, oraz w oparciu o uprzednie badanie 
sekw encji aminokwasowych, podano in terp re tac ję  pasm pochodzących od 
s tru k tu ry  helikalnej mioglobiny. W stanie natyw nym  to białko posiada 
77°/o am inokwasów tworzących s tru k tu rę  helikalną, a pozostałe 23% 
aminokwasów nie w ykazuje uporządkow anej s truk tu ry . Po denaturacji 
zawartości helikalnej s tru k tu ry  zmalała do 15— 20°/o. S truk turze  helikal­
nej przypisano pasma przy częstotliwościach ok. 100, 150 i 380 cm -1, które 
znikają po denaturacji. Pozostałe pasma przy częstotliwościach ok. 324,
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420, 470 cm -1 zostały zin terpretow ane jako drgania grup bocznych łań­
cucha białkowego. Pasm a w zakresie częstotliwości od 400 cm -1 do 
500 cm -1 związane zostały z drganiam i grupy C =  0  (deform acyjne poza 
płaszczyznę) oraz zginającym i drganiam i łańcuchów bocznych typu 
Ca-Cp-Cy. Znikanie tych pasm pod wpływem  denaturacji wiązało się z po­
wstaniem  skłębionej form y aminokwasowych łańcuchów bocznych. Przy 
niepełnej denatu racji łańcuchy boczne zachowują swoją konform ację. 
Stw ierdzenie to ma charak ter jakościowy, gdyż trudno jest przeprow a­
dzać ilościowe określanie natężeń pasm w tych eksperym entach. Pow sta­
wanie m olekularnych agregatów  podczas denaturacji białek dodatkowo 
zniekształca ich widma.

Dalsze badania w tym  zakresie częstotliwości dostarczą inform acji
o niskoenergetycznych oddziaływaniach w ystępujących w białkach i uzu­
pełnią dane o struk turze  białek.

Podobne prace dla izoenzymów kwaśnej fosfatazy z w ątroby szczura 
są w trakcie przygotowyw ania (37). W ynika z nich, m iędzy innymi, że oba 
izoenzymy posiadają pasmo absorpcyjne leżące przy częstotliwości 
362 cm -1, które jest związane z helikaliną s tru k tu rą  tych białek i które 
znika po denaturacji.

V. Spektroskopia ramanowska

Laserowa spektroskopia ram anow ska jest techniką, która wraz ze 
spektroskopią absorpcyjną w zakresie podczerwieni uzupełnia naszą zna­
jomość s tru k tu ry  i dynam iki białek (38). O ile spektroskopia absorpcyj­
na w zakresie podczerwieni jest czuła na zm iany m om entów dipolowych 
drgających atomów, to spektroskopia ram anow ska daje możliwość re je ­
stracji drgań atom owych poprzez zmiany ich polaryzowalności. In ten ­
sywność rozpraszania ram anowskiego zależy od zmiany w artości po lary­
zowalności m olekularnej a, pochodzącej od drgań w ibracyjnych, daną

wzorem 2, gdzie a 0 jest polaryzowalnością m olekularną w pozycji rów no- 
da

wagi, określa zmianę polaryzowalności a 0 względem współrzędnej

norm alnej Q drgającego atom u. Intensyw ność rozporoszonego prom ienio­
wania ram anowskiego jest w prost proporcjonalna do kw adratu  pochod­
nej polaryzowalności względem odpowiedniej współrzędnej norm alnej 
danego oscylatora.

Pom iary widm ram anow skich białek narzucają na tę technikę szereg 
w arunków  technicznych, które muszą być spełnione aby otrzym ać widmo
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bardzo często labilnych białek. Stosowanie wiązek światła m onochrom a­
tycznego o dużych mocach powoduje silne ogrzewanie się próbki co może 
spowodować denaturację białka. Zapobiec tem u można chłodząc próbkę 
za pomocą kontaktu  z chłodzonym uchw ytem , lub przez użycie term o­
sta tu  stabilizującego tem peraturę. Innym  efektem  zniekształcającym  w y­
nik pom iaru jest fluorescencja. Pasm o fluoroscencyjne leży zazwyczaj 
w obszarze ± 50,0 nm od długości fali prom ienia laserowego wynoszącego 
zazwyczaj 488,0 nm lub 514,5 nm. Usuwam y ją przez staranne oczyszcza­
nie próbek, odwirowywanie i odgazowywanie roztworów, lub przez zwięk­
szanie długości fali prom ieniow ania wzbudzającego np. z linii 488,0 nm 
do 647,1 nm. Czasem jednak fluorescencja nie ulega zmianie po takiej 
procedurze. W takich przypadkach stosuje się elim inację krzyw ej tła flu ­
orescencyjnego za pomocą kom putera. Tło pochodzące od wody, w wod­
nych roztw orach białek, obniża się przez zwiększenie stężenia białka lub 
polipeptydu do 5 lub naw et 15°/o (2).

W idma Ramana roztworów wodnych białek, oprócz pasm pochodzą­
cych od drgań białek, posiadają pasma od drgań cząsteczek wody: dla 
H 20  mod vs w ystępuje przy częstotliwości 3439 cm -1 (oraz słabo przy 
3300, 3600 i 3500 cm -1), a dla DzO przy 2532 cm -1 (oraz przy 2400 
i 2600 cm -1). Mod v2 dla H zO znajduje się przy częstotliwości 1640 cm -1, 
a dla D zO przy 1208 cm -1. Maksima tych pasm są przesunięte w stosunku 
do analogicznych pasm w ystępujących w widm ach absorpcyjnych w za­
kresie podczerwieni.

W widm ach ram anow skich obserw uje się drgania amidowe za pomo­
cą których, podobnie jak  w przypadku absorpcji w zakresie podczerwieni, 
można określić drugorzędową s tru k tu rę  białka. Położenie tych pasm  dla 
białek i polipeptydów jest podobne w obu technikach.

P e z o 1 e t i in. (39) na podstawie porównania intensywności drgań 
am id III dla kilku białek przy częstotliwości około 1240 cm -1 z in tensyw ­
nością drgań typu zginającego grup m etylow ych przy częstotliwości 
1450 cm -1 i znajomości składu procentowego s tru k tu ry  (3, zaproponowali 
sposób na określenie tej s tru k tu ry  w dowolnym białku z dokładnością 
± 10%.

Poza określaniem  drugorzędowej s tru k tu ry  białek widma ram anow - 
skie można stosować do analizy lokalnych konform acji łańcucha białko­
wego np. w m iejscu w ystępowania mostków siarczkowych. D rganie roz­
ciągające wiązań -C-S- i -S-S- charakteryzują  się dużą intensywnością 
w widm ie Ramana. L o r d  i in. (40) zastosowali te pasma do analizy kon­
form acji mostków siarczkowych. O pierając się na analizie związków mo­
delowych oszacowali oni kąt dw uścienny mostków siarczkowych w ystę­
pujących w lizozymie na około 114° oraz w rybonukleazie na 104°. Po­
dobne badania przeprowadzono dla a-chym otrypsyny, gdzie linia vs_s w y­
stępuje przy około 511 cm -1 (41), (3-laktoglobuliny (42) i insuliny (43).

Badania te zostały dokładniej przeanalizowane przez V a n  W a r t a
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i in. (44) dla przypadku związków modelowych oraz S u g e t a (45), 
B o y d a (46) i B r u n n e r a  i in. (47) dla białek.

Silne pasma pochodzące od różnych konform acji m ostków  siarczko­
wych obserwowano dla izoenzymów kwaśnej fosfatazy przy częstotliwości 
515 cm -1, 525 cm -1, 545 cm -1 i 555 cm -1. Również te same pasma badano 
dla natyw nej i denaturow anej arylosulfatazy B (48, 49). Na skutek silnej 
denaturacji i hydrolizy pasma te przesuw ały się do różnych częstotliwości 
leżących w okolicach 490 cm “ 1.

Teim iczne zdenaturow anie lizozymu w 76°C powoduje zanik linii 
vs- s (47).

Ciekawą pracę dotyczącą badań niskoczęstotliwościowych drgań w wid­
mie Ram ana dla związków modelowych, posiadających m ostek siarczkowy 
opublikował V a n  W a r t  i in. (50).

Analiza pasm pochodzących od drgań m ostków siarczkowych może być 
zastosowana do ilościowego określania tych grup w białkach (51), co inny­
mi m etodam i nie jest proste do wykonania.

Drgania am inokwasów arom atycznych można łatwo odróżnić od drgań 
innych aminokwasów w białku. Linie pochodzące od tryp to fanu  obserw u­
je się przy 570, 757, 881, 1011, 1356, 1417 i 1552 cm -1, podczas gdy feny- 
loalanina posiada linie ram anowskie przy 622, 1005, 1053 cm -1. H istydyna 
posiada linie przy 623, 985, 1204 i 1265 cm -1. Dane literaturow e (52, 53) 
dostarczają sposobów na określanie lokalnego ułożenia tych grup w białku, 
głównie pod kątem  ukierunkow ania tych aminokwasów w stosunku do 
„hydrofobowego w nętrza” globuli, lub w stosunku do jej hydrofilow ej 
otoczki w której am inokwasy te oddziałują z cząsteczkami wody.

Badając kobram inę A i B z jadu kobry (52, 54) zmierzono stosunek 
w zajem nych intensywności pasm reszty  tyrozynowej przy częstotliwości 
644, 828 i 853 cm -1. Stosunek ten  był rów ny odpowiednio 0,5; 1,0; 0,5
i autorzy przypisują go tyrozynie, która jest skierowana do hydrofobo­
wego w nętrza globuli. W przypadku gdy reszta tyrozynow a jest otoczona 
cząsteczkami wody np. w peptydzie glicylotyrozyny, stosunek ten  wynosi 
0,7; 1,0; 1,4. Linia ram anow ska przy 828 cm -1 posiada w tym  przypadku 
intensywność oznaczoną jako 1,0.

S p i k e r  i in. (55) badali widmo ram anow skie w zakresie od 700 cm -1 
do 1500 cm -1 dla różnych stanów  kom pleksu woda—fosfolipidy. W tym  
zakresie przesunięć częstotliwości obserwowano drgania typu C-C rozcią­
gające. Badania tego typu są bardzo przydatne do dalszego rozwoju badań 
oddziaływań białek z błonam i biologicznymi. Badania ram anow skie w za­
kresie odpowiadającym  drganiom  rozciągającym  C-C dają możliwość 
określenia zawartości form typu trans lub gauche, powodującej skłębienie 
się łańcucha węglowodorowego.

Analogiczne badania za pomocą spektroskopii ram anow skiej przepro­
wadził L i s  ze współpracownikam i (56) używ ając do określenia s tru k ­
tu ry  lipidu obszaru drgań typu C-H rozciągających, leżących w zakresie
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od 2800— 3100 cm -1. Dzięki tym  badaniom  określono wpływ cytochrom u c
i oksydazy cytochrom u c na błonę lipidową. Podobne badania przeprow a­
dzono dla fibrynogenu i album iny, oraz L-leucyny, L-izoleucyny, L -trypto­
fanu, itp. (57).

G a u z e 1 i in. (58) opublikowali widma lizozymu w niskoczęstotliwoś- 
ciowym zakresie przesunięć częstotliwości od około 10 do 200 cm -1. W idma 
krystalicznej próbki i roztw oru wodnego nie w ykazały ostrych pasm  ra- 
manowskich. Obserwowano pasma przy 25, 75, 115 i 160 cm -1. Pierw sze 
z nich jest przez autorów  in terpretow ane jako m iędzym olekularny mod 
w ibracyjny, k tó ry  znika dla enzym u w roztworze. Ponadto autorzy p rzy ­
pisują pasm u przy 75 cm -1 drganie łańcucha białkowego (torsyjne), po­
chodzące od s tru k tu ry  heliksalnej, a słabe drganie przy 160 cm -1 przyp i­
sują drganiu zginającem u łańcucha białkowego posiadającego s tru k tu rę  (3.

C h e n i in. (59) użyli techniki ram anow skiej do badania w pływ u 
denaturacji term icznej na s tru k tu rę  rybonuklezy A. Podczas w zrostu 
tem pera tu ry  obserwowali oni obniżanie częstotliwości modu vs_s z 516 cm “ 1 
w tem peraturze 32°C do 507 cm “ 1 w tem peraturze 70°C. Ponadto obserw o­
wano wzrost szerokości połówkowej tego pasma. W zrost stosunku natężeń

, 1(854) . . , . . .
linii tyrozynow ych przy 854 i 830 cm . 30)̂  swiac*czy 0 rozwinięciu

s tru k tu ry  tego białka.
Badaniom drugorzędowej s tru k tu ry  białek za pomocą spektroskopii 

ram anow skiej poświęcono wiele prac (28, 60, 61), niektóre z tych prac (61) 
zaw ierają również inform acje o w ynikach badań techniką ram anow ską 
kwasów nukleinow ych i polinukletydów.

VI. Rezonansowa spektroskopia ramanowska

Białka zawierające grupy prostetyczne, lub połączone z cząsteczkami 
aktyw atorów  lub inhibitorów, posiadających pasma obsorpcyjne w za­
kresie prom ieniowania elektrom agnetycznego użytego do wzbudzenia 
próbki w ym agają zastosowania innej techniki pom iaru niż w norm alnym  
efekcie Ram ana. Intensyw ność rozproszenia Ram ana w zrasta w tym  przy­
padku o kilka rzędów i jest ona proporcjonalna do kw adratu  pochodnej 
polaryzowalności m olekuły. E lem enty tensora polaryzowalności są dane 
rów naniem  K ram ersa-H eisenberga-D iraca (61), przedstaw ionym  we wzo­
rze 3,

gdzie m, n, e oznaczają odpowiednie stany: początkowy, końcowy i w zbu­
dzony m olekuły. Sum owanie prowadzone jest po wszystkich stanach. 
Wielkości (M j)me oraz (Mi)en są m om entam i przejścia elektrycznego dipola

e
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wzdłuż kierunku „ j” oraz „i” , m iędzy odpowiednimi stanam i energetycz­
nym i. Częstotliwość przejścia ze stanu „m ” do ,,e” oznaczona jest przez 
wielkości „ve”, „v0” oraz ,,vs”, k tóre są częstotliwościami prom ieniow ania 
padającego, rezonansowego i rozproszonego.

W przypadku rezonansu, gdy ve =  v0, pierwszy elem ent w yrażenia 3 
sta je  się bardzo duży dla odpowiednich przejść elektronow ych. Wówczas 
zasadniczą rolę odgrywa człon tłum iący „ ilY ’, k tóry  jest m iarą szerokości 
pasm a dla przejścia elektronowego. Wielkość „re” jest stałą tłum ienia.

Zastosowanie techniki rezonansowego efektu Ram ana wym aga dopa­
sowania częstotliwości prom ieniow ania wzbudzającego do częstotliwości 
przejścia elektronow ego i do stosowania m ałych stężeń białek w roztw o­
rze, rzędu 0,1 mM. W tych w arunkach nie obserw uje się w widmie R a­
m ana pasm pochodzących od białka, lecz od barw nika z nim związanego. 
Taka technika umożliwia obserwację zmian widma em isyjnego pochodzą­
cego od barw nika związanego z białkiem , poddanego działaniu różnych 
czynników fizycznych i chemicznych.

Po raz pierwszy technikę rezonansowego efektu Ram ana zastosowano 
do badania hemoglobiny (63, 64) i cytochrom u c (65, 66) w 1972 roku.

Przeglądową pracę poświęconą badaniom  białek hemowych w raz z bo­
gato cytowaną lite ra tu rą  opublikował S p i r o (67). W idma rezonansowe 
Ram ana (RR) silnie zależały od sposobu przeprowadzenia doświadczenia, 
od stężenia roztw oru i długości fali w zbudzającej. Inne badania doty­
czące wpływu ligandów na różne cytochrom y c przeprowadził K i t a g a - 
w a (68).

Badania nad tym i białkam i um ożliw iły opisanie wiązania tlenu  w uk ła­
dzie żelazo-pierścień porfirynow y. Atom tlenu po odwracalnym  związaniu 
się z żelazem powoduje zmianę częstotliwości drgań atom ów = C -N  po­
chodzących z grup pirolowych i grup C-H w widmie rezonansowego efektu 
Ramana.

Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że widma RR cytochrom u c i he­
moglobiny w ykazują niezw ykłe własności polaryzacyjne. Kilka silnych

pasm  wykazuje odwrotną polaryzowalność. Stosunek depolaryzacji ę =
Tll

w tym  przypadku dąży do nieskończoności. Teoretycznie ten  efek t był 
dyskutow any przez S p i r o  i S t r e k a s a  (66, 69).

Technika rezonansowego efektu Ram ana została użyta m.in. przez 
C a r  e y ’a i in. (70) do badania wiązania m olekuł m etyloranżu z białkiem  

album iny surow icy wołowej.
Kilka ciekawych prac zastosowania rezonansowego efektu Ram ana do 

badań chlorofilu a i b w roztworze (71), jego ,,fotosyntetycznej” s tru k tu ry  
w niskich tem pera tu rach  (72) i badania własności centrum  aktyw nego 
opublikował L u t z  i in. (73).

C a r e y i in. (74, 75) w ykorzystali ten  efekt do badania zm ian s tru k ­
tu ry  substra tu  w centrum  aktyw nym  chym otrypsyny. Ta ciekawa praca
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w ykazuje możliwość śledzenia kinetyki reakcji enzym atycznej z uwzględ­
nieniem  zmian s truk tu ra lnych  centrum  aktyw nego enzymu i s tru k tu ry  
substratu , rozpadającego się podczas reakcji na produkty.

Należy przypuszczać, że technika rezonansowego efektu Ram ana w za­
stosowaniu do badań biologicznych, obok innych technik spektroskopo­
wych w zakresie podczerwieni, w znacznym stopniu przyczyni się do ba­
dania oddziaływań białek z innym i cząsteczkami, w ystępującym i in vivo.

Labilność badanych roztworów białek w spektroskopii ram anowskiej 
narzuca specjalne wym agania techniczne na przeprowadzane ekspery­
m enty. Aby uniknąć efektów  grzania stosuje się tak  zwane „w irujące ka­
łam arze”, k tórych zasada jest przedstaw iona na rycinie 1 a (76). Obraca­
jący się w „kałam arzu” roztw ór białka, zostaje „przyklejony” do ścianki 
naczynia na skutek działania siły odśrodkowej, co zapobiega przegrzew a­
niu się próbki i jej denaturacji.

detektor

obracający się 
i

kałamarz

J [ \

silnik

obracająca się 
płytka

sprasowany proszek

laser

J±L.
■ J—L

laser-^
---- silnik _

Ryc. 1. Schematy przystawek do specjalnych technik używanych w badaniach rama- 
nowskich białek. Opis w tekście.

W analogiczny sposób unika się grzania próbek stałych, na w irujących 
płytkach, co przedstaw iono na rycinie 1 b. Im większa jest prędkość w iro­
wania tych substancji, tym  grzanie prom ienia laserowego jest m niejsze.
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Jednocześnie stosunek sygnału do szumów pom iarowych w zrasta około 
10 razy dzięki zastosowaniu tej techniki.

Zastosowanie techniki ram anow skiej, lub absorpcyjnej w zakresie pod­
czerwieni, do badania reakcji enzym atycznych uzyskuje się za pomocą 
system u dwu naczyń połączonych, w których znajduje się: enzym A oraz 
substra t B, co przedstaw ia rycina 1 c. Przepływ ające ciecze pod ciśnieniem 
łączą się w punkcie C, gdzie następuje mieszanie się tych roztworów i za­
czyna zachodzić reakcja enzym atyczna. Dobierając odpowiednio szybkość 
przepływ u roztw orów  A i B można śledzić kolejne stadia reakcji. Podobny 
efekt można uzyskać obniżając tem peratu rę  tych cieczy, ale technika ta 
nie jest tak  samo skuteczna, jak  regulacja prędkości przepływ u obu tych 
cieczy. Wadą techniki przepływowej jest konieczność posiadania dużej 
ilości wysoko podczyszczonego enzym u w roztworze wodnym.

W technice rezonansowego efektu Ramana lub w przypadkach gdy po­
m iar Ram ana jest w ykorzystany do badań substancji fotoczułych, wyko­
rzystu je  się technikę szybkiego przepływ u (rapid flow). Polega ona na tak  
szybkim przepływ ie badanego roztw oru w m iejscu wzbudzenia i pom iaru, 
by niekorzystyny efekt (np. fotolizy, fotosyntezy, itp.) nie w pływ ał na 
w ynik pom iaru, co przedstaw iono schem atycznie na rycinie 1 d. Technika 
tego typu  została zastosowana m iędzy innym i do badań rodopsyny i izo- 
rodopsyny (77, 78).

Możliwość śledzenia własności m olekularnych wchodzących w skład 
żywego organizm u, różnym i technikam i spektroskopowym i, staw ia te m e­
tody na czele współczesnych technik m ających ważne znaczenie w roz­
woju współczesnej biologii (2, 79, 80).

P raca została w ykonana w ram ach problem u resortowego R-III-14 
koordynowanego przez U niw ersytet Jagielloński, Kraków.

A rty k u ł nadszedł 1.10.1977; po re w iz ji au torsk ie j o trzym an o 13.3.1978.
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SPRAWOZDANIE

II Szkoła Biologii Molekularnej

Sellin na wyspie Rugii, NRD, 26—30 listopad 1977

Akademia Nauk i Towarzystwo Biochemiczne NRD zorganizowało Drugą Szkołę 
Biologii Molekularnej pod tytułem: „Mutagenesis — Virus — Cancer”. Związek tych 
tematów jest oczywisty: przyjmuje się, że transformacja nowotworowa komórek może 
zachodzić w wyniku mutacji, bądź w wyniku działania wirusa onkogennego. Zostały 
wygłoszone 22 wykłady, w większości przez kolegów z NRD, z Instytutów Akademii 
Nauk: Biologii Molekularnej i Onkologii (Berlin-Buch), Genetyki (Gatersleben) 
i Mikrobiologii (Jena). Z zaproszonych wykładowców, dwu pochodziło z Belgii (Uni­
wersytet Brukselski), dwu z Czechosłowacji (Instytuty Akademii Nauk — Wirusologii 
w Bratysławie i Genetyki Molekularnej w Pradze) i jeden z Polski (Uniwersytet 
Gdański). Temat mojego wykładu brzmiał „Bacteriophage lambda gene expression 
in the prophage and plasmid states”. Szkoła zgromadziła 115 uczestników, którzy 
brali żywy udział w  dyskusji wywiązującej się po każdym z wykładów.

Pierwsza Szkoła Biologii Molekularnej odbyła się w maju 1976 r. w Rheinhards- 
brunn w Turyngii; jej tytuł brzmiał „Molecular basis of differentiation”. Organiza­
torzy planują następną „Szkołę” na rok 1979, (prawdopodobnie pod tytułem: „Gene 
transfer”) z jeszcze większym niż w bieżącym roku udziałem zaproszonych gości 
z zagranicy. Koledzy z NRD przywiązują dużą wagę do tej formy kształcenia mło­
dych pracowników nauki, ze względu na niezwykle małą liczbę stażowych wyjazdów  
zagranicę. Wydaje się, że podobna „Szkoła” mogłaby być z pożytkiem zorganizowana 
w Polsce, zwłaszcza, że u nas wyjazdy stażowe zagranicę dotyczą praktycznie tylko 
pracowników po doktoracie, a więc w wieku 30—40 lat.

K. Taylor
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RECENZJE

W. Ferdinand, The Enzyme Molecule

1976, John Wiley and Sons, London, New York, Sydney, Toronto, XVI +  289 stron.

Jest to zwięzły i nowocześnie ujęty podręcznik enzymologii, pomyślany przez 
autora — wykładowcę enzymologii w Department of Biochemistry Universytetu  
w Sheffield — w zasadzie jako podręcznik akademicki.

Dwa pierwsze rozdziały książki stanowią wprowadzenie w enzymologię. Roz­
dział 1 — Enzym w komórce, uzasadnia ogólnobiologiczną konieczność działania enzy­
mów w układach żywych jako biokatalizatorów i regulatorów homeostazy komórek, 
krótko też podkreśla praktyczne zastosowanie badań enzymatycznych w takich dzie­
dzinach jak diagnostyka medyczna, chemioterapia, różnicowanie tkanek i rozwój 
organizmów, a także przemysł. Rozdział 2 — Bioenergetyka i kinetyka, daje podstawy 
termodynamiczne przebiegu reakcji enzymatycznych, zwracając uwagę na subtelną 
równowagę i ogromną labilność układów enzymatycznych. Rozważania kinetyczne 
służą do wyprowadzenia hipotezy Michaelisa i Menten, a następnie Briggsa i Hal- 
dane’a. Krótko omówione są tu też pomiary aktywności oraz zmian ilościowych en­
zymów.

Rozdział 3 omawia budowę białek jako podstawę ich funkcji katalitycznej, pod­
kreślając rolę różnego typu wiązań w kształtowaniu trzeciorzędowej struktury białek 
na możliwie najniższym poziomie energii swobodnej oraz zwracając szczególną uwagę 
na rolę wiązań hydrofobowych w tworzeniu struktur czwartorzędowych.

Rozdział 4 zajmuje się powiązaniem funkcji enzymu z strukturą. Szczegółowo 
omawiane są centra wiążące ligandy wraz z metodami analizy tworzenia kompleksu 
białko-ligand (spektrofotometryczne, potencjometryczne, równowagi dializacyjnej). 
Teoretycznie wyprowadzona jest metoda Scatcharda oznaczania liczby centrów ligan- 
dowych o identycznej i różnej wartości stałych dysocjacji powstałego kompleksu. 
Z metod oznaczania specyficzności miejsc ligandowych autor omawia chemiczną mo­
dyfikację białka enzymatycznego i chemiczną modyfikację ligandów („affinity la- 
belling”). W dalszym ciągu omówiono hipotezę Koshlanda Jr., o wzbudzonym dopa­
sowaniu („induced fit”), rozróżnienie centrów aktywnych i allosterycznych oraz spe­
cyficzność działania enzymów. W tym też rozdziale omówione są — bardzo krótko — 
proenzymy, izoenzymy oraz zagadnienia aktywacji, inaktywacji i inhibicji enzymów. 
Rozważania na temat katalizy enzymatycznej dotyczą kompleksu aktywnego i energii 
aktywacji. W pierwszym przypadku szczególnie obszernie omówiono układy enzym- 
-substrat, dla których udaje się stworzyć analogowe układy trwałe w stanie komplek­
su; analog substratu tworzącego taki kompleks musi być oczywiście silnym inhibito­
rem kompetycyjnym. Rozważania te doprowadzają do skonstruowania złożonego 
diagramu przebiegu reakcji katalizowanej enzymatycznie w porównaniu do prostego 
przebiegu reakcji niekatalizowanej wymagającej kilkakrotnie większej liczby wolnej 
energii aktywacji. Uwypuklona została ta zasadnicza rola czynników wpływających 
na obniżenie energii aktywacji reakcji enzymatycznych. T e rozważania teoretyczne 
zilustrowano szczegółowo przykładem działania rybonukleazy A.
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1'ozdziały 5 i 6 zajmują się kinetyką reakcji enzymatycznych. Pierwszy z nich 
analizuje kinetykę pojedynczych (niezależnych) centrów. Szczegółowo omawia kine­
tykę reakcji jednosubstratowych, rozważając rolę wszystkich czynników mogących 
mieć wpływ na przebieg i szybkość reakcji (stężenie enzymu i produktu oraz zależ­
ność Haldane’a, izomeryzacja kompleksu, izomeryzacja enzymu, inhibitory i akty­
watory, działania kompetycyjne, częściowo kompetycyjne, niekompetycyjne i mie­
szane, pH, temperatura, siła jonowa i stała dielektryczna roztworu). W dalszym ciągu 
w tym samym rozdziale omówiono obszernie reakcje dwusubstratowe: o dowolnej 
kolejności (przypadkowe), rozgałęzione (random) wraz z regułami strukturalnymi 
W o n g a  i H a n e s a  (1), zilustrowanymi prostym przykładem reakcji rozgałęzionej 
zaproponowanym przez I n g r a h a m a  i M a k o w e r a  (2) oraz nieuporządkowane, 
nierozgałęzione, sekwencyjne i niesekwencyjne (typu ping-pong) wraz z schematami 
C l e l a n d a  (3) oraz metodą D a 1 z i e 1 a (4) graficznego wyznaczania typu reakcji 
i rozważaniami nad inhibicją różnymi produktami kolejnych etapów reakcji.

Rozdziały 7 i 8 poświęcono roli enzymów w kontroli metabolizmu. Rozdział 7 zaj­
muje się kontrolą metabolizmu komórkowego poprzez regulację aktywności enzymów  
(„fine control of enzyme activi ty”). Po krótkim omówieniu regulacji szybkości reakcji 
(wyrażonej jako przepływ metabolitów, „flux”) przez proste sprzężenia zwrotne, autor 
wskazuje na bardzo ograniczone możliwości tego typu działania i ogromne uproszcze­
nie całego zagadnienia przez sprowadzenie go do tak prostego modelu. Stawia więc 
przed czytelnikami pytania poszerzające zagadnienie: czy każdy etap toru metabo­
licznego może być miejscem regulacji i jakim warunkom musi odpowiadać enzym  
regulujący jakiś odcinek metabolizmu. Na drodze stosunkowo prostego rozumowania 
i rachunku wykazuje, że enzymy będące regulatorami ciągów muszą działać w w a­
runkach dalekich od stanu równowagi, a więc in vivo  nieodwracalnie oraz przy znacz­
nym nadmiarze substratu. Na podstawie tych na wpół empirycznych wniosków przed­
stawia następnie z pewnymi skrótami (w szczególności w wywodzie matematycznym) 
teorię K a c s e r a  i B u r n s a  (5) regulacji toru metabolicznego przez sprzężone 
działanie szeregu enzymów i substratów. W dalszym ciągu wskazuje na konieczność 
działania w takich układach mechanizmów włączających, zapłonowych („switch  
mechanisms”), którymi są enzymy allosteryczne o sigmoidalnej krzywej szybkości 
reakcji, bardzo czułe na działanie aktywatorów i inhibitorów. Krótki rozdział 8 po­
święcono kontroli metabolizmu przez regulację stężenia — a więc biosyntezy enzymów. 
Autor omawia tu teorię operonu Jacoba i Monoda, a także zastanawia się pobieżnie 
nad czynnikami kontrolującymi degradację enzymów i „turnover” białek.

Dwa dodatki do właściwego tekstu omawiają nazewnictwo i klasyfikację enzy­
mów oraz metody oczyszczania białek.

Książkę napisano w sposób jasny nie pozbawiony humoru i przystępny, chwilami 
niemal „łopatologicznie”, nie tracąc przy tym charakteru naukowego. Niektóre jej 
rozdziały są mocno nasycone wywodami matematycznymi, czego w nowoczesnej enzy- 
mologii, w szczególności w  rozważaniach kinetycznych czy przy wyprowadzaniu 
teorii nie da się uniknąć. Wielką jej zaletą jest wyjście — chyba po raz pierwszy 
w podręczniku akademickim — poza omówieniem najprostszego sposobu regulacji 
reakcji sprzężeniem zwrotnym, wprowadzenie teorii Kacsera i Burnsa, rozszerzającej 
w sposób zasadniczy pojęcia o mechanizmach regulacji metabolizmu na poziomie 
komórkowym. Uważny czytelnik znajdzie też w tekście sporo wskazówek technicznych 
przydatnych w  pracy laboratoryjnej.

Obok niezaprzeczalnych zalet książka w  niedostatecznym chyba stopniu porusza 
pewne sprawy, których miejsce powinno być właśnie w tego typu podręczniku. Bar­
dzo mało mówi na temat izoenzymów, ograniczając się jedynie do modelu LDH. N ie 
wyjaśniono zupełnie różnicy w  mechanizmie działania koenzymów i grup prostetycz- 
nych. Omówienie proenzymów, nota bene bardzo pobieżne, zyskałoby ogromnie przez 
zilustrowanie go klasycznym modelem trypsynogen — trypsyna. Przy omawianiu regu­
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lacji, któremu autor poświęcił aż dwa rozdziały, należałoby chyba przynajmniej 
wspomnieć o dwóch podstawowych i nadrzędnych układach regulujących całość me­
tabolizmu komórkowego, mianowicie układzie nukleotydów adenylowych (ADP/ATP) 
i nikotynamidowych (NAD/)/(NAD/P/H) i powiązaniu ich z bezpośrednią regulacją 
enzymatyczną. Jako jedyny enzym regulujący układ ADP/ATP wymieniono kinazę 
adenilanową. W tym miejscu należałoby chyba również wspomnieć o koncepcji 
Atkinsona „ładunku energetycznego układu adenilanowego” („energy charge of the 
adenylate system”), oraz o jego współdziałaniu z mechanizmem regulacji na drodze 
sprzężeń zwrotnych (6), a także postulowaną koniecznością łączenia badania działania 
regulatora reakcji enzymatycznej z zmianami „ładunku energetycznego” (7). Wskazane 
byłoby również rozróżnienie prostych reakcji odwracalnych typu A ^ B  od reakcji 
„mikrocyklicznych”, w których reakcja w  kierunku odwrotnym biegnie inną drogą 
(A B). Niesłusznym jest chyba podanie jako przykładu oznaczania fumarazy (str. 37) 
bez wyjaśnienia mechanizmu tej reakcji (8), którym również należałoby zilustrować 
omawianie diagramu aktywacji (Ryc. 39 str. 123). Brak też przynajmniej uwagi, że 
teoria operonu słuszna dla Procaryota nie tłumaczy zadawalająco regulacji procesów 
u Eucaryota. Zapewne jedną z przyczyn tych braków była szczupłość podręcznika, 
wydaje się jednak, że przy tak obszernym i szczegółowym potraktowaniu niektórych 
problemów również i wymienione zagadnienia powinny były być choć w  krótkiej 
formie poruszone, a przynajmniej zasygnalizowane. Wreszcie piśmiennictwo w części 
zasadniczej podręcznika zrzadka tylko dociąga do roku 1973.

Pomimo tych usterek uważam książkę W. Ferdinanda za bardzo dobry podręcznik 
akademicki — w całości dla studentów specjalizacji biologii molekularnej, a w dużych 
partiach także dla innych specjalizacji biologii. Uważam, że wobec braku aktualnego 
w naszej literaturze zwięzłego i dostatecznie nowoczesnego podręcznika enzymologii 
należałoby dążyć do jak najszybszego przetłumaczenia go na język polski.
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Toksyny zawsze były przedmiotem dużego zainteresowania choć nie zawsze z tych 
samych przyczyn. Niegdyś zajmowali się nimi kapłani kultów prymitywnych i cza­
row nicy— bo działały silnie, groźnie i tajemniczo. Później przyciągnęły uwagę ludzi,
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szukających skutecznych dróg ratowania ofiar pokąsania przez jadowite zwierzęta 
czy usiłujących wykorzystać właściwości toksyn dla innych celów medycznych. Po 
erze czystej empirii toksyny stały się atrakcyjnym (jeżeli jest to w odniesieniu do 
nich właściwe słowo) przedmiotem badań w rozmaitych dyscyplinach biologii, 
a zwłaszcza w biochemii, neurochemii, cytologii oraz w medycynie i farmacji. Coraz 
więcej biologów się nimi interesuje, gdyż wybiórczość interakcji toksyn z elementami 
subkomórkowymi czyni z nich niezwykle użyteczne narzędzie badawcze przy mole­
kularnym podejściu do zagadnień biologicznych.

Nie wszystkie aspekty działania i struktury toksyn są poruszane w recenzowanej 
książce, nie jest ona bowiem ani monografią ani podręcznikiem ale zbiorem materia­
łów z sympozjum, które odbyło się w Tokyo pod egidą Międzynarodowego Towa­
rzystwa Toksynologii. Zamieszczono w niej 50 prac doświadczalnych (ale ani jednej 
przeglądowej), z których 29 dotyczy toksyn zwierzęcych, 17 — bakteryjnych i 4 — 
roślinnych. Szczegółowe ich omawianie w recenzji mogłoby wydawać się niecelowe, 
bo Sympozjum odbyło się w  roku 1974, książka zaś ukazała się w roku 1976 a do re­
cenzji przysłano ją jeszcze w rok później. Jednakże „toksynologia” jest w Polsce tak 
mało popularna, że chyba warto skorzystać z okazji by zwrócić uwagę na jej inter­
dyscyplinarny charakter i na szerokie możliwości, jakie w eksperymencie biochemicz­
nym daje wysoka swoistość białek izolowanych z wielu jadów (jak lepiej jest określać 
surowy materiał o własnościach toksycznych).

Świadectwem stopnia zaawansowania badań nad toksynami jest to, że w całej 
książce nie ma właściwie ani jednej pracy, w której przedmiotem badania byłyby 
nieoczyszczone jady. Stosując rozmaite metody izolacji wyodrębniano z nich do ekspe­
rymentu toksyny działające na układ nerwowy (neurotoksyny), toksyny mające w łaści­
wości hemo- czy w ogóle cytolityczne, a także — wywołujące martwicę tkanek, krzep­
nięcie krwi, krwotoki, hemaglutynację, podrażnienie skóry. Toksyny te identyfiko­
wano jako białka proste, glikoproteidy, mucyny, a były wśród nich i związki drob- 
nocząsteczkowe jak aminy farmakologicznie czynne, związki fenolowe i związki w ie­
lopierścieniowe powierzchniowo czynne. Wykazywały one funkcje biochemiczne — 
były enzymami nukleolitycznymi, mono- i dwufosfoesterazami, ADP-azą, inhibitora­
mi i aktywatorami proteaz. Najbardziej jednak interesujące były te toksyny, których 
działanie można było jednoznacznie przypisać ich funkcji biochemicznej — a więc 
neurotoksyny silnie wiążące się z receptorem cholinergicznym, fosfolipazy uszkadza­
jące strukturę lipidową błony komórkowej, proteazy aktywujące w drodze ograni­
czonej proteolizy czynniki układu krzepnięcia krwi. Sprawy te nie będą jednak tutaj 
omówione szczegółowo, bo przecież od Sympozjum w Tokio upłynęły już przeszło 
trzy lata i czytelnik je bez większego trudu znajdzie w wielu artykułach przeglądo­
wych, jeżeli nie w monografiach.

Warto jednak zwrócić, nieco przekornie, uwagę na kilka prac, częściowo mających 
charakter wstępny, a poruszających problemy które nie stały się w międzyczasie 
przedmiotem zamierzonych na szerszą skalę badań. Dokonany wybór jest z koniecz­
ności subiektywny i oparty o optymistyczne założenie, że jedyną przyczyną braku 
kontynuacji tych prac w ciągu ostatnich trzech lat była przemożna presja „mody” 
w badaniach naukowych, a nie — niepowodzenia w weryfikacji wcześniejszych w y­
ników.

Badania nad neurotoksynami w znacznej części dotyczyły a-neurotoksyn tj. toksyn 
reagujących z receptorem cholinergicznym w błonach post-synaptycznych — ich struk­
tury pierwszorzędowej, rozmieszczenia grup kationowych tworzących wiązania (sol­
ne?) z receptorem, a więc tematów niejako klasycznych. Pojawiło się jednak również 
zainteresowanie innymi neurotoksynami. W jadzie dasznika modrego (Bungarus 
coeruleus, znany z literatury przygodowej „krait” indyjski, dostarczyciel szeroko 
stosowanej w badaniach a-neurotoksyny — bungarotoksyny) znaleziono toksynę dzia­
łającą na synapsy cholinergiczne, ale na ich błonę pre-synaptyczną a nie — post-sy-
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naptyczną. Badania nad jej strukturą są już w toku, a — bez względu na to czy okaże 
się ona użyteczna leczniczo czy też pozwoli na lepsze poznanie struktury molekularnej 
błony pre-synaptycznej (a może — znajdującego się tuż za błoną aparatu wydzielni- 
czego komórki nerwowej) — napewno warto śledzić dalsze losy tej pracy. W jadzie 
zaś kobry wykryto neurotoksynę, działającą na złącza neuromuskularne stawonogów, 
a więc zwierząt u których nie mają one charakteru cholinergicznego; toksyna ta w y­
daje się mieć aktywność fosfolipazową. Nasuwa się więc tutaj pytanie, czy neuro- 
toksyna ta nie okaże się ewolucyjnie spokrewniona zarówno z fosfolipazami jadów 
wężowych jak i z a-neurotoksynami, np. czy ewolucja neurotoksyn nie prowadziła 
od pierwotnej fosfolipazy, lizującej błonę komórkową, do czynników reagujących 
bardziej swoiście z wybranymi elementami jej struktury. Może jest to pochopna spe­
kulacja, ale należy pamiętać, że z a-neurotoksyn wężowych wykształciły się hormony 
polipeptydowe zwierząt wyższych jak sekretyna i glukagon. Studia więc porównawcze 
nad strukturą tych białek mają szansę rzucić światło na szlaki ewolucji układu hor­
monalnego i na zrozumienie jakie cechy molekuły hormonu są odpowiedzialne za 
jego funkcje regulacyjne.

Wiele również do myślenia dają prace nad naturalnymi czynnikami antytoksycz­
nymi. W surowicy Vípera palestinae (bliska lecz groźniejsza krewna naszej poczciwej 
żmii zygzakowatej, Vípera berus) wykryto białko neutralizujące neurotoksyny żmij 
homologicznych a także — grzechotnika i kobry. Miało ono ciężar cząsteczkowy 56 000, 
niewątpliwie więc nie było antytoksyczną immunoglobuliną. Czym więc mogło ono 
być — analogiem receptora cholinergicznego, krążącym we krwi? swoistą proteazą? — 
nie wiadomo, ale implikacje poznawcze i praktyczne tego odkrycia są raczej oczy­
wiste. Nb. odporność na toksyny wężowe ichneumona (kiplingowskiego Rikki-Tikki- 
Tavi) w ogóle nie ma charakteru humoralnego. Jeżeli zdamy sobie sprawę z tego, że 
z różnych źródeł naturalnych można mieć toksyny wybiórczo reagujące z błoną pre- 
synaptyczną, albo z błoną postsynaptyczną (i to o różnym powinowactwie), albo z inny­
mi elementami synaps, a także czynniki antytoksyczne nie-odpornościowe, to jasnym  
będzie, że niewielka jak dotąd część możliwości eksperymentalnych w tym zakresie 
została wykorzystana w molekularnej neurofizjologii. Jeszcze bardziej smętne re­
fleksje budzą pracé nad neurotoksynami bakteryjnymi, przedstawione na omawianym  
Sympozjum. Kilka z nich opisywało wydajne i eleganckie metody czyszczenia toksyn 
z różnych drobnoustrojów i badania nad ich strukturą. Nie zajmowano się jednak 
mechanizmem ich działania, tak jakby przeoczono, że są one o tyle bardziej intere­
sujące od neurotoksyn wężowych, że wykazują — jak toksyna tężcowa i botulinowa — 
powinowactwo do ośrodkowego układu nerwowego. Czyżby i tu zaważyło to, co 
eufenistycznie nazywa się „modą”, a co sprawia, że tak wiele ośrodków woli działać 
w odwodzie i cieniu ośrodków przodujących niż ryzykować podejmowanie oryginal­
nych tematów.

Fosfolipazy są w wielu jadach czynnikiem odpowiedzialnym za nekrozę tkanek, 
ale ciągle stanowią jeszcze dosyć zagadkową grupę enzymów. Przykładem tu może 
być praca nad fosfolipazą A z czarnej mamby (Dendroaspis polylepsis, najgroźniejszy 
może jadowity wąż afrykański, jeden z nielicznych który atakuje człowieka bez pro­
wokacji). Fosfolipaza ta słabo działa na komórki krwi człowieka, podobna więc jest 
do fosfolipazy A z jadu kobry ale wyraźnie różni się od fosfolipazy A z jadu węża 
morskiego (Enhydrina schistosa), która na krwinki ludzkie działa bardzo energicznie. 
Takie zróżnicowanie fosfolipaz o formalnie identycznej swoistości substratowej jest 
zresztą dobrze znane z badań nad toksynami bakteryjnymi i na ogół przypisuje się je 
asymetrii rozmieszczenia fosfolipidów w błonach komórkowych. Jedna zaś z prac 
zamieszczonych w  recenzowanej książce wskazuje, że o dostępności substratu w  błonie 
może również decydować jego maskowanie przez inne, niepodatne na daną fosfoli- 
pazę, lipidy. Można mieć nadzieję, że dalszy rozwój tych badań pozwoli z fosfolipaz
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uczynić dogodne narzędzie do badania struktury błon komórkowych i fluktuacji 
w obrębie ich składników, a nie tylko empirycznie stosowany odczynnik, jak dotąd.

Badania nad proteazami o ograniczonym działaniu depolimeryzującym są w książ­
ce reprezentowane bardzo skromnie. Przyczyną tego bez wątpienia jest fakt, że stały 
się one w latach ostatnich przedmiotem nieomal wyłącznego zainteresowania ośrod­
ków zajmujących się krzepnięciem krwi — bo ich trombinopodobne, antykoagulacyjne 
i tromboplastynowe własności znalazły szerokie zastosowanie w badaniach, diag­
nostyce i terapii skaz krwotocznych. Jedna praca warta jest mimo to wzmianki. Z nie­
bezpiecznego węża taiwańskiego, Trimeresurus jlavoviridis, wyizolowano toksynę po­
wodującą krwotok, ale nie wywołującą uprzedniego obrzęku ani lizy komórkowej. 
Toksyna ta jest białkiem o ciężarze cząsteczkowym 104 000 i słabej (w stosunku do 
kazeiny jako substratu) aktywności proteolitycznej. Zdjęcia elektronomikroskopowe 
wskazują, że pod wpływem tej toksyny erytrocyty przenikają ruchem ameboidalnym 
przez złącza między komórkami endotelialnymi, gdyż uszczelniająca naczynia błona 
podstawna ulega zniszczeniu. Jeżeli wynik ten zostanie potwierdzony, to dostępne 
stanie się nieocenione narzędzie do badania struktury i funkcji układu mikrokrążenia.

Celem recenzji w ogóle, a zwłaszcza takiej jak ta — o charakterze eseju — nie jest 
omawianie wszystkich czy nawet najważniejszych prac zawartych w danej publikacji. 
Kilka z nich jednak warto chyba wymienić. Szereg toksyn, zarówno zwierzęcych jak 
roślinnych wykazuje pewną selektywność w działaniu na komórki nowotworowe, lizu- 
jąc je preferencjalnie w stosunku do komórek normalnych. Jest to, oczywiście, po­
tężny bodziec dla empirii farmakologicznej i w wielu pracach przedstawiono, niezbyt 
zresztą przekonywujące, wyniki uzyskane na takich wyeksplorowanych komórkach 
jak L1210, mięsak Yoshida, szczurze raki wysiękowe itd. W przypadku roślinnych 
toksyn abryny i rycyny (stosowanych w formie krystalicznej) stwierdzono, że obok 
efektu cytolitycznego pojawia się również pobudzenie nieswoistych odczynów odpor­
nościowych, a więc zjawisko budzące ostatnio duże zainteresowanie onkologów. U nie­
których ryb z gatunku płastug (ale na szczęście nie u naszej poczciwej flądry) w skórze 
występuje gwałtownie działająca mucynowa toksyna hemolityczna, a w organizmie 
tejże ryby stwierdza się obecność czynnika anty-hemolitycznego, skutecznie przeciw­
działającego hemolitycznym składnikom jadów węży, skorpionów i pszczół. Otwiera 
to ciekawe możliwości terapeutyczne, nie ograniczone tylko do leczenia skutków  
ukąszenia. Z sinic oceanicznych w okolicy Okinawy wyizolowano toksynę kontakto­
wą, odpowiedzialną za ostre zapalenia skóry u pływaków, swego czasu przypisywane 
przeciekowi gazów bojowych z magazynów wojskowych. A w tekście można znaleźć 
wiele innych ciekawostek.

Czy recenzowana książka może być zarekomendowana czytelnikowi? Odpowiedź 
na to pytanie, obowiązkowe w recenzji, nie jest łatwa, nawet jeżeli się pominie fakt, 
że jest ona dosyć przestarzała. Jeżeli toksynologia nie jest przedmiotem zaintereso­
wania w danym laboratorium biochemicznym, to zapewne lepiej byłoby zakupić jedną 
ze współczesnych monografii z tej dziedziny. W braku zaś takiej możliwości, warto 
ją mieć na półce w bibliotece, zarówno dlatego, że biochemik znajdzie w niej opis 
szeregu ogólnie użytecznych metod jak i ze względu na to, że jej lektura może nasu­
wać wiele nieoczekiwanych a być może owocnych skojarzeń.

K. Zakrzewski
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Znajomość mechanizmu działania leków na poziomie komórkowym, subkomórko- 
wym lub molekularnym posiada istotne znaczenie nie tylko dla zrozumienia mecha­
nizmu ich wpływu na cały żywy organizm, ale również dla badania aktywności bio­
logicznej nowych związków chemicznych o potencjalnym działaniu leczniczym. Oce­
niana książka omawia nowe koncepcje i techniki badawcze wielu dyscyplin nauko­
wych, pozwalające na poznanie na poziomie komórkowym mechanizmu działania le­
ków. Jako pierwszy tom wydawnictwa seryjnego, składa się z 5 części, zawiera­
jących oryginalne wyniki autorów na tle aktualnego stanu naszej wiedzy na ten 
temat.

Rozdział pierwszy poświęcony jest mechanizmom automatyzmu serca. Modyfi­
kacja tego automatyzmu przy użyciu różnych czynników chemicznych i fizycznych 
jest związana ze zmianą napięcia prądów czynnościowych spowodowaną kinetycznymi 
własnościami jonów i ich wpływom na metabolizm i przepuszczalność błon biologicz­
nych. Szeroki zasięg możliwości oddziaływania na automatyzm serca i antyarytmiczną 
aktywność na poziomie jonowym, pozwala na podstawie prostych badań laboratoryj­
nych sugerować możliwość stosowania badanych związków w klinice. Ponadto bada­
nia takie pozwalają na wysuwanie sugestii dotyczących związków między stwier­
dzonymi w klinice zaburzeniami rytmu serca, a zaburzeniami obserwowanymi w róż­
nych typach komórek serca, między zmianami obserwowanymi na sercu in toto 
i izolowanym, między zmianami u zwierząt doświadczalnych i u ludzi oraz między 
zmianami w sercu normalnym i niedokrwionym. Dokładne określenie omawianego 
zachowania jonów może przyczynić się do poznania mechanizmu molekularnych pod­
staw automatyzmu serca, co z kolei ułatwi określenie optymalnych własności poten­
cjalnych leków wpływających na automatyzm serca.

W rozdziale drugim omówiono działanie alkaloidów makowca i ich antagonistów  
na cholinergiczną transmisję w jelicie świnki morskiej. Jakkolwiek przeciwbólowe 
efekty morfiny i związków pokrewnych wiążą się ściśle z ich wpływem na swoiste 
receptory opiatowe, w  omawianym rozdziale wykazano wyraźną zależność między 
działaniem przeciwbólowym (u myszy i ludzi) oraz wpływem hamującym kurczli- 
wość jelita świnki morskiej wywołaną jego drażnieniem prądem elektrycznym. Na 
tym prostym modelu doświadczalnym wykazano wyraźne działanie przeciwne leków  
przeciwbólowych i ich antagonistów oraz udział w mechanizmie tego działania róż­
nych prostaglandyn.

W rozdziale trzecim omówiono mechanizm działania leków nasercowych w onto- 
genezie. Badania przeprowadzone z użyciem hodowli tkanek serca otrzymanych z za­
rodków kurzych, w różnym okresie embrionalnego rozwoju, wykazały, że transmisja 
cholinergiczną rozwija się już w 12 dniu inkubacji, a adrenergiczne dopiero w 21 dniu. 
Pozwala to, między innymi, na badania wpływu różnych leków na naturalnie od- 
nerwionym sercu. Posługując się tym modelem wykazano, że może być on użyty do 
badania mechanizmu działania, szczególnie leków wywierających wpływ na auto­
matyzm serca.

Rozdział czwarty obejmuje matematyczną analizę zależności dawka-efekt. Na 
podstawie danych doświadczalnych omówiono różne modele badań zależności* dawka- 
-efekt, ze szczególnym uwzględnieniem modeli kinetycznych i wyboru najodpowied­
niejszego z nich do badań doświadczalnych i statystycznej oceny działania leków.

Rozdział piąty zawiera najnowsze dane dotyczące wpływu wybranych leków  
na transmisję w zwojach wegetatywnych na poziomie komórkowym. Omówiono w nim

8*
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mechanizm pre- i postsynaptycznego działania naturalnych neuromediatorów, a także 
wpływ kofeiny, jonów wapnia, baru i strontu na neurotransmisję w zwojach.

Podsumowując stwierdzam, że oceniana książka, stanowi wysoce pożyteczne 
przedstawienie współczesnego stanu wiedzy na temat omawianych w książce zagad­
nień. Sądzę, że powinna ona znaleźć się w podręcznej bibliotece nie tylko farmakolo­
gów, ale również przedstawicieli innych dyscyplin zajmujących się działaniem biolo­
gicznym endo- i egzogennych związków chemicznych na poziomie komórkowym.

Z. Kleinrok

The Science of Life: Contributions of Biology to Human Welfare

red. K. D. Fisher, A. U. Nixon, 1977, Plenum Press, New York, stron 358, cena 9,00 $.

Książka ta rozpoczyna serię monografii, w których będą publikowane materiały 
z sympozjów i konferencji organizowanych pod auspicjami FASEB (Federation of 
American Society for Experimental Biology). Materiały zebrane w tym tomie były 
już publikowane w Federation Proceedings w 1972 r. Niemniej jednak ponowne ich 
wydanie drukiem w odrębnej publikacji jest zdaniem wydawców oraz autora słowa 
wstępnego — Senatora Listera Hilla — bardzo celowe, gdyż udostępnia, stojące na bar­
dzo dobrym poziomie opracowania zagadnień, których znajomość jest niezbędna dla 
biologów, lekarzy, studentów i nauczycieli. Co więcej, materiały te stanowią pełne 
podsumowanie, osiągniętego w minionym czterdziestoleciu, postępu wiedzy w naukach 
biologicznych w odniesieniu do poznania człowieka i jego związków z otaczającym  
środowiskiem.

Wybitni specjaliści z szeregu dyscyplin biologicznych i medycznych są autorami 
dziewięciu rozdziałów tyczących podstaw biomedycyny (J. W. Colbert jr), medy­
cyny klinicznej (G. E. Burch), nauk dentystycznych (J. F. Volher), żywności (E. M. 
Mrak), biologii populacyjnej (F. B. Bang), zagrożenia środowiska (J. J. Hanlon), bio­
logii i wykorzystania mórz (C. B. Idyll) oraz bogactw naturalnych (F. Sargent II). 
Na końcu każdego rozdziału czytelnik znajduje odnośniki do literatury uzupełniającej 
przedmiotu, na końcu zaś książki mały słownik podstawowych terminów biochemicz­
nych i medycznych oraz indeks rzeczowy. Zagadnienia omawiane w  poszczególnych 
rozdziałach ujęte są w przejrzysty i interesujący sposób, opatrzone szeregiem sche­
matów i ciekawych zestawień statystycznych. Książka ta daje obraz praktycznego 
zastosowania w życiu wyników badań biologicznych i wskazuje na konieczność ich 
kontynuacji. Dzięki temu, między innymi, stanowi ona również interesującą lekturę 
także dla osób nie będących bezpośrednio zaangażowanych w badaniach biolo­
gicznych.

B. Grzelakowska-Sztabert

Advances in Neurochemistry

red.: B. E. Agranoff i M. H. Aprison, tom 2, 1977, Plenum Press, New York, 346 stron, 
cena 39 $.

W kolejnym tomie „Advances in Neurochemistry” przedstawiono następujące za­
gadnienia: I) Fenyloketonuria — mechanizmy biochemiczne (Seymour Kaufman), 
II) Tryptofan w ośrodkowym układzie nerwowym — regulacja i znaczenie (S. N. Young
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i T. L. Sourkes), III) Substancja P i przekaźnik pobudzenia czuciowego (Masanori 
Otsuka), IV) Biochemia snu (Manfred L. Karnovsky i Peter Reich), V) Odpowiedź 
czuciowa bakterii (Daniel E. Koshland, Jr).

Pierwszy artykuł jest wyczerpującym przeglądem badań nad mechanizmami 
biochemicznymi fenyloketonurii. Oparto go na ponad 370 pozycjach piśmiennictwa. 
W rozdziale poświęconym tryptofanowi w ośrodkowym układzie nerwowym Young 
i Sourkes przedyskutowali źródła oraz przemianę tryptofanu w mózgu. Liczne tabele 
porównawcze oraz bogata bibliografia podnoszą wartość tego opracowania mono­
graficznego. Zarówno artykuł poświęcony fenyloketonurii jak i tryptofanowi zainte­
resują szczególnie wszystkich zajmujących się biochemią kliniczną.

W Rozdziale III Otsuka podał przekonywujące dowody na to, że dekapeptyd, 
tzw. substancja P, spełnia kryteria stawiane transmiterom. Jest ona przekaźnikiem  
pobudzenia czuciowego w istocie szarej grzbietowej części rdzenia kręgowego.

Najbardziej dyskusyjnym, ale jednocześnie najciekawszym artykułem przedsta­
wionym w tym tomie, jest rozdział poświęcony biochemii snu. Karnovsky i Reich 
w sposób krytyczny omówili wyniki badań dotyczące zmian biochemicznych w ystę­
pujących w czasie snu. Podkreślają ogrom trudności piętrzący się przed badaczami 
tego problemu. Pierwszorzędne znaczenie ma: znalezienie takiego modelu doświad­
czalnego, w którym ograniczony byłby wpływ ubocznych, niespecyficznych czynni­
ków, a także dobór odpowiedniego materiału kontrolnego.

Zamieszczenie w „Advances in Neurochemistry” rozdziału poświęconego zacho­
waniu się bakterii w odpowiedzi na zmianę środowiska może budzić pewne zasko­
czenie czytelnika. Koshland Jr. wskazuje jednak na pewne podobieństwa pomiędzy 
bardziej złożonymi wzorcami zachowania się zwierząt wyższych a chemotaksją bak­
terii. Wskazuje na możliwość potraktowania reakcji bakterii jako układu modelo­
wego. Jest to niestereotypowe podejście do zagadnienia „odpowiedzi organizmu” na 
informację dostarczoną z otaczającego środowiska.

Zamysłem wydawców serii „Advances in Neurochemistry” było, by przedsta­
wione artykuły dawały zarówno informację ogólną jak i bardziej szczegółową, tak 
aby służyły zarówno neurochemikom o wąskiej specjalizacji jak i biochemikom, 
których zainteresowania dopiero od niedawna skierowały się na procesy zachodzące 
w mózgu. Wydaje się, że jak dotąd cel ten osiągnięto.

J. Skangiel-Kramska

Hypothalamic Peptide Hormones and Pituitary Regulation

red. J. C. Porter, 87 tom wydawnictwa „Advances in Experimental Medicine and 
Biology”, 1977, Plenum Press, New York, London, 366 stron, cena 39 $.

Tom „Hormony peptydowe podwzgórza i czynność regulacyjna przysadki” za­
wiera materiały Konferencji zorganizowanej przez Sekcję Badań Biologii Rozrodu 
Narodowych Instytutów Zdrowia (N.I.H.) w Wilson Hall koło Bethesdy w końcu 
1976 r. W okresie od 1963 r. była to trzecia konferencja poświęcona hormonom pod­
wzgórza. Na pierwszej przedstawiono podstawy anatomiczne i fizjologiczne, niezbędne 
do badań nad powiązaniem roli podwzgórza i przysadki, na drugiej w Tucson, 1969 r. 
omawiano głównie metodykę ilościowych oznaczeń peptydów podwzgórza za pomocą 
testów biologicznych i znacznie bardziej czułych testów radio-immunologicznych. Za­
daniem ostatniej Konferencji było zreferowanie aktualnego stanu wiedzy o w łaści­
wościach trzech biologicznie czynnych peptydów podwzgóx-za o poznanej już budowie
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chemicznej, wpływających na czynność przedniego płata przysadki: LHRH— czynnik 
uwalniający hormon luteinizujący, TRH — czynnik uwalniający tyrotropinę i soma- 
tostatyna, hamująca uwalnianie hormonu wzrostu. Inne peptydy podwzgórza oma­
wiano znacznie mniej szczegółowo. Na marginesie należy zaznaczyć, że na Konferencji 
zaproponowano stosować termin „czynnik uwalniający” (releasing factor) zamiennie 
z „hormonem”, skrót zaś „R” ma być równoznaczny z „H”.

Jak wiadomo Nagrodę Nobla w zakresie medycyny i fizjologii przyznano 
w r. 1977 Roger Guillemin i Andrew V. Schally za prace z dziedziny neuroendokry- 
nologii, która była tematyką omawianej Konferencji i której uczestnikami byli obaj 
wymienieni uczeni. Jednocześnie otrzymała nagrodę Rosalyn Yalow, która wraz 
ze zmarłym w r. 1972 S. Bernsonem opracowała technikę testów radioimmunolo- 
gicznych. Tematyka więc omawianej książki jest nie tylko bardzo aktualna, o ogrom­
nym znaczeniu zarówno teoretycznym jak i klinicznym, lecz zyskała ona również naj­
wyższą ocenę naukową.

Całość materiałów przedstawiono w postaci 16 referatów ilustrowanych przej­
rzystymi schematami i tabelami oraz zawierającymi wyczerpujące piśmiennictwo. 
Pomimo, że tematyka jest zwarta, bo dotyczy w zasadzie tylko trzech peptydów pod­
wzgórza o znanej i prostej budowie, podawanej już w nowoczesnych podręcznikach 
biochemii, to jednak można wśród referatów wyróżnić trzy następujące grupy: 1) Iloś­
ciowo najbardziej pokaźna grupa prac o charakterze ogólno-biologicznym. Zaliczyć 
tu można następujące: Endokrynologia neuronu i pochodzenie neuronalne komórek — 
R. Guillemin. Transport aksoplazmy w nerwach obwodowych i w układzie podwzgó- 
rze-przysadka — S. Ochs. Subkomórkowe rozmieszczenie peptydów podwzgórza — 
A. Barnea, Ch. Oliver i J. C. Potter. Badania nad rozmieszczeniem peptydów biolo­
gicznie czynnych w mózgu — M. J. Brownstein. Biosynteza peptydów podwzgórza — 
J. F. McKelvy. Komórka nerwowa jako jednostka sekrecyjna — R. A. Górski. 2) Prace 
nad mechanizmem uwalniania hormonów przedniego płata przysadki. Wydzielanie 
LHRH — J. D. Neil i wsp. Kontrola podwzgórza w wydzielaniu hormonu stymulują­
cego uwalniania hormonu melanotropowego i adrenokortikotropowego — M. Saffran. 
Wydzielanie hormonów podwzgórza in vivo  i in vitro  — J. C. Porter i wsp. Mechanizm  
działania LHRH i TRH i modulacja działania poprzez hormony peryferyczne —
F. Labrie i wsp. 3) Prace których wyniki poza znaczeniem teoretycznym są bez­
pośrednio powiązane z terapią: Czynniki podwzgórza hamujące i stymulujące wydzie­
lanie prolaktyny — A. Arimura i A. V. Schally. Rola TRH u człowieka — A. G. Frantz. 
Stosowanie somatostatyny w badaniach homeostazy węglowodanowej u człowieka — 
J. E. Gerich. Rola LHRH w kontroli cyklu menstruacyjnego — S. S. C. Yen i wsp. 
Farmakologia TRF, LRF i som atostatyny— W. Vale i wsp.

Jak wiadomo peptydy biologicznie czynne występują w podwzgórzu w ilościach 
tak małych, że dla wyizolowania kilku mg czystego hormonu trzeba było zużyć 
setki tysięcy świń lub owiec. Dlatego też dokładne poznanie budowy peptydów pod­
wzgórza ma pierwszorzędne znaczenie nie tylko teoretyczne, lecz i praktyczne: umoż­
liwia bowiem ich syntezę, a nawet taką modyfikację cząsteczki hormonu, że uzyskuje 
się analogi o znacznie potężniejszej i przedłużonej aktywności biologicznej w porów­
naniu z hormonem rodzimym. Można również otrzymać substancje o działaniu antago- 
nistycznym. Substancje te mogą być następnie wykorzystane dla celów terapeutycz­
nych przy całym szeregu schorzeń, a jak się wydaje w przyszłości może znajdą rów­
nież zastosowanie jako środki antykoncepcyjne.

Trudno chyba przecenić wartość teoretyczną badań nad biologicznie czynnymi 
peptydami podwzgórza, jeśli wziąć np. pod uwagę, że Schally i Vale na podstawie 
dokładnej znajomości budowy LHRH mogą wysunąć przypuszczenie, które reszty 
aminokwasowe w peptydzie są odpowiedzialne za aktywność biologiczną, a które za 
zdolność do wiązania z receptorem. Na podkreślenie zasługuje fakt, że omawiane 
peptydy podwzgórza bynajmniej nie są wytwarzane wyłącznie w tej strukturze. Po
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całkowitej deaferentacji podwzgórza poziom TRH w innych strukturach mózgu 
(np. pnia mózgu, korze mózgowej) nie ulega zmianie. Szybkość syntezy krótkich 
peptydów podwzgórza jest bardzo mała, porządku wielkości 0,01—1,0 pmol na 1 min 
na mózg szczura. Dlatego też wszystkie badania, mające na celu wyjaśnienie m e­
chanizmów wydzielania tych hormonów wymagają niezwykle czułych metod, czystych 
odczynników i znakowanych prekursorów o bardzo dużej aktywności specyficznej.

N ie sposób w krótkiej recenzji przedstawić nawet pobieżnie całej omawianej 
tematyki. Wartość omawianej książki nie polega tylko na zestawieniu ogromnego 
materiału faktycznego, będącego skarbnicą wiedzy dla neuroendokrynologów. Wy­
daje się, że znacznie bardziej ważnym jest wskazanie czytelnikowi jakie są dalsze 
perspektywy badań i jak w iele dotychczas utartych poglądów ulegnie być może daleko 
idącym zmianom. Dla przykładu możnaby tu podać że Guillemin proponuje nową 
rozszerzoną definicję hormonu. Hormonem byłaby każda substancja którą komórka 
wydziela i która działa na inną komórkę, znajdującą się w pobliżu lub daleko, nie­
zależnie od tego czy substancja ta przenoszona jest przez krew, czy przez aksoplazmę, 
czy też poprzez przestrzeń pozakomórkową lub szczelinę synaptyczną. W myśl takiej 
definicji do hormonów należałoby zaliczyć neurotransmitery, choć jednej z ważnych 
cech mediatorów7 tj. zwrotnego pobierania nie udało się dotychczas wykryć wśród 
peptydów podwzgórza. Dalszą konsekwencją byłoby wprowadzenie nowej k lasyfi­
kacji neuronów sekrecyjnych (R. A. Górski): 1) Neuron „klasyczny” — powiązany 
z następnym poprzez synapsy i wykorzystujący wydzielaną przez siebie substancję 
jako neurotransmiter. 2) Neuron „przetwornikowy” (neuroendocrine transducer) — 
przekształca informację nerwową w sekrecyjną, hormon zaś wydzielany jest do krwio­
obiegu, i wreszcie 3) Integrujący neuron sekrecyjny (Neuroendocrine neuron inte­
grator) o rozgałęzionych aksonach, łączący właściwości dwóch uprzednio wym ienio­
nych. W świetle takiej klasyfikacji prawo Dale’a, dotychczas nieobalone, musiałoby 
wg Gorskiego ulec modyfikacji.

W książce nie zamieszczono dyskusji, również podsumowanie, jak zaznacza sam 
autor, A. R. Górski, nosi raczej charakter dodatkowego referatu, tym nie mniej 
większość artykułów napisana jest, jak mi się wydaje, w sposób bardzo stymulujący 
każdego biologa.

S. Niemierko
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Tissue Hypoxia and Ischemia

red. M. Reivich, R. Coburn, S. Lahiri i B. Chance
Tom 78 Advances in Experimental Medicine and Biology, 1977, Plenum Press, New  
York, London, 347 stron, cena 45 $.

/

Tom zawiera materiały sympozjum zorganizowanego przez Uniwersytet Pensyl­
wanii (sierpień, 1976), w którym wzięli udział także badacze z niektórych ośrodków 
europejskich. Tematyka sympozjum poświęcona była fizjologicznym i biochemicznym  
problemem niedotlenienia tkanek. Znalazły się w niej bardzo obszernie potraktowane 
zagadnienia:
— Biochemia fizjologicznych receptorów tlenu
— Mechanizmy działania receptorów tlenu w  tkankach
— Wpływ hipoksji i ischemii na hemodynamikę i metabolizm mózgu
W materiałach zamieszczono poza pracami oryginalnymi także prace o charakterze 
monograficznym m.in. Siesjo i wsp., Estabrook i Werringloer; niektórym z nich towa­
rzyszy szeroki komentarz lub dyskusja.

http://rcin.org.pl



408 RECENZJE

W pierwszej sesji omówiono teoretyczne problemy związane z istnieniem recepto­
rów tlenu, głównie pod kątem poszukiwań ich molekularnego podłoża w tkance i w e­
wnątrz komórki. Z tego punktu widzenia scharakteryzowano enzymy mikrosomalne 
i mitochondrialne wielu tkanek oraz białka hemowe.

W drugiej sesji znalazły się prace dotyczące bioelektrycznej aktywności chemo- 
receptorów na modelowym przykładzie pojedynczego neuronu mięczaka (Aplysia), 
a także prace podejmujące próby wyjaśnienia mechanizmu skurczu mięśni gładkich 
naczyń ssaków pod wpływem wzrostu p 0 2. Dość szczegółowo przedyskutowano rolę 
ATP, Ca+2 i prostaglandyn w  mechanizmach regulacji tego procesu i poddano kry­
tycznej analizie adenozynową hipotezę regulacji krążenia krwi w mięśniach szkiele­
towych i mięśniu sercowym w hipoksji (Haddy). Oddzielną sesję poświęcono mecha­
nizmom działania chemoreceptorów kłębka szyjnego w powiązaniu z rolą katechola- 
min i cyklicznego AMP.

Dla neurochemika najciekawsze zagadnienia omówiono w sesji poświęconej m e­
tabolicznemu podłożu uszkodzeń tkanki nerwowej w hipoksji. Zwrócono uwagę na 
odmienny charakter zaburzeń biochemicznych w każdym ze stosowanych modeli 
niedotlenienia. Podkreślono brak zależności między stopniem tych zaburzeń a głębo­
kością nieodwracalnego uszkodzenia komórek mózgu, zwłaszcza w modelach pełnego 
i częściowego niedokrwienia. Przedstawiono kilka interesujących hipotez tłumaczą­
cych to zjawisko m.in. biorąc pod uwagę spadek pH w trakcie niedotlenienia i wzrost 
metabolizmu we wczesnych okresach po niedotlenieniu (Siesjó i wsp., Duffy i Levy). 
W tematyce tej sesji znalazły się także bardziej szczegółowe zagadnienia, takie jak 
zmiany tkankowego p 0 2, równowagi jonowej i stanu redox w wybranych modelach 
niedotlenienia, czy wpływ ischemii kory mózgu na inne części ośrodkowego układu 
nerwowego w odniesieniu do poziomu cyklicznych nukleotydów: GMP i AMP.

Aspekt kliniczny hipoksji podjęto tylko w jednym doniesieniu, w którym opisano 
wpływ wzrostu pC02 na hemodynamikę krążenia mózgowego u pacjentów z choro­
bami naczyń (Reivich i wsp.). Porównano tu materiał kliniczny z doświadczalnie 
wywołanym zatorem mózgowym u małp.

W sumie materiały stanowią cenną pozycję, atrakcyjną pod wieloma względami 
dla specjalistów interesujących się niedotlenieniem: fizjologów, biochemików, lekarzy. 
Zamieszczone tu doniesienia stanowią często dorobek kilkuletniej pracy renomowa­
nych ośrodków europejskich i amerykańskich. Wartość tej monografii podnosi rów­
nież fakt, że jest ona jedną z nielicznych prób oceny wpływu niedotlenienia na róż­
nych poziomach organizacji ustroju.

H. Książak

Comparative Endocrinology of Prolactin

red. H. D. Dellmann, J. A. Johnson, D. M. Klachko, 1977. Plenum Press, London, New  
York, 249 stron, cena 27 $.

Monografia zawiera 11 referatów wygłoszonych na Sympozjum w sierpniu 1975 r. 
na Uniwersytecie Missouri. Referaty oparto na własnych pracach autorów prowa­
dzących od dłuższego czasu badania nad sekrecją, strukturą chemiczną oraz rolą 
fizjologiczną prolaktyny u ssaków i niższych kręgowców.

W pierwszym referacie C. W. Turner, długoletni badacz i inicjator badań nad 
sekrecją i rolą prolaktyny w procesie rozwoju gruczołu mlecznego i laktacji, przed­
stawił historyczny rozwój badań nad prolaktyną. Omówił on większość zagadnień
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związanych z produkcją i fizjologią hormonu a więc np. powiązanie sekrecji hormonu 
z hormonami gonadowymi (estradiolem i progresteronem), synergizm działania pro­
laktyny z hormonami nadnerczy i somatotropiny na mammogenezę i laktogenezę oraz 
problem oznaczania aktywności biologicznej hormonu. Badanie tych zagadnień za­
początkowane zostało właśnie w laboratorium kierowanym przez C. W. Turnera.

U. J. Lewis przedstawił obecny stan wiedzy o strukturze chemicznej prolaktyny 
zwierząt kilku gatunków oraz o pokrewieństwie immunologicznym prolaktyn ssaków  
i niższych kręgowców. Zagadnienia te mają duże znaczenie w badaniach fizjolo­
gicznych.

Niezmiernie ciekawy jest referat M. G. Farąuhar pt.: „Secretion and Crinophagy 
in prolactin cells”. Omówiła ona zjawiska tworzenia się granul prolaktyny, ich wyda­
lanie z komórki oraz degradację na poziomie molekularnym. Poruszyła również etapy 
tworzenia się granul w których hormon staje się immunoreaktywny.

Regulację sekrecji hormonu — podstawowe zagadnienie z punktu widzenia fizjo­
logicznego— przedstawili J. Meites w referacie pt.: „Control of prolactin secretion” 
oraz A. G. Franz w referacie „Assay on regulation of prolactin in humans”. Jak w ia­
domo, rola podwzgórza w hamowaniu i stymulacji sekrecji hormonu przez przysadkę 
ssaków nadal znajduje się w sferze hipotez. Nadal bardzo mało jest danych na temat 
podwzgórzowego czynnika hamującego sekrecję (PIF) jak i stymulującego sekrecję 
(PrRF). Meites omawia te zagadnienia na podstawie nowych danych o udziale środków 
farmakologicznych wpływających na sekrecję prolaktyny oraz rolę w tym procesie 
podwzgórzowego hormonu uwalniającego tyreotropinę (TRH).

Po referacie J. Meitesa — rozwinęła się ciekawa dyskusja na temat regulacji 
sekrecji prolaktyny u ptaków i niższych kręgowców (płazów, gadów). Wiadomo było, 
że u tych zwierząt ośrodkowy układ nerwowy stymuluje sekrecję hormonu przez 
przysadkę. Z dyskusji tej wynika, że najprawdopodobniej działanie stymulujące na­
leży przypisać TRH. Rolę hormonu w procesie mammogenezy i laktogenezy u czło­
wieka i innych ssaków omówił L. J. Jacobs. Rolę tę autor omawia na poziomie zjawisk 
molekularnych; przedstawia działanie hormonu na receptory komórek gruczołu mlecz­
nego i efekt tego działania poprzez cyklazę adenylową i kinazy białkowe.

Spośród rozlicznych funkcji prolaktyny w procesach metabolicznych szeroko 
omówiono jej rolę w regulacji przemiany tłuszczów (A. H. Meier, Role of prolactin in 
liporegulation).

Wprawdzie omawiana monografia nie przedstawia pełnej listy funkcji prolak­
tyny w organizmach zwierzęcych, nie porusza bowiem jej udziału w procesie wzro­
stu, owulacji i rozrodu ssaków i niższych kręgowców, wpływu na zachowanie się 
w okresie macierzyństwa, wędrówce ptaków lub zmianie okrywy u gadów — omawia 
jednak najważniejsze zagadnienia z zakresu budowy, sekrecji i funkcji hormonu, nie 
jest przeciążona nadmiarem danych lecz sięga do ich istoty i to jest dużą zaletą oma­
wianej publikacji.

E. Domański

„Elastin and elastic tissue”

red. L. B. Sandberg, W. R. Gray i C. Franzblau, tom 79 serii „Advances of Experimen­
tal Medicine and Biology”, (1977) Plenum Press, New York/London, 782 strony, 
cena 71,40 $.

Elastyna jest jednym z najbardziej stabilnych chemicznie białek zwierzęcych. 
Stanowi główny element strukturalny sprężystej tkanki łącznej nadając jej cha-
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/
rakterystyczne właściwości mechaniczne. Występuje w  większych ilościach w  wią­
zadłach, skórze, ścianach naczyń i tkance płucnej. Białko to zostało odkryte w  1840 ro­
ku, ale dopiero w ostatnich latach odnotowano istotny postęp w badaniu jego struk­
tury i funkcji.

Na recenzowaną książkę składają się materiały pierwszej międzynarodowej kon­
ferencji na temat elastyny i tkanki elastycznej, zorganizowanej w  Alta (Utah, USA) 
w sierpniu 1976 roku. Redaktorzy tej pozycji i jednocześnie organizatorzy konfe­
rencji, pracują sami nad strukturą elastyny i obok S. M. Partridge’a, który był 
również uczestnikiem spotkania, odnotowali w tej dziedzinie największe osiągnięcia.

W siedmiu rozdziałach książki przedstawiono prace autorów różnej specjalności 
dotyczące:
— morfologii elastyny i tkanki elastycznej,
— szybkości obrotu tego białka w tkance oraz elastolizy,
— chemicznej budowy elastyny,
— jej biosyntezy i metabolizmu,
— właściwości fizykochemicznych elastyny,
— molekularnych modeli struktury i funkcji tego białka.

Jeden z rozdziałów (V), który wyłamuje się nieco z logicznego układu materiału, 
poświęcono tkance płuc.

Biochemika zainteresują przede wszystkim molekularne podstawy sprężystości 
elastyny. Podkreśla się zarówno niezwykły skład aminokwasowy tego białka (powy­
żej 95% reszt niepolarnych) jak i występowanie mocnych kowalencyjnych wiązań 
międzyłańcuchowych powstających w wyniku oksydatywnej przemiany reszt lizylo- 
wych w łańcuchach rozpuszczalnego prekursora — tropoelastyny. W dojrzałej elasty- 
nie wiązania te występują co około 75 reszt aminokwasowych, w obszarach bogatych 
w alaninę. Nie ma zgodności poglądów co do tego czy na poziomie molekularnym  
elastyna jest białkiem fibrylarnym czy globularnym. Nie wiadomo również do­
kładnie, w  jakim stopniu zdolność włókna elastyny do powrotu do pierwotnej dłu­
gości po zwolnieniu siły naprężającej, jest wynikiem bezpośrednich interakcji łań­
cuchów polipeptydowych, a w jakim — oddziaływań między łańcuchami a cząstecz­
kami wody (właściwości sprężyste występują jedynie w stanie uwodnienia). Zwo­
lennicy modelu struktury przestrzennej elastyny w postaci trójwymiarowej siatki 
nieregularnie przebiegających łańcuchów, uznają to zjawisko za efekt czysto entro- 
powy. Twórcy modeli struktury bardziej uporządkowanej uważają najczęściej, że 
podstawą sprężystości są oddziaływania hydrofobowe faworyzujące określony typ 
konformacji.

Interesujących danych dostarcza także rozdział dotyczący katabolizmu elasty­
ny, w którym wiele uwagi poświęcono serynowo-histydynowym proteazom niektó­
rych komórek i tkanek, zdolnym do degradacji tego białka i zbliżonych do elastaz 
trzustkowych.

Książkę wydano techniką małej poligrafii w kilka miesięcy po zamknięciu kon­
ferencji. Każdy z rozdziałów został poprzedzony zwartym wstępem i zakończony 
rzeczowo zredagowanym sprawozdaniem z dyskusji plenarnych. Ułatwia to znacznie 
korzystanie z obszernego ładunku aktualnych informacji jaki niesie ta interesująca 
i pożyteczna publikacja.

W. Ardelt
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Intercellular Communication

red. W. C. De Mello, 1977, Plenum Press, New York, 255 stron, cena 30 $

W ostatnich latach zwrócono uwagę na różnorodne połączenia między komór­
kami. Niektóre z nich znane są jeszcze tylko od strony morfologicznej, innym można 
już przypisać określone funkcje. Do tych ostatnich należą złącza szczelinowe (gap 
junctions — nexus) zwane także połączeniami elektrycznymi. Recenzowana książka 
poświęcona jest złączom szczelinowym. Składa się z 9 artykułów przeglądowych 
opracowanych przez różnych autorów, w których omawiane są występowanie i rola 
tych złączy w organizmach dorosłych w warunkach fizjologicznych i patologicznych, 
in vivo  i in vitro  oraz w rozwoju zarodkowym. W rozdziale 1 (Gap junctions in 
development)  E. B. Griep i J. P. Revel zestawiają dotychczasowe wyniki badań nad 
złączami szczelinowymi, ich ultrastrukturą, budową chemiczną, przepuszczalnością 
i rolą, charakterem substancji przekazywanych i przewodnictwem elektrycznym. 
Szczególną uwagę zwrócili autorzy na rozwój i przemiany złączy w czasie rozwoju 
zarodkowego i różnicowania się komórek nerwowych oraz na ich rolę w  regulacji 
wzrostu.

L. Weiss i J. P. Harlos w rozdziale 2 (Celi contact and their implication in celi 
communication) po przedstawieniu teoretycznych rozważań nad siłami działającymi 
na przyciąganie i odpychanie się powierzchni sąsiadujących komórek, referują w y­
niki badań doświadczalnych nad heterogennym rozmieszczeniem ładunków elek­
trycznych na powierzchni komórki. Na przykładzie mikrokosmków o dużej krzy- 
wiźnie i dużym ładunku negatywnym na powierzchni, przeprowadzają teoretyczne 
rozważania możliwości jego kontaktu z płaską powierzchnią komórki. Zajmują się 
również rolą makromolekuł powierzchniowych w tworzeniu połączeń elektrostatycz­
nych między oddalonymi od siebie komórkami oraz powiązaniami między ładunkami 
elektrycznymi powierzchni komórek a tworzeniem się połączeń o niskim oporze i dy­
namiką tych połączeń. Na końcu rozdziału podkreślają brak połączeń elektrycznych 
między komórkami nowotworowymi.

Jednolitość połączeń międzykomórkowych w świecie zwierzęcym jest tematem  
rozdziału 3 (Junctional permeability and its conséquences). Autorzy — J. D. Pitts 
i M. E. Finbow — głównie na podstawie swych własnych badań przeprowadzonych 
na ponad 30 rodzajach komórek wykazują identyczność tworzących się między nimi 
złączy szczelinowych in vivo  i in vitro. Przez złącza te oprócz impulsów elektrycz­
nych przechodzą nieorganiczne jony i niskocząsteczkowe substancje. Szczególną 
uwagę zwracają na transport nukleotydów, aminokwasów, ufosforowanych cukrów, 
fosforanów cholinowych i niektórych barwników oraz na ilościową stronę tego 
transportu. Rozdział zakończony jest wnioskami o znaczeniu biologicznym złączy 
szczelinowych w  koordynowaniu i regulowaniu aktywności komórek, wzrostu, cy­
klów komórkowych i rozwoju zarodkowego.

Rozdział 4 (Intercellular communication in heart muscele) poświęcony jest połą­
czeniom międzykomórkowym w mięśniu sercowym. Napisany jest przez redaktora 
książki V. C. De Mello. Na wstępie wymienia on wszystkie typy połączeń międzyko­
mórkowych i ich rozwój w sercu. Rozważa następnie czy synchronizacja pulsacji 
komórek mięśnia sercowego zależy od połączeń międzykomórkowych podkreślając, 
że mięsień sercowy składa się z pojedynczych odrębnych komórek mięśniowych. 
Udowadnia na podstawie badań eksperymentalnych, że dla rozchodzenia się podniety 
(impulsu) w sercu konieczna jest obecność połączeń międzykomórkowych o niskim  
oporze elektrycznym, a jedynie złącza szczelinowe we wstawkach mogą spełniać 
wszystkie wymagane warunki. Dyskutuje wpływ obecności śródkomórkowej jonów

9’ http://rcin.org.pl



412 RECENZJE

Ca oraz Na dla przepuszczalności złączy szczelinowych i przewodzenia w  mięśniu 
sercowym.

A. L. Politoff w rozdziale 5 (Protein serniconduction: an alternative explanation  
o/ electrical coupling) przedstawia własną hipotezę półprzewodnictwa białek w od­
niesieniu do transportu przez połączenia elektryczne, opartą na wynikach badania 
przepuszczalności połączeń elektrycznych w nerwach brzusznych kałamarnicy. Rów­
nocześnie przeprowadza krytyczną ocenę ogólnie przyjętej hipotezy o istnieniu ka­
nałów hydrofilnych w złączach szczelinowych.

Rozdział 6 (Intercellular communication and cancer), napisany przez R. Azarnia 
i W. J. Larsen, poświęcony jest omówieniu roli złączy szczelinowych w regulacji 
wzrostu. Autorzy podkreślają, że proces ten może być związany z przechodzeniem  
cAMP przez złącza, zwracają również uwagę na rolę cyklazy adenilowej i błonowych 
receptorów hormonów w transporcie substancji przez złącza szczelinowe w  niektó­
rych docelowych komórkach dla hormonów białkowych. Wiążą to z wciąganiem do 
środka (internalization) i tworzeniem się pierścieniowatych złączy szczelinowych 
w tych komórkach. Omawiają wreszcie zagadnienie występowania i braku połączeń 
między komórkami nowotworowymi uważając, że genetycznie uwarunkowany brak 
złączy szczelinowych, i na skutek tego niemożliwość przechodzenia czynnika regu­
lującego wzrost między komórkami, jest przyczyną nowotworzenia.

W rozdziale 7 (Celi interactions in neuroblastoma) J. Harris i W. G. Hopkins 
omawiają połączenia między komórkami neuroblastoma. Na początku rozdziału po­
dają opis i charakterystykę różnych linii tego typu komórek. Zajmują się następnie 
głównie wynikami badań nad neuroblastoma C 1300 hodowanymi in vitro  wraz 
z komórkami mięśniowymi. Komórki neuroblastoma przyczepiają się do komórek 
mięśniowych zakończeniami podobnymi do synaps, które indukują w komórkach 
mięśniowych lokalne zmiany powierzchni i nagromadzenie się receptorów acetylocho­
liny. Połączenia te nawet w  obecności acetylocholiny i transferazy acetylocholinowej 
nie wywołują odpowiedzi w komórkach mięśniowych.

Roli połączeń międzykomórkowych w odpowiedzi immunologicznej poświęcony 
jest rozdział 8 (Celi communication in the immune response) G. M. Oliveira-Castro 
i G. A. Dos Reis’a. Po przedstawieniu obecnych poglądów na pochodzenie i rolę lim ­
focytów T i B, makrofagów, współdziałania limfocyt—makrofag, autorzy omawiają 
własne badania nad kontaktami między limfocytami. Po stymulacji limfocytów (he- 
mofitoaglutyniną) tworzą się między nimi złącza szczelinowe, autorzy szeroko dysku­
tują znaczenie tych połączeń dla powstawania odpowiedzi immunologicznej.

Ostatni rozdział 9 (Intercellular communication in the early embryo) napisany 
został przez R. D. Powers i J. T. Tupper. Omawiane są tu połączenia elektryczne 
między komórkami w e wczesnych etapach rozwoju zarodków ryb kostnoszkieleto- 
wych, ptaków, płazów i ssaków. W konkluzji autorzy stwierdzają, że dotychczasowe 
nasze wiadomości i wyniki badań nie dają jasnego obrazu rozmieszczenia połączeń 
a zwłaszcza ich funkcji i jak dotąd nie można ich powiązać w logiczny obraz z pro­
cesami morfogenetycznymi.

Wszystkie rozdziały są bogato ilustrowne elektronogramami, wykresami, ry­
sunkami i schematami. Na końcu każdego podana jest obszerna bibliografia. We 
wszystkich artykułach opisano szeroko metody badań złączy szczelinowych, stąd 
pewne powtórzenia zwłaszcza odnośnie metod elektrofizjologicznych i badań przy 
pomocy barwników fluorescencyjnych.

Książka w całości jest interesującą pozycją przedstawiającą aktualny stan w ia­
domości na temat połączeń elektrycznych, skorzystać z niej mogą w iele wszyscy 
zajmujący się zagadnieniami biologii komórki.

Z. Osuchowska
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Intracellular Protein Catabolism

Red. V. Turek i N. Marks, tom 2, 1977, Plenum Press, New York and London, stron 368, 
$ 42.00.

Książka zawiera referaty wygłoszone na II Międzynarodowym Sympozjum  
„Intracellular Protein Catabolism” 26—30 maja 1975 r. w Lublianie.

Degradacja białka i jej regulacja jest zagadnieniem stosunkowo mało zbadanym  
i mało„,znanym w porównaniu z syntezą białka i innymi działami biochemii. Mimo, 
że poszczególne proteazy zostały dość dobrze oczyszczone i zbadano ich działanie na 
substraty in vitro, ciągle bardzo mało wiemy o ich roli w katabolizmie białek w ży­
wym organizmie. To zagadnienie jest w  ostatnich latach intensywnie badane, 
a przedstawiona książka prezentuje obecny stan wiedzy w tej dziedzinie w refera­
tach napisanych przez kilkudziesięciu najlepszych specjalistów.

Mimo, że w  pracy badano bardzo różny materiał, zarówno in vivo  jak i in 
vitro, problemy często pokrywają się, a wnioski wyciągnięte przez różnych autorów  
są podobne lub uzupełniają się wzajemnie. Tematyka referatów obraca się wokół 
kilku kluczowych problemów. Podstawowym z nich jest zagadnienie mechanizmu 
regulacji rozkładu białek i jakkolwiek dalekie jest ono od pełnego wyjaśnienia, to 
wnioski poszczególnych autorów można następująco uporządkować: 1. Większe zna­
czenie dla regulacji proteolizy ma podatność białek niż specyficzność proteaz. 2. Okres 
półtrwania jakiegoś białka in vivo  daje się najczęściej skorelować z podatnością na 
proteolizę in vitro.  3. Podatniejsze na proteolizę są białka o wielkiej cząsteczce niż
0 małej i o kwaśnym punkcie izoelektrycznym niż o zasadowym. 4. Zasadnicze zna­
czenie dla podatności na proteolizę ma stan konformacyjny białka (wynikający 
z obecności kofaktora, inhibitora, aktywatora, dysocjacji na podjednostki itp).
5. Zwiększa podatność na proteolizę taki stan konformacyjny białka, przy którym  
następuje odsłonięcie miejsc hydrofobowych, co sprzyja łączeniu się z błonami lizo- 
somów lub samoagregacji (w obu przypadkach degradacja następowałaby w lizoso- 
mach); miejsca hydrofobowe mogą być również podatniejsze na bezpośrednie działa­
nie proteaz. 6. Sprzyja proteolizie denaturacja, lub jakakolwiek zmiana struktury, jak 
skrócenie łańcucha peptydowego albo zamiana aminokwasu na jego analog. W tych 
przypadkach proteoliza staje się znacznie szybsza i praktycznie niekontrolowana 
przez komórkę.

Następnym zagadnieniem, którym zajmowało się wielu autorów było m iejsce
1 droga na jakiej białka są degradowane. Coraz większe znaczenie dla katabolizmu 
białka w stanie fizjologicznym komórki mają — jak się uważa — proteazy pozalizo- 
somalne obecne w  cytoplazmie, aktywne w  środowisku o pH neutralnym; nie kwe­
stionowana natomiast jest rola lizosomów w procesach patologicznych.

Jednym z procesów niejasnych i kontrowersyjnych, zasygnalizowanym w wielu  
referatach jest zapotrzebowanie na energię w czasie degradacji białka, przy czym 
nikt nie znalazł dotąd proteazy związanej z wysokoenergetycznym kofaktorem. 
W przypadku proteaz lizsosomalnych energia jest potrzebna na utrzymanie kwaśne­
go pH w  lizosomych. W niektórych przypadkach stwierdzono współzależność proteoli­
zy od syntezy białka — była to najczęściej proteoliza wywołana jakimiś czynnikami.

Tematem wielu referatów była aktywność proteaz w przebiegu procesów pa­
tologicznych, jak np. w  mięśniach w  czasie ich zaniku, w  tkankach nowotworowych; 
proteoliza w komórkach tkanki łącznej i pozakomórkowa proteoliza kollagenu, a tak­
że aktywacja i unieczynnianie biologicznie czynnych peptydów przez proteazy. Wy­
odrębniono przy tym rolę niektórych proteaz i inhibitorów istotnych w procesach 
patologicznych. Opisano również nowe nieznane dotąd enzymy proteolityczne i inhi­
bitory.
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Mimo, że niewiele problemów poruszonych w tej książce można uważać za w y­
jaśnione, a niektóre z nich zostały zaledwie zasygnalizowane, to z uwagi na ważność 
zagadnień degradacji białek, jak również ze względu na różnorodność organizmów 
i tkanek na których wykonano prace, książkę tę należy uważać za bardzo potrzebną 
i można polecić ją każdemu biochemikowi.

A. Jakubiec-Puka

4 1 4  RECENZJE

Chemical Signals in Vertebrates

red. D. Miiller-Schwarze i M. M. Mozell 1977, Plenum Press, New York, London, 
stron X+610, cena 54.00 $.

W obecnych czasach powstawania nowych, interdyscyplinarnych dziedzin w nau­
kach przyrodniczych, wyrosła nowa specjalność łącząca zainteresowania szczególnie 
wielu różnorodnych nauk. Jest nią nauka o porozumiewaniu się zwierząt, obejmu­
jąca wszakże również bezsłowne porozumienie się ludzi. Część jej problematyki, se- 
miochemia (od gr. sémeíon — znak) zajmuje się badaniem substancji chemicznych 
niosących komunikaty między organizmami żywymi (Law i Regnier, 1971). W uzupeł­
nieniu tematyki sygnałów mechanicznych i elektromagnetycznych odbieranych dzię­
ki percepcji słuchowej i wzrokowej — dotyczy ona spraw biochemicznego kanału in­
formacji, jak to określają cybernetycy. Te zagadnienia łączą zainteresowania hu­
m anistów — psychologów i semiologów — oraz przyrodników. Z tych ostatnich w y­
mienić należy przede wszystkim etologów, zajmujących się biologiczną analizą za­
chowania się, ekologów, fizjologów i biochemików.

Omawiany tom powstał w rezultacie spotkania 140 specjalistów z różnych dzie­
dzin na sympozjum pt. „Chemiczne sygnały u kręgowców”, które odbyło się w dniach 
6—9 czerwca 1976 r. w Saratoga Springs, N. Y., w  Stanach Zjednoczonych Amery­
ki Pn. Było to pierwsze sympozjum o tej tematyce, dotyczące kręgowców, zorganizo­
wane po wielu podobnych, poświęconych zagadnieniu feromonów owadzich. Badania 
tych bezkręgowców poważnie bowiem wyprzedziły pod tym względem prace nad 
kręgowcami i w końcu 1976 r. w porównaniu z setkami zidentyfikowanych pod wzglę­
dem chemicznym związków czynnych wytwarzanych przez owady, zdołano scharak­
teryzować tylko sześć fermonów ssaków.

Książka składa się z 32 rozdziałów przedstawionych w ośmiu częściach o nastę­
pujących tytułach: (I) źródła dla sygnałów chemicznych, (II) chemizm, (III) zachowa­
nie się: przeglądy, (IV) zachowanie się: badania laboratoryjne, (V) ekologia, (VI) test 
biologiczny, (VII) odbiór sygnałów chemicznych i (VIII) procesy ośrodkowe. Sympo­
zju m — i w efekcie jego materiały naukowe składające się na recenzowany tom — 
nie ograniczyły się więc do samego uzupełniania luk w znajomości feromonów krę­
gowców. Około dziesięciu rozdziałów, stanowiących blisko trzecią część książki po­
święcono zagadnieniom ogólnym. Także tematyka rozdziałów szczegółowych jest bar­
dzo wszechstronna. Sympozjum stało się bowiem forum dyskusji nad nowo wyłonio­
nymi problemami, tak ważnymi, jak 1) problem potrzeby rewizji definicji feromo­
nów — a może nawet porzucenia tego terminu z powodu różnic między systemami 
łączności chemicznej owadów i kręgowców, jak 2) sprawa wpływu uczenia się 
zwierząt na porozumiewanie się chemiczne, czy 3) rola pokarmu w powstawaniu fe­
romonów. Zwrócono przy tym uwagę na 4) zależność porozumiewania się chemicznego 
od wielosensorycznego kontekstu, w którym musi się ono odbywać. Starano się 
wreszcie 5) wyświetlić sprawę feromonów wieloskładnikowych. Są tu więc dwa
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rozdziały metodyczne. Jeden jest wprawdzie rozdział o tematyce czysto biochemicz­
nej: „Własności związków używanych jako sygnały chemiczne” (6 stron). Jego ele­
mentarny poziom adresuje go przy tym raczej do biologów niż do biochemików. Tych 
ostatnich mogą jednak bardziej zainteresować inne rozdziały, o mniej ogólnej treś­
ci — np. dotyczące złożonego zachowania się ssaków i terenowych testów bioche­
micznych, o złożoności chemicznego systemu porozumiewania się ssaków, czy roz­
dział rozpatrujący chemiczne atraktanty z gruczołu napletkowego szczura.

Książka ujmuje problematykę w  aspektach ogólnobiologicznych. Oprócz więc 
sprawy zarówno chemicznych, jak i cybernetycznych mechanizmów łączności chemicz­
nej znajdziemy tu zagadnienie jej wyznaczników ekologicznych, jak i rozważania 
nad przystosowawczym znaczeniem tej łączności. Pojawia się również podejście ewo­
lucyjne. Wiele miejsca poświęcono omówieniu problematyki łączności chemicznej 
w  odniesieniu do konkretnych sytuacji społecznych, w których zachodzi. Jest zatem 
mowa o roli feromonów w wyzwalaniu i hamowaniu tzw. zachowania się agoni- 
stycznego (tj. związanego z walką) w  obrębie gatunku. W tym kontekście poruszo­
no oczywiście zagadnienie terytorializmu — wraz z przykładami znakowania granic 
terytorium śladami chemicznymi. Przy okazji ataku drapieżców na ryby omówiona 
jest znów sprawa tzw. substancji alarmowych. Szeroko potraktowano rolę woni 
w indywidualnym rozpoznawaniu się osobników, przy rozpoznawaniu się współple- 
mieńców, a także osobników o określonej randze w hierarchii społecznej. Osobną 
i szczególnie ważną dziedzinę zagadnień porozumiewania się chemicznego — tak jak 
u zwierząt z wielu innych grup — stanowi sprawa wzajemnego rozpoznawania się 
partnerów seksualnych u kręgowców oraz oceny ich stanu fizjologicznego. Jest też 
rozdział o tematyce stosowanej.

Jak to zwykle bywa z książkami opracowywanymi zespołowo, tę również cechują 
dobre i złe strony. Jest w  dużej mierze sprawą czytelnika, czy w jego odczuciu ko­
rzyści kompensują braki. Z jednej strony mamy przecież tu zbiór artykułów omawia­
jących jedne zagadnienia szerzej, podczas gdy inne zostały — czasem dość przypad­
kowo — zaniedbane lub wręcz pominięte. Z drugiej znów strony taka książka odzna­
cza się korzystną cechą, jaką daje opracowanie przez zespół specjalistów. Jest nią 
aktualność podanych faktów i interpretacji, dziś napewno nieosiągalna dla jednego 
autora. Ilustracją dysproporcji rozłożenia akcentów może być choćby to, że przy 
21 rozdziałach dotyczących ssaków — szczurowi, chomikowi złocistemu, psu, naczel­
nym i zwierzętom domowym poświęcono tylko po jednym rozdziale, człowiekowi 
dwa, gryzoniom trzy; resztę stanowią rozdziały ogólne. Na tym tle gady i płazy 
mają jeden rozdział, podobnie ryby. Oczywiście w pewnej mierze odzwierciedla to 
rolę chemicznego porozumiewania się u kręgowców z tych grup, jeszcze bardziej zaś 
świadczy o stopniu zainteresowania samych badaczy. Ptakom na przykład poświę­
cono zbyt mało uwagi, bo tylko 29 wierszy tekstu, choć wiadomo, że przedstawiciele 
tej gromady kręgowców mają dobrze rozwinięty węch. Niemniej jednak cytaty od­
powiednich badań, w tym również biochemicznych, dotyczą dziesiątków gatunków  
zwierząt, a spośród samych ssaków — prócz wymienionych już gatunków — więcej 
uwagi poświęcono kilkunastu innym (jak śwince morskiej, nornicy, królikowi, dzi­
kowi, jeleniom, reniferowi, owcy, antylopie widłorogiej, manguście, cywecie, kotu, 
hienom, psu, wilkowi, kojotowi, lisowi, marmozecie, czy rezusowi — że wymienimy 
te tylko przykłady w celu zorientowania czytelnika). Nierzadko zresztą na kartach 
tej książki pojawiają się owady — jako element odniesienia dla wielu wywodów. 
(Czytelnikowi, który poszukiwałby mniej wyrywkowo potraktowanego tematu, moż­
na by zaproponować sięgnięcie po harmonijnie ujęty wstęp do całości tej problema­
tyki, w  postaci książki H. H. Shoreya pt. „Animal Communication by Pheromones”; 
Academic Press, New York, 1976, str. 167, której recenzja pojawiła się w Behavioural 
Processes, 2, 1977 No. 2, str. 204—205).
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Całość książki uzupełnia szczegółowy indeks przedmiotowy i nazw zwierząt 
w niej omawianych. Nie jest on wprawdzie wolny od przeoczeń. Pod hasłem Me~ 
riones unguiculatus czytelnik znajduje odsyłacz do mongolskiego gerbila; jednakże 
tego hasła — z oczekiwanymi stronami, na których jest omawiany — już nie ma. 
Jedynie na końcu przedmowy możemy znaleźć nazwisko osób odpowiedzialnych za 
ten stan rzeczy.

J. A. Chmurzyński

T. D. Luckey, B. Venugopal, Metal Toxity in Mammals

Tom 1 — Physiologic Basis and chemical Basis for the Metal Toxity, 1977, Plenum  
Press, New York, stron 238, cena 33 $.

Książka pomyślana została jako wprowadzenie do szczegółowej toksykologii m e­
tali, przedstawionej w drugim tomie (Chemical Toxicity of Metals and Metalloids), 
z którym niestety recenzent nie miał możliwości się zapoznać.

Omawiany niżej pierwszy tom jest dziełem stosunkowo zwięzłym obejmującym  
następujące główne tematy: (1) Wprowadzenie, które oprócz ogólnych zagadnień bio­
logicznych (metale niezbędne i stymulujące, zastosowania farmakologiczne, toksyko­
logia) obejmuje również omówienie technik analitycznych; (2) Wchłanianie (enteral- 
ne, inhalacyjne, dermalne) i wprowadzanie do ustroju metali; (3) Detoksykacja, w y­
dalanie i homeostaza; (4) Toksykologiczne znaczenie właściwości fizykochemicznych 
metali; (5) Karcinogenność i teratogenność; (6) Podsumowanie i przegląd danych
o toksyczności metali. Bibliografia obejmuje ponad 400 pozycji.

Nie jest to typowy podręcznik toksykologii metali, który możnaby zalecić jako 
wprowadzenie dla specjalizujących się w tym zagadnieniu. Specyficzny punkt w i­
dzenia autorów na tę dziedzinę wynika z dwóch źródeł: (a) Podręcznik powstał w Za­
kładzie Biochemii Uniwersytetu Columbia, Missouri i z cytowanych źródeł nie w y­
nika, aby autorzy sami zajmowali się praktycznymi aspektami toksyczności metali 
u ludzi, (b) Podręcznik powstał z prac prowadzonych dla potrzeb NASA w przewi­
dywaniu użycia metali w wieloskładnikowych odżywkach. Specyficzny kąt widzenia 
autorów, jak również ich osobiste doświadczenia spowodowały, że rozłożenie akcen­
tów w tej pracy niezbyt dobrze pokrywa się dziedzinami, wzbudzającymi szczególnie 
duże zainteresowanie toksykologów, zajmujących się praktycznymi aspektami tok­
sykologii metali. Metale, uważane za poważny problem cywilizacyjny z uwagi na 
skażenie środowiska (ołów, kadm, rtęć) nie zostały w pracy szczególnie wypunkto­
wane: autorzy odsyłają tu Czytelnika do innych wyspecjalizowanych monografii. 
Tradycyjne problemy toksyczności metali, którym poświęcona jest przeważająca 
liczba doniesień naukowych, zostały omówione w sposób przeglądowy na 30 stronach 
rozdziału VI. Tyleż miejsca zajmuje rozdział V, poświęcony karcinogennym i terato­
gennym właściwościom metali, które z natury rzeczy w praktycznej toksykologii m e­
tali odgrywają nieporównanie mniejszą rolę. Pewne zaskoczenie wzbudza fakt, że 
można było napisać książkę o toksyczności metali, nie powołując się w ogóle na 
prace specjalistów tej miary co Teisinger, Kehoe, Zielhuis, Chisolm (ołów), Friberg, 
Nordberg, Parizek (kadm), Goldwater, Clarkson (rtęć), Evans, Porter (miedź), Vallee, 
Kagi (metalotioneina) itd.

Z uwagi na specyficzny punkt widzenia autorów na toksykologię metali książka 
ta może być wartościowa przede wszystkim dla specjalistów, którzy znajdą w niej 
uzupełniające informacje do już ugruntowanego sposobu patrzenia na tę dziedzinę.
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Szczególnie dobrze są w książce opracowane zagadnienia, leżące w  profilu osobistych 
zainteresowań autorów, dotyczące dróg wchłaniania metali, a szczególnie drogi jeli­
towej. Zagadnienia detoksykacji potraktowano bardzo ogólnikowo, bez cytowania 
źródeł — i niezbyt ściśle (dla przykładu, zdolność indukcji metalotioneiny przypisano 
również ołowiowi; proces indukcji tego białka przez rtęć zlokalizowano w  wątrobie, 
zamiast w  nerce). Interesująca jest próba powiązania właściwości biologicznych m e­
tali z ich budową elektronową i lokalizacją w układzie okresowym, a także ich zdol­
nością do tworzenia kompleksów. Mniej udana natomiast wydaje mi się próba prze­
łożenia tych teoretycznych przesłanek na język biologiczny (interakcje metal—białko 
i metal—kwasy nukleinowe). Pod tymi hasłami znajdzie Czytelnik głównie infor­
macje uzyskane in vitro, które w toksykologii są rozpatrywane jako podłoże reakcji 
możliwych, jednakże nie zawsze sprawdzających się w  badaniach in vivo. Ta roz­
bieżność punktów widzenia jest o tyle istotna, że w ostatnich latach nagromadziło 
się już nieco informacji o interakcjach metali z makrocząsteczkami układów biolo­
gicznych in vivo.

Interesująco przedstawiono w pracy ogólny pogląd na właściwości karcinogen- 
ne i teratogenne metali. Odpowiednio spreparowane tabele układu okresowego ułat­
wiają szyką orientację w możliwej roli różnych metali w odniesieniu do powyż­
szych efektów. Na uwagę zasługuje też silnie w pracy eksponowany względny cha­
rakter pojęć „pierwiastków niezbędnych” i „pierwiastków toksycznych”. W prze­
konywujący sposób przedstawiono pogląd, zgodnie z którym zarówno niedobór jak 
i nadmiar określonych pierwiastków może wywoływać ujemne skutki biologiczne.

Na uwagę zasługuje przedstawiona w tej pracy po raz pierwszy propozycja 
przyjęcia jednostek toksyczności wprost proporcjonalnych do siły toksycznego dzia­
łania związku (stosowany dotychczas system dawek, np. DL50, względnie stężeń tok­
sycznych jest skorelowany z siłą toksycznego działania w sposób odwrotnie pro­
porcjonalny). Autorzy proponują układ analogiczny do jednostek pH: przyjmując 
za T toksyczność ostrą wyrażoną w molach/kg, wykładnikiem siły toksycznego dzia­
łania ma być: pT =  — log T. W tym układzie toksyczność wyraża się wartościami pT 
od ponad 1 (dla NaCl) do ponad 15 (botulinol D).

J. K. Piotrowski

George R. Pettit, Biosynthetic Products for Cancer Chemotherapy, 

tom 1, 1977, Plenum Press, New York, London, stron X II+  215, cena 23,40 $.

Według słów własnych autora zadaniem książki jest możliwie wszechstronne 
przedstawienie zagadnień związanych z problemem raka i zastosowaniem związków  
naturalnych w  chemoterapii nowotworów. Autor ufa, że książka pozwoli chemikom  
i biologom docenić możliwość leczenia raka, lekarzom zaś powie jakie drogi myślowe 
i doświadczalne prowadzą do odkrywania coraz to nowych naturalnych substancji
o działaniu przeciwnowotworowym. Całość składać się ma z dwu tomów, z których 
pierwszy wprowadza czytelnika w  sposób równie syntetyczny, jak uproszczony 
w podstawy wiedzy o biologii nowotworów, o chorobach nowotworowych i ich te­
rapii (o czym niżej); tom drugi zaś ma przynieść tabelaryczne zebranie wszystkich  
znanych (do kwietnia 1976 roku) substancji naturalnych o działaniu przeciwnowo­
tworowym i cytostatycznym. Autor wyraża nadzieję, że wysiłek zebrania danych
o chemii i biologii naturalnych czynników przeciwnowotworowych okaże się poży­
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teczny dla przedstawicieli wielu dyscyplin i wspomoże postęp w znajdywaniu dal­
szych bardziej skutecznych chemioterapeutyków.

Trudno jednak podzielać optymizm autora nie znając drugiego tomu książki. 
Wystarczy bowiem przejrzeć spis rozdziałów tomu pierwszego oraz niezbyt bogatą 
jego treść by pogłębiło się wrażenie nadmiernej skłonności autora do upraszczania 
zagadnień. Widać to już z tytułu książki „Biosyntetyczne produkty dla chemioterapii”, 
potwierdza zaś proste wyliczenie: spośród 215 numerowanych stron tomu: 92 stano­
wi treść, 6 stron tabele, 81 stron wzory 155 omawianych związków, 15 stron piśmien­
nictwo (444 pozycje), 13 stron indeks rzeczowy a 8 stron gubi się w tak zwanych 
„wakatach”.

Bardzo estetyczne wydanie książki, piękny papier, duża czcionka o ładnym  
kroju i duża czytelność wzorów podnoszą wartość dydaktyczną książki. Zbyt ogól­
nikowa dla naukowców, może przydać się niespecjalistom do wstępnej orientacji 
w dziedzinie chemoterapii nowotworów a, być może, przyda się również studentom  
medycyny i młodym lekarzom jako kompendium pomocne przed egzaminem z tego 
przedmiotu.

Z. Zielińska

Marinę Natural Products Chemistry,

z serii Marinę Sciences, 1977, Plenum Press, New York, stron 433, cena 51 $.

Nakładem Plenum Press (N. York, London) w  serii NATO IV „Marinę Science” 
ukazała się książka pt. „Marinę Natural Products Chemistry” — Chemia produktów  
naturalnych pochodzenia morskiego.

Książka jest zbiorem referatów prezentowanych na konferencji pt. „Produkty 
naturalne pochodzenia morskiego” organizowanej przez NATO w październiku 
1976 r. w  Jersey w W. Brytanii. Całość książki obejmuje 34 referaty.

Są to zarówno referaty przedstawiające wyniki prac o charakterze podstawowym  
jak i referaty dające przegląd ważniejszych zagadnień. Intencją sympozjum było 
stworzenie platformy do dialogu pomiędzy chemikami organikami, którzy studiują 
związki powstające podczas przemian metabolicznych organizmów morskich a biolo­
gami, ekologami i farmakologami, którzy badają wpływ tych związków na organizmy.

Kolejność referatów zamieszczonych w książce pozwala na podzielenie ich na 
następujące grupy: terpenoidy i steroidy niektórych organizmów morskich (kora­
lowce, mięczaki, gąbki), sterole pochodzenia morskiego i ich metabolizm, chemia alg 
i innych wodorostów morskich, związki toksyczne niektórych organizmów morskich, 
chemia innych morskich produktów naturalnych i ich zastosowanie.

Na uwagę w  grupie referatów dotyczących terpenoidów i steroidów zasługuje 
praca G. Cimino pt. „Przegląd seskwiterpenoidów gąbek morskich”, w  organizmach 
tych bowiem występuje największa różnorodność seskwiterpenoidów w świecie zw ie­
rzęcym. Ogółem do chwili obecnej z gąbek morskich wyizolowano i zidentyfikowano 
prawie 50 seskwiterpenoidów. Autor dokonuje przeglądu tych związków dzieląc je 
na trzy grupy: seskwiterpenoidy furanowe, hydrochinonowe i izonitrylowe. Rola 
i znaczenie seskwiterpenoidów w metabolizmie gąbek nie są jednak jeszcze poznane.

Sterole i ich metabolizm w organizmach morskich są przedmiotem badań wielu  
naukowców. Wiedza o tych związkach i ich przemianach wzrosła bardzo w  ostatnich 
latach niemniej jednak biosynteza steroli w  organizmach morskich jest nadal nie 
w  pełni wyjaśniona. Dotyczy to również tzw. steroli niekonwencjonalnych C2e, C30 
oraz C27 i C29 z łańcuchami bocznymi. Budowie tych związków, ich pochodnym, iden­
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tyfikacji oraz występowaniu, poświęcony jest artykuł L. Minale i G. Sodano pt. „Nie­
konwencjonalne sterole pochodzenia morskiego”.

Sporą liczbę prac poświęcono algom i innym wodorostom morskim. Przeprowa­
dzone badania dotyczyły barwników, związków frakcji lipidowej (bromospherol), 
aminokwasów, syntezy mono i dwuterpenów, fenoli i innych. Omówiono struktury 
wielu związków, ich identyfikację przemiany oraz systematykę (karotenoidy).

Masowy rozwój niektórych toksycznych organizmów planktonowych w rejonie 
północnego Atlantyku i Pacyfiku — stanowiący istotny problem ekonomiczny i zdro­
wotny — spowodował, że szereg referatów poświęcono produkowanym głównie przez 
wiciowce niektórych rodzajów biotoksynom, ich izolacji i charakterystyce, oraz 
związkom biologicznie czynnym występującym w gąbkach i wodorostach morskich. 
Autorzy referatów zwracają uwagę na trudności metodyczne bowiem badane bio- 
toksyny stanowią najczęściej mieszaninę kilku związków chemicznych.

Ekstrakty wodorostów morskich znajdują praktyczne zastosowanie w rolnictwie 
i ogrodnictwie powodując między innymi zwiększenie odporności roślin na niskie 
temperatury, grzybice oraz zmniejszenie strat podczas składowania owoców. 
E. Blumden oraz K. Brain i inni próbują wyjaśnić niektóre przyczyny tego zjawiska.

Z innych referatów na uwagę zasługują również prace J. P. Ferezon i innych 
dotyczące lipidów biologicznie aktywnych, P. M. Bebbingtona, E. Morgana i C. Poola: 
„Wykrycie i identyfikacja hormonu powodującego linienie pąkli czy też, M. Auberta 
i innych o współzależni ciach bakterii i fitoplanktonu w środowisku morskim.

Książka „Marine N; ural products chemistry” jest starannie i przejrzyście w y­
dana. Rysunki, wykresy i schematy zamieszczone w  tekście są czytelne i w  niezbęd­
nej ilości. Cytowana literatura obejmuje przede wszystkim najnowsze pozycje z lat 
siedemdziesiątych i stanowić może pomoc w  rozszerzeniu wiedzy o omawianych 
zagadnieniach.

Istotnym mankamentem omawianej książki jest brak materiałów z przebiegu 
dyskusji jaka niewątpliwie toczyła się w czasie sympozjum. Znajomość jej pozwoli­
łaby na konfrontację niektórych wyników oraz poznanie kierunków prac badaw­
czych prowadzonych w różnych ośrodkach.

W sumie jednak książka „Chemia produktów naturalnych pochodzenia mor­
skiego” stanowi cenne i bogate źródło wiedzy o wielu związkach chemicznych w y­
stępujących w postaci metabolitów niższych organizmów morskich.

Z. Karnicki

„Encyklopedia of the Alkaloids”. Vol. 3, 1977, Plenum Press 
$ 59.40.

Tom III serii monograficznej „Encyklopedia of the Alkaloids” jest kontynuacją 
książki, która ma informować zainteresowanych związkami naturalnymi lekarzy, bio­
logów, chemików i in. o aktualnie wyodrębnionych alkaloidach oraz o nowych w y­
nikach badań dotyczących już wcześniej poznanych związków z tej grupy.

Jak zaznacza sam autor, alkaloidy są jedną z bardzo ważnych grup związków  
naturalnych nie tylko ze względu na ich złożone struktury, ale także ze względu na 
ich działanie fizjologiczne i duże zastosowanie w medycynie. Informacja o tych 
związkach jest rozrzucona w  bardzo wielu różnych czasopismach i dlatego autor 
podjął się zebrania i opublikowania tych związków w postaci encyklopedii.

Książka omawia alkaloidy (około 3000) uszeregowane w porządku alfabetycznym. 
Dwa pierwsze tomy I (A—H), Tom II (J—Z) podają alkaloidy poznane do roku 1975.

Tom III zawiera opisy alkaloidów wyodrębnionych i opublikowanych do końca 
1976 roku oraz indeks wzorów sumarycznych. W tomie tym znajdują się także opisy
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alkaloidów wcześniej wyodrębnionych, które nie znalazły się w tomie I i II. A lkaloi­
dy mają podane: wzór sumaryczny, wzór strukturalny, roślinę z której został wy­
odrębniony i krótko opisane właściwości fizyczne i chemiczne; nieraz podana jest 
metoda wyodrębniania czy rozdzielania.

Patrząc na recenzowaną encyklopedię oczami osoby bezpośrednio zainteresowanej 
tą grupą związków odczuwa się pewien niedosyt danych a także pomyłki w nazwach 
lub podawanie nieprawidłowych wzorów alkaloidów np. wzór tiobinufarydyny. Od­
nośniki do literatury nie zawsze oddają właściwy stan rzeczy np. alkaloidy Nuphar 
str. 158 T. III (—) deoxynufarydyna — podany jest odnośnik do jednej z ostatnich 
prac, ale brak odnośnika do prac wcześniejszych np. japońskich. Brak skorowidzu 
roślin utrudnia szukanie alkaloidów występujących w tej samej roślinie szczególnie 
dla biologów i farmakologów.

Ogólnie jednak ze względu na to, że książka zawiera usystematyzowany ogrom­
ny materiał dotyczący alkaloidów, „Encyclopedia of the Alkaloids” jest bardzo przy­
datną pozycją literaturową i na pewno będzie pożyteczna dla biologów, chemików, 
medyków i farmaceutów.

J. T. Wróbel

Immunology for the Practicing Physicians
red. J. R. Schmidtke, R. M. Ferguson, 1977, Plenum Pres , New York, stron 160, 
cena 23,40 $.

Książka stanowi zwięzłe przedstawienie obecnej wiedzy na temat podstawowych 
zagadnień immunologii i immunopatologii zarówno dla lekarza klinicysty, jak i spe­
cjalisty z zakresu diagnostyki laboratoryjnej.

Poszczególne rozdziały zostały napisane przez badaczy tej miary co Unanue (Roz­
poznanie antygenu przez limfocyty), Katz (Kontrola genetyczna odpowiedzi immu­
nologicznej), Gershon i Metzler (Regulacja immunologiczna przez komórki T), Coch­
rane (Choroba kompleksów immunologicznych) oraz Dixon (Rola przewlekłego za­
każenia wirusowego w chorobach immunologicznych). Poza tym omówiono w opra­
cowaniu takie zagadnienia jak: współczesne koncepcje immunologii, immunologię 
transplantacyjną, immunologię nowotworową i immunoterapię, niedobory immuno­
logiczne a nowotwory, oraz nadzór immunologiczny nad nowotworem.

Książka zawiera szereg interesujących zestawień i schematów, jest napisana 
bardzo przejrzyście i przystępnie. Dostarcza nowoczesnych informacji na temat 
podstawowych zjawisk immunologicznych z jakimi można się zetknąć w  praktyce 
klinicznej.

Opracowanie umożliwia lekarzowi i biochemikowi zaznajomienie się ze złożoną 
nomenklaturą przedmiotu i lepsze śledzenie coraz bardziej skomplikowanych arty­
kułów, jakie pojawiają się w literaturze na ten temat.

K. Madaliński

The Structure, Biosynthesia and Degradation of Wood,
red. F. A. Loewus i V. C. Runeckles 11 tom wydawnictwa „Recent Advances in 
Phytochemistry”, 1977, Plenum Press, New York, London, stron 527, cena 59,40 $.

Wydany pod redakcją F. A. Loewusa i V. C. Runecklesa jedenasty tom z serii 
„Recent advances in phytochemistry” oparty jest na materiałach XVI Zjazdu Towa­
rzystwa Fitochemicznego Ameryki Północnej, który odbył się w sierpniu 1976 r.
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Materiały w wersji książkowej ujęto w 11 rozdziałów, stanowiących odrębne 
opracowania monograficzne, przygotowane przez kompetentnych specjalistów, repre­
zentujących znane placówki naukowe z Australii, Japonii, Kanady, RFN i USA.

Forma opracowań jest zwięzła i komunikatywna, bogato ilustrowana wykresami 
i fotografiami zaczerpniętymi z reprezentatywnego w danej dziedzinie piśmiennictwa 
światowego. Przeważają źródła amerykańskie i japońskie, mniej liczne są pozycje 
europejskie, między innymi uwzględniono w niektórych rozdziałach także dorobek 
pracowni polskich.

Na początku każdego rozdziału umieszczone są główne tezy, rozwinięte następnie 
w jego treści. Na zakończenie rozdziału autor daje krytyczną konkluzję, zawierającą 
obiektywne podsumowanie i ocenę aktualnego stanu wiedzy w omawianej dziedzi­
nie. Po każdym rozdziale oddzielny spis literatury obejmujący 50—300 pozycji.

Rozdział I poświęcony jest omówieniu ultrastruktury drewna w powiązaniu 
z dystrybucją głównych jego składników chemicznych. Kilkadziesiąt doskonałych 
mikrofotografii, wykonanych przy użyciu nowoczesnych technik mikroskopii elektro­
nowej ułatwia czytelnikowi zorientowanie się we współczesnych, często dyskusyj­
nych poglądach na temat submikroskopowej budowy drewna.

Autorzy następnych rozdziałów omawiają struktury molekularne oraz procesy 
biosyntezy głównych składników chemicznych występujących w drewnie, tj. polisa­
charydów, glikoproteidów, ligniny i lipidów.

Szczególnie interesujące i obszerne są rozdziały poświęcone biosyntezie ligniny 
oraz polimerów lipidowych typu kutyny i suberyny. Uwzględniono tu wyniki now­
szych prac, które rzuciły ostatnio nowe światło na enzymologię procesów biosyntezy 
tych polimerów.

Drugą część książki stanowią rozdziały poświęcone wtórnym przemianom drew­
na. W rozdziale VII omówiono chemiczne i morfologiczne podłoża zmian zachodzą­
cych w drewnie podczas ontogenetycznego rozwoju drzewa. Rozdział ten zainteresuje 
zarówno chemików jak i technologów zajmujących się drewnem jako surowcem. 
Podobny charakter posiada rozdział XI, poświęcony chemii i technologii produktów 
drewnopochodnych.

Odrębny charakter posiadają rozdziały VIII i IX, których tematem są procesy 
biodegradacji głównego składnika polisacharydowego (celuloza) oraz polifenolowego 
(lignina) drewna pod wpływem mikroorganizmów.

Rozdział X przedstawia naturalne mechanizmy obronne, uruchamiane przez rośli­
ny w odpowiedzi na atak patogennych czynników z zewnątrz, np. owadów.

Na wyróżnienie zasługują rozdziały omawiające procesy biodegradacyjne, w któ­
rych znajdzie czytelnik szersze tło ogólnoenzymologiczne jednego z ciekawszych prob­
lemów współczesnej biochemii a mianowicie kwestię mechanizmu oddziaływania 
enzymów na makromolekuły substratów nierozpuszczalnych w wodzie. Główne za­
gadnienia w zakresie biodegradacji drewna relacjonują wybitni znawcy w tej dzie­
dzinie a mianowicie E. T. Reese (celuloliza) oraz T. K. Kirk (biodegradacja i utyli­
zacja ligniny). Oryginalne, syntetyczne ujęcie biochemicznych i mikrobiologicznych 
aspektów biodegradacji tych polimerów roślinnych nadaje tym rozdziałom walory 
cennej monografii.

Książkę polecić można wszystkim, których interesują postępy wiedzy w zakre­
sie substruktury drewna oraz właściwości chemicznych i przemian biochemicznych 
jego głównych składników.

J. Trojanowski
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Mass Spectrometry in Drug Metabolism

red. A. Frigerio i E. A. Ghisalberti, 1977, Plenum Press, New York, stron 237, cena 51 $.

Monografia „Spektrometria masowa w  metabolizmie leków” stanowi zbiór w y­
branych prac, prezentowanych na Międzynarodowym Sympozjum w roku 1976 w Me­
diolanie, poświęconym zastosowaniu spektrometrii masowej w badaniach m etaboliz­
mu leków.

Prace mają charakter oryginalnych komunikatów naukowych lub referatów po­
glądowych, obejmujących wybrane zagadnienia z dziedziny metabolizmu leków róż­
nych grup, diagnostyki leków (ustalenie rodzaju leku w wypadkach przedawkowa­
nia, wykrywanie narkotyków, identyfikacja leków i ich metabolitów, pochodzących 
z odchodów ludzkich w  ściekach, identyfikacja pestycydów w krwi itp.) oraz 
zastosowania nowych technik w spektrometrii masowej (CIMS, GC—CIMS, HPLC— 
CIMS, GC—MS—SIM, HPLC—MS—SIM, FDMS, zastosowanie komputerów itp.) dla 
badań biochemicznych.

Przegląd referowanych prac prowadzi do wniosku, że spektrometria masowa 
w badaniach metabolizmu leków osiągnęła rangę metody unikalnej. Powody są na­
stępujące: metabolity leków są niezwykle reaktywne, występują w bardzo małych 
ilościach i różnią się między sobą zwykle jakąś jedną grupą chemiczną; klasyczna 
analiza jest w tych warunkach niezwykle trudna, często wręcz niemożliwa. Spektro­
metria masowa stwarza możliwość ustalania struktur chemicznych w mieszaninach, 
określania ilościowego składu związków, a w kosekwencji stanowi znakomitą tech­
nikę badania zarówno dróg detoksykacji metabolitów leków, jak i dróg, prowadzą­
cych do metabolicznej aktywacji leków macierzystych poprzez chemicznie reaktywne, 
hepatoksyczne związki przejściowe. Przykładem mogą służyć badania metabolizmu 
leku pyrazofuryny u pacjentów chorych na raka, które pozwoliły na określenie w łaś­
ciwej dozy leku — pierwszy zanotowany sukces w  tej dziedzinie. Równie ważne 
są unikalne badania techniką MS-izotopy metabolizujących gwałtownie substancji 
endogennych: aminokwasów, cukrów, tłuszczy u ludzi zdrowych i chorych. Metoda 
ma znaczenie diagnostyczne w  klinicznej gastroenterologii i pozwala ustalić aspekty 
patogenezy oraz rezultat działania określonych leków. Uderzający w  referowanych 
pracach jest postęp w udoskonalaniu techniki i metod badawczych przy stosowaniu 
spektrometrii masowej. Dość wspomnieć GL—CIMS (chemical ionization mass spect­
rometry). Zastosowanie jonizacji chemicznej daje stosunkowo proste spektry maso­
we, co idealnie rozwiązuje problem analizy mieszanin (wykorzystano m.in. do analizy 
metabolizmu antybiotyków makrolidowych). Ogromne możliwości przy zastosowaniu 
CIMS daje selektywne stosowanie różnych gazów nośnych do jonizacji, różniących 
się powinowactwem protonowym (aktywnością Broensteda) w stosunku do bada­
nych substancji. Stwarza to m.in. możliwość wykrywania specyficznych grup zasado­
wych w cząsteczkach o nieznanej strukturze (np. amoniak, protonując selektywnie 
aminy tworzy produkty addycji M +NHR z aldehydami, ketonami, estrami; tlenek 
azotu stosuje się dla rozróżnienia alkoholi I, II i III-rzędowych itd.). Ponieważ GC 
może spowodować degradację niektórych nietrwałych metabolitów, idealną tech­
nikę stanowi połączenie HPLC (high pressure liquid chromatography) i CIMS.

Zwraca uwagę stosowanie nowych reagentów w technice MS. Stwierdzono np., 
że etery boranowe, zabezpieczające grupy fenolowe, są bardziej selektywne niż etery 
silylowe i wykazują specyficzne własności w MS, użyteczne w  badaniach materiałów  
biologicznych. Analizę tego typu materiałów prowadzi się zwykle techniką GC—FID 
(flame ionization detection) lub MF (mass fragmentation).

Wartość metody MS podnosi wzbogacenie jej techniką komputerową.
Omówienie wszystkich, zawartych w monografii zagadnień, wykracza poza ra­

http://rcin.org.pl



RECENZJE 423

my recenzji. Niezbędne jest podkreślenie, że książka stanowi znakomite źródło in­
formacji o metabolizmie leków należących do różnych grup, uzyskanych metodami 
spektrometrii masowej. MS jest przy tym najbardziej uniwersalną metodą, odzna­
czającą się wysoką czułością i selektywnością. Imponujący rozwój nowych technik 
MS stosowanych w badaniach biologicznych został omówiony w  sposób krytyczny. 
Referowane prace mają charakter naukowy. Nowe techniki (CIMS, SIM) w  wielu  
przypadkach stosowano wyłącznie do badań substancji modelowych. Wykorzystanie 
ich w praktyce wymaga dalszych badań, które pozwolą zweryfikować ich rzeczy­
wiste znaczenie.

Monografia uwzględnia również negatywne wyniki badawcze i wskazuje na 
sposoby pokonania trudności, np. poprzez stosowanie specjalnych technik.

Monografia efektywnie integruje literaturę, obejmującą metody i techniki ba­
dawcze MS w  badaniach strukturalnych związków biologicznie czynnych, prowa­
dzonych przez biochemików, chemików organików i medycznych pracowników nau­
kowo-badawczych. Cytowana literatura stanowi pełne, najświeższe źródło wiedzy 
z tej dziedziny. Monografia jest szczególnie cenna dla wszystkich badaczy, intere­
sujących się biochemią, farmakologią, toksykologią oraz analizą strukturalną i m e­
todami fizyko-chemicznymi.

A. Banaszek

P. Singh, Artificial Diets for Insects, Nites and Spiders

1977, Plenum Press, New York, Washington, London, 594 strony, cena 90.00 $.

Ekonomiczne, zarówno pożyteczne jak i negatywne znaczenie owadów i pajęcza­
ków powoduje, że są one przedmiotem badań wielu laboratoriów biochemicznych, 
morfologicznych, fizjologicznych i genetycznych Wzmożone zainteresowanie bada­
czy powoduje potrzebę nowoczesnych hodowli laboratoryjnych owadów i pajęczaków. 
Do niedawna poważnym czynnikiem utrudniającym używanie ich w pracach ba­
dawczych była konieczność stosowania w ich hodowli pokarmu naturalnego. W ostat­
nim dwudziestoleciu dzięki coraz powszechniejszemu stosowaniu diet sztucznych 
wspomniane trudności zostały w znacznym stopniu zredukowane. Stosowanie sztucz­
nych diet jest na ogół korzystniejsze w hodowli owadów i pajęczaków niż stosowanie 
ich naturalnego pożywienia. Hodowle są tańsze i łatwiejsze do prowadzenia szcze­
gólnie w hodowlach masowych; możliwe jest prowadzenie hodowli aksenicznych, 
na ściśle określonej diecie; możliwa jest również hodowla owadów i pajęczaków na­
turalnie w  danym kraju nie występujących.

Entomolodzy i pracownicy naukowi, dla których materiałem badawczym są 
zwierzęta należące do wymienionych gromad, otrzymali unikalną pozycję biblio­
graficzną. Jest nią omawiana książka. Opracowanie obejmuje przepisy przygotowa­
nia z powszechnie dostępnych produktów żywnościowych, witamin i soli nieorganicz­
nych sztucznych lub półsztucznych diet dla owadów przeszło 720 gatunków i paję­
czaków prawie 30 gatunków, przy czym podano również przepisy przygotowania 
kilku alternatywnych diet. Cenną zaletą opracowania jest podanie warunków pro­
wadzenia hodowli przy stosowaniu odpowiedniej diety oraz opisanie przebiegu cyklu 
życiowego zwierząt hodowanych na danej diecie. Bogata bibliografia umożliwia 
zainteresowanemu czytelnikowi dotarcie do oryginalnych prac stanowiących pod­
stawę omawianego opracowania.

A. B. Dutkowski
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w  artykule należy cytować prace oryginalne z ostat­
nich kilku lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające 
przedstawioną dziedzinę z uwzględnieniem artykułów opublikowanych 
w  „Postępach Biochemii”. W tekście należy podawać jedynie nazwiska 
badaczy, których prace mają podstawowe znaczenie w  przedstawianej 
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w  kolejności ich cytowa­
nia w  tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko­
lejnymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki biblio­
graficzne winny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Czaso­
pism Biochemicznych Międzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według 
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
inicjały autora(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów(a), tom, pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę wydawnictwa oraz miejsce wydania, 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, redd. Campbell P. N., 
Greville G. D., t. 5, str. 1—58; Academic Press, London

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddziel­
nych kartkach i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym numerowi 
użytemu w tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwi­
skiem pierwszego autora i początkowymi wyrazami tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli
i nagłówki rubryk winny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich 
(jakiej) prac(y) pochodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć 
numeracją w  kolejności ich omówienia w  tekście. Przyjmuje się zasadę 
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tuszem na białym papierze 
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być mniejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe w y­
kresu. Cyfry i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość 
nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów  
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów natomiast w in­
ny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów  
doświadczalnych można stosować następujące symbole: O D A  •  H  ▲. 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów­
kiem). Decycję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na od­
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, 
należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom 
konstruowanie oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie 
wyłączność druku prac wraz z ich dokumentacją (Copyright). Przed w łą­
czeniem tabel, wykresów czy schematów do artykułu przeznaczonego do 
publikacji w  Postępach Biochemii należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją Redakcji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć 
maszynopisy i ilustracje przed pogięciem.
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