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I. Wstep

W ciaggu ostatnich 10 lat stwierdzono, ze wiekszo$¢ biatek wystepuja-
cych w organizmach ssakéw to glikoproteidy. Nalezag do nich niektdre
biatka osocza, biatka wydzielin $luzowych, hormony, enzymy, biatka bto-
ny komdrkowej oraz biatka tkanki tgcznej (kolagen i proteoglikany *>
substancji podstawowej).

W przyrodzie wystepuje okoto stu cukrow prostych, lecz tylko dziewieé
z nich znaleziono w glikoproteidach, za$ dwa sposréd nich w kolagenie.
Zawarto$é cukrow w glikoproteidach waha sie od utamkoéw procenta (nie-
ktére kolageny) do osiemdziesieciu procent (substancje grupowe krwi).

*> Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jadrowych, ul. Do-
rodna 16, 03-195 Warszawa.

**) Proteoglikany wedtug niektérych autoréow mozna zaliczyé do grupy glikopro-
teidow (2).
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Z tancuchem polipeptydowym glikoproteidu moga byé zwiazane poje-
dyncze reszty cukrowe, dwucukry (mucyny, kolagen), jak réwniez ztozone
reszty heteropolicukrowe (glikoproteidy osocza). Z dwudziestu amino-
kwasow wystepujgcych w biatkach tylko pie¢ bierze udziat w tworzeniu
wigzan z cukrami. Trzy z nich czesto wystepujg w biatkach: L-asparagina,
L-seryna i L-treonina, podczas gdy dwa pozostate: 4-hydroksy-L-prolina
i 5-hydroksy-L-lizyna, sg bardzo rzadko spotykane, a jedynie w kolagenie
wystepuja w wiekszych ilosciach. Doktadnie poznano dwa typy wiagzan
chemicznych #gczacych czasteczki cukru z tancuchem peptydowym. Sg to
wigzania N-glikozydowe i O-glikozydowe. Wystepowanie tych wigzah
w roznych glikoproteidach zestawiono w tabeli 1. Ostatnio doniesiono
o0 istnieniu trzeciego typu wigzania glikozydowego. Z btony erytrocytow
oraz z moczu wyizolowano glikopeptydy zawierajgce reszty cukrowe zwig-
zane wigzaniem S-glikozydowym z resztg cysteiny (2, 3). Zaréwno konfi-
guracja wigzania cukier-cysteina, jak i doktadne jego umiejscowienie
w czgsteczce nie zostato dotychczas zbadane. Jak widac¢ z tabeli 1, w kola-
genie wystepuje tylko wigzanie O-glikozydowe.

Il. Reszty cukrowe kolagenu

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze gtdwna kompo-
nenta tkanki tagcznej — kolagen — wystepuje w kilku genetycznie r6znych
odmianach. Wyizolowano cztery typy kolagenu wykazujace znaczny sto-
pied homologii sekwencji aminokwaséw, charakterystyczny obraz szero-
kokatowej dyfrakcji promieniowania X i typowa podatnosé na dziatanie
kolagenaz tkankowych (4,5, 6, 7, 8). ROznig sie one w istotny sposdb za-
wartoscig cukrowcow i niektérych aminokwaséw (Tabela 2).

Ostatnio wyr6zniono dodatkowo kilka innych typéw kolagenu (32, 33,
34, 35, 36, 37) nie sg one jednak wystarczajagco scharakteryzowane. Biolo-
giczna rola kolagenow poszczegolnych typow nie zostata dotychczas do-
ktadnie wyjasniona. W wielu tkankach stwierdzono wspotwystepowanie
kolagenow réznych typéw (10, 11, 16, 19, 20, 24, 25, 26, 38, 39, 40), za$ za-
chwianie tych wzajemnych proporcji zaobserwowano w kilku jednostkach
chorobowych (41, 42). Wiadomo, takze, ze niektére kolageny réznig sie
zdolnoscig agregacji ptytek krwi (43).

Dotychczas nie stwierdzono czy zawartos¢ cukrowcow kolagenu moze
by¢ czynnikiem istotnym w patogenezie choréb tkanki tgcznej.

Jak juz wspomniano, kolagen zawiera dwa rzadko wystepujace w in-
nych biatkach hydroksyaminokwasy: hydroksylizyne (Hyl) i hydroksy-
proline. Z pierwszym z nich sg zwigzane reszty cukrowe zarowno w kola-
genie kregowcow jak i bezkregowcow. Wyjatek stanowi kolagen jedwab-
nika Nematus ribessi pozbawiony cukréw mimo obecnosci duzej liczby
reszt hydroksylizyny. W organizmie tym nie znaleziono jednak glikozylo-
transferaz dla ktorych kolagen jest substratem (44). Interesujace jest, ze
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Tabela 2
Giéwne typy kolagenu

Zawarto$¢ cukrow (% wagowy) i nie-

T . -
kolayznu 4ar’15cll(1+:r?éw G+ovxf[ne miejsce ktérych aminokwaséw* (liczba reszt/
g Wwystepowania /1000 reszt aminokwasowych)
| [al(1)2a2] skéra (9,10, 11) ok. 0,4% cukrow
Sciegna (9, 12) 5—7 reszt Hyl
kosci (9, 13) 90—102 reszt Hyp w tym 99%
jelito (9) 4-Hyp; 1% 3-Hyp
dentyna (14) cysteiny brak
] [al (10]3 chrzastka (8, 15, 16, 17, 4—55% cukréw
18, 19, 20) 20—28 reszt Hyl

96— 100 reszt Hyp w tym 99%
4-Hyp i 1% 3-Hyp
cysteiny brak
1l [al (HD]3 skora (21, 22, 23, 24, 25), ok. 0,4% cukréw

jelito (9), Sciany naczyrn 5—7 reszt Hyl

krwionosnych (9, 23, 26)  118—125 reszt Hyp w tym
100% 4-Hyp
2—3 reszt Cys-SH

\% [al (IV)]3  btony podstawne (27, 28, 10—125% cukréw
29, 30, 31) 47—67 reszt Hyl
103—130 reszt Hyp w tym 75% 4-Hyp
i 15% 3-Hyp
- 4—8 reszt Cys-SH

* Zestawiono tylko te aminokwasy, ktérych liczba jest najbardziej zréznicowana w kola-
genie poszczeg6lnych typow.

hydroksyprolina zajmujaca $rednio co dziesigtg pozycje w tancuchu poli-
peptydowym kolagenu, w biatku tym nie tworzy wiazan glikozydowych.
Wigzania hydroksyprolina-cukier znaleziono dotychczas tylko w S$cianie
naczyn roslin wyzszych (45).

Reszty cukrowe zwigzane z czasteczkg kolagenu, to glukoza i galak-
toza. Po raz pierwszy wigzanie O-glikozydowe pomiedzy resztg galaktozy
i hydroksylizyng zostato zidentyfikowane w kolagenie w roku 1966 przez
Butlera i Cunninghama (46). Nieco p6zniej Spiro (47) wyizo-
lowat z kolagenu pochodzacego z r6znych tkanek, po jego uprzednim tra-
wieniu kolagenazg bakteryjng i pronazg, glikopeptydy, w skiad ktorych
wchodzita glukoza i galaktoza. We wszystkich badanych przez niego gliko-
peptydach stosunek galaktozy do glukozy byt wyzszy od jednosci i w za-
leznos$ci od zrédia kolagenu wynosit 1,4—3,9. Analiza wyizolowanych gli-
kopeptydoéw wykazata, ze zawieraty one glukozo-galaktoze- i galaktoze —
zwigzane wigzaniem (3-glikozydowym z grupg hydroksylowg hydroksyli-
zyny natomiast glukoza potgczona byta z galaktozg wigzaniem (5-1-2-O-gli-
kozydowym (Ryc. 1).



GLIKOZYLACJA KOLAGENU 295
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Ryc. 1. Struktura 0-a-D-glukopiranozylo-(I->-2)-0-|3-D-galaktopiranozylohydroksyli-
zyny kolagenu (48).

Nie wszystkie reszty hydroksylizyny obecne w kolagenie biorg udziat
w wigzaniu glikozydowym. Wyizolowano dotychczas z r6znych kolagenow
kilka peptydéw zawierajgcych glikozylowane reszty hydroksylizyny (49,
50, 51, 52, 53). Przebadane peptydy maja cztery nastepujgce sekwencje
aminokwasow:

—Gly—Met—Hyl—Gly—His—Arg—

—Gly—Phe—Hyl—Gly—Ile—Arg—

—Gly—Ille—Hyl—Gly—His—Arg—

—Gly—Pro—Hyl—Gly—Glu—Leu—

W czasie, gdy znane byty tylko trzy pierwsze sekwencje uwazano, ze obec-
no$¢ argininy w czwartej pozycji od reszty lizyny jest niezbedna do gli-
kozylacji reszt hydroksylizyny w tafAcuchach polipeptydowych prokola-
genu. Jednakze odkrycie czwartej sekwencji nie zawierajgcej argininy (49)
podwazyto stuszno$¢ tej hipotezy.

W tabeli 2 zestawiono zawarto$¢ cukréow w kolagenie poszczeg6lnych
typoéw. Najnizszg zawarto$¢ cukréow (ok. 0,4°/0) stwierdzono w kolagenie
typu I i IIl. W kolagenie chrzgstki wystepuje parokrotnie wyzsza liczba
reszt cukrowych (4—5,5%), najwiecej ich za$ jest w kolagenie typu IV
(10—12,5%). Rdznice te wynikajag z réznego stopnia glikozylacji reszt
hydroksylizyny kolagenu. Stopien glikozylacji reszt hydroksylizyny oraz
zawarto$¢ dwu i monocukrow w poszczegblnych typach kolagenu zesta-
wiono w tabeli 3:

Poréwnujac liczbe wigzan glikozydowych w kolagenie poszczegélnych
typéw mozna stwierdzi¢, ze najwieksza ich ilos¢ wystepuje w kolagenie
typu IV. Ponadto we wspomnianym kolagenie z hydroksylizyng zwigzane
sg prawie wytacznie dwucukry (glukozo-galaktoza), zas w kolagenie pozo-
statych typow wystepuje duza zawarto$¢ monocukréow (galaktoza) zwia-
zanych z resztami hydroksylizyny. Uwaza sie, ze wysoka zawarto$¢ cu-
krow zaktéca proces powstawania wiokien kolagenowych o regularnym
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okresie powtarzalno$ci co 640 A i dlatego ich obecnosci nie stwierdza sie
w btonach podstawnych, ktére zawierajg gtownie kolagen typu IV (58).

Tabela 3
Cukry zwigzane z kolagenem przez reszty hydroksylizyny

Hyl zwigzana  Zawarto$¢ dwu- i monosachary-

Typ wigzaniem déw zwigzanych z resztg Hyl (%) Piémiennictwo
kolagenu  glikozydowym
(%) Glc-Gal- Gal-
| 15—17 55—89 25—60 15, 47, 54
1 40—68 55—59 41—45 15, 16, 39
11 ok. 15 ok. 89 ok. 15 54a
v 78—84 94—97 3—6 29, 31, 3B

55, 56, 57

I11. Miejsce glikozylacji kolagenu w komdrce

W piSmiennictwie polskim glikozylacja kolagenu zostata krotko omo-
wiona — zgodnie z panujacymi wowczas pogladami — przez Bankow -
skiego i Gatasinskiego w artykule dotyczacym biosyntezy kola-
genu (58a). W ostatnich latach poznano szereg dalszych faktow dotycza-
cych glikozylacji tego biatka, jednakze do tej pory proces ten nie zostat
catkowicie wyjasniony.

W czasie biosyntezy tancuchow prokolagenu nastepuje ich modyfi-
kacja, a mianowicie hydroksylacja niektorych reszt lizyny i proliny. Hy-
droksylacja oraz glikozylacja prokolagenu (omoéwione doktadnie ponizej)
zostajg zapoczatkowane na polirybosomach, a zakoriczone w momencie
wytworzenia potrojnego heliksu czasteczki prokolagenu. Powstanie tego
heliksu jest zainicjowane przez wytworzenie mostkéw dwusiarczkowych
spinajgcych C-koncowe odcinki tancuchow prokolagenu (12, 30, 59, 60,
61, 62). Zsyntetyzowane czasteczki prokolagenu sg wydzielane z komdarki.
W obszarze pozakomdérkowym nastepuje odtrawienie skrajnych sekwen-
cji aminokwasowych przez N- i C-peptydazy prokolagenu (63, 64). W wy-
niku tej reakcji powstajg czasteczki tropokolagenu agregujace do widkien
kolagenowych, w ktérych powstajg nastepnie kowalencyjne wigzania po-
przeczne (65, 66, 67). Kolejne etapy biosyntezy kolagenu przedstawiono na
rycinie 2:

Pierwsza sugestia odnosnie miejsca glikozylacji prokolagenu w komor-
ce pochodzi z konca lat 60-tych (68). Wedtug autoréw tej pracy glikozy-
lacja tropokolagenu w obecnosci glikozylotransferaz wystepujacych w bio-
nach komdrkowych nastepowata tuz przed jego wydzieleniem z komorki.
Dopiero w pare lat pézniej pojawity sie prace, ktdrych wyniki kazaty od-
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translacja

hydroksylacja reszt Lys i Pro
glikozylacja reszt Hyl

Hydroksylacja reszt Lys i Pro i
dalsza glikozylacja reszt Hyl
powstawanie mostkow — S — S —

OH
0-Gal 0-Gal-Gl

0-Gal

OH
OH

Q-Golbip Lot

l tworzenie si¢ heliksu
OH

OH 0-Gal-Glc

czgstecka
prokolagenu

1 1
0-6al OH OH OH
btona komérkowa-

k
pro oﬁgﬁq(uoﬁcowa peptydaza C — koncowa peptydaza
prokolagenowa prokolagenowa
JWW OH OH O-Gal-Glc
Tropokolagen wvvwl

O-Gal OH OH OH

powstawanie widkien

sieciowanie witodkien

Ryc. 2. Hipotetyczny schemat biosyntezy kolagenu, <wmwv —N i —C koncowe odszcze-
pialne fragmenty peptydowe. Grubg kreskg zaznaczono mostki —S—S—.
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rzuci¢ powyzszg koncepcje. Po podaniu [UC] lizyny do hodowli komorek
$ciegien i chrzgstek (69) oraz fibroblastow zarodkéw kurczecia (70) znale-
ziono we frakcji rybosomoéw zwigzanych z btonami wolng oraz zwigzang
z galaktozg i glukozo-galaktozg [#C] hydroksylizyne. Wyniki te pozwalajg
przypuszczaé, ze glikozylacja prokolagenu rozpoczyna sie na poliryboso-
mach i tak witasnie zostata ona przedstawiona na rycinie 2.

Aby uzyskac informacje, czy glikozylacja jest kontynuowana po odia-
czeniu tancuchow prokolagenu od polirybosoméw, badano czas trwania
glikozylacji. W tym celu komoérki chrzastki zarodkéw kurczecia znako-
wano przez krdtki okres czasu [UC] hydroksylizyng po czym do uktadu do-
dawano nieznakowang hydroksylizyne (ang. pulse-chase experiment). Ba-
dano pojawienie sie radioaktywnosci w mono- i dwucukrach zwigzanych
przez reszte hydroksylizny z tahcuchem peptydowym prokolagenu. W do-
Swiadczeniu tym stwierdzono, ze glikozylacja reszt [MC] hydroksylizyny
w komdrkach chrzastki zarodkow kurczecia zachodzita przez okres 20 mi-
nut (71). Z weczesniejszych badan byto wiadomo, ze synteza fancuchéw
prokolagenu trwa 5—6 minut (72). Uzyskane wyniki pozwalajg wiec przy-
puszczaé, ze reakcje glikozylacji trwajg nadal po uwolnieniu tafcuchow
prokolagenu z polirybosomow (por. Ryc. 2). Ci sami autorzy stwierdzili, ze
czas glikozylacji prokolagenu badany w komorkach $ciegien zarodkéw
kurczecia mozna przedtuzy¢ do 60 minut jezeli bedg one preinkubowane
z kwasem L-azetydyno-2-karboksylowym (73).

Zwigzek ten bedacy analogiem proliny ulega wbudowaniu w jej miejsce
do tancuchéw prokolagenu, co powoduje zahamowanie powstawania po-
trojnego heliksu. Poniewaz udowodniono, ze opGZnienie powstawania po-
trojnego heliksu przedtuza proces glikozylacji, za$ czas trwania syntezy
czasteczki prokolagenu (74) jest bardzo zblizony do czasu glikozylacji
reszt hydroksylizyny, mozna przypuszczaé, ze glikozylacja prokolagenu
zostaje zakofAczona w momencie powstania czasteczki prokolagenu (por.
Rys. 2).

Jak wspomniano poprzednio, zawarto$¢ hydroksylizyny i glikozylo-
wanych reszt hydroksylizyny jest r6zna w kolagenie poszczeg6lnych ty-
pow. Liczba reszt hydroksylizyny i glikozylowanych reszt hydroksylizyny
jest znacznie wyzsza w kolagenie typu Il niz w kolagenie typu I, za$ naj-
wyzsza w kolagenie typu IV. Ostatnio stwierdzono, ze czas powstawania
czasteczki prokolagenu typu | jest znacznie krotszy niz typu I, zas typu Il
krotszy niz IV (30, 55, 74, 75, 76, 77). By¢ moze r6zne zawartosci hydroksy-
lizyny i glikozylowanych reszt hydroksylizyny w kolagenie poszczegdl-
nych typéw majg zwigzek z r6zng szybkoscig syntezy czasteczki prokola-
genu.
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IV. Enzymy biorgce udziat w glikozylacji

Wyizolowano dwa enzymy biorgce udziat w glikozylacji kolagenu (78,
79, 80, 81, 82, 83, 84, 85). Pierwszy z nich to galaktozylotransferaza kata-
lizujaca przeniesienie reszty galaktozy zwigzanej z urydynodwufosfora-
nem (UDP-galaktoza) na reszte hydroksylizyny kolagenu (E.C.2.4.1.50);
drugi za$ enzym, glukozylotrasferaza, przenosi glukoze z UDP-glukozy
na reszte 0-|3-D-galaktozylohydroksylizyny kolagenu (E.C.2.4.1.66). Oby-
dwa te enzymy wystepujg gtéwnie z szrostkim retikulum endoplazma-
tycznym (69). Wymagajag one obecnosci jonow Mn++, ktére mogag by¢
czeSciowo zastgpione przez Mg++, Co++ i Ca++ (80, 83, 86, 87, 88).

Substratami galaktozylotransferazy moga by¢ kolagen i peptydy,
w ktorych reszty hydroksylizyny majg wolne grupy E-aminowe (84, 85).
Poniewaz, jak to opisano poprzednio, kolejne glikozylacje zostajg zakoh-
czone w momencie wytworzenia potréjnego heliksu, ostatnio stwierdzony
fakt, ze kolagen zdenaturowany jest znacznie lepszym substratem dla
galaktozylotransferazy niz kolagen natywny (81, 86) jest tatwy do wyttu-
maczenia.

Galaktozylotransferaze izolowano z kilku zrédet tkanki tgcznej (81, 82,
84, 85, 90). Najbardziej oczyszczony preparat tego enzymu (okoto 1000
razy) uzyskano z wyciggu zarodkow kurczecia (82).

Substratami glukozylotransferazy moga by¢ kolagen i peptydy pocho-
dzenia kolagenowego zawierajace galaktozylowane reszty hydroksylizyny,
w ktdrych e-aminowe grupy sg wolne (83, 91). Kolagen zdenaturowany po-
dobnie jak dla galaktozylotransferazy réowniez i dla glukozylotransferazy
jest znacznie lepszym substratem niz kolagen natywny. Wskazuje na to
zarobwno wyzsza liczba wbudowanych czasteczek glukozy do zdenaturo-
wanego kolagenu jak i istnienie zbieznosci miedzy krzywa denaturacji ko-
lagenu a jego glikozylacja (91). Glikozylacja natywnego kolagenu, nie-
znaczna w temperaturze ponizej 37°C, gwattownie wzrasta z podwyzsze-
niem temperatury, a po przekroczeniu temperatury denaturacji utrzy-
muje sie na statym poziomie. Wyniki te potwierdzajg wnioski z wczesniej
przytoczonych danych wskazujgcych, ze konformacja potrojnego heliksu
zapobiega glikozylacji reszt galaktozy zwigzanych z resztami hydroksy-
lizyny prokolagenu.

Przez dtugi okres czasu nie udato sie uzyska¢ wysokiego stopr.ia oczysz-
czenia glukozylotransferazy kolagenowej (79, 80, 83, 85, 91, 92). Dopiero
zastosowanie chromatografii powinowactwa umozliwito znaczny postep
w tej dziedzinie. Stosujac kwas UDP-glukuronowy potaczony za posred-
nictwem odstepnika z agaroza, oczyszczono glukozylotransferaze kolage-
nowg z wyciggu zarodkdw kurczecia okoto 3000 razy (78). Zastosowanie
jako nosnika agarozy, do ktdérej przytaczono technikg aktywacji bromo-
cyjanem zdenaturowany kolagen, pozwolito na oczyszczenie glukozylo-
transferazy z tego samego Zrddta okoto 5000 razy (82). Ostatnio My 11y la
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i wsp. (93) wyodrebnili z wyciggu zarodkéw kurczecia jednorodny elek-
troforetycznie preparat glukozylotransferazy stosujac kolejno obie chro-
matografie powinowactwa w potgczeniu z konwencjonalng metodg oczysz-
czania przez wysalanie siarczanem amonu. Mase czasteczkowg wyizolowa-
nego enzymu, ktéry jest przypuszczalnie glikoproteidem, oceniono na
72 000. Ponadto wyniki analizy elektroforetycznej oczyszczonego prepa-
ratu enzymatycznego sugeruja, ze czgsteczka glukozylotransferazy jest
zbudowana z jednego tancucha polipeptydowego (93).

Posiadamy jak dotad niewiele danych na temat aktywnosci glikozylo-
transferaz kolagenu w ré6znych okresach zycia zwierzecia. Wiadomo jed-
nak, ze wzajemne stosunki aktywnos$ci tych dwoéch enzyméw sa rdzne
w poszczegolnych tkankach (85), a ponadto ulegajg one zmianie z wie-
kiem zwierzecia (85, 94, 94a). Krzywe spadku aktywnosci w zaleznos$ci od
wieku moga przebiega¢ odmiennie w poszczeg6lnych tkankach. W nerce
szczura aktywnos$é obu glikozylotransferaz wzrasta do 10 dnia po urodze-
niu po czym stopniowo maleje (85). W watrobie szczura aktywno$¢ obu
enzymow réwniez osigga najwyzszy poziom 10 dnia po urodzeniu, jed-
nakze juz po 20 dniach w przypadku galaktozylotransferazy i po 75 dniach
w przypadku glukozylotransferazy aktywnos$ci te osiggajg warto$¢ mi-
nimalng, po czym obserwuje sie ich stopniowy bardzo powolny wzrost
(94a). Stwierdzono ostatnio, ze aktywnos$é glukozylotransferazy kolage-
nowej w skérze ludzkiej réwniez zmienia sie z wiekiem (94b). Aktyw-
no$¢ tego enzymu w skorze ptodu byta okoto 6-krotnie wyzsza, za$ Sred-
nia warto$¢ w skérze noworodkéw okoto 3-krotnie wyzsza niz w skorze
dorostych osobnikéw.

V. Mechanizm glikozylacji kolagenu

Dopiero w ostatnim roku pojawity sie pierwsze prace dotyczace mecha-
nizmu glikozylacji. Fakt ten mozna wigza¢ z wyizolowaniem stosunkowo
niedawno oczyszczonych preparatéw enzymow katalizujacych te reakcje.
Badania nad mechanizmem glikozylacji kolagenu prowadzono stosujac
oczyszczone 2500—5500 razy preparaty glukozylotransferazy izolowane
z wyciggu zarodkéw kurczecia (87). Na podstawie wynikéw badan szyb-
kosci poczatkowej i kinetyki hamowania reakcji enzymatycznych ustalono
kolejnos¢ wigzania substratow z enzymem. Mechanizm ten przedstawiono
na rycinie 3.

Jako pierwsze zostajg zwigzane z enzymem jony Mn++, a nastepnie
UDP-glukoza i kolagen. Odtgczenie nastepuje w nastepujgcej kolejnosci:
jako pierwszy uwalnia sie kolagen z podstawiong resztg glukozy, a na-
stepnie ulega odtgczeniu UDP. Jony manganu mogg pozostawac¢ zwigzane
z enzymem i bra¢ udziat kolejno w kilku cyklach katalitycznych. Wyka-
zano istnienie oddzielnych miejsc wigzacych dla UDP-glukozy oraz jonow
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Mn++ i substratu kolagenowego. Ponadto stwierdzono, ze substrat kola-
genowy moze roéwniez w odpowiednich warunkach tworzy¢ potaczenie
z kompleksem enzym — Mn++ i enzym-Mn++-UDP, zas$ UDP moze sie
bezposrednio wigza¢ z wolnym enzymem (Ryc. 3), jednakze wytworzone
kompleksy nie sg aktywne (ang. dead-end complexes).

Mn+ UDP —Gic Kolagen Gic—Kolagen UDP Mn,t
A A
. . i
I | I
E E Mnit E Mntt UDP-Glc E Mntt «UDP-GIc Kolagen E Mnit UDP E Mn'* E
$ i
E<UDP P- Kolagen — Kolagen

E Mn++ Kolagen E Mn,t UDP Kolagen

Ryc. 3. Mechanizm glikozylacji katalizowany przez glukozylotransferaze kolagenu (87).

Linia przerywana oznacza, ze Mn” nie odiacza si¢ od enzymu po kazdym cyklu katalitycznym.
Gic —glukoza, E—enzym, UDP —urydynodwufosforan.

Jak wyzej wspomniano, niektére kationy dwuwartosciowe mogg czes-
ciowo zastgpi¢ jony Mn++ jako kofaktory glukozylotransferazy kolageno-
wej (p. 1V). Autor omawianej wyzej pracy (87) nie stwierdzit stymulacji
wiagczania glukozy do kolagenu przez jony Co++, Mg++ i Ca++ w obec-
nosci Mn++, co wedtug niego wskazuje na istnienie jednego miejsca wigza-
cego metal. Przeprowadzone przez innych autor6w badania kinetyki reak-
cji przenoszenia cukru wykazaty natomiast, ze galaktozylotransferaza
z siary krowiej posiada przynajmniej dwa miejsca wigzace metal: jedno
miejsce niezbedne do aktywacji enzymu, wigze tylko jony Mn++, za$ dru-
gie, od ktérego zalezy tez przytaczenie UDP-galaktozy, wigze jony Mn++,
ktére moga byc¢ in vitro zastgpione jonami Ca++ (89).

Omoéwione prace dotyczyty glikozylotransferaz izolowanych z roznych
zrédet, co moze ttumaczy¢ pewne rozhieznosci uzyskanych wynikow. Na-
lezy przypuszczaé, ze w najblizszym okresie pojawig sie dalsze doniesie-
nia pozwalajace na ustalenie dokiadnego mechanizmu glikozylacji kola-
genu.

Niewiele dotychczas wiadomo na temat regulacji procesu glikozylacji
kolagenu. Istnieje sugestia, ze lizofosfatydylocholina, ktéra reguluje ak-
tywno$¢ wielu enzymoéw, oddzialywuje rowniez na glikozylotransferazy
kolagenu (94c). Wykazano bowiem stymulacje aktywnosci glikozylo-
transferaz kolagenu w wyciggach z zarodkéw kurczecia przez wspomniany
fosfolipid. Ostatnio stwierdzono rowniez wptyw kortyzolu na glikozylo-
transferazy kolagenu (94d). Badajac biosynteze kolagenu w komérkach
$ciegien zarodkdw kurczecia wykazano spadek aktywnos$ci galaktozylo-
transferazy i glukozylotransferazy kolagenu w obecnosci kortyzolu, czego
wynikiem byta obnizona liczba glikozylowanych reszt hydroksylizyny.
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V1. Koncepcje dotyczace roli reszt cukrowych w kolagenie

Rola, jakg odgrywajg reszty cukrowe w glikoproteidach, jest ciggle
przedmiotem badaA. W roku 1966 Eylar stwierdzit, ze 97 sposréd
112 biatek pozakomoérkowych zawiera jedng lub wiecej reszt cukrowych
(95). Na tej podstawie wysunat hipoteze, ze komorka rozrdoznia biatko
»Znakowane” cukrem jako ,nadajace sie” do transportu przez btone ko-
morkowa. Nieco pdézniej znaleziono wrodzony defekt biosyntezy kola-
genu, spowodowany niedoborem hydroksylazy lizyny prokolagenu; te
jednostke chorobowga nazwano zespotem Ehlersa-Danlosa typu IV (96).
Okazato sie wtedy, ze prokolagen syntetyzowany przez tkanki takich cho-
rych jest wydzielany z komdrki mimo, ze nie zawiera reszt cukrowych.
Fakt ten obala hipoteze Eylara.

Rola cukrow w kolagenie nie zostata dotad catkowicie wyjasniona.
W ostatnich latach bardzo popularna byta koncepcja Jamiesona (97, 98),
wedtug ktdrej adhezja ptytek do kolagenu, zapoczatkowujgca tworzenie
czopu hemostatycznego byta wynikiem powstawania kompleksu enzym-
-substrat. Enzymem miata by¢ glukozylotransferaza obecna na zewnetrz-
nej powierzchni btony plytek krwi, przenoszgca reszte glukozy na ga-
laktoze zwigzang z hydroksylizyng. Uzyskano szereg danych na potwier-
dzenie tej koncepcji (99, 100, 101, 102, 103, 104, 105). W Swietle ostatnich
badah nad miejscem procesu glikozylacji kolagenu w komérce hipoteza
Jamiesona wydaje sie jednak watpliwa. Przedstawiono bowiem dowo-
dy, ze glukozylotransferaza ptytkowa — podobnie jak glukozylotransfe-
raza izolowana z kilku innych tkanek zwierzecych — wymaga jako sub-
stratu kolagenu pozbawionego struktury heliksowej (106), za$ jak wia-
domo adhezja ptytek w miejscu uszkodzenia $ciany naczyniowej przebie-
ga na wioknach kolagenowych. Przeciwko tej koncepcji przemawiajg
rowniez uzyskane ostatnio wyniki Swiadczace o tym, ze obecnos$¢ reszt
cukrowych kolagenu jest istotna dla procesu tworzenia tych widkien,
a nie jest istotna dla procesu agregacji ptytek krwi (107).

Do tej pory nie wyjasniono mechanizmu powstawania wtokien kola-
genowych. Jedna z istniejacych koncepcji zaktada udziat cukréw w tym
procesie (52). Zgodnie z powyzszg hipotezg reszty cukrowe kolagenu
miatyby wptywaé¢ na prawidtowe ustawienie poszczegdlnych czasteczek
wzgledem siebie. Wzajemne ustawienie bytoby spowodowane wpasowa-
niem reszt cukrowych w przerwy (ang. hole regions) pomiedzy koficem
jednej, a poczatkiem drugiej czasteczki tropokolagenu we widknie. Fakt,
ze w zespole Ehlersa-Danlosa typu IV powstajg widkna kolagenu o pra-
widtowym obrazie mikroskopowym (69, 108) podwaza stuszno$¢ tej hi-
potezy.

Dotychczas pozostaje niewyjasniona rola cukréw w tworzeniu sie
wigzan poprzecznych kolagenu. Poniewaz glukoza wystepuje w tancu-
chu w bezposrednim sgsiedztwie wigzania typu zasady Schiffa (109, 110,
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111) uwaza sie, ze ufatwia ona powstanie takiego wigzania w wyniku
obnizenia wartosci pK grupy £-aminowej hydroksylizyny (112). Postuluje
sie rowniez, ze obecnos¢ reszt cukrowych kolagenu wpitywa na stabiliza-
cje oddziatywan miedzy kolagenem a proteoglikanami. Powstaja bowiem
wigzania wodorowe miedzy resztami cukrowymi kolagenu a biatkiem pro-
teoglikanow (113).

Obecny stan wiedzy na temat glikozylacji kolagenu mozna podsumo-
wa¢ w nastepujacy sposéb. Ustalono, ze proces glikozylacji rozpoczyna-
jacy sie na polirybosomach trwa takze po uwolnieniu tancuchoéw polipep-
tydowych i konczy sie w momencie utworzenia potréjnego heliksu cza-
steczki prokolagenu. W procesie tym biorg udzial dwa enzymy: galakto-
zylotransferaza i glukozylotransferaza, z ktorych jedynie ta ostatnia zo-
stata otrzymana w stanie homogennym. Liczba reszt cukrowych zwigza-
nych O-glikozydowo z resztami hydroksylizyny tancuchdéw polipeptydo-
wych jest rézna w zaleznosci od typu kolagenu wahajac sie od 0,4 do
12,5%. Rola reszt cukrowych w kolagenie jest ciggle przedmiotem spe-
kulacji.

Artykut nadszedt 30.8.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 6.3.1978.
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Najbardziej powszechnymi glikolipidami btony komorkowej sg sfin-
goglikolipidy, ich czes¢ lipidowa stanowi ceramid potgczony z jedng lub
wiecej czasteczkg cukrow. Glikolipidy swa czescig lipidowg sg zakotwi-
czone w zewnetrznej warstwie fosfolipidowej btony komoérkowej, czesé
cukrowa za$ wystaje na zewnatrz komarki. Klasyczne glikolipidy opisy-
wane w literaturze zawierajg od jednego do dziesieciu czasteczek cu-
krow w czasteczce, sg dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach orga-
nicznych a stabo rozpuszczalne w wodzie. Niedawno wyizolowano gliko-
lipidy posiadajace taricuch oligosacharydowy o diugosci 20 do 40 cukréw.
Zawarto$¢ glikolipidow w btonach komdrkowych waha sie w bardzo sze-
rokich granicach od kilku do kilkudziesieciu procent catkowitej zawartosci
lipidow btony komorkowej. W glikolipidach glukoza jest cukrem pota-
czonym bezposrednio z grupg hydroksylowa sfingozyny i jedyng cza-
steczkg glukozy w tancuchu oligosacharydowym. Poza glukozg w gliko-
lipidach wystepuje galaktoza, fukoza, N-acetyloglukozoamina, N-acetylo-
galaktozoamina i kwas sjalowy. Glikolipidy zawierajgce kwas sjalowy
przyjeto nazywaé¢ gangliozydami, poniewaz zostaly wyizolowane po raz
pierwszy z moézgu, wystepujg one jednak powszechnie we wszystkich do-
tychczas badanych komdrkach zwierzecych. Glikolipidy petnig role anty-
genéw komoaérkowych, stuzg jako receptory niektorych wirusow. W ostat-
nich latach stwierdzono bardzo duze zmiany w skladzie glikolipidowym
btony komérkowej w komorkach nowotworowych w réznych fazach cy-
klu podziatowego komorki, w trakcie réznicowania sie komoérek i pod-
czas ontogenezy. Mamy tez wiele danych wskazujgcych na udziat glikoli-
pidéw w wigzaniu hormonow i niektdrych toksyn przez komorke.

I. Budowa chemiczna i wtasciwosci glikolipidéw

Podstawowym sktadnikiem sfingoglikolipidéw jest sfingozyna (wz6r I)
lub fitosfingozyna (wzér Il), do ktérej dotgczony jest poprzez grupe ami-
nowa kwas ttuszczowy, za$ poprzez jej grupe hydroksylowg jedna lub
wiecej czasteczka cukrow. Sfingozyna wyizolowana po raz pierwszy
w 1884 roku z moézgu, ktdrej wiasciwg nazwg chemiczng jest 2-amino-
-4-oktadecen-I, 3-diol, nie wystepuje w formie wolnej. Dtugos¢ tarcucha
weglowego sfingozyn znajdywanych w zwigzkach naturalnych waha sie
od 16 do 21 atomoéw wegla (2, 3), réznig sie one réwniez iloscia grup
hydroksylowych i ilosciag podwdéjnych wigzan (4). Stereochemiczne po-
tozenie grupy aminowej i 3-hydroksylowej zostato ustalone jako erytro
i potwierdzone drogg degradacji i syntezy (5). W tabeli 1 zestawiono naj-
bardziej powszechnie wystepujgce glikolipidy, wzor 11l podaje przyktad
budowy jednego z gangliozydéw. Glikolipidy wystepuja powszechnie
w btonach komoérek ro$linnych i zwierzacych i moga stanowi¢ potowe
wszystkich lipidow btony komorkowej, jak to ma miejsce w komdrkach
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Nazwa

Glukozyloceramid
Laktozyloceramid
Antygen grupowy Pk
Globozyd, antygen P
Antygen P]

Antygen H

Antygen A

Antygen B

Struktura niektérych glikolipidéw
Struktura
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Gal(1—4)Glc—Ceramid
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1
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nabtonka jelita cienkiego i komorkach kanalikéw nerkowych pierwszego

rzedu (6, 7). Na ogdt jednak glikolipidy stanowig kilka procent 0golnej

ilosci lipidow komorki. Cze$¢ cukrowa glikolipidéw determinuje wtasci-

wosci biologiczne tych zwiagzkéw i dlatego przyjeta zostata jako podsta-

wa do klasyfikacji. "Wyr6zniamy:

— glikolipidy obojetne

— glikolipidy kwasne zawierajgce reszte kwasu sialowego i te przyjeto
nazywac gangliozydami

— glikolipidy kwasne zawierajace reszte kwasu siarkowego lub fosfo-
rowego.

W artykule tym zostang omdwione tylko dwie pierwsze grupy gliko-
lipidow. Glikolipidy kwasne zawierajgce kwas siarkowy i niektére aspek-
ty metabolizmu glikolipidéw zostaty omowione w Postepach biochemii
(8, 9).

Tabela 2
Struktura niektérych gangiiozydéw
Symbol i aktywno$¢ biologiczna
Gn3 I NANA(2—3)Gal(l—4)Glc—Ceramid
Gn2 GalNAc(l—4)Gal(l—4)Glc—Ceramid
3
1
2
NANA
GM, receptor toksyny  Gal(1—4)GalNAc(1—4)Gal (1—4)Glc—Ceramid
cholery 3
1
2
NANA
Goi« Gal (1—4)GalNAc(+—4)Gal (1—4)Glc—Ceramid
3 3
i i
NANA NANA
Gti, receptor toksyny  Gal(l—4)GalNAc(1—4)Gal (1—4)Glc—Ceramid
tezcowej 3 3
1 |
2 2
NANA NANA(2—8)NANA

Nazewnictwo glikolipidow jest do$é zagmatwane; najczeSciej uzywane
sq nazwy zwyczajowe nadawane przez ludzi, ktérzy wyizolowali i ozna-
czyli strukture chemiczng danego glikolipidu. Czesto zatem ten sam gli-
kolipid mozna spotka¢ w pisSmiennictwie pod réznymi nazwami. Sven -
nerholm (10) wprowadzit symboliczne oznakowanie gangliozyddw
mozgu, opierajace sie na dtugosci tancucha oligosacharydowego, liczbie
czgsteczek kwasu sjalowego i miejsca jego dolgczenia. Tak gangliozyd za-
wierajacy 4 czasteczki cukrow obojetnych o nastepujacej sekwencji:
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gal-galINAc-gal-glc-ceramid oznaczyt jako Gi, gangliozyd o jeden cukier
krotszy oznaczyt G2 a o dwa cukry krétszy G3 Litery M, D, i T ozna-
czajg liczbe dolgczonych czgsteczek kwasu sialowego (mono, di i tri),
mate za$ litery a i b pozycje dotgczenia kwasu sjalowego. Tabela 2 ze-
stawia do tej pory wyizolowane gangliozydy mézgu.

Glikolipidy sa zwigzkami dobrze rozpuszczalnymi w rozpuszczalni-
kach organicznych i stabo rozpuszczalnymi w wodzie. Cze$¢ lipidowa
i cze$¢ cukrowa wywierajg przeciwny wptyw na polarno$¢ glikolipidu.
Ceramid ma charakter silnie hydrofobowy, podczas gdy taincuch oligosa-
charydowy jest hydrofilowy. Rozpuszczalno$é glikolipidow jest zatem
w duzym stopniu zalezna od diugosci tancucha cukrowego i ostatnio wy-
izolowano glikolipidy dobrze rozpuszczalne w wodzie a wcale w rozpusz-
czalnikach organicznych. Posiadajg one diugi tancuch oligosacharydowy
od 20 do 40 cukrow w tancuchu (11, 12, 13). Glikolipidy w roztworach
wodnych tworzg wielkoczasteczkowe micele, punkt krytyczny tworzenia
miceli jest zalezny od diugos$ci tancucha cukrowego i waha sie od 10-4 M
do 10-6 M. Podwojne btony lipidowe zawierajace glikolipidy wykazujg
wiekszg opornos$¢ elektryczng i wyzsze napiecie przebicia niz btony zbu-
dowane tylko z fosfolipidow (14, 15).

Mozliwos¢ wymiany cholesterolu i fosfolipiddw miedzy btonami ko-
moérkowymi wykazano doswiadczalnie (16, 17). Mozliwos¢ wymiany gliko-
lipidow byta stabiej badana i chociaz udowodniono, ze moze nastepowac
sorpcja glikolipidéw z surowicy czy pozywki (11, 18), to jednak na bezpo-
$rednig wymiane miedzy komérkami brak danych. Glikolipidy moga two-
rzy¢ trwate kompleksy z biatkami lub glikoproteidami i czesto takie kom-
pleksy sg opisywane jako ,proteolipidy”. Z nowotworu Walkera wyizo-
lowano proteolipid rozpuszczalny w mieszaninie chloroformu i metanolu
a nierozpuszczalny w wodzie (19). Zawierat on 10°/0 sfingozyny, 25% kwa-
sow tluszczowych, 40% cukréw i 10% aminokwasow. Kompleksy gliko-
lipidow z biatkami sg czesto tak trwate, ze otrzymanie glikolipidéw szcze-
golnie o ditugim tanicuchu cukrowym jest niemozliwe bez uzycia czyn-
nika dezagregujacego jak detergenty, butanol itp. (11).

Il. Glikolipidy jako antygeny komoérkowe

Prawie wszystkie do tej pory poznane glikolipidy obojetne sg anty-
genami krwinek ludzkich. Najprostsze glikolipidy zawierajgce jeden cu-
kier jak glukozyloceramid i galaktozyloceramid nie sg antygenami krwin-
ki czerwonej; sg one prekursorami bardziej ztozonych glikolipidéw. Mi-
mo przyjetej konwencjonalnie nazwy antygeny grupowe krwinki czer-
wonej, wystepujag one powszechnie takze w innych komdrkach organiz-
mu (20, 21) i sg szeroko rozpowszechnione w Swiecie roslinnym i zwierze-
cym (22, 23). Najwczes$niej opisanym systemem antygenowym cztowieka
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jest tak zwany uktad grupowy ABO. Landsteiner w 1900 roku (24)
badajgc reakcje miedzy krwinkami a surowicg pochodzacg od réznych
dawcow stwierdzit, ze surowice mogg aglutynowaé¢ krwinki innego dawcy
i na tej podstawie wyré6znit cztery grupy krwinek czerwonych A, B, O
i AB. Od tego czasu opisano 14 niezaleznych systemdéw grupowych krwi
zawierajacych przeszto sto réznych antygendw (25, 26). Podziat na gru-
py krwi wynika z nieobecnos$ci danego antygenu na krwinkach pewnej
grupy ludzi w populacji i czesto taczy sie z wystepowaniem przeciwciat
skierowanych przeciwko brakujagcemu antygenowi. Populacja nie posia-
dajaca danego antygenu moze by¢ bardzo nieliczna i tak np. do tej pory
opisano tylko kilku ludzi nie posiadajgcych antygenéw MN (27, 28), a brak
antygenu | wystepuje z czestoscig 1 na 10 000 (29). Antygeny grupowe sg
na ogoét trwate w ciggu zycia osobnika. Ulegajg natomiast znacznym zmia-
nom w trakcie rozwoju embrionalnego (30) i moga podlegac¢ daleko idgcym
zmianom w procesach patologicznych (31, 32), a szczegblnie w procesach
nowotworowych (33, 34). Antygeny grupowe ulegajg réwniez zmianom
podczas réznicowania i starzenia sie komérek (35) a nawet w réznych fa-
zach podzialu komorki (36, 37). Dane o chemicznej naturze antygenow
krwinki czerwonej ograniczone sg do uktadu ABO, MN, P, Lewis i | z kt6-
rych tylko antygeny MN nie sg glikolipidami.

11-1. Glikolipidy uktadu grupowego ABO z uwzglednieniem metod badania ich
struktury

Od wykrycia uktadu grupowego ABO mineto przeszto 70 lat lecz do-
piero w ostatnich latach poznaliSmy ich nature chemiczng. Oprdcz gliko-
lipidowych antygendw ABO znajdywanych na powierzchni komorek, w
ptynach wydzielniczych ustroju znaleziono glikoproteidy wykazujace
aktywnos$é grupowg (38). Badania w laboratoriach Morgana, Wat-
kins i Kabata (25, 39, 40) aktywnych grupowo glikoproteidéow do-
prowadzity do ustalenia immunologicznie czynnych Struktur odpowiedzial-
nych za aktywnos$¢ grupowg ABO. Wykazano, ze za aktywno$¢é immuno-
logiczng odpowiedzialne sa zakonczenia tancucha oligosacharydowego
i pierwszorzedne znaczenie ma ostatni cukier w tancuchu. Cukrem de-
terminujacym aktywnos$¢ grupowa A jest N-acetylogalaktozoamina pota-
czona wigzaniem a-glikozydowym z przedostatnig galaktozg w potozeniu 3.
Determinantg immunologiczng grupy B jest galaktoza potaczona a-gliko-
zydowym wigzaniem z przedostatnig galaktozg w potozeniu 3. W obydwu
antygenach przedostatnia galaktoza jest dodatkowo podstawiona L-fuko-
za w potozeniu 2. Odszczepienie fukozy obniza aktywno$¢ grupowa A i B,
nie likwiduje jej jednak catkowicie (41). Determinante grupy O przyjeto
nazywa¢ antygenem H; jest on biologicznym prekursorem antygenéw A
i B. Za aktywnos$¢ immunologiczng grupy O odpowiada L-fukoza dota-
czona do przedostatniej galaktozy w potozeniu 2, wigzaniem a-glikozydo-
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wym. W tabeli 1 zestawiono niektore glikolipidy o aktywnosci grupowej
A, B i H. Bezposrednimi produktami genéw A, B i H sg odpowiednie trans-
ferazy a ich substratami sg pochodne cukréw, GDP-fukoza, UDP-galak-
toza i UDP-N-acetylo-galaktozoamina. Bardziej doktadne omdwienie ge-
netyki i serologii substancji grupowych czytelnik moze znalez¢ w artykule
W. M. Watkins (42).

Klasyczne prace nad antygenami ukiadu ABO, kt6ére do dzisiaj stano-
wig podstawe immunochernii byty prowadzone na stosunkowo tatwo do-
stepnym materiale glikoproteidowym pochodzgcym z wydzielin cyst jaj-
nikowych lub przewodu pokarmowego. lzolacja antygenéw komorkowych
ABO mimo wielu préb, nastreczata ogromne trudnos$ci. Juz jednak w
1924 roku Landsteiner i Scheer (43) wykazywali lipidowy cha-
rakter antygenéw ABO, ale dopiero niedawno udato sie ustali¢ ich glikoli-
pidowg naturg (44, 45). KosScielak i wsp. (46) wyizolowali i oznaczyli
strukture dwoch glikolipidéw o aktywnosci H i jeden glikolipid o aktyw-
nosci B. Glikolipidy o takiej samej strukturze wyizolowane zostaly row-
nocze$nie w pracowni Hakomorfego (47). Dotychczas opisane gli-
kolipidy zawierajace od 5 do 10 reszt cukrowych w tahAcuchu oligosacha-
rydowym, sg stosunkowo dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach orga-
nicznych. Zostaty wyizolowane droga ekstrakcji badz to etanolem, badz
mieszaning chloroformu i metanolu (46, 48, 49) i oczyszczone drogg chro-
matografii na zelu krzemionkowym.

W ostatnich latach w szeregu laboratoriach stwierdzono wystepowanie
materiatu aktywnego grupowo, nie rozpuszczalnego w rozpuszczalnikach
organicznych a dobrze rozpuszczalnego w wodzie (50—53). Na podstawie
jego rozpuszczalnoSci przyjeto, ze material ten jest glikoproteidem.
W 1973 roku opublikowano metode oczyszczania tej substancji (11).
W trakcie oczyszczania tego materiatu stwierdzono, ze aktywno$¢ grupo-
wa znajduje sie praktycznie w kazdej frakcji biatkowej rozdzielanej na
kolumnach. Dopiero wprowadzenie butanolu jako czynnika dezagregujg-
cego pozwolito na oczyszczenie substancji aktywnej. Wskazuje to na silng
tendencje badanych antygenéw do tworzenia trwatych komplekséw z biat-
kami badz glikoproteidami btony erytrocytdw. Oczyszczona substancja
zawierata 90% cukréw, 7% aminokwasow, 2°/0 sfingozyny i 2°/0 kwaséw
tluszczowych. Na podstawie sktadu chemicznego nie byto mozna okreslié
chemicznej natury tego zwigzku.

W 1974 roku opublikowano (54) kilka danych posrednio wskazujgcych
na glikolipidowa nature badanej substancji. Koncepcja ta spotkata sie
jednak z pewnym sceptyzmem, gdyz zaktadata wystepowanie w badanym
materiale glikolipidéw o bardzo diugim tahncuchu cukrowym dochodza-
cym do 50 cukréw. Zwigzkéw takich do tej pory nie znano. D 1976 roku
opisano metode dalszego oczyszczania tej substancji i potwierdzono w pet-
ni hipoteze o jej glikolipidowym charakterze (12). Stwierdzono, ze okoto
70% materiatu rozpuszcza sie w ukladzie zawierajgcym chloroform, me-
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tanol i wode w stosunku 1:2:1. Materiat rozpuszczalny nie zawierat amino-
kwasow, a zawarto$¢ w nim sfingozyny i kwaséw ttuszczowych nie ulegta
zmianie nawet po kilkugdzinnej ekstrakcji w aparacie do ekstracji ciggtej
rozpuszczalnikami organicznymi. Ponadto, po trawieniu glikozydazami
z badanej substancji powstawaly krotkie glikolipidy jak glukozylocera-
mid i laktozyloceramid. Otrzymany preparat poddano acetylacji i tak przy-
gotowany materiat mozna byto oczysci¢ poprzez chromatografie cienko-
warstwowg na zelu krzemionkowym. Zawierat on cztery rézne glikolipidy,
wszystkie wykazywaty wysoka aktywnos$¢ grupowa (12). Skiad jednego
z nich podaje tabela 3.

Tabela 3
Sktad glikolipidu grupowego H

Stosunek molo-

Sktadnik Zawartos¢ % wy do
sfingozyny

Glukoza 4,3 11
Fukoza 7,0 1,96
Glukozoamina 35,0 8,95
Galaktoza 40,5 10,30
Kwasy ttuszczowe 6,7 —
Sfingozyna 6,55 1,00

Glikolipid ten stanowi 60% wyjsciowej mieszaniny glikolipidéw. Na
przyktadzie badania struktury chemicznej tego glikolipidu mozna zilu-
strowac strategie i metodyke postepowania w ustalaniu budowy ztozonych
polisacharydoéw. Klasyczng metodag ustalania sekwencji taficucha oligo-
sacharydowego jest utlenianie nadjodanem (55—57). Polega ona na utle-
nianiu sasiednich grup hydroksylowych, redukcji powstatego aldehydu
i odszczepieniu odpowiedniego alkoholu poprzez tagodng hydrolize kwas-
ng. Podczas hydrolizy np. w 05N HCL w temperaturze pokojowej przez
kilka godzin wigzanie glikozydowe nie ulega hydrolizie. Metode te przy-
jeto sie nazywac degradacja Smithsa (55). Inng metodqg pomocng przy
ustalaniu miejsca wigzania glikozydowego jest metylacja grup hydroksy-
lowych badanego zwiagzku, a nastepnie hydroliza wigzarn glikozydowych
i analiza otrzymanych pochodnych metylowych cukrow (57, 58). Tabela 4
przedstawia uzyskane pochodne metlyowe z badanego glikolipidu, po-
zwala ona na wyciggniecie nastepujacych wnioskéw: cukrem koAczacym
tancuch oligosacharydowy jest fukoza gdyz tylko ona ulega permetylaciji,
tancuch cukrowy jest rozgateziony, na co wskazuje wystepowanie 2,4-dwu-
metylo galaktozy. Oczywiscie cukrem, na ktérym wystepuje rozgatezienie
jest galaktoza podstawiona w pozycji 3 i 6. Wszystkie czgsteczki N-acety-
loglukosoaminy badanego glikolipidu sg podstawione w pozycji 4. Cza-
steczka glukozy dotaczona do sfingozyny nie ulega utlenianiu nadjoda-
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Tabela 4
Metylowe pochodne cukréw znalezione w glikolipidzie grupowym H
znaleziona w:
po degradacji’
Pochodna metylowa po odszcze- Smithsa
Y n_aty\{vn_ym pieniu
glikolipidzie fukozy pierwszy  drugi
cykl cykl
Metylo-2,3,4-tr6j-0-metylofukozyd + + — — -
Metylo-2,3,6-tr6j-0-metyloglukozyd + + + +
Metylo-2,3,4,6-tetra-0-metylogalaktozyd (_ + - +
Metylo-2,4,6-tr6j-0-metylogalaktozyd ++ + + 4+ + +++ o+ ++
Metylo-3,4,6-trdj-0-metylogalaktozyd + + - -
Metylo-2,4-dwu-0-metylogalaktozyd + + +
3,4,6-troj-0-mety Ioglukozoamina - B +
3,6-dwu-0-metyloglukozoamina + 4+ + ++ + o+

nem w roztworach wodnych glikolipidéw, chociaz posiada dwie sasiadu-
jace grupy hydroksylowe.

Koricowa fukoza ulega tatwo odszczepieniu w drodze fagodnej hydro-
lizy kwasnej, np. 0,1 M kwas trojchlorooctowy w temperaturze 100° przez
1 godzine (59). Po odszczepieniu kohncowej fukozy, analiza metylowych
pochodnych pozwala na dalsze wnioski. Nastepnym cukrem w tancuchu
jest galaktoza, na co wskazuje pojawienie sie permetylowej pochodnej ga-
laktozy (2,3,4,6-metylo-galaktozy) i réwnoczesny zanik 3,4,6-troj-metylo
galaktozy. Gdy glikolipid po odszczepieniu fukozy zostat poddany degra-
dacji Smithsa, stwierdzono ubytek galaktozy w iloSci dwdéch moli na
mol sfingozyny, zanik permetylowanej pochodnej galaktozy i pojawienie
sie 3,4,6-metyloglukozoaminy, (jest to permetylowana pochodna gluko-
zoaminy). Swiadczy to, ze galaktoza ulegajaca utlenianiu nadjodanem
byta potgczona z N-acetyloglukozoaming w potozeniu 4. Ponowne powtod-
rzenie degradacji Smithsa prowadzi do ubytku N-acetyloglukozoaminy
w ilosci dwoéch moli na mol sfingozyny, zaniku permetylowanej pochodnej
N-acetyloglukozoaminy, zaniku 2,4-metylogalaktozy i pojawienia sie po-
nownie permetylowanej pochodnej galaktozy. Swiadczy to, Ze trzeci z kolei
cukier w tancuchu oligosacharydowym jakim jest N-acetyloglukozoamina
jest dotgczona w pozycji 3 i pozycji 6 do galaktozy, a rozgatezienie tan-
cucha wystepowato na czwartym cukrze, to jest galaktozie. Z podanych
wynikdw mozna byto zaproponowaé nastepujacg budowe koncowego od-
cinka tancucha cukrowego ztozonego z 7 cukréw, wzor IV.

Fuc(1—2)Gal(1—4)GIcNAc( 1x

X3)
Gal

/6)
Fuc(l—2)Gal(l—4)GIcNAc(K

Wz:or 1V. Koncowy odcinek tancucha cukrowego glikolipidu H.
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Po dwoch kolejnych degradacjach Smithsa otrzymano glikolipid skta-
dajgcy sie z siedmiu czasteczek galaktozy podstawionej w pozycji 3,
siedmiu czgsteczek N-acetyloglukozoaminy podstawionej w pozycji 4,
jednej koncowej czasteczki galaktozy i jednej czasteczki glukozy na jed-
ng czgsteczke sfingozyny. Przy réwnym stosunku galaktozy do N-acety-
loglukozoaminy w glikolipidzie otrzymanym po dwdch degradacjach
Smithsa powstaje pytanie czy istnieje struktura w ktdrej dwie lub wiecej
N-acetyloglukozoamin jest potagczonych do siebie wzajemnie lub by¢ mo-
ze istnieje struktura w ktorej galaktoza i N-acetyloglukozoamina potaczo-
na jest naprzemiennie. Odszczepienie grup N-acetylowych z N-acetyloglu-
kozoaminy powoduje odstoniecie grupy aminowej ktéra w warunkach
hydrolizy kwasnej chroni sasiednie wigzanie glikozydowe, w efekcie
uzyskuje sie nie pojedyncze cukry lecz oligosacharydy (59). Za pomocy tej
metody otrzymano z badanego glikolipidu dwa oligosacharydy, |3-gluko-
zoaminylo-(1-3)-galaktoze i |3-glukozaminylo-(I-6)-galaktoze. Nie stwier-
dzono natomiast nawet $ladéw chitobiozy, ktéra byta by obecna w przy-
padku wystepowania dwdéch sgsiadujgcych glukozamin w tanicuchu oligo-
sacharydowym. Z otrzymanych wynikéw mozna byto poda¢ nastepujaca
petng strukture badanego glikolipidu, wzér V. Anomerie wigzan glikozy-
dowych oznaczono przy pomocy trawienia odpowiednimi glikozydaza-
mi (12).

Fuc(a—z)e.al(lgzt)e|cNAc(|s\f~V ; .
g Gal(l—4)[GIcNAc(I—3)Gal]7(1—4)Glc-Ceramid
Fuc(iZ)GaI(IE4)GIcNAc( 1"
Wzér V. Struktura glikolipidu grupowego H.

KosScielak i wspotpracownicy (13) pracujagc na tym samym mate-
riale z erytrocytow ludzkich, potwierdzili w nim wystepowanie kilku gli-
kolipidow o dtugim rozgatezionym tancuchu oligosacharydowym. Autorzy
ci badajac metylowe pochodne cukréow w otrzymanych glikolipidach
stwierdzili wysoka zawarto$¢ 2,4-dwu-metylo-galaktozy w stosunku do za-
wartosci sfingozyny lub glukozy. Stosunek ten wynosit od 2,5 do 8,4.
llos¢ 2,4-dwu-metylo-galaktozy w stosunku do ilosci sfingozyny $wiad-
czy o liczbie rozgatezien tancucha oligosacharydowego i na tej podstawie
autorzy ci sugerujg strukture badanych glikolipidow z wieloma rozgate-
zieniami tafncucha oligosacharydowego.

Zaproponowana struktura jest niezgodna z danymi autora (12) ponie-
waz liczba czasteczek galaktozy, ktora ulega utlenieniu nadjodanem w sub-
stancji grupowej H lub liczba czasteczek galaktozy plus liczba czaste-
czek N-acetylogalaktozoaminy ulegajgcych utlenianiu nadjodanem w sub-
stancji grupowej A powinna by¢ wieksza niz liczba rozgatezieh. Przy 3
lub 8 rozgatezieniach tancucha oligosacharydowego utlenianiu nadjoda-
nem powinno ulega¢ co najmniej 3 lub (odpowiednio) 9 czasteczek cukrow
w stosunku do zawarto$ci sfingozyny.



GLIKOLIPIDY BLONY KOMORKOWE] 319

Taki ubytek cukréw po utlenianiu nadjodanem w stosunku do zawar-
tosci sfingozyny nie zostat stwierdzony (12) ani w glikolipidzie, ktérego
strukture omdwiono uprzednio, ani we frakcji rozpuszczalnej w uktadzie
rozpuszczalnikéw chloroform/metanol/woda (1/2/1), ktéra zawiera trzy réz-
ne glikolipidy.

Materiat wykazujacy aktywno$é grupowa H stwierdzono réwniez we
frakcji nie rozpuszczalnej w uktadzie rozpuszczalnikéw chloroform/meta-
nol/woda (1/2/1) (12). By¢ moze glikolipidy o strukturze zaproponowanej
przez Koscielaka i wspoétpracownikow (13) wystepujg w tej wiasnie
frakcji.

11-2. Glikolipidy uktadu grupowego P *)

Uktad grupowy P odkryty przez Landsteinera i Levina
(60) w 1924 roku dtugo opierat sie poznaniu jego struktury chemicznej. Do-
piero stwierdzenie, ze materiat otrzymany z cyst owiec zawiera substancje
0 aktywnosci Pj przy$pieszyto poznanie natury chemicznej antygenéw P
(61, 62). W 1962 roku Morgan i Watkins (63) podali wstepng cha-
rakterystyke antygenu Pi, a w jaki$ czas pdzniej w tym samym labora-
torium ustalono peing strukture antygenu Pi (64, 65, 65a). W 1971 roku
Marcus stwierdzit wystepowanie aktywnosci Pi we frakcji glikolipi-
dowej erytrocytow a w kilka lat p6zniej wyizolowat i oznaczyt strukture
glikolipidu o aktywnosci Pt (67, 68). Jest to pentaheksozyloceramid posia-
dajacy jako cukier koncowy galaktoze, potgczong wigzaniem glikozydo-
wym w potozeniu 4 subterminalnej galaktozy. Badajgc aktywno$¢ grupo-
wg P od dawna znanych glikolipidéw wystepujgcych powszechnie w ko-
morkach ssakéw z surowicami anty-P, Marcus niespodziewanie
stwierdzit ich aktywno$¢ immunologiczng. | tak globozyd posiada aktyw-
no$¢ P, a tréjheksozyloceramid aktywnos¢ Pk (67).

Antygen Pk wystepuje u znakomitej wiekszosci ludzi, lecz jego obec-
no$¢ w btonach erytrocytéw jent zamaskowana. Mozna jg tatwo stwier-
dzi¢ w innych komdrkach organizmu np. fibroblastach (69, 70). Tylko
u bardzo nielicznej grupy ludzi stwierdzono brak antygenéw P i Pk i ich
budowe fenotypowa oznaczono jako p mate, fenotyp ten wystepuje z cze-
stoscig 5,8 na milion (71, 72). W krwinkach tych ludzi stwierdzono brak
gtdwnych glikolipidow erytrocytdw ludzkich to jest globozydu i tréjhek-
sozyloceramidu, natomiast znaczny wzrost ilosSci laktozyloceramidu oraz
glikolipidéw zawierajacych kwas sialowy (73, 74). Odszczepienie kwasu
sialowego od wyizolowanych gangliozydéw z erytrocytow p mate nie po-
woduje pojawiania sie aktywnos$ci z grupy P (75). Wskazuje to, ze fenotyp

* Antygeny grupowe P zostaty réwniez oméwione w artykule H. Miller -
Podraza, J Kos$cielak (1975), Acta Heamatol. Pol. 6, 299—307.
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p mate jest wynikiem braku odpowiednich transferaz a nie zablokowa-
nim grup aktywnych kwasem sialowym. Budowe antygenéw z grupy P
zestawiono w tabeli 1

11-3. Glikolipidy uktadu grupowego |

Wykrycie przez Wienera i wsp. (76) w 1956 roku nowego antyge-
nu grupowego | dato poczatek ogromnej literaturze nagromadzonej na
jego temat. Antygen ten wystepuje u duzej wiekszosci dorostych ludzi,
tylko 1 na 10 000 ludzi wykazuje brak tego antygenu. Antygen | wystepu-
je dos¢ powszechnie u naczelnych matp i stwierdzono jego obecnosé
u wielu zwierzat (77). Zainteresowanie tym antygenem wzrosto szczegolnie
gdy stwierdzono, ze przeciwciata anty-1 pojawiajg sie w przypadkach cho-
rob nowotworowych uktadu krwiotwoérczego i nabytg anemig hemolitycz-
ng (78—81). Antygen ten pojawia sie dopiero po urodzeniu i krwinki no-
worodka wykazujg brak antygenu | lub jest on obecny w bardzo nieznacz-
nych ilosciach (82). Najczesciej wystepujgcymi przeciwciatami anty-1 sg
przeciwciata typu auto, to znaczy takie, ktére moga reagowac z krwinka-
mi tego samego osobnika. Do takiej reakcji najczesciej nie dochodzi
in vivo, gdyz sg to tak zwane ,zimne przeciwciata” to znaczy reaguja
w temperaturze ponizej 20°. Sa to monoklonalne przeciwciata typu IgM
(83). Naturalne przeciwciata anty-1 wystepujg rzadko i majg stabe miano.
Nagromadzone piSmiennictwo wykazuje ogromng heterogennosé prze-
ciwciat anty-l, i mozna powiedzie¢, ze nie ma dwéch przeciwciat anty-I
reagujgcych tak samo z roznymi krwinkami czerwonymi (84—86). Wska-
zuje to na mozaikowg budowe chemiczng antygenu |, to znaczy, ze rézne
przeciwciata reaguja z rozng czescig ztozonej struktury antygenu | (82).

Byto szereg préb wyizolowania antygenu | z krwinek czerwonych,
zauwazono, ze odsialowany glikoproteid MN posiada zdolno$¢ reakcji
z niektérymi przeciwciatami anty-l (87). Laboratorium Kabata opub-
likowato szereg prac nad antygenem | (88—90) i podato strukture oligo-
sacharydu aktywnego z jednym z przeciwciat anty-1 (90). Z innymi prze-
ciwciatami wyizolowany oligosacharyd nie reagowat. Gardas i Ko-
§cielak (91) stwierdzili, ze wyizolowany przez nich materiat glikoli-
pidowy posiada obok aktywnos$ci grupowej ABO réwniez aktywnos$¢ |.
Fakt ten jest o tyle interesujacy, ze glikolipidy o krotkim tahcuchu oligo-
sacharydowym i wykazujgce aktywnos$¢ grupowag ABO nie posiadajg na-
wet $ladu aktywnosci | (92). Wyizolowanie jednorodnego glikolipidu z roz-
gatezionym tancuchem cukrowym pozwolito na petng charakterystyke te-
go antygenu (92). Byto to mozliwe z kilku powodow, po pierwsze znano
petng strukture aktywnego glikolipidu oraz zastosowano do badan caty
szereg przeciwciat anty-l1. Badano aktywno$¢ grupowa | w miare odszcze-
piania kolejnych cukrow od tahncucha oligosacharydowego. Stwierdzono, ze



GLIKOLIPIDY BLONY KOMORKOWEJ 321

reakcja z przeciwciatami anty-l typu auto zostaje utrzymana pomimo
odszczepienia koncowej fukozy i przedostatniej galaktozy. Zanika nato-
miast catkowicie po odszczepieniu trzeciego z kolei cukru w tancuchu ja-
kim jest N-acetyloglukozoamina. Nalezy podkresli¢, ze po odszczepieniu
N-acetyloglukozoaminy nastepuje zniszczenie rozgatezienia tancucha oligo-
sacharydowego. Praca ta wykazata, ze niektére przeciwciata anty-I reagu-
ja z wewnatrz rozgateziong strukturg tancucha oligosacharydowego, a ro-
dzaj konicowego cukru nie ma wiekszego wptywu na reakcje antygen
przeciwciato. Ustalenie peinej budowy antygenu | pozwolito na zapropo-
nowanie nowej klasyfikacji przeciwciat anty-1 opartej na reakcji tych
przeciwcial z okredlong strukturg chemiczng (92). Potwierdza to w peini
teorie mozaikowej budowy antygenu I; jest on fenotypowym rezultatem
wspotdziatania szeregu gendéw, z ktérych niezbednym do wystgpienia
struktury | jest gen kodujacy transferaze syntetyzujacag rozgatezienie tan-
cucha oligosacharydowego.

11-4. Zmiany ekspresji antygenéw grupowych podczas ontogenezy i proceséw roz-
nicowania sie komérek

Antygeny ABO mozna wykry¢ juz w 5 mm zarodku ludzkim (w pig-
tym tygodniu zycia ptodowego) w komorkach pochodzenia nabtonkowego.
Antygeny te osiggajg najwieksze natezenie u zarodka 35 mm by w dal-
szym rozwoju zanikaé. Zanik ekspresji antygen6w #tgczy sie z rozwojem
morfologicznym i rozpoczeciem funkcjonowania danego organu, jak na
przyktad wydzielanie mucyn przez ukiad trawienny, pobieranie jodu przez
kom@érki tarczycy lub wydzielanie ACTH przez przysadke (30). Antygeny
komérek pochodzenia $srédbtonkowego (endotelium) zostajg utrzymane
na og6t w ciggu catego zycia, nie znaczy to jednak, ze nie ulegajg zmia-
nom iloSciowym w trakcie rozwoju embrionalnego jak i w ciggu pierw-
szych miesiecy zycia noworodka (30).

Nabtonek podlega ciggtej odnowie, a jego komérki ulegajg réznico-
waniu, przemieszczaniu a nastepnie obumieraniu i ztuszczaniu. Komorki
nowotworowe pochodzenia nabtonkowego mozna hodowac in vitro i jed-
ng z linii komoérkowych sa komérki Hela. Khuns i wsp. (35 94, 95)
stwierdzili, ze komorki HeLa mozna rozdzieli¢ na dwie populacje jedng
posiadajgcg antygen H i drugg, w ktorej tego antygenu brak. Komorki
H+ dzielgc sie dajg tylko komdrki H+ i ulegajag degeneracji. Komarki po-
pulacji H~ w trakcie podziatu dajg komoérki H+ i H~. Wydaje sie zatem,
ze komdrki H~ sg komodrkami pierwotnymi i podlegajg réznicowaniu
w warunkach hodowli komdrkowej. W przypadku komérek HelLa antygen
H jest wygodnym markerem procesu réznicowania, natomiast biologiczne
znaczenie syntezy antygenu H wymaga dalszych badan.

3 Postepy Biochemii
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Zmiany ekspresji antygendw komdrkowych wykazano w cyklu po-
dziatowym komorki (36, 37). Komorki HeLa wykazujg maksymalng eks-
presje antygenu H-2 w trakcie mitozy (96, 97). Komoérki biataczki mysiej
i komorki P815Y w czasie podziatu syntetyzujg antygen grupowy B, ktéry
ulega degradacji w fazie spoczynkowej GO (36). Podobno stwierdzono
zmiany dla antygenu A w komorkach krélika RK13 (37). Biologiczne zna-
czenie tych zmian jest trudne do interpretacji, byé moze sg one wynikiem
blokowania czynnej biologicznie struktury receptorow komorki poprzez
dotaczenie konicowego cukru.

lii. Zmiany sktadu glikolipidowego btony komérkowej w procesach no-
wotworowych i transformacji wirusami onkogennymi

Badania ostatnich lat wykazaty daleko idace zmiany metabolizmu gli-
kolipidobw w komorkach nowotworowych. Jeszcze wtedy gdy nie znano
natury chemicznej antygendw grupowych, stwierdzono zanik aktywnosci
grupowej A i B w nowotworach zotagdka (98). Hakomori i wsp. (99
zaobserwowali nagromadzanie sie duzych ilosci glikolipidu e w adeno-
karcinomach nawet u ludzi o fenotypie Leb. Opisano znaczny wzrost za-
wartosci antygenu | przy rownoczesnym zaniku antygenow ABO w no-
wotworach jelita grubego (81). Zmiany te wystepowaly zarbwno w nowo-
tworze pierwotnym jak i w przerzutach. Zmiany ekspresji antygendw ko-
madrkowych w procesach nowotworowych mozna uzna¢ jako uproszczenie
budowy antygenowej komorki i jej powrét do stanu embrionalnego.

Na poczatku lat siedemdziesigtych podjeto systematyczne badania skta-
du glikolipidowego i metabolizmu glikolipidow w komorkach transformo-
wanych wirusami onkogennymi w hodowli. Ten uktad doswiadczalny po-
zwala na doktadne $ledzenie zachodzacych zmian po transformacji onko-
gennej w poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi. Wykazano, ze fibro-
blasty chomika NIL2 po transformacji wirusami SV40 zmieniajg drastycz-
nie sktad glikolipidowy (100, 101). | tak znacznej redukcji ulegaja gliko-
lipidy o diugim tancuchu oligosacharydowym, przyrasta za$ ilos¢ gluko-
zyloceramidu i laktozyloceramidu (100—103). Podobnym zmianom ulega
sktad gangliozydéw (104, 105, 106). Stwierdzono korelacje pomiedzy za-
wartoscig glikolipidéow i gangliozydéw w hybrydach komérek nowotwo-
rowych a ich zdolnoscig do tworzenia nowotworéw (107). Komorki po-
siadajgce stabg zdolno$¢ tworzenia nowotworow zawieraty stosunkowo
duza ilos¢ ,,dtugich” glikolipidow, podczas gdy komérki o duzej potencji
nowotworzenia nie zawieraty wecale lub bardzo mato ztozonych glikoli-
pidow.

W 1973 roku Critchley i Macpherson zaobserwowali po-
dobne zmiany w sktadzie glikolipidowym fibroblastow chomika NIL2
w czasie cyklu podziatowego komdrki (102). Zauwazyli oni, ze zawartos¢
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pentaheksozyloceramidu i tetraheksozyloceramidu wzrasta kilkakrotnie
w fazie spoczynkowej komorki GO natomiast maleje w fazie S by osiag-
na¢, minimum w trakcie mitozy i nastepnie znowu wzrasta w trakcie prze-
chodzenia komorki w faze Gj. Sugerujg oni, ze réznice w sktadzie glikoli-
pidowym komorek nowotworowych i prawidtowych moga wynikaé z fak-
tu, ze komérki nowotworowe dzielg sie stale i nigdy nie znajdujg sie w fa-
zie spoczynkowej G,,.

Logicznym wnioskiem z opisanych prac byto dodanie glikolipidéw do
komorek nowotworowych w hodowli, a znajgc zdolno$¢ inkorporacji gli-
kolipidbw w btone komoérkowa mozna ,byto w konsekwencji oczekiwac
zmian w morfologii komorek, w typie wzrostu itp. Oczekiwano od takiego
eksperymentu przywrécenia komdrce nowotworowej przynajmniej pew-
nych cech komorki prawidtowej. Doswiadczenia takie wykonano w Kkilku
laboratoriach, po dodaniu glikolipidow do pozywki nastepowata ich szyb-
ka inkorporacja w btone komorkowga obserwowano takze zwolnienie szyb-
koSci wzrostu i czeSciowe przywrécenie inhibicji kontaktowej (108—111).
Najbardziej efektywnymi glikolipidami byty mono-, dwu-, tréj- i tetra-
heksozyloceramidy. Wydaje sie, ze uzyskany efekt byt raczej nieswoisty,
poniewaz glikolipidy, ktérych ilos¢ wzrasta po transformacji wirusowej,
dodane do pozywki hamujg pojawienie si¢ zmian fenotypowych)typowych
dla komoérek nowotworowych. Byé moze obserwowany efekt spowodowa-
ny byt usztywniajgcym wptywem glikolipidéw na strukture bton biolo-
gicznych (112, 113). Z ogromnego materiatu faktycznego o zmianach gliko-
lipiddw w cyklu komorkowym i procesach nowotworowych (99—106,
113—118) wynika, ze biorg one udziat w waznych dla komorki procesach.
Doktadne okreslenie ich roli w tych procesach jest jednak nieznane.

IV. Glikolipidy jako receptory niektérych toksyn bakteryjnych

Stwierdzenie reakcji pomiedzy gangliozydami i toksynami bakteryj-
nymi takimi jak toksyna cholery i toksyna tezca (119, 120) spowodowato
znaczne nimi zainteresowanie. Toksyna cholery zbudowana jest z jednej
pcdjednostki A i pieciu podjednostek B (121, 122). Podjednostka B jest od-
powiedzialna za wigzanie sie toksyny z receptorem komoérkowym, a pod-
jednostka A lub tylko jej cze$¢ za aktywacje cyklazy adenylowej (123).
Van Heyningen wykazat, ze gangliozydy mézgu wigzg toksyne i mo-
ga blokowac jej dziatanie biologiczne (124). Niezaleznie prowadzone prace
w kilku laboratoriach wykazaty, ze zwigzkiem odpowiedzialnym za wig-
zanie toksyny z btong komoérkowg jest gangliozyd GM (125—128). W dzia-
taniu toksyny mozna wyrézni¢ dwa etapy: wigzanie z btong komodrkowg
i nastepnie po pewnym S$ci$le okreslonym czasie aktywacja cyklazy adeny-
lowej (128). Prawdopodobnie poprzez aktywacje cyklazy adenylowej tok-
syna cholery powoduje szereg zmian w r6znych komorkach i tak zwiek-
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sza lipolize w komérkach tluszczowych (129), hamuje synteze DNA w fi-
broblastach (130, 132), hamuje synteze sterydéw w komadrkach nadnerczy
(132) i stymuluje sekrecje wody i elektrolitdw w jelitach. Wykazano, ze
reaktywnos$¢ toksyny jest wprost proporcjonalna do zawartosci ganglio-
zydu GM w szeregu komorkach réznych gatunkow zwierzat (133, 134).
W laboratorium Brady’ego wyselekcjonowano linig komdrkowg nie
zawierajacg gangliozydu GM i nie wrazliwg na toksyne cholery (135). Ko-
morki te inkorporowaly dodany do hodowli gangliozyd i wtedy stawaty
sie wrazliwe na dziatanie toksyny. Juz po inkorporacji 1,7 X1 G czasteczek
gangliozydu przez jedna komorke dato sie zauwazyé dziatanie toksyny
a maksymalny efekt nastepowat po inkorporacji 10* czasteczek ganglio-
zydu (136). Gangliozyd GM indukuje zmiany konformacyjne w czasteczce
toksyny, ktorych nie wywotujg inne gangliozydy (136).

Istnieje szereg danych wskazujgcych na udziat gangliozydéw w wig-
zaniu toksyny tezca przez komoérki nerwowe (127, 137). Najbardziej aktyw-
nym zwigzkiem reagujagcym z toksyng sg gangliozydy GDb i GTi (patrz
wzdr Il1). Toksyna tezcowa podobnie jak toksyna cholery zbudowana jest
z dwoch podjednostek, stymuluje cyklaze adenylowg i gangliozydy wy-
wotujg zmiany konformacyjne (119, 138, 139).

V. Receptory toksyny z Ricinus communis
\

Toksyna otrzymana z nasion racznika (Ricinus communis) jest sil-
nym inhibitorem biosyntezy biatka. Jest to biatko o masie czgsteczkowej
64 000, zbudowane z dwoch podjednostek (140, 141). W ilosci 0,1 [Ag/ml
powoduje catkowite zahamowanie biosyntezy biatka w systemie bezko-
moérkowym po kilku minutach (142). Dziatanie toksyny jest katalityczne
i inaktywuje ona okoto 1500 rybozomdéw na minute a stata Michaelisa tej
reakcji wynosi 10-8 M (143). W dziataniu toksyny na komérke mozna wy-
rézni¢ trzy etapy, wigzanie z btong komdrkows, transport do wnetrza
komorki i inhibicje biosyntezy biatka.

W ostatnich latach wyizolowano szereg mutantéw fibroblastow opor-
nych na dziatanie tej toksyny (144). Komorki takie wigzg toksyne stabo
i mogg zy¢ przy 100 krotnie wiekszym jej stezeniu niz komorki dzikie.
Toksyna czesto w piSmiennictwie nosi nazwe rycyny, w odr6znieniu od
innego biatka znajdywanego w nasionach rgcznika o podobnych wiasci-
wosciach w reakcji z polisacharydami, jednak o znacznie mniejszej tok-
sycznosci i masie czasteczkowej 120 000.

W 1976 roku stwierdzono, ze wyizolowane z erytrocytéw ludzkich gli-
kolipidy o ditugim tancuchu oligosacharydowym wigza toksyne i sg in-
korporowane w btone komodrkowg (92, 145). Inkorporacja reagujgcego
z toksyng glikolipidu do mutantéw opornych na rycyne powoduje wzrost
wigzania znakowanej jodem toksyny z btong komdérkowg. Wigzanie tok-
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syny jest praktycznie takie samo jak przez komorki dzikie. Niewrazliwe
na toksyne mutanty fibroblastdw po inkorporacji glikolipidu stajg sie
wrazliwe (145). Inkorporacja 0,2 jxg przez 108 komérek opornych na tok-
syne uwrazliwia je tak, ze po dodaniu toksyny nastepuje zahamowanie
biosyntezy biatka w 50°/0. Odszczepienie terminalnej galaktozy od gliko-
lipidu powoduje jego catkowitg inaktywacje jako receptora toksyny. In-
korporacja w btone komorkowa glikolipidow o krotkim tancuchu oligo-
sacharydowym reagujacych z toksyna w warunkach in vitro nie powo-
duje jednak uwrazliwienia komérek opornych na toksyne. Wydaje sie,
ze obserwowany efekt jest specyficzny dla ,,dtugich” glikolipidéw. Tetra-
heksozyloceramid, tréjheksozyloceramid i laktozyloceramid nie dajg po-
dobnego efektu.

Doswiadczenia te wykazuja, ze glikolipid wyizolowany z erytrocytéw
ludzkich moze funkcjonowac jako receptor toksyny w komorkach cho-
mika, oraz, ze inkorporacja glikolipidu nie jest zwyklg absorbcjg lecz
funkcjonalng integracjg z innymi sktadnikami btony komdrkowej.

V1. Receptory glikoproteidowych hormonéw przysadki

Prace ostatnich 10 lat prowadzone nad budowg glikoproteidowych hor-
monow przysadki takich, jak hormon tyreotropowy (TSH), hormon lu-
teinizujagcy (LH), hormon stymulujacy dojrzewanie pechezykéw Graafa
(FSH) i choriogonadotropina (CG), wykazaty duze podobieAstwo w ich
strukturze pierwszorzedowej (146—149). Zbudowane sg one z podjedno-
stek a i 3 a w tagodnych warunkach mozna otrzymac¢ hybrydy zbudo-
wane z podjednostek pochodzgcych od réznych hormonéw (150— 152).
Tak na przykiad mozna otrzymaé¢ hybrydy zbudowane z podjednostek
3 hormonu tyreotropowego i podjednostek a hormonu stymulujacego pe-
chezyki Graafa lub podjednostek a hormonu luteinizujgcego. Tak otrzy-
mane hybrydy zachowujg praktycznie calg aktywno$¢ biologiczng tego
hormonu, z ktérego otrzymano podjednostke (G Zupetnie niedawno zwro-
cono uwage na pewne podobieAstwa w budowie tych hormonéw i tok-
syny cholery (143, 153, 154). Zauwazono ponadto, ze hormony te moga
reagowac z gangliozydami (155, 156). Podobnie jak toksyny cholery hor-
mony te tgcza sie z btong komdrkowag komdrek docelowych i ich dziata-
nie przejawia si¢ w aktywacji cyklazy adenylowej (157, 158). Recepto-
rem hormonu mégt by by¢ odpowiedni gangliozyd lub oligosacharyd
o identycznej strukturze ktoregos z glikoproteidow btony komorkowej.
Ostatnio wiele prac poswiecono badaniu receptoréw hormonu tyreotropo-
wego i wykazano, ze gangliozydy GDbi GTLsg inhibitorami wigzania hor-
monu tyreotropowego przez komorki tarczycy (156—160). Wigzanie gan-
gliozydu do hormonu indukuje zmiany konformacyjne hormonu.

Z przedstawionych prac wynika, ze za specyficzne wigzanie hormonu
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przez komadrke odpowiada podjednostka {8 Podjednostka ta tgczy sie z re-
ceptorem tkankowym, prawdopodobnie receptorem tym jest gangliozyd.
Podjednostka a odpowiada za stymulacje cyklazy adenylowej i jest po-
dobna w wszystkich omawianych hormonach. Istnieje duze prawdopo-
dobienstwo, ze receptorami glikoproteidowych hormonéw przysadki sg
gangliozydy. Jesli tak to w tkankach docelowych hormonu musialy by
wystepowaé gangliozydy typowe dla danej tkanki. Jest mato prawdo-
podobne, by za swoiste wigzanie hormonu tyreotropowego przez komarki
tarczycy byty odpowiedzialne gangliozydy mdzgu. Stwierdzenie inhibicji
wigzania hormonu przez gangliozydy mézgu moze wynikaé z podobien-
stwa budowy tych gangliozydéw z natywnym receptorem tkankowym.
Niedawno Mwu 1lin i wsp. (156) wyizolowali z tarczycy wotowej gan-
gliozyd posiadajacy znacznie wiekszg aktywnos$¢ w reakcji z hormonem
tyreotropowym niz gangliozydy mézgu. Stanowi on okoto 0,015°/0 ogélnej
zawarto$ci gangliozydow tarczycy. Wydaje sie, ze zwigzek ten speinia
postulat swoistosci tkankowej i prawdopodobnie jest receptorem hormo-
nu. Wydaje sie, ze konieczna jest izolacja gangliozydéw z poszczegélnych
tkanek docelowych hormonéw glikoproteidowych, ich petna charaktery-
styka chemiczna i wykazanie specyficzno$ci tkankowej, zanim przyj-
miemy, ze reakcja hormon — glikolipid in vitro jest powtdrzeniem reakcji
zachodzacej in vivo.

Artykut nadszedt 21.1.1978; po rewizji autorskiej otrzymano 23.3.1978.
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I. Wstep

Biatka zawarte w lisciach sg przedmiotem bardzo wnikliwych badan.
Jednym z najdokiadniej poznanych biatek lisci jest enzym karboksylaza/
/oksygenaza rybulozo-dwufosforanu (EC. 4.1.1.39, karboksy-liaza 3-fosfo-
D-glicerynianu, dimeryzujgca) (1—7). Enzym ten bierze udziat zaréwno
w karboksylacji jak i w utlenianiu rybulozo-l1,5-dwufosforanu (RuDP).
Karboksylacja RuDP zachodzi podczas fotosyntezy, utlenianie ma miejsce
w procesie fotooddychania ros$lin. Fizyko-chemiczne wi#asciwos$ci karbo-
ksylazy/oksygenazy RuDP poznano wczes$niej niz wiasciwosci enzyma-
tyczne i przypisywano je biatku, ktére okreslano pierwotnie jako frakcja |
biatka (ang. Fraction | Protein).

Trzydziesci lat temu, nazwe ,,frakcja | biatka” odnoszono do tatwo roz-
puszczalnego biatka, ktore mozna byto wyekstrahowaé¢ w duzych iloSciach
z lidci szpinaku. Na podstawie 6éwcze$nie stosowanych metod elektrofore-
tycznych biatko to opisywano jako homogenne (1). Niespetna 4 lata pozniej
wykazano na podstawie analizy sedymentacyjnej, ze biatko zawarte w ho-
mogenatach lisci szpinaku nie jest jednorodne, potowe ogo6lnej ilosci biatek
stanowito biatko, ktére charakteryzowato sie bardzo wysoka masg cza-
steczkowg i znacznym stopniem homogennosci. Od tej pory, nazwe: frak-
cja | biatka zaczeto stosowac jedynie do okre$lenia tego wysoko czastecz-
kowego biatka (7). Biatko o podobnej charakterystyce wykryto réwniez
w homogenatach lisci roslin innych gatunkéw. Nastepnie stwierdzono, ze
frakcja | biatka wystepuje w chloroplastach lisci (8, 9).

Wyizolowanie karboksylazy rybulozo-l,5-dwufosforanu (2—4) oraz
stwierdzenie, ze wystepuje ona tylko w chloroplastach lisci (10) a takze
okreslenie jej wihasciwosci fizyko-chemicznych (7) pozwolito na wniosek,
ze polipeptyd okreslany uprzednio jako frakcja | biatka jest w rzeczy-
wistosci karboksylazg RuDP (7).

Na poczatku lat 70-tych wykazano, ze karboksylaza RuDP uczestniczy
nie tylko w karboksylacji rybulozo-1,5-dwufosforanu, lecz takze w pro-
cesie utleniania RuDP (5, 6,11). Obecnie, po przeprowadzeniu wnikliwych
badan utozsamia sie biatko okreslane uprzednio jako frakcja | biatka
z karboksylazg/oksygenazg RuDP. Niektérzy autorzy stosujg nadal histo-
ryczng nazwe, frakcja | biatka.

Il. Wiasciwosci fizyko-chemiczne karboksyiazy/oksygenazy RuDP

Po zhomogenizowaniu liSci, doktadnym rozbiciu $cian i organelli ko-
morkowych, do roztworéw buforowych o pH powyzej 6,5 przechodzi znacz-
na ilo$¢ tatwo rozpuszczalnego biatka (7). Analiza sedymentacyjna takiego
homogenatu umozliwita wyr6znienie w nim kilku rodzajow biatek. Okoto
10% stanowity szybko sedymentujgce biatka rybosomoéw cytoplazmy
(80 S) i chloroplastéw (70 S), 40% obejmowata forma biatka 4—6 S. Frak-
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cja | biatka stanowita az 50°/o tatwo rozpuszczalnych biatek lisci (7). Zasto-
sowanie takich technik jak frakcjonowania za pomocg siarczanu amonu,
chromatografia na kolumnach DEAE celulozy, sagczenie molekularne przez
Sephadex i ultrawirowanie, umozliwito wyodrebnienie frakcji | biatka
w postaci jednorodnego skiladnika charakteryzujgcego sie stajg wartoscig
sedymentacji okoto 18 S. Wartos¢ statej sedymentacji karboksylazy/oksy-
genazy RuDP izolowanej z chloroplastéw lisci réznych roslin réznita sie
nieco i wynosita w pizypadku koniczyny 16,2 S, buraka 18,3 S, kapusty
17,0 S owsa 18,2 S (7), oraz tytoniu 18,1 S, szpinaku 18,2 S (12). Niewielkie
odchylenia od wartosci $redniej wskazujg, ze w stanie uwodnionym opisy-
wane biatko jest prawie sferyczng czasteczka.

Karboksylaza/oksygenaza RuDP jest biatkiem o bardzo wysokiej masie
czasteczkowej. Masa czagsteczkowa tego enzymu izolowanego z lisci bu-
raka i owsa wynosi 570 000 (13, 14), z lisci kapusty 510 000 (15), z lisci
tytoniu 525 000 (7).

Wstepne analizy frakcji | biatka wykazaty, ze zawiera ona nie tylko
aminokwasy, lecz takze weglowodany (13, 16), lipidy (13) i sktadniki mi-
neralne (13), nie stwierdzono natomiast obecnosci kwaséw nukleinowych
(17). Badania sktadu chemicznego krystalicznej karboksylazy/oksygenazy
RuDP wykluczyty obecno$¢ w niej weglowodanéw (18) oraz nukleotydu
flawinowego (19). Stwierdzono, ze karboksylaza/oksygenaza RuDP wyizo-
lowana z lisci szpinaku zawiera 0,11—0,14 gramoatomu miedzi w 1 cza-
steczce (6), krystaliczny enzym otrzymany z lisci tytoniu zawiera okoto
0,2 gramoatomu Cu w czasteczce (19).

Obecnie istnieje szereg metod za pomoca ktorych mozna otrzymaé
czystg karboksylaze RuDP (13, 20—25). Do ekstrakcji tego biatka uzywa
sie najczesciej buforu Tris-HCI pH 7,4—7,8 zawierajagcego NaCl, MgCl2
EDTA, merkaptoetanol. Karboksylaza RuDP nalezy do nielicznych biatek
lisci, ktore udato sie uzyskaé w postaci krystalicznej (21, 22, 26—28).
Enzym ekstrahowany z Nicotiana tabacum (tyton szlachetny) krystalizuje
tatwiej niz karboksylaza RuDP ekstrahowana z roslin innych gatunkéw
Nicotiana (22, 28). Pojedynczy krysztat karboksylazy z N. tabacum po-
siada 14 wierzchotkéw i 12 réwnolegtobocznych $cian (21, 26). Sciany
krysztatéw sg ustawione pod katem 60°. Ponadto powierzchnie $cian po-
siadajg katy ostre wynoszace 70,32° i katy rozwarte 109,68°.

Krystaliczna forma frakcji | biatka z Nicotiana tabacum charaktery-
zuje sie aktywnoscia karboksylazy/oksygenazy RuDP (19, 27, 29, 30). Wtas-
ciwa aktywnos$é nie ulega zmianie podczas 12-dniowego przechowywania
krysztatbw w temperaturze pokojowej. Natomiast przetrzymywanie
krysztatdw w tazni lodowej przez 24—48 godzin powoduje utrate okoto
50—70% aktywnosci karboksylazy/oksygenazy RuDP. Dwudziestominu-
towa inkubacja krysztatbw w temperaturze 50°C moze prowadzi¢ do po-
wrotu czasteczki enzymu do konformacji warunkujgcej aktywnos$¢ enzy-
matyczna.
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I11. Wiasciwosci enzymatyczne

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-dwufosforanu (EC. 4.1.1.39) uczest-
niczy zarowno w procesie fotosyntezy jak i fotooddychania roslin. W foto-
syntezie, w pierwszych etapach przyswajania COz enzym ten dziata jako
karboksylaza i katalizuje powstawanie 2 czgsteczek 3-fosfoglicerynianu
(3-PGA) z rybulozo-I,5-dwufosforanu (RuDP) i COz (2—4).

RuDP + C 02 karbOksyla2a RUDP, 3-PGA + 3-PGA

W procesie fotooddychania enzym ten dziata jako oksygenaza RuDP.
W jej obecnos$ci nastepuje przytaczenie tlenu do RuDP i powstanie 2-fosfo-
glikolanu i 3-PGA (5, 6, 11).

RuDP + 0 2 °ksygenaza RuD* 2-fosfoglikolan + 3-PGA

Tlen i dwutlenek wegla peinig role inhibitora i substratu w reakcji
karboksylacji oraz odwrotnie, substratu i inhibitora w reakcji utleniania
RuDP. C02i 0 2wsp6tzawodniczg zapewne o to samo lub sasiednie aktyw-
ne miejsce karboksylazy/oksygenazy RuDP (31, 32).

I11-1. Karboksylaza RuDP

Substratami karboksylazy RuDP sa RuDP i COz (33, 34). Wykazano, ze
HCO3 nie jest substratem karboksylazy (33). W reakcji enzymatycznej
uczestniczg jony magnezu (34), fosforany cukrow prostych (29, 35). W wa-
runkach in vitro szybko$¢ reakcji enzymatycznej zalezy od kolejnosci do-
dawania substratu i karboksylazy (36). Jezeli enzym poczatkowo inkubuje
sie z C02i Mg+ a RuDP wprowadza sie do mieszaniny inkubacyjnej
p6zniej, to 3-PGA powstaje bardzo szybko. Jezeli uprzednio nie inkubo-
waé enzymu z C02i Mg+2, reakcja zostaje zainicjowana z pewnym op0z-
nieniem (33, 35, 37—39). Te obserwacje wskazuja, ze C02i Mg+2 aktywuja
karboksylaze RuDP. Ponadto w obecnosci C02 i Mg+2 enzym znajduje
sie w aktywnej stabilnej formie (40). Aktywacja enzymu zalezy od ste-
zenia C02i Mg+2 oraz od pH (33).

Wartos¢ statej Michaelisa Km (RuDP) waha sie w granicach 1,0—
3,0X10-4 M (2, 12, 15, 37). Okreslenie powinowactwa karboksylazy RuDP
do drugiego substratu, tj. C02nastreczato wiele trudnosci, autorzy poda-
wali rézne wartosci Km (C02 (11, 37, 41—44). Ro6zne wartosci statej
Michaelisa wskazywaty na zmiane wilasciwosci karboksylazy przed
ekstrakcjg i po ekstrakcji (45). Wartos¢ Km (C02 zalezy bowiem od wa-
runkéw doswiadczenia (in vivo i in vitro), od obiektu badan, od stezenia
C02i Mg+2 oraz obecnosci fosforanow cukrow prostych (33, 39, 40, 46).
Wyniki badan przeprowadzonych w ostatnich latach wykazaty, ze karbo-
ksylaza moze wystepowa¢ w dwu formach, ktoére réznig sie powino-
wactwem do CO02 (40, 45, 46). Przypuszcza sie, ze karboksylaza RuDP wy-
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stepuje w roslinie jednoczesnie w formie aktywnej i nieaktywnej (47),
lub, Zze wystepuje ona w jednej lub drugiej formie (40, 46). W ekstraktach
lisci szpinaku wykryto karboksylaze RuDP o wysokiej wartosci Km(C02
wynoszacej ponad 200 jiM C02oraz karboksylaze RuDP, ktéra charakte-
ryzowata sie niskg wartoscig Km(C02, tj. okoto 20 jiM (46). Drugg forme
karboksylazy otrzymywano, jesli enzym ekstrahowano w obecno$ci jonéw
magnezu i takiego stezenia C02jak w powietrzu atmosferycznym. Wiasci-
wosci karboksylazy o niskiej Km (C02 sg podobne do witasciwosci karbo-
ksylazy RuDP funkcjonujacej in vivo, jest ona stabilna w temperaturze
25°C. Wydaje sie, ze karboksylaza o niskiej Km(C02 jest jedyng czynng
formg tego enzymu. Enzym o wysokiej Km(C02 moze przejsé w obecnosci
C02i Mg+ w aktywne forme (46). Karboksylaze o niskiej Km(C02 mozna
wyekstrahowaé wedtug metody podanej przez Lorimera i wsp. w tempe-
raturze 25°C i przy pH 8,2 (39).

Ostatnio opracowano schemat aktywacji i reakcji katalizowanej przez
karboksylaze RuDP (34). W procesie aktywacji karboksylazy biorg udziat
kolejno: czasteczka CO02 i jony magnezu (33, 34). Przytgczanie C02 do
czasteczki enzymu jest procesem powolnym w pordwnaniu z przytacza-
niem Mg+2. W procesie aktywacji enzymu powstajg kompleksy enzymu
zCO02ienzymu —C02z Mg+2 Laing i Christeller (34) sugeruja,
ze RuDP moze wigzac sie zarowno z aktywnym jak i nieaktywnym enzy-
mem obnizajagc w ten sposob szybkos$¢ zmian jednej formy enzymu w dru-
ga. Jony magnezu sg konieczne do aktywacji czasteczki enzymu, lecz same
nie uczestniczg w reakcji enzymatycznej. C02 aktywuje czasteczke kar-
boksylazy RuDP oraz bierze udziat w samej karboksylacji. Enzym ma
prawdopodobnie dwa miejsca wigzania C02 Jedna czasteczka C02przy-
facza sie do karboksylazy przed zwigzaniem enzymu z RuDP, a druga po
przytaczeniu tego substratu. Aktywacja enzymu i karboksylacja RuDP
przebiegajg wedtug nastepujacego schematu (34)

ER R %~M[ ecn] "é‘[eom] rZC" [ ecm] rc—PJecm]J+ P

Ryc. 1. Schemat aktywacji i reakcji katalizowanej przez karboksylaze RuDP (34).
(E —nieaktywny enzym, ECM —kompleks enzymz z C02i Mg+, C—C02 M—Mg+# R—RuDP,
P —3-PGA).

Laing i Christeller (34) proponujg nastepujacy doktadny
schemat aktywacji i reakcji katalizowanej przez karboksylaze rybulo-
zodwufosforanu:

Etapy reakcji oznaczone za pomocg statych kj (dla i = 1—15) przebie-
gajg wedtug zasad klasycznej kinetyki enzymatycznej. Etapy oznaczone
statymi Lj (dla i = 1—6) osiggaja bardzo szybko stan réwnowagi. Jak wy-
nika z przytoczonego schematu, nieaktywny enzym moze takze tgczy¢ sie
z RuDP dajagc kompleks: enzym—RuDP, ktory nie jest jednak aktywowa-

4 Postepy Biochemii
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ny przez C02i Mg+2 Autorzy zaktadajg, ze szybko$¢ reakcji k5 k9 k13
kMwynosi prawdopodobnie zero, mozna wiec przypuszczac, ze reakcje te
nie zachodzg w rzeczywistosci.

[Ei [EC] [EcM
Ef i i i i
el r N [eclr N [ecm] r
N @ Kk, rlLst M K, _I\\
[ RC.,.V - [ec] re ™ - [eam] rc

K ckw K m Kl
H K [EOV]

¥ + +
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Ryc. 2. Aktywacja karboksylazy i reakcja katalizowana przez karboksylaze RuDP (34).
(E, ECM, M, C, R, P —jak na ryc. 1, k —etapy reakcji, ktoére przebiegaja wedtug klasycznej
kinetyki enzymatycznej, L —etapy reakcji, ktére osiggaja bardzo szybko stan réwnowagi).

111-2. Oksygenaza RuDP

Jak juz wspomniano, karboksylazie RuDP (frakcji | biatka) przypisuje
sie obecnie takze wiasciwosci oksygenazy RuDP. Omawiany enzym
uczestniczy bowiem w utlenianiu rybulozo-dwufosforanu w procesie foto-
oddychania roslin (5,6). Zaobserwowano, ze w obecno$ci karboksylazy
RuDP nastepuje przytaczanie tlenu do rybulozo-l,5-dwufosforanu (11).
Oczyszczone preparaty karboksylazy RuDP otrzymane z lisci soi i szpi-
naku powodowaty aktywne przytgczanie tlenu do RuDP i powstawanie
3-fosfoglicerynianu oraz 2-fosfoglikolanu (5, 6). Wyniki dalszych badan
potwierdzity, ze karboksylaza RuDP otrzymana z roslin wyzszych (6, 31,
32, 47, 48), z glonéw (49), oraz z bakterii fotosyntetyzujagcych (50, 51) petni
role zaréwno karboksylazy jak i oksygenazy.

Oksygenazowa aktywno$¢ karboksylazy RuDP zalezy od stezenia COz,
Mg+2 oraz od wartosci pH (5, 39, 46, 52). Preinkubacja oksygenazy RuDP
z COzi Mg+2 jest konieczna dla catkowitej aktywacji enzymu (52). Powo-
duje ona tworzenie sie kompleksu enzym-C02Mg+2. Analogicznie, jak
w przypadku karboksylazy RuDP (33), usuniecie kofaktoréw ze $rodo-
wiska powoduje inaktywacje oksygenazy RuDP (52). Poniewaz C02i 02
wzajemnie oddziatywuja konkurencyjnie na aktywne centrum enzymu,
aktywowanie oksygenazy przez C02i Mg+2 wskazujg, ze czasteczka C02
aktywujaca oksygenaze i czasteczka CO02 ktéra bierze udziat w karboksy-
lacji, to nie te same czgsteczki. Obydwie funkcje enzymu (karboksylacja
i utlenianie) sg Scisle ze sobg zwigzane (52). Wykazano, ze jedynie cza-
steczka karboksylazy RuDP o niskiej Km (C02 ma in vivo wiasciwosci
oksygenazy RuDP (46). Fosforany cukréow prostych (29), HCOJ (53), KCN
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(6, 53), kwas glicydowy, jodoacetoamid (20) hamujg oksygenazowg aktyw-
no$¢ karboksylazy RuDP. Prawdopodobnie, inaktywacyjne dziatanie KCN
polega na powstaniu z KCN i RuDP posredniego zwiazku, hydroksynitry-
lu (53). Wartosci statej Michaelisa Km (RuDP), Km(Mg+2) i Km (02 wyno-
szg odpowiednio: 22 fxM, 0,5 mM (53), 0,22 mM (46).

Przebieg reakcji katalizowanej przez oksygenaze RuDP w warunkach
in vitro i prawdopodobnie réwniez in vivo, mozna przedstawi¢ nastepu-
jgco:

CH20Pos CH20POs3 CH20P 01
c=o0 C-OH Hl&)—,d)—(f—(]—|
| I
- TR OX - ¢ —OH c=0
- e H-Cl-OH H-CI-OH
CH20PO3 CH20 Pos ch2opoj
RuDP
eH20PO0g COOH
' + H-C-OH
OH- 180/ \)H 1s0h ch2opoj
P- GLIKOLAN 3-PGA

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

Do grupy karboksylowej fosfoglikolanu wiacza sie tylko jeden atom
czasteczki tlenu. Wedlug niektérych autoréw (20) poczatkowo nastepuje
przeksztatcenie czagsteczki 02w anionowy rodnik nadtlenkowy (0*1), po
czym ulega utlenieniu grupa sulfhydrylowa znajdujgca sie w aktywnym
centrum czasteczki enzymu. Inkubacja karboksylazy/oksygenazy RuDP
z substancjami inaktywujacymi grupy SH~ (kwasem glicydowym, jodo-
acetoamidem) powoduje zahamowanie 82% wt#asciwej aktywnosci.

IV. Budowa karboksylazy/oksygenazy RuDP

Traktujgc karboksylaze RuDP roztworami o alkalicznym odczynie pH,
mocznikiem, kwasem octowym, siarczanem dodecylu sodu wykazano, ze
biatko to moze dysocjowa¢ na mniejsze fragmenty charakteryzujace sie
statg sedymentacji okoto 3 S (13, 54, 55). Stwierdzono, ze czasteczka kar-
boksylazy sktada sie z duzych i matych podjednostek. Masa czgsteczkowa
duzej podjednostki biatka izolowanego z lisci buraka, szpinaku, tytoniu
wynosi 52 000—55 800 (12, 55, 56). Masa czagsteczkowa matej podjednostki
karboksylazy otrzymanej z lisci buraka, szpinaku, fasoli i bobu wynosi
12 000— 16 000 (55—57). Mata podjednostka izolowana w $rodowisku alka-
licznym posiada mase czasteczkowg 22 000—24 500 (12, 57). Niektérzy

4+
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autorzy przypuszczaja, ze anormalnie wysoka masa czasteczkowa tego
biatka w Srodowisku alkalicznym jest spowodowana dimeryzacjg malej
podjednostki (57). Jednak wedtug innych (58), pomiar lepkosSci wtasciwej
matej podjednostki (w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 12,0) wskazuje
na mozliwo$¢ wystepowania tego biatka w postaci asymetrycznej i mo-
nomerycznej rowniez w srodowisku alkalicznym.

Analiza skladu aminokwasowego wykazata znaczne r6znice miedzy
zawartoscig poszczegdélnych aminokwasow w duzych i matych podjed-
nostkach (7, 59). Bardziej interesujgce wydaje sie jednak poréwnanie
zawarto$ci aminokwaséw w podjednostkach biatka izolowanego z liscia
roznych gatunkoéw (szpinaku, tytoniu, buraka). Sktad aminokwasowy du-
zych podjednostek jest bardzo podobny. Wyrazne r6znice obserwuje sie
natomiast w sktadzie aminokwasowym matych podjednostek (7). W zwigz-
ku z tym przypuszcza sie (7), ze rozne wiasciwosci fizyko-chemiczne kar-
boksylazy RuDP izolowanej z roslin gatunkoéw odlegtych od siebie pod
wzgledem filogenetycznym, moga wynika¢ gtéwnie z odmiennego skiadu
aminokwasowego i réznej budowy pierwszorzedowej matych podjedno-
stek. Badajagc karboksylaze RuDP izolowang z roslin pokrewnych gatun-
kéw wykazano, ze duze podjednostki sg zbudowane z reszt ponad 200 ami-
nokwasow, a mate z okoto 100 (59). Mapy peptydowe matych podjednostek
charakteryzujg sie duzg zmiennosciag. Natomiast odpowiadajgce sobie
peptydy duzych podjednostek nieznacznie rdznig sie masg czgsteczkowg
oraz zawartoscig tyrozyny.

Na podstawie chromatografii peptydéw oraz oznaczenia masy czgstecz-
kowej podjednostek stwierdzono, ze karboksylaza RuDP z lisci szpinaku
i tytoniu sktada sie z 8 duzych i 6—8 matych podjednostek (12, 56). Sto-
sunek zawartosci biatka w duzych podjednostkach do zawartosci biatka
w matych podjednostkach karbkosylazy wynosi w przypadku tytoniu
71,8:28,2 a w przypadku szpinaku 73,3:27,7 (12).

Jedynie duze podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuDP charak-
teryzujg sie aktywnoscig enzymatyczng (60, 61).

V. Miejsca syntezy karboksylazy/oksygenazy RuDP

Otrzymane dotychczas dane wskazuja, ze cistrony kodujace obydwie
podjednostki karboksylazy/oksygenazy RuDP wystepujg w réznych miejs-
cach komérki. Jedng podjednostke (matg) koduje DNA jadrowy, druga
(duzg) DNA chloroplastow (12, 62—67). Badanie miejsca syntezy malej
i duzej podjednostki wymagato otrzymania szeregu odpowiednich mie-
dzygatunkowych hybrydow, porownania pierwszorzedowej budowy pod-
jednostek oraz stosowania specyficznych inhibitordw syntezy biatka.
Eksperymenty genetyczne, w wyniku ktérych nastepowato przekazywa-
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nie charakterystycznych cech zakodowanych w DNA jadrowym lub
w DNA chloroplastow, polaczono z odpowiednimi badaniami biochemicz-
nymi.

V-1. Mata podjednostka

Pytek Nicotiana tabacum zawierajagcy kwas dezoksyrybonukleinowy
jadrowy przenoszono na komérki jajowe ros$lin innych gatunkéw Nicotiana
(N. glutinosa, N. glauca). Otrzymywano hybrydy typu F! (12, 62). Mala
podjednostke karboksylazy RuDP izolowano z N. tabacum, N. glutinosa,
N. glauca oraz z odpowiednich hybrydéw i poddawano trawieniu za po-
mocg chymotrypsyny i trypsyny. Produkty rozdzielano chromatograficz-
nie i porbwnywano mapy peptydowe matych podjednostek. Pierwszorze-
dowa budowa matych podjednostek karboksylazy otrzymywanych z mie-
szancow N. tabacumXN. glutinosa i N. tabacum~XN. glauca zawierata ce-
chy charakterystyczne dla pierwszorzedowej budowy matej podjednostki
z N. tabacum. Po wykorzystaniu tych cech jako wskaznikdéw fenotypo-
wych udowodniono, ze wasciwosci matej podjednostki karboksylazy byty
przekazywane za posrednictwem DNA jadrowego. Dziedziczg sie one zgod-
nie z prawami Mendla (62).

V-2. Duza podjednostka

Pierwszorzedowa budowa duzych podjednostek karboksylazy RuDP
izolowanych z roslin réznych rodzajéw (12) a takze z roslin réznych ga-
tunkéw tego samego rodzaju (59) jest bardzo podobna. Eksperymenty ge-
netyczne jakimi postugiwano sie podczas badania sposobu dziedziczenia
wiasciwosci matej podjednostki byty niewystarczajgce do wyjasnienia
sposobu dziedziczenia wtasciwosci duzej podjednostki. Wiasciwosci duzej
podjednostki nie podlegaty bowiem dziedziczeniu wedtug schematu men-
dlowskiego. Sugerowano wiec, ze duza podjednostka karboksylazy RuDP
jest kodowana przez DNA pozajagdrowy (59). Badania genetyczne, ktdre
doprowadzity do potwierdzenia tej hipotezy polegaty na krzyzowaniu
N. tabacum z N. gossei a nastepnie na poréwnywaniu pierwszorzedowej
budowy duzych podjednostek karboksylazy wyodrebnionych z lisci roslin
obydwu gatunkéw Nicotiana i ich mieszancow (63). Do doSwiadczen wy-
brano rosliny takich gatunkéw Nicotiana, ktére réznig sie rozmieszczeniem
geograficznym. Przypuszczano bowiem, ze pierwszorzedowa budowa du-
zych podjednostek karboksylazy izolowanych z takich roslin moze charak-
teryzowac sie odmiennymi wiasSciwosciami.

N. gossei jest gatunkiem autochtonicznym w Australii, a N. tabacum
na terenach poza tym kontynentem. Jeden z peptydéw, ktére otrzymy-
wano w wyniku enzymatycznej hydrolizy duzej podjednostki karboksy-
lazy izolowanej z N. gossei nie wystepowal w hydrolizatach duzych pod-
jednostek karboksylazy otrzymywanych z lisci roslin innych gatunkow
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Nicotiana. Okazato sie, ze pierwszorzedowa budowa duzej podjednostki
izolowanej z hybrydow N. tabacumXN. gossei charakteryzowata sie obec-
noscig tego peptydu, jezeli podczas krzyzowania stosowano komorki ja-
jowe N. gossei. Jezeli natomiast gameta zenska pochodzita z N. tabacum,
a meska z N. gossei, duza podjednostka kaiboksylazy otrzymywana z mie-
szancow tych gatunkéw nie zawierata peptydu charakterystycznego dla
duzej podjednostki karboksylazy RuDP z N. gossei. Wnioskowano wiec,
ze informacja genetyczna o tym peptydzie, a wiec takze o catej duzej pod-
jednostce karboksylazy RuDP jest zakodowana w DNA pozajgdrowym.

Wiadomo, ze chloroplasty sg w pewnym stopniu autonomiczne pod
wzgledem genetycznym (68). W komdrkach roslin potomnych poza geno-
mem, ktory powstat z genomu gamety meskiej i zenskiej sg takze geny
chloroplastéw, geny pozajadrowe, wniesione przez gamete zeniska. Mie-
szafce otrzymywane po skrzyzowaniu gamety zenskiej N. gossei i gamety
meskiej N. tabacum posiadaty DNA chloroplastéw zawartych w cyto-
plazmie gamety zenskiej N. gossei. Wykazano wiec, ze informacja gene-
tyczna o duzej podjednostce karboksylazy RuDP jest zakodowana w DNA
chloroplastow i jest przenoszona cytoplazmatycznie (28, 63).

Wyniki badan genetycznych potwierdzono za pomocg innych metod
(64, 67). Poniewaz rybosomy chloroplastéw mogg stanowi¢ 50% wszystkich
rybosoméw w komorce sgdzono, ze muszg one odgrywac istotng role
w procesie syntezy biatka. W dosSwiadczeniach in vitro, znakowane ami-
nokwasy byty wigczane do biatek chloroplastow wyizolowanych uprzed-
nio z siewek grochu (Pisum sativum) (64). Po rozbiciu chloroplastow i wy-
konaniu elektroforezy rozpuszczalnych biatek wykazano, ze znakowane
aminokwasy wystepujag w polipeptydzie, ktéry nastepnie zidentyfikowano
jako duza podjednostke karboksylazy RuDP. Takze etioplasty izolowane
z siewek grochu hodowanych w ciemnosci majg zdolnos$é do syntezy biatka.
Gtownym produktem tej syntezy jest duza podjednostka RuDP (69).

Stosujac specyficzne inhibitory syntezy biatka wykazano, ze mata pod-
jednostka karboksylazy RuDP powstaje w uktadach rybosomow cytoplaz-
matycznych (67). Eksperymenty immunologiczne zastosowane do badania
miejsca syntezy karboksylazy RuDP potwierdzity istniejacy poglad, ze
mata podjednostka tego enzymu syntetyzuje sie w uktadach rybosomow
cytoplazmatycznych, a duza podjednostka w uktadach rybosoméw chloro-
plastéw (23).

V-3. Schematy syntezy

Jeden z pierwszych schematéw syntezy karboksylazy/oksygenazy
RuDP zostat zaproponowany w 1972 roku przez Kawashime i Wildmana
(62). Przyjmujac, ze DNA chloroplastdow koduje, a mRNA przenosi infor-
macje genetyczna o duzej podjednostre (62) uznano, ze jej synteza za-
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chodzi na rybosomach 70 S. Sadzono, ze synteza matej podjednostki moze
sie odbywa¢ w uktadach rybosomalnych chloroplastéw lub w uktadach
rybosomalnych cytoplazmy.

Blair i EIllis (64) staneli na stanowisku, ze syteza duzej pod-
jednostki karboksylazy RuDP zachodzi na rybosomach 70 S. Jednoczesnie
zaktadali oni, ze mala podjednostka syntetyzuje sie poza chloroplastami,
a mianowicie na rybosomach 80 S. Dopiero catkowicie uformowana mata
podjednostka jest przenoszona do chloroplastow.

Bardziej rozszerzony schemat syntezy omawianego biatka przedstawit
Ellis w roku 1975 (66, 70).

DNA
Jadro
\ mRNA

Chloroplast \
——— e e —
== —~— \
- =
7/ ~ 80S |[rybosomy

Mata
podjednostka

£ 70S Duza

/
DNALmRNA podjednostka

rybosomy

Karboksylaza
RUDP: =2

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

Uwaza on, ze mata podjednostka kontroluje synteze duzej podjed-
nostki. Autor wskazuje takze prawdopodobne miejsca tej interwencji
(linia przerywana na rycinie 4).

V1. Wystepowanie karboksylazy/oksygenazy RuDP w materiale roslinnym

Karboksylaza/oksygenaza RuDP wystepuje w tkankach wszystkich
roslin, ktore zawierajg chlorofil a i w niektoérych roslinach nie majgcych
tego barwnika (7). Karboksylaza wystepuje w chloroplastach roslin typu
C3oraz w chloroplastach izolowanych z komérek pochwy okctowiazkowej
roslin typu C4(71) *> Chloroplasty otrzymane z mezofilu roslin typu C4nie
zawieraja karboksylazy RuDP. Brak jej powoduje, ze stosunek zawartosci

* Poréwnaj artykuly: S. Maleszewski (1974), Post. Biochem., 20, 379—401;
Z Kaniuga (1976), Post. Biochem., 22, 245—305.
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biatka rozpuszczalnego do zawartosci chlorofilu jest okoto 3-krotnie nizszy
w chloroplastach roslin C4niz w chloroplastach roslin C3. W cytoplazmie
komorek mezofilu roslin C4wykryto inny enzym uczestniczacy w procesie
wigzania C02 w fotosyntezie, karboksylaze fosfoenolopirogronianu (kar-
boksylaza PEP, EC 4.1.1.31) (71—73).

Rosliny nizsze, takie jak zielenice, sinice, purpurowe bakterie siar-
kowe zawierajace bakteriochlorofil charakteryzujg sie aktywnoscig kar-
boksylazy RuDP, ktéra odznacza sie takimi samymi parametrami fizyko-
-chemicznymi jak karboksylaza RuDP z roslin wyzszych (7). W zielonych
bakteriach siarkowych i purpurowych bakteriach niesiarkowych wyste-
puje karboksylaza RuDP o nizszej masie czasteczkowej niz karboksylaza
z roslin wyzszych. Aktywno$¢ enzymu ze wspomnianych bakterii zalezy
od stezenia Mg+2 i wartosci pH (7).

VIIl. Uwagi koncowe

Karboksylaza/oksygeneza RuDP stanowi potowe rozpuszczalnych bia-
tek lisci i prawdopodobnie jest jednym z najpospolitszych biatek, jakie wy-
stepujg w roslinach. Odgrywa ona kluczowg role zarobwno w fotosyntetycz-
nym wigzaniu COz jak i w procesie fotooddychania roslin, katalizuje wiec
dwie rozne reakcje enzymatyczne. Procesy, ktére zachodza pod wptywem
karboksylazy/oksygenazy RuDP prowadzag do powstania ré6znych produk-
téw. Mozna sadzi¢, ze obecno$¢ tego enzymu w roslinach przyczynia sie
do zachowania rownowagi miedzy fotosyntezg i fotooddychaniem.

Artykut nadszedt 14.5.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 13.3.1978.
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Wykaz stosowanych skrétéw: NBS — N-bromoimid kwasu bursztynowego; CNBr —
bromocyjan; HNBB — bromek 2-hydroksy-5-nitrobenzylu; DAA— dwuazowa pochod-
na kwasu arsanilowego; DHT — dwuazo-I-H-tetrazol; DNP — dwunitrofenol; EDTA —
s6l sodowa kwasu etyleno-dwuaminoczterooctowego; TNM — czteronitrometan.

Jednym z zasadniczych problemdw biologii molekularnej jest badanie
zaleznosci aktywnosci enzymatycznej biatek od ich struktury (1, 2). W ba-
daniu tego zagadnienia stosuje sie takie modyfikacje struktury biatek,
ktore prowadzg do zmiany ich aktywnos$ci enzymatycznej. Selektywne
modyfikacje chemiczne, zmieniajgce pojedyncze reszty aminokwasowe
okazaty sie przydatne do identyfikacji grup funkcyjnych enzymoéw. Po-
rbwnanie wilasciwosci natywnego i zmodyfikowanego enzymu moze wy-
jasni¢ udziat poszczegolnych reaktywnych ugrupowan w katalizie enzy-
matycznej. Metody chemicznej modyfikacji grup czynnych enzyméw
przedstawiono uprzednio w Postepach Biochemii (3). Znaczenie modyfi-
kacji chemicznych nie ogranicza sie do zastosowania ich w badaniu cen-
trum aktywnego enzyméw. Modyfikacje biatek znalazty réwniez zastoso-
wanie w badaniu pierwszorzedowej struktury enzyméw do selektywnego
rozszczepienia tancuchoéw polipeptydowych. Niektére modyfikacje che-
miczne wywotujg zmiany wilasciwosci optycznych biatek. Zostato to wy-
korzystane w badaniach zmian konformacji enzyméw. Z kolei, unierucha-
mianie enzyméw na nierozpuszczalnym podtozu lub tez wigzanie ich
z przeciwciatami stwarza nowe mozliwosci metodyczne w badaniu mecha-
nizmu katalizy enzymatycznej.

I. Badanie pierwszorzedowej struktury bialek

1-1. Selektywna, nieenzymatyczna degradacja biatek

Poznanie sekwencji aminokwaséw w biatku utatwia okreSlenie jego
drugorzedowej i trzeciorzedowej struktury oraz umozliwia lokalizacje
grup funkcyjnych. Dzieki wykorzystaniu oryginalnej metody Edmana (4)
do automatycznego oznaczania kolejnosci aminokwaséw w tancuchach
polipeptydowych (5) poznano I-rzedowg budowe wielu biatek. Znaczny
rozwoj techniki nie rozwigzat jednakze wszystkich probleméw i w dalszym
ciggu okreslenie pierwszorzedowej struktury biatek nalezy do najbardziej
pracochtonnych kierunkéw badan.
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Wiele trudnos$ci sprawia otrzymanie peptyddw o pozadanej wielkosci,
bowiem nie zawsze jest mozliwe rozszczepienie wigzan peptydowych
w okre$lonych miejscach taficucha. Dotyczy to przede wszystkim bialek
globularnych, w ktérych czes¢ tancucha polipeptydowego zwana rdzeniem
(core) jest ukryta w giebi czasteczki i nie ulega dziataniu proteaz o waskiej
swoistosci wobec rozszczepianych wigzan, takich jak trypsyna (E.C.
3.4.21.4) i chymotrypsyna (E.C. 3.4.21.1). Ponadto, enzymy te przestaja
dziata¢ zgodnie ze swojg swoistoscia, jezeli hydrolizowane biatko zawiera
ponad 100 aminokwas6w w czasteczce. Proteazy o szerokiej swoistosci —
pepsyna (E.C. 3.4.23.1), papaina (E.C. 3.4.22.2) i elastaza trzustkowa |
(E.C. 3.4.21.11) znalazty jedynie ograniczone zastosowanie do hydrolizy
biatek (6), poniewaz rozszczepiajg biatka na zbyt krétkie fragmenty, co
utrudnia okreslenie kolejnosci poszczeg6lnych fragmentéow w tancuchu
polipeptydowym.

Do degradacji biatek zastosowano zwigzki chemiczne, ktére moga spe-
cyficznie modyfikowaé i selektywnie rozszczepiaé tancuchy polipeptydowe.
Zwigzki te dzialajg wybidrczo a hydroliza wigzania peptydowego zacho-
dzi¢ moze w takich miejscach, ktére nie podlegajg dziataniu enzymow
proteolitycznych.

I-1.I. Rozszczepienie tancucha peptydowego w efekcie modyfikacji reszty metionylowej przez
bromocyjan

Jedng z najczesciej stosowanych metod jest fragmentacja biatek bro-
mocyjanem (CNBr) selektywnie reagujgcym z resztami metioniny. W wy-
niku reakcji tworza sie pierscieniowe pochodne tego aminokwasu, czego
konsekwencja jest pekniecie tafcucha peptydowego. Reakcje przeprowa-
dza sie w silnie kwasnym $rodowisku (0,1 N HC1 lub 70°/0 kwas mréwko-
wy) (7), a wiec w warunkach, w ktdrych aminowe i inne zasadowe grupy
biatek wystepuja w formie uprotonowanej, co ochrania je przed dziata-
niem bromocyjanu (8). Ponadto, w $rodowisku o odczynie kwasnym biatko
wystepuje w formie niepofatdowanej, efektem czego jest udostepnienie
wszystkich grup metionylowych dziataniu odczynnika.

Po raz pierwszy bromocyjan zastosowano do fragmentacii rybonu-
kleazy (E.C. 2.7.7.16) (9), a nastepnie w wielu innych biatkach (10, 11).
Po dziataniu bromocyjanem Neurath iwsp. (12) otrzymali 4 fragmen-
ty z karboksypeptydazy A (E.C. 3.4.2.1), co znacznie ufatwito oznaczanie
sekwencji aminokwaséw tego enzymu i izolowanie fragmentu zawiera-
jacego centrum aktywne (13, 14).

Szczegblnie owocne okazato sie zastosowanie bromocyjanu w badaniu
struktury sojowego inhibitora enzymoéw proteolitycznych. Inhibitor so-
jowy (inhibitor Bowmana-Birka) jest polipeptydem skiadajacym sie
z 71 aminokwasdw. Jego strukture trzeciorzedowg usztywnia 7 wigzah
dwusiarczkowych (11). Zwarto$¢ struktury inhibitora jest podstawg jego
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trwatosci w wysokich temperaturach, a takze przy pH o niskich war-
tosciach. Inhibitor Bowmana-Birka jest oporny na dziatanie enzymoéw
proteolitycznych. Jednak po reakcji bromocyjanu z resztag metionylowg
przy Met 27, nastepcze trawienie pepsyng prowadzi do rozbicia inhibitora
na dwa fragmenty, ktdre po rozdzieleniu wykazujg niezaleznie zdolnos¢
hamowania. Fragment | hamowal aktywno$¢ trypsyny, natomiast frag-
ment Il — chymotrypsyny (Ryc. 1).

< S
NH —@%spfsl‘u [Ser) —
CINEINEIINGE

~Ser)

G ~
ASPl /" A 0O0H
& ’{:;SJGW/KASy COO

Hyc. 1. Rozszczepienie czgsteczki sojowego inhibitora Bowmana-Birka bromocyjanem
i pepsyna (11)

Powstate fragmenty wykazywaty rézng specyficzno$¢ wobec proteaz, fragment | hamowat aktyw-
no$¢ trypsyny, fragment Il —chymotrypsyny. Reszty aminokwasowe zaznaczone podwdjng linig
sg grupami funkcyjnymi inhibitora.

Rozdzielenie inhibitora Bowmana-Birka na dwa funkcyjnie odrebne
fragmenty bezposrednio wskazuje, ze jest on inhibitorem ,.dwugtowym?”
(double headed). Kazdy czton inhibitora wykazuje niezalezng zdolno$é
hamowania wobec réznych enzymoéw proteolitycznych (11). Miejscem
wigzacym trypsyne jest sekwencja Lys 16-Ser 17, a miejscem wigzacym
chymotrypsyne sekwencja Leu 43-Ser 44. Obydwa fragmenty inhibitora
sojowego cechuje podobna struktura pierwszorzedowa wokdt centrum
aktywnego i takie samo rozmieszczenie mostkéw dwusiarczkowych. To
niezwykle duze podobieAstwo przestrzenne obszaréw hamujgcych aktyw-
nos¢ trypsyny i aktywno$é chymotrypsyny Swiadczy, ze o specyficznosci
inhibitora sojowego decyduja pojedyncze reszty bezposrednio wigzace
inhibitor z enzymem. Jest to lizyna 16 lub leucyna 43.

Zastosowanie bromocyjanu utatwito takze oznaczanie sekwencji ami-
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nokwasow niektorych peptydéw otrzymanych z ureazy (E.C. 3.5.1.5)?
Dziatanie bromocyjanem byto réwniez pierwszym etapem cze$ciowej de-
gradacji czasteczki albuminy z osocza ludzkiego (15, 16).

1-1.2. Rozszczepienie wigzan peptydowych przez N-bromoimid kwasu bursztynowego

Drugim zwiazkiem czesto stosowanym do hydrolizy wigzan peptydo-
wych jest N-bromoimid kwasu bursztynowego (NBS). NBS preferencyjnie
rozszczepia wigzania miedzy tryptofanem a dowolnym aminokwasem
(Trp-X), a takze hydrolizuje w ograniczonym zakresie wigzania Tyr-X
(17—19). Rozszczepienie wigzan His-X jest takze mozliwe, ale moze ono
nastapi¢ dopiero po wczes$niejszej hydrolizie wigzan Trp-X i Tyr-X. Wig-
zania tworzone przez grupe karboksylowag aminokwasow aromatycznych
sg podatne na dziatanie NBS w temperaturze pokojowej, natomiast utle-
nienie imidazolowego pierscienia histydyny prowadzace do hydrolizy wig-
zania peptydowego nastepuje dopiero w wyzszych temperaturach (7). Roz-
szczepienie wigzah peptydowych prowadzi sie w srodowisku kwasnym
(pH 4) przy 3 do 6 krotnym nadmiarze NBS (20).

Ala—-Ala— Lys— Phe —Glu—Arg—{GIu(NH2, His, Met, Asp, Ser, Thr]—-Ala— Ala®
- Ser

24, H,

Glu \CyS*Tyh:Glu ~ Ser—Tyr-r- Ser—Thr— Met— Ser i

NBS NBS lle I‘i

ﬁi"

Thr

NH,
/“Asp
Thr

4

Thr usp
L Asp  Tyr
Cys Cys
- %"JHg ; Arg NH2
lu==Ala—Val-=Cys=Ser~Giu~Lys sl i
NRS
— Glu Asp
— ) g COOK *
Ala—Cys—Glu-Gly -Asp -P ro—Tyr—Val—Pro—Val —His-Phe -Asp-Ala-Ser—val 3 S&r  rNH2
Thr «Gu
¢ t
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———————— fNH2 r NHz B el |
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S~

Ryc. 2. Potozenie w strukturze rybonukleazy wigzan hydrolizowanych przez N-bro-
moimid kwasu bursztynowego (NBS) (6)

Innym przyktadem dziatania NBS jest rozszczepienie szeSciu wigzan
po Tyr-X w rybonukleazie (6) (Ryc. 2). NBS najefektywniej hydrolizuje
wigzanie Tyr — Ser, podczas gdy tylko w stopniu minimalnym rozszcze-
pia wigzanie Tyr-Cys. Przeksztalcenie w czasteczce rybonukleazy, cysteiny
w jej pochodng karboksymetylowg znacznie zwiekszyto efektywnos$é hyd-
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rolizy wigzania Tyr-Cys (6). Wynika z tego, ze chemiczne przeksztatcenie
reszt sasiadujgcych zwieksza wydajno$¢ rozszczepienia poszczeg6lnych
wigzan tyrozylowych rybonukleazy przez NBS.

Do poréwnania budowy cytochromdéw rdéznego pochodzenia zastoso-
wano technike jednoczesnej hydrolizy bromocyjanem i N-bromoimidem
kwasu bursztynowego (21). Wystepowanie sekwencji Trp-Gly wykazano
w cytochromach serca cztowieka, wotu i tuiczyka, natomiast sekwencje
Trp-Yys w cytochromie z serca konia. Sekwencje Met-Glu i Met-lleu
wystepowaty we wszystkich badanych cytochromach c¢. W cytochromie
z serca cztowieka wystepuje tylko jedna reszta tryptofanylowa (22), zaj-
mujaca 59-tg pozycje w tancuchu polipeptytowym. Wystepuje ona tez
w tej pozycji we wszystkich dotychczas zbadanych cytochromach (23, 24).
Identyfikacja aminokwasdw sgsiadujgcych z tryptofanem 59 stanowi uzy-
teczne kryterium wykrywania podobienstw lub réznic strukturalnych
w cytochromach. Badania dwudziestu pieciu cytochroméw otrzymanych
ze zwierzat i roslin réznych gatunkéw, wykazaty identyczno$¢ duzych
odcinkow sekwencji aminokwasowej oraz dowiodly, ze cytochromy po-
chodzgce z organizmow zaliczanych do blisko spokrewnionych gatunkéw
cechujg sie tg sama lub bardzo zblizong sekwencjg aminokwaséw. Wieksza
liczba zmian w strukturze pierwszorzedowej oznacza wiekszy dystans
ewolucyjny badanych organizméw (23, 25).

1-2. Modyfikacje zmieniajagce podatnos¢ biatek na hydrolize

1-2.1. Nowe miejsca w fancuchu polipeptydowym wrazliwe na dziatanie proteaz

W niektdrych przypadkach modyfikacja tancuchéw bocznych w biat-
kach utatwia dziatanie enzymow proteolitycznych. Odpowiednia modyfi-
kacja seryny i cysteiny prowadzi¢ moze do utworzenia analogu struktural-
nego lizyny. Dzieki temu trypsyna moze hydrolizowac¢ biatko w miejscu

Etylenoimid
. C
H_Ci_/CH, \‘ i
SH N cr [ ]
? /. | 1522
181 A | ool
11 | 08 A ! |
»»»»» CONH— CH— CONH— —3 362 A 308A CH,
pH 8,6 1 1
— CONH—CH— CONH— — CONH-—- CH— CONH —
Reszta cysteiny Reszta Holizyny Reszta lizyny

Ryc. 3. Schemat przeksztalcenia cysteiny w tiolizyne (7)

powstatego analogu. Na przykiad zastosowanie aminoetylacji taricucha
(3-insuliny etylenoimidem prowadzi do przeksztatcenia cysteiny w tiolizy-
ne (26) (Ryc. 3). Porownujac wiasciwosci strukturalne lizyny i tiolizyny
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mozna zauwazy¢, ze zmiana grupy metylowej lizyny na atom siarki tioli-
zyny nie zmienia w sposob istotny struktury przestrzennej aminokwasu.
Wartosci promienia Van der Waalsa atomu siarki i grupy metylenowej sg
zblizone, a tancuch boczny tiolizyny jest tylko o 0,54 A diuzszy od tarcu-
cha bocznego lizyny. Podobienstwo strukturalne tiolizyny i lizyny powo-
duje, ze wigzanie po tiolizynie jest rowniez hydrolizowane przez trypsyne.

Aminoetylacje cysteiny zastosowano do oznaczenia struktury pierwszo-
rzedowej inhibitora trypsyny z glisty dzdzownicowatej (Ascaris lumbri-
coides) (27). Inhibitor niezmodyfikowany, po utlenieniu kwasem nad-
mréwkowym ulegat rozszczepieniu przez trypsyne na osiem fragmentéw
Ti-T8 (Ryc. 4). W kolejnym eksperymencie aminowe grupy lizyny acety-
lowano bezwodnikiem kwasu octowego, co uniemozliwiato w tych miejs-
cach dziatanie trypsyny. Acetylowany inhibitor redukowano merkaptoeta-
nolem a powstate grupy SH cysteiny aminoetylowano etylenoiming (27).
Alkilacja cysteiny do tiolizyny prowadzita do pojawienia sie w biatku no-
wego miejsca wrazliwego na dziatanie trypsyny; mogta ona hydrolizowaé
zmodyfikowany inhibitor zarébwno w miejscu alkilacji, jak i po niezmie-
nionej reszcie arginylowej. W wyniku hydrolizy otrzymano 13 pepty-
dow AEI-AE13 Celem ustalenia kolejnosci otrzymanych fragmentéw po-
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Ryc. 4. Zmiana podatnosci inhibitora trypsyny z glisty dzdzownicowatej na hydrolize

trypsyna (27)
Odcinki T}—T8otrzymano w wyniku hydrolizy utlenionego inhibitora trypsynga, odcinki AE,—AEU
otrzymano po hydrolizie trypsyng aminoetylowanej pochodnej inhibitora. Linig przerywang za-
znaczono nowe miejsca podatne na hydrolize trypsyna.

5 Postepy Biochemii
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rownano wspdlne sekwencje naktadajgcych sie peptydow (otrzymanych
w obu opisanych postepowaniach). Strukture pierwszorzedowg inhibitora
trypsyny ustalono dzieki poréwnaniu wspdélnych sekwencji. Wyniki ilu-
struje rycina 4.

Udziat grup hydroksylowych w aktywnos$ci biologicznej wielu biatek
stwarza konieczno$¢ badania sekwencji woko6t reszt serylowych. Jednakze,
zaden ze znanych enzymdw proteolitycznych nie hydrolizuje selektywnie
wigzania peptydowego przy reszcie serylowej. W 1969 r. Patchornik
i wsp. (28) przeksztatcili seryne w tiolizyne w peptydach. Przemiana
reszty serylowej w tiolizylowa obejmuje kilka reakcji posrednich. Pierw-
szym etapem jest tosylacja seryny chlorkiem p-toluenosulfonowym pro-
wadzgca do powstania O-tosylo-L-seryny (7). Nastepnie w wyniku reakcji
tosylopochodnej z cysteaming powstaje tiolizyna (28, 29). (Przeksztatcenie
seryny w inny aminokwas — dehydroalanine — znalazto rowniez zastoso-
wanie w badaniach centrum aktywnego enzymdw, poréwnaj Rozdz. 11-2.2).

Modyfikacje chemiczne innych aminokwaséw, na przyktad tyrozyny
moga rowniez utatwi¢ hydrolize wigzan przez specyficzne enzymy pro-
teolityczne. Tak wtasnie chymotrypsyna efektywnie hydrolizuje wigzanie
peptydowe przy nitrotyrozynie (30) mimo znacznych réznic fizykoche-
micznych miedzy tyrozyng i nitrotyrozyng (20, 31).

1-2.2. Modyfikacje ograniczajgce zasieg enzymatycznej i chemicznej degradacji biatek

Ograniczenie zasiegu enzymatycznej lub chemicznej degradacji biatek
prowadzi do uzyskania peptydéw o diuzszych tancuchach, co czesto uta-
twia ustalenie sekwencji aminokwaséw w czgsteczkach biatek. Aby ogra-
niczy¢ mozliwo$¢ chemicznych rozszczepieh wigzan peptydowych przepro-
wadzono modyfikacje tyrozyny, wzglednie tryptofanu, po czym dopiero
poddawano biatko badane hydrolizie chemicznej.

Odczynnik Koshlanda (bromek 2-hydroksy-5-nitrobenzylu — HNBB)
alkilujgcy pierscien indolowy tryptofanu, skutecznie ochrania przed hyd-
roliza wigzanie peptydowe przy jego grupie karboksylowej. Czasteczka
lizozymu (E.C. 3.2.1.17) zawierajgca szes¢ zmodyfikowanych dziataniem
HNBB reszt tryptofanylowych i trzy reszty tyrozylowe (niezmienione),
ulega rozszczepieniu po niezmodyfikowanych resztach tyrozylowych (32).
Podobnie, ozoniowanie podwojnych wigzan piers$cienia indolowego ochra-
nia wigzanie Trp-X przed dziataniem tego odczynnika. Wykazano to
w przypadku ozoniowania lizozymu i a-tahcucha ludzkiej hemoglobi-
ny (33).

O-dwunitrofenylacja (34), O-acetylacja oraz O-karboksybenzoiloksy-
lacja (35) powodujg modyfikacje reszt tyrozylowych. W wyniku tych mo-
dyfikacji NBS nie rozszczepia wigzan Tyr-X, natomiast podatno$¢ wigzan
Trp-X pozostaje bez zmiany (7).

Modyfikacje chemiczne ogranicza¢é moga réwniez hydrolize enzyma-
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tyczna biatek. Trypsyna, jeden z najbardziej swoistych enzymow proteoli-
tycznych, rozszczepia taficuch polipeptydowy jedynie po argininie i lizy-
nie. Grupa £-aminowa lizyny jest niezwykle reaktywnym nukleofilem,
tatwo ulegajacym, zwtiaszcza przy pH 8—10, odwracalnym i nieodwracal-
nym modyfikacjom. Z tego powodu wiekszo$¢ metod chemicznego ograni-
czenia proteolizy polega na modyfikacji tej grupy, co w efekcie ogranicza
hydrolityczne dziatanie trypsyny do wigzan po argininie (7, 36). Karba-
moilacja £-aminowych grup lizyny cyjanianem potasu prowadzi do po-
wstania homocytruliny (37). Karbamoilacja inhibitora trypsyny z siary
krow (CTI) powodowata modyfikacje lizyny 18 w aktywnym centrum
inhibitora (Rozdz. 11-2.2). Okazato sie, ze trypsyna nie rozszczepia wigza-
nia w ktérym grupa karbonylowa pochodzi ze zmodyfikowanej lizyny (38).
Muszynska i Kleczkowski (39) stwierdzili, ze 30°/0 grup e-ami-
nowych lizyny w arginazie (E.C. 3.5.3.1) z watroby wotu, ulegato prze-
ksztatceniu w homocytruline w wyniku karbamoilacji cyjanianem. Po
trawieniu tak zmodyfikowanego enzymu trypsyna uzyskano nizsza (w po-
roOwaniu z trawieniem natywnej arginazy) liczbe peptyddéw.

Przeksztatcenie lizyny w homoarginine O-metyloizomocznikiem ogra-
nicza réwniez dziatanie trypsyny (40). W merkuropapainie siedem z o$miu
wystepujacych reszt lizylowych ulega modyfikacji O-metyloizomoczni-
kiem, czego konsekwencjg jest zmniejszona podatno$é tego biatka na
trawienie trypsyng (41). Podobnie w guanidynowanej a-laktoalbuminie,
trypsyna nie hydrolizuje wigzania peptydowego homoarginina-X (42).
Trypsyna hydrolizuje jednak wiazanie homoarginina-alanina w guanidy-
nowanym inhibitorze enzymdw proteolitycznych z siary krow, lecz szyb-
kos¢ hydrolizy tego wigzania jest znacznie mniejsza niz wigzania
Arg-Ala (38).

Podstawienie dodatnio natadowanych grup aminowych bezwodnikiem
kwasu bursztynowego powoduje powstanie w ich miejscu grup ujemnych,
co daje w efekcie zmiane tadunku netto o dwie jednostki (+ 1-> —1). Tak
duze zmiany w oddziatywaniach elektrostatycznych moga miec¢ istotne
konsekwencje strukturalne i funkcjonalne (20). W zmodyfikowanej adre-
nokortykotropinie (ACTH) trypsyna nie atakuje wigzan miedzy sukcy-
nylowang lizyng a dowolnymi resztami, a rozszczepieniu ulegajg jedy-
nie wigzania Arg-X (43).

Acetylacja bezwodnikiem kwasu octowego zobojetnia dodatni tadu-
nek grup aminowych (+ 1->0), co réwniez uniemozliwia dziatanie tryp-
syny w miejscu wystepowania zmodyfikowanej lizyny (42).

Selektywna modyfikacja grup guanidynowych argininy 2,3-butano-
dionem (44, 45, 46) oraz 1,2-cykloheksanodionem (47) uniemozliwia dzia-
tanie trypsyny w miejscach wystepowania zmodyfikowanego amino-
kwasu.

Zastosowanie modyfikacji prowadzacych do zmiany podatnosci wia-
zan na hydrolizujgce dziatanie proteaz pozwolito na badanie sekwencji
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aminokwasow ciezkiego i lekkiego tancucha immunoglobulin (48). Za-
blokowanie dodatnich ugrupowan lizyny — bezwodnikiem kwasu bursz-
tynowego i argininy — 1,2-cykloheksanodionem uniemozliwiato dziatanie
trypsyny w tych miejscach. W wyniku redukcji dwutiotreitolem mostkéw
dwusiarczkowych, a nastepnie aminoetylacji tych grup, uzyskano dodat-
kowe miejsca podatne na trawienie trypsyna. Otrzymano wiec mozliwos¢
rozszczepienia czasteczki immunoglobuliny przy resztach tworzacych
mostki dwusiarczkowe. Slobin i Singer (48) charakteryzujgc wy-
odrebniony w ten sposdb lekki i ciezki tancuch immunoglobuliny suge-
rowali wspélne pochodzenie ewolucyjne obu polipeptydow.

1-3. Zastosowanie unieruchomionych peptydaz do degradacji biatek

Enzymy proteolityczne zwigzane z nierozpuszczalnym podtozem wy-
korzystano do badania pierwszorzedowej budowy biatek. Mogg one by¢
uzywane wielokrotnie i tatwo mozna je usung¢ z mieszaniny inkubacyj-
nej, unikajagc w ten sposéb zanieczyszczenia produktéw kohcowych. Naj-
czesciej stosowanymi nos$nikami sg: aktywowana chemicznie agaroza lub
usieciowany dekstran typu Sephadex. Wiazanie biatko — nos$nik ma cha-
raktery kowalencyjny; przy czym najczesciej z nosnikiem wigzg sie wolne
grupy aminowe enzymu. Unieruchomione pochodne endopeptydaz, takich
jak trypsyng i papaina, z duza wydajnoscig hydrolizujg niskoczasteczko-
we i wysokoczgsteczkowe substraty (49).

Szeroka specyficzno$¢ substratowa karboksypeptydazy Y (E.C. 3.4.12.1)
czyni te egzopeptydaze przydatng do oznaczania C-koncowych sekwencji
aminokwasowych (50). Wykazano (51), ze karboksypeptydaza Y unieru-
chomiona na heksametylenodwuamino agarozie (Sepharose C1-4B,
Pharmacia) efektywnie hydrolizuje modelowe peptydy sktadajgce sie
z kilkunastu aminokwasow.

Il. Badanie konformacji i funkcji biatek

W badaniu zalezno$ci miedzy strukturg biatek a ich funkcjg enzyma-
tyczng istotng role odgrywaja okreslone modyfikacje strukturalne. Naj-
bardziej przydatne sg selektywne modyfikacje chemiczne, ktére bezpo-
$rednio wptywajg na funkcje enzymatyczng.

I1-1. Modyfikacje czasteczki biatka zmieniajgce jej wtasciwosci optyczne

Zmiany konformacyjne biatka enzymatycznego wywotane przez sub-
strat lub inne sktadniki reakcji enzymatycznej mozna bada¢ przez wpro-
wadzenie do czasteczki enzymu grup optycznie czynnych, lub grup na-
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bywajgcych aktywno$¢ optyczng po potgczeniu z biatkiem. Grupy takie sg
wrazliwe na zmiany konformacyjne w otaczajacym je obszarze czasteczki
danego biatka (ang. environmentally sensitive groups) nazywane sg dla-
tego niekiedy grupami sprawozdawczymi (ang. reporter groups). Zmia-
nom konformacji czasteczek enzymu towarzyszg zmiany otoczenia wbu-
dowanych grup sprawozdawczych, co mozna obserwowaé spektralnie.
W wyniku takich zmian nastepuje zmiana widma absorpcyjnego badanego
biatka (52). Najbardziej przydatne jako grupy sprawozdawcze sg aroma-
tyczne azo-pochodne wykazujgce silne pasmo pochtaniania w obszarze
Swiatta widzialnego. Zagadnienia te przedstawiono bardziej wyczerpu-
jaco w artykule dotyczacym spektrochemicznych badahA konformacji
enzymow (53).

11-2. Modyfikacje reszt aminokwasowych w centrum aktywnym enzymoéw

Jedng z metod badania centrum aktywnego enzymoéw jest modyfiko-
wanie grup czynnych enzymu, a nastepnie ustalanie zaleznosci miedzy
liczbg zmodyfikowanych reszt aminokwasowych, a aktywnoscig katali-
tyczng (3). W dalszych etapach badan konieczna jest lokalizacja zmody-
fikowanych reszt w pierwszorzedowej strukturze enzymu.

11-2.1. Zastosowanie metod immunologicznych do lokalizacji zmodyfikowanych grup

Najwiekszg trudno$¢ w lokalizacji miejsca modyfikacji w czasteczce
enzymu sprawia izolowanie peptydu, zawierajgcego reszte zmodyfikowa-
ng, sposrod produktow degradacji badanego enzymu. Powszechnie sto-
sowane konwencjonalne metody rozdzielania peptydéw sa pracochtonne
i mato wydajne.

Bardzo uzyteczng okazata sie zaproponowana w 1970 roku przez
Givola iwsp. (54) immunologiczna metoda izolowania zmodyfikowa-
nych peptydéw z mieszaniny produktéw degradacji znakowanych specy-
ficznie biatek. Wykorzystano do tego celu specyficzne przeciwciata. Zmo-
dyfikowane chemicznie biatko posiada odmienne od niezmodyfikowanego
wiasciwosci antygenowe, co stwarza mozliwosci zastosowania przeciw-
ciat do izolowania peptydéw zawierajagcych te grupe (55). Surowice od-
pornosciowe, otrzymane przez immunizacje zwierzat za pomocg zmody-
fikowanych biatek, praktycznie nie reagujg z biatkami natywnymi, na-
tomiast oddziatywujg z wszystkimi biatkami zmodyfikowanymi dziala-
niem tego samego odczynnika. W metodach immunologicznych zastoso-
wano biatka modyfikowane dwuazowag pochodng kwasu arsanilowego
(DAA), dwuazo-l-H-tetrazolem (DHT), dwunitrofenolem (DNP) oraz
biatka sprzezone z nitrotyrozyng. Zmodyfikowane biatka stuzyly jako
antygeny i wywotywaty silne reakcje odpornosciowe (Tabela). Powstate
przeciwko tym antygenom przeciwciata izolowano z osocza krwi immu-
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nizowanych zwierzat. Poczgtkowo do oczyszczania przeciwciat stosowano
tak zwane immunosorbenty. Immunosorbent stanowit potaczenie hapte-
nu prostego *> zwigzanego bezposrednio lub poprzez biatko z agaroza.
Immunosorbent selektywnie wigzatl specyficzne przeciwciata (13, 56, 57,
58), ktére eluowano 0,1 M kwasem octowym (56, 57, 58) lub 1 M amonia-
kiem (13). W tych warunkach wystepowata jednak czeSciowa inaktywa-
cja przeciwciat. Dlatego wiec, ostatnio oczyszczano przeciwciata frakcjo-
nujagc biatka siarczanem amonu, a nastepnie stosujac wymieniacze jono-
we (30). Przeciwciata unieruchamiano na aktywowanej bromocyjanem
agarozie. W celu lokalizacji miejsca modyfikacji badane biatko podda-
wano dziataniu enzymow proteolitycznych. Z mieszaniny otrzymanych
peptydow izolowano zmodyfikowane fragmenty tancucha polipeptydowe-
go na kolumnie z unieruchomionymi przeciwciatami (Ryc. 5). Ponad 95°/0
zmodyfikowanych peptydéw wigzato sie efektywnie z przeciwciatami.
Kolumn z przeciwciatami uzywa¢ mozna wielokrotnie bez duzych strat
w ich aktywnosci (30, 58).

Tabela
Wiagzanie zmodyfikowanych peptydéw z przeciwciatami*)
. . . Miejsce -
Antygen Zrddto pochodzenia zmodyfiko- o Pismien-
LP. (hapten-biatko) wanych peptydow**) modyflkaq_l nictwo
w enzymie
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
5  Nitrotyrozylo-
albumina Nitro-lizozym Tyr 20, 23 58
6 Nitrotyrozylo-
albumina Nitro-karboksypeptydaza A preferencyjnie
Tyr 248, w
mniejszym stop-
niu 30
169)277)240
7 DHT-albumina DHT-karboksypeptydaza A Tyr 248 59

*> Przeciwciata otrzymano z surowicy krwi zwierzat uprzednio immunizowanych zmodyfikowanym biatkiem.
Po oczyszczeniu specyficznych przeciwciat unieruchomiono je na nierozpuszczalnym nosniku.
** Zmodyfikowane peptydy otrzymywano po proteolitycznej hydrolizie enzymoéw.
***> Lizozym poddawano kolejno nitrowaniu, redukcji nitro-pochodnej do amino-pochodnej i dwunitrofenylacji,
co prowadzito do powstania reszty DNP-NHj tyrozylowej.

*) Hapteny zwane sg antygenami resztkowymi lub antygenami niekompletnymi.
Hapteny proste sa to niskoczgsteczkowe zwigzki chemiczne, ktére po potaczeniu
z biatkiem nabywajg zdolno$¢ pobudzania organizmu do wytwarzania przeciwciat,
a zatem stajg sie petnowarto$ciowymi antygenami (przyp. autora).
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Wykorzystanie zwigzanych przeciwciat jako narzedzia do izolowania
zmodyfikowanych peptyddéw okazato sie tez uzyteczne w badaniach sek-
wencji aminokwasowej enzymoéw. Lokalizacja miejsca modyfikacji umoz-
liwia blizszg charakterystyke grup dostepnych modyfikacji i w konsek-
wencji pozwala na identyfikacje grup funkcyjnych. Na uwage zastuguje
fakt, ze grupy wystepujace w centrach aktywnych enzyméw, na przy-
ktad tyrozyna 248 w karboksypeptydazie A, lizyna 41 w rybonukleazie,
ulegajg szczegdlnie tatwo modyfikacjom (Tabela). Problem reaktywnosci
grup funkcyjnych enzyméw omoéwiono w nastepnym artykule.

0,5
16 0.4
12 03 =

Ryc. 5. lzolowanie peptydéw nitroty-
rozylowych z hydrolizatu zmodyfiko-
wanej karboksypeptydazy A, przy uzy-
ciu chromatografii powinowactwa
Przeciwciata przeciwko nitrotyrozynie unie-
ruchomione byty na agarozie (Sepharose 4-B)
(30).
O absorpcja przy 278 nm (oznaczenie biatka),
A absorpcja przy 381 nm (oznaczenie reszt 10 20 30
nitrotyrozylowych). nr frakcji

W ostatnich latach metody immunologiczne znalazty zastosowanie
w nastepujacych badaniach: struktury determinantow antygenowych (60,
61, 62), centrum aktywnego przeciwciat (63, 64, 65), miejsc wigzania prze-
ciwciat na powierzchni enzymu (66) oraz w badaniach ogo6lnej konfor-
macji biatek (67, 68, 69, 70, 71). Unieruchomione przeciwciata zastosowa-
no takze do oczyszczania enzyméw. Daddona i Kelley (72) otrzymali frak-
cje Y-globulin specyficznych dla handlowego preparatu deaminazy adeni-
nowej (E.C. 3.5.4.4) z jelit cielecia. Przeciwciata te wigzaty deaminaze
adeninowa z erytrocytdw ludzkich. Po rozbiciu kompleksu przeciwciato-
-enzym otrzymano jednorodng 800 000 razy oczyszczong deaminaze ade-
ninowg z 35°/0 wyj$ciowg aktywnoscig enzymu. W podobny sposéb, na ko-
lumnie z unieruchomionym immunosorbentem, oczyszczono okoto 2 000-
-krotnie a-mannozydaze (E.C. 3.2.1.24) (73).
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11-2.2. ,Mutacje” chemiczne i enzymatyczne pojedynczych aminokwaséw funkcyjnych

Zmiana pojedynczej grupy lub zamiana jednego aminokwasu na inny
jest jedng z najbardziej skutecznych metod wyjasniania roli poszczegdl-
nych grup w katalizie enzymatycznej. Przeksztatcenia pojedynczej reszty
aminokwasowej w czasteczce biatka mozna dokonaé chemicznie, za$ za-
miane reszt — enzymatycznie. Strumeyer, White i Koshland
(74) dziatajgc chlorkiem p-toluenosulfonowym a nastepnie wodorotlen-
kiem sodowym przeksztatcili seryne w centrum aktywnym chymotryp-
syny w dehydroalanine (Ryc. 6a). Tak zmodyfikowana chymotrypsyna na-
zwana anhydrochymotrypsyng nie wykazywata aktywnosci enzymatycz-
nej, co Swiadczyto, ze hydroksylowa grupa seryny odgrywa istotng role
w katalitycznej funkcji natywnego enzymu (74). Przeksztatcenie seryny
w dehydroalanine wywotywato znaczne zmiany wiasciwosci chemicznych
enzymu. Podjeto zatem prdéby takiego modyfikowania reszty seryny, by
byta ona strukturalnie i chemicznie podobna do natywnej seryny (75).

chZ2oh ch?
a> -NH—CH—CO- 1OSylacj -NH —C—CO-
reszta seryny reszta dehydroalaniny
ch2oh ch20s02ch2c6h<
b) _ NH—CH—CO- -_-HAFAiStSth%%FFA, _ NH—CH—CO-

reszta seryny

o] CH2SCCH3 ch2sh

] ' | |
+ CH3CS- - NH—CH—CO- +H2XQ - NH—CH—CO -
—C6HjCH2S03 —CH3CO0 2 reszta cysteiny

Ryc. 6. ,,Chemiczne mutacje” chymotrypsyny poprzez przeksztalcenie seryny w de-
hydroalanine (a) oraz przeksztatcenie seryny w centrum aktywnym subtilopeptydazy
A w cysteinge (b) (74, 78)

Podobng chemicznie i przestrzennie do grupy hydroksylowej seryny jest
grupa tiolowa cysteiny. Promienie Van der Waalsa w przypadku tlenu
wynoszg 1,40 A i w przypadku siarki 1,85 A (76), a wiec zmiana OH na
SH moze wywotaé niewielkie tylko zmiany wielko$ci grupy funkcyjnej
(o okoto 0,4 A). Ponadto grupa SH jest bardziej reaktywna niz grupa OH,
jako nukleofil inicjujacy reakcje. Metode przeksztalcenia seryny w cy-
steine zastosowano do badania subtilppeptydazy A (E.C. 3.4.4.16), ponie-
waz enzym ten nie zawiera wigzan dwusiarczkowych, ktére w warunkach
reakcji moga ulec hydrolizie do grup sulfydrylowych (75). Ponadto enzym
ten posiada seryne w centrum aktywnym, ktorg mozna blokowaé dwuizo-
propylofluorofosforanem (77). W wyniku reakcji grupy hydroksylowej na-
tywnej subtilopeptydazy A z fluorkiem fenylometanosulfonylu, a nastep-
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nie tiooctanu (Ryc. 6b) powstaje grupa SH (78). W przeciwieAstwie do na-
tywnej subtilopeptydazy A, nowopowstaty tioenzym jest hamowany przez
pCMB, lecz nie jest hamowany przez dwuizopropylofluorofosforan (79).
Zmiana grupy OH na SH nie wywotuje zmiany witasciwosci fizykochemicz-
nych enzymu, co wykazano poprzez badania sedymentacji, ruchliwosci
elektroforetycznej, skiadu aminokwasowego, fluorescencji, pochtaniania
w ultrafiolecie oraz reaktywnosci reszt tryptofanylowych (80). Poczat-
kowe badania wykazaty, ze tiosubtilopeptydaza A jest enzymatycznie
czynna w stosunku do niektérych substratdéw nitrofenylowych (78). Na
podstawie tych badan Polgar i Bender (79) wyrazili przypuszczenie,
ze mechanizm reakcji obu form enzymu jest podobny. W wyniku reakcji
z substratem w subtilopeptydazie A powstaje acyloenzym, natomiast
w tiosubtilopeptydazie A tioestrowa pochodna enzymu (79). Jednakze pra-
ce Neeta i Koshlanda (75 80) wykazaty, ze po przeksztatceniu
grupy hydroksylowej w sulfhydrylowg w aktywnym centrum enzymu,
aktywno$¢ enzymatyczna wobec substratow estrowych i peptydowych
obnizata sie ponad 100-krotnie. Zastanawiajace jest dlaczego tak mate
zmiany w wielkosSci grupy funkcyjnej tak znacznie wptywajg na aktyw-
no$¢ enzymu. Zanik aktywnos$ci enzymatycznej tiosubtilopeptydazy A
wskazuje na niezwyktg wrazliwo$¢ reszt katalitycznie czynnych na nie-
znaczne nawet zmiany struktury. Prawdopodobnie zmiana grupy OH na
SH zaktdca strukture centrum aktywnego ze wzgledu na wielko$¢ grupy
SH i jej wiekszg zdolno$¢ do polaryzacji (81).

Neet i Koshland (75 nazwali zmiane pojedynczej reszty ami-
nokwasowej ,mutacja chemiczng” i poréwnujac efekty tej ,,mutacji”
zZ mutacjg genetyczng uwazajg, ze kazda zmiana w katalitycznie czynnej
grupie nieuchronnie musi prowadzi¢ do zaniku funkcji biologicznych.
Dalsze badania nie dostarczyty jednak poparcia eksperymentalnego tej
hipotezy. W 1969 r. Sealock i Laskowski (82 przeprowadzili
~enzymatyczng mutacje” inhibitora trypsyny z nasion soi, to jest enzy-
matycznie zamienili, warunkujacg jego wiasciwosci hamujgce, arginine 64
na lizyne. W zamianie tej zastosowano trypsyne i karboksypeptydaze B
0 niskich stezeniach (E.C. 3.4.2.2) do hydrolizy okre$lonych wigzah pepty-
dowych, a do wtdérnej syntezy wigzan peptydowych te enzymy w znacz-
nie wyzszych stezeniach (Ryc. 7). Zmodyfikowany inhibitor mimo, ze
wykazywat nieco zmienione wtasciwosci kinetyczne, zachowat petng zdol-
nos¢ hamowania (82). W sojowym inhibitorze trypsyny zatem, zaréwno
lizyna jak i arginina, mogg odpowiada¢ za stechiometryczne tgczenie jego
z trypsyng i hamowanie jej aktywnosci. Do modyfikacji inhibitora tryp-
syny z siary krow zastosowano karbamoilacj® lizyny, co prowadzito do
jej zmiany w homocytruling, oraz guanidynacje powodujgcg przeksztat-
cenie lizyny w homoarginine (38, 83). Karbamoilacja pojedynczej reszty
Lys 18 w inhibitorze powodowala prawie catkowity zanik aktywnosci
antytrypsynowej, co pozwolito wnioskowa¢, ze Lys 18 wystepuje w obsza-
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rze czasteczki inhibitora istotnym dla jego funkcji. Natomiast przeksztat-
cenie lizyny 18 w homoarginine nie wywotywato wyraznych zmian zdol-
no$ci hamowania. Wynika stad, ze zamiana istotnej dla funkcji inhibitora

1 63 64 65 198
H2N—Asp-t=Tyr—Arg— lle—r-j--m--m--mex rLeu— COOH H2N— Asp—p Tyr—Lys—Ille-r-i----------- r-Leu—COOH
K) " """ S-mmmm-- <—I L-s-sJ [ [S— S—] U-S-* (S1)
Trypsyna Trypsyna -
(€5} pH 3,75 zdenahjrowana
6M Guanidyna —HCI
pH 7
64,
Tyr—Arg—COOH H,N lle Trypsyna [Lys ] INHIBITOR
(s1) C.
........ f SR - S—
(2)
Karboksypeptydaza B (3b) Trypsyna
Arg * pH 7.6 pH 6.7
Lys
-Tyr-COOH H,N lle _I— . -Tyr —Lys— COOH H.Nlle
--------- S-—mmm-S- Karboksypeplydaza B B R R
pH 6,7 (SE
(3a)

Ryc. 7. Kolejnos¢ reakcji zastosowanych w ,,enzymatycznej mutacji” inhibitora tryp-

syny z nasion soi (82)

SA—natywny inhibitor z wigzaniem Arg 64 —lleu 65

—inhibitor z rozszczepionym wigzaniem pomiedzy Arg 64 i lleu 65

SJ. —inhibitor bez Arg &4

SE£ —inhibitor z rozszczepionym wigzaniem pomiedzy Lys 64 a lleu 05

CL—kompleks trypsyny z inhibitorem zawierajacym Lys 64

S, —modyfikowany inhibitor z wigzaniem Lys 64—Illeu 65

reszty arginylowej w lizylowg i odwrotnie: reszty lizylowej na analog
argininy, nie wptywa istotnie na jego reakcje z trypsyna.

11-3. Unieruchamianie enzymo6w oligomerycznych na nierozpuszczalnym podtozu

Do zrozumienia funkcji katalitycznej enzymdéw oligomerycznych ko-
nieczne jest badanie aktywnosci i konformacji izolowanych podjednostek
i ich wzajemnych interakcji. Nie jest to fatwe ze wzgledu na naturalng
tendencje podjednostek do asocjacji. Wigzanie podjednostek z nierozpusz-
czalnym podtozem pozwala na ich przestrzenne odizolowanie i uniemoz-
liwia reasocjacje. Poréwnanie wiasciwosci pojedynczych podjednostek
i oligomeru pozwala oceni¢ znaczenie interakcji podjednostek w reakcji
enzymatycznej.

W wielu przypadkach regulatorowe witasciwosci enzymdw allosterycz-
nych mogg zanikaé¢ po ich dysocjacji na podjednostki, bez utraty aktyw-
nosci enzymatycznej a czasami nawet z jej wzrostem (84).

W czasteczce fruktozodwufosfatazy (E.C. 3.1.3.11) — enzymu tetrame-
rycznego — wystepuja cztery miejsca wigzania substratu oraz dodatkowe
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cztery miejsca wigzania niewspo6tzawodniczego inhibitora, ktérym jest
AMP. Po zwigzaniu z nos$nikiem (Sepharose) enzym zachowywat ponad
70% aktywnos$ci katalitycznej, lecz stawal sie znacznie mniej wrazliwy
na hamujace dziatanie AMP. Unieruchomiony dimer fruktozodwufosfa-
tazy zachowuje aktywnos$¢ katalityczng, lecz staje sie catkowicie nie-
wrazliwy na dziatanie AMP (85). Wydaje sig, ze do utrzymania prawidto-
wej konformacji miejsca wigzacego inhibitor konieczna jest interakcja
miedzy czterema podjednostkami tego enzymu.

Réznorodnos$¢ miejsc wigzacych substrat w oligomerach enzyméw na-
suwa pytanie, czy kazda podjednostka jest aktywna katalitycznie. Poje-
dyncze podjednostki'aldolazy fruktozofosforanowej z mieéni krélika (E.C.
4.1.2.13) potaczone z nierozpuszczalng matrycg zachowywaly aktywnosc
enzymatyczng, lecz wykazywaty znacznie wiekszg podatno$¢ na denatu-
racje. Po dodaniu nadmiaru izolowanych podjednostek nastepowata re-
naturacja tetramerycznej struktury enzymu (86, 87).

Podobne wyniki uzyskano badajac kinaze kreatynowg (E.C. 2.7.3.2)
z miesni szkieletowych krélika (88). Enzym ten skiada sie z dwu podob-
nych (jezeli nie identycznych) podjednostek o masie czasteczkowej 41 000,
posiadajgcych reaktywne grupy tiolowe (88). Kinaze unieruchomiong na
agarozie traktowano zwigzkami denaturujgcymi. Bufor denaturujacy (za-
wierajacy 12,5 M dwutiotreitol i 6 M chlorowodorek guanidyny) powodo-
wal dysocjacje enzymu na podjednostki i ich rozfatldowanie. Po usunie-
ciu chlorowodorku guanidyny unieruchomione podjednostki odzyskiwaty
natywng konformacje (Ryc. 8B) i aktywno$¢ enzymatyczng *> Dodanie
nadmiaru izolowanych podjednostek przywracato forme dimeru (Ryc. 8C).

Octan — silny aktywator zaréwno natywnej jak i unieruchomionej Ki-
nazy kreatynowej, nie wptywat na aktywno$¢ unieruchomionego mono-
meru enzymu (90). Pozwala to wnioskowac, ze octan nie dziata bezpo-
$rednio na katalityczne miejsce poszczegdlnych podjednostek, lecz dziata
na dimer enzymu wywotujac zmiany jego konformacji.

Dehydrogenaze mleczanowa (LDH) (E.C. 1.1.1.27) z mie$ni krélika wig-
zano z agarozg (Sepharose 4-B) poprzez grupy aminowe (91). Po dysocjacji
enzymu, unieruchomione pojedyncze (identyczne) podjednostki nie wy-
kazywaty aktywnos$ci. Nieaktywne byty rowniez podjednostki dehydro-
genazy zwigzane z agaroza poprzez grupy sulfhydrylowe. W olydwu do-
Swiadczeniach reaktywacja wymagata odtworzenia tetramerycznej struk-
tury enzymu (91), czyli utworzenie katalitycznie czynnej formy tego enzy-
mu wymaga wspoétdziatania miedzy podjednostkami.

*) Obserwacja ta wydaje sie by¢ szczeg6lnie interesujgca w powigzaniu z fak-
tem, ze inny pokrewny funkcjonalnie enzym — kinaza argininowa (E.C. 2.7.3.3) wy-
stepuje u wielu gatunkéw w formie monomerycznej. Morrison (89) wykazat
duze podobienstwo miedzy kinazg kreatynowa a argininowa. Ciezar czgsteczkowy mo-
nomeréw obu enzymdw wynosi 40 000, a sekwencja aminokwasowa woko6t reaktyw-
nej grupy tiolowej jest identyczna.
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Unieruchomienie na nierozpuszczalnym podtozu moze zwieksza¢ sta-
bilnos¢ enzyméw. Hirsch-Kolb i Greenberg (92, 93) wykazali,
ze arginaza z watroby szczura jest tetramerem wigzgcym cztery atomy

I \
) \
bufor ; ’$ Py ey b &_
denaturujqcy
B C

podjednostka pofatdowana

~  podjednosfka niepofardowana

Ryc. 8 Schemat unieruchomionych pochodnych kinazy kreatynowej (88)
Pochodna A — enzym unieruchomiony na nierozpuszczalnym podtozu; pochodna B — podjed-
nostka enzymu po odnowieniu natywnej struktury; pochodna C — dimer enzymu unieruchomio-
nego, powstaty po potaczeniu pochodnej B z izolowanymi podjednostkami.

manganu. Dwa atomy Mn+2 s3 mocno zwigzane z enzymem, za$ dwa na-
stepne, tatwo oddysocjowujg w wyniku czego enzym traci okoto 50°0
aktywnosci enzymatycznej. Zwigzek chelatujgcy — EDTA, jest wiec inhi-
bitorem arginazy (92, 93). Unieruchomienie arginazy na aktywowanej
bromocyjanem agarozie (Sepharose 4-B) chroni enzym przed hamujgcym
dziataniem EDTA (Ryc. 9).
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| " Ryc. 9 Zalezne od EDTA aktywnosci arginazy

natywnej i unieruchomionej na agarozie (94)
R R A R 0~ %— O unieruchomiony enzym,
EDTA [mM] O-— 0O natywny enzym.

W przeciwienstwie do arginazy natywnej, enzym zwigzany z agarozg
jest takze oporny na dziatanie podwyzszonej temperatury (1 godz. w 60°C)
nawet bez dodatku jonéw manganawych (94). Wynika z tego, ze unieru-
chomienie arginazy w znacznym stopniu uniezaleznia strukture i funk-
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cje enzymu od obecnosci jonéw manganawych. Prawdopodobnie unieru-
chomienie enzymu stabilizuje konieczne do utrzymania aktywnosci prze-
strzenne utozonie podjednostek usztywniajac konformacje miejsca kata-
litycznego enzymu (94).

Enzymy zawierajgce grupy tiolowe mozna odwracalnie unieruchamiaé
poprzez wigzanie z zawierajgcymi mostek S-S pochodnymi agarozy. Ry-
cina 10 przedstawia tworzenie takich polgczen. W enzymach ztozonych
z podjednostek zawierajgcych 'funkcyjne grupy sulfydrylowe tylko cze$é
grup SH #aczy sie z tiolowg pochodng agarozy (95).

a) // S—
s—( @+ :J—/\/\/\,—s—s@ - ;//]—/\/\FS-S—G. s:@
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“SH

HS. *SH
7 7 —
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HS 3 3
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- b

SH
Ryc. 10. Unieruchamianie enzymow poprzez wymiane tiol-dwusiarczek (95). O — ozna-
cza enzym lub jego podjednostke, czarnym kolorem zaznaczono obszar funkcyjny

enzymu
a) unieruchomienie enzymu zawierajacego niefunkcyjne grupy sulfhydrylowe,
b) unieruchomienie podjednostki enzymatycznej zawierajacej istotng katalitycznie grupe sulfhy-
drylowa.

Ureaza sktada sie z 4—8 podjednostek, w ktdrych tacznie wystepuje
osiem tiolowych grup funkcyjnych (96). Enzym ten odwracalnie unieru-
chomiony poprzez wigzanie dwusiarczkowe z tiolowa pochodng agarozy
cechuje sie wysoka aktywnoscig wiasciwg (97). Wybidrcze wigzanie enzy-
mu poprzez grupy tiolowe pozwala na réwnoczesne okoto 10-krotne
oczyszczenie handlowego preparatu. Carlsson (98) uwaza, ze funk-
cyjne grupy tiolowe ureazy posiadajg zwiekszong reaktywno$¢ chemiczng
i preferencyjnie reagujg z nosnikiem. Kowalencyjne wigzanie ureazy
z matrycg jest odwracalne i enzym mozna wymywac z no$nika za pomo-
ca niskoczasteczkowych odczynnikéw tiolowych, na przyktad dwutiotrei-
tolu (98). Unieruchamianie biatek poprzez wymiane tiol—dwusiarczek
moze byé uzyteczne w $ledzeniu struktury i funkcji enzyméw, ktore skta-
dajg sie z podjednostek zwigzanych niekowalencyjnie.

H-4. Modyfikacje chemiczne enzymu zalezne od obecnos$ci substratu

Reaktywno$¢ chemiczna niektérych reszt aminokwasowych w czg-
steczce enzymu rosnie niekiedy znacznie we wczesnych etapach katalizy.
Zjawisko takie, wywotane kontaktem enzymu z substratem nazwano syn-
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kataliza (99). Wyniki poczatkowych badan przeprowadzone na cytoplazma-
tycznej aminotransferazie asparaginianowej (E.C. 2.6.1.1) z serca S$wini
sugerowaty, ze modyfikacje synkatalityczne zachodza wytacznie w obec-
nosci kompletu substratéw. Nitrowanie bowiem czteronitrometanem tego
enzymu w obecnosci jednego z dwu substratow (lub w obecnos$ci struktu-
ralnego analogu substratu) nie powoduje zmian w aktywnos$ci enzymu
(Ryc. 11). Natomiast w obecnosci obydwu substratow, czteronitrometan
powoduje szybka inaktywacje aminotransferazy asparaginianowej. Dal-
sze badania wykazaty, ze modyfikowane byly przede wszystkim reszty
sulfhydrylowe enzymu (101).

bez substratow

g

+6lu lub «x-KG

Aktywnosc enzymu (%)
g

+ Glu | «x-KG

0 ; 1 ?
Czas (godz.)
Ryc. 11. Zalezno$¢ inaktywacji aminotransferazy asparaginianowej przez czteronitro-
metan (TNM) od obecnosci substratéw (100)

Enzym inkubowano z TNM w obecnosci L-glutaminianu (Glu) i a-ketoglutaranu (a-KG), w obec-
nosci Glu lub a-KG oraz bez Glu i bez a-KG.

Brichmeier i Christen (102) badajgc synkatalityczng mody-
fikacje aminotransferazy przez bromopirogronian zasugerowali, ze inakty-
wacja enzymu jest wynikiem alkilacji cysteiny (zlokalizowanej w po-
zycji 390 w tancuchu polipeptydowym aminotransferazy) w pierwszych
etapach transaminacji *).

Podczas synkatalitycznej modyfikacji, bromopirogronian odgrywa
podwdéjng role — moze spetnia¢ role substratu i jednocze$nie moze by¢
odczynnikiem modyfikujgcym (alkilujagcym). Bromopirogronian dziata-
jac jako substrat, tworzy — wraz z substratem aminokwasowym — kowa-
lencyjne kompleksy posrednie z enzymem. W jednym z tych komplekséw
posrednich, reszta cysteiny 390 staje sie bardziej podatna na modyfikacje,
skutkiem czego jest alkilowana przez bromopirogronian. W przypadku
tej modyfikacji aminotransferaza asparaginianowa ulega szybkiej inakty-
wacji przez bromopirogronian, w obecnosci tylko aminokwasowego sub-
stratu (glutaminianu), gdyz pirogronian zastepuje w reakcji kwas a-keto-
glutarowy.

*) Transaminacja katalizowana przez aminotransferaze obejmuje reakcje posred-

nie przeksztalcajgce wyjsciowa pirydoksalowg forme enzymu w forme pirydoksa-
minowa.
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Podczas badania mechanizmu dziatania aldolaz, transaldolaz i transke-
tolaz, Christen (103) wprowadzit pojecie parakatalitycznej reakcji
enzymatycznej i parakatalitycznej modyfikacji enzyméw. Parakatalitycz-
ne modyfikacje wystepujg w kofAcowych etapach katalizy enzymatycz-
nej i polegaja na utlenieniu karboanionowej formy przejsciowej komplek-
su enzym—substrat. Modyfikacje parakatalityczng zaobserwowano: w
aldolazie fruktozo-dwufosforanowej z miesni krélika i z drozdzy, w trans-
aldolazie (E.C. 2.2.1.2) i w transketolazie (E.C. 2.2.1.1) (104). Modyfikacji
parakatalitycznej towarzyszy szybka inaktywacja enzymu. Charaktery-
stycznym jest, ze modyfikacja parakatalityczna nastepuje w obecnosci
specyficznego substratu i nie jest wywotywana przez zaden analog sub-
stratu (105). W przeciwieAstwie do znanych obecnie modyfikacji jest to
reakcja catkowicie zalezna od naturalnego substratu okreslonego enzymu.
Jednakze modyfikacja parakatalityczna nie musi by¢ specyficzna wobec
czynnika modyfikujgcego. Czynnikami modyfikujacymi moze by¢ wiele
zwigzkdw o wiasciwosciach utleniajacych, na przyktad zelazicyjanek,
2,6-dwuchlorofenoloindofenol, porfiryna, czteronitrometan i nadtlenek
wodoru. Wiasciwosci inaktywowanych (poprzez utlenienie) enzyméw
wskazujg, ze modyfikacja kompleksu enzym-substrat jest kowalencyjna
i nieodwracalna (103). Przypuszczalnie, modyfikacja uniemozliwia rozpad
utlenionego kompleksu blokujac powstanie wolnego enzymu i produktu
reakcji.

Zarowno synkatalityczne jak i parakatalityczne modyfikacje enzymu
zalezg od obecnoS$ci substratu. Reaktywno$¢ pewnych grup enzymu wzra-
sta nie tylko podczas tworzenia adsorpcyjnego kompleksu enzym-sub-
strat, lecz rowniez podczas nastepnych etapéw tzw. fazy kowalencyjnej
(to jest w tym etapie reakcji, gdzie wigzanie kowalencyjne jest wytwa-
rzane lub rozrywane). Podczas modyfikacji synkatalitycznej tworzenie
kompleksu enzym-substrat wzmaga reaktywnosé niektérych grup w bocz-
nych tafcuchach aminokwasowych. Modyfikacja parakatalityczna catko-
wicie zalezy od obecnosci specyficznego substratu i niespecyficznego od-
czynnika modyfikujagcego posiadajagcego wiasciwosci utleniajagce. W przy-
padku tej modyfikacji zaktada si¢ utlenienie (zaktywowanego w komplek-
sie z enzymem) substratu. W efekcie synkatalitycznym natomiast zmiana
konformacji enzymu podczas katalizy enzymatycznej umozliwia mody-
fikacje okreslonych reszt aminokwasowych w enzymie (105).

Opisane zjawiska (synkatalizy i parakatalizy) Sswiadczg o tym, jak du-
ze zmiany moga zachodzi¢ w orientacji grup funkcyjnych podczas kata-
lizy. Obecnos¢ substratu umozliwia modyfikacje okre$lonych grup funk-
cyjnych w enzymie (synkataliza) lub kompleksu enzym-substrat (para-
kataliza). Mozliwo$¢é wystepowania tych zjawisk nalezy wzigé¢ pod uwage
w badaniach, w ktorych substrat uzywany jest do ochrony centrum
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aktywnego przeciwko modyfikacji. W zaleznych od substratu modyfi-
kacjach enzymu, substrat nie ochrania, lecz indukuje podatno$¢ na mody-
fikacje grup funkcyjnych enzymu.

Uwagi koncowe

Nieustannie gromadzace sie informacje dotyczace metod badania bu-
dowy i funkcji biatek spowodowaty podjecie w niniejszym artykule préby
usystematyzowania wybranych zagadnien. Modyfikacje chemiczne od-
grywajg istotng role zarowno w badaniu sekwencji aminokwasoéw w biat-
kach jak i w badaniu ich struktur przestrzennych. Modyfikacje sa
pierwszym etapem badan, prowadzacym do okre$lenia rodzaju, ilosci i lo-
kalizacji reaktywnych reszt aminokwasowych biorgcych udziat w funkcji
katalitycznej enzymow. Moga one by¢ uzyteczne w poznawaniu i poréw-
nywaniu budowy poszczegblnych enzyméw pochodzacych z systematycz-
nie odlegtych gatunkéw. Rozwdj metod badawczych, takich jak unieru-
chamianie biatek na nierozpuszczalnym podiozu oraz zastosowanie metod
immunologicznych, umozliwi bardziej wnikliwa analize zaleznosci miedzy
strukturg i funkcja biatek.

Artykut nadszedt 20.4.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 22.3.1978.
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Badania biatek metodami spektroskopii ramanowskiej
i absorpcyjnej w zakresie podczerwieni

The Protein Studying by Raman and Infrared Spectroscopy
Spis tresci

. Wstep
Il. Kierunki badan prowadzonych za pomocg spektroskopii absorpcyjnej w zakresie
podczerwieni i ramanowskiej
I11. Spektroskopia absorpcyjna w zakresie $redniej podczerwieni (MIR)
IV. Spektroskopia w zakresie dalekiej podczerwieni (FIR)
V. Spektroskopia ramanowska
VI. Rezonansowa spektroskopia ramanowska
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. Introduction

I1. The directions of the infrared and Raman studies
I1l. The middle infrared spectroscopy (MIR)

IV. The far infrared spectroscopy (FIR)

V. The Raman spectroscopy

VI. The resonance Raman spectroscopy

I. Wstep

Coraz czestsze zastosowanie metod fizycznych do badan biatek (1, 2)
umozliwia znaczny postep w wyjasnianiu proceséw biochemicznych i bio-
fizycznych na poziomie molekularnym, ktére decydujg o funkcjonowaniu
uktadéw biologicznych.

W roku 1955 Sanger (3) ustalit sekwencje aminokwaséw w cza-
steczce insuliny. Od tego czasu poznano wiele struktur pierwszorzedo-
wych biatek, a intensywne badania struktury bialek za pomocg metod
rentgenograficznych, umozliwity przebadanie do chwili obecnej struktur
trzeciorzedowych 58 biatek (4, 5). Zestawienie tych biatek podano w ta-
beli 1.

*) Dr, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krupnicza 50, 30—060 Krakow.
Wykaz stosowanych skrétow: MIR — zakres $redniej podczerwieni; FIR — zakres
dalekiej podczerwieni; RR —rezonansowy efekt Ramana; kR — kilo rentgen.
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Tabela 1

Wykaz biatek o znanej strukturze krystalograficznej (5)

Biatko

. Enzymy.

~N oo > w

[e0)

13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.
3L

32.

33.

1 kwasna proteinaza
2
. dehydrogenaza alkoholowa

kinaza adenylowa

. anhydraza weglanowa C
. anhydraza weglanowa B
. karboksypeptydaza A
. karboksypeptydaza B

. a-chymotrypsyna
. chymotrypsinogen

10
11

elastaza

dehydrogenaza gliceroalde-
hydowo -3-fosforanowa
heksokinaza

dehydrogenaza mleczanowa
lizozym

dehydrogenaza jabczanowa
nukleaza

papaina

pepsyna

kinaza fosfogliceranu
mutaza fosfogliceranu
fosfolipaza A2
proteaza S/IGPB
rodanaza
rybonukleaza A
rybonukleaza S

subtilizyna BPN'

subtilizyna Novo
dysmutaza supertlenkowa

termolizyna
izomeraza-triosofosforanu

trypsyng
trypsyna — inhibitor

kompleks trypsynag -trypsyna-

-inhibitor

pochodzenie

E. parasitica
migsnie $wini
watroba konia

cztowiek
cztowiek
wot
wot

wot

wot

Swinia

B. Stereother-
mophilus
drozdze

rekin M4
jajo kurze
Swinia
gronkowiec
ztocisty
roslina papaja
Swinia

kon

drozdze
Swinia

S. griseus
watroba wotu
wot

wot

B. amyloligue-
faciens

B. subtilis
wot

B. termoproteo-
lyticus

kurczak

wot

trzustka wotu

wot

autor i rok zbadania

Jenkins iin., 1976
Schulz i in., 1973
Branden, 1973,
Eklund, 1974
Liljas i in, 1972
Kannan i in., 1975
Lipscomb i in, 1970
Schmid i Herriott
1975

Blow, Segal i in,
1971

Freer iin., 1970
Shollon iin., 1971

Buehner iin, 1974

Flellerick iin,

1975

Adams i in, 1973
Imoto iin., 1972
Hill iin., 1972
Cotton iin, 1971
Drenth i in, 1971
Andreeva i in., 1976
Blake i Evans, 1974
Campbell iin., 1974
Drenth iin., 1976
Delbaere iin., 1975

Smit iin., 1973
Kartha i in., 1967

Richards i Wy-
coff, 1971
Wright iin., 1969

Drenth iin, 1971

Richardson iin.,
1975

Colman iin, 1972
Banner iin., 1975
Stroud i in., 1974
Deisenhofer iin.,
1973

Ruhlmann i in., 1973



SPEKTROSKOPOWE BADANIA BIALEK 375

Tabela 1 c.d.
Biatko pochodzenie autor i rok zbadania

34. trypsyna-Soybean trypsyna Swinia Sweet i in., 1974

(kompleks)

35. syntetaza t-RNA tyrozyny Blow iin., 1975

1. Globiny:

36. hemoglobina krew konia Perutz iin., 1968

37. mioglobina wieloryb Wytson, 1969

I11. Systemy redukujace:

38. cytochrom b5 watroba cieleca Mathews i in., 1971

39. cytochrom ¢ kon Dickerson iin,
1971

40. cytochrom c2 R. rubrum Salemme i in., 1973

41. ferodoksyna P. aerogenese Adman iin, 1973

42. flavodoksyna D. vulgaris Andersen i in., 1972,
Watenpaugh, 1972

43. biatko “high potential iron” Carter iin., 1972

44. rubredoksyna C. pasteurianum Watenpaugh i in,
1973

45. tioredoksyna S2 E. coli Holmgren i in., 1975

1V. Hormony:

46. glukagon Swinia Sasaki, Blundell,
1975

47. insulina Swinia Blundell, 1972

V. Immunoglobuliny:

48. fragment Bence’a-Jonesa Au  cztowiek Fehlhammer i in,
1975

49. fragment Bence’a-Jonesa Rhe cztowiek Wang i in., 1973

50. biatko Bence’a-Jonesa Mcg cztowiek Shiffer iin, 1973

51. biatko Bence’a-Jonesa REJ cztowiek Epp iin., 1974

52. fragment Fab cztowiek Poljali in, 1973

53. fragment McPC603 mysz Segal i in., 1974

54. fragment Fc cztowiek Deisenhofer iin,
1976

VI. Inne:

55. biatko bakteriochlorofilu C. limicola Fenna i Matthe-
wa, 1976

56. konkanawalina A fasola Jack iin, 1971

57. miogen karp Kretsinger i Noc-
ko 1ds, 1973

58. prealbumina Blake i in., 1974

Metody spektroskopowe stosuje sie jako uzupetnienie wiadomosci
uzyskanych technikg dyfrakcji promieni X. Metody spektroskopowe i dy-
frakcji promieni rentgenowskich sg przydatne do obserwacji zmian struk-
tury i mechanizméw zachodzgcych w biatkach. Jedng z technik dobrze
nadajacych sie do badan zmian strukturalnych, ktére przebiegajag w biat-
kach jest spektroskopia w zakresie podczerwieni.
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Od kilku lat w spektroskopii w zakresie podczerwieni stosuje sie trans-
formacje fourierowska do analizy widm absorpcyjnych, a w spektroskopii
ramanowskiej stosuje sie silne Zzrodta Swiatta monochromatycznego —
lasery, co znacznie rozszerza stosowalno$¢ tych metod do badan proble-
mow biochemicznych i bifizycznych. Badania biatek za pomoca klasycz-
nych spektrofotometréw absorpcyjnych w zakresie podczerwieni ograni-
czaty sie gtdwnie do okre$lania struktury drugorzedowej biatek.

Il. Kierunki badan prowadzonych za pomoca spektroskopii absorpcyjnej
w zakresie podczerwieni i ramanowskiej

Z posréd wielu technik spektroskopowych do badan biatek ze wzgle-
du na rodzaje aparatury i metody, uzywa sie spektroskopii:

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

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

¢) ramanowskiej w zakresie przesunieé czestotliwosci od okoto 10 cm*“1
do 4000 cm-1,

d) oraz rezonansowego efektu Ramana w tym samym zakresie przesu-
nie¢ czestotliwosci.

Informacje uzyskane za pomocg tych metod dotyczg skiadu amino-
kwasowego i konformacji bialek w roznych S$rodowiskach. Z obecnosci
pewnych pasm w widmie biatka, charakterystycznych dla okres$lonych
aminokwaséw mozna wnioskowaé o ich obecnosci w biatku. Badania po-
tozen pasm w zakresie podczerwieni i ich wzajemnych natezeh dajg po-
nadto mozliwosci okreslania konformacji biatka, a nawet lokalnej orien-
tacji poszczeg6lnych aminokwaséw w taricuchu peptydowym. Potozenia
pasm w widmie sg opisywane jednostkg ,,cm-1" bedgcg liczbg falowg —
wielko$cia bedacg odwrotnoscig diugosci fali wyrazonej w cm. W pomia-
rach spektroskopowych przyjeto powszechnie wielko$¢ tg nazywaé cze-
stotliwoscig.

Zmiana struktury natywnych biatek oraz ich denaturacja nastepuje
pod wptywem dziatania promieniowania elektromagnetycznego, zmiany
wartosci pH roztworu, temperatury, dodania detergentdw lub innych sub-
stancji chemicznych.

Potgczenie zmian struktury biatlek enzymatycznych, obserwowanych
metodami spektroskopowymi, z ich zmianami aktywnos$ci enzymatycznej
dostarcza wielu cennych informacji o wptywie struktury biatka na jego
centrum aktywne. Za pomocg metod spektroskopowych mozna analizo-
wac¢ wptyw inhibitorow lub aktywatoréw na strukture biatek enzyma-
tycznych i ich centréw aktywnych. Badanie metodami spektroskopowymi
uktadéw ztozonych z kilku oddziatujagcymi ze soba biatkami lub innymi
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molekutami takimi jak lipidy, polipeptydy, kwasy nukleinowe, itp., moze
da¢ informacje dotyczace specyfiki oddziatywan w uktadach biologicznych
zblizonych do sytuacji in vivo. Proby przeprowadzania takich ekspery-
mentéw sg juz podejmowane.

Badania zamrozonych w danym stanie fizjologicznym, za pomoca cie-
ktego azotu, fragmentéw bion biologicznych wraz ze znajdujacymi sie
w nich biatkami (2) wykazujg zalezno$¢ miedzy tym stanem a usredniong
konformacjg biatek.

I1l. Spektroskopia absorpcyjna w zakresie $redniej podczerwieni (MIR)

Analiza pasm absorpcyjnych wystepujacych w zakresie $redniej pod-
czerwieni, pochodzacych od drgan atomoéw tworzacych wigzania pepty-
dowe, umozliwia okre$lenie drugorzedowej struktury biatka. Czestotli-
wosci drgan odpowiadajace réznym grupom i atomom jednostki peptydo-
wej, zwanych drganiami amidowymi, przedstawiono w tabeli 2

Tabela 2
Czestotliwosci drgan amidowych (w cm-1)
Oznaczgnie Czestotliwosé Pochodzenie drgania (6)
drgania w cm-1
amid A 3300 N-H rozciggajace (stretching)
amid B 3100 + podwojona czestotliwos$¢
amid Il w rezonansie Fermiego
amid | 1690—1610 C= O rozciagajace 80%, C-N rozciagajace 10%,
N-H zginajace (bending) 10%
amid 1l 1560—1520  C-N rozciagajace 40%, N-H zginajace 60%
amid 111 1310—1220 C=0 rozciggajace 10%, C-N rozciggajace 30%,
N-H zginajgce 30%, 0 = C-N zginajace 10%,
inne 10%
amid 1V ok. 625 0 =C-N zginajace 40%, inne 60%
amid V 740—700 N-H zginajace poza ptaszczyzne (bending out of
plane)
amid VI 700—570 C= 0 zginajace poza ptaszczyzne
amid VII 370—200  C-N skrecajace (twisting)
Drgania typu amid | i amid Ill, ktére posiadajg zwykle do$¢ duzg in-

tensywno$¢ w widmie absorpcyjnym sa szczegOllnie przydatne do tej
analizy. Za ich pomoca mozna okresli¢ procentowag zawarto$¢ struktury
helikalnej, struktury @i struktury nieuporzadkowanej w biatku. Mozna
takze okresli¢ zmiany tych struktur pod wptywem dziatania czynnikow
fizycznych i chemicznych na biatko.

W tabeli 3 podano przyktadowo potozenia pasm w obszarze amidu I,
wraz z zaznaczonym typem struktury drugorzedowej (7, 8, 9, 10, 11).
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Tabela 3

Czestotliwosci pasm w obszarze amidu | pochodzacych od drgan jednostki peptydowej dla
roznych struktur drugorzedowych w cm-1

struktura
nieuporzad- pismiennictwo
kowana

struktura amid |

Zwigzek heliks struktura

poli-L-lizyna

w D2 1635 1680, 1611 1645 8
w H2 1690, 1616

cienki film 1693, 1625

kwas poli-L-

-glutaminowy

w D20 1640 1643 8
cienki film 1652 1657

(3-laktoglobulina
w D20 1649 1632 1643
w H2 1632 1656 8

cienki film 1632

mioglobina

w D20 1650

w H20 1652 8
cienki film 1652

ag-kazeina
w D20 1643
w H20 1656 8

poli-glicyna |
cienki film 1685, 1636

zdenaturowana 9
cienki film 1680, 1629

biatka fibrynar-
ne, widkna 1651 1632 1662 10

rybonukleaza

w pD 4,8 1685, 1640
albumina

w pD 2,0 1648

lizozym 1650 1632
P-laktoglobulina

B 1643, 1615

ots-kazeina 1656
w pH 9,0

Drgania typu amid Il nie sg dogodne do okreslania struktury drugo-
rzedowej biatka, gdyz nie dajg one w tym obszarze czestotliwosci cha-
rakterystycznych pasm zwigzanych z jedng z tych struktur (7). Pasma
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amidu Il stosowano do okreSlania drugorzedowej struktury poliamino-
kwasow.

Badania spektroskopowe wodnych roztworéw biatek dostarczaja in-
formacji o naturalnym wptywie tego $rodwiska na natywng strukture
biatek. Z uwagi na silng absorpcje czasteczek HXD w obszarze amid |
(drganie molekut wody typu v2przy czestotliwosci okoto 1650 cm-1) po-
miary widm roztworéw biatek, w tym zakresie, przeprowadza sie metoda
analizy réznicowej widm za pomocag komputera. Aby omingé duze niedo-
ktadnosci wynikajace z takiej analizy, jako rozpuszczalnik stosuje sie
ciezkg wode, dla ktérej analogiczne pasmo jest przesuniete do 1215 cm-1.

Natywna struktura biatka jest zwykle zwigzana ze $rodowiskiem wod-
nym. W widmie absorpcyjnym czasteczki HD posiadajg pasma o duzej
intensywnos$ci przy nastepujacych czestotliwos$ciach: 3490 i 3280 cm-1—
drgania typu vs— O-H rozciggajace (Stretching); 1645 cm-1— drgania ty-
pu v2— H-O-H zginajace (bending). Czestotliwo$¢ ostatniego typu drgan
pokrywa sie z czestotliwos$cig silnego pasma amid I.

Drgania molekut DD posiadajg pasma absorpcyjne przy: 2540 cm-1
i 2450 cm-1— drgania typu vs— O-D rozciggajgce; 1215 cm-1— drganie
typu v2— D-O-D zginajace. Przesuniecie w tym przypadku pasma typu
v2 do 1215 cm-1 umozliwia obserwacje pasm amid | biatek.

Zastosowanie ciezkiej wody powoduje jednak zmiany struktury biat-
ka. Wymiana atomow H na atomy D, podczas deuteracji, powoduje prze-
sunigcie maksiméw pasm amid | o kilka cm-1. Efekt ten daje takze silne
pasmo amid Il lezgce przy 1450 cm-1 (7, 8).

Struktura biatka w ciezkiej wodzie jest silniej stabilizowana przez od-
dziatywania hydrofobowe niz w wodzie zwyktej (12). Wymiana atomoéw
wodoru na atomy deuteru powoduje wydtuzenie wigzan typu N-D-O
0 0,025—0,029 A w stosunku do wigzan typu N-H-O, np. w poli-y-benzy-
lo-L-asparaginie lub poli-B-benzylo-L-glutaminianie (13). W wyniku tych
zmian pozycje indywidualnych atoméw moga sie zmieniaé, a z tym zwig-
zana jest zmiana energii oddziatywahA miedzyatomowych.

Zdeuterowane wigzania sg bardziej stabilne niz wodorowe. Deuteracja
stabilizuje najsilniej strukture heliksu (14, 15, 16).

Blout ze wspdétpracownikami (17) obserwowali wymiane OH->0D
wraz ze zmianami w amidzie Il i stwierdzili, ze po 48 godzinach wymiana
ta zachodzi catkowicie. Podobnie deuterowano (7) mioglobine i B-laktoglo-
buline. Po okoto 48 godzinach w temperaturze 25° zaobserwowano, ze
pasmo amid Il znika gwattownie, co wigzato sie z catkowitg deuteracja.

Drugorzedowag strukture poliaminokwasow i biatek badato wielu auto-
row. Miedzy innymi badano (8) roztwory poli-L-lizyny, poli-kwasu-L-glu-
taminowego, R-laktoglobuliny, mioglobiny i a-kazeiny w HD i w DD.
Timasheff ze wspotpracownikami (18) przebadali widma w zakresie
podczerwieni wielu deuterowanych biatek globularnych w obszarze pasm

v amid I.
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Przygotowujagc pomiary absorpcyjne w zakresie podczerwieni, nalezy
zwroci¢ uwage na usuniecie pasma pochodzacego od powstatych, podczas
deuteracji czasteczek HOD, nakladajgcego sie na inne drgania amidowe.
Usuniecie czasteczek HOD z badanego roztworu mozna przeprowadzic
za pomocg dializy roztworu biatka w D2, lub przez liofilizacje tego
roztworu i ponowne rozpuszczenie zdeuterowanego biatka w D).

Badania Tabba i Koeniga (1974 rok) przesunieé pasm amidu Il
po rozpuszczeniu biatek w Hz20 wykazaty wzrost potozenia maksimum
pasma dla: hemoglobiny o 6 cm-1, dla albuminy o 8 cm-1, dla rybonuklea-
zy 0 10 cm-1, dla |3-laktoglobuliny o 13 cm-1, oraz dla a-kazeiny o 13 cm-1,
w stosunku do widm biatek nieuwodnionych.

Obserwowano réwniez powiekszenie sie szerokosci potdwkowej pasma
amidu | tych biatek dla cienkich filméw w stosunku do roztwordéw, 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“1l Autorzy ci uwazajg, ze pasmo amidu | moze
leze¢ w przypadku struktury heliks w zakresie od czestotliwosci 1652 cm-1
do 1656 cm-1, w przypadku struktury @ okoto 1632 cm-1, w przypadku
struktury nieuporzgdkowanej okoto 1650 cm-1. Jednocze$nie pasmo ami-
du Il w przypadku wystepowania struktury heliks jest stabe, a w przy-
padku struktury @lub struktury nieuporzadkowanej jest silne.

Zwigzek miedzy konformacjg i procesami relaksacji w zaleznosci od
zawartosci wody w statej prébce soli sodowej kwasu poli-L-glutaminowe-
go (Glu-Na+)n badat Shiraishi ze wspoétpracownikami (19). Podczas
dodawania wody, do wartosci 46°/o, 66°/0 i 84°/o wilgotnosci wzglednej nie-
zorientowanego filmu tej soli, obserwowano przejscie struktury @w struk-
ture heliks. Wniosek ten oparto na obserwowanym przesunieciu czestotli-
wosci pasma amid V z 675 cm-1 dla struktury @ przy 46°/0 wilgotnosci
wzglednej do czestotliwosci 605 cm-1 dla struktury helikalnej tej soli
przy wilgotnosci wzglednej rownej 84%.

Badania pasm amidu V w przypadku y-metylo-L-glutaminianu (20)
i lizozymu (21) wykazaty, ze strukture heliks cechuje pasmo amid V
lezace przy czestotliwosci 600 cm-1, w przypadku struktury @— 650 cm-1,
a w przypadku struktury nieuporzgdkowanej przy czestotliwosci 690 cm-1.

Wplyw organicznych rozpuszczalnikow takich jak alkohole, aceton,
pirydyna i inne na konformacje mioglobiny, apomioglobiny, hemoglobiny,
lizosomu i rybonukleazy badali Jacobson i Krugger (22). Na
skutek oddziatywania biatek z tymi rozpuszczalnikami zostaje zniszczona
struktura natywna tych biatek, w wyniku czego odstaniajg sie hydrofo-
bowe reszty aminokwasowe lezace wewnatrz globuli. Stopien denaturacji
zalezy od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika organicznego i jego ste-
zenia.

Badania zmian drugorzedowej struktury prowadzono takze napro-
mieniowujac roztwory biatka promieniami rentgena (23). Obserwowano
zanik pasma amid | w 10°0 roztworze albuminy surowicy ludzkiej pod
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wptywem dawki promieniowania rzedu kilkuset kR. Wzrost stezenia biat-
ka w roztworze obnizat jego podatnos$¢ na tg denaturacjg. Biatko w stanie
suchym byto okoto 10-krotnie odporniejsze na denaturacje niz 10% roz-
twor wodny biatka.

Analize komputerowg ksztattu pasm absorpcyjnych biatek globular-
nych przeprowadzit Riiegg ze wspdtpracownikami (24). Taka obrébka
danych pozwolita autorom pracy okresli¢ z dobrg doktadnoscig procento-
wa zawarto$¢ réznych typéw struktury w tych biatkach. Otrzymano tak-
ze dobrg zgodno$¢ z wynikami uzyskanymi metodg dichroizmu koto-
wego i dyfrakcji promieni X. Autorzy podajg takze wzdr, za pomocg kto-
rego mozna oszacowac zawarto$¢ struktury @w dowolnym biatku na pod-
stawie intensywnosci integralnej pasma amid | wystepujagcego przy okoto
1630 cm-1.

a-=FTT5;[1'g “'cm~'1 @
gdzie
a* — absorpcja,
Ay— absorbancja — integralny wspdétczynnik absorpcji,
¢ — stezenie biatka w roztworze [g],
d — grubo$¢ warstwy [cm],
Xf — zawarto$¢ struktury G Wielkos¢ ta zmienia sie od 0 do 1

Po podstawieniu do tego wzoru wartosci xp réwnej odpowiednio: 0,44;
0,34; 0,16 dla rybonukleazy, a-chymotrypsyny i lizosomu, uzyskano war-
tosci na absorpcje cx, 4,53; 4,22 i 551 g-lcm_1. Otrzymane wielko$ci sg
zgodne z wielko$ciami uzyskanymi innymi technikami, co zdaniem auto-
réw stwierdza poprawno$é wzoru 1, umozliwiajgcego wyliczy¢ zawartosé
struktury @ w biatkach globularnych o niepoznanej jeszcze strukturze.

Od czaséw, gdy Pauling i Corey w 1951 roku zaproponowali
model struktury helikalnej polipeptydéw, ukazato sie szereg prac, ktdre
coraz doktadniej analizujg mozliwos¢ wystepowania struktur helikalnych
0 innych parametrach niz ta struktura.

Chirgadze iin. (25) badali metodg spektroskopii w zakresie pod-
czerwieni wewnatrz molekularne zaburzenia struktury helikalnej kwasu
poliglutaminowego, bromowodorku polilizyny, poli-Y-benzyloglutaminia-
nu i fibroiny jedwabiu. Duze szerokosci potéwkowe pasma amid A, amid |
lamid Il tych polipeptydow autorzy wigza z termodynamiczng niestabil-
noscig struktury heliksalnej. Podajg takze 2 modele, ktére ttumacza te
fakty poprzez regularne i nieregularne zmiany katdéw wewnetrznej ro-
tacji gtdwnego tancucha polipeptydowego. Modyfikujac strukture poli-
peptydow, udato sie zmierzy¢ miedzy innymi zmiany szerokosci potéwko-
wych kwasu poliglutaminowego (struktura heliks) dla pasm amid A,
amid | oraz amid Il odpowiednio: w stanie stabilnej konformacji (roztwor)
62 cm-1, 16,5 cm-1i 16 cm-1, w stanie metastabilnym (cienki film) 88 cm-1,
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30 cm-1 i 33 cm-1, oraz w stanie kiebka (cienki film) 140 cm-1, 42 cm-1
i 48 cm-1.

Badania fluktuacji konformacji helikalnej sa obecnie do$¢ aktualnymi
zagadnieniami podobnie jak dla innych struktur. Teoretycznie fluktuacje
struktury alfa heliks byty analizowane przez Go i Go (26).

Obok dotychczas wymienionych konformacji, biatka mogg przybieraé
strukture typu statystycznego kiebka. Pasmo amid | dla tej konformacji
lezy zwykle przy czestotliwo$ci 1650 cm-1 (Chirgadze).

Do okreslenia drugorzedowej struktury biatek moga by¢é wykorzy-
stane réwniez widma polaryzacyjne w zakresie podczerwieni (10, 27, 28).
Zgodnos$¢ uzyskanych ta metodg wynikéw z innymi metodami wskazuje
na jej dobrg przydatnos$¢ do badan konformacji biatek.

IV. Spektroskopia w zakresie dalekiej podczerwieni (FIR)

W tym zakresie czestotliwo$ci zaréwno woda zwykta, naturalne $ro-
dowisko dla biatek jak i woda ciezka, posiada szerokie pasma przy cze-
stotliwos$ciach 900 cm-1, 300 cm-1 i okoto 200 cm-1. Przy stabych nateze-
niach zrodta promieniowania w tym zakresie, wykonanie pomiaru dla
wodnego roztworu biatka staje sie bardzo trudne. Z tego powodu po-
miary widm w tym zakresie czestotliwosci w przypadku biatek wykonuje
sie dla cienkich filméw, lub zawiesin w pastach nujolu, wazeliny, czy tez
biatek wprasowanych w parafine. Z uwagi na nisko energetyczny charak-
ter drgahn biatek w tym zakresie czestotliwosci, nalezy zachowaé ostroz-
no$¢ w sposobie przygotowywania probek, gdyz na wynik pomiaru na-
ktada sie czesto silne rozproszenie promieniowania w zawiesinie, lub moze
sie zmienia¢ labilna struktura czgsteczki na skutek oddziatywania z osrod-
kiem zawieszajacym. Tto pochodzace od rozpraszania, o natezeniu ekspo-
nencjalnie rosngcym ze wzrostem energii promieniowania, mozna zwykle
wyeliminowa¢ przez numeryczne odjecie zadanej krzywej tla.

Obszar dalekiej podczerwieni byt wykorzystany do badan struktury
drugorzedowej poliaminokwasow (29, 30, 31). Badano réwniez przejscie
konformacyjne od struktury @do struktury helikalnej pod wptywem dzia-
tania kwasu dwu-chlorooctowego (31).

Z badan tych wynika, ze struktura helikalna charakteryzuje sie pas-
mami absorpcyjnymi lezacymi przy czestotliwo$ciach okoto 100, 150, 380
i 480 cm*“] a struktura @ pasmami lezacymi przy czestotliwo$ciach okoto
250 i 440 cm-1. Dla biatek, z uwagi na ztozony charakter niskoenerge-
tycznych oddziatywan, pasma te mogg by¢ przesuniete wzgledem analo-
gicznych pasm w poliaminokwasach.

Przeprowadzone przez kilku autoréw obliczenia drgan (modow) wy-
stepujacych dla polimeréw o strukturze helikalnej lub strukturze @ daty
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wyniki zgodne z wartosciami tych czestotliwosci wyznaczonymi ekspery-
mentalnie (32).

Peticolas (32) przeprowadzit obliczenia dla nisko czestotliwos$cio-
wych drgan wibracyjnych poliaminokwaséw wystepujagcych w formie
helikalnej w oparciu o uproszczony model oscylacyjny.

Sholls iin. (29) przeprowadzili badania y-benzylo-L-glutaminianu
(BLG), glicyny, alaniny, leucyny i proliny w zakresie od 300 cm-1 do
okoto 10 cm-1 w temperaturze 4,2 K. Widma aminokwaséw w niskich
temperaturach przedstawit Feairheller iin. (34). W niskiej tem-
peraturze autorzy otrzymali szereg waskich linii absorpcyjnych, ktore
silnie poszerzajg sie w wyzszych temperaturach. Dla przykiadu, dla BLG
w 4,2 K widmo posiada okoto 60 linii absorpcyjnych dla czestotliwosci po-
nizej 300 cm-1 mimo, ze ilo$¢ drgan normalnych dla izolowanego mono-
meru BLG wynosi 3n—3 = 84, lezacych w zakresie czestotliwosci od 0 do
3000 cm“1 Te drgania sa zwigzane z oddziatywaniami sieci krystalicznej.
Linie te znikajg, gdy aminokwasy zostang rozpuszczone w HZ. Autorzy
nie obserwowali linii absorpcyjnych wystepujacych np. w statej probce
proliny, czy w jej wodnym roztworze. Obserwowali natomiast dla tego
roztworu szerokie pasmo absorpcyjne w temperaturze 300 K, ciggnace sie
przez caty zakres czestotliwosci.

Badania oligomerdw, dla liczby podjednostek n od 2 do 6, poli L-ala-
niny ponizej 100 cm-1, oraz od 100 cm-1 do 320 cm-1 w 4,2 K i 300 K sg
interpretowane (29) pod katem okres$lenia struktury drugorzedowej. Oli-
gomery L-alaniny w postaci statej nie przybierajg formy helikalnej dla
liczby podjednostek od n = 2don = 6.

Na podstawie badan ramanowskich stwierdzono, ze oligomery od n = 3
do n = 6 przyjmuja strukture (3 Obserwowane pasma absorpcyjne poli-
-L-alaniny sg interpretowane jako pasma pochodzace od struktury 6
przy czestotliwosciach od 250—440 cm-1, podczas gdy pasma przy czesto-
tliwosciach 90, 120, 370 cm-1 pochodzg od struktury heliksalnej. Podob-
ne obserwacje dla innych aminokwas6w zostaty zebrane w tabeli 4.

Inne prace Iltoha i wspotpracownikéow (31) dotyczyty badan se-
kwencji aminokwasowych o strukturze helikalnej. Dziatajac kwasem dwu-
-chlorooctowym na kopolimery L-fenyloalaniny, L-alaniny i L-leucyny
wywotywali oni przejscie od struktury @do struktury helikalnej i obser-
wowali zmiane widma w zakresie dalekiej podczerwieni. Stwierdzono za-
nikanie pasm zwiagzanych ze strukturg (3 a pojawianie sie pasm charak-
terystycznych dla struktury helikalnej.

Badania prowadzone dla aminokwasdw w obszarze dalekiej podczer-
wieni umozliwiajg interpretacje widm wielu biatek. Badania kilku biatek
globularnych przeprowadzit Buontempo iin (35). Szeroka absorpcja
tych biatek globularnych byta obserwowana w zakresie czestotliwosci od
40 cm-1 do 400 cm-1, prawdopodobnie z powodu kilkudziesiecioprocento-
wej zawarto$ci wody, zwigzanej w tych biatkach. W badaniach tych nie
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Tabela 4

Potozenia pasm pochodzacych od drugorzedowej struktury dla aminokwaséw w zakresie dalekiej
podczerwieni w cm-1

Struktura drugorzedowa Pis-
Aminokwasy mien-
helikalna | struktura nictwo
poli-L-alanina 90, 120, 370 250, 440 29
poli-L-alanina 250, 330, 559
poli-glicyna 1 268, 316, 559
(L-alanina-glicyna-glicyna)n 260*, 325*, 427b
strukturze ,,cross" 30
(L-walina-glicyna-glicyna)n 267, 328, 447, 543, 623
(L-walina-glicyna),, 250, 270, 362, 418, 539c
(alanina-alanina-glicyna),, 613d
D-alanina 420, 478
L-alanina 375—371 440—446
523—527 3
L-walina 409-415, 541
D-leucyna 394— 396,
467—472
L-fenyloalanina 481—484 501—502
mioglobina (77% struktura helik- 100, 150, 380 36
su)
izoenzymy kwasnej fosfatazy 362 37

a — drgania deformacyjne gtéwnego tafcucha oraz Ca-C(S zginajace,

b — drgania zginajace Ca-C/J,

¢ — drgania C’= O zginajace w plaszczyznie,

d — drgania C’—0 zginajace poza ptaszczyzne oraz drganie zginajace N-H poza ptaszczyzne.

udato sie zaobserwowac¢ pasm absorpcyjnych zwigzanych z drugorzedowa
strukturg biatek. Podobne widma dla mioglobiny, kazeiny i albuminy
w temperaturze 4,2 K wykonat Sholls iinni (29).

Chirgadze i inni (36) przeprowadzili badania mioglobiny z wie-
loryba w zakresie czestotliwosci od 10 cm-1 do 600 cm-1, zar6wno w sta-
nie natywnym jak i zdenaturowanym przez zmiane pH i ogrzewanie. Po-
miary wykonano dla zawiesiny biatka w wazelinie. Poréwnanie widm na-
tywnego i zdenaturowanego biatka, oraz w oparciu o uprzednie badanie
sekwencji aminokwasowych, podano interpretacje pasm pochodzacych od
struktury helikalnej mioglobiny. W stanie natywnym to biatko posiada
77°/lo aminokwaséw tworzacych strukture helikalng, a pozostate 23%
aminokwasow nie wykazuje uporzagdkowanej struktury. Po denaturacji
zawartosci helikalnej struktury zmalata do 15—20°/0. Strukturze helikal-
nej przypisano pasma przy czestotliwosciach ok. 100, 150 i 380 cm-1, ktdre
znikajg po denaturacji. Pozostate pasma przy czestotliwosciach ok. 324,
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420, 470 cm-1 zostaty zinterpretowane jako drgania grup bocznych tan-
cucha biatkowego. Pasma w zakresie czestotliwosci od 400 cm-1 do
500 cm-1 zwigzane zostaty z drganiami grupy C=0 (deformacyjne poza
ptaszczyzne) oraz zginajagcymi drganiami ‘tafcuchéw bocznych typu
CaCp-Cy. Znikanie tych pasm pod wptywem denaturacji wigzato sie z po-
wstaniem skiebionej formy aminokwasowych tancuchoéw bocznych. Przy
niepetnej denaturacji tancuchy boczne zachowujg swojg konformacje.
Stwierdzenie to ma charakter jakosciowy, gdyz trudno jest przeprowa-
dzac iloSciowe okreslanie natezenn pasm w tych eksperymentach. Powsta-
wanie molekularnych agregatéw podczas denaturacji biatek dodatkowo
znieksztatca ich widma.

Dalsze badania w tym zakresie czestotliwosci dostarczg informacji
0 niskoenergetycznych oddziatywaniach wystepujgcych w biatkach i uzu-
petnig dane o strukturze biatek.

Podobne prace dla izoenzymoéw kwasnej fosfatazy z watroby szczura
sg w trakcie przygotowywania (37). Wynika z nich, miedzy innymi, ze oba
izoenzymy posiadajg pasmo absorpcyjne lezace przy czestotliwosci
362 cm-1, ktore jest zwiazane z helikaling strukturg tych biatek i ktére
znika po denaturacji.

V. Spektroskopia ramanowska

Laserowa spektroskopia ramanowska jest technikg, ktéra wraz ze
spektroskopig absorpcyjng w zakresie podczerwieni uzupetnia naszg zna-
jomos$é struktury i dynamiki biatek (38). O ile spektroskopia absorpcyj-
na w zakresie podczerwieni jest czuta na zmiany momentow dipolowych
drgajagcych atoméw, to spektroskopia ramanowska daje mozliwos¢ reje-
stracji drgan atomowych poprzez zmiany ich polaryzowalnosci. Inten-
sywnos$¢ rozpraszania ramanowskiego zalezy od zmiany warto$ci polary-
zowalnosci molekularnej a, pochodzacej od drgan wibracyjnych, dang

wzorem 2, gdzie a0 jest polaryzowalnoscig molekularng w pozycji rowno-
da
wagi, okresla zmiane polaryzowalnosci a0 wzgledem wspotrzednej

normalnej Q drgajacego atomu. Intensywno$¢ rozporoszonego promienio-
wania ramanowskiego jest wprost proporcjonalna do kwadratu pochod-
nej polaryzowalnosci wzgledem odpowiedniej wsp6trzednej normalnej
danego oscylatora.

Pomiary widm ramanowskich biatek narzucajg na te technike szereg
warunkoéw technicznych, ktére musza by¢ spetnione aby otrzymaé widmo

7 Postepy Biochemii
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bardzo czesto labilnych biatek. Stosowanie wigzek Swiatta monochroma-
tycznego o duzych mocach powoduje silne ogrzewanie sie prébki co moze
spowodowac denaturacje biatka. Zapobiec temu mozna chiodzac probke
za pomoca kontaktu z chtodzonym uchwytem, lub przez uzycie termo-
statu stabilizujagcego temperature. Innym efektem znieksztatcajgcym wy-
nik pomiaru jest fluorescencja. Pasmo fluoroscencyjne lezy zazwyczaj
w obszarze 50,0 nm od dtugosci fali promienia laserowego wynoszgcego
zazwyczaj 488,0 nm lub 5145 nm. Usuwamy jg przez staranne oczyszcza-
nie probek, odwirowywanie i odgazowywanie roztworow, lub przez zwiek-
szanie dtugosci fali promieniowania wzbudzajagcego np. z linii 488,0 nm
do 647,1 nm. Czasem jednak fluorescencja nie ulega zmianie po takiej
procedurze. W takich przypadkach stosuje sie eliminacje krzywej tta flu-
orescencyjnego za pomocg komputera. Tto pochodzace od wody, w wod-
nych roztworach biatek, obniza sie przez zwiekszenie stezenia biatka lub
polipeptydu do 5 lub nawet 15°0 (2).

Widma Ramana roztwordw wodnych biatek, oprécz pasm pochodza-
cych od drgan bialek, posiadajg pasma od drgan czasteczek wody: dla
H2 mod vs wystepuje przy czestotliwosci 3439 cm-1 (oraz stabo przy
3300, 3600 i 3500 cm-1), a dla DzO przy 2532 cm-1 (oraz przy 2400
i 2600 cm-1). Mod v2dla HZ2O znajduje sie przy czestotliwo$ci 1640 cm-1,
a dla D20 przy 1208 cm-1. Maksima tych pasm sg przesuniete w stosunku
do analogicznych pasm wystepujacych w widmach absorpcyjnych w za-
kresie podczerwieni.

W widmach ramanowskich obserwuje sie drgania amidowe za pomo-
cg ktorych, podobnie jak w przypadku absorpcji w zakresie podczerwieni,
mozna okres$li¢ drugorzedowq strukture biatka. Potozenie tych pasm dla
biatek i polipeptydéw jest podobne w obu technikach.

Pezolet iin. (39) na podstawie poréwnania intensywnosci drgan
amid 111 dla kilku biatek przy czestotliwo$ci okoto 1240 cm-1 z intensyw-
noscig drgan typu zginajagcego grup metylowych przy czestotliwosci
1450 cm-1 i znajomosci sktadu procentowego struktury 3 zaproponowali
sposéb na okreslenie tej struktury w dowolnym biatku z doktadnoscia
+ 10%.

Poza okre$laniem drugorzedowej struktury biatek widma ramanow-
skie mozna stosowaé¢ do analizy lokalnych konformacji tahcucha biatko-
wego np. w miejscu wystepowania mostkéw siarczkowych. Drganie roz-
ciggajace wigzan -C-S- i -S-S- charakteryzujg sie duza intensywnoscig
w widmie Ramana. Lord iin. (40) zastosowali te pasma do analizy kon-
formacji mostkéw siarczkowych. Opierajgc sie na analizie zwigzkéw mo-
delowych oszacowali oni kat dwuscienny mostkéw siarczkowych wyste-
pujacych w lizozymie na okoto 114° oraz w rybonukleazie na 104°. Po-
dobne badania przeprowadzono dla a-chymotrypsyny, gdzie linia vsswy-
stepuje przy okoto 511 cm-1 (41), (3-laktoglobuliny (42) i insuliny (43).

Badania te zostaly doktadniej przeanalizowane przez Van Warta
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i in. (44) dla przypadku zwigzk6w modelowych oraz Sugeta (45),
Boyda (46)i Brunnera iin. (47) dla biatek.

Silne pasma pochodzace od r6znych konformacji mostkow siarczko-
wych obserwowano dla izoenzymdw kwasnej fosfatazy przy czestotliwosci
515 cm-1, 525 cm-1, 545 cm-1 i 555 cm-1. RO6wniez te same pasma badano
dla natywnej i denaturowanej arylosulfatazy B (48, 49). Na skutek silnej
denaturacji i hydrolizy pasma te przesuwaty sie do r6znych czestotliwosci
lezagcych w okolicach 490 cm*“1

Teimiczne zdenaturowanie lizozymu w 76°C powoduje zanik linii
VS-S (47).

Ciekawag prace dotyczacg badan niskoczestotliwos$ciowych drgan w wid-
mie Ramana dla zwigzk6w modelowych, posiadajgcych mostek siarczkowy
opublikowat Van Wart i in. (50).

Analiza pasm pochodzacych od drgan mostkow siarczkowych moze by¢
zastosowana do ilosciowego okre$lania tych grup w biatkach (51), co inny-
mi metodami nie jest proste do wykonania.

Drgania aminokwaséw aromatycznych mozna tatwo odrézni¢ od drgan
innych aminokwasow w biatku. Linie pochodzace od tryptofanu obserwu-
je sie przy 570, 757, 881, 1011, 1356, 1417 i 1552 cm-1, podczas gdy feny-
loalanina posiada linie ramanowskie przy 622, 1005, 1053 cm-1. Histydyna
posiada linie przy 623, 985, 1204 i 1265 cm-1. Dane literaturowe (52, 53)
dostarczajg sposobdw na okreslanie lokalnego utozenia tych grup w biatku,
gtownie pod katem ukierunkowania tych aminokwaséw w stosunku do
,hydrofobowego wnetrza” globuli, lub w stosunku do jej hydrofilowej
otoczki w ktdrej aminokwasy te oddziatujg z czgsteczkami wody.

Badajac kobramine A i B z jadu kobry (52, 54) zmierzono stosunek
wzajemnych intensywnos$ci pasm reszty tyrozynowej przy czestotliwosci
644, 828 i 853 cm-1. Stosunek ten byt réwny odpowiednio 0,5; 1,0; 0,5
i autorzy przypisujag go tyrozynie, ktora jest skierowana do hydrofobo-
wego wnetrza globuli. W przypadku gdy reszta tyrozynowa jest otoczona
czasteczkami wody np. w peptydzie glicylotyrozyny, stosunek ten wynosi
0,7; 1,0; 1,4. Linia ramanowska przy 828 cm-1 posiada w tym przypadku
intensywno$¢ oznaczong jako 1,0.

Spiker iin. (55) badali widmo ramanowskie w zakresie od 700 cm-1
do 1500 cm-1 dla réznych stanéw kompleksu woda—fosfolipidy. W tym
zakresie przesunieé czestotliwosci obserwowano drgania typu C-C rozcig-
gajace. Badania tego typu sg bardzo przydatne do dalszego rozwoju badan
oddziatywan biatek z btonami biologicznymi. Badania ramanowskie w za-
kresie odpowiadajagcym drganiom rozciggajagcym C-C daja mozliwosé
okreslenia zawartosci form typu trans lub gauche, powodujgcej skiebienie
sie tancucha weglowodorowego.

Analogiczne badania za pomocg spektroskopii ramanowskiej przepro-
wadzit Lis ze wspétpracownikami (56) uzywajgc do okreSlenia struk-
tury lipidu obszaru drgan typu C-H rozciggajacych, lezacych w zakresie

7*
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od 2800—3100 cm-1. Dzieki tym badaniom okreslono wptyw cytochromu c
i oksydazy cytochromu c¢ na btone lipidowa. Podobne badania przeprowa-
dzono dla fibrynogenu i albuminy, oraz L-leucyny, L-izoleucyny, L-trypto-
fanu, itp. (57).

Gauzeliin (58) opublikowali widma lizozymu w niskoczestotliwos$-
ciowym zakresie przesunie¢ czestotliwos$ci od okoto 10 do 200 cm-1. Widma
krystalicznej prébki i roztworu wodnego nie wykazaty ostrych pasm ra-
manowskich. Obserwowano pasma przy 25, 75, 115 i 160 cm-1. Pierwsze
Z nich jest przez autoréw interpretowane jako miedzymolekularny mod
wibracyjny, ktéry znika dla enzymu w roztworze. Ponadto autorzy przy-
pisuja pasmu przy 75 cm-1 drganie fancucha biatkowego (torsyjne), po-
chodzace od struktury heliksalnej, a stabe drganie przy 160 cm-1 przypi-
sujg drganiu zginajacemu tancucha biatkowego posiadajgcego strukture 3

Chen i in. (59) uzyli techniki ramanowskiej do badania wplywu
denaturacji termicznej na strukture rybonuklezy A. Podczas wzrostu
temperatury obserwowali oni obnizanie czestotliwo$ci modu vs sz 516 cm*“1
w temperaturze 32°C do 507 cm*“1w temperaturze 70°C. Ponadto obserwo-
wano wzrost szerokosci potéwkowej tego pasma. Wzrost stosunku natezen

. ,1(854%._.,
linii tyrozynowych przy 854 i 830 cm . = 30)* swiac*czy 0 rozwinieciu
struktury tego biatka.

Badaniom drugorzedowej struktury biatek za pomocag spektroskopii
ramanowskiej poswiecono wiele prac (28, 60, 61), niektore z tych prac (61)
zawierajg réwniez informacje o wynikach badan technikg ramanowskg
kwaséw nukleinowych i polinukletydow.

V1. Rezonansowa spektroskopia ramanowska

Biatka zawierajgce grupy prostetyczne, lub potgczone z czgsteczkami
aktywatorow lub inhibitoréw, posiadajgcych pasma obsorpcyjne w za-
kresie promieniowania elektromagnetycznego uzytego do wzbudzenia
probki wymagaja zastosowania innej techniki pomiaru niz w normalnym
efekcie Ramana. Intensywno$¢ rozproszenia Ramana wzrasta w tym przy-
padku o kilka rzedéw i jest ona proporcjonalna do kwadratu pochodnej
polaryzowalno$Sci molekuty. Elementy tensora polaryzowalno$ci sa dane
rownaniem Kramersa-Heisenberga-Diraca (61), przedstawionym we wzo-
rze 3,

(1den = 3 e

1 z (M)meMi)en , (Mi)me(Mj)en
1'43_7'0'*'7.'11' Ve+ v, + il
<

gdzie m, n, e oznaczaja odpowiednie stany: poczatkowy, koAcowy i wzbu-
dzony molekuly. Sumowanie prowadzone jest po wszystkich stanach.
Wielkosci (Mj)me oraz (Mi)en s3 momentami przejscia elektrycznego dipola
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wzdtuz kierunku ,,j” oraz ,,i”, miedzy odpowiednimi stanami energetycz-
nymi. Czestotliwos$¢ przejscia ze stanu ,,m” do ,,e” oznaczona jest przez
wielkosci ,,ve”, ,v0’ oraz ,vs’, ktdre sg czestotliwosciami promieniowania
padajgcego, rezonansowego i rozproszonego.

W przypadku rezonansu, gdy ve= V0, pierwszy element wyrazenia 3
staje sie bardzo duzy dla odpowiednich przejs¢ elektronowych. Woéwczas
zasadniczg role odgrywa czton ttumigcy ,,ilY’, ktéry jest miarg szerokosci
pasma dla przejscia elektronowego. Wielkos¢ ,,I’é’jest statg ttumienia.

Zastosowanie techniki rezonansowego efektu Ramana wymaga dopa-
sowania czestotliwo$ci promieniowania wzbudzajacego do czestotliwosci
przejscia elektronowego i do stosowania matych stezen biatek w roztwo-
rze, rzedu 0,1 mM. W tych warunkach nie obserwuje sie w widmie Ra-
mana pasm pochodzacych od biatka, lecz od barwnika z nim zwigzanego.
Taka technika umozliwia obserwacje zmian widma emisyjnego pochodzg-
cego od barwnika zwigzanego z biatkiem, poddanego dziataniu rdznych
czynnikéw fizycznych i chemicznych.

Po raz pierwszy technike rezonansowego efektu Ramana zastosowano
do badania hemoglobiny (63, 64) i cytochromu c (65, 66) w 1972 roku.

Przegladowga prace poswiecong badaniom biatek hemowych wraz z bo-
gato cytowang literaturg opublikowat Spiro (67). Widma rezonansowe
Ramana (RR) silnie zalezatly od sposobu przeprowadzenia dos$wiadczenia,
od stezenia roztworu i diugosci fali wzbudzajacej. Inne badania doty-
czace wptywu ligandéw na rézne cytochromy c przeprowadzit Kitaga -
w a (68).

Badania nad tymi biatkami umozliwity opisanie wigzania tlenu w ukta-
dzie zelazo-pierscien porfirynowy. Atom tlenu po odwracalnym zwigzaniu
sie z zelazem powoduje zmiane czestotliwosci drgan atomoéw =C-N po-
chodzacych z grup pirolowych igrup C-H w widmie rezonansowego efektu
Ramana.

Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze widma RR cytochromu c i he-
moglobiny wykazujg niezwykte wilasnosci polaryzacyjne. Kilka silnych

pasm wykazuje odwrotng polaryzowalno$é. Stosunek depolaryzacji ¢ =

w tym przypadku dazy do nieskoriczonosci. Teoretycznie ten efekt tyyl/’r
dyskutowany przez Spiro i Strekasa (66, 69).

Technika rezonansowego efektu Ramana zostata uzyta m.in. przez
Carey’a iin. (70) do badania wigzania molekut metyloranzu z biatkiem
albuminy surowicy wotowej.

Kilka ciekawych prac zastosowania rezonansowego efektu Ramana do
badan chlorofilu a i b w roztworze (71), jego ,,fotosyntetycznej” struktury
w niskich temperaturach (72) i badania wiasnosci centrum aktywnego
opublikowat Lutz iin. (73).

Carey iin. (74, 75) wykorzystali ten efekt do badania zmian struk-
tury substratu w centrum aktywnym chymotrypsyny. Ta ciekawa praca
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wykazuje mozliwos¢ Sledzenia kinetyki reakcji enzymatycznej z uwzgled-
nieniem zmian strukturalnych centrum aktywnego enzymu i struktury
substratu, rozpadajacego sie podczas reakcji na produkty.

Nalezy przypuszczac, ze technika rezonansowego efektu Ramana w za-
stosowaniu do badan biologicznych, obok innych technik spektroskopo-
wych w zakresie podczerwieni, w znacznym stopniu przyczyni sie do ba-
dania oddziatywan biatek z innymi czgsteczkami, wystepujagcymi in vivo.

Labilno$¢ badanych roztworow biatek w spektroskopii ramanowskiej
narzuca specjalne wymagania techniczne na przeprowadzane ekspery-
menty. Aby unikngé efektow grzania stosuje sie tak zwane ,wirujgce ka-
tamarze”, ktorych zasada jest przedstawiona na rycinie la (76). Obraca-
jacy sie w ,katamarzu” roztwdr biatka, zostaje ,przyklejony” do $cianki
naczynia na skutek dziatania sity odsrodkowej, co zapobiega przegrzewa-
niu sie prébki i jej denaturacji.

obracajacy sie
1

katamarz
X

detektor J : detektor

N

ptytka

Il I
| |
laser laser-~
silnik .
tioki d)
l ’/ w l t'ok\l l
roztwér roztwor substan-
A B cja foto-
A |czuta

detektor

@ b vkapilara przeplywowa
\\

promieniowanie S\ o

Ryc. 1. Schematy przystawek do specjalnych technik uzywanych w badaniach rama-
nowskich biatek. Opis w tekscie.

W analogiczny sposob unika sie grzania probek statych, na wirujgcych
ptytkach, co przedstawiono na rycinie 1b. Im wieksza jest predko$¢ wiro-
wania tych substancji, tym grzanie promienia laserowego jest mniejsze.
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Jednoczes$nie stosunek sygnatu do szuméw pomiarowych wzrasta okoto
10 razy dzieki zastosowaniu tej techniki.

Zastosowanie techniki ramanowskiej, lub absorpcyjnej w zakresie pod-
czerwieni, do badania reakcji enzymatycznych uzyskuje sie za pomocg
systemu dwu naczyn potgczonych, w ktorych znajduje sie: enzym A oraz
substrat B, co przedstawia rycina 1c. Przeptywajace ciecze pod ci$nieniem
taczg sie w punkcie C, gdzie nastepuje mieszanie sie tych roztworéw i za-
czyna zachodzi¢ reakcja enzymatyczna. Dobierajgc odpowiednio szybkos$¢
przeptywu roztworow A i B mozna $ledzi¢ kolejne stadia reakcji. Podobny
efekt mozna uzyskaé obnizajagc temperature tych cieczy, ale technika ta
nie jest tak samo skuteczna, jak regulacja predkosci przeptywu obu tych
cieczy. Wadg techniki przeptywowej jest konieczno$¢ posiadania duzej
ilosci wysoko podczyszczonego enzymu w roztworze wodnym.

W technice rezonansowego efektu Ramana lub w przypadkach gdy po-
miar Ramana jest wykorzystany do badan substancji fotoczutych, wyko-
rzystuje sie technike szybkiego przeptywu (rapid flow). Polega ona na tak
szybkim przeptywie badanego roztworu w miejscu wzbudzenia i pomiaru,
by niekorzystyny efekt (np. fotolizy, fotosyntezy, itp.) nie wptywat na
wynik pomiaru, co przedstawiono schematycznie na rycinie 1d. Technika
tego typu zostata zastosowana miedzy innymi do badahA rodopsyny i izo-
rodopsyny (77, 78).

Mozliwos¢ $ledzenia wiasnosci molekularnych wchodzacych w skiad
Zywego organizmu, réznymi technikami spektroskopowymi, stawia te me-
tody na czele wspoéiczesnych technik majacych wazne znaczenie w roz-
woju wspoétczesnej biologii (2, 79, 80).

Praca zostata wykonana w ramach problemu resortowego R-I111-14
koordynowanego przez Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw.

Artykut nadszedt 1.10.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 13.3.1978.
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SPRAWOZDANIE

Il Szkota Biologii Molekularnej

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

Akademia Nauk i Towarzystwo Biochemiczne NRD zorganizowato Drugg Szkote
Biologii Molekularnej pod tytutem: ,,Mutagenesis — Virus — Cancer”. Zwigzek tych
tematéw jest oczywisty: przyjmuje sie, ze transformacja nowotworowa komérek moze
zachodzi¢ w wyniku mutacji, bgdZz w wyniku dziatania wirusa onkogennego. Zostaty
wygtoszone 22 wyktady, w wiekszosci przez kolegéw z NRD, z Instytutéw Akademii
Nauk: Biologii Molekularnej i Onkologii (Berlin-Buch), Genetyki (Gatersleben)
i Mikrobiologii (Jena). Z zaproszonych wyktadowcéw, dwu pochodzito z Belgii (Uni-
wersytet Brukselski), dwu z Czechostowacji (Instytuty Akademii Nauk — Wirusologii
w Bratystawie i Genetyki Molekularnej w Pradze) i jeden z Polski (Uniwersytet
Gdanski). Temat mojego wyktadu brzmiat ,,Bacteriophage lambda gene expression
in the prophage and plasmid states”. Szkota zgromadzita 115 uczestnikéw, ktérzy
brali zywy udziat w dyskusji wywigzujgcej sie po kazdym z wyktadow.

Pierwsza Szkota Biologii Molekularnej odbyta sie w maju 1976 r. w Rheinhards-
brunn w Turyngii; jej tytut brzmiat ,,Molecular basis of differentiation”. Organiza-
torzy planuja nastepng ,,Szkote” na rok 1979, (prawdopodobnie pod tytutem: ,,Gene
transfer”) z jeszcze wiekszym niz w biezacym roku udziatem zaproszonych gosci
z zagranicy. Koledzy z NRD przywiazujg duza wage do tej formy ksztatcenia mto-
dych pracownikéw nauki, ze wzgledu na niezwykle mala liczbe stazowych wyjazdow
zagranice. Wydaje sig, ze podobna ,,Szkota” mogtaby by¢ z pozytkiem zorganizowana
w Polsce, zwtaszcza, ze u nas wyjazdy stazowe zagranice dotyczg praktycznie tylko
pracownikéw po doktoracie, a wiec w wieku 30—40 lat.

K. Taylor
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W. Ferdinand, The Enzyme Molecule

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

Jest to zwiezty i nowocze$nie ujety podrecznik enzymologii, pomyslany przez
autora — wyktadowce enzymologii w Department of Biochemistry Universytetu
w Sheffield —w zasadzie jako podrecznik akademicki.

Dwa pierwsze rozdziaty ksigzki stanowia wprowadzenie w enzymologie. Roz-
dziat 1— Enzym w komorce, uzasadnia og6lnobiologiczng konieczno$¢ dziatania enzy-
moéw w uktadach zywych jako biokatalizatoréow i regulatoréw homeostazy komorek,
krotko tez podkresla praktyczne zastosowanie badan enzymatycznych w takich dzie-
dzinach jak diagnostyka medyczna, chemioterapia, réznicowanie tkanek i rozwdéj
organizmoéw, a takze przemyst. Rozdziat 2— Bioenergetyka i kinetyka, daje podstawy
termodynamiczne przebiegu reakcji enzymatycznych, zwracajac uwage na subtelng
réwnowage i ogromng labilno$¢ uktadéw enzymatycznych. Rozwazania kinetyczne
stuzag do wyprowadzenia hipotezy Michaelisa i Menten, a nastepnie Briggsa i Hal-
dane’a. Krétko omowione sg tu tez pomiary aktywnosci oraz zmian ilosciowych en-
zymow.

Rozdziat 3 omawia budowe biatek jako podstawe ich funkcji katalitycznej, pod-
kreslajac role roznego typu wigzan w ksztattowaniu trzeciorzedowej struktury biatek
na mozliwie najnizszym poziomie energii swobodnej oraz zwracajac szczegélng uwage
na role wigzan hydrofobowych w tworzeniu struktur czwartorzedowych.

Rozdziat 4 zajmuje sie powigzaniem funkcji enzymu z strukturg. Szczegétowo
omawiane sg centra wigzace ligandy wraz z metodami analizy tworzenia kompleksu
biatko-ligand (spektrofotometryczne, potencjometryczne, réwnowagi dializacyjnej).
Teoretycznie wyprowadzona jest metoda Scatcharda oznaczania liczby centréw ligan-
dowych o identycznej i réznej wartosci statych dysocjacji powstatego kompleksu.
Z metod oznaczania specyficznosci miejsc ligandowych autor omawia chemiczng mo-
dyfikacje biatka enzymatycznego i chemiczng modyfikacje ligandéw (,affinity la-
belling”). W dalszym ciagu omoéwiono hipoteze Koshlanda Jr., o wzbudzonym dopa-
sowaniu (,induced fit”), rozroznienie centrow aktywnych i allosterycznych oraz spe-
cyficzno$¢ dziatania enzymow. W tym tez rozdziale omoéwione sg — bardzo krotko —
proenzymy, izoenzymy oraz zagadnienia aktywacji, inaktywacji i inhibicji enzymoéw.
Rozwazania na temat katalizy enzymatycznej dotyczg kompleksu aktywnego i energii
aktywacji. W pierwszym przypadku szczegolnie obszernie omoéwiono uktady enzym-
-substrat, dla ktérych udaje sie stworzy¢ analogowe uktady trwate w stanie komplek-
su; analog substratu tworzacego taki kompleks musi byé oczywiscie silnym inhibito-
rem kompetycyjnym. Rozwazania te doprowadzaja do skonstruowania ztozonego
diagramu przebiegu reakcji katalizowanej enzymatycznie w poréwnaniu do prostego
przebiegu reakcji niekatalizowanej wymagajacej kilkakrotnie wiekszej liczby wolnej
energii aktywacji. Uwypuklona zostata ta zasadnicza rola czynnikéw wptywajacych
na obnizenie energii aktywacji reakcji enzymatycznych. Te rozwazania teoretyczne
zilustrowano szczeg6towo przykiadem dziatania rybonukleazy A.
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1'ozdziaty 5 i 6 zajmuja sie kinetyka reakcji enzymatycznych. Pierwszy z nich
analizuje kinetyke pojedynczych (niezaleznych) centréow. Szczegétowo omawia kine-
tyke reakcji jednosubstratowych, rozwazajac role wszystkich czynnikéw mogacych
mie¢ wptyw na przebieg i szybko$¢ reakcji (stezenie enzymu i produktu oraz zalez-
no$¢ Haldane’a, izomeryzacja kompleksu, izomeryzacja enzymu, inhibitory i akty-
watory, dziatania kompetycyjne, czeSciowo kompetycyjne, niekompetycyjne i mie-
szane, pH, temperatura, sita jonowa i stata dielektryczna roztworu). W dalszym ciggu
w tym samym rozdziale omoéwiono obszernie reakcje dwusubstratowe: o dowolnej
kolejnosci (przypadkowe), rozgatezione (random) wraz z regutami strukturalnymi
Wonga i Hanesa (1), zilustrowanymi prostym przyktadem reakcji rozgatezionej
zaproponowanym przez Ingrahama i Makowera (2) oraz nieuporzadkowane,
nierozgatezione, sekwencyjne i niesekwencyjne (typu ping-pong) wraz z schematami
Clelanda (3) oraz metodg Dalziela (4) graficznego wyznaczania typu reakcji
i rozwazaniami nad inhibicjg réznymi produktami kolejnych etapéw reakcji.

Rozdziaty 7 i 8 poswiecono roli enzyméw w kontroli metabolizmu. Rozdziat 7 zaj-
muje sie kontrolag metabolizmu komdérkowego poprzez regulacje aktywnosci enzymow
(,,fine control of enzyme activity”). Po krétkim oméwieniu regulacji szybkosci reakcji
(wyrazonej jako przeptyw metabolitéw, ,,flux”) przez proste sprzezenia zwrotne, autor
wskazuje na bardzo ograniczone mozliwos$ci tego typu dziatania i ogromne uproszcze-
nie calego zagadnienia przez sprowadzenie go do tak prostego modelu. Stawia wiec
przed czytelnikami pytania poszerzajgce zagadnienie: czy kazdy etap toru metabo-
licznego moze byé miejscem regulacji i jakim warunkom musi odpowiada¢ enzym
regulujacy jaki$ odcinek metabolizmu. Na drodze stosunkowo prostego rozumowania
i rachunku wykazuje, ze enzymy bedace regulatorami ciggéw muszg dziata¢ w wa-
runkach dalekich od stanu réwnowagi, a wiec in vivo nieodwracalnie oraz przy znacz-
nym nadmiarze substratu. Na podstawie tych na wp6t empirycznych wnioskéw przed-
stawia nastepnie z pewnymi skrotami (w szczegdlnosci w wywodzie matematycznym)
teorie Kacsera i Burnsa (5 regulacji toru metabolicznego przez sprzezone
dziatanie szeregu enzymdw i substratéow. W dalszym ciggu wskazuje na koniecznos$¢
dziatania w takich uktadach mechanizméw wigczajacych, zaptonowych (,switch
mechanisms”), ktorymi sa enzymy allosteryczne o sigmoidalnej krzywej szybkosci
reakcji, bardzo czute na dziatanie aktywatorow i inhibitoréw. Krétki rozdziat 8 po-
Swiecono kontroli metabolizmu przez regulacje stezenia — a wiec biosyntezy enzymoéw.
Autor omawia tu teorie operonu Jacoba i Monoda, a takze zastanawia si¢ pobieznie
nad czynnikami kontrolujgcymi degradacje enzyméw i ,turnover” biatek.

Dwa dodatki do wiasciwego tekstu omawiajg nazewnictwo i klasyfikacje enzy-
mow oraz metody oczyszczania biatek.

Ksigzke napisano w sposob jasny nie pozbawiony humoru i przystepny, chwilami
niemal ,‘topatologicznie”, nie tracac przy tym charakteru naukowego. Niektére jej
rozdziaty sa mocno nasycone wywodami matematycznymi, czego w nowoczesnej enzy-
mologii, w szczegélnosci w rozwazaniach kinetycznych czy przy wyprowadzaniu
teorii nie da sie unikng¢. Wielka jej zaletg jest wyjscie —chyba po raz pierwszy
w podreczniku akademickim — poza omoéwieniem najprostszego sposobu regulacji
reakcji sprzezeniem zwrotnym, wprowadzenie teorii Kacsera i Burnsa, rozszerzajgcej
w sposéb zasadniczy pojecia o mechanizmach regulacji metabolizmu na poziomie
komérkowym. Uwazny czytelnik znajdzie tez w tek$cie sporo wskazéwek technicznych
przydatnych w pracy laboratoryjnej.

Obok niezaprzeczalnych zalet ksigzka w niedostatecznym chyba stopniu porusza
pewne sprawy, ktérych miejsce powinno by¢ wtasnie w tego typu podreczniku. Bar-
dzo mato méwi na temat izoenzymoéw, ograniczajac sie jedynie do modelu LDH. Nie
wyjasniono zupetnie réznicy w mechanizmie dziatania koenzyméw i grup prostetycz-
nych. Oméwienie proenzymoéw, nota bene bardzo pobiezne, zyskatoby ogromnie przez
zilustrowanie go klasycznym modelem trypsynogen — trypsyna. Przy omawianiu regu-
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lacji, ktéremu autor poswiecit az dwa rozdziaty, nalezaloby chyba przynajmniej
wspomnie¢ o dwdch podstawowych i nadrzednych uktadach regulujacych catos¢ me-
tabolizmu komoérkowego, mianowicie uktadzie nukleotydéw adenylowych (ADP/ATP)
i nikotynamidowych (NAD/)/(NAD/P/H) i powigzaniu ich z bezposrednia regulacja
enzymatyczng. Jako jedyny enzym regulujacy uktad ADP/ATP wymieniono kinaze
adenilanowg. W tym miejscu nalezatoby chyba réwniez wspomnie¢ o koncepcji
Atkinsona ,tadunku energetycznego uktadu adenilanowego” (,,energy charge of the
adenylate system™), oraz o jego wspdidziataniu z mechanizmem regulacji na drodze
sprzezeh zwrotnych (6), a takze postulowang koniecznoscig taczenia badania dziatania
regulatora reakcji enzymatycznej z zmianami ,tadunku energetycznego” (7). Wskazane
bytoby roéwniez rozréznienie prostych reakcji odwracalnych typu A”~B od reakcji
»mikrocyklicznych”, w ktérych reakcja w kierunku odwrotnym biegnie inng droga

(A B). Niestusznym jest chyba podanie jako przyktadu oznaczania fumarazy (str. 37)
bez wyjasnienia mechanizmu tej reakcji (8), ktérym rowniez nalezatoby zilustrowaé
omawianie diagramu aktywacji (Ryc. 39 str. 123). Brak tez przynajmniej uwagi, ze
teoria operonu stuszna dla Procaryota nie ttumaczy zadawalajgco regulacji proceséow
u Eucaryota. Zapewne jedng z przyczyn tych brakdéw byta szczupto$é podrecznika,
wydaje sie jednak, ze przy tak obszernym i szczegétowym potraktowaniu niektorych
problemoéw roéwniez i wymienione zagadnienia powinny byty byé choé w Kkrétkiej
formie poruszone, a przynajmniej zasygnalizowane. Wreszcie piSmiennictwo w czesci
zasadniczej podrecznika zrzadka tylko dociaga do roku 1973.

Pomimo tych usterek uwazam ksigzke W. Ferdinanda za bardzo dobry podrecznik
akademicki —w catosci dla studentéw specjalizacji biologii molekularnej, a w duzych
partiach takze dla innych specjalizacji biologii. Uwazam, ze wobec braku aktualnego
w naszej literaturze zwieztego i dostatecznie nowoczesnego podrecznika enzymologii
nalezatoby dazy¢ do jak najszybszego przettumaczenia go na jezyk polski.
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Toksyny zawsze byty przedmiotem duzego zainteresowania cho¢ nie zawsze z tych
samych przyczyn. Niegdy$ zajmowali sie nimi kaptani kultéw prymitywnych i cza-
rownicy— bo dziataty silnie, groZznie i tajemniczo. P6zniej przyciagnety uwage ludzi,
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szukajacych skutecznych drog ratowania ofiar pokasania przez jadowite zwierzeta
czy usitlujgcych wykorzysta¢ wiasciwosci toksyn dla innych celéw medycznych. Po
erze czystej empirii toksyny staly sie atrakcyjnym (jezeli jest to w odniesieniu do
nich wilasciwe stowo) przedmiotem badann w rozmaitych dyscyplinach biologii,
a zwtaszcza w biochemii, neurochemii, cytologii oraz w medycynie i farmacji. Coraz
wiecej biologéw sie nimi interesuje, gdyz wybidrczos¢ interakcji toksyn z elementami
subkomaérkowymi czyni z nich niezwykle uzyteczne narzedzie badawcze przy mole-
kularnym podejsciu do zagadnien biologicznych.

Nie wszystkie aspekty dziatania i struktury toksyn sg poruszane w recenzowanej
ksigzce, nie jest ona bowiem ani monografig ani podrecznikiem ale zbiorem materia-
téw z sympozjum, ktére odbyto sie w Tokyo pod egida Miedzynarodowego Towa-
rzystwa Toksynologii. Zamieszczono w niej 50 prac doswiadczalnych (ale ani jednej
przegladowej), z ktérych 29 dotyczy toksyn zwierzecych, 17— bakteryjnych i 4—
roslinnych. Szczegétowe ich omawianie w recenzji mogtoby wydawac sie niecelowe,
bo Sympozjum odbyto sie w roku 1974, ksigzka za$ ukazata sie w roku 1976 a do re-
cenzji przystano jg jeszcze w rok pézniej. Jednakze ,,toksynologia” jest w Polsce tak
mato popularna, ze chyba warto skorzysta¢ z okazji by zwroéci¢ uwage na jej inter-
dyscyplinarny charakter i na szerokie mozliwosci, jakie w eksperymencie biochemicz-
nym daje wysoka swoisto$¢ biatek izolowanych z wielu jadow (jak lepiej jest okreslaé
surowy materiat o wlasnosciach toksycznych).

Swiadectwem stopnia zaawansowania badann nad toksynami jest to, ze w catlej
ksigzce nie ma witasciwie ani jednej pracy, w ktorej przedmiotem badania bylyby
nieoczyszczone jady. Stosujgc rozmaite metody izolacji wyodrebniano z nich do ekspe-
rymentu toksyny dziatajgce na uktad nerwowy (neurotoksyny), toksyny majace wtasci-
wosci hemo- czy w ogole cytolityczne, a takze — wywotujgce martwice tkanek, krzep-
niecie krwi, krwotoki, hemaglutynacje, podraznienie skéry. Toksyny te identyfiko-
wano jako biatka proste, glikoproteidy, mucyny, a byty wéréd nich i zwigzki drob-
noczasteczkowe jak aminy farmakologicznie czynne, zwigzki fenolowe i zwigzki wie-
lopierscieniowe powierzchniowo czynne. Wykazywaly one funkcje biochemiczne —
bylty enzymami nukleolitycznymi, mono- i dwufosfoesterazami, ADP-azg, inhibitora-
mi i aktywatorami proteaz. Najbardziej jednak interesujgce byly te toksyny, ktorych
dziatanie mozna byto jednoznacznie przypisa¢ ich funkcji biochemicznej —a wiec
neurotoksyny silnie wigzace sie z receptorem cholinergicznym, fosfolipazy uszkadza-
jace strukture lipidowg blony komoérkowej, proteazy aktywujace w drodze ograni-
czonej proteolizy czynniki uktadu krzepniecia krwi. Sprawy te nie beda jednak tutaj
omowione szczeg6towo, bo przeciez od Sympozjum w Tokio uptynely juz przeszio
trzy lata i czytelnik je bez wiekszego trudu znajdzie w wielu artykutach przeglado-
wych, jezeli nie w monografiach.

Warto jednak zwrécié, nieco przekornie, uwage na kilka prac, czeSciowo majacych
charakter wstepny, a poruszajacych problemy ktore nie staty sie w miedzyczasie
przedmiotem zamierzonych na szerszg skale badan. Dokonany wybér jest z koniecz-
nosci subiektywny i oparty o optymistyczne zatozenie, ze jedyng przyczyna braku
kontynuacji tych prac w ciggu ostatnich trzech lat byta przemozna presja ,,mody”
w badaniach naukowych, a nie — niepowodzenia w weryfikacji wcze$niejszych wy-
nikow.

Badania nad neurotoksynami w znacznej cze$ci dotyczyly a-neurotoksyn tj. toksyn
reagujacych z receptorem cholinergicznym w btonach post-synaptycznych —ich struk-
tury pierwszorzedowej, rozmieszczenia grup kationowych tworzacych wigzania (sol-
ne?) z receptorem, a wiec tematéw niejako klasycznych. Pojawito sie jednak réwniez
zainteresowanie innymi neurotoksynami. W jadzie dasznika modrego (Bungarus
coeruleus, znany z literatury przygodowej ,krait” indyjski, dostarczyciel szeroko
stosowanej w badaniach a-neurotoksyny — bungarotoksyny) znaleziono toksyne dzia-
tajacg na synapsy cholinergiczne, ale na ich btone pre-synaptyczng a nie — post-sy-
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naptyczng. Badania nad jej strukturg sg juz w toku, a—bez wzgledu na to czy okaze
sie ona uzyteczna leczniczo czy tez pozwoli na lepsze poznanie struktury molekularnej
btony pre-synaptycznej (a moze —znajdujgcego sie tuz za blong aparatu wydzielni-
czego komorki nerwowej) —napewno warto $ledzi¢ dalsze losy tej pracy. W jadzie
za$ kobry wykryto neurotoksyne, dziatajgca na ztgcza neuromuskularne stawonogéw,
a wiec zwierzat u ktérych nie majg one charakteru cholinergicznego; toksyna ta wy-
daje sie mie¢ aktywno$¢ fosfolipazowg. Nasuwa sie wiec tutaj pytanie, czy neuro-
toksyna ta nie okaze sie ewolucyjnie spokrewniona zaréwno z fosfolipazami jadow
wezowych jak i z a-neurotoksynami, np. czy ewolucja neurotoksyn nie prowadzita
od pierwotnej fosfolipazy, lizujacej btone komérkowa, do czynnikéw reagujacych
bardziej swoiscie z wybranymi elementami jej struktury. Moze jest to pochopna spe-
kulacja, ale nalezy pamieta¢, ze z a-neurotoksyn wezowych wyksztatcity sie hormony
polipeptydowe zwierzat wyzszych jak sekretyna i glukagon. Studia wiec poréwnawcze
nad strukturg tych biatek majg szanse rzuci¢ $wiatto na szlaki ewolucji uktadu hor-
monalnego i na zrozumienie jakie cechy molekuty hormonu sa odpowiedzialne za
jego funkcje regulacyjne.

Wiele réwniez do myslenia dajg prace nad naturalnymi czynnikami antytoksycz-
nymi. W surowicy Vipera palestinae (bliska lecz grozniejsza krewna naszej poczciwej
zmii zygzakowatej, Vipera berus) wykryto biatko neutralizujgce neurotoksyny zmij
homologicznych a takze — grzechotnika i kobry. Miato ono cigezar czgsteczkowy 56 000,
niewatpliwie wiec nie byto antytoksyczng immunoglobuling. Czym wiec mogto ono
by¢é — analogiem receptora cholinergicznego, krazagcym we krwi? swoista proteazg? —
nie wiadomo, ale implikacje poznawcze i praktyczne tego odkrycia sg raczej oczy-
wiste. Nb. odpornos$¢ na toksyny wezowe ichneumona (kiplingowskiego Rikki-Tikki-
Tavi) w ogodle nie ma charakteru humoralnego. Jezeli zdamy sobie sprawe z tego, ze
z réznych Zrédet naturalnych mozna mie¢ toksyny wybidrczo reagujace z btong pre-
synaptyczng, albo z btong postsynaptyczng (i to o réznym powinowactwie), albo z inny-
mi elementami synaps, a takze czynniki antytoksyczne nie-odpornosciowe, to jasnym
bedzie, ze niewielka jak dotad czes¢ mozliwosci eksperymentalnych w tym zakresie
zostata wykorzystana w molekularnej neurofizjologii. Jeszcze bardziej smetne re-
fleksje budza pracé nad neurotoksynami bakteryjnymi, przedstawione na omawianym
Sympozjum. Kilka z nich opisywato wydajne i eleganckie metody czyszczenia toksyn
z réznych drobnoustrojow i badania nad ich struktura. Nie zajmowano sie jednak
mechanizmem ich dziatania, tak jakby przeoczono, ze sg one o tyle bardziej intere-
sujace od neurotoksyn wezowych, ze wykazujg — jak toksyna tezcowa i botulinowa —
powinowactwo do o$rodkowego ukiadu nerwowego. Czyzby i tu zawazyto to, co
eufenistycznie nazywa sie ,,modg”, a co sprawia, ze tak wiele oSrodkéw woli dziata¢
w odwodzie i cieniu o$rodkéw przodujgcych niz ryzykowa¢ podejmowanie oryginal-
nych tematéw.

Fosfolipazy sg w wielu jadach czynnikiem odpowiedzialnym za nekroze tkanek,
ale ciggle stanowig jeszcze dosy¢ zagadkowg grupe enzymoéw. Przykiadem tu moze
by¢ praca nad fosfolipazg A z czarnej mamby (Dendroaspis polylepsis, najgrozniejszy
moze jadowity waz afrykanski, jeden z nielicznych ktéry atakuje cztowieka bez pro-
wokacji). Fosfolipaza ta stabo dziata na komérki krwi cztowieka, podobna wigc jest
do fosfolipazy A z jadu kobry ale wyraznie rézni sie¢ od fosfolipazy A z jadu weza
morskiego (Enhydrina schistosa), ktora na krwinki ludzkie dziata bardzo energicznie.
Takie zrdéznicowanie fosfolipaz o formalnie identycznej swoisto$ci substratowej jest
zresztg dobrze znane z badahn nad toksynami bakteryjnymi i na ogét przypisuje sie je
asymetrii rozmieszczenia fosfolipidéow w btonach komoérkowych. Jedna za$ z prac
zamieszczonych w recenzowanej ksigzce wskazuje, ze o dostepnosci substratu w btonie
moze rowniez decydowaé jego maskowanie przez inne, niepodatne na dang fosfoli-
paze, lipidy. Mozna mie¢ nadzieje, ze dalszy rozwdj tych badan pozwoli z fosfolipaz

8 Postepy Biochemii
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uczyni¢ dogodne narzedzie do badania struktury bton komoérkowych i fluktuacji
w obrebie ich sktadnikéw, a nie tylko empirycznie stosowany odczynnik, jak dotad.

Badania nad proteazami o ograniczonym dziataniu depolimeryzujacym sg w ksigz-
ce reprezentowane bardzo skromnie. Przyczyng tego bez watpienia jest fakt, ze staly
sie one w latach ostatnich przedmiotem nieomal wytgcznego zainteresowania os$rod-
kow zajmujacych sie krzepnieciem krwi — bo ich trombinopodobne, antykoagulacyjne
i tromboplastynowe witasnoéci znalazty szerokie zastosowanie w badaniach, diag-
nostyce i terapii skaz krwotocznych. Jedna praca warta jest mimo to wzmianki. Z nie-
bezpiecznego weza taiwanskiego, Trimeresurus jlavoviridis, wyizolowano toksyne po-
wodujaca krwotok, ale nie wywotujgca uprzedniego obrzeku ani lizy komoérkowej.
Toksyna ta jest biatkiem o ciezarze czgsteczkowym 104 000 i stabej (w stosunku do
kazeiny jako substratu) aktywnosci proteolitycznej. Zdjecia elektronomikroskopowe
wskazuja, ze pod wptywem tej toksyny erytrocyty przenikajg ruchem ameboidalnym
przez ztgcza miedzy komérkami endotelialnymi, gdyz uszczelniajgca naczynia btona
podstawna ulega zniszczeniu. Jezeli wynik ten zostanie potwierdzony, to dostepne
stanie sie nieocenione narzedzie do badania struktury i funkcji uktadu mikrokrgzenia.

Celem recenzji w ogdle, a zwtaszcza takiej jak ta — o charakterze eseju — nie jest
omawianie wszystkich czy nawet najwazniejszych prac zawartych w danej publikacji.
Kilka z nich jednak warto chyba wymienié. Szereg toksyn, zaréwno zwierzecych jak
roslinnych wykazuje pewng selektywnos$¢ w dziataniu na komérki nowotworowe, lizu-
jac je preferencjalnie w stosunku do komérek normalnych. Jest to, oczywiscie, po-
tezny bodziec dla empirii farmakologicznej i w wielu pracach przedstawiono, niezbyt
zresztg przekonywujace, wyniki uzyskane na takich wyeksplorowanych komérkach
jak L1210, miesak Yoshida, szczurze raki wysiekowe itd. W przypadku roslinnych
toksyn abryny i rycyny (stosowanych w formie krystalicznej) stwierdzono, ze obok
efektu cytolitycznego pojawia sie réwniez pobudzenie nieswoistych odczynéw odpor-
nosciowych, a wiec zjawisko budzace ostatnio duze zainteresowanie onkologéw. U nie-
ktérych ryb z gatunku ptastug (ale na szczescie nie u naszej poczciwej flagdry) w skdrze
wystepuje gwattownie dziatajagca mucynowa toksyna hemolityczna, a w organizmie
tejze ryby stwierdza sie obecno$¢ czynnika anty-hemolitycznego, skutecznie przeciw-
dziatajgcego hemolitycznym sktadnikom jadéw wezy, skorpiondéw i pszczét. Otwiera
to ciekawe mozliwosci terapeutyczne, nie ograniczone tylko do leczenia skutkow
ukaszenia. Z sinic oceanicznych w okolicy Okinawy wyizolowano toksyne kontakto-
wa, odpowiedzialng za ostre zapalenia skéry u ptywakdédw, swego czasu przypisywane
przeciekowi gazéw bojowych z magazyndw wojskowych. A w tekScie mozna znalez¢
wiele innych ciekawostek.

Czy recenzowana ksigzka moze by¢ zarekomendowana czytelnikowi? Odpowiedz
na to pytanie, obowigzkowe w recenzji, nie jest tatwa, nawet jezeli sie pominie fakt,
ze jest ona dosyC przestarzata. Jezeli toksynologia nie jest przedmiotem zaintereso-
wania w danym laboratorium biochemicznym, to zapewne lepiej bytoby zakupi¢ jedng
ze wspotczesnych monografii z tej dziedziny. W braku za$ takiej mozliwosci, warto
ja mie¢ na poétce w bibliotece, zaréwno dlatego, ze biochemik znajdzie w niej opis
szeregu ogoOlnie uzytecznych metod jak i ze wzgledu na to, ze jej lektura moze nasu-
wacé wiele nieoczekiwanych a by¢ moze owocnych skojarzen.

K. Zakrzewski
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Advances in General and Cellular Pharmacology

red. T. Narahashi i C. P. Bianchi, t. 1, 1976, Plenum Press, New York, London,
325 stron, cena 29,40 $.

Znajomo$¢ mechanizmu dziatania lekéw na poziomie komérkowym, subkomérko-
wym lub molekularnym posiada istotne znaczenie nie tylko dla zrozumienia mecha-
nizmu ich wptywu na caty zywy organizm, ale réwniez dla badania aktywnosci bio-
logicznej nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnym dziataniu leczniczym. Oce-
niana ksigzka omawia nowe koncepcje i techniki badawcze wielu dyscyplin nauko-
wych, pozwalajgce na poznanie na poziomie komorkowym mechanizmu dziatania le-
kéw. Jako pierwszy tom wydawnictwa seryjnego, skiada sie z 5 czeSci, zawiera-
jacych oryginalne wyniki autoréw na tle aktualnego stanu naszej wiedzy na ten
temat.

Rozdziat pierwszy posSwiecony jest mechanizmom automatyzmu serca. Modyfi-
kacja tego automatyzmu przy uzyciu roznych czynnikéw chemicznych i fizycznych
jest zwigzana ze zmiang napiecia pradow czynno$ciowych spowodowana kinetycznymi
wiasnosciami jonéw i ich wptywom na metabolizm i przepuszczalno$¢ bton biologicz-
nych. Szeroki zasieg mozliwos$ci oddziatywania na automatyzm serca i antyarytmiczng
aktywno$¢ na poziomie jonowym, pozwala na podstawie prostych badan laboratoryj-
nych sugerowaé¢ mozliwo$¢ stosowania badanych zwigzkéw w Klinice. Ponadto bada-
nia takie pozwalajg na wysuwanie sugestii dotyczacych zwigzkéw miedzy stwier-
dzonymi w klinice zaburzeniami rytmu serca, a zaburzeniami obserwowanymi w roéz-
nych typach komoérek serca, miedzy zmianami obserwowanymi na sercu in toto
i izolowanym, miedzy zmianami u zwierzat dos$wiadczalnych i u ludzi oraz miedzy
zmianami w sercu normalnym i niedokrwionym. Dok}adne okre$lenie omawianego
zachowania jonéw moze przyczyni¢ sie do poznania mechanizmu molekularnych pod-
staw automatyzmu serca, co z kolei utatwi okre$lenie optymalnych wiasnoséci poten-
cjalnych lekéw wptywajgcych na automatyzm serca.

W rozdziale drugim oméwiono dziatanie alkaloidéw makowca i ich antagonistéw
na cholinergiczng transmisje w jelicie Swinki morskiej. Jakkolwiek przeciwbdlowe
efekty morfiny i zwiazkéw pokrewnych wiagza sie $cisle z ich wplywem na swoiste
receptory opiatowe, w omawianym rozdziale wykazano wyrazng zalezno$¢ miedzy
dziataniem przeciwbolowym (u myszy i ludzi) oraz wptywem hamujgcym kurczli-
wos¢ jelita Swinki morskiej wywotang jego draznieniem pradem elektrycznym. Na
tym prostym modelu doswiadczalnym wykazano wyrazne dziatanie przeciwne lekéw
przeciwbo6lowych i ich antagonistow oraz udziat w mechanizmie tego dziatania réz-
nych prostaglandyn.

W rozdziale trzecim omoéwiono mechanizm dziatania lekéw nasercowych w onto-
genezie. Badania przeprowadzone z uzyciem hodowli tkanek serca otrzymanych z za-
rodkéw kurzych, w réznym okresie embrionalnego rozwoju, wykazaty, ze transmisja
cholinergiczng rozwija sie juz w 12 dniu inkubacji, a adrenergiczne dopiero w 21 dniu.
Pozwala to, miedzy innymi, na badania wptywu réznych lekéw na naturalnie od-
nerwionym sercu. Postugujac sie tym modelem wykazano, ze moze by¢ on uzyty do
badania mechanizmu dziatania, szczeg6lnie lekéw wywierajacych wptyw na auto-
matyzm serca.

Rozdziat czwarty obejmuje matematyczng analize zaleznosSci dawka-efekt. Na
podstawie danych doswiadczalnych oméwiono rézne modele badan zaleznosci* dawka-
-efekt, ze szczeg6lnym uwzglednieniem modeli kinetycznych i wyboru najodpowied-
niejszego z nich do badan doswiadczalnych i statystycznej oceny dziatania lekéw.

Rozdziat piaty zawiera najnowsze dane dotyczace wptywu wybranych lekéw
na transmisje w zwojach wegetatywnych na poziomie komérkowym. Oméwiono w nim
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mechanizm pre- i postsynaptycznego dziatania naturalnych neuromediatoréw, a takze
wptyw kofeiny, jonéw wapnia, baru i strontu na neurotransmisje w zwojach.
Podsumowujac stwierdzam, ze oceniana Kksigzka, stanowi wysoce pozyteczne
przedstawienie wspotczesnego stanu wiedzy na temat omawianych w ksigzce zagad-
nien. Sadze, ze powinna ona znalez¢ sie¢ w podrecznej bibliotece nie tylko farmakolo-
gow, ale réwniez przedstawicieli innych dyscyplin zajmujgcych sie dziataniem biolo-
gicznym endo- i egzogennych zwigzkéw chemicznych na poziomie komérkowym.

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 $.

Ksigzka ta rozpoczyna serie monografii, w ktérych bedg publikowane materiaty
z sympozjow i konferencji organizowanych pod auspicjami FASEB (Federation of
American Society for Experimental Biology). Materiaty zebrane w tym tomie byty
juz publikowane w Federation Proceedings w 1972 r. Niemniej jednak ponowne ich
wydanie drukiem w odrebnej publikacji jest zdaniem wydawcow oraz autora stowa
wstepnego — Senatora Listera Hilla—bardzo celowe, gdyz udostepnia, stojace na bar-
dzo dobrym poziomie opracowania zagadnien, ktérych znajomos$¢ jest niezbedna dla
biologéw, lekarzy, studentéw i nauczycieli. Co wiecej, materiaty te stanowig petne
podsumowanie, osiggnietego w minionym czterdziestoleciu, postepu wiedzy w naukach
biologicznych w odniesieniu do poznania czlowieka i jego zwigzkéw z otaczajgcym
$rodowiskiem.

Wybitni specjalisci z szeregu dyscyplin biologicznych i medycznych sg autorami
dziewieciu rozdziatéw tyczacych podstaw biomedycyny (J. W. Colbert jr), medy-
cyny klinicznej (G. E. Burch), nauk dentystycznych (J. F. Volher), zywnosci (E. M.
Mrak), biologii populacyjnej (F. B. Bang), zagrozenia $rodowiska (J. J. Hanlon), bio-
logii i wykorzystania mérz (C. B. Idyll) oraz bogactw naturalnych (F. Sargent II).
Na koncu kazdego rozdziatu czytelnik znajduje odnosniki do literatury uzupetniajacej
przedmiotu, na koncu za$ ksigzki maty stownik podstawowych termindéw biochemicz-
nych i medycznych oraz indeks rzeczowy. Zagadnienia omawiane w poszczeg6lnych
rozdziatach ujete sg w przejrzysty i interesujgcy spos6b, opatrzone szeregiem sche-
matow i ciekawych zestawien statystycznych. Ksigzka ta daje obraz praktycznego
zastosowania w zyciu wynikéw badan biologicznych i wskazuje na konieczno$é ich
kontynuacji. Dzigeki temu, miedzy innymi, stanowi ona réwniez interesujaca lekture
takze dla os6b nie bedacych bezposrednio zaangazowanych 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 nastepujgce za-
gadnienia: 1) Fenyloketonuria — mechanizmy biochemiczne (Seymour Kaufman),
1) Tryptofan w osrodkowym uktadzie nerwowym — regulacja i znaczenie (S. N. Young
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i T. L. Sourkes), Ill) Substancja P i przekaznik pobudzenia czuciowego (Masanori
Otsuka), 1V) Biochemia snu (Manfred L. Karnovsky i Peter Reich), V) Odpowiedz
czuciowa bakterii (Daniel E. Koshland, Jr).

Pierwszy artykul jest wyczerpujgcym przeglagdem badan nad mechanizmami
biochemicznymi fenyloketonurii. Oparto go na ponad 370 pozycjach pi$miennictwa.
W rozdziale poswieconym tryptofanowi w osrodkowym uktadzie nerwowym Young
i Sourkes przedyskutowali Zrédta oraz przemiane tryptofanu w mézgu. Liczne tabele
poréwnawcze oraz bogata bibliografia podnoszg warto$¢ tego opracowania mono-
graficznego. Zaroéwno artykut poswiecony fenyloketonurii jak i tryptofanowi zainte-
resujg szczegélnie wszystkich zajmujacych sie biochemig kliniczna.

W Rozdziale 11l Otsuka podat przekonywujgce dowody na to, ze dekapeptyd,
tzw. substancja P, spetnia kryteria stawiane transmiterom. Jest ona przekaznikiem
pobudzenia czuciowego w istocie szarej grzbietowej czesci rdzenia kregowego.

Najbardziej dyskusyjnym, ale jednocze$nie najciekawszym artykutem przedsta-
wionym w tym tomie, jest rozdzial poswiecony biochemii snu. Karnovsky i Reich
w sposob krytyczny oméwili wyniki badan dotyczace zmian biochemicznych wyste-
pujacych w czasie snu. Podkreslajg ogrom trudnosci pietrzacy sie przed badaczami
tego problemu. Pierwszorzedne znaczenie ma: znalezienie takiego modelu doswiad-
czalnego, w ktérym ograniczony bytby wptyw ubocznych, niespecyficznych czynni-
kéw, a takze dobér odpowiedniego materiatu kontrolnego.

Zamieszczenie w ,,Advances in Neurochemistry” rozdzialu poswieconego zacho-
waniu sie bakterii w odpowiedzi na zmiane Srodowiska moze budzi¢ pewne zasko-
czenie czytelnika. Koshland Jr. wskazuje jednak na pewne podobienstwa pomiedzy
bardziej ztozonymi wzorcami zachowania sie zwierzat wyzszych a chemotaksjg bak-
terii. Wskazuje na mozliwos¢ potraktowania reakcji bakterii jako uktadu modelo-
wego. Jest to niestereotypowe podejscie do zagadnienia ,,odpowiedzi organizmu” na
informacje dostarczong z otaczajgcego $rodowiska.

Zamystem wydawcow serii ,,Advances in Neurochemistry” byto, by przedsta-
wione artykuly dawaly zaréwno informacje og6lng jak i bardziej szczeg6towa, tak
aby stuzyly zaréwno neurochemikom o waskiej specjalizacji jak i biochemikom,
ktérych zainteresowania dopiero od niedawna skierowaty sie na procesy zachodzgce
w mozgu. Wydaje sie, ze jak dotad cel ten osiggnieto.

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 podwzgérza i czynno$¢ regulacyjna przysadki” za-
wiera materiatly Konferencji zorganizowanej przez Sekcje Badan Biologii Rozrodu
Narodowych Instytutéow Zdrowia (N.I.LH) w Wilson Hall koto Bethesdy w koncu
1976 r. W okresie od 1963 r. byta to trzecia konferencja poswiecona hormonom pod-
wzgorza. Na pierwszej przedstawiono podstawy anatomiczne i fizjologiczne, niezbedne
do badan nad powigzaniem roli podwzgérza i przysadki, na drugiej w Tucson, 1969 r.
omawiano gtéwnie metodyke iloSciowych oznaczen peptydéw podwzgdrza za pomoca
testéw biologicznych i znacznie bardziej czutych testéw radio-immunologicznych. Za-
daniem ostatniej Konferencji byto zreferowanie aktualnego stanu wiedzy o wtasci-
wosciach trzech biologicznie czynnych peptydéw podwzg6x-za o poznanej juz budowie
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chemicznej, wptywajacych na czynno$¢ przedniego ptata przysadki: LHRH— czynnik
uwalniajacy hormon luteinizujagcy, TRH — czynnik uwalniajacy tyrotropine i soma-
tostatyna, hamujgca uwalnianie hormonu wzrostu. Inne peptydy podwzgdrza oma-
wiano znacznie mniej szczeg6towo. Na marginesie nalezy zaznaczy¢, ze na Konferencji
zaproponowano stosowaé termin ,,czynnik uwalniajgcy” (releasing factor) zamiennie
z ,hormonem”, skrét za$ ,,R” ma by¢ réwnoznaczny z ,,H”.

Jak wiadomo Nagrode Nobla w zakresie medycyny i fizjologii przyznano
w r. 1977 Roger Guillemin i Andrew V. Schally za prace z dziedziny neuroendokry-
nologii, ktéra byta tematyka omawianej Konferencji i ktérej uczestnikami byli obaj
wymienieni uczeni. Jednocze$nie otrzymata nagrode Rosalyn Yalow, ktéra wraz
ze zmartym w r. 1972 S. Bernsonem opracowala technike testéw radioimmunolo-
gicznych. Tematyka wiec omawianej ksigzki jest nie tylko bardzo aktualna, o ogrom-
nym znaczeniu zaréwno teoretycznym jak i klinicznym, lecz zyskata ona réwniez naj-
wyzszg ocene naukowa.

Cato$¢ materiatow przedstawiono w postaci 16 referatdw ilustrowanych przej-
rzystymi schematami i tabelami oraz zawierajgcymi wyczerpujgce piSmiennictwo.
Pomimo, ze tematyka jest zwarta, bo dotyczy w zasadzie tylko trzech peptydéw pod-
wzgo6rza o znanej i prostej budowie, podawanej juz w nowoczesnych podrecznikach
biochemii, to jednak mozna wsérdd referatow wyro6znic¢ trzy nastepujace grupy: 1) llos-
ciowo najbardziej pokazna grupa prac o charakterze ogdélno-biologicznym. Zaliczy¢
tu mozna nastepujace: Endokrynologia neuronu i pochodzenie neuronalne komoérek —
R. Guillemin. Transport aksoplazmy w nerwach obwodowych i w uktadzie podwzgé-
rze-przysadka — S. Ochs. Subkomoérkowe rozmieszczenie peptydéw podwzgérza —
A. Barnea, Ch. Oliver i J. C. Potter. Badania nad rozmieszczeniem peptydéw biolo-
gicznie czynnych w mézgu — M. J. Brownstein. Biosynteza peptydéw podwzg6rza —
J. F. McKelvy. Komoérka nerwowa jako jednostka sekrecyjna — R. A. Gorski. 2) Prace
nad mechanizmem uwalniania hormonéw przedniego ptata przysadki. Wydzielanie
LHRH —J. D. Neil i wsp. Kontrola podwzgdérza w wydzielaniu hormonu stymulujg-
cego uwalniania hormonu melanotropowego i adrenokortikotropowego — M. Saffran.
Wydzielanie hormonéw podwzg6érza in vivo i in vitro — J. C. Porter i wsp. Mechanizm
dziatania LHRH i TRH i modulacja dziatania poprzez hormony peryferyczne —
F. Labrie i wsp. 3) Prace ktdrych wyniki poza znaczeniem teoretycznym sa bez-
posrednio powigzane z terapig: Czynniki podwzgérza hamujace i stymulujgce wydzie-
lanie prolaktyny —A. Arimura i A. V. Schally. Rola TRH u cztowieka — A. G. Frantz.
Stosowanie somatostatyny w badaniach homeostazy weglowodanowej u cztowieka —
J. E. Gerich. Rola LHRH w kontroli cyklu menstruacyjnego —S. S. C. Yen i wsp.
Farmakologia TRF, LRF i somatostatyny—W. Vale i wsp.

Jak wiadomo peptydy biologicznie czynne wystepuja w podwzgérzu w ilosciach
tak matych, ze dla wyizolowania kilku mg czystego hormonu trzeba byto zuzyé
setki tysiecy $win lub owiec. Dlatego tez doktadne poznanie budowy peptydéw pod-
wzgbérza ma pierwszorzedne znaczenie nie tylko teoretyczne, lecz i praktyczne: umoz-
liwia bowiem ich synteze, a nawet takg modyfikacje czgsteczki hormonu, ze uzyskuje
sie analogi o znacznie potezniejszej i przedtuzonej aktywnos$ci biologicznej w poréw-
naniu z hormonem rodzimym. Mozna réwniez otrzymaé substancje o dziataniu antago-
nistycznym. Substancje te mogag by¢ nastepnie wykorzystane dla celow terapeutycz-
nych przy catym szeregu schorzen, a jak sie wydaje w przysztoSci moze znajda row-
niez zastosowanie jako $rodki antykoncepcyjne.

Trudno chyba przeceni¢ warto$¢ teoretyczng badan nad biologicznie czynnymi
peptydami podwzg6rza, jesli wzia¢ np. pod uwage, ze Schally i Vale na podstawie
doktadnej znajomos$ci budowy LHRH moga wysungé przypuszczenie, Ktore reszty
aminokwasowe w peptydzie sa odpowiedzialne za aktywnos$¢ biologiczna, a ktére za
zdolno$¢ do wigzania z receptorem. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze omawiane
peptydy podwzgérza bynajmniej nie sg wytwarzane wytgcznie w tej strukturze. Po



RECENZJE 407

catkowitej deaferentacji podwzgérza poziom TRH w innych strukturach mozgu
(np. pnia moézgu, korze moézgowej) nie ulega zmianie. Szybkos$¢ syntezy krotkich
peptydéw podwzgdérza jest bardzo mata, porzadku wielkosci 0,01—1,0 pmol na 1 min
na moézg szczura. Dlatego tez wszystkie badania, majace na celu wyjasnienie me-
chanizmoéw wydzielania tych hormonéw wymagajg niezwykle czutych metod, czystych
odczynnikéw i znakowanych prekursoréw o bardzo duzej aktywnos$ci specyficznej.

Nie spos6b w kroétkiej recenzji przedstawi¢ nawet pobieznie calej omawianej
tematyki. Warto$¢ omawianej ksigzki nie polega tylko na zestawieniu ogromnego
materiatu faktycznego, bedacego skarbnica wiedzy dla neuroendokrynologéw. Wy-
daje sie, ze znacznie bardziej waznym jest wskazanie czytelnikowi jakie sg dalsze
perspektywy badan i jak wiele dotychczas utartych pogladéw ulegnie byé moze daleko
idagcym zmianom. Dla przyktadu moznaby tu podaé¢ ze Guillemin proponuje nowa
rozszerzong definicje hormonu. Hormonem bytaby kazda substancja ktérag komorka
wydziela i ktoéra dziata na inng komodrke, znajdujaca sie w poblizu lub daleko, nie-
zaleznie od tego czy substancja ta przenoszona jest przez krew, czy przez aksoplazme,
czy tez poprzez przestrzeri pozakomoérkowa lub szczeling synaptyczng. W mysl takiej
definicji do hormonéw nalezatoby zaliczy¢ neurotransmitery, cho¢ jednej z waznych
cech mediatoréw?7 tj. zwrotnego pobierania nie udato sie dotychczas wykry¢ wsrod
peptydéw podwzgérza. Dalsza konsekwencjg bytoby wprowadzenie nowej klasyfi-
kacji neuronéw sekrecyjnych (R. A. Goérski): 1) Neuron ,klasyczny”— powigzany
z nastepnym poprzez synapsy i wykorzystujgcy wydzielang przez siebie substancje
jako neurotransmiter. 2) Neuron ,przetwornikowy” (neuroendocrine transducer) —
przeksztatca informacje nerwowa w sekrecyjna, hormon za$ wydzielany jest do krwio-
obiegu, i wreszcie 3) Integrujacy neuron sekrecyjny (Neuroendocrine neuron inte-
grator) o rozgatezionych aksonach, tgczacy witasciwosci dwoch uprzednio wymienio-
nych. W swietle takiej klasyfikacji prawo Dale’a, dotychczas nieobalone, musiatoby
wg Gorskiego ulec modyfikacji.

W ksigzce nie zamieszczono dyskusji, rowniez podsumowanie, jak zaznacza sam
autor, A. R. GOrski, nosi raczej charakter dodatkowego referatu, tym nie mniej
wiekszo$¢ artykutdw napisana jest, jak mi sie wydaje, w sposéb bardzo stymulujacy
kazdego biologa.

S. Niemierko

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 materialy sympozjum zorganizowanego przez Uniwersytet Pensyl-
wanii (sierpien, 1976), w ktorym wzieli udziat takze badacze z niektérych osrodkéw
europejskich. Tematyka sympozjum poswiecona byta fizjologicznym i biochemicznym
problemem niedotlenienia tkanek. Znalazty sie w niej bardzo obszernie potraktowane
zagadnienia:

— Biochemia fizjologicznych receptorow tlenu

— Mechanizmy dziatania receptoréw tlenu w tkankach

— Whptyw hipoksji i ischemii na hemodynamike i metabolizm mézgu

W materiatach zamieszczono poza pracami oryginalnymi takze prace o charakterze
monograficznym m.in. Siesjo i wsp., Estabrook i Werringloer; niektérym z nich towa-
rzyszy szeroki komentarz lub dyskusja.
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W pierwszej sesji omoéwiono teoretyczne problemy zwigzane z istnieniem recepto-
row tlenu, gtéwnie pod katem poszukiwan ich molekularnego podtoza w tkance i we-
wnatrz komorki. Z tego punktu widzenia scharakteryzowano enzymy mikrosomalne
i mitochondrialne wielu tkanek oraz biatka hemowe.

W drugiej sesji znalazty sie prace dotyczace bioelektrycznej aktywnosci chemo-
receptorow na modelowym przyktadzie pojedynczego neuronu mieczaka (Aplysia),
a takze prace podejmujace préby wyjasnienia mechanizmu skurczu mieéni gtadkich
naczyn ssakéw pod wptywem wzrostu p02 Dos¢ szczegbtowo przedyskutowano role
ATP, Ca+2i prostaglandyn w mechanizmach regulacji tego procesu i poddano kry-
tycznej analizie adenozynowg hipoteze regulacji krazenia krwi w mie$niach szkiele-
towych i miesniu sercowym w hipoksji (Haddy). Oddzielng sesje poswiecono mecha-
nizmom dziatania chemoreceptoréw kiebka szyjnego w powigzaniu z rolg katechola-
min i cyklicznego AMP.

Dla neurochemika najciekawsze zagadnienia oméwiono w sesji poswieconej me-
tabolicznemu podiozu uszkodzen tkanki nerwowej w hipoksji. Zwrdcono uwage na
odmienny charakter zaburzen biochemicznych w kazdym ze stosowanych modeli
niedotlenienia. Podkreslono brak zaleznosci miedzy stopniem tych zaburzeh a gtebo-
koscig nieodwracalnego uszkodzenia komdrek moézgu, zwitaszcza w modelach petnego
i czeSciowego niedokrwienia. Przedstawiono kilka interesujacych hipotez tlumacza-
cych to zjawisko m.in. biorgc pod uwage spadek pH w trakcie niedotlenienia i wzrost
metabolizmu we wczesnych okresach po niedotlenieniu (Siesjé i wsp., Duffy i Levy).
W tematyce tej sesji znalazty sie takze bardziej szczeg6towe zagadnienia, takie jak
zmiany tkankowego p02 réwnowagi jonowej i stanu redox w wybranych modelach
niedotlenienia, czy wptyw ischemii kory mézgu na inne czesci oSrodkowego uktadu
nerwowego w odniesieniu do poziomu cyklicznych nukleotydéw: GMP i AMP.

Aspekt kliniczny hipoksji podjeto tylko w jednym doniesieniu, w ktérym opisano
wptyw wzrostu pC02 na hemodynamike kragzenia moézgowego u pacjentéw z choro-
bami naczyn (Reivich i wsp.). Poréwnano tu materiat kliniczny z doswiadczalnie
wywotanym zatorem mdézgowym u maip.

W sumie materiaty stanowig cenng pozycje, atrakcyjng pod wieloma wzgledami
dla specjalistow interesujgcych sie niedotlenieniem: fizjologow, biochemikéw, lekarzy.
Zamieszczone tu doniesienia stanowig czesto dorobek kilkuletniej pracy renomowa-
nych osrodkéw europejskich i amerykanskich. Warto$¢ tej monografii podnosi row-
niez fakt, ze jest ona jedna z nielicznych préb oceny wptywu niedotlenienia na réz-
nych poziomach organizacji ustroju.

H. Ksigzak

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 referatow wygtoszonych na Sympozjum w sierpniu 1975 r.
na Uniwersytecie Missouri. Referaty oparto na witasnych pracach autoréw prowa-
dzacych od dtuzszego czasu badania nad sekrecja, strukturg chemiczng oraz rolg
fizjologiczng prolaktyny u ssakéw i nizszych kregowcow.

W pierwszym referacie C. W. Turner, dtugoletni badacz i inicjator badan nad
sekrecjg i rolg prolaktyny w procesie rozwoju gruczotu mlecznego i laktacji, przed-
stawit historyczny rozwdéj badan nad prolaktyna. Omoéwit on wiekszo$¢ zagadnien
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zwigzanych z produkcja i fizjologia hormonu a wiec np. powiazanie sekrecji hormonu
z hormonami gonadowymi (estradiolem i progresteronem), synergizm dziatania pro-
laktyny z hormonami nadnerczy i somatotropiny na mammogeneze i laktogeneze oraz
problem oznaczania aktywnos$ci biologicznej hormonu. Badanie tych zagadnien za-
poczatkowane zostato witasnie w laboratorium kierowanym przez C. W. Turnera.

U. J. Lewis przedstawit obecny stan wiedzy o strukturze chemicznej prolaktyny
zwierzat kilku gatunkéw oraz o pokrewienstwie immunologicznym prolaktyn ssakow
i nizszych kregowcéw. Zagadnienia te maja duze znaczenie w badaniach fizjolo-
gicznych.

Niezmiernie ciekawy jest referat M. G. Farguhar pt.: ,,Secretion and Crinophagy
in prolactin cells”. Omoéwita ona zjawiska tworzenia sie granul prolaktyny, ich wyda-
lanie z komorki oraz degradacje na poziomie molekularnym. Poruszyta réwniez etapy
tworzenia sie granul w ktdrych hormon staje sie immunoreaktywny.

Regulacje 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 wia-
domo, rola podwzg6rza w hamowaniu i stymulacji sekrecji hormonu przez przysadke
ssakow nadal znajduje sie w sferze hipotez. Nadal bardzo mato jest danych na temat
podwzgdrzowego czynnika hamujgcego sekrecje (PIF) jak i stymulujgcego sekrecje
(PrRF). Meites omawia te zagadnienia na podstawie nowych danych o udziale Srodkéw
farmakologicznych wptywajgcych na sekrecje prolaktyny oraz role w tym procesie
podwzgérzowego hormonu uwalniajgcego tyreotropine (TRH).

Po referacie J. Meitesa —rozwineta sie ciekawa dyskusja na temat regulacji
sekrecji prolaktyny u ptakéw i nizszych kregowcéw (ptazéw, gadéw). Wiadomo bytlo,
ze u tych zwierzat osrodkowy uktad nerwowy stymuluje sekrecje hormonu przez
przysadke. Z dyskusji tej wynika, ze najprawdopodobniej dziatanie stymulujace na-
lezy przypisa¢ TRH. Role hormonu w procesie mammogenezy i laktogenezy u czto-
wieka i innych ssakdw omoéwit L. J. Jacobs. Role te autor omawia na poziomie zjawisk
molekularnych; przedstawia dziatanie hormonu na receptory komdrek gruczotu mlecz-
nego i efekt tego dziatania poprzez cyklaze adenylowg i kinazy biatkowe.

Sposréd rozlicznych funkcji prolaktyny w procesach metabolicznych szeroko
omoéwiono jej role w regulacji przemiany tluszczéw (A. H. Meier, Role of prolactin in
liporegulation).

Wprawdzie omawiana monografia nie przedstawia petnej listy funkcji prolak-
tyny w organizmach zwierzecych, nie porusza bowiem jej udzialu w procesie wzro-
stu, owulacji i rozrodu ssakéw i nizszych kregowcéw, wplywu na zachowanie sie
w okresie macierzynstwa, wedréwce ptakéw lub zmianie okrywy u gadéw — omawia
jednak najwazniejsze zagadnienia z zakresu budowy, sekrecji i funkcji hormonu, nie
jest przecigzona nadmiarem danych lecz siega do ich istoty i to jest duzg zaletg oma-
wianej publikacji.

E. Domanski

»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 biatek zwierzecych.
Stanowi gtoéwny element strukturalny sprezystej tkanki tgcznej nadajgc jej cha-

9 Postgpy Biochemii
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rakterystyczne wiasciwosci mechémiczne. Wystepuje w wiekszych iloSciach w wig-
zadtach, skoérze, $cianach naczyn i tkance ptucnej. Biatko to zostato odkryte w 1840 ro-
ku, ale dopiero w ostatnich latach odnotowano istotny postep w badaniu jego struk-
tury i funkcji.

Na recenzowang ksigzke sktadajg sie materiaty pierwszej miedzynarodowej kon-
ferencji na temat elastyny i tkanki elastycznej, zorganizowanej w Alta (Utah, USA)
w sierpniu 1976 roku. Redaktorzy tej pozycji i jednocze$nie organizatorzy konfe-
rencji, pracujg sami nad strukturg elastyny i obok S. M. Partridge’a, ktory byt
réwniez uczestnikiem spotkania, odnotowali w tej dziedzinie najwieksze osiggniecia.

W siedmiu rozdziatach ksigzki przedstawiono prace autoréw réznej specjalnosci
dotyczace:

— morfologii elastyny i tkanki elastycznej,

— szybkosci obrotu tego biatka w tkance oraz elastolizy,
— chemicznej budowy elastyny,

— jej biosyntezy i metabolizmu,

— wtasciwosci fizykochemicznych elastyny,

— molekularnych modeli struktury i funkcji tego biatka.

Jeden z rozdziatéw (V), ktéry wytamuje sie nieco z logicznego uktadu materiatu,
poswiecono tkance ptuc.

Biochemika zainteresujg przede wszystkim molekularne podstawy sprezystosci
elastyny. Podkredla si¢ zaréwno niezwykly sktad aminokwasowy tego biatka (powy-
zej 95% reszt niepolarnych) jak i wystepowanie mocnych kowalencyjnych wigzan
miedzytancuchowych powstajgcych w wyniku oksydatywnej przemiany reszt lizylo-
wych w tancuchach rozpuszczalnego prekursora — tropoelastyny. W dojrzatej elasty-
nie wigzania te wystepujg co okoto 75 reszt aminokwasowych, w obszarach bogatych
w alanine. Nie ma zgodnos$ci pogladéw co do tego czy na poziomie molekularnym
elastyna jest biatkiem fibrylarnym czy globularnym. Nie wiadomo roéwniez do-
ktadnie, w jakim stopniu zdolnos¢ widkna elastyny do powrotu do pierwotnej dtu-
gosci po zwolnieniu sity naprezajacej, jest wynikiem bezposrednich interakcji tan-
cuchéw polipeptydowych, a w jakim — oddziatywan miedzy tancuchami a czastecz-
kami wody (wtasciwosci sprezyste wystepuja jedynie w stanie uwodnienia). Zwo-
lennicy modelu struktury przestrzennej elastyny w postaci tréjwymiarowej siatki
nieregularnie przebiegajacych tancuchéw, uznajg to zjawisko za efekt czysto entro-
powy. Twoércy modeli struktury bardziej uporzadkowanej uwazajg najczeSciej, ze
podstawg sprezystosci sg oddziatywania hydrofobowe faworyzujace okreslony typ
konformacji.

Interesujacych danych dostarcza takze rozdziat dotyczacy katabolizmu elasty-
ny, w ktérym wiele uwagi poswiecono serynowo-histydynowym proteazom niekto-
rych komoérek i tkanek, zdolnym do degradacji tego biatka i zblizonych do elastaz
trzustkowych.

Ksigzke wydano technikg matej poligrafii w kilka miesiecy po zamknieciu kon-
ferencji. Kazdy z rozdziatléw zostat poprzedzony zwartym wstepem i zakonczony
rzeczowo zredagowanym sprawozdaniem z dyskusji plenarnych. Utatwia to znacznie
korzystanie z obszernego tadunku aktualnych informacji jaki niesie ta interesujgca
i pozyteczna 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 zwr6cono uwage na réznorodne potaczenia miedzy komor-
kami. Niektdre z nich znane sg jeszcze tylko od strony morfologicznej, innym mozna
juz przypisa¢ okreslone funkcje. Do tych ostatnich nalezg ztacza szczelinowe (gap
junctions —nexus) zwane takze potgczeniami elektrycznymi. Recenzowana ksigzka
poswiecona jest ztgczom szczelinowym. Skiada sie z 9 artykutéw przeglagdowych
opracowanych przez roznych autoréw, w ktérych omawiane sg wystepowanie i rola
tych zlgczy w organizmach dorostych 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 zestawiajg dotychczasowe wyniki badan nad
zkgczami szczelinowymi, ich ultrastrukturg, budowg chemiczng, przepuszczalnoscia
i rolg, charakterem substancji przekazywanych i przewodnictwem elektrycznym.
Szczeg6lng uwage zwrécili autorzy na rozwdj i przemiany ztgczy w czasie rozwoju
zarodkowego i réznicowania sie komdrek nerwowych oraz na ich role w regulacji
wzrostu.

L. Weiss i J. P. Harlos w rozdziale 2 (Celi contact and their implication in celi
communication) po przedstawieniu teoretycznych rozwazan nad sitami dziatajgcymi
na przycigganie i odpychanie sie powierzchni sgsiadujgcych komorek, referujg wy-
niki badan doswiadczalnych nad heterogennym rozmieszczeniem fadunkéw elek-
trycznych na powierzchni komoérki. Na przyktadzie mikrokosmkéw o duzej krzy-
wiznie i duzym tadunku negatywnym na powierzchni, przeprowadzajg teoretyczne
rozwazania mozliwoséci jego kontaktu z ptaska powierzchnig komorki. Zajmujag sie
réwniez rolg makromolekut powierzchniowych w tworzeniu potaczen elektrostatycz-
nych miedzy oddalonymi od siebie komdrkami oraz powigzaniami miedzy tadunkami
elektrycznymi powierzchni komérek a tworzeniem sie potgczen o niskim oporze i dy-
namikg tych potgczen. Na koncu rozdziatu podkre$laja brak potgczen elektrycznych
miedzy komodérkami nowotworowymi.

Jednolito$¢ potaczen miedzykomoérkowych w Swiecie zwierzecym jest tematem
rozdzialu 3 (Junctional permeability and its conséquences). Autorzy —J. D. Pitts
i M. E. Finbow —gtéwnie na podstawie swych wiasnych badan przeprowadzonych
na ponad 30 rodzajach komérek wykazujg identyczno$¢ tworzacych sie miedzy nimi
ztgczy szczelinowych in vivo i in vitro. Przez zigcza te oprécz impulséw elektrycz-
nych przechodza nieorganiczne jony i niskoczgsteczkowe substancje. Szczeg6lng
uwage zwracajg na transport nukleotydéw, aminokwaséw, ufosforowanych cukréw,
fosforanéw cholinowych i niektérych barwnikéw oraz na iloSciowg strone tego
transportu. Rozdziat zakonczony jest wnioskami o znaczeniu biologicznym ziaczy
szczelinowych w koordynowaniu i regulowaniu aktywno$ci komorek, wzrostu, cy-
klow komérkowych i rozwoju zarodkowego.

Rozdziat 4 (Intercellular communication in heart muscele) poswiecony jest pota-
czeniom miedzykomorkowym w miesniu sercowym. Napisany jest przez redaktora
ksigzki V. C. De Mello. Na wstepie wymienia on wszystkie typy potgczen miedzyko-
maérkowych i ich rozwéj w sercu. Rozwaza nastepnie czy synchronizacja pulsacji
komérek miesnia sercowego zalezy od potaczen miedzykomorkowych podkreslajac,
ze miesien sercowy sktada sie z pojedynczych odrebnych komdrek mie$niowych.
Udowadnia na podstawie badan eksperymentalnych, ze dla rozchodzenia sie podniety
(impulsu) w sercu konieczna jest obecno$¢ potgczen miedzykomorkowych o niskim
oporze elektrycznym, a jedynie zlgcza szczelinowe we wstawkach mogag spetniac
wszystkie wymagane warunki. Dyskutuje wptyw obecnosci $rédkomoérkowej jondéw

9’



412 RECENZJE

Ca oraz Na dla przepuszczalnosci ziaczy szczelinowych i przewodzenia w migéniu
sercowym.

A. L. Politoff w rozdziale 5 (Protein serniconduction: an alternative explanation
o/ electrical coupling) przedstawia wlasna hipoteze potprzewodnictwa biatek w od-
niesieniu do transportu przez potgczenia elektryczne, oparta na wynikach badania
przepuszczalnosci potaczen elektrycznych w nerwach brzusznych katamarnicy. Row-
noczes$nie przeprowadza krytyczna ocene ogdlnie przyjetej hipotezy o istnieniu ka-
natow hydrofilnych w zigczach szczelinowych.

Rozdziat 6 (Intercellular communication and cancer), napisany przez R. Azarnia
i W. J. Larsen, poswiecony jest omowieniu roli ztgczy szczelinowych w regulacji
wzrostu. Autorzy podkre$lajg, ze proces ten moze byé zwigzany z przechodzeniem
CAMP przez ztacza, zwracajg réwniez uwage na role cyklazy adenilowej i btonowych
receptoréw hormondéw w transporcie substancji przez zilgcza szczelinowe w niekto-
rych docelowych komérkach dla hormonoéw biatkowych. Wigzg to z wcigganiem do
$rodka (internalization) i tworzeniem sie pierScieniowatych ztgczy szczelinowych
w tych komorkach. Omawiajg wreszcie zagadnienie wystepowania i braku potgczen
miedzy komoérkami nowotworowymi uwazajgc, ze genetycznie uwarunkowany brak
zkgczy szczelinowych, i na skutek tego niemozliwo$¢ przechodzenia czynnika regu-
lujgcego wzrost miedzy komérkami, jest przyczyng nowotworzenia.

W rozdziale 7 (Celi interactions in neuroblastoma) J. Harris i W. G. Hopkins
omawiaja potgczenia miedzy komorkami neuroblastoma. Na poczatku rozdziatu po-
daja opis i charakterystyke réznych linii tego typu komoérek. Zajmuja sie nastepnie
gtownie wynikami badan nad neuroblastoma C 1300 hodowanymi in vitro wraz
z komérkami miesniowymi. Komoérki neuroblastoma przyczepiajg sie do komérek
mig$niowych zakonczeniami podobnymi do synaps, ktére indukuja w komdrkach
mie$niowych lokalne zmiany powierzchni i nagromadzenie si¢ receptoréw acetylocho-
liny. Polgczenia te nawet w obecnosci acetylocholiny i transferazy acetylocholinowej
nie wywotujg odpowiedzi w komoérkach migsniowych.

Roli potgczen miedzykomérkowych w odpowiedzi immunologicznej poswiecony
jest rozdziat 8 (Celi communication in the immune response) G. M. Oliveira-Castro
i G. A Dos Reis’a. Po przedstawieniu obecnych pogladéw na pochodzenie i role lim-
focytéw T i B, makrofagéw, wspoétdziatania limfocyt—makrofag, autorzy omawiaja
witasne badania nad kontaktami miedzy limfocytami. Po stymulacji limfocytéw (he-
mofitoaglutyning) tworzg sie miedzy nimi zlgcza szczelinowe, autorzy szeroko dysku-
tujg znaczenie tych potaczen dla powstawania odpowiedzi immunologicznej.

Ostatni rozdziat 9 (Intercellular communication in the early embryo) napisany
zostat przez R. D. Powers i J. T. Tupper. Omawiane sg tu potaczenia elektryczne
miedzy komoérkami we wczesnych etapach rozwoju zarodkéw ryb kostnoszkieleto-
wych, ptakéw, ptazéw i ssakéw. W konkluzji autorzy stwierdzajg, ze dotychczasowe
nasze wiadomosci i wyniki badan nie dajg jasnego obrazu rozmieszczenia potaczen
a zwtaszcza ich funkcji i jak dotad nie mozna ich powigza¢ w logiczny obraz z pro-
cesami morfogenetycznymi.

Wszystkie rozdzialy sg bogato ilustrowne elektronogramami, wykresami, ry-
sunkami i schematami. Na koncu kazdego podana jest obszerna bibliografia. We
wszystkich artykutach opisano szeroko metody badan ztgczy szczelinowych, stad
pewne powtdrzenia zwilaszcza odno$nie metod elektrofizjologicznych i badan przy
pomocy barwnikéw fluorescencyjnych.

Ksigzka w catosci jest interesujgca pozycja przedstawiajgcg aktualny stan wia-
domosci na temat potaczen elektrycznych, skorzysta¢ z niej moga wiele wszyscy
zajmujacy sie zagadnieniami biologii komorki.

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.

Ksigzka zawiera referaty wygtoszone na Il Miedzynarodowym Sympozjum
»Intracellular Protein Catabolism” 26—30 maja 1975 r. w Lublianie.

Degradacja biatka i jej regulacja jest zagadnieniem stosunkowo mato zbadanym
i mato,,,znanym w porédwnaniu z syntezg biatka i innymi dziatami biochemii. Mimo,
ze poszczeg6lne proteazy zostaly do$¢ dobrze oczyszczone i zbadano ich dziatanie na
substraty in vitro, ciggle bardzo mato wiemy o ich roli w katabolizmie biatek w zy-
wym organizmie. To zagadnienie jest w ostatnich latach intensywnie badane,
a przedstawiona ksigzka prezentuje obecny stan wiedzy w tej dziedzinie w refera-
tach napisanych przez kilkudziesieciu najlepszych specjalistow.

Mimo, ze w pracy badano bardzo rézny materiat, zaréwno in vivo jak i in
vitro, problemy czesto pokrywajg sie, a wnioski wyciggniete przez réznych autoréw
sg podobne lub uzupetniajg sie wzajemnie. Tematyka referatow obraca sie wokét
kilku kluczowych probleméw. Podstawowym z nich jest zagadnienie mechanizmu
regulacji rozktadu biatek i jakkolwiek dalekie jest ono od petnego wyjasnienia, to
whnioski poszczegbélnych autoréw mozna nastepujaco uporzadkowaé: 1 Wieksze zna-
czenie dla regulacji proteolizy ma podatno$¢ biatek niz specyficznos¢ proteaz. 2. Okres
péttrwania jakiego$ biatka in vivo daje sie najczesciej skorelowa¢ z podatnoscig na
proteolize in vitro. 3. Podatniejsze na proteolize sa biatka o wielkiej czasteczce niz
0 matej i o kwasnym punkcie izoelektrycznym niz o zasadowym. 4. Zasadnicze zna-
czenie dla podatnosci na proteolize ma stan konformacyjny biatka (wynikajacy
z obecnosci kofaktora, inhibitora, aktywatora, dysocjacji na podjednostki itp).
5 Zwiegksza podatno$¢ na proteolize taki stan konformacyjny biatka, przy ktérym
nastepuje odstoniecie miejsc hydrofobowych, co sprzyja taczeniu sie z btonami lizo-
somow lub samoagregacji (w obu przypadkach degradacja nastepowataby w lizoso-
mach); miejsca hydrofobowe moga by¢ réwniez podatniejsze na bezposrednie dziata-
nie proteaz. 6. Sprzyja proteolizie denaturacja, lub jakakolwiek zmiana struktury, jak
skrocenie tancucha peptydowego albo zamiana aminokwasu na jego analog. W tych
przypadkach proteoliza staje sie znacznie szybsza i praktycznie niekontrolowana
przez komorke.

Nastepnym zagadnieniem, ktérym zajmowato sie wielu autoréw byto miejsce
1 droga na jakiej biatka sg degradowane. Coraz wigksze znaczenie dla katabolizmu
biatka w stanie fizjologicznym komdrki majg — jak sie uwaza — proteazy pozalizo-
somalne obecne w cytoplazmie, aktywne w $rodowisku o pH neutralnym; nie kwe-
stionowana natomiast jest rola lizosoméw w procesach patologicznych.

Jednym z proceséw niejasnych i kontrowersyjnych, zasygnalizowanym w wielu
referatach jest zapotrzebowanie na energie w czasie degradacji biatka, przy czym
nikt nie znalazt dotagd proteazy zwigzanej z wysokoenergetycznym kofaktorem.
W przypadku proteaz lizsosomalnych energia jest potrzebna na utrzymanie kwasne-
go pH w lizosomych. W niektérych przypadkach stwierdzono wspotzalezno$¢ proteoli-
zy od syntezy biatka —byta to najczeSciej proteoliza wywotana jakimi$ czynnikami.

Tematem wielu referatow byta aktywno$¢ proteaz w przebiegu proceséw pa-
tologicznych, jak np. w miesniach w czasie ich zaniku, w tkankach nowotworowych;
proteoliza w komoérkach tkanki tgcznej i pozakomérkowa proteoliza kollagenu, a tak-
ze aktywacja i unieczynnianie biologicznie czynnych peptydéw przez proteazy. Wy-
odrebniono przy tym role niektérych proteaz i inhibitoréw istotnych w procesach
patologicznych. Opisano réwniez nowe nieznane dotagd enzymy proteolityczne i inhi-
bitory.
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Mimo, ze niewiele probleméw poruszonych w tej ksigzce mozna uwaza¢ za wy-
jasnione, a niektore z nich zostaly zaledwie zasygnalizowane, to z uwagi na waznos¢
zagadnien degradacji biatek, jak réwniez ze wzgledu na réznorodno$¢ organizmoéw
i tkanek na ktérych wykonano prace, ksigzke te nalezy uwaza¢ za bardzo potrzebng
i mozna poleci¢ jg kazdemu biochemikowi.

A. Jakubiec-Puka

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, wyrosta nowa specjalno$¢ #gczaca zainteresowania szczegélnie
wielu roznorodnych nauk. Jest nig nauka o porozumiewaniu sie zwierzat, obejmu-
jaca wszakze rowniez bezstowne porozumienie sie ludzi. Cze$¢ jej problematyki, se-
miochemia (od gr. sémeion —znak) zajmuje sie badaniem substancji chemicznych
niosacych komunikaty miedzy organizmami zywymi (Law i Regnier, 1971). W uzupet-
nieniu tematyki sygnatéw mechanicznych i elektromagnetycznych odbieranych dzie-
ki percepcji stuchowej i wzrokowej — dotyczy ona spraw biochemicznego kanatu in-
formacji, jak to okreélajg cybernetycy. Te zagadnienia tacza zainteresowania hu-
manistow— psychologéw i semiologéw — oraz przyrodnikéw. Z tych ostatnich wy-
mieni¢ nalezy przede wszystkim etologébw, zajmujacych sie biologiczng analizg za-
chowania sie, ekologéw, fizjologéw i biochemikéw.

Omawiany tom powstat w rezultacie spotkania 140 specjalistéw z r6znych dzie-
dzin na sympozjum pt. ,,Chemiczne sygnaty u kregowcow?”, ktére odbyto sie w dniach
6—9 czerwca 1976 r. w Saratoga Springs, N. Y., w Stanach Zjednoczonych Amery-
ki Pn. Byto to pierwsze sympozjum o tej tematyce, dotyczace kregowcow, zorganizo-
wane po wielu podobnych, poswieconych zagadnieniu feromonow owadzich. Badania
tych bezkregowcoéw powaznie bowiem wyprzedzity pod tym wzgledem prace nad
kregowcami i w koncu 1976 r. w poréwnaniu z setkami zidentyfikowanych pod wzgle-
dem chemicznym zwigzkéw czynnych wytwarzanych przez owady, zdotano scharak-
teryzowac tylko sze$¢ fermondéw ssakéow.

Ksigzka sktada sie z 32 rozdziatow przedstawionych w o$miu czeSciach o naste-
pujacych tytutach: (I) zrédta dla sygnatéw chemicznych, (Il) chemizm, (I11) zachowa-
nie sie: przeglady, (IV) zachowanie sie: badania laboratoryjne, (V) ekologia, (VI) test
biologiczny, (VII) odbiér sygnatéw chemicznych i (VIII) procesy osrodkowe. Sympo-
zjum—i w efekcie jego materiaty naukowe skladajace sie na recenzowany tom —
nie ograniczyty sie wiec do samego uzupetniania luk w znajomosci feromonéw kre-
gowcow. Okoto dziesieciu rozdziatéw, stanowigcych blisko trzecig cze$¢ ksigzki po-
Swiecono zagadnieniom ogélnym. Takze tematyka rozdziatéw szczeg6towych jest bar-
dzo wszechstronna. Sympozjum stato sie bowiem forum dyskusji nad nowo wytonio-
nymi problemami, tak waznymi, jak 1) problem potrzeby rewizji definicji feromo-
néw —a moze nawet porzucenia tego terminu z powodu réznic miedzy systemami
tacznosci chemicznej owaddw i kregowcoéw, jak 2) sprawa wplywu uczenia sie
zwierzat na porozumiewanie si¢ chemiczne, czy 3) rola pokarmu w powstawaniu fe-
romonow. Zwroécono przy tym uwage na 4) zalezno$¢ porozumiewania sie chemicznego
od wielosensorycznego kontekstu, w ktdrym musi sie ono odbywac. Starano sie
wreszcie 5) wyswietli¢c sprawe feromonéw wielosktadnikowych. Sg tu wiec dwa
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rozdziaty metodyczne. Jeden jest wprawdzie rozdziat o tematyce czysto biochemicz-
nej: ,,Witasnosci zwigzkéw uzywanych jako sygnaty chemiczne” (6 stron). Jego ele-
mentarny poziom adresuje go przy tym raczej do biologéw niz do biochemikéw. Tych
ostatnich moga jednak bardziej zainteresowac inne rozdziaty, o mniej og6lnej tres-
ci—np. dotyczace ztozonego zachowania sie ssakéw i terenowych testéw bioche-
micznych, o ztozonos$ci chemicznego systemu porozumiewania sie ssakoéw, czy roz-
dziat rozpatrujacy chemiczne atraktanty z gruczotu napletkowego szczura.

Ksigzka ujmuje problematyke w aspektach ogélnobiologicznych. Oproécz wiec
sprawy zaréwno chemicznych, jak i cybernetycznych mechanizmoéw tgcznosci chemicz-
nej znajdziemy tu zagadnienie jej wyznacznikéw ekologicznych, jak i rozwazania
nad przystosowawczym znaczeniem tej tgcznosci. Pojawia sie réwniez podejscie ewo-
lucyjne. Wiele miejsca poswiecono omoéwieniu problematyki tgcznosci chemicznej
w odniesieniu do konkretnych sytuacji spotecznych, w ktérych zachodzi. Jest zatem
mowa o roli feromonéw w wyzwalaniu i hamowaniu tzw. zachowania si¢ agoni-
stycznego (tj. zwiazanego z walkg) w obrebie gatunku. W tym kontek$cie poruszo-
no oczywiscie zagadnienie terytorializmu —wraz z przyktadami znakowania granic
terytorium $ladami chemicznymi. Przy okazji ataku drapiezcow na ryby omoéwiona
jest znéw sprawa tzw. substancji alarmowych. Szeroko potraktowano role woni
w indywidualnym rozpoznawaniu sie osobnikéw, przy rozpoznawaniu sie wspoiple-
miencow, a takze osobnikéw o okre$lonej randze w hierarchii spotecznej. Osobng
i szczeg6lnie wazna dziedzine zagadnien porozumiewania sie chemicznego —tak jak
u zwierzat z wielu innych grup —stanowi sprawa wzajemnego rozpoznawania sie
partneréw seksualnych u kregowcéw oraz oceny ich stanu fizjologicznego. Jest tez
rozdziat o tematyce stosowanej.

Jak to zwykle bywa z ksigzkami opracowywanymi zespotowo, te réwniez cechuja
dobre i zte strony. Jest w duzej mierze sprawg czytelnika, czy w jego odczuciu ko-
rzysci kompensujg braki. Z jednej strony mamy przeciez tu zbiér artykutéw omawia-
jacych jedne zagadnienia szerzej, podczas gdy inne zostaly — czasem dos$¢ przypad-
kowo — zaniedbane lub wrecz pominiete. Z drugiej znéw strony taka ksigzka odzna-
cza sie korzystng cechg, jaka daje opracowanie przez zespdt specjalistow. Jest nig
aktualnos¢ podanych faktow i interpretacji, dzi$ napewno nieosiggalna dla jednego
autora. llustracjg dysproporcji roztozenia akcentéw moze byé choéby to, ze przy
21 rozdziatach dotyczacych ssakéw — szczurowi, chomikowi ztocistemu, psu, naczel-
nym i zwierzetom domowym poswiecono tylko po jednym rozdziale, cztowiekowi
dwa, gryzoniom trzy; reszte stanowig rozdziaty ogélne. Na tym tle gady i ptazy
maja jeden rozdzial, podobnie ryby. Oczywiscie w pewnej mierze odzwierciedla to
role chemicznego porozumiewania sie u kregowcow z tych grup, jeszcze bardziej za$
Swiadczy o stopniu zainteresowania samych badaczy. Ptakom na przykiad poswie-
cono zbyt mato uwagi, bo tylko 29 wierszy tekstu, cho¢ wiadomo, ze przedstawiciele
tej gromady kregowcéw majg dobrze rozwiniety wech. Niemniej jednak cytaty od-
powiednich badan, w tym rowniez biochemicznych, dotycza dziesigtkow gatunkoéw
zwierzat, a sposrod samych ssakéw — procz wymienionych juz gatunkéw — wiecej
uwagi poswiecono kilkunastu innym (jak $wince morskiej, nornicy, krélikowi, dzi-
kowi, jeleniom, reniferowi, owcy, antylopie widiorogiej, manguscie, cywecie, kotu,
hienom, psu, wilkowi, kojotowi, lisowi, marmozecie, czy rezusowi—ze wymienimy
te tylko przyktady w celu zorientowania czytelnika). Nierzadko zreszta na kartach
tej ksigzki pojawiajg sie owady — jako element odniesienia dla wielu wywodow.
(Czytelnikowi, ktory poszukiwatby mniej wyrywkowo potraktowanego tematu, moz-
na by zaproponowa¢ siegniecie po harmonijnie ujety wstep do catoséci tej problema-
tyki, w postaci ksigzki H. H. Shoreya pt. ,,Animal Communication by Pheromones”;
Academic Press, New York, 1976, str. 167, ktorej recenzja pojawita sie w Behavioural
Processes, 2, 1977 No. 2, str. 204—205).
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Catos¢ ksigzki uzupetnia szczegétowy indeks przedmiotowy i nazw zwierzat
w niej omawianych. Nie jest on wprawdzie wolny od przeoczen. Pod hastem Me~
riones unguiculatus czytelnik znajduje odsytacz do mongolskiego gerbila; jednakze
tego hasta —z oczekiwanymi stronami, na ktorych jest omawiany —juz nie ma.
Jedynie na koncu przedmowy mozemy znalezé nazwisko oséb odpowiedzialnych za
ten stan rzeczy.

J. A, Chmurzynski

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 $.

Ksigzka pomyslana zostata jako wprowadzenie do szczegétowej toksykologii me-
tali, przedstawionej w drugim tomie (Chemical Toxicity of Metals and Metalloids),
z ktérym niestety recenzent nie miat mozliwosci sie zapoznac.

Omawiany nizej pierwszy tom jest dzietem stosunkowo zwieztym obejmujgcym
nastepujace gtowne tematy: (1) Wprowadzenie, ktdre oprécz ogélnych zagadnien bio-
logicznych (metale niezbedne i stymulujgce, zastosowania farmakologiczne, toksyko-
logia) obejmuje rowniez omdéwienie technik analitycznych; (2) Wchtanianie (enteral-
ne, inhalacyjne, dermalne) i wprowadzanie do ustroju metali; (3) Detoksykacja, wy-
dalanie i homeostaza; (4) Toksykologiczne znaczenie wtasciwosci fizykochemicznych
metali; (5) Karcinogenno$é¢ i teratogennos¢; (6) Podsumowanie i przeglad danych
0 toksycznosci metali. Bibliografia obejmuje ponad 400 pozycji.

Nie jest to typowy podrecznik toksykologii metali, ktdry moznaby zaleci¢ jako
wprowadzenie dla specjalizujgcych sie w tym zagadnieniu. Specyficzny punkt wi-
dzenia autoréw na te dziedzine wynika z dwéch zrodet: (a) Podrecznik powstat w Za-
ktadzie Biochemii Uniwersytetu Columbia, Missouri i z cytowanych Zzrdédet nie wy-
nika, aby autorzy sami zajmowali sie praktycznymi aspektami toksycznosci metali
u ludzi, (b) Podrecznik powstat z prac prowadzonych dla potrzeb NASA w przewi-
dywaniu uzycia metali w wielosktadnikowych odzywkach. Specyficzny kat widzenia
autoréw, jak réwniez ich osobiste doswiadczenia spowodowaty, ze roztozenie akcen-
tow w tej pracy niezbyt dobrze pokrywa sie dziedzinami, wzbudzajacymi szczegdlnie
duze zainteresowanie toksykologoéw, zajmujacych sie praktycznymi aspektami tok-
sykologii metali. Metale, uwazane za powazny problem cywilizacyjny z uwagi na
skazenie Srodowiska (otow, kadm, rte¢) nie zostaty w pracy szczegélnie wypunkto-
wane: autorzy odsytajg tu Czytelnika do innych wyspecjalizowanych monografii.
Tradycyjne problemy toksycznosci metali, ktéorym poswiecona jest przewazajgca
liczba doniesien naukowych, zostaty oméwione w sposéb przeglagdowy na 30 stronach
rozdziatu VI. Tylez miejsca zajmuje rozdziat V, poswiecony karcinogennym i terato-
gennym wiasciwosciom metali, ktoére z natury rzeczy w praktycznej toksykologii me-
tali odgrywajg nieporéwnanie mniejszga role. Pewne zaskoczenie wzbudza fakt, ze
mozna byto napisa¢ ksigzke o toksycznosci metali, nie powolujagc sie w ogéle na
prace specjalistéw tej miary co Teisinger, Kehoe, Zielhuis, Chisolm (otéw), Friberg,
Nordberg, Parizek (kadm), Goldwater, Clarkson (rte¢), Evans, Porter (miedz), Vallee,
Kagi (metalotioneina) itd.

Z uwagi na specyficzny punkt widzenia autoréw na toksykologie metali ksigzka
ta moze by¢ wartoSciowa przede wszystkim dla specjalistéw, ktérzy znajdg w niej
uzupetniajgce informacje do juz ugruntowanego sposobu patrzenia na te dziedzine.
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Szczeg6lnie dobrze sg w ksigzce opracowane zagadnienia, lezagce w profilu osobistych
zainteresowan autoréw, dotyczace drég wchianiania metali, a szczegélnie drogi jeli-
towej. Zagadnienia detoksykacji potraktowano bardzo ogo6lnikowo, bez cytowania
zrédet —i niezbyt Scisle (dla przyktadu, zdolno$¢ indukcji metalotioneiny przypisano
réwniez otowiowi; proces indukcji tego biatka przez rte¢ zlokalizowano w watrobie,
zamiast w nerce). Interesujgca jest préba powigzania wtasciwosci biologicznych me-
tali z ich budowg elektronowg i lokalizacja w uktadzie okresowym, a takze ich zdol-
noscig do tworzenia komplekséw. Mniej udana natomiast wydaje mi sie¢ préba prze-
tozenia tych teoretycznych przestanek na jezyk biologiczny (interakcje metal—biatko
i metal—kwasy nukleinowe). Pod tymi hastami znajdzie Czytelnik gtdwnie infor-
macje uzyskane in vitro, ktore w toksykologii sag rozpatrywane jako podioze reakcji
mozliwych, jednakze nie zawsze sprawdzajgcych sie w badaniach in vivo. Ta roz-
biezno$¢ punktéow widzenia jest o tyle istotna, ze w ostatnich latach nagromadzito
sie juz nieco informacji o interakcjach metali z makroczasteczkami uktadéw biolo-
gicznych in vivo.

Interesujgco przedstawiono w pracy ogélny poglad na wiasciwosci karcinogen-
ne i teratogenne metali. Odpowiednio spreparowane tabele uktadu okresowego utat-
wiaja szyka orientacje w mozliwej roli réznych metali w odniesieniu do powyz-
szych efektéw. Na uwage zastuguje tez silnie w pracy eksponowany wzgledny cha-
rakter poje¢ ,,pierwiastkéw niezbednych” i ,pierwiastkéw toksycznych”. W prze-
konywujacy sposob przedstawiono poglad, zgodnie z ktérym zaréwno niedobdr jak
i nadmiar okreslonych pierwiastkéw moze wywotywaé ujemne skutki biologiczne.

Na uwage zastuguje przedstawiona w tej pracy po raz pierwszy propozycja
przyjecia jednostek toksycznosci wprost proporcjonalnych do sity toksycznego dzia-
tania zwiagzku (stosowany dotychczas system dawek, np. DL5), wzglednie stezern tok-
sycznych jest skorelowany z sitg toksycznego dziatania w sposéb odwrotnie pro-
porcjonalny). Autorzy proponujg ukiad analogiczny do jednostek pH: przyjmujac
za T toksycznos$¢ ostrg wyrazong w molach/kg, wyktadnikiem sity toksycznego dzia-
tania ma by¢: pT = —og T. W tym uktadzie toksyczno$¢ wyraza sie¢ wartosciami 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 X1+ 215, cena 23,40 $.

Wedtug stow wiasnych autora zadaniem ksigzki jest mozliwie wszechstronne
przedstawienie zagadnien zwigzanych z problemem raka i zastosowaniem zwigzkdw
naturalnych w chemoterapii nowotworéw. Autor ufa, ze ksigzka pozwoli chemikom
i biologom doceni¢ mozliwo$¢ leczenia raka, lekarzom za$ powie jakie drogi myS$lowe
i doswiadczalne prowadza do odkrywania coraz to nowych naturalnych substancji
0 dziataniu przeciwnowotworowym. Cato$¢ sktada¢ sie ma z dwu tomoéw, z ktoérych
pierwszy wprowadza czytelnika w sposéb roéwnie syntetyczny, jak uproszczony
w podstawy wiedzy o biologii nowotworéw, o chorobach nowotworowych i ich te-
rapii (0 czym nizej); tom drugi zas ma przynie$¢ tabelaryczne zebranie wszystkich
znanych (do kwietnia 1976 roku) substancji naturalnych o dzialaniu przeciwnowo-
tworowym i cytostatycznym. Autor wyraza nadzieje, ze wysitek zebrania danych
o chemii i biologii naturalnych czynnikéw przeciwnowotworowych okaze sie pozy-
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teczny dla przedstawicieli wielu dyscyplin i wspomoze postep w znajdywaniu dal-
szych bardziej skutecznych chemioterapeutykow.

Trudno jednak podziela¢ optymizm autora nie znajac drugiego tomu Kksigzki.
Wystarczy bowiem przejrzeé spis rozdziatbw tomu pierwszego oraz niezbyt bogatg
jego tre$¢ by poglebito sie wrazenie nadmiernej sktonnosci autora do upraszczania
zagadnien. Wida¢ to juz z tytutu ksiazki ,,Biosyntetyczne produkty dla chemioterapii”,
potwierdza za$ proste wyliczenie: spo$réd 215 numerowanych stron tomu: 92 stano-
wi tre$¢, 6 stron tabele, 81 stron wzory 155 omawianych zwigzk6éw, 15 stron pismien-
nictwo (444 pozycje), 13 stron indeks rzeczowy a 8 stron gubi sie w tak zwanych
»wakatach”.

Bardzo estetyczne wydanie ksigzki, piekny papier, duza czcionka o tadnym
kroju i duza czytelno$¢ wzoréw podnosza warto$¢ dydaktyczng ksigzki. Zbyt ogol-
nikowa dla naukowc6éw, moze przyda¢ sie niespecjalistom do wstepnej orientacji
w dziedzinie chemoterapii nowotwordw a, byé moze, przyda sie réwniez studentom
medycyny i mtodym lekarzom jako kompendium pomocne przed egzaminem z tego
przedmiotu.

Z. Zielinska

Marine Natural Products Chemistry,

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

Naktadem Plenum Press (N. York, London) w serii NATO IV ,,Maring Science”
ukazata sie ksigzka pt. ,,Maringe Natural Products Chemistry” — Chemia produktéw
naturalnych pochodzenia morskiego.

Ksigzka jest zbiorem referatdow prezentowanych na konferencji pt. ,,Produkty
naturalne pochodzenia morskiego” organizowanej przez NATO w pazdzierniku
1976 r. w Jersey w W. Brytanii. Cato$¢ ksigzki obejmuje 34 referaty.

Sa to zaréwno referaty przedstawiajgce wyniki prac o charakterze podstawowym
jak i referaty dajace przeglad wazniejszych zagadnien. Intencjg sympozjum byto
stworzenie platformy do dialogu pomiedzy chemikami organikami, ktorzy studiuja
zwiazki powstajgce podczas przemian metabolicznych organizméw morskich a biolo-
gami, ekologami i farmakologami, ktérzy badajg wptyw tych zwigzkéw na organizmy.

Kolejnos¢ referatow zamieszczonych w ksigzce pozwala na podzielenie ich na
nastepujace grupy: terpenoidy i steroidy niektérych organizméw morskich (kora-
lowce, mieczaki, gabki), sterole pochodzenia morskiego i ich metabolizm, chemia alg
i innych wodorostow morskich, zwigzki toksyczne niektérych organizméw morskich,
chemia innych morskich produktéow naturalnych i ich zastosowanie.

Na uwage w grupie referatow dotyczacych terpenoidéw i steroidéw zastuguje
praca G. Cimino pt. ,,Przeglad seskwiterpenoidéw ggbek morskich”, w organizmach
tych bowiem wystepuje najwieksza réznorodnos$¢ seskwiterpenoidéw w Swiecie zwie-
rzecym. Ogoétem do chwili obecnej z ggbek morskich wyizolowano i zidentyfikowano
prawie 50 seskwiterpenoidéw. Autor dokonuje przegladu tych zwigzkéw dzielagc je
na trzy grupy: seskwiterpenoidy furanowe, hydrochinonowe i izonitrylowe. Rola
i znaczenie seskwiterpenoidéw w metabolizmie ggbek nie sg jednak jeszcze poznane.

Sterole i ich metabolizm w organizmach morskich sg przedmiotem badan wielu
naukowcéw. Wiedza o tych zwigzkach i ich przemianach wzrosta bardzo w ostatnich
latach niemniej jednak biosynteza steroli w organizmach morskich jest nadal nie
w petni wyjasniona. Dotyczy to rowniez tzw. steroli niekonwencjonalnych CZ% C3
oraz CZ i CXz tancuchami bocznymi. Budowie tych zwigzkéw, ich pochodnym, iden-
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tyfikacji oraz wystepowaniu, poswiecony jest artykut L. Minale i G. Sodano pt. ,,Nie-
konwencjonalne sterole pochodzenia morskiego™.

Sporg liczbe prac poswiecono algom i innym wodorostom morskim. Przeprowa-
dzone badania dotyczyty barwnikow, zwigzkow frakcji lipidowej (bromospherol),
aminokwaséw, syntezy mono i dwuterpenéw, fenoli i innych. Oméwiono struktury
wielu zwigzkdéw, ich identyfikacje przemiany oraz systematyke (karotenoidy).

Masowy rozwdj niektdrych toksycznych organizméw planktonowych w rejonie
potnocnego Atlantyku i Pacyfiku — stanowigcy istotny problem ekonomiczny i zdro-
wotny — spowodowat, ze szereg referatéw poswiecono produkowanym gidwnie przez
wiciowce niektdrych rodzajow biotoksynom, ich izolacji i charakterystyce, oraz
zwigzkom biologicznie czynnym wystepujacym w gabkach i wodorostach morskich.
Autorzy referatow zwracajg uwage na trudnos$ci metodyczne bowiem badane bio-
toksyny stanowig najczesciej mieszanine kilku zwigzkéw chemicznych.

Ekstrakty wodorostow morskich znajdujg praktyczne zastosowanie w rolnictwie
i ogrodnictwie powodujac miedzy innymi zwiekszenie odpornosci roslin na niskie
temperatury, grzybice oraz zmniejszenie strat podczas sktadowania owocdw.
E. Blumden oraz K. Brain i inni prébujg wyjasni¢ niektére przyczyny tego zjawiska.

Z innych referatbw na uwage zastuguja réwniez prace J. P. Ferezon i innych
dotyczace lipidow biologicznie aktywnych, P. M. Bebbingtona, E. Morgana i C. Poola:
»Wykrycie i identyfikacja hormonu powodujgcego linienie pakli czy tez, M. Auberta
i innych o wspétzalezni ciach bakterii i fitoplanktonu w $rodowisku morskim.

Ksigzka ,,Marine N; ural products chemistry” jest starannie i przejrzyscie wy-
dana. Rysunki, wykresy i schematy zamieszczone w tekscie sg czytelne i w niezbed-
nej ilosci. Cytowana literatura obejmuje przede wszystkim najnowsze pozycje z lat
siedemdziesiatych i stanowi¢ moze pomoc w rozszerzeniu wiedzy o omawianych
zagadnieniach.

Istotnym mankamentem omawianej ksigzki jest brak materiatow z przebiegu
dyskusji jaka niewatpliwie toczyta sie w czasie sympozjum. Znajomo$¢ jej pozwoli-
taby na konfrontacje niektdérych wynikéw oraz poznanie kierunkéw prac badaw-
czych prowadzonych w réznych osrodkach.

W sumie jednak ksigzka ,,Chemia produktéow naturalnych pochodzenia mor-
skiego” stanowi cenne i bogate Zzrddto wiedzy o wielu zwigzkach chemicznych wy-
stepujgcych w postaci metabolitow nizszych organizmoéw morskich.

Z. Karnicki
»Encyklopedia of the Alkaloids”. Vol. 3, 1977, Plenum Press
$ 59.40.
Tom 11l serii monograficznej ,,Encyklopedia of the Alkaloids” jest kontynuacjg

ksigzki, ktéra ma informowac zainteresowanych zwigzkami naturalnymi lekarzy, bio-
logéw, chemikéw i in. o aktualnie wyodrebnionych alkaloidach oraz o nowych wy-
nikach badan dotyczacych juz wczesniej poznanych zwigzkéw z tej grupy.

Jak zaznacza sam autor, alkaloidy sa jedng z bardzo waznych grup zwigzkow
naturalnych nie tylko ze wzgledu na ich ztozone struktury, ale takze ze wzgledu na
ich dziatanie fizjologiczne i duze zastosowanie w medycynie. Informacja o tych
zwigzkach jest rozrzucona w bardzo wielu réznych czasopismach i dlatego autor
podjat sie zebrania i opublikowania tych zwigzkéw w postaci encyklopedii.

Ksigzka omawia alkaloidy (okoto 3000) uszeregowane w porzadku alfabetycznym.
Dwa pierwsze tomy | (A—H), Tom Il (J—2Z) podajg alkaloidy poznane do roku 1975.

Tom |1l zawiera opisy alkaloidéw wyodrebnionych i opublikowanych do konhca
1976 roku oraz indeks wzorow sumarycznych. W tomie tym znajdujg sie takze opisy
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alkaloidéw wcze$niej wyodrebnionych, ktére nie znalazty si¢ w tomie I i Il. Alkaloi-
dy majg podane: wz6r sumaryczny, wzor strukturalny, roéline z ktorej zostat wy-
odrebniony i krotko opisane witasciwosci fizyczne i chemiczne; nieraz podana jest
metoda wyodrebniania czy rozdzielania.

Patrzac na recenzowana encyklopedie oczami osoby bezposrednio zainteresowanej
ta grupa zwigzkéw odczuwa sie pewien niedosyt danych a takze pomytki w nazwach
lub podawanie nieprawidtowych wzordéw alkaloidéw np. wzdér tiobinufarydyny. Od-
nos$niki do literatury nie zawsze oddajg wtasciwy stan rzeczy np. alkaloidy Nuphar
str. 158 T. Ill (—) deoxynufarydyna — podany jest odno$nik do jednej z ostatnich
prac, ale brak odnosnika do prac wczesniejszych np. japonskich. Brak skorowidzu
roslin utrudnia szukanie alkaloidéw wystepujgcych w tej samej roSlinie szczegoélnie
dla biologéw i farmakologdw.

Ogo6lnie jednak ze wzgledu na to, ze ksigzka zawiera usystematyzowany ogrom-
ny materiat dotyczacy alkaloidéw, ,,Encyclopedia of the Alkaloids” jest bardzo przy-
datng pozycja literaturowag i na pewno bedzie pozyteczna dla biologéw, chemikdw,
medykéw i farmaceutéw.

J. T. Wrébel

Immunology for the Practicing Physicians

red. J. R. Schmidtke, R. M. Ferguson, 1977, Plenum Pres , New York, stron 160,
cena 23,40 $.

Ksigzka stanowi zwiezte przedstawienie obecnej wiedzy na temat podstawowych
zagadnien immunologii i immunopatologii zaréwno dla lekarza klinicysty, jak i spe-
cjalisty z zakresu diagnostyki laboratoryjnej.

Poszczeg6lne rozdziaty zostaly napisane przez badaczy tej miary co Unanue (Roz-
poznanie antygenu przez limfocyty), Katz (Kontrola genetyczna odpowiedzi immu-
nologicznej), Gershon i Metzler (Regulacja immunologiczna przez komorki T), Coch-
rane (Choroba komplekséw immunologicznych) oraz Dixon (Rola przewlektego za-
kazenia wirusowego w chorobach immunologicznych). Poza tym omoéwiono w opra-
cowaniu takie zagadnienia jak: wspodtczesne koncepcje immunologii, immunologie
transplantacyjng, immunologie nowotworowg i immunoterapie, niedobory immuno-
logiczne a nowotwory, oraz nadz6r immunologiczny nad nowotworem.

Ksigzka zawiera szereg interesujacych zestawien i schematéw, jest napisana
bardzo przejrzyscie i przystepnie. Dostarcza nowoczesnych informacji na temat
podstawowych zjawisk immunologicznych z jakimi mozna si¢ zetkng¢ w praktyce
klinicznej.

Opracowanie umozliwia lekarzowi i biochemikowi zaznajomienie sie ze ztozong
nomenklaturg przedmiotu i lepsze $ledzenie coraz bardziej skomplikowanych arty-
kutéw, jakie pojawiajg sie¢ w literaturze na ten temat.

K. Madalinski

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 redakcjg F. A. Loewusa i V. C. Runecklesa jedenasty tom z serii
»Recent advances in phytochemistry” oparty jest na materiatach XVI Zjazdu Towa-
rzystwa Fitochemicznego Ameryki Péinocnej, ktéry odbyt sie w sierpniu 1976 r.
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Materiaty w wersji ksigzkowej ujeto w 11 rozdziatdow, stanowigcych odrebne
opracowania monograficzne, przygotowane przez kompetentnych specjalistow, repre-
zentujacych znane placowki naukowe z Australii, Japonii, Kanady, RFN i USA.

Forma opracowan jest zwiezta i komunikatywna, bogato ilustrowana wykresami
i fotografiami zaczerpnietymi z reprezentatywnego w danej dziedzinie pi$miennictwa
Swiatowego. Przewazajg zrdédta amerykanskie i japonskie, mniej liczne sg pozycje
europejskie, miedzy innymi uwzgledniono w niektérych rozdziatach takze dorobek
pracowni polskich.

Na poczatku kazdego rozdziatu umieszczone sg gtéwne tezy, rozwinigte nastepnie
w jego tresci. Na zakonczenie rozdziatu autor daje krytyczng konkluzje, zawierajgca
obiektywne podsumowanie i ocene aktualnego stanu wiedzy w omawianej dziedzi-
nie. Po kazdym rozdziale oddzielny spis literatury obejmujgcy 50—300 pozycji.

Rozdziat |1 posSwiecony jest oméwieniu ultrastruktury drewna w powigzaniu
z dystrybucja gtéwnych jego skitadnikéw chemicznych. Kilkadziesigt doskonatych
mikrofotografii, wykonanych przy uzyciu nowoczesnych technik mikroskopii elektro-
nowej ufatwia czytelnikowi zorientowanie sie we wspotczesnych, czesto dyskusyj-
nych poglagdach na temat submikroskopowej budowy drewna.

Autorzy nastepnych rozdziatbw omawiaja struktury molekularne oraz procesy
biosyntezy gtdwnych skitadnikéw chemicznych wystepujacych w drewnie, tj. polisa-
charydow, glikoproteidéw, ligniny i lipidow.

SzczegOlnie interesujgce i obszerne sg rozdzialy poswiecone biosyntezie ligniny
oraz polimeréw lipidowych typu kutyny i suberyny. Uwzgledniono tu wyniki now-
szych prac, ktore rzucity ostatnio nowe Swiatlo na enzymologie proceséw biosyntezy
tych polimerdw.

Druga cze$¢ ksigzki stanowig rozdziatly poswiecone wtérnym przemianom drew-
na. W rozdziale VII oméwiono chemiczne i morfologiczne podioza zmian zachodza-
cych w drewnie podczas ontogenetycznego rozwoju drzewa. Rozdziat ten zainteresuje
zarowno chemikéw jak i technologéw zajmujacych sie drewnem jako surowcem.
Podobny charakter posiada rozdziat XI, poswiecony chemii i technologii produktéw
drewnopochodnych.

Odrebny charakter posiadaja rozdziaty VIII i IX, ktérych tematem sg procesy
biodegradacji gtéwnego sktadnika polisacharydowego (celuloza) oraz polifenolowego
(lignina) drewna pod wptywem mikroorganizmow.

Rozdziat X przedstawia naturalne mechanizmy obronne, uruchamiane przez rosli-
ny w odpowiedzi na atak patogennych czynnikéw z zewnatrz, np. owadoéw.

Na wyro6znienie zastugujg rozdzialy omawiajace procesy biodegradacyjne, w kté-
rych znajdzie czytelnik szersze tto ogélnoenzymologiczne jednego z ciekawszych prob-
leméw wspotczesnej biochemii a mianowicie kwestie mechanizmu oddziatywania
enzymoOw na makromolekuty substratéw nierozpuszczalnych w wodzie. Gtéwne za-
gadnienia w zakresie biodegradacji drewna relacjonujg wybitni znawcy w tej dzie-
dzinie a mianowicie E. T. Reese (celuloliza) oraz T. K. Kirk (biodegradacja i utyli-
zacja ligniny). Oryginalne, syntetyczne ujecie biochemicznych i mikrobiologicznych
aspektdéw biodegradacji tych polimeréw roslinnych nadaje tym rozdziatom walory
cennej monografii.

Ksigzke poleci¢ mozna wszystkim, ktérych interesujg postepy wiedzy w zakre-
sie substruktury drewna oraz witasciwosci chemicznych i przemian biochemicznych
jego gtownych sktadnikow.

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 lekéw” stanowi zbiér wy-
branych prac, prezentowanych na Miedzynarodowym Sympozjum w roku 1976 w Me-
diolanie, poswieconym zastosowaniu spektrometrii masowej w badaniach metaboliz-
mu lekow.

Prace majg charakter oryginalnych komunikatéw naukowych lub referatow po-
gladowych, obejmujacych wybrane zagadnienia z dziedziny metabolizmu lekow réz-
nych grup, diagnostyki lekéw (ustalenie rodzaju leku w wypadkach przedawkowa-
nia, wykrywanie narkotykéw, identyfikacja lekéw i ich metabolitow, pochodzacych
z odchodéw ludzkich w $ciekach, identyfikacja pestycydéw w krwi itp.) oraz
zastosowania nowych technik w spektrometrii masowej (CIMS, GC—CIMS, HPLC—
CIMS, GC—MS—SIM, HPLC—MS—SIM, FDMS, zastosowanie komputeréw itp.) dla
badan biochemicznych.

Przeglad referowanych prac prowadzi do wniosku, ze spektrometria masowa
w badaniach metabolizmu lekéw osiggneta range metody unikalnej. Powody sg na-
stepujace: metabolity lekéw sa niezwykle reaktywne, wystepujg w bardzo matych
iloSciach i r6znig sie miedzy sobg zwykle jaka$ jednag grupa chemiczng; klasyczna
analiza jest w tych warunkach niezwykle trudna, czesto wrecz niemozliwa. Spektro-
metria masowa stwarza mozliwo$¢ ustalania struktur chemicznych w mieszaninach,
okredlania iloSciowego sktadu zwigzkéw, a w kosekwencji stanowi znakomitg tech-
nike badania zaréwno drég detoksykacji metabolitéw lekéw, jak i drog, prowadza-
cych do metabolicznej aktywacji lekdw macierzystych poprzez chemicznie reaktywne,
hepatoksyczne zwigzki przejsciowe. Przyktadem mogg stuzyé badania metabolizmu
leku pyrazofuryny u pacjentéw chorych na raka, ktére pozwolity na okreslenie wtas-
ciwej dozy leku —pierwszy zanotowany sukces w tej dziedzinie. Roéwnie wazne
sg unikalne badania technikg MS-izotopy metabolizujgcych gwattownie substancji
endogennych: aminokwasow, cukrow, ttuszczy u ludzi zdrowych i chorych. Metoda
ma znaczenie diagnostyczne w klinicznej gastroenterologii i pozwala ustali¢ aspekty
patogenezy oraz rezultat dzialania okreslonych lekéw. Uderzajacy w referowanych
pracach jest postep w udoskonalaniu techniki i metod badawczych przy stosowaniu
spektrometrii masowej. Do$¢ wspomnie¢ GL—CIMS (chemical ionization mass spect-
rometry). Zastosowanie jonizacji chemicznej daje stosunkowo proste spektry maso-
we, co idealnie rozwigzuje problem analizy mieszanin (wykorzystano m.in. do analizy
metabolizmu antybiotykdw makrolidowych). Ogromne mozliwosci przy zastosowaniu
CIMS daje selektywne stosowanie réznych gazéw nosnych do jonizacji, rézniacych
sie powinowactwem protonowym (aktywnoscig Broensteda) w stosunku do bada-
nych substancji. Stwarza to m.in. mozliwo$¢ wykrywania specyficznych grup zasado-
wych w czasteczkach o nieznanej strukturze (np. amoniak, protonujgc selektywnie
aminy tworzy produkty addycji M+NHR z aldehydami, ketonami, estrami; tlenek
azotu stosuje sie dla rozréznienia alkoholi I, Il i Ill-rzedowych itd.). Poniewaz GC
moze spowodowaC degradacje niektérych nietrwaltych metabolitéw, idealng tech-
nike stanowi potgczenie HPLC (high pressure liquid chromatography) i CIMS.

Zwraca uwage stosowanie nowych reagentow w technice MS. Stwierdzono np.,
ze etery boranowe, zabezpieczajgce grupy fenolowe, sg bardziej selektywne niz etery
silylowe i wykazujg specyficzne wiasnosci w MS, uzyteczne w badaniach materiatéw
biologicznych. Analize tego typu materiatow prowadzi sie zwykle technikag GC—FID
(flame ionization detection) lub MF (mass fragmentation).

Warto$¢ metody MS podnosi wzbogacenie jej technika komputerowa.

Omowienie wszystkich, zawartych w monografii zagadnieh, wykracza poza ra-
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my recenzji. Niezbedne jest podkres$lenie, ze ksigzka stanowi znakomite zrodto in-
formacji o metabolizmie lekéw nalezagcych do réznych grup, uzyskanych metodami
spektrometrii masowej. MS jest przy tym najbardziej uniwersalng metoda, odzna-
czajacg sie wysokg czutoscig i selektywnoscig. Imponujacy rozw6j nowych technik
MS stosowanych w badaniach biologicznych zostat omoéwiony w sposob krytyczny.
Referowane prace majg charakter naukowy. Nowe techniki (CIMS, SIM) w wielu
przypadkach stosowano wytgcznie do badan substancji modelowych. Wykorzystanie
ich w praktyce wymaga dalszych badan, ktére pozwolg zweryfikowaé ich rzeczy-
wiste znaczenie.

Monografia uwzglednia réwniez negatywne wyniki badawcze i wskazuje na
sposoby pokonania trudnosci, np. poprzez stosowanie specjalnych technik.

Monografia efektywnie integruje literature, obejmujacg metody i techniki ba-
dawcze MS w badaniach strukturalnych zwigzkéw biologicznie czynnych, prowa-
dzonych przez biochemikéw, chemikéw organikéw i medycznych pracownikéw nau-
kowo-badawczych. Cytowana literatura stanowi pelne, najswiezsze Zzrodto wiedzy
z tej dziedziny. Monografia jest szczeg6lnie cenna dla wszystkich badaczy, intere-
sujacych sie biochemia, farmakologia, toksykologia oraz analizg strukturalng i me-
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, zaréwno pozyteczne jak i negatywne znaczenie owadow i pajecza-
kéw powoduje, ze sg one przedmiotem badan wielu laboratoriow biochemicznych,
morfologicznych, fizjologicznych i genetycznych Wzmozone zainteresowanie bada-
czy powoduje potrzebe nowoczesnych hodowli laboratoryjnych owadéw i pajeczakéw.
Do niedawna powaznym czynnikiem utrudniajacym uzywanie ich w pracach ba-
dawczych byta konieczno$¢ stosowania w ich hodowli pokarmu naturalnego. W ostat-
nim dwudziestoleciu dzieki coraz powszechniejszemu stosowaniu diet sztucznych
wspomniane trudnosci zostaty w znacznym stopniu zredukowane. Stosowanie sztucz-
nych diet jest na og6t korzystniejsze w hodowli owad6éw i pajeczakéw niz stosowanie
ich naturalnego pozywienia. Hodowle sa tansze i fatwiejsze do prowadzenia szcze-
gblnie w hodowlach masowych; mozliwe jest prowadzenie hodowli aksenicznych,
na $cisle okreslonej diecie; mozliwa jest réwniez hodowla owadéw i pajeczakéw na-
turalnie w danym Kkraju nie wystepujacych.

Entomolodzy i pracownicy naukowi, dla ktérych materiatem badawczym sa
zwierzeta nalezagce do wymienionych gromad, otrzymali unikalng pozycje biblio-
graficzng. Jest nig omawiana ksigzka. Opracowanie obejmuje przepisy przygotowa-
nia z powszechnie dostepnych produktéw zywnosciowych, witamin i soli nieorganicz-
nych sztucznych lub potsztucznych diet dla owadoéw przeszto 720 gatunkéw i paje-
czakow prawie 30 gatunkéw, przy czym podano roéwniez przepisy przygotowania
kilku alternatywnych diet. Cenng zaleta opracowania jest podanie warunkéw pro-
wadzenia hodowli przy stosowaniu odpowiedniej diety oraz opisanie przebiegu cyklu
zyciowego zwierzat hodowanych na danej diecie. Bogata bibliografia umozliwia
zainteresowanemu czytelnikowi dotarcie do oryginalnych prac stanowigcych pod-
stawe omawianego opracowania.

A. B. Dutkowski
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Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowac prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce
przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie nalezy podawac jedynie nazwiska
badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.

Cytujagc wydawnictwa ksigzkowe podawac nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autora(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktorow(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe 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

Zataczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢c w 2 egz. na oddziel-
nych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajagcym numerowi
uzytemu w tekscie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otdwkiem) nazwi-
skiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtéwki rubryk winny jasno opisywac ich tre$é¢ zaznaczajac, z jakich
(jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich oméwienia w teksécie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny byé wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig cienszg niz linie wiasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisoéw
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykresdw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktow
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: O D A « H a.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,dot” (otow-
kiem). Decycje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny byé dotaczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisa¢ na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z pi$miennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytacznos$é druku prac wraz z ich dokumentacja (Copyright). Przed wia-
czeniem tabel, wykreséw czy schematdéw do artykutu przeznaczonego do
publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wiasciwe pakowanie artykutow, aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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