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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane“w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sg honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-

wek nie wptywajacych na tre$¢ pracy.
Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinia, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i naz-
wiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszy-
nopisu).

Rozdziaty w teks$cie nalezy oznaczaé¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty— arabskg. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢é zadnych tablic, rysunkoéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskg w nawia-
sie— numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujgc sie na literature nalezy poda¢ w tek$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zalgcznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajacym uzytemu w teks$-
cie n.p. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtdwek opisujacy jej tresé, jej sens
powinien byé zrozumialy bez odnoszenia sie do tekstu a kazda rubry-
ka powinna by¢ zaopatrzona w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisaé
na maszynie nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,goére i ,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autorow.
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W roku 1953 z inicjatywy Komitetu Biochemicznego Pols-
kiej Akademii Nauk powstaje kwartalnik Postepy Biochemii
pod redakcjag prof. dr Jozefa Hellera. Czas byt to trudny i dla
biochemii polskiej krytyczny. Przerzedzona losami wojny kad-
ra naukowa nie zostata jeszcze odbudowana, a Zle wyposazone
i nad miare obcigzone pracg ustugowa i dydaktyczng zaktady
nie sg naog6t w stanie nadgzaé za dynamicznie rozwijajaca
sie biochemig Swiatowa. Postepy Biochemii juz od poczatku
swego istnienia wnoszg cenny wkiad w poprawe O6wczesnego
stanu rzeczy. Publikujg artykuty referatowe, omawiajagce pro-
blemy wazne i aktualne, informujgce o kierunkach badawczych
w biochemii $wiatowej. Poczawszy od roku 1955, zaczynajg
réwniez spetnia¢ doniostg role w szkoleniu poczatkujacych pra-
cownikéw nauki, uwozliwiajagc im publikowanie swych prac
i uczac jasnego, logicznego i poprawnego wyrazania drukiem
swoich mysli.

Objetos¢ i nakiad Postepow Biochemii szybko rosng, roz-
budowuje sie dziat ogélno-informacyjny, podajacy sprawozda-
nia ze zjazdow, sympozjow, pracowni, zawierajacy materiaty
bibljograficzne itp. Pod wytrawnym Kkierownictwem pierwsze-
go Redaktora Naczelnego, prof. dr J. Hellera, Postepy Bio-
chemii osiggaja range czasopisma wysokiej uzytecznosci, o do-
brze ugruntowanej w naszych zaktadach pozycji, czytanym
i docenianym przez szerokie rzesze pracownikéw nauki.

Postepy Biochemii stajg sie w roku 1960 organem polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego, a redakcje obejmuje Prof.
dr Irena Chmielewska. W tym czasie sytuacja w zaktadach
ulegta poprawie: lepsze wyposazenie pracowni, stypendia za-
graniczne i dobre zaopatrzenie w piSmiennictwo Swiatowe spra-
wity, ze polska biochemia zaczeta odzyskiwac¢ nalezne jej miej-
sce w biochemii Swiatowej. Maleje konieczno$¢ dostarczania
czytelnikowi artykutéw typu podrecznikowego, a rosnie po-
trzeba przeciwdziatania nadmiernej specjalizacji czy uleganiu
modzie w doborze tematyki badawczej. Na tamach Postepow
Biochemii ukazujg sie opracowania problemdéw waznych a nie-
dostatecznie docenianych w naszych zakladach. Szczeg6lng
jednak troska otacza Redaktor Naczelny mtodych adeptdéw bio-
chemii: dla nich Postepy Biochemii stajg sie doskonatg szkotg



pisania rozpraw naukowych, szkolg, ktéra tworzy trwate pod-
waliny ich przysztej kariery. Bezbledna tre$¢, jasna ekspo-
zycja i nienaganna forma prac publikowanych na tamach Po-
stepow Biochemii sprawiajg, iz kwartalnik naszego Towa-
rzystwa zyskuje uznanie juz nie tylko w kraju ale i zagranica.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne oddaje obecnie w rece
czytelnika pierwszy zeszyt Postepow Biochemii pod redakcjg
dr Zofii Lassota. Przed trzecim Redaktorem Naczelnym Poste-
péw Biochemii stajg nowe i trudne zadania. Rozwdéj biochemii
na Swiecie postepuje w tempie wyktadniczym. Wszechstronne
zespoly badawcze i coraz doskonalsza, wysoce zautomatyzo-
wana aparatura sprawiajg, ze otwierajace sie perspektywy po-
znawcze sa szybko eksplorowane. Narastajg trudno$ci w poro-
zumiewaniu sie nie tylko badaczy z dziedzin pokrewnych, ale
nawet pomiedzy tymi ktdrzy zajmuja sie ta sama dziedzing
wiedzy. Podreczniki i monografie tracq warto$¢ uzytkowa dla
eksperymentatora, a artykuty przeglagdowe tylko wtedy s3
przydatne gdy sa kompetentne, zwiezte i bardzo szybko opu-
blikowane.

Postepy Biochemii dazy¢ beda do tego, by czytelnik byt
sprawnie informowany o nowych osiggnieciach biochemii i ak-
tualnym stanie gtéwnych jej problemoéw i o implikacjach roz-
woju biochemii dla innych nauk przyrodniczych. Cel Postepéw
Biochemii bedzie osiggniety wtedy, gdy mtody badacz znajdzie
w nich materialty dla pogtebienia swej wiedzy, a doswiadczo-
ny — dla poszerzenia swych horyzontow.

Zarzad Giéwny
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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INA BUCHOWICZ*

Immunoglobuliny — wiasnosci i struktura

Immune-globulins — Properties and Structure

The paper describes the properties and structure of immune globulins and
especially those of TS gamma-globulins.

Immunoglobuliny sg to biatka pochodzenia zwierzecego, posiadajgce
aktywnos$¢ przeciwciata oraz biatka nie aktywne immunologicznie, ale
podobne do przeciwciat pod wzgledem struktury chemicznej i specyficz-
nosci antygenowej (66). Stanowig one okoio Il1"/o biatek surowicy, a obec-
ne sg takze w moczu, w ptynie moézgowo-rdzeniowym oraz w innych pty-
nach ustrojowych i tkankach.

Przy elektroforezie w pH 8,6 immunoglobuliny majag najmniejszg
ruchliwo$¢, co byto podstawg okreélenia tej grupy biatek jako ,,gam-
ma-globuliny”. Jak wykazali Tiselius i Kabat (cyt wg 121),
zawierajg one prawie wszystkie przeciwciata, co byto powodem czesto spo-
tykanego identyfikowania Y-globulin i przeciwciat. Jest to niestuszne,
poniewaz aktywne przeciwciata, tj. biatka zdolne do wigzania antygenu,
stanowig nie wiecej niz 50-75°/0 Y-globulin nawet w surowicach hyperim-
munizowanych zwierzat (82).

Immunoglobuliny sg frakcjg o duzej heterogennosci. W skiad ich wcho-
dza dwie komponenty o roznej rozpuszczalnosci: euglobuliny rozpuszczal-
ne w roztworach soli oraz pseudoglobuliny rozpuszczalne w wodzie. W po-
lu elektrycznym immunoglobuliny mozna rozdzieli¢ na dwie frakcje (31).
Szybsza komponenta, nazywana Yi-globuling, (@-globuling lub T-biatkiem,
ma punkt izoelektryczny przy pH 58. Frakcja zwana Y2gl°buling ma
mniejsza ruchliwo$¢ elektroforetyczng i punkt izoelektryczny przy pH
7,3 (1). Sktad aminokwasowy obu frakcji oraz ich wiasnosci chemiczne sg
zblizone. Heterogenmo$¢ immunoglobulin ujawnia sie réwniez przy bada-
niu w ultrawiréwce. Gtéwng ich czes¢ stanowi biatko o statej sedymentacji
1S. Oprécz tego w surowicach normalnych obecne sg wysokoczasteczkowe

* mgr. st. asystent Centralnego Laboratorium Surowic i Szczepionek ,,Biomed”,

W arszawa.



6 I. BUCHOWICZ [21

makroglobuliny o statej sedymentacji 19S oraz mikroglobuliny o stalej
sedymentacji 2-3,5S.

Ze wzgledu na swojg role w procesach odpornosciowych, immuno-
globuliny byly tematem licznych badan immunologicznych, a obecnie
staly sie przedmiotem szczeg6lnie intensywnych studiow dotyczacych
ich budowy i wiasnosci fizykochemicznych. W ostatnich dwu — trzech
latach z heterogennej mieszaniny, ktorg stanowig immunoglobuliny, udato
sie wyizolowaé Kkilka rodzajow czasteczek odmiennych strukturalnie,
0 réznych wiasnos$ciach fizykochemicznych i biologicznych. W surowi-
cach normalnych obecne sg nastepujace cztery frakcje immunoglobu-
lin (101):

1) 6,6—7,7S Y-globuliny (wg nowej terminologii (57, 66) yG lub IgG-glo-
buliny) stanowig 85-90%. Majg one ciezar czgsteczkowy rzedu 150 000—
—160 000 i zawierajg okoto 2-3% weglowodandw. Frakcja ta ma aktyw-
nos¢ przeciwciat i jest najlepiej zbadang wsrod immunoglobulin.

2) 7-13S 71Aglobuliny (yA lub IgA-globuliny) maja ciezar czasteczkowy
zblizony do IgG-globulin, ale charakteryzuja sie wysoka zawartoscig we-
glowodanéw dochodzacg do 9%. W niektérych pracowniach IgA-globu-
liny byty okre$lane jako @A-globuliny (128). yA-globuliny sg immunolo-
gicznie aktywne.

3) 19S makroglobuliny (yM lub IgM-globuliny) stanowig 5-10% immuno-
globulin. Na podstawie immunoelektroforezy biatka te okreslano jako
Yim~ tub P2M-globuliny. Ciezar czasteczkowy tej frakcji wynosi okoto
1 miliona. Makroglobuliny zawierajg do 10% weglowodandw i majg ak-
tywnos$¢ przeciwciat.

4) 2-3,5S Y-globuliny, nazywane mikroglobulinami, obecne sg w ilosci
nie przekraczajacej 1%, a jedynie w niektérych stanach chorobowych
stwierdza sie ich znaczny wzrost. Biatka te jako jedyne ws$réd immuno-
globulin nie zawieraja aktywnych przeciwciat.

Niniejszy przeglad poswiecony bedzie oméwieniu wazniejszych wy-
nikéw badan nad strukturg i wasnosciami catej grupy immunoglobulin
ze szczegOlnym uwzglednieniem yG-globulin (7S y-globulin), poniewaz
dane dotyczace pozostatych immunoglobulin maja jeszcze charakter
wstepny i raczej fragmentaryczny.

I. Otrzymywanie immunoglobulin

Warunkiem uzyskania bezposrednich informacji o naturze badanego
biatka jest jego izolowanie w mozliwie czystym, homogennym i niezmie-
nionym stanie. Dlatego tez niniejszy przeglad rozpoczyna sie od krétkie-
go omowienia stosowanych obecnie metod izolowania i oczyszczania im-
munoglobulin. Metody takie jak: wysalanie, wytrgcanie rozpuszczalni-
kami organicznymi i niektérymi kationami oraz rozdziat elektroforetycz-
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ny i chromatograficzny, wykorzystujg wiasnosci fizykochemiczne wspol-
ne dla catej grupy biatek i prowadzg do otrzymania preparatu stanowig-
cego mieszanine roéznych przeciwciat. Izolowanie indywidualnych prze-
ciwcial wymaga zastosowania bardziej swoistych sposobéw oczyszczania
i polega najczesciej na wykorzystaniu specyficznej reakcji antygen-prze-
ciwciato.

1. Wysalanie

Klasyczng metodg jest wysalanie y-globulin za pomocg siarczanu amo-
nu (46). Przy 33% wysycenia wytrgca sie stosunkowo czysta frakcja
Y-globulin, ale juz przy zwiekszeniu stezenia soli do 40% preparat jest
zanieczyszczony “-globulinami. Northrop (106) wysalajgc siarczanem
amonu uzyskat krystaliczng antytoksyne btoniczg o zachowanej aktyw-
nosci biologicznej. Kekw ick (cyt. wg 74) zastosowat do wysalania siar-
czan sodu, ktéry daje rozdziat biatek surowicy na albuminy, a-, (3, i y-glo-
buliny i nie denaturuje biatek. Metode te stosuje sie czesto do izolowa-
nia y-globulin i przeciwciat, szczegélnie z surowicy normalnych i uod-
pornionych krolikow (99, 120). W 1961 roku Wotynski iChadzy-
jew (148) przez wysalanie surowicy siarczanem sodu otrzymali homo-
genn efrakcje antytoksyny btoniczej.

2. Wytrgcanie rozpuszczalnikami organicznymi

Cohn i wsp. (27, 108) opracowali metode frakcjonowania surowicy
ludzkiej alkoholem etylowym, ktdra pozwala otrzymac czyste preparaty
biatkowe w stanie natywnym. Po wspolnym wytrgceniu y-globulin, izo-
agglutynin, protrombiny i plazminogenu, ekstrahuje sie y-globuliny 20%
i 17%' alkoholem etylowym odpowiednio przy pH 7,2 i 52 oraz ponownie
wytrgca sie je z 25% alkoholu. Nicol i Deutsch (96) zastosowali
podobng metode frakcjonowania alkoholowego do izolowania y-globulin
z surowic hyperimmunizowanych zwierzat. Poniewaz biatka plazmy sa
stosunkowo stabilne wobec eteru, frakcjonowanie surowicy eterem sto-
suje sie czasem do izolowania albumin, y-globulin, trombiny i fibryno-
genu do uzytku klinicznego (115).

/ %

3. Wytrgcanie kationami

Niektore kationy, na przyktad cynk i miedz, wytracajg selektywnie
Y-globuliny. Wykorzystujagc to Cohn (28) opracowat schemat frakcjo-
nowania surowicy solami cynku w obecnosci alkoholu. Isliker (77)
wytrgcat y-globuliny 5mM mleczanem cynku, a Lewin (90) zapropo-
nowat prosty schemat otrzymywania y-globuliny przez wytrgcanie 0,1M
AICI13 Krauze, Naimski i Zakrzewski (87) otrzymali czyste
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Y-globuliny wytrgcajgc je solami cynku i glinu. Opracowano rowniez
metody selektywnego wytrgcania Y-globulin riwanolem (73) oraz riwano-
lem w obecnosci alkoholu (62).

4. Wytracanie przy niskiej sile jonowej

Przy rozcienczeniu surowicy wodag destylowang w poblizu punktu
izoelektrycznego wytrgcajg sie euglobuliny. W ten sposéb Fellon (cyt
wg 77) z surowicy antypneumokokowej otrzymat aktywng frakcje za-
wierajgca wszystkie niemal przeciwciata. Metode te stosuje sie najczes-
ciej do otrzymania makroglobulin z surowicy ludzkiej (33, 37).

5. Elektroforeza

Metody elektroforezy preparatywnej nie znalazty szerszego zastoso-
wania gtownie z uwagi ma ich nisikg wydajnos¢. Cann i Kirkwood
(16) opisali izolowanie Y-globulin bydlecych i ludzkich metodg konwekcji
elektroforetycznej. Otrzymany preparat byt homogenny i zawierat tylko
jedng komponente 6,5S. W 1959 roku Fahey i Horbett (47) otrzy-
mali Y-globuliny ludzkie metodg elektroforezy surowicy na blokach poli-
winylu. Preparat ten byt niejednorodny i oprécz gtéwnej komponenty
6,6S zawierat 5-10% biatka 18S. Podobne wyniki otrzymali Cohen
i Freeman (24) przy elektroforezie pasmowej wedtug Porath.

6. Metody chromatograficzne

W ostatnich latach szerokie zastosowanie znalazty metody chroma-
tograficznego oczyszczania preparatéw biatkowych.

W roku 1956 Peterson i Sober (116, 117) opisali synteze jono-
wymiennych pochodnych celulozy, ktére zastosowali do rozdziatu biatek
na kolumnach chromatograficznych. Uzyte pochodne celulozy majg wy-
soka zdolno$¢ rozdzielcza, sg bardzo trwate i nie denaturujg biatka (97),
co pozwala na izolowanie Y-globulin dla badania struktury i wiasnosci.
Przy frakcjonowaniu catej surowicy na kolumnach, nie udaje sie otrzy-
maé jednorodnych preparatéw, natomiast metoda ta jest bardzo przy-
datna dla oczyszczania ostatecznego. W zwigzku z tym izolowanie Y-glo-
bulin sktada sie zazwyczaj z dwoch kolejnych etapow: poczatkowo Y-glo-
buliny oddziela sie od gtéwnej masy biatek surowicy przez wysalanie,
wytrgcanie alkoholem lub elektroforetyczmie, a nastepnie otrzymany pre-
parat oczyszcza sie na kolumnach wypetnionych DEAE- lub CM-celulozg
(25, 47, 83, 137).

Fahey i Horbett (47) przy rozdziale Y-globulin ludzkich na
DEAE-celuiozie otrzymali 5 frakcji, z ktdrych cztery pierwsze zawieraty
Y-globuliny 6,6S a V frakcja byta 19S makroglobuling. Chromatografia
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na CM-celulozie w pH 54—6,0 jest najbardziej przydatna do izolowania
fragmentow y-globulin, otrzymanych przez redukcje i degradacje enzy-
matyczng (75, 98) i pozwala na oddzielenie fragmentdw od nienaruszo-
nych Y-globulin. Do izolowania 7-globulin oprocz pochodnych celulozy
stosowano fosforan wapnia (84), a ostatnio opracowano metode frakcjo-
nowania surowicy na DEAE-Sephadex A-50 (3), ktéra pozwala na otrzy-
manie "/-globuliny 7S, homogennej w immunoelektroforezie.

Il. Otrzymywanie przeciwciat

Frakcje immunoglobulin uzyskane opisanymi metodami, jednorodne
elektroforetycznie i chromatograficznie, sg jednak mieszaning réznych
przeciwciat. Otrzymanie czystych, indywidualnych przeciwciat, ktore re-
aguja tylko z okreslonym antygenem polega na utworzeniu kompleksu
swoistego antygenu z przeciwciatem. Kompleks ten mozna nastepnie roz-
tozy¢ i wydzieli¢ przeciwciato z roztworu. W przypadku antygenu wie-
locukrowego kompleks dysocjuje w 15°/0 roztworze chlorku sodu. Metoda
tg (150) otrzymano przeciwciata antypneumokokowe o czystoSci rzedu
80-100%.

Dysocjacja kompleksu przeciwciato-antygen biatkowy nastepuje tylko
pod wptywem energicznie dziatajagcych czynnikéw jak kwasy, alkalia,
ogrzewanie i enzymy proteolityczne. Northrop otrzymat krystalicz-
ng antytoksyne bloniczg trawigc trypsyng kompleks toksyna-antytok-
syna i wytracajac antytoksyne siarczanem amonu (107). W niektorych
uktadach antygen ulega denaturacji pod wptywem rozcieficzonych kwa-
sOw i staje sie nierozpuszczalny utatwiajgc oddzielenie przeciwciata.
W taki spos6b Sam ner i Kirk oczyscili anty-ureaze, a Ramon —
antytoksyne btoniczg (cyt. wg 150).

Oddzielenie przeciwciat od antygenu sprawia na ogo6t znaczne trud-
nosci, ktore jednak czesciowo mozna omingé stosujgc antygen potaczony
z nierozpuszczalnym nosnikiem, na przyktad weglem lub kaolinem. Cam-
pbell i Sutherland (cyt. wg 77) doniesli, ze peretki szklane o $red-
nicy 44 mikronéw wigza owoalbumine tak mocno, ze moga by¢ stosowane
jako swoisty adsorbent do izolowania antyowoalbuminy. Hagiwara
(68) zastosowat do izolowania przeciwciat czasteczki lateksu pokryte
antygenem. Szerokie zastosowanie znalazty ostatnio immunosorbenty,
w ktorych antygen utrwala sie na nierozpuszczalnym nosniku poprzez
wigzania kowalencyjne. Campbell i wsp. (13) w roku 1951 zsyntety-
zowali nierozpuszczalny kompleks albuminy z dwuazowang p-aminoben-
zyloceluloza. Jeden gram takiego immunosorbentu wigzatl specyficznie
okoto 10 mg antyalbuminy. Przy elucji przeciwciata kwasem solnym
w pH 3,2 oczyszczenie siegato 90°/». Nastepnie Gurwicz (63, 64) roz-
winat i nieco zmodyfikowat te metode i obecnie stosuje sie jg do izolo-
wania oraz iloSciowego oznaczania przeciwciat (65, 140). Ostatnio opisano
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kilka nowych immunosorbentéw, ktoére pozwalajga wyizolowa¢ oczysz-
czone przeciwciata zachowujace swoje witasciwosci specyficzne. Wsréd
nich wymieni¢ mozna kompleks, w ktérym antygen potgczony jest przez
wigzania dwuazowe z polistyrenem (149) lub kompleksy antygenu i nie-
ktorych polimeréw syntetycznych (6). W roku 1964 Weetal i Weliky
(145) otrzymali immunosorbent pozwalajacy izolowaé przeciwciata na
kolumnach chromatograficznych. Metoda polega na sprzeganiu benzy-
dyny z CM-celuloza, dwuazowaniu wolnych grup aminowych benzydy-
ny, do ktorych nastepnie przylacza sie antygen. Czysto$¢ przeciwciat
otrzymanych po elucji w pH 2,3 wynosi 80%}. Michajtow i Pere
(94) opisali adsorbowanie przeciwciat na zywej hodowli bakterii. Bakterie
poddawano nastepnie dziataniu ultradZzwiekéw, co uwalniato do roztworu
przeciwciata, zachowujgce charakterystyczne wiasnosci biologiczne.

I11. Wtasnosci fizykochemiczne

1. Wielko$¢ czasteczki

Wymiary makroczasteczki Y-globuliny byty przedmiotem nielicznych
tylko prac. Czasteczka Y-globuliny jest asymetryczna i stosunek osiowy
wynosi 7—7,5 (9). W roku 1955 Kratky wykazat za pomoca niskokat-
nego rozproszenia promieni Rentgena (cyt. wg 45), ze czgsteczka Y-globu-
liny jest cylindrem o przekroju eliptycznym i wymiarach 240X57X19 A.

Ciezar czasteczkowy Y-globulin oznaczano wielokrotnie ré6znymi me-
todami i na preparatach réznego pochodzenia. Oznaczony dla Y-globuli-
ny ludzkiej w ultrawiréwce, na podstawie cisnienia osmotycznego oraz
rozproszenia $wiatta, waha sie on w granicach 150 000—190 000 (121).
Ciezar czasteczkowy konskiej Y-globuliny oznaczony w ultrawiréwece
(metodg Van Hold) wynosi 151 000 (111). Fleischman podaje, ze
Y-globulina krolicza ma ciezar czasteczkowy 140 000 (50). Oprocz frakcji
Y-globuliny 7S surowica zawiera okoto 10% makroglobuliny 19S, o cie-
zarze czasteczkowym okoto 1000 000, a z ludzkiej surowicy hyperglo-
bulinowej wyizolowano vYyi-gi°kuline 0 ciezarze czasteczkowym 400 000
(35). Cann (14) na podstawie badan Y-globuliny izolowanej metoda
elektroforezy konwekcyjnej sadzi, ze ciezka komponenta powstaje jako
artefakt w czasie frakcjonowania surowicy alkoholem. Z przypuszcze-
niem tym jednak trudno pogodzi¢ fakt, ze w niektérych stanach patolo-
gicznych obserwuje sie wybidérczy wzrost zawartosci makroglobulin w su-
rowicach ludzkich. Dane dotyczace ciezaru czasteczkowego poszczegdl-
nych przeciwciat sg jeszcze bardzo fragmentaryczne. Dla réznych prze-
ciwciat krolika, a prawdopodobnie réwniez i cztowieka warto$¢ ta miesci
sie w granicach 150 000-160 000. W konskich surowicach antypneumoko-
kowych ciezar czasteczkowy przeciwciata wynosi 990 000; podobng war-
to$¢ znaleziono w surowicach i innych zwierzat.



17] IMMUNOGLOBULINY 11

2. Wtasnosci elektroforetyczne

Y-globuliny przy elektroforezie w pH 8,6 dajg szerokg strefe rozmiesz-
czenia o ruchliwosci —1,010-5 cm2sek.volt. W surowicach hyperimmu-
nizowanych zwierzat obserwuje sie powstawanie szybko wedrujgcego
T-biatka o ruchliwos$ci —1,0 do —2,0*10-5 cm2/sek.volt. (9).

W okre$lonym przedziale pH Y-globuliny tworzg jedno ruchome pas-
mo, co nie $Swiadczy jednak o jednorodnos$ci tego biatka. Alberty (1)
oznaczat szybkos$¢ rozmywania gradientu Y-globuliny w punkcie izoelek-
trycznym, w ktérym wplyw pH i przewodnictwa jest minimalny. Roz-
mywanie nastepowato znacznie szybciej nizby to wynikato z szybkosci
dyfuzji, co wskazuje, ze y-globuliny stanowig mieszanine czgsteczek
0 roznej, chociaz zblizonej ruchliwosci.

We frakcji y-globulin znajdujg sie prawie wszystkie przeciwciata.
Ich ruchliwo$¢ w polu elektrycznym nie jest identyczna: w surowicach
ludzkich przeciwciata znajdujg sie we frakcji wolniejszej Yz-gl°buliny,
w surowicach konskich ruchliwo$é przeciwciat zalezy od sposobu poda-
wania antygenu i czasu immunizacji; po krdtkim okresie uodparniania
przeciwciata antytoksyczne znajduja sie we frakcji wolniejszej, a przy
dalszej immunizacji takze i w szybkiej ~-globulinie (121).

3. Wiasnosci w roztworze

Y-globuliny charakteryzujg sie ograniczong rozpuszczalnoscia w za-
kresie izoelektrycznym (pH 6,5-7,5). Przy sile jonowej 0,01 lub nizszej na-
stepuje agregacja czasteczek, ale zwiekszenie sity jonowej do 0,1 hamuje
ten proces (15). W S$rodowisku alkalicznym zmienia sie czeSciowo kon-
formacja czasteczki Y-globuliny (38, 133). Przy pH 9-11 obserwuje sie
zwiekszenie lepkosci i skrecalnosci, ale zmiany te sa catkowicie odwra-
calne. Powyzej pH 11 znacznie wzrasta szybko$¢ reakcji, a zmiany kon-
formacji stajg sie czeSciowo nieodwracalne. Y-globuliny sg bardzo wraz-
liwe na dziatanie detergentéw kationowych i anionowych. W obecnosci
dostatecznie duzych ilosci siarczanu dodecylu, tracg one zdolno$¢ specy-
ficznego stracania antygenu, przy czym stata sedymentacji maleje do
5,5S. Zmiany te sg odwracalne i po usunieciu detergentu Y-globuliny od-
zyskuja zdolno$¢ reagowania z antygenem (19). W obojetnych roztworach
przy diuzszym przechowywaniu czgsteczki Y-globuliny ulegajg rozszcze-
pieniu i powstajg dwa nietypowe fragmenty Yx oraz Yy, ktére mozna wy-
kry¢ za pomocg immunoelektroforezy (131). Proces ten zachodzi najszyb-
ciej w preparatach Y-globulin otrzymanych z ekstraktéw tozyskowych.
Z preparatow tych wytrgca sie krystaliczny osad ztozony gtéwnie lub na-
wet wytgcznie z wolnej tyrozyny (36).

Poniewaz podobne zmiany obserwuje sie przy dziataniu niektérych
enzymow proteolitycznych Skwar il przypuszcza, ze ,samoistne” roz-
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szczepienie y-globulin zwigzane jest z trawieniem enzymatycznym; prze-
mawia za tym mozliwo$¢ zahamowania tego procesu przez kwas amino-
kapronowy (132). Na enzymatyczny charakter degradacji y-globulin
wskazujg rowniez dane Roberta i wsp., ktorzy przy dializie prepara-
téw y-globulin otrzymanych przez wytracenie alkoholem, siarczanem sodu
lub przez frakcjonowanie na kolumnie chromatograficznej, wyizolowali
niskoczasteczkowe peptydy i glikopeptydy (125). James, Henney
i Stanworth (78) stwierdzili, ze zmiany strukturalne y-globulin
w roztworach przechodzg przez dwa etapy: poczatkowo zachodzi dime-
ryzacja i powstaje okoto 20% biatka o statej sedymentacji 10S, przy czym
zmienia sie konformacja czasteczki, na co wskazuje zwiekszenie lewo-
skretnoSci. W drugim etapie komponenta 10S ulega rozszczepieniu pro-
teolitycznemu i w elektroforezie mozna stwierdzi¢ obecno$¢ szybko we-
drujacej frakcji o statej sedymentacji 3,5S.

4. Skiad aminokwasowy

Sktad aminokwasowy y-globulin nie zalezy w sposoéb istotny od ich
pochodzenia. Typowym przykladem mogg by¢ y-globuliny ludzkie i kro-
licze, ktorych skiad aminokwasowy ilustruje tablica 1

Tablica 1

Skfad aminokwasowy y-globuliny ludzkiej i krdliczej

llo$¢ reszt na czasteczke biatka*

Aminokwas Gamma-globulina ~ Gamma-globulina

ludzka krolicza
Lizyna 76,5 63
Histydyna 25 18
Arginina 36,2 39
Kwas asparaginowy 95 106
Treonina 97 144
Seryna 147 135
Kwas glutaminowy 121 120
Prolina 92,5 99
Glicyna 83 98
Alanina 65 73
Walina 112 118
Metionina 99 12
Izoleucyna 26,8 43
Leucyna 92 84
Tyrozyna 49,5 54
Fenyloalanina 38,8 39
Cysteina 28,4 36
Tryptofan 19,8 22

* warto$ci obliczono na postawie danych Crumpiona (30) przyjmujac ciezar czasteczkowy y-globuliny
za 140000
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Oba preparaty charakteryzuje wysoka zawarto$¢ seryny, treoniny, wa-
liny, lizyny, proliny oraz kwasu asparaginowego i glutaminowego, ktore
w sumie stanowig okoto 60°/» reszt aminokwasowych czagsteczki. Ekstynk-
cja 1% roztworu ludzkiej y-globuliny przy 280 mu- wynosi 13,6, a y-glo-
buliny kréliczej 13,5. W 1960 roku Waldschmidt-Leitz podal, ze
w y-globulinach ludzkich okoto 0,6-0,85% o0gdlnego azotu jest azotem
hydroksylizyny (144). Doniesienie to wzbudzito znaczne zainteresowanie,
poniewaz hydroksylizyna nie jest typowym aminokwasem biatkowym
i poza y-globulinami dotychczas zostata znaleziona jedynie w kolagenie
(141) i w trypsynie (143). W S$wietle tych obserwacji mozna bylo wigzaé
specyfike struktury i funkcji y-globulin z zawartoscig tego rzadkiego
aminokwasu. Ostatnio jednak Crumpton i Wilkinson (30) prze-
prowadzili analize skfadu aminokwasowego y-globuliny ludzkiej i kro-
liczej, nie znajdujagc w nich nawet sladowych ilosci hydroksylizyny. Wo-
bec tych rozbieznosci, mozliwos¢ ewentualnego zwigzku miedzy czyn-
noscig biologiczna y-globulin a zawartoscig w nich hydroksylizyny pozo-
staje kwestig otwarta.

5. Zawarto$¢ weglowodandéw

Charakterystycznym sktadnikiem y-globulin sg weglowodany, ktorych
zawarto$¢ w y-globulinach 7S wynosi okoto 2-3%. Skiad weglowodandw
y-globulin 7S krélika przedstawia tablica 2

Tablica 2

Zawarto$¢ weglowodanoéw w y-globulinie krélika (50)

Weglowodan Molibir;kzwol
Heksoza (~dTfukoz* '0“ = 9,6
Heksozamina 82
Kwas sialowy 0.9

Rosevear i Smith (127) przeprowadzili trawienie papaing ludz-
kiej y-globuliny i uzyskali glikopeptydy o ciezarze okoto 4000. W czesci
wielocukrowej tych glikopeptyddéw znaleziono mannoze, galaktoze, fruk-
toze, glukozamine i kwas sialowy w stosunku 5:3:2:8:1. Cze$¢ peptydowa
posiada sekwencje aminokwaséw: Glu.Glu.Asp.-NH2Tyr.Glu.Asp.

Czesci peptydowa i wielocukrowa w glikopeptydach potgczone sg ko-
walencyjnym wigzaniem miedzy P-karboksylem koncowego kwasu aspa-
raginowego a grupg aminowg glukozoaminy. W roku 1962 Nolan
i Smith (104, 105) badajac y-globuline krélicza i bydlecg wyizolowali
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kilka glikopeptydéw, kt6ére réznity sie sktadem aminokwasowym oraz
cukrowym, ale we wszystkich wielocukier zwigzany byt z polipeptydem
przez |3-karboksyl kwasu asparaginowego. Przypuszczali oni, ze weglo-
wodan znajduje sie w jednym miejscu czasteczki y-globuliny, jako jeden
tancuch wielocukrowy. W roku 1964 Clamp iPutnam (23) otrzy-
mali z y-globuliny ludzkiej glikopeptyd o cigezarze czasteczkowym okoto
2000 i wysuneli przypuszczenie, ze w czasteczce y-globuliny 1S mogg
by¢ obecne dwa ugrupowania weglowodanowe. Dla ustalenia rozmiesz-
czenia wielocukru w y-globulinie niezbedne sa dalsze badania.

6. Aminokwasy skrajne

Oznaczenie C- i N-koncowych aminokwaséw pozwala sadzi¢ o ilosci
faricuchoéw polipeptydowych wchodzacych w sktad makroczasteczki. Ozna-
czanie C-koricowych aminokwaséw przy pomocy karboksypeptydazy wy-
kazato, ze w y-globulinie ludzkiej i bydlecej na konhcu karboksylowym
tancucha polipeptydowego znajduja sie seryna i glicyna (121). llos¢ C-kon-
cowych aminokwaséw w y-globulinie kroliczej i ludzkiej wynosi 4 mole
na 1 mol biatka (4), co wskazuje na obecnos¢ czterech tancuchéw poli-
peptydowych. Wyniki oznaczania N-koncowych aminokwaséw w réz-
nych y-globulinach staty sie podstawg jednej z teorii struktury y-globu-
lin. Stwierdzono, ze y-globulina krélicza zawiera jedng N-koncowg reszte
alaniny i slady kwasu asparaginowego, natomiast ludzka y-globulina —
jednag N-koncowa reszte kwasu asparaginowego i jedng lub dwie reszty
kwasu glutaminowego, y-globuliny konskie i bydlece zawieraja kilka réz-
nych N-kohncowych aminokwasow, przy czym zawarto$¢ zadnego z nich
nie siega jednego mola na mol biatka. Dane te przedstawia tablica 3.

Tablica 3
N-koncowe aminokwasy y-globulin (124)
moli na mol biatka
Kwas Kwas
y-globulina Alanina asparagino- glutamino- Seryna Walina
wy wy
Ludzka
fr. 1 — 11 12 0,1 —
*

fr. 11-1,2 — 1,1 1,7 0,1 —
Kroélicza 1,0 0,2—0,4 — —
Konska — 0,2 01 01 I-

Bydleca 0,1 o ©°4 0—0,1 0,1 o O>
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Mozna bylo zatem sadzi¢, ze w czgsteczce y-globulim pochodzacych
z réznych zwierzat ilos¢ tancuchéw peptydowych nie jest jednakowa.
Jednak zaobserwowane réznice moga by¢ zwigzane z tym, ze cze$¢ N-kon-
cowych aminokwas6w nie reaguje z odczynnikiem i nie jest wykrywana.
Nie wyklucza to mozliwosci istnienia okreslonych réznic miedzygatun-
kowych w budowie czasteczki Y-globulin.

IV. Struktura yG (TS”-globulin

1. Rozszczepienia enzymatyczne

SzczegOlnie owocny kierunek w badaniu struktury y-globulin repre-
zentujg prace, w ktérych zastosowano metode enzymatycznego rozszcze-
pienia makroczasteczek na fragmenty o stosunkowo niskim ciezarze czgs-
teczkowym i prostej budowie. Jeszcze w roku 1936 Parfientiew
stwierdzit, ze przy trawieniu konskiej antytoksyny btoniczej pepsyna
w pH 4 zmniejszaja sie jej wiasnosci antygenowe, natomiast aktywnos$é
antytoksyczna pozostaje bez zmian (cyt. wg 121). Dane te zostaty wkrdétce
potwierdzone w pracach P ope oraz Pope i Healey. Peterman
i Pappenheimer zastosowali réwnolegle rézne enzymy proteoli-
tyczne i zaobserwowali, ze w wyniku trawienia konAskiej antytoksyny
btoniczej pepsyng powstaje fragment o ciezarze czasteczkowym 113 000,
ktéry zachowuje calg aktywnos$¢ antytoksyczng. Stosujac trypsyne uzy-
skano aktywny fragment o ciezarze czasteczkowym 90 000. y-globulina
ludzka po trawieniu pepsyna w pH 3,5 daje dwa fragmenty, z ktérych
kazdy stanowi potowe wyjsciowej czasteczki. Pod wptywem papainy
i bromeliny ta sama y-globulina rozszczepia sie na fragmenty, ktdére sta-
nowig 1/2 lub 1/4 wyjsciowej czasteczki (121). Przydatnos$¢ tych obser-
wacji dla prac nad strukturg y-globulin i przeciwciat docenit Porter,
ktory w latach pie¢dziesiatych podjat ten sam kierunek badan. Poczatko-
wo zastosowat on surowgq papaine do trawienia antyowoalbuminy krolika
izolujac fragment biatkowy o ciezarze czgsteczkowym 40 000 (119). Tra-
wienie przy pomocy Kkrystalicznej papainy pozwolito zmniejszy¢ ilos¢
enzymu i otrzymac bardziej oczyszczony preparat rozszczepionego biatka
(120). Okazato sie, ze papaina w obecnosci cysteiny dodanej dla zaktywo-
wania enzymow wywotuje ograniczone, ale bardzo specyficzne rozszcze-
pienie y-globuliny kroéliczej na mieszanine produktéw o statej sedymen-
tacji 3,5S. Produkty te Porter rozdzielit chromatograficznie na
CM-celulozie w pH 55 i nazwat je frakcjami I, Il i Ill, zgodnie z kolej-
noscig ich wymywania z kolumny. lloSciowy stosunek frakcji L1111 wy-
nosi 1:0,9:1,25. Frakcja Il krystalizuje w obojetnym $rodowisku w tem-
peraturze 2°C, natomiast zarowno wyjsciowa y-globulina, jak i pozostate
dwie frakcje nie zostaty dotychczas otrzymane w stanie krystalicznym.
Frakcje 1 i Il, zachowujace centrum wigzace przeciwciata, majg ciezar
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czasteczkowy okoto 50 000. Sktad aminokwasowy tych frakcji jest bardzo
zblizony ale nie identyczny, na co wskazuje ich rozdziat na kolumnie
chromatograficznej. Seijen i Gruber (130) metodg ,finger-print”
otrzymali mapy peptydowe tych sktadnikéw normalnej Y-globuliny i wy-
kazali, ze frakcja Il zawiera dwa peptydy zasadowe nieobecne we frak-
cji I. Peptydy te nadajg inny fadunek czasteczce i w ten sposéb moga
wptywaé na rozmieszczenie tych frakcji Y-globulin na chromatogramach.
Frakcja Ill o ciezarze okoto 80 000 ma odmienny sklad aminokwasowy
i zawiera okoto 2/3 weglowodanéw wyjsciowej czasteczki y-globuliny. Na
podstawie tych wynikbw Porter zaproponowat schemat struktury
Y-globulin przedstawiony na rysunku la.

X

Rys. 1. Schematyczna budowa y-globuliny

Strzatki wskazujg miejsca, w ktérych nastgpuje rozerwanie faricucha w wyniku trawienia
papaing

Poniewaz frakcje I, Il i Ill powstajg w prawie réwnej ilosci Porter
sugerowat, ze czasteczka Y-globuliny jest tancuchem polipeptydowym,
sktadajacym sie z trzech fragmentow, z ktérych dwa majg prawie iden-
tyczny skiad i wiasnosci.

Dalszych informacji o budowie Y-globulin dostarczajg badania wia-
snosci biologicznych otrzymanych fragmentéw czgsteczki (120). Okazato
sie, ze Y-globulina krolika poddana dziataniu papainy w obecnosci cy-
steiny traci'zdolnos¢ stragcania swoistego antygenu. Wykazano ponadto,
ze trawiona Y-globulina oraz wyizolowane frakcje I i Il hamujg reakcje
antygenu z wyjsciowym przeciwciatem. Obserwacje te Swiadcza, ze w wy-
niku trawienia powstajg dwa immunologicznie jednowartosciowe frag-
menty przeciwciala, ktdre zachowujg centrum aktywne i zdolno$¢ wig-
zania antygenu. Frakcja Il nie jest aktywna jako przeciwciato, ale ma
silne wiasnosci antygenowe, wigze dopetniacz (139) i odpowiada prawdo-
podobnie za przechodzenie Y-globuliny przez btony ptodowe (122). Edel -
man i wsp. (40) przeprowadzili trawienie ludzkiej Y-globuliny papaing
i otrzymane fragmenty identyfikowali na podstawie ruchliwosci w elek-
troforezie na zelu skrobiowym w pH 8,6. Frakcje poruszajagcg sie wolno
okreslono jako fragment ,,S” (slow). Stanowita ona 2/3 wyjsciowego biat-
ka i zachowata centrum aktywne, na co wskazuje zdolno$¢ wigzania an-
tygenu bez powstawania precypitatu. Frakcja szybka nazywana fragmen-
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tern ,,F” (fast) nie posiadata aktywnosci przeciwciata i otrzymano jg
w stanie krystalicznym (71) podobnie jak frakcje IlIl Portera. Fahey
1 Askonas (48) stwierdzili, ze pod wplywem papainy i cysteiny réw-
niez Y-globulina myszy ulega rozszczepieniu do fragmentéw, z ktdrych
2 nalezg do typu ,,S” i wigza antygen, a trzeci fragment ,,F” zachowuje
wiasnosci antygenowe. Mozna sadzi¢ zatem, ze Y-globuliny réznego po-
chodzenia majg zblizong podstawowg strukture i ztozone sg z dwdch cze-
§ci, z ktorych jedna (frakcja | i Il Portera lub fragment ,,S”) odpowiada
za wiasnosci immunologiczne, a druga (frakcja Il Portera lub fragment
»F7) okresla specyficznos¢ antygenowa Y-globuliny. Komitet nomenkla-
turowy WHO zaproponowat ujednolicenie nazwy fragmentow Y-globulin
i wprowadzenie nastepujacych okreslen (57, 66):

Nazwa stara Nazwa nowa
Frakcja 1 i 1l Fab- fragment wigzacy
Fragment ,,S” antygen
Frakcja Il Fac- fragment krystalizujgcy

Fragment ,F”

Shu-Hsi Hsiao i Putnam (75) zastosowali metode Portera do
badania normalnej i patologicznej Y-globuliny ludzkiej oraz Y-globulin
réznych gatunkéw zwierzat. Stwierdzili oni, ze wszystkie badane prepa-
raty pod wplywem papainy i cysteiny rozszczepiaja sie do fragmentéw
3,55, ale szybkos$¢ rozszczepienia zalezy od gatunku zwierzecia i zmniej-
sza sie w nastepujgcym porzadku: Y-globulina krdlicza, ludzka, bydleca,
konhska, Swiska. Putnam i wsp. doniesli, ze oprocz papainy réwniez
inne enzymy proteolityczne, jak na przykiad: ficyna, chymopapaina i bro-
melina, rozszczepiaja Y-globuline do fragmentéw 3,5S, ktére charaktery-
zuja sie podobnymi wiasnosciami fizycznymi, chemicznymi i immunolo-
gicznymi (123).

Cebra i wsp. (18) zastosowali do trawienia Y-globuliny rozpusz-
czalny preparat papainy, ktéry aktywuje sie w obecnosci nieznacznych
ilosci cysteiny i wykazali, ze rozszczepienie natywnej Y-globuliny prze-
biega w dwdch kolejnych etapach. W poczatkowej fazie Y-globulina ulega
bardzo ograniczonej proteolizie, w wyniku ktérej nastepuje rozerwanie
wigzania peptydowego w miejscu najbardziej czutym na dziatanie enzy-
mu. Oddziela sie przy tym frakcja Ill i zachodzg zmiany strukturalne,
przy ktérych wigzania dwusiarczkowe stajg sie bardziej labilne i dostepne
dla czynnika redukujacego. W nastepnym etapie, pod wptywem cysteiny,
zachodzi redukcja wigzania dwusiarczkowego i czasteczka rozpada sie,
dajac fragmenty 3,5S. Nisonoff i wsp. (99) potwierdzili przypuszcze-
nie, ze fragmenty Y-globuliny potgczone sg w natywnej makroczasteczce
wigzaniami peptydowymi oraz wigzaniem dwusiarczkowym. Autorzy ci
trawili Y-globuliny pepsyna, ktéra w odro6znieniu od poprzednio stosowa-
nych enzymoéw nie wymagata aktywacji zwigzkami sulfhydrylowymi.

2 Postepy Biochemii
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Stwierdzono, ze w tym wypadku powstaja tylko dwa fragmenty o réznej
wielkosci. Mniejszy z nich ma statg sedymentacji 3,5S i jest prawdopo-
dobnie identyczny z Il frakcjg Portera (fragment Fac). Wiekszy fragment
natomiast ma statg sedymentacji 5S i reaguje z antygenem tworzgc pre-
cypitat, co $wiadczy, ze komponenta ta jest dwuwartosciowa pod wzgle-
dem immunologicznym. W obecnosci czynnika redukujacego fragment 5S
rozszczepia sie na dwie jednowartosciowe komponenty o ciezarze czastecz-
kowym 56 000, ktére okazaty sie podobne do I i Il frakcji Portera (frag-
ment Fab). Z dalszych badain Nisonoffa (100) wynika, ze kompo-
nenta 5S zawiera 14 wigzan dwusiarczkowych, z ktérych jedno jest bar-
dzo labilne i tatwo redukuje sie 0,08M 2-merkaptoetanolem. Przeksztat-
cenie komponenty 5S we fragmenty 3,5S jest wynikiem redukcji tego
wiasnie wigzania. Zwiekszenie stezenia merkaptoetanolu do 0,5 molar-
nego prowadzi do redukcji nastepnych pieciu wigzan dwusiarczkowych
(91) ale stata sedymentacji i specyficzna aktywno$¢ otrzymanych fragmen-
téw nie ulega zmianie. Wskazuje to, ze fragmenty potgczone sg tylko jed-
nym wigzaniem dwusiarczkowym. Czasteczke y-globuliny ztozong z trzech
fragmentéw, z ktérych dwa polgczone sg wigzaniem dwusiarczkowym
przedstawiono schematycznie na rysunku Ib.

Palm er i Nison of f (112) zwrécili uwage na fakt, ze proteolizie
poddawane byty zawsze preparaty wysoce heterogenne. Dla zmniejszenia
heterogennosci wyjsciowy preparat y-globuliny kréliczej poddano wstep-
nemu frakcjonowaniu na kolumnie (CM-celuloza), po czym przeprowa-
dzono trawienie enzymatyczne poszczegllnych frakcji, y-globulina ule-
gata rozszczepieniu do trzech fragmentéw odpowiadajacych I, 1l i 1l
frakcji wedtug klasyfikacji Portera. Wyniki iloSciowego oznaczania pro-
duktow proteolizy dla dwu skrajnych frakcji, wymywanych z kolumny
najnizszym (0,06M) i najwyzszym (0,5M) stezeniem buforu podaje tabli-
ca 4.

Tablica 4

Produkty proteolizy frakcji y-globuliny kroéliczej (112)

. . llo$¢ w miligramach
Frakcje y-globuliny otrzymane

z kolumny przy stezeniu buforu

Frakcja | Frakcja 11 Frakcja 111
0,06M 20,8 3,8 115
0,5M 2,2 20,1 11,9

Obie komponenty y-globuliny w wyniku trawienia dajg réwng ilos¢
frakcji 111, natomiast ilos¢ frakcji I i Il nie jest jednakowa i zalezy od
sposobu oczyszczenia chromatograficznego wyjsciowego preparatu. Kom-
ponenta wymywana z kolumny 0,06M buforem zawiera prawie wylacznie
frakcje I, a komponenta otrzymana w 0,5M buforze — frakcje Il. Autorzy
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wysuneli przypuszczenie, ze fragmenty | i Il nie pochodzg z tej samej ma-
kroczasteczki. W mys$l tej interpretacji istniejg dwa zasadnicze, rézne
typy czasteczek y-globulin: jeden z nich ztozony jest z dwoéch fragmen-
téw | i jednego fragmentu Ill. W skiad czasteczki drugiego typu nato-
miast obok jednego fragmentu IIl wchodza dwa fragmenty Il. Strukture
te ilustruje schematycznie rysunek Ic. Do podobnych wnioskéw doszli
Stelos i Radzimski (135) na podstawie stopnia jodowania prze-
ciwciata antyhaptenowego i jego fragmentéw oraz Stolifnsky i Fu-
denberg (136) przy badaniu tak zwanych ,kwasnych” i ,zasadowych”
sktadnikdw y-globuliny wyizolowanych chromatograficznie na DEAE-ce-
lulozie. Gillin (60) potwierdzit przypuszczenie, ze w czasteczce y-glo-
buliny obecne sg dwa jednakowe fragmenty. Wykazal on mianowicie, ze
w produktach proteolizy y-globuliny udaje sie zidentyfikowac tylko po-
towe tej ilosci peptydow, ktdrej nalezatoby sie spodziewa¢ na podstawie
ilosci jonébw OH potrzebnych do utrzymania statego pH w czasie tra-
wienia. Rozbieznos$¢ taka jest mozliwa tylko w wypadku, jezeli w réznych
czeSciach czasteczki znajdujg sie identyczne peptydy.

Zastosowanie enzymow proteolitycznych oraz zwigzkéw redukujgcych
wykazato, ze y-globulina jest wysoce zorganizowang i ztozong makro-
czasteczkg. W skiad jej wchodzi kilka réznych komponent potaczonych
stosunkowo labilnymi wigzaniami, wsréd ktérych dominujgca role od-
grywaja wigzania peptydowe i dwusiarczkowe. Stosujgc enzymy proteoli-
tyczne trudno byto jednak ustali¢, w jakim stopniu uzyskane w wyniku
degradacji fragmenty biatkowe zwigzane sg z obecnoscig odrebnych tan-
cuchdw polipeptydowych w rodzimej makroczasteczce, a w jakim zaleza
od wrazliwosci réznych wigzan peptydowych tego samego tafcucha na
dziatanie enzymu.

Niezbedne zatem byto znalezienie nowych warunkéw degradacji, w kto-
rych mozliwe byloby rozerwanie wigzan miedzytaficuchowych bez réow-
noczesnej hydrolizy typowych wigzan peptydowych. Oméwieniu wynikéw
tego typu badan poswiecony bedzie rozdziat nastepny.

2. Lancuchy polipeptydowe y&Ilobulin

Degradacje y-globulin na drodze chemicznej dla badania ich struktury
przeprowadzit po raz pierwszy Edelman w 1959 roku (89). Dziatat on
czynnikiem redukujgcym w roztworze mocznika, powodujgcym rozfatdo-
wanie biatka, co utatwiato redukcje wigzan dwusiarczkowych. W warun-
kach tych y-globulina ludzka ulega rozszczepieniu do fragmentéw o $red-
nim ciezarze czgsteczkowym 48 000. Poniewaz nie obserwuje sie przy tym
powstawania nowych N-koncowych aminokwaséw Edelman przy-
puszczat, ze czasteczka y-globuliny ztozona jest z podjednostek bedagcych
prawdopodobnie odrebnymi tafcuchami polipeptydowymi, potgczonymi
miedzy sobg wigzaniami dwusiarczkowymi. W 1951 roku Edelman '

2*
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i Poulik (41 )przy pomocy chromatografii na CM-celulozie przepro-
wadzili czeSciowy rozdziat tych podjednostek i wykazali, ze w sktad Y-glo-
buliny wchodzg dwa rodzaje tancuchow polipeptydowych: lekkie (L) o cie-
zarze okoto 17 000 oraz ciezkie (H) taricuchy o ciezarze okoto 100 000. Na-
stepnie stwierdzono, ze ciezar czasteczkowy tancuchdéw ciezszych wynosi
jednak 50 000, a warto$¢ 100 000 wynikata prawdopodobnie z tatwej agre-
gacji.

Redukcja y-globuliny w 6M moczniku prowadzi do rozerwania 7 do
9 wigzan dwusiarczkowych, a otrzymany preparat traci rozpuszczalnos$c
w wodzie i rozciefczonych solach. Franek (53) zastosowat do rozszcze-
pienia y-globulin S-sulfonowanie w 8M moczniku i otrzymat nierozpusz-
czalne produkty, nie posiadajace aktywnos$ci biologicznej. Jak wykazali
Kulberg i Tarchanowa, utrata aktywnosci biologicznej przy re-
dukcji w moczniku zwigzana jest ze zmiang struktury czasteczki, w wy-
niku ktérej zachodzi przestrzenne zablokowanie miejsca aktywnego prze-
ciwciata (88). Dla unikniecia denaturujgcego wptywu mocznika F leis-
chman (49) redukowat y-globuliny w roztworze wodnym; rozszczepia
sie woéwczas 5 wigzan dwusiarczkowych makroczasteczki, co jednak nie
zmienia ciezaru czasteczkowego wyjsciowego biatka. Po zakwaszeniu pro-
duktow redukcji In kwasem octowym lub propionowym powstajace sktad-
niki mozna rozdzieli¢ sagczeniem przez Sephadex G-75. Fleischman nazwat
uzyskane tg drogg produkty komponentami A i B. Komponenta A zawie-
rata 73-75% wyjsciowego biatka i miata ciezar czasteczkowy okoto 50 000,
a reszte stanowito komponente B, o ciezarze czasteczkowym 20 000. Pod
wzgledem wielkosci odpowiadajg wiec one tancuchom polipeptydowym
H i L otrzymanym przez Edelmana w wyniku redukcji y-globulin
w roztworze mocznika. W odroznieniu od tancuchéw Edelmana tancuchy
A i B zachowujg czeSciowo aktywnos$¢ biologiczng i sg rozpuszczalne
w roztworach wodnych (50). Nie wytwarzajg one precypitatu z antyge-
nem, ale tancuch A specyficznie zwieksza czas precypitacji wyjsciowej
antysurowicy z antygenem. tancuch B w tej reakcji nie bierze udziatu.
Gtéwna cze$¢ weglowodandw czasteczki (okoto 95%) zwigzana jest z fani-
cuchem A. kancuch A zawiera determinanty antygenowe wspdlne dla I,
Il i Ill frakcji Portera, podczas gdy w tancuchu B obecne sg determinanty
wiasciwe tylko dla frakcji | i Il. Oznacza to, ze taficuch B wchodzi w skiad
Iill frakcji, ale w przeciwienstwie do fancucha A nie jest obecny w tej
czesci czasteczki, ktora w wyniku proteolizy daje frakcje Il Portera.
Obserwacja ta pozwolita ustali¢ miejsce, w ktdrym czasteczka y-globu-
liny rozszczepia sie w czasie trawienia papaing. Na podstawie ciezaru czg-
steczkowego tancuchéw A i B oraz wyjsciowej y-globuliny nalezy ocze-
kiwaé, ze czasteczka jej ztozona jest z dwu lekkich i dwu ciezkich tancu-
chéw polipeptydowych. W 1962 roku Porter (cyt. wg 50) zaproponowat
schemat podstawowej budowy y-globuliny przedstawiony na rysunku 2.
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Wedtug Portera makroczgsteczka y-globuliny zbudowana jest z czte-
rech tancuchow polipeptydowych (2A + 2B). tancuchy te polaczone sg
piecioma wigzaniami dwusiarczkowymi, z ktérych trzy znajduja sie mie-
dzy tancuchami A, a dwa dalsze tworzg mostki pomiedzy tarcuchami A
i B. W 1963 roku Crumpton i Wilkinson (30) w pracowni Porte-

Fragment| lubit Fragment 111
(Fab) (Fac)

tancuch L(B)

i
|
Sl tancuch HfA)

: [
% 51 S|1 \Weglowodan

d taricuch H(A)

!
tancuch L(B)

Rys. 2. Struktura y-globuliny krélika wedtug Portera (50)
Linia przerywana wskazuje miejsca rozszczepienia czasteczki przy trawieniu papaing
\

ra stwierdzili, ze sumaryczny sklad aminokwasowy tancuchéw A i B od-
powiada sktadowi y-globuliny, przy czym dwa #faricuchy kazdego rodzaju
zawierajg w sumie taka ilos¢ aminokwaséw, jaka przypada na jedng cza-
steczke y-globuliny. Dane te potwierdzity czterotancuchowa strukture
y-globuliny proponowang przez Portera. Nie ma jak dotad dostatecznej
ilosci danych doswiadczalnych, ktére potwierdzityby proponowany sche-
mat w catej jego rozciggtosci. Niemniej jednak wyniki uzyskane w wielu
innych pracowniach wskazujg na obecnos¢ kilku tancuchéw polipeptydo-
wych w czasteczce y-globuliny. Franek i Nezlin (54) otrzymali
tancuchy H i L konskiej anatoksyny btoniczej i tezcowej przy saczeniu
przez Sephadex G-100 przeciwciat poddanych S-sulfonowaniu w roztwo-
rach wodnych. Parker (114), Cohen (25) oraz Noelk en i wsp. (103)
wykazali na preparatach réznego pochodzenia i otrzymanych ré6znymi me-
todami, ze w skiad czasteczki y-globuliny wchodza dwa ciezkie i dwa
lekkie tancuchy polipeptydowe potgczone wigzaniami dwusiarczkowymi.

Najnowsze obserwacje wskazujg na mozliwos¢ udziatu wiecej niz czte-
rech tafncuchéw polipeptydowych w budowie czasteczki y-globuliny.
Comings (29) np. przypuszcza, ze tancuch A skiada sie z dwdch krét-
szych tahAcuchéw, a Franek i Zikan (cyt. wg 95) sadza, ze w czg-
steczce moze by¢ wiecej niz dwa tancuchy B.

3. Wigzania niekowalencyjne i rekombinacje tancuchéw y-globulin

W budowie makroczasteczki y-globuliny istotng role odgrywajg wia-
zania niekowalencyjne. Rozerwanie mostkéw dwusiarczkowych nie zmie-
nia jeszcze wielkoSci czasteczki. Dopiero w warunkach, w ktérych pekajg
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wigzania polarne, apolarne oraz wigzania wodorowe, np. w stezonym roz-
tworze mocznika lub jednonormalnym kwasie octowym nastepuje rozpad
y-globuliny na taAcuchy. Swiadczy to, ze wigzania niekowalencyjne sg
dostatecznie mocne aby utrzymaé taincuchy polipeptydowe w jednej cza-
steczce.

Pa Im er i wsp. (113) stwierdzili, ze zredukowana y-globulina w wa-
runkach bardzo tagodnej hydrolizy (pH 2,5) ulega rozpadowi na dwa row-
nej wielkosci fragmenty. Fragmenty te zawierajg obydwa tancuchy, co
pozwala przypuszcza€, ze rozszczepienie przebiega w sposéb uwidocznio-
ny na rysunku 3. Proces ten jest odwracalny i przy zobojetnieniu na-

Rys. 3. Rozszczepienie y-globuliny po redukcji i hydrolizie w pH 25

stepuje gwattowna rekombinacja niektérych fragmentéw z powstawaniem
biatka o statej sedymentacji 5,9S, ktére zachowujg miejsce aktywne prze-
ciwciata. Poniewaz po redukcji grupy -SH bytly zablokowane przez PCMB
wydaje sie, ze potgczenie podjednostek y-globuliny nastepuje przez wig-
zania niekowalencyjne. Podobne zjawisko zachodzi réwniez i w miesza-
ninach tancuchéw peptydowych y-globulin. Franek i Nezlin (55)
opisali rekombinacje tancuchéw H i L antytoksyny btoniczej i tezcowej.
Edelman i wsp. obserwowali agregacje wyodrebnionych tancuchéw
przeciwciat antyfagowych (44).

W roku 1964 Olins i Edelman (107) przeprowadzili fizykoche-
miczne badania rekombinowanych biatek i stwierdzili, ze potaczenie tan-
cuchéw H i L prowadzi do powstawania w obojetnym S$rodowisku wod-
nym okoto 309> biatka 7S, ktére jest biologicznie aktywne. Biatko to ma
ciezar czasteczkowy 160 000 i ztozone jest z dwoch taricuchéw H i dwoch
L polaczonych prawdopodobnie tylko wigzaniami niekowalencyjnymi.
Pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych i immunologicznych jest
ono podobne do y-globuliny 1S zredukowanej i alkilowanej w nieobec-
nosci mocznika. Przy rekombinacji utlenionych tancuchéw H i L powsta-
je stabilne biatko 7S z wigzaniami dwusiarczkowymi, ktére ulega po-
nownie dysocjacji tylko po redukcji. Wiasciwosci immunologiczne tego
biatka, ruchliwos$¢ elektroforetyczna i rozmieszczenie na chromatogra-
mach, a takze jego ciezar czasteczkowy sg bardzo zblizone do natywnej
y-globuliny.
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Roholt i wsp. (126) stosujgc metody fizyko-chemiczne do badania
rekombinacji tafcuchéw y-globulin stwierdzili, ze tahncuchy te majg réz-
ng ruchliwos¢ elektroforetycznag ale w mieszaninie poruszaja sie one jako
jedno pasmo. Potgczenie tafcuchow H i L prowadzi do utworzenia biatka
o statej sedymentacji 6,0—6,1S, dajacego w ultrawiréwce symetryczng
krzywg rozmieszczenia. Mieszanina taficuchéw zachowuje rozpuszczalno$é
w roztworach wodnych po usunieciu kwasu propionowego, natomiast wy-
izolowane tancuchy H w tych warunkach wytracajg sie. Rekombinacja
tancuchéw peptydowych y-globuliny zwigzana jest z powstawaniem miej-
sca aktywnego przeciwciata i czeSciowym odtworzeniem aktywnoSci bio-
logicznej.

Wyizolowane tancuchy H i L wykazujg silng tendencje do #gczenia
sie w jedng czasteczke, na co wskazuje mozliwo$¢ otrzymania hybrydow
przeciwciat ztozonych z heterologiczmych tafcuchow H i L. Hybrydy te
maja jednak mniejsza aktywno$¢ biologiczng niz przeciwciata rekombi-
nowane z tancuchdw homologicznych (51). Niektore hybrydy nie majg
aktywnosci biologicznej w ogole.

Badania nad rozszczepieniem y-globuliny i reasocjacjg fragmentéw
daty pewne informacje o miejscu aktywnym przeciwciata. W 1961 roku
Edelman (42) zaobserwowal, ze tancuchy H réznych przeciwciat miaty
jednakowag ruchliwos¢ elektroforetyczng, a faricuchy L wykazywaty okre-
Slone roznice i sadzit, ze tancuchy L okreslajg specyficzno$é przeciwciala.
Natomiast uzyskane w latach 1962—1963 w pracowni Portera wyniki
przemawiaty za tym, ze miejsce aktywne przeciwciata znajduje sie w tan-
cuchu H (50). Metzger i Singer (92) na podstawie metody po-
krewnego znakowania (affinity labelling) wykazali, ze tafcuch H bierze
udziat w budowie miejsca aktywnego przeciwciata. W roku 1964 Metz-
ger, Wofsy i Singer stwierdzili, ze istotnie w budowie miejsca
aktywnego przeciwciala antyhaptenowego biorg udziat reszty tyrozyny
znajdujace sie w tancuchach H i L (93).

4. Model przestrzenny czasteczki y-globuliny

Catoksztatt uzyskanych dotychczas informacji pozwolit Edelma-
nowi i wsp. (45 52) na zaproponowanie tymczasowego modelu podsta-
wowej struktury y-globulin bez uwzglednienia struktury drugo- i trze-
ciorzedowej.

W mysl schematu Edelmana (rys. 4)* czasteczka y-globuliny ma ksztatt
cylindra zbudowanego z czterech tancuchéw polipeptydowych. tancuchy
H potagczone sg miedzy sobg i z fancuchami L wigzaniami dwusiarczko-
wymi i niekowalencyjnymi. Miejsca wigzace przeciwciala rozmieszczone

* Autorka dzigkuje dr G. M. Edelmanowi za zezwolenie reprodukowania rysunku.
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Rys. 4. Model czasteczki przeciwciata 1S wg (45)

Hy — tafncuchy polipeptydowe cigzkie, L — tancuchy polipeptydowe lekkie. Kreski na modellu
wskazuja miedzytancuchowe wigzania dwdu5|e|1rczkowe)(repro ukowany ze zezwoleniem G. M.
Edelman’a

Czesciowa redukcja Ostrozna redukcja
z nastepnym dziataniem rozciefczony HC
mocznika lub kwasu /" —
propionowego (\
FragmentS Fragment S
(50000) Fragment F (50000)
(50000)

Rys. 5. Schemat ilustrujgcy mechanizm degradacji czasteczek przeciwciata 1S

Liczby w nawiasach podajg ciezar czasteczkowy w przyblizeniu; Hy — tancuchy ciezkie, L —
tancuchy lekkie. Obszary zacieniowane sg obszarami miedzytancuchowych wigzan niekowalen-
cyjnych; w nich zaznaczono réwniez pozycje wigzan dwusiarczkowych
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sgq na koncach czasteczki i znajdujg sie w szczelinie miedzy tarficuchami H
i L. Model ten ttumaczy mozliwo$¢ degradacji y-globuliny przez redukcje
i trawienie enzymatyczne, co przedstawiono na rysunku 5.

5. Struktura drugo- i trzeciorzedowa

Objetos¢ czasteczki y-glbbuliny na podstawie modelu Edelmana wy-
nosi 2 X 105 A3 Sposéb utozenia tancuchéw polipeptydowych wewnatrz
czasteczki oraz struktura drugo- i trzeciorzedowa y-globuliny nie sg jesz-
cze znane. Jirgenson (79, 81) badajgc dyspersje rotacyjng y-globuliny
ludzkiej znalazt niewielki udziat a-spirali. Winkler i Doty (146)
na podstawie podobnych badan przypuszczaja, ze y-globulina nie zawiera
a-spirali i ztozona jest z niezwimietych tancuchéw polipeptydowych. Za
struktura spiralng przemawia obecno$¢ duzej ilosci takich aminokwasow
jak prolina, seryna i treonina, ktére przeszkadzajg tworzeniu trwalej
struktury heliksowej. Aminokwasy te moga natomiast uczestniczy¢ w po-
wstawaniu (3-struktury. Jednakze badania w podczerwieni nie wykazaty
adsorbcji przy 1608 cm*“1charakterystycznej dla struktury |3 Bl out (8)
w roku 1961 do badania struktury niektorych biatek, miedzy innymi
y-globulin, zastosowal oznaczenie szybkosci wymiany wodoru na deuter.
W doswiadczeniach Blouta w y-globulinie wymiana ta nastepowata pra-
wie catkowicie juz w ciggu 10 min., co pozwalato przypuszczaé, ze biatka
te nie zawierajg konformacji spiralnej. Jednakze Imahori i Momaoi
(76) stwierdzili, ze w y-globulinie tylko potowa wodoréw ulega szybkiej
wymianie na deuter; na tej podstawie autorzy sadza, ze w czasteczce
obecne sg stosunkowo krotkie odcinki posiadajace okreslong, uporzadko-
wang strukture, ktéra nie musi by¢ a-spiralg. Callagham i Martin
(11) sugerujg natomiast, ze czasteczka y-globuliny zawiera kompensujgce
sie ilosci prawoskretnego a-heliksu i formy @ Miedzytaricuchowe i wew-
natrztancuchowe wigzania wodorowe i hydrofobowe stabilizujg czasteczke.

Do badania konformacji normalnej y-globuliny Gould, Gili i Do-
ty (61) zastosowali pomiary dyspersji rotacyjnej, szybkosci wymiany
wodoru na deuter oraz spektroskopie w ultrafiolecie i podczerwieni. Uzy-
skane wyniki wskazujg, ze w utrzymaniu tréjwymiarowej struktury
y-globuliny gtéwna role grajg wiagzania dwusiarczkowe oraz wigzania
hydrofobowe. Autorzy nie wykluczajg mozliwosci isthienia w czasteczce
odcinkéw o trwatej konformacji, ktore prawdopodobnie nie sg ani a-spi-
ralg, ani (3-strukturg.

Interesujagcy schemat struktury y-globuliny bydlecej przedstawili
Troickij, Okylow i Kiriuchin (142). Na podstawie badan spek-
tropolarymetrycznych stwierdzili oni obecno$¢ (3-struktury i a-spirali.
P-struktura znajduje sie w gtebi czgsteczki tworzgc bardziej stabilne jadro
y-globuliny. Na peryferiach czgsteczki znajdujg sie tanicuchy heliksowe.
Redukcja potowy wigzan dwusiarczkowych catkowicie niszczy tak jedna,
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jak i drugg strukture. Miejsca przejscia ~-struktury i a-heliksu maja kon-
formacje nieuporzadkowang i sg najbardziej wrazliwe na dziatanie enzy-
moéw proteolitycznych.

V. Inne immunoglobuliny

yA-globuliny majg ciezar czgsteczkowy okoto 160 000, a oddzielono
je od yG-globulin na podstawie badan immunoelektroforetycznych (128).
yA-globuliny tatwo tworzg polimery o statej sedymentacji 9-15S, ktore
przy redukcji wigzan dwusiarczkowych ulegaja dysocjacji do monomerow
1S (34). Struktura yA-globulin nie jest jeszcze dokladnie znana. Usta-
lono, ze czasteczka ztozona jest z czterech tancuchdw polipeptydowych,
dwu lekkich i dwu ciezkich, potaczonych miedzy sobg wigzaniami dwu-
siarczkowymi. tancuchy lekkie yA- i yG-globulin sg prawdopodobnie
strukturalnie identyczne, natomiast tafcuchy ciezkie majg odmienng
strukture i whasnosci.

Here mans i wsp. (70) wyizolowali oczyszczone yA-globuliny z su-
rowicy ludzkiej i stwierdzili, ze zawierajg one antytoksyne btoniczg i prze-
ciwciata swoiste dla Brucella abortus. Na tej podstawie autorzy uwazaja,
ze yA-globuliny sg immunologicznie aktywne i stanowig okreslony typ
przeciwciat (yA-przeciwciata).

Wysokoczasteczkowe yM-globuliny o cigezarze okoto 1 miliona sg roz-
puszczalne w roztworach soli, ale wytracaja sie podczas dializy surowicy
wobec wody, co jest podstawg metody ich izolowania i oczyszczania (33).
Zawierajg one 10-12% weglowodanoéw i maja tendencje do polimeryzacji
na produkty o statej sedymentacji 24 i 32S.

Do makroglobulin nalezg izohemaglutyniny, przeciwciata Rh, hema-
glutyniny i rézne przeciwciata, ktérych powstawanie zalezy od antygenu
i sposobu jego wprowadzenia. Struktura makroglobulin nie jest ustalona.

Deutsch i Morton w roku 1957 (32) zaobserwowali, ze makro-
globuliny pod wplywem zwigzkéw redukujacych (cysteina, merkaptoeta-
nol) rozszczepiajg sie w Srodowisku obojetnym na fragmenty o stalej
sedymentacji 6,5S. Po usunieciu czynnika redukujgcego fragmenty taczg
sie ponownie tworzac makroczasteczki o statej sedymentacji 18S. Deutsch
i Morton wysuneli przypuszczenie, ze makroglobuliny sg agregatami nor-
malnej y-globuliny o ciezarze czasteczkowym 160 000, w ktérych podjed-
nostki pofaczone sg miedzy sobag wigzaniami dwusiarczkowymi. Depoli-
meryzacja makroglobulin jest wynikiem redukcji o$miu sposréd 27 wig-
zan dwusiarczkowych (37). Hipoteza Deutscha i Mortona nie znajduje
potwierdzeh eksperymentalnych. Fragmenty makroglobulin po redukcji
tiolami wykazujg wprawdzie podobienstwo strukturalne do yG-globu-
liny, ale nie sg z nig identyczne, poniewaz zachowujg determinanty anty-
genowe, swoiste dla wyjsciowej makroglobuliny (89). Wysoka zawartos¢
weglowodanéw tez przemawia przeciwko hipotezie Deutscha i Mortona.
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yM- i yG-globuliny majg niewatpliwie wiele podobienstw struktural-
nych na co wskazujg analizy immunologiczne i chemiczne. Callagham
i Martin (12) stwierdzili, ze oczyszczone makroglobuliny z surowicy
ludzkiej majg skrecalno$¢ optyczng zblizong do normalnej y-globuliny
i s prawdopodobnie mieszaning prawoskretnej spirali i formy & Redukcja
makroglobuliny prowadzi do powstawania fragmentow, ktore zawierajg
taficuchy H i L (17). lloé¢ taricuchéw w czasteczce oraz proporcja tan-
cuchdw H i L nie zostaly jeszcze ustalone. Na podstawie krzyzowych
reakcji immunologicznych mozna przypuszczaé, ze tancuchy L makro-
globulin i normalnej y-globuliny sg identyczne, natomiast fancuchy H sg
rézne (21). G¥dwnym argumentem przeciwko hipotezie Deutscha
i Mortona byto stwierdzenie, ze makroglobuliny po redukcji catko-
wicie tracg aktywnos$¢ przeciwcial (2, 20, 58, 134). Zdolnos$¢ fragmentdéw
makroglobuliny do wigzania antygenu wykazano metodami serologiczny-
mi i potwierdzano w badaniach z zastosowaniem ultrawirowki (129).
Onoue i Jagi (109) wykazali za pomocg radioimmunoelektroforezy,
ze fragmenty makroglobulin specyficznie wigzg znakowany antygen.
Autorzy sugeruja, ze redukcja nie niszczy centrum aktywnego przeciw-
ciata makroglobulinowego. Mozliwe, ze niektére fragmenty powstate po
redukcji nie sg aktywne, poniewaz w wyjsciowej czasteczce makroglébu-
liny moze byé wiecej podjednostek niz miejsc wigzacych.

Ostatnig grupe immunoglobulin stanowig biatka o ciezarze czastecz-
kowym rzedu 25 000-40 000 okreslane jako globuliny L lub mikroglobu-
liny. Nalezg do nich biatka obecne w surowicach normalnych, jak réwniez
patologiczne biatka surowicy i moczu wyizolowane w przypadkach szpi-
czaka. Mikroglobuliny nie zawierajg weglowodanéw (22) i nie majg ak-
tywnosci przeciwciat. Zawarto$¢ ich w surowicach normalnych wynosi
okoto I°/0. Porath i Ui stwierdzili (118), ze mikroglobuliny tatwo
tworzg agregaty i tylko w bardzo polarnych rozpuszczalnikach wystepuja
jako monomery. Stosujgc rozpuszczalniki zawierajgce glicyne stwierdzili
oni, ze w surowicach normalnych zawarto$¢ mikroglobulin jest rzedu Kil-
ku procent.

Wyijasnienie struktury niskoczasteczkowych y-globulin z surowicy
normalnej zwigzane jest z badaniem patologicznego biatka Bence-Jones’a,
ktore znajduje sie w duzych iloSciach w moczu chorych na szpiczaka
mnogiego. Biatko to, po raz pierwszy opisane w roku 1847 przez Henry
Bence-Jones’a wytrgca sie z roztworu wodnego po podgrzewaniu
do temperatury 45-60°C, rozpuszcza sie ponownie przy dalszym ogrze-
waniu do temperatury wrzenia i znéw sie wytragca po ochtodzeniu (123).
Ciezar czasteczkowy tego biatka wynosi 38 000-43 000, a wymiary cza-
steczki okreslone na podstawie niskokgtowego rozproszenia Swiatta sta-
nowig 21 X 43,3 X 74,8 A (72). Biatko Bence-Jones’a tatwo polimeryzuje
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dajac uktady polimorficzne, co jest przyczyng heterogennosci w elektro-
forezie na zelu skrobiowym (7).

Badania immunologiczne ujawnity podobienstwo antygenowe biatek
Bence-Jones’a i normalnej y-globuliny, co wskazywato, ze biatko Bence-
Jones’a moze by¢ fragmentem y-globuliny. Edelman i Ga lly (143)
za pomocg elektroforezy w zelu skrobiowym wykazali, ze biatko Bence-
Jones’a po redukcji ma ruchliwos$¢ identyczng z ruchliwoscia tafcuchow
L y-globuliny tego samego chorego. Podobne wyniki otrzymano tez ba-
dajac zalezno$¢ rozpuszczalnosci od temperatury, sktad aminokwasowy
oraz profil chromatograficzny na CM-celulozie.

Edelman i Gally wykazali, ze biatko Bence-Jonesa jest dime-
rem tancuchéw L y-globuliny. Istniejg dwie formy tych dimeréw: dimery
zdolne do dysocjacji, w ktérych tancuchy zwigzane sg tylko wigzaniami
niekowalencyjnymi oraz dimery stabilne, w ktérych miedzy tancuchami
znajduje sie wigzanie dwusiarczkowe i wigzania niekowalencyjne (59).
Bergard i Edelman (5 stwierdzili, ze mikroglobuliny surowicy
normalnej podobnie jak biatka Bence-Jones’a posiadajg witasnosci fizyko-
chemiczne i antygenowe identyczne z fancuchami L. Mikroglobuliny sg
wiec wolnymi tancuchami L i moga by¢ uwazane za odpowiedniki biatek
Bence-Jones’a w surowicach normalnych.

Stany patologiczne okre$lane jako szpiczak mnogi zwigzane sg z pro-
dukcjg duzej ilosci biatek, podobnych fizykochemicznie i immunologicznie
do normalnej y-globuliny, ale nie posiadajacych aktywnos$ci przeciwciat.
Oprécz czasteczek ztozonych z tahcuchéw H i L nazywanych y-globuli-
nami szpiczaka, stwierdza sie nadmiar wolnych tahcuchéw L, obecnych
jako biatko Bence-Jones’a. W roku 1964 Franklin i inni (56) opisali
pierwszy przypadek choroby, przy ktérej w surowicy i moczu obecne
jest biatko o statej sedymentacji 3,5S. Na podstawie badan serologicznych
biatko to identyfikowano jako wolne taricuchy H i stan patologiczny
otrzymat nazwe ,,choroby tafcuchéw H”. Poniewaz tancuchy H stanowity
okoto 90% vy-globulin u chorego, Franklin i wsp. przypuszczali, ze
choroba ta zwigzana jest z synteza duzego nadmiaru tancuchoéw H przy
bardzo nieznacznej ilosci tancuchéw L. Nastepnie Osserman i Ta-
katsuki (110) i Takatsuki i Osserman (138) opisali jeszcze
kilka przypadkéw choroby H. Biatko patologiczne surowicy i moczu o cie-
zarze 53 000 zawiera 8% heksoz, 7% heksozaminy, 4% kwasu sialowego
i 2% fukozy. Analiza immunologiczna wykazata, ze sg to wolne tafncuchy
y2globuliny. We wszystkich opisanych przypadkach notuje sie znaczne
obnizenie poziomu normalnej y-globuliny i prawie catkowity brak odpo-
wiedzi immunologicznej.
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V1. Wzory molekularne immunoglobulin

Dane otrzymane w wielu pracowniach pozwalaja przypuszczaé, ze
wszystkie immunoglobuliny zawierajg dwa rodzaje tancuchow polipepty-
dowych: tancuchy lekkie i tancuchy ciezkie. Lancuchy ciezkie sg swoiste
dla kazdego typu immunoglobulin. Na Sympozjum w Pradze w roku 1964
zaproponowano nomenklature tych tancuchéw (65).

Immunoglobuliny tancuchy ciezkie

YG lub IgG y (gamma)
y A lub IgA a (alfa)
yM lub IgM ja (mi)

tancuchy lekkie sag podobne lub nawet identyczne dla wszystkich immu-
noglobulin. Jednakze istniejg dwa typy antygenowe tanicuchdw lekkich

ludzkich immunoglobulin: typ | i typ Il, ktére ostatnio okre$lono jako
typ K i typ L.
- Immunoglobuliny tancuchy lekkie
typ K (1) x (kappa)
typ L (1) X(lambda)

W mysl tych oznaczenn mozna przedstawi¢ wzory molekularne réznych

immunoglobulin.
Immunoglobuliny

Wzér molekularny

Y G lub IgG typ K Y2 2
typ L Y2 A2

Y A lub IgA typ K @ x2
typ L o2

YM lub IgM typ K M2 *2)n 1
typ L H 7¥)11)

mikroglobuliny L X i X

X I %
mikroglobuliny H Y

VII. Struktura przeciwciat a ich specyficznos¢

Daleko idace podobieAstwo struktury i sktadu réznych frakcji Y-glo-
bulin nasuwa pytanie, co warunkuje ich wysoka wybiérczo$¢ jako prze-
ciwciat. Buck 1y i wsp. (10) stwierdzili, ze jednowarto$ciowy aktywny
fragment przeciwciata krolika skierowany przeciw albuminie bydlecej
poddany catkowitemu rozfatdowaniu w 6M roztworze guanidyny po dia-
lizie spontanicznie odtwarza okoto 75% wyjsciowej aktywnosci. Podobne
wyniki otrzymali Noelken i wsp. (102, 103) przy badaniu aktywnego
fragmentu przeciwciata antyhaptenowego. Poniewaz rozfatdowanie w roz-
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tworze guanidyny prowadzi do catkowitej utraty struktury drugo- i trze-
ciorzedowej autorzy przypuszczali, ze specyficzno$¢ przeciwciata nie moze
by¢ wynikiem okreslonego rozmieszczenia wigzan niekowalencyjnych
i sposobu pofatldowania czasteczki, lecz zwigzana jest raczej z réznicami
w sekwencji aminokwasow w calej czasteczce lub w niektérych stosun-
kowo matych jej odcinkach.

Sprawdzenia wymagato jednak odtwarzanie aktywnos$ci przeciwciata
po catkowitym rozfatdowaniu czasteczki i redukcji wszystkich wigzan
dwusiarczkowych. Odtworzenie aktywnos$ci przeciwciata uzyskali w ro-
ku 1964 Haber (67), a nastepnie Whitney i Tanford (147) przy
badaniu aktywnego jednowarto$ciowego fragmentu antyrybonukleazy
i przeciwciata antyhaptenowego.

Udoskonalenie metod analitycznych pozwolito wykaza¢, ze skfad ami-
nokwasowy roznych przeciwciat nie jest absolutnie identyczny (69). K o-
sh landiwsp. (85-86) porownywali zawarto§¢ aminokwaséw dwu wysoko
oczyszczonych przeciwciat, z ktérych jedno byto specyficzne dla haptenu
o tadunku ujemnym, a drugie — dla haptenu o tadunku dodatnim. Stwier-
dzili oni, ze pierwsze z nich zawierato wieksze ilosci argininy, natomiast
drugie wiekszg ilos¢ kwasu asparaginowego. Oba przeciwciata miaty iden-
tyczny ciezar czasteczkowy. Nieznaczne rdznice sktadu aminokwasowego
oraz mozliwo$¢ zmiany sekwencji aminokwaséw moga zapewne zmieniac
strukture aktywnego miejsca i tym samym specyficznos¢ przeciwciat.
Cohen i Porter (26) rozdzielajagc tancuchy polipeptydowe przeciw-
cial na zelu skrobiowym zaobserwowali, ze tafcuchy H nie wykazuja
znacznych rdznic, natomiast tancuchy L rozdzielajg sie na 10 frakcji, przy
czym iloSciowy stosunek tych frakcji w réznych przeciwciatach jest réz-
ny. Nie ulega watpliwosci, ze dla ustalenia jakie cechy struktury makro-
czasteczki y-globuliny odpowiedzialne sg za jej specyficzno$¢ niezbedne
sg dalsze systematyczne badania.
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JERZY ROGULSKI*

Swoisto$¢ przemian azotu aminokwaséw w tkankach ssakéw

The Specifity of the Amino Acids Nitrogen Metabolism in Mammalian
Tissues

The specifity of amino acids nitrogen metabolism in various mamalian organs
is discussed. The significance of each particular organ in amino acids metabolism
and the role in general tissue metabolism are pointed out.

Gtéwnymi elementami okreslajacymi swoisto$¢ biochemiczng tkanek
sa: zréznicowana struktura morfologiczna, réznice w aktywnos$ci poszcze-
gélnych reakcji lub ciggdéw reakcji, strukturalna wspoétzalezno$é uktaddéw
enzymatycznych wewnatrz komérki (tzw. kompartmentacja), wreszcie
charakterystyczna przepuszczalno$¢ bton komdérkowych. Przedmiotem te-
go artykutu sg przemiany azotu aminokwaséw charakterystyczne dla rdz-
nych tkanek ssakow. Obejmuje on te tylko przemiany, ktére zwigzane sg
bezposrednio z przyswajaniem i usuwaniem azotu aminokwasowego. Sta-
ratem sie podkre$li¢ znaczenie poszczeg6lnych narzadéw w przemianie
azotu aminokwasow oraz istotny wptyw tych przemian na cato$¢ metabo-
lizmu tkankowego. Wiadomosci o przemianach poszczeg6lnych aminokwa-
sow, o mechanizmach reakcji enzymatycznych, kinetyce i witasnosSciach
enzymow oraz o przemianach tancuchow weglowych aminokwaséw znaj-
dzie czytelnik w licznych obcojezycznych artykutach przegladowych
Braunsteina (19, Cohena (36,38,39),Greenberga (56), Kreb-
sa (78, 79), Meistera (87-91) i Ratner (108-110) oraz w Postepach
Biochemii (1, 86, 105).

Ogélny metabolizm azotu aminokwaséw obejmuje szereg réznorodnych
procesow, takich jak: oksydatywna dezaminacja, transaminacja, wigzanie
amoniaku i synteza mocznika. Omawiane w tej pracy zagadnienia ujeto
W nastepujace rozdziaty:

I. Znaczenie oksydatywnej dezaminacji i transaminacji w przemianie
azotu aminokwasow

* Dr med., adiunkt Pracowni Biochemii Klinicznej Akademii Medycznej w Gdan-
sku.
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Il. Wigzanie amoniaku w tkankach — a) biosynteza aminokwaséw,
b) biosynteza karbamylofosforanu, c) synteza glutaminy

Ill. Usuwanie amoniaku — cykl omitynowy

IV. Przemiany azotu aminokwasOw jako wyraz biochemicznej swoistosci
tkanek.

. Znaczenie oksydatywnej dezaminacji i transaminacji w przemianie
azotu aminokwasow

Wiadomo byto od dawna (zob. 78, 88), ze aminokwasy ulegajg utlenie-
niu w tkankach ssakéw. Dok#iadniejsze badania w tym kierunku przepro-
wadzit Krebs (77) w 1935 roku. Wykazat on obecnos¢ dwéch odrebnych
uktadéw enzymatycznych, tzw. oksydaz, katalizujagcych utlenianie -
i D-aminokwaséw. W konicu lat trzydziestych w pracowni Warburga
udato sie wyizolowa¢ oczyszczony preparat oksydazy D-aminokwasow,
ktory wykorzystano nastepnie jako uktad modelowy do badania mecha-
nizmu reakcji oksydoredukcyjnych (143, 144). Okazato sie, ze przemiana
D-aminokwaséw rozpoczyna sie od utleniania na weglu a, a produktem
posrednim reakcji jest odpowiedni iminokwas, ulegajgcy nastepnie hy-
drolizie z uwolnieniem jonu amonowego i ketokwasu. Sgdzono przez ana-
logie, ze podobnej przemianie podlegajg tez naturalne L-aminokwasy.
Wptyw doswiadczern Krebsa i Warburga na pdzniejsze poglady dotyczace
katabolizmu aminokwasow byt tak duzy, ze jeszcze obecnie proces oksy-
datywnej dezaminacji omawiany jest zwykle jako normalna droga kata-
bolizmu naturalnych aminokwaséw. Jednak nie ma zadnych przekony-
wujacych danych (zob. 39, 79, 88, 93) o istnieniu w tkankach ssakow fizjo-
logicznie waznych systemow oksydaz L-aminokwaséw; jedynie w nerkach
i watrobie szczura (14, 77) stwierdzono ich obecnos¢, przy czym oczyszczo-
ny preparat oksydazy L-aminokwaséw wykazywat tak niskg aktywnos$c
(14), ze trudno przypisa¢ mu jakiekolwiek znaczenie. Wydaje sie wiec, ze
udziat oksydatywnej dezaminacji w ogdélnym metabolizmie L-aminokwa-
sow w tkankach ssakdw jest znikomy, a nawet moze byé w ogole kwestio-
nowany (125).

W niespetna trzy lata po opisaniu przez Krebsa oksydatywnej deza-
minacji aminokwaséw wykryto w pracowni Eulera dehydrogenaze
glutaminowg (43, 48), ktéra rdzni sie od oksydaz aminokwaséw przede
wszystkim tym, ze wspotdziata z nukleotydem pirydynowym, a ponadto
wykazuje zupetng specyficzno$¢ w stosunku do substratu. Enzym ten
wystepuje w wielu tkankach, w niektdrych jego aktywnos$¢ jest wysoka,
otrzymano go tez z wielu Zzrédet w stanie znacznego oczyszczenia (98, 129,
132). Dehydrogenaza ta katalizuje odwracalng reakcje utlenienia lub syn-
tezy glutamimianu:

Glutaminian + NAD(NADP) ketoglutaran+ NH++ NADH2(NADPH)2
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Od poczatku jednak znaczenie tego enzymu upatrywano gtownie, jesli
nie wytgcznie w dziataniu utleniajgcym. Znalazto to wyraz i w nazwie
enzymu, zaliczanego do odwodorowujgcych. Cytowane powszechnie da-
ne Copenhavera i wsp. (41) poréwnujace aktywnos$¢ dehydroge-
nazy glutaminowej w réznych tkankach opierajag sie tez wytgcznie na
pomiarze zuzycia tlenu, podkre$lajac przez to oksydatywny charakter
enzymu. Dehydrogenaza glutaminowa jest jak dotagd jedynym enzymem
katalizujagcym reakcje oksydatywnej dezaminacji w tkankach zwierze-
cych.

Mniej wiecej jednoczesnie z odkryciami Krebsa i Eulera, Brauns-
tein i Kritzman (24) wykazali po raz pierwszy wystepowanie
w tkankach zwierzecych procesu transaminacji, a w latach piecdziesia-
tych nagromadzono juz wiele faktow, ktore Swiadczyly o istotnym zna-
czeniu transaminacji w ogo6lnej przemianie aminokwasow (21, 22, 25, 40,
74, 75, 92). Wykazano powszechno$¢ wystepowania transaminaz w tkan-
kach ssakow, przy czym w wiekszosci tkanek wykazujg one bardzo znacz-
ng aktywnos$¢ (2, 29, 123, 145). Stwierdzono rdwniez, ze istnieje wiele
enzymow tego typu mniej lub bardziej specyficznych, a w procesie trans-
aminacji biorg udziat wasciwie wszystkie aminokwasy z wyjatkiem moze
lizyny i treoniny (zob. 88). Istota transaminacji polega na bezposrednim
przeniesieniu grupy aminowej z czasteczki aminokwasu na odpowiedni
ketokwas, bez uwalniania sie amoniaku jako produktu posredniego re-

Rys. 1. Wbudowywanie izotopu azotu 13N w metabolity azotowe watroby po poda-
niu IN-L-leucyny (wg. 44)

Podano dozylnie 126 umoli i5N-L-leucyny (zwiekszenie zawartosci atomow isn—19°/») szczurowi
o wadze okoto 350 g; A----------- £ kwas glutaminowy; ¢ - ¢ glutamina; O----------- O mocznik;
[0 R O glicyna

akcji (137); mechanizm ten wykazano rowniez w warunkach in vivo. Po
wstrzyknieciu znakowanego L-aminokwasu z izotopem azotu 19\ obser-
wuje sie pojawienie sie izotopu w grupie aminowej aminokwaséw tkan-
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kowych (44), gtéwnie w grupie aminowej kwasu glutaminowego (zob.
rysunek 1).

Role centralng (zob. 19, 20) w procesie transaminacji spetniajg amino-
kwasy dwukarboksylowe, tj. kwas glutaminowy i asparaginowy oraz od-
powiadajgce im ketokwasy, tj. ketoglutarowy i szczawiooctowy. W wiek-
szosci tkanek najwieksza aktywnos$¢ wykazujg witasnie swoiste transami-
nazy katalizujace odwracalng przemiane tych substratow (52). Stosunek
aktywnosci poszczeg6lnych transaminaz w rdéznych tkankach jest dos¢
réznorodny (2, 29, 47, 61, 101, 145). Pomimo znacznych nieraz rozbiez-
nosci pomiedzy danymi réznych autoréw istnieje ogélne przekonanie, ze
kazdg tkanke cechuje swoisty zestaw aktywnosci transaminaz. Tablica 1
przedstawia przyktadowo dane Awaparay i Selea (2) dla wa-
troby, nerek i mie$nia sercowego szczura.

Tablica 1

Transaminacje z udziatem a-ketoglutaranu i pirogronianu w réznych
tkankach szczura (wg 2)

Mie- Mig-
sietn W3-  Ner- sien Wa- Ner-
ser- troba ka ser- troba ka
cowy cowy

Kwas

glutaminowy Alanina

i¢mole N-NH2 na gram tkanki i godz.

Kwas glutaminowy 95 0 0
Alanina 130 422 98

Kwas asparaginowy 291 235 241 4 83 0
Leucyna 87 8 112 5 53 5
Izoleucyna 79 10 122 5 6 8
Walina 89 10 122 0 25 6
Glicyna 23 9 18 0 0 10
Metionina 10 9 28 20 35 10
Fenyloalanina 3 12 25 10 58 0
Arginina 0 0 30 0 0 0
Lizyna 0 0 0 0 0 0
Prolina 0 6 0 0 0 0
Treonina 15 0 25 0 0 0
Seryna — — — 20 23 0

W ujeciu Braunsteina (19, 20) i Meistera (87-89) znaczenie
transaminacji polega¢ ma gtdwnie na tym, ze wszystkie aminokwasy w re-
akcjach katalizowanych przez swoiste transaminazy przekazujg swoje
grupy aminowe na czasteczke ketoglutaranu, badz wprost, badZz przez
posrednig transaminacje ze szczawiooctanem. W ten sposob azot wszyst-
kich aminokwaséw zostaje wigczony w jeden cigg przemian kwasu glu-
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tarninowego (23). Ten ostatni miatby ulegaé oksydatywnej dezaminacji
przy udziale swoistej dehydrogenazy. Ujecie to jest wyrazem ogdélnego
i bardzo zakorzenionego przekonania, ze oksydatywna dezaminacja, w ta-
kiej czy innej formie, jest istotng drogg katabolizmu aminokwaséw.

W ostatnich jednak latach nagromadzito sie szereg faktow wyraznie
sprzecznych z tym ujeciem. Olson i Anfinsen (99), badajac kry-
staliczng dehydrogenaze glutaminowg z watroby wolu stwierdzili, ze
rbwnowaga reakcji jest przesunieta wybitnie w kierunku syntezy gluta-
minianu; aktywno$¢ witasciwa enzymu dla utleniania glutaminianu wy-
nosi 90, natomiast dla syntezy az 950. W latach pieédziesigtych uzyska-
no tez pewne bezposrednie przestanki, wskazujace, ze utlenianie gluta-
minianu moze odbywac¢ sie innymi drogami (96). Dopiero w roku 1960 jed-
nak (17, 80) wykazano niezaleznie w Kkilku pracowniach, ze utlenianie
glutaminianu rozpoczyna sie gtéwnie przez transaminacje, nie za$ przez
odwodorowanie. Krebs i Bellamy(80) stwierdzili, ze po dodaniu
glutaminianu do homogenatéw tkanek réznych zwierzat zostaje on pra-
wie ilosciowo zamieniony w kwas asparaginowy wedtug reakcji:

Glutaminian+szczawiooctan asparaginian+ketoglutaran
Ketoglutaran + IVa0 2-> szczawiooctan+C02
suma: Glutaminian +1V20 2-*masparaginian+ C02

Istotnie, zuzycie tlenu odpowiadato w doswiadczeniach autoréw doktad-
nie takiemu przebiegowi reakcji transaminacji. Do zapoczatkowania pro-
cesu potrzebny jest endogenny kwas szczawiooctowy. Poziom kwasu
szczawiooctowego w tkankach jest bardzo niski (ponizej 0,05mM (80)),
wystarcza jednak do zapoczatkowania reakcji. Kazda spalajgca sie cza-
steczka ketoglutaranu dostarcza nastepnie potrzebnego do transaminacji
szczawiooctanu i tworzy sie cykliczny cigg przemian, ktéry mozna uznaé
za modyfikacje cyklu Krebsa (rysunek 2A). Kondensacja szczawiooctanu
z acetyloCoA i dalsza przemiana kwasow tréjkarboksylowych zostaje tu
zastgpiona przez jedng reakcje transaminacji z kwasem glutaminowym.

W tym samym czasie Borst i Slater (17) wykazali, ze przez
dodanie malonianu mozna catkowicie zahamowa¢ spalanie glutaminianu
w sarkosomach mieénia sercowego szczura. Efekt ten mozna byto wyttu-
maczy¢ przy zalozeniu, ze utlenianie glutaminianu rozpoczyna sie gtow-
nie na drodze transaminacji, poniewaz malonian nie hamuje dehydroge-
nazy glutaminowej, a w stosowanych warunkach do$wiadczenia nie na-
gromadzat sie ketoglutaran, ktdry mogtby te dehydrogenaze hamowac
kompetycyjnie. Malonian hamuje po prostu odtwarzanie z ketoglutaranu
kwasu szczawiooctowego, potrzebnego do transaminacji z glutaminianem.
W zgodzie z tym jest fakt znoszenia zahamowania wywotanego malo-
nianem przez bezposrednie prekursory szczawiooctanu (jabtczan, fuma-
ran).
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Podobne rezultaty osiggnieto z mitochondriami i homogenatami gru-
czotu mlekowego, mézgu, watroby i nerek (4, 5 16-18, 33, 59, 60-63, 66,
67). Swiadczy to, ze utlenianie glutaminianu moze by¢ co prawda, zapo-
czatkowane dwiema réznymi drogami— badz przez odwodorowanie w re-
akcji dehydrogenazy glutaminowej, bgdZ przez transaminacje ze szcza-
wiooctanem, jednak w wiekszosci tkanek udziat dehydrogenazy jest zni-
komy. Zupetne zahamowanie przez malonian spalania glutaminianu w sar-
kosomach miesnia sercowego (16-18) i mitochondriach gruczotu mileko-
wego (66, 67) Swiadczy, ze tkanki te sg catkowicie pozbawione aktywnosci
dehydrogenazy glutaminowej, a spalanie glutaminianu odbywa sie w nich
wylacznie na drodze transaminacji. W moézgu (4, 5) i w nerkach (61) wy-
dajnos¢ tej przemiany przekracza 90% utlenionego glutaminianu, a na-
wet w mitochondriach watroby, wykazujacych bardzo duzag aktywnos¢
dehydrogenazy glutaminowej — okoto 70% glutaminianu spala sie przez
transaminacje (4, 5, 60). Mowi sie obecnie o istnieniu kompetycji mie-
dzy procesem transaminacji a dziataniem dehydrogenazy glutaminowej;
jedrnym z czynnikéw decydujacych o nieznacznym udziale dehydroge-
nazy w spalaniu glutaminianu jest zapewne stosunek formy zredukowa-
nej do utlenionej nukleotydéw pirydynowych (72).

Istnieja dowody (62, 80), ze rowniez spalanie kwasu asparaginowego
i alaniny w homogenatach i mitochondriach réznych tkanek przebiega
gtownie na drodze transaminacji z ketoglutaranem. W reakcjach tych je-
den aminokwas ulega prawie iloSciowej zamianie w inny. Dla zapoczatko-

Rys. 2. Utlenianie glutaminianu (A) lub asparaginianu (B) na drodze transaminacji

wania przemiany potrzebny jest endogenny ketoglutaran (jego poziom
w tkankach wynosi I-2mM), a jego regeneracja zachodzi poprzez whbudo-
wanie tancucha weglowego spalanego aminokwasu w kwas cytrynowy.
W przypadku asparaginianu dzieje sie to przez reakcje powstajgcegc
szczawiooctanu z endogennym acetyloCoA, a w przypadku alaniny po-
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wstajacy z niej kwas acetylooctowy jest Zrodiem acetyloCoA, taczacego
sie nastepnie z endogennym szczawiooctanem. Wydaje sie, ze spalanie
wszystkich innych aminokwaséw (40, 75) sprowadza sie takze do transa-
minacji z ketoglutaranem i do wprowadzenia czesci lub catego tancucha
weglowego aminokwasu w cykl Krebsa. Przemiany te mozna réwniez
przedstawi¢ jako modyfikacje cyklu Krebsa, w ktérej oksydatywna de-
karboksylacja ketoglutaranu i cigg przemian kwaséw dwukarboksylo-
wych zostaly zastgpione przez reakcje transaminacji ze szczawiooctanem
(rysunek 2B). Zuzycie tlenu towarzyszace tym przemianom odpowiada
reakcji transaminacji i jest wyrazem zmian w obrebie taficucha weglo-
wego aminokwasu.

Sposrdd tkanek ssakéw tylko watroba posiada pewng zdolno$¢ oksy-
datywnej dezaminacji aminokwaséw w wyniku skojarzonego dziatania
transaminaz i dehydrogenazy glutaminowej, w innych tkankach zachodzg
tylko transminacje. Znaczenie ich jako czynnika warunkujgcego labilnos¢
azotu aminokwaséw polega na regulacji stosunkéw stezenn aminokwasow
w tkankach. Reakcje transaminacji wptywajg takze stymulujgco na cykl
Krebsa dostarczajagc kluczowych ketokwasoéw bioracych w nim udziat.

1. Wigzanie amoniaku w tkankach

W wytwarzaniu amoniaku w organizmie tylko bardzo ograniczone
znaczenie majg reakcje bezposredniej dezaminacji (oksydatywna i nie-
oksydatywna dezaminacja d- i L-aminokwasow). Istothe znaczenie majg
natomiast reakcje, w ktérych ma miejsce przeniesienie grupy aminowej
lub amidowej aminokwasu na akceptor inny niz ketokwas. Wymieni¢ tu
nalezy wszystkie reakcje biosyntezy, w ktdrych aminokwasy spetniajg
role donator6w azotu — a wiec synteze aminocukréw potaczong z trans-
dezamidacjg glutaminy (104) oraz szereg reakcji w procesie biosyntezy
nukleotydéw purynowych i pirymidynowych (26, 116), w kt6rych dona-
torami azotu sg glutamina lub asparaginian. W reakcjach tych ma miejs-
ce odtgczenie z czasteczki aminokwasu azotu, ktory bezposrednio zostaje
wbudowany w czasteczki innych metabolitéw; dalsze przemiany tych
metabolitdw prowadza jednak z reguty przez etap dezaminacji — naste-
puje odszczepienie azotu w postaci wolnego amoniaku. Wymienione re-
akcje stanowig wiec tylko ogniwo posrednie w obiegu azotu aminokwa-
sow. Praktyczne znaczenie spos$rdd tych reakcji wydaje sie mie¢ jedynie
aminacja kwasu inozynowego (zob. 105), polegajaca na kondensacji aspa-
raginianu z kwasem inozynowym (42). Produktem posrednim reakcji jest
kwas adenylobursztynowy, ktéry rozpada sie na kwas adenylowy i fu-
maran. Braunstein ujmuje te reakcje jako istothg w proponowanym
schemacie tancuchowej dezaminacji oksydatywnej aminokwaséw (19). Su-
gestie Braunsteina znajdujg oparcie gtownie w fakcie szybkiego
wbudowywania azotu 19N w grupe 6-aminowg AMP (97). Szybka wymia-
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na azotu grupy 6-aminowej AMP $wiadczy o szybkim cyklicznym obiegu
azotu w skojarzonych z sobg reakcjach aminacji i dezaminacji nukleoty-
du. Skojarzone dziatanie obu reakcji odpowiada wiasciwie dezaminacji
asparaginianu; amoniak uwalnia sie¢ w ilosci réwnowaznej w stosunku
do fumaranu. Fakt, ze znaczniejsze ilosci amoniaku w migé$niach stwier-
dza sie tylko przy intensywnej pracy mig$niowej (100) mozna wyttuma-
czy¢ tym, ze normalnie amoniak z AMP, podobnie jak i z innych metabo-
litow azotowych jest szybko i skutecznie wigzany w tkankach obwodo-
wych. Wydaje sie nie ulega¢ obecnie watpliwosci, ze przemiana kwasu
adenylobursztynowego jest gtdwnym Zrdédiem amoniaku w ustroju. Bez
poréwnania bardziej obfite Zrodto amoniaku stanowig wprawdzie reakcje
bakteryjne w jelicie, sa to jednak przemiany zachodzace poza wiasciwg
pulg metaboliczng ustroju (zob. 13).

W tkankach ssakéw istniejg trzy gtéwne reakcje, w ktérych nastepuje
wigzanie amoniaku, a mianowicie: synteza kwasu glutaminowego, synteza
karbomylofosforanu oraz synteza glutaminy. Wigzanie amoniaku w po-
staci karbamylofosforanu ma miejsce wytgcznie w watrobie, synteza glu-
taminianu ograniczona jest gtéwnie do watroby oraz w znacznie mniej-
szym stopniu do nerek i mézgu — natomiast synteza glutaminy ma zna-
czenie uniwersalne.

Synteza kwasu glutaminowego Kwas glutaminowy speinia centralng
role w biosyntezie aminokwaséw. Jako jedyny z aminokwasow powstaje
on w wyniku bezposredniej aminacji ketoanalogu, katalizowanej przez
swoistg dehydrogenaze (21, 22, 64, 81, 82). Synteza pozostatych amino-
kwaséw ma sie odbywaé wtornie w wyniku transaminacji miedzy gluta-
minianem a odpowiednimi ketoanalogami. Dowod6éw dostarczyty gtow-
nie prace z laboratorium Braun stein a. Wykazano tam mianowicie
(21, 22), ze biosynteza aminokwaséw jest zalezna od regeneracji ketoglu-
taranu w cyklu Krebsa; zablokowanie cyklu np. fluorocytrynianem znosi
zupetnie synteze aminokwasow. Stwierdzono tez, ze podawanie zwierze-
tom zwiagzkéw blokujgcych in vivo aktywno$¢ enzymow pirydoksalowych
lub karmienie dietg pozbawiong pirydoksyny wybitnie zmniejsza synteze
wszystkich aminokwaséw z wyjatkiem glutaminianu. Dotychczas nie uda-
o sie wykaza¢ z catg pewnoscig bezposredniej aminacji innych ketokwa-
sOw poza ketoglutaranem, brak tez danych o wystepowaniu w tkankach
ssakow innych dehydrogenaz aminokwaséw poza dehydrogenaza gluta-
minowa. Stwierdzono natomiast (55, 98, 133), ze in vitro mozna spowo-
dowac¢ dysocjacje kompleksu dehydrogenazy glutaminowej na podjed-
nostki, ktére wykazujg wowczas aktywnos$¢ dehydrogenazy alaniny (138).
W zjawisku tym nalezatoby szukaé przyczyny sporadycznych doniesien
(7, 8) o wystepowaniu dehydrogenazy alaniny w tkankach ssakéw. Nie
wiadomo jednak czy ma to jakie$ znaczenie fizjologiczne in vivo.

Podstawowym substratem w syntezie aminokwaséw jest wiec ke-
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toglutaran, jeden z metabolitéw cyklu kwaséw trojkarboksylowych. Jest
zrozumiate, ze wszystkie substraty zasilajgce cykl Krebsa stymulujg po-
wstawanie glutaminianu; z drugiej za$ strony wydajna synteza amino-
kwaséw moze powodowac¢ usuwanie z cyklu znacznych ilosci ketogluta-
ranu. Zwykle regeneruje sie on sprawnie przez transaminacje ze szcza-
wiooctanem; w warunkach zwiekszonej aminacji ketoglutaranu moze to
z kolei powodowac brak szczawiooctanu do syntezy kwasu cytrynowego
i w konsekwencji zwolnienie a nawet zahamowanie biegu cyklu Krebsa
(12, 115). W normalnych warunkach istnieje sprawny mechanizm prze-
ciwdziatajagcy zaburzeniom w obrebie cyklu Krebsa wynikajacym z syn-
tezy aminokwaséw; jest to regeneracja szczawiooctanu z kwasu asparagi-
nowego. Teoretycznie moga by¢ brane pod uwage wszystkie reakcje,
w ktérych asparaginian oddajac grupe aminowg przeksztatca sie w meta-
bolit cyklu. Praktyczne znaczenie majg tu jednak tylko dwie reakcje,
tj. reakcja syntezy i rozpadu kwasu argininobursztynowego w cyklu orni-
tynowym (zob. 108, 11) i, w mniejszym stopniu, reakcja syntezy i rozpadu
kwasu adenylobursztynowego (19, zob. tez 105) w przemianie nukleoty-
déw purynowych. W tych zatem tkankach, ktére wykazuja zywy meta-
bolizm tych dwu substratow proces syntezy aminokwasow moze przebie-
ga¢ wydajnie bez réwnoczesnych zaburzen w og6lnej przemianie energe-
tycznej.

Wydajno$¢ syntezy aminokwaséw w danej tkance jest okreSlana
w pierwszym rzedzie aktywnoscig dehydrogenazy glutaminowej; miarg
tej aktywnosci jest wydajnos$¢ reduktywnej aminacji ketoglutaranu (por.
str. 40). Od czasu pierwszych doswiadczen Krebsa i wsp. (81, 82) przy-
jeto sie pojecie tzw. dyzmutacji ketoglutaranu, w ktérej jedna czastecz-
ka ketoglutaranu dostarcza wodér do reduktywnej aminacji drugiej czas-
teczki:

Ketoglutaran+NAD -> bursztynian+NADH2+C 02
Ketoglutaran + NADH2+NH+ <*glutaminian + NAD
suma: 2 ketoglutaran+NH+ -> glutaminian+bursztynian+ C02

Skojarzenie tych dwu reakcji, tj. oksydatywnej dekarboksylacji ketoglu-
taranu i jego reduktywnej aminacji uwazano przez dtugi czas za podsta-
wowy proces w syntezie glutaminianu. W tym ujeciu ketoglutaran jest
zaréwno donatorem fancucha weglowego jak i donatorem wodoru. Cho-
ciaz dane Krebsa i wsp. (82) wskazywatly wyraznie na udziat innych do-
natorow wodoru, np. cytrynianu, niemniej do niedawna jeszcze przyjmo-
wano ogolnie preferencje ketoglutaranu (20).

W tablicy 2 poréwnano wydajno$¢ syntezy aminokwasoéw z ketoglu-
taranu w roznych tkankach szczura (119, 122). W stosowanych warun-
kach doswiadczenia istniaty mozliwos$ci transaminacji powstajagcego glu-
taminianu z endogennym szczawiooctanem a wiec powstawania aspara-
ginianu i regeneracji ketoglutaranu. Obserwowany przyrost azotu amino-
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wego wyraza zatem maksymalng zdolno$¢ tkanki do syntezy aminokwa-
sow z ketoglutaranu.

Jak wida¢ wydajnos¢ tego procesu jest w watrobie przeszto 15 razy wiek-
sza niz w nerkach; a w tych z kolei okoto 3-5 razy wigksza niz w innych
tkankach. lIstotny wplyw na synteze aminokwaséw ma ATP —w jego
obecnosci w watrobie ulega aminacji przeszto 80% ketoglutaranu, w nerce
i w mbzgu synteza wzrasta 5-7 razy. Dane te Swiadczg, ze w procesie
biosyntezy aminokwasow watroba géruje zdecydowanie nad pozostatymi
tkankami, z ktorych tylko nerki i mézg moga mieC jeszcze istotne zna-
czenie. Serce mimo wydajnego spalania ketoglutaranu zupetnie nie syn-
tetyzuje aminokwasow, co jest zgodne z poprzednimi danymi (16-18, 66,
67, 76) o braku w tej tkance aktywnosci dehydrogenazy glutaminowe;j.

Tablica 2

Synteza aminokwaséw z a-ketoglutaranu i amoniaku w réznych
tkankach szczura
(J. Rogulski, S. Angielski, Dane niepublikowane)

O N Lo B
Tkanki
bez ATP z ATP
[xmole na gram tkanki i godz.

Watroba 291.0 160.0 1.8 2985 237.0 1.25
Nerki 105.0 11.0 9.5 2675 54.0 4.95
Mézg 23.0 3.0 7.7 1305 22.0 5.9
Miesnie szkieletowe 34.0 20 170 510 55 9.3
Migsien sercowy 150.0 25 60.0 297.0 35 850
Sledziona 275 .20 137 325 55 93
Jadra 335 25 13.4 305 2.0 15.2
Ptuca 27.5 35 7.9 31.0 35 10.3
Sluzéwka jelita 21.4 00 — 25.5 00 —

# — zuzycie ketoglutaranu
** —oprzyrost Nnhi

Zjawisko zwiekszania sie syntezy aminokwasOw w obecnosci ATP
Braunstein prébowat ttumaczy¢ (20) stymulacja przemian w cyklu
Krebsa i w konsekwencji zwiekszong dyzmutacjg ketoglutaranu. Wydaje
sie obecnie, ze dziatanie ATP dodanego z zewnatrz lub powstajgcego
endogennie mozna wytlumaczy¢ w oparciu o zjawisko odwrocenia biegu
elektronéw z bursztynianu. Wiadomo od niedawna gtdwnie dzieki pracom
Chance’a (30-32), ze kosztem odwrécenia fosforylacji oksydatywnej
elektrony z bursztynianu moga by¢ skierowane na nukleotyd pirydyno-
wy i w konsekwencji mogg by¢ zaangazowane w reakcjach redukcji, m.in.
w reduktywnej aminacji ketoglutaranu (46, 70, 71). W rzeczywistosci
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jednak wszystkie reakcje odwodorowania w cyklu Krebsa moga by¢ sprze-
zone z synteza glutaminianu (120, 121, 134—136), chociaz udziat ich w tym
procesie nie jest jednakowy i prawdopodobnie takze rézny w réznych
tkankach. W watrobie najwieksze znaczenie w reduktywnej aminacji
przypisuje sie obecnie odwodorowaniu bursztynianu (120, 128, 134, 136),
W nerce na pierwszym miejscu postawi¢ nalezy reakcje odwodorowania
izocytrynianu (121, 129); udziat dyzmutacji ketoglutaranu okazat sie
w obu tkankach niespodziewanie maty (120, 134).

Synteza glutaminianu jest procesem dosy¢ ztozonym i wymaga jedno-
czesnej obecnosci ketoglutaranu, amoniaku i wodoru w postaci NADH2
lub NADPH2 Pierwszym etapem syntezy jest przytgczenie do enzymu
zredukowanej formy nukleotydu pirydynowego. Dopiero wytworzony
w ten sposob kompleks wigze amoniak i czgsteczke ketoglutaranu (53).
Istotnym czynnikiem w syntezie glutaminianu jest zatem dostateczna po-
daz wodoru. Wydaje sie, ze o wydajnosci syntezy aminokwaséw decydu-
je nie tylko aktywnos$¢ dehydrogenazy glutaminowej, lecz w duzej mie-
rze takze i kompetycja miedzy tym enzymem a ukiadem oddechowym
0 zredukowang forme nukleotydéw pirydynowych.

Synteza karbamylofosforanu Mechanizm wigzania amoniaku w postac
karbamylofosforanu jest ztozony i dotychczas nie doczekat sie zupetnego
wyjasnienia (36, 38, 58). W reakcji ma miejsce wigzanie dwdch substra-
tow dwutlenku wegla i amoniaku, a powstajacy produkt jest zwigzkiem
wysokoenergetycznym. Wiadomo obecnie, ze pierwszym etapem reakcji
jest aktywacja CO02 drugim natomiast réwniez endoergiczne wigzanie
jonu amonowego. Oba etapy reakcji zalezg bezwzglednie od obecnosci
N-acylo pochodnych glutaminianu (57, 58, 94, 95); zwiazki te spetniajg
role aktywator6w zmieniajac stabilno$¢ konfiguracji enzymoéw (49, 50,
107).

Dalsza przemiana karbamylofosforanu moze péjs¢ w dwu kierunkach;
nieznaczna jego czes¢ ulega kondensacji z kwasem asparaginowym (85,
zob. tez 116) i zapoczatkowuje proces biosyntezy zasad pirymidynowych,
wiekszo$¢ natomiast przez kondensacje z ornityng (28, 57) rozpoczyna
cigg przemian w tzw. cyklu ornitynowym. W tablicy 3 poréwnano aktyw-
no$¢ syntetazy karbamylofosforanu oraz transkarbamylaz ornitynowej
lasparaginowej w réznych tkankach szczura (65).

Widaé wyraznie, ze zdolno$¢ wigzania amoniaku w postaci karbamy-
lofosforanu ograniczona jest wytgcznie do watroby. Z pozostatych tkanek
tylko nerki, $luzéwka jelita i Sliniaki wykazujg $lad aktywnosci. Po
nadto watroba jest praktycznie jedynym narzadem, w ktdrym azot kar-
bamylofosforanu zostaje wprowadzony do cyklu ornitynowego. Nato-
miast aktywnos$¢ transkarbamylazy asparaginowej, enzymu Kkierujacego
azot karbamylofosforanu do syntezy zasad pirymidynowych, daje sie wy-
kaza¢ w wiekszosci tkanek i jest w nich tego samego rzedu co w watrobie.



46 J. ROGULSKI [12]

W watrobie aktywno$¢ transkarbamylazy ornitynowej przewyzsza blisko
stukrotnie aktywno$¢ transkarbamylazy asparaginowej.

Synteza glutaminy Synteza glutaminy wystepuje powszechnie; wyka-
zano jg we wszystkich badanych tkankach ssakoéw, przy czym najwyzsze
aktywnosci stwierdzano zwykle w watrobie, moézgu i nerkach (118, 130).

Tablica 3
Pordwnanie aktywnosci syntetazy karbamylofosforanu oraz transkarbamylaz
ornitynowej i asparaginowej w roznych tkankach szczura (wg 65)
Syntetaza Transkarb- Transkarb-
karba- amylaza amylaza
mylo- ornityno- aspara-
Tkanki Y Y P
fosforanu wa ginowa

ijJ-mole produktu na gram tkanki i godz.

Watroba 284 4110 50
Sluzéwka jelitowa 10 100 97
Nerki 8 5 34
Slinianki 10 12 —
Moézg 4 0 21
Trzustka 3 2 16
Sledziona 0 0 21
Miesien sercowy 0 0 1
Miesien

szkieletowy 0 0 7
Ptuca 0 2 28
Plazma 0 0 1
Erytrocyty 0 0 1

Mechanizm syntezy glutaminy nie jest jeszcze dostatecznie poznany
(zob. 86, 91), jednak ostatnie badania z pracowni Meistera (83, 84)
wskazujg na posrednig aktywacje grupy y-karboksylowej glutaminianu
jako na warunek tgczenia sie substratu z enzymem. Wytworzony kom-
pleks ma reagowaé¢ z amoniakiem dajac glutamine, ADP i fosforan,
Istnieje szereg zasadniczych réznic miedzy wigzaniem amoniaku w re-
akcji syntezy glutaminianu i w reakcji syntezy glutaminy. W pierwszej
nastepuje wbudowanie amoniaku w grupe a-karbonylowa ketoglutaranu
z utworzeniem grupy aminowej. Aminacja potgczona jest z redukcja,
w Kktorej zuzywane sg dwa atomy wodoru. Zwigzanie zatem jednego mola
amoniaku w postaci glutaminianu wymaga energii rownowaznej 3 molom
ATP, ponadto czasteczka ketoglutaranu zostaje wytgczona z przemiany
w cyklu Krebsa. Synteza glutaminy polega natomiast na wbudowaniu



[13] AZOT AMINOKWASOW 47

amoniaku w grupe y-karboksylowa kwasu glutaminowego z utworzeniem
ugrupowania amidowego i odbywa sie kosztem energii réwnowaznej
1 molowi ATP’(91). Wigzanie amoniaku w grupie amidowej glutaminy
jest wiec procesem bardziej oszczednym.

Tablica 4
Wptyw hepatektomii na poziom aminokwaséw w tkankach
psa (wg 54)
Czas Catko-
po wita Gluta- Kwas .
hepate_lf- zawartosé mina glutami-
Tkanki tomii NN nowy
(w godz.)
mg N na IOOml lub na 100g
tkanki
Plazma 0 3.6
5—8 8.5
13—24 8.0
Miesnie
szkieletowe 0 19.6 4.4 4.0
5—8 21.0 8.0 0.7
13—24 23.0 9.9 1.0
Moézg 0 2338 5.2 12.2
5—8 36.2 12.8 12.7
13—24 54.0 27.4 12.6

W wiekszosci tkanek, poza watroba, aktywno$¢ syntetazy glutaminy
przewyzsza, czestokro¢ bardzo znacznie, aktywnos$¢ dehydrogenazy glu-
taminowej. Wydaje sie, ze synteza glutaminy jest podstawowym proce-
sem wigzania amoniaku w tkankach obwodowych. Mozliwe jest oczy-
wiscie skojarzone dziatanie obu enzyméw, nawet w takim zestawieniu,
w ktérym aktywnos$¢ dehydrogenazy glutaminowej ogranicza wydajnosé
catego procesu.

Bezposrednich dowodéw dostarczajg wyniki badan in vivo. Flock
i wsp. (54) wykazali na przyktad, ze wzrost zawartosci aminokwaséw
w tkankach obwodowych wystepujacy u zwierzat po hepatektomii, jest
nierownomierny i w najwiekszym stopniu dotyczy glutaminy. Poziom
kwasu glutaminowego pozostaje niezmieniony (w modzgu), lub nawet
ulega wyraznemu obnizeniu (w miesniach szkieletowych). Dane te za-
warte w tablicy 4 wskazujg, ze w moézgu wigzanie amoniaku odbywa
sie w rownej mierze w obu reakcjach, pomimo, ze aktywnos$¢ syntetazy
glutaminy przewyzsza w tej tkance znacznie aktywno$¢ dehydrogenazy
glutaminowej. Swiadczy to o $cistej wspotzaleznosci i skojarzonym dzia-
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taniu obu uktadéw enzymatycznych, przy czym szybkos$é syntezy gluta-
minianu bytaby w moézgu czynnikiem ograniczajacym wydajnos¢ cate-
go procesu.

W mies$niach szkieletowych natomiast istotne znaczenie wydaje sie
mie¢ wytgcznie syntetaza glutaminy operujgca tu niezaleznie i ze znacz-
nie wiekszg wydajnoscig niz dehydrogenaza glutaminowa, czego wyrazem
jest wzrost zawartosci glutaminy przy jednoczesnym i prawie réwno-
waznym spadku zawartosci kwasu glutaminowego.

Podobne dane dotyczace wigzania amoniaku w moézgu i miesniach
szkieletowych uzyskali du Ruisseau i wsp. (124) po podaniu
szczurom soli amonowych w dawce LD®. Jednocze$nie autorzy ci wy-
kazali, ze zmiany zawarto$ci aminokwasow w watrobie sg zupetnie in-
nej natury i odpowiadajg mobilizacji cyklu ornitynowego. Najbardziej
istotng cecha tych zmian jest dramatyczny wzrost poziomu kwasu aspa-
raginowego. Stymulacja cyklu ornitynowego przez wczes$niejsze podanie
szczurom argininy zwieksza w sposoéb istotny wigzanie amoniaku w wa-
trobie, co wskazywatoby, ze czynnikiem ograniczajagcym jest tu poziom
endogennych substratéw cyklu ornitynowego.

Duda i Handler (44) wykazali w badaniach izotopowych, ze po
podaniu szczurom mleczanu amonu znakowanego azotem 19N 80%' zwig-
zanego we wszystkich tkankach izotopu znajduje sie w grupie amidowej
glutaminy. Badajac nastepnie rozmieszczenie izotopu w réznych zwigz-

Rys. 3. Wbudowywanie izotopu azotu 15N w metabolity azotowe watroby po podaniu
IBN-mleczanu amonu (A) lub I5N-D-leucyny (B) (wg 44)
(A) Podano dozylnie 585 umoHa i5N-mleczanu amonu (zwigkszenie zawarto$ci atomow 15N—34%)
(B) Podano dozylnie 119 umoli 15N-D-lleucyny (zwiekszenie zawartosci atomoéw 15N—10%;
A A kwas glutaminowy; ¢ --—------- ¢ glutamina; ®----o- m mocznik; O---------- O glicyna;
A-- A alanina; O----—---—- O kwas asparaginowy

kach azotowych watroby stwierdzili, ze wbudowywanie izotopu w glu-
taminian lub mocznik odbywa sie okoto 3 razy wolniej niz w glutamine;
jeszcze wolniej whbudowuje sie izotop w asparaginian i alanine. W rezul-
tacie w czasie 10-20 min. po wstrzyknieciu soli amonowych zawartos¢
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izotopu w glutaminie jest okoto 7 razy wieksza niz w ktorymkolwiek
z pozostatych badanych zwigzkéw (rysunek 3A). Podobne rozmieszcze-
nie izotopu w watrobie stwierdzono po wstrzyknieciu szczurom znako-
wanej D-izoleucyny (rysunek 3B), z czego wynika, ze losy amoniaku
powstajagcego w przemianie sg identyczne z losami amoniaku podanego
z zewnatrz. Z poréwnania danych przedstawionych na rysunkach 1 i 3B
widac¢ istotng roéznice w przemianie azotu I- i D-aminokwasow. Pierwsza
prowadzi przez transaminacje, druga natomiast przez oksydatywng de-
zaminacje (zob. 39, 45, 79, 93).

Duda i Handler wnioskuja z rozwazan Kkinetycznych, m.in.
z poréwnania szybkosci maksymalnych i statych Michaelisa, ze mechanizm
wigzania amoniaku w watrobie zalezy w duzej mierze od jego stezenia.
Przy niskich stezeniach jest on wbhudowywany gtdwnie w glutamine a do-
piero przy wysokich stezeniach w mocznik. Widac stad, ze nie ma sprzecz-
nosci miedzy danymi tych autoréw a wynikami du Ruisseau i wsp..
Pierwsi stosowali niewielkie stosunkowo ilosci soli amonu i stwierdzali
pojawianie sie izotopu gtdwnie w glutaminie, drudzy natomiast podajac
LD® znalezli w watrobie przede wszystkim wzrost zawartosci kwasu
asparaginowego i mocznika.

Szczegéblnie ciekawe wyniki dotyczgce przemiany amoniaku in vivo
uzyskano ostatnio w pracowni Waelscha (9-11). Stwierdzono miano-
wicie, ze po podaniu dozylnym soli amonowych znakowanych azotem
15N w mdzgu najwiecej izotopu mozna znalez¢ w azocie amidowym glu-
taminy oraz, w mniejszym stopniu, w azocie a-aminowym glutaminy
(tablica 5). llos¢ izotopu w tym ostatnim przewyzsza okoto 4-13 razy
ilos¢ izotopu w azocie a-aminowym glutaminianu.

Stwierdzono ponadto, co wykazali réwniez inni autorzy (6, 54), ze wzro-
stowi zawarto$ci glutaminy w mdzgu nie towarzyszy odpowiadajacy spa-
dek glutaminianu. Na podstawie tych danych autorzy wyciggneli wnio-
sek o istnieniu w mdzgu kompartmentacji kwasu glutaminowego. Wy-
rézniono dwie pule: duza, wolno wymieniajacg izotop oraz matg pule
szybko wymieniajgca izotop i pozostajaca w réwnowadze z glutaminia-
nem syntetyzowanym w mozgu de novo z ketoglutaranu i amoniaku.
Wymiana izotopu miedzy obiema pulami zachodzi stosunkowo wolno.
Substratem dla syntezy glutaminy jest wytacznie glutaminian malej,
szybko metabolizowanej puli. Ttumaczy to dobrze réznice w ilosci izoto-
powego azotu w grupach aminowych glutaminy i glutaminianu. Tego
rodzaju kompartmentacja wyjasnia tez utrzymywanie sie statego pozio-
mu glutaminianu pomimo wydajnej nawet syntezy glutaminy. Kon-
sekwencjg tego stanu rzeczy jest mozliwos¢ szybkiego wyczerpywania
sie endogennego ketoglutaranu i zahamowania biegu cyklu Krebsa. Beri
i wsp. przedstawili pewne dowody (9) Swiadczace o istnieniu mechaniz-
mu wyréwnawczego w postaci syntezy szczawiooctanu de novo przez

4 Postepy Biochemii
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karboksylacje pirogronianu; nie wiadomo jednak czy wydajnos$¢ tego
procesu in vivo jest dostatecznie duza. Zawarto$¢ ketoglutaranu w mdzgu
w przebiegu $pigczki watrobowej lub w doswiadczalnym zatruciu amo-
niakiem zdaje sie wskazywa¢ mimo wszystko na niedobér metabolitow
cyklu Krebsa (35, zob. tez 13).

Tablica 5
Rozmieszczenie azotu 15N w metabolitach krwi, mézgu i watroby kota po infuzji soli amonowych
(wg 10)
Moézg Watroba Krew
«n %, . «N 76 . «N 0/0, .
na gram _ca}osm na gram gaiosm na gram .calosu
tkanki izotopu tkanki 120topU gy anki 1zotopu
w tkance w tkance w tkance
i¢mole jjimole ij.mole
Ekstrakt tkankowy 10.4 100.0 22.8 100.0 6.4 100.0
(kwasem trojchlo-
rooctowym)
Glutamina 43 41.3 0.34 15 0.06 0.9
(N-amidowy)
Glutamina 1.2 11.8 0.08 0,4 0.01 0.2
(N-aminowy)
Kwas glutaminowy 0.15 14 0.95 4.2 0.009 0.2
Kwas asparaginowy 0.02 0.2 1.84 8.1 0.005 0.1
Kwas y-aminomasto-
wy 0.02 0.2 — — — -
Glutation 0.008 0.1 0.11 0.5
(kwas glutaminowy) -
Mocznik (NHa) 0.14 1.4 2.2 9.6 1.32 20.6
Amoniak 4.4 42.1 10.7 47.1 5.0 78.1
Suma 98.6 71.4 100.1

Innego rodzaju kompartmentacje glutaminianu stwierdzono w watro-
bie (9). Wyrdzniono tam mianowicie pule szybko wymieniajacg izotop
i pozostajgcg w réwnowadze, poprzez transaminacje, z asparaginianem.
Glutaminian tej puli podlega tylko powolnej wymianie z glutaminianem
spoza puli i glutaming watroby. Przyjecie tego rodzaju kompartmentacji
ttumaczy brak réznic w zawarto$ci azotu izotopowego w glutaminianie
i glutaminie w watrobie i wskazuje, ze nawet wydajna synteza gluta-
miny nie prowadzi do zubozenia tego narzagdu w metabolity cyklu Krebsa.

Glutamine mozna poréwna¢ do swoistego uktadu buforowego w sto-
sunku do wolnego amoniaku — powszechnie zresztg okre$la sie jg jako
rezerwuar grup aminowych lub jonu amonowego. Dezamidacja glutami-
ny (zob. 118 i 86) odbywa sie dwiema drogami; albo wprost pod dziata-
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niem glutaminazy (117, 124), albo w wyniku transaminacji z réznymi
ketokwasami (47, 92). W obu typach reakcji uwalnia sie z grupy amido-
wej amoniak, jednak dalsze jego losy sg juz w pewnym stopniu zdetermi-
nowane. Dotyczy to w kazdym razie glutaminy nerek i watroby. Wiado-
mo (146), ze dezamidacja glutaminy jest podstawowym i prawie wytgcz-
nym zrédtem amoniaku moczu. Produkowany przez glutaminaze nerkowg
amoniak zostaje w tej postaci w catosci wydalony z ustroju (stanowi to
okoto s~o0 wydalanego azotu), rozktad glutaminy jest tu wiec réwno-
znaczny z usuwaniem azotu. Jest to wyrazem zachowanej przez nerki
ssakow zdolnosSci ustrojow nizszych do wydalania wolnego amoniaku do
zewnetrznego Srodowiska wodnego. W watrobie natomiast glutamina wy-
daje sie byé bezposrednim prekursorem amoniaku kierowanego do syn-
tezy karbamylofosforanu. Istniejg nawet poglady (3, 27, 68), ze azot ami-
dowy glutaminy stuzy wprost do syntezy karbamylofosforanu bez po-
$redniego uwalniania amoniaku, lub ze glutamina wbudowuje swdj azot
amidowy w mocznik na innej zupetnie drodze (zob. 68). Zagadnienie to,
podobnie jak i sam mechanizm syntezy karbamylofosforanu czeka jesz-
cze na ostateczne wyjasnienie. Mimo braku bezposrednich dowoddw
szereg przestanek wskazuje, ze azot amidowy glutaminy jest bezposred-
nim prekursorem amoniaku wbudowywanego w mocznik. Mozna przyjac
w oparciu o dane Dudy i Handlera (44), ze w tkankach obwodo-

Rys. 4. Wbudowywanie izotopu azotu 15N w metabolity watroby po podaniu gluta-
miny znakowanej azotem 1S\ w grupie amidowej (wg 44)

Podano dozylnie 46,2 umola i5N(amid)-glutaminy (zwiekszenie zawartosci atoméw 15N—32,2°0)
szczurowi o wadze okoto 350 g; A ---------- *A kwas glutaminowy; O--------—- O glutamina; ®------mmm-- ]
mocznik

wych wigzanie amoniaku odbywa sie prawie wytgcznie w reakcji syntezy
glutaminy, a mimo to poziom glutaminy jest stosunkowo niski, znacznie
nizszy od poziomu w plazmie (139). Rozktad glutaminy w tkankach obwo-
dowych uwalnia réwnowazne w stosunku do glutaminianu ilosci amo-
niaku, dla ktérego jedyna wiasciwie drogg przemiany jest ponowne whu-
dowanie w czasteczke glutaminy (zob. rysunek 4). Jest zatem zrozumiale,

4%
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ze regeneracja glutaminianu z glutaminy zachodzi¢ moze praktycznie je-
dynie w watrobie, tylko tam bowiem istnieje mozliwo$¢ zwigzania uwol-
nionego amoniaku w reakcji syntezy karbamylofosforanu. Duda i Han-
dler (44) wykazali, ze izotopowy azot amidowy glutaminy pojawia sie
wyltgcznie i stosunkowo wolno w moczniku i w kwasie glutaminowym
(rysunek 4).

Z rozwazanh kinetycznych autorzy ci wnioskuja, ze przemiana glutami-
ny w watrobie dostarcza dostatecznych ilosci amoniaku potrzebnego do
syntezy mocznika. Glutamina jest wiec nie tylko rezerwuarem jonu amo-
nowego lecz réwniez forma jego transportu. Amoniak zwigzany w tkan-
kach obwodowych w postaci glutaminy jest w tej witasnie formie trans-
portowany z krwig do watroby, gdzie po dezamidacji stuzy bezposrednio
do syntezy karbamylofosforanu, lub zostaje ponownie wbhudowany w glu-
tamine. Znaczna roznica w przepuszczalnosci komdrek watrobowych dla
glutaminy i kwasu glutaminowego (127) wskazywataby, ze glutaminian
zregenerowany w watrobie z glutaminy nie wraca z krwig d6 tkanek
obwodowych, lecz ulega przemianie w asparaginian dostarczajac drugi
atom azotu do syntezy mocznika. W tym hipotetycznym czeSciowo ujeciu
glutamina bytaby prekursorem obu atomow azotu mocznika i stanowita-
by istotny etap w katabolizmie azotu aminokwaséw w tkankach ssakow.

I11. Usuwanie azotu aminokwaséw — cykl ornitynowy

Funkcje usuwania azotu aminokwaséw spetnia cykl ornitynowy.
W pierwszym jego etapie karbamylofosforan, ktérego azot pochodzi po-
$rednio z grupy aminowej aminokwasoéw ulega kondensacji z omityng
na cytruline. Potowa azotu mocznika wytwarzanego w dalszych reakcjach
cyklu ornitynowego pochodzi witasnie z karbamylofosforanu (108).

Drugi etap cyklu rozpoczyna kondensacja cytruliny z kwasem aspa-
raginowym. Reakcja ta, katalizowana przez syntetaze argininoburszty-
nowa, przebiega endoergicznie, przy czym ugrupowanie ureidowe cytru-
liny ulega redukcji do ugrupowania gwanidynowego kwasu arginino-
bursztynowego. W reakcji bierze udziat ATP, z ktérego uwalnia sie piro-
fosforan; jego rozkiad katalizowany przez pirofosfataze jest czynnikiem
ograniczajacym szybko$¢ syntezy kwasu argininobursztynowego; ten
ostatni rozpada sie nastepnie do argininy i kwasu fumarowego (111-113).
W ten sposdb azot grupy aminowej asparaginianu zostaje wbudowany
w bezposredni prekursor koricowego produktu przemiany — arginine.
Potowa azotu wydalonego z ustroju w postaci mocznika zostaje wprowa-
dzona do cyklu ornitynowego tg wiasnie drogag (zob. 108, 110). Kwas
asparaginowy jest specyficznym donatorem grupy aminowej. Grupy ami-
nowe pozostatych aminokwaséw moga by¢ przeniesione na cytruline
tylko po uprzednim wbudowaniu w czasteczke asparaginianu (74) w wy-
niku transaminacji. Przez zablokowanie in vivo enzymoéw pirydoksalo-
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wych lub przez zablokowanie syntezy kwasu argininobursztynowego
kwasem a-metylo «-,1-,-asparaginowym (antymetabolit kwasu asparagi-
nowego) mozna prawie catkowicie zahamowa¢ uwalnianie amoniaku z na-
turalnych aminokwaséw (25). Proces usuwania azotu aminokwasow za-
poczatkowujg transaminacje z udziatem ketoglutaranu — powstaje gluta-
minian, Kktory transaminuje nastepnie ze szczawiooctanem; w reakcji
odtwarza sie ketoglutaran a powstajacy asparaginian oddaje swojg gru-
pe aminowa na cytruline. Powstajagcy w tym etapie fumaran ulega prze-
mianie w szczawiooctan. Dzieki temu dziata cykliczny cigg reakcji kie-
rujagcy azot aminokwaséw do koncowego produktu przemiany i jedno-
czednie regenerujacy tancuch weglowy metabolitow cyklu Krebsa.
Watroba jest jedynym narzgdem posiadajagcym peiny zestaw enzymoéw
zaangazowanych w syntezie mocznika z amoniaku (65). Niektore tkanki,
w tym nerki (65, 111) i moézg (114, 131, 142) wykazujg do$¢ znaczne, po-
réwnywalne z watroba aktywnosci trzech ostatnich enzyméw cyklu orni-
tynowego, jednak enzym syntetyzujacy cytruline wykazuje w nerce np.
tylko 1/1000 aktywnosci watroby (65); dlatego tez nerki nie majg zad-
nego znaczenia w produkcji mocznika z amoniaku, moga jednak produ-
kowa¢ mocznik z cytruliny (tablica 6). Aktywno$é tej syntezy w nerce

Tablica 6

Poréwnanie aktywnosci enzymow cyklu ornitynowego w nerce i watrobie
szczuréw (wg 65)

Stosunek aktywnosci w nerce

Enzym . .
do aktywnosci w watrobie
Syntetaza karbamylofosforanu 0.035
Transkarbamylaza ornitynowa 0.001
Syntetaza argininobursztynowa i
argininobursztynaza 0.3
Arginaza 0.2

odpowiada 20% aktywnosci watroby. Czynnikiem ograniczajgcym jest
oczywiscie dowo6z cytruliny z krwig doptywajacg do nerki i zdolnos¢ jej
wychwytywania przez komérki nerkowe. Wytwarzanie argininy z cytru-
liny wychwytywanej przez nerke z przeptywajgcej krwi ma istotne zna-
czenie rowniez w procesie syntezy kwasu gwanidynooctowego (15). Ten
prekursor kreatyny powstaje w wyniku transamidynacji (zob. 109) argi-
niny z glicyng. W podobnej reakcji powstawa¢ moze kwas y-gwanidy-
nomastowy (103). Powstaje on przede wszystkim w moézgu (102) z argi-
niny (jak sie obecnie przyjmuje endogennej wytwarzanej z cytruliny
dostarczonej z krwig) i z kwasu Y-aminomastowego. Zwigzkom tym przy-
pisuje sie w metabolizmie tkanki mdzgowej powazng, choé¢ dotychczas
jeszcze niejasng role (6, 139). Zdolno$¢ nerki i moézgu do wychwytywania
cytruliny i jej kondensacji z asparaginianem ma istotne znaczenie, ponie-
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waz jest to podstawowa reakcja regeneracji szczawiooctanu. W tkankach
takich jak nerki i m6zg, zdolno$¢ aminacji ketoglutaranu decyduje z grub-
sza 0 ich wrazliwosci na dziatanie amoniaku. Wydajnos¢ tej reakcji
w nerce jest zapewne do$¢ znaczna, w mozgu raczej niewielka, a jej zna-
czenie biologiczne uwidacznia sie zwiaszcza w stanach zaburzen metabo-
licznych watroby.

IV. Przemiany azotu aminokwaséw jako wyraz swoistosci biochemicznej
tkanek

W pierwszych trzech rozdziatach oméwiono swoisto$¢ przemian azotu
aminokwaséw w tkankach ssakéw na tle ogo6lnego obrazu tych przemian.
Wydaje sie, ze dos$¢ wyraznie zarysowata sie przy tym przeciwstawnos$¢
watroby i tkanek obwodowych. Watroba odgrywa w przemianach ami-
nokwaséw role centralng, dzieki wystepowaniu w tym narzgdzie wszyst-
kich prawie uktadéw enzymatycznych zwigzanych z metabolizmem ami-
nokwaséw (rysunek 5). Wydaje sie, ze to witasnie jest istotnym wyrazem

Rys. 5. Uproszczony schemat przemian azotu aminokwaséw w watrobie ssakow

biochemicznej swoistosci watroby. Specyfike przemian aminokwasow
w innych tkankach okresla¢ bedzie w pierwszym rzedzie to, o ile ubozszy
jest zestaw enzymatyczny danego narzadu w poréwnaniu z watroba.
Celowym wydaje sie zestawienie i poréwnanie gtéwnych ciggéw reakcji
W przemianie azotu aminokwaséw w tych tkankach, w ktoérych jest ona
najlepiej poznana.



[21] AZOT AMINOKWASOW 55

Watroba — Najpowazniejsze zrédto amoniaku w ustroju stanowig re-
akcje zachodzace w jelicie (13). W zwigzku z tym poziom amoniaku w krwi
trzewnej — docierajacej przez zyte wrotng do watroby znacznie przewyz-
sza poziom amoniaku w krwi obwodowej (zob. 34, 51). Watroba jest wiec
narzagdem w najwiekszym stopniu obarczonym amoniakiem i odpowie-
dzialnym za jego zwigzanie. Jako jedyny z narzadéw watroba posiada
wszystkie mozliwe mechanizmy wigzania amoniaku, jakimi dysponujg
organizmy ssakdéw. Sg to reakcje syntezy: glutaminy, kwasu glutamino-
wego i karbamylofosforanu. Pierwsza z nich jest reakcja zupetnie dla
watroby niespecyficzng i zachodzi we wszystkich badanych tkankach,
ostatnia natomiast ma miejsce wytacznie w watrobie. Synteza glutami-
nianu, mimo ze zachodzi réwniez w niektérych innych tkankach (nerki
i mozg) najwiekszg aktywnos$é wykazuje wiasnie w watrobie.

Watroba i tu spetnia najpowazniejszg funkcje tym bardziej ze posia-
da sprawny system regenerujgcy metabolity cyklu Krebsa z kwasu aspa-
raginowego. Istotnym ogniwem tego mechanizmu jest reakcja syntezy
i rozpadu kwasu argininobursztynowego, jednego z cztonéw cyklu omi-
tynowego. Cykl ten, podstawowy w procesie usuwania azotu aminokwa-

Acetylo- CoA

Rys. 6. Uproszczony schemat przemian azotu aminokwaséw w sercu ssakéw

sow wystepuje w catosci tylko w watrobie. Wiazanie amoniaku w po-
staci karbamylofosforanu i jego kondensacja z ornityng sg to reakcje
charakterystyczne tylko dla watroby. Dalsze reakcje cyklu, m.in. synteza
i rozpad argininobursztynianu zachodzg takze w innych tkankach (nerki
i mozg) jednak w znacznie mniejszym stopniu. Istotnym elementem spe-
cyfiki tkankowej watroby sg zapewne reakcje transaminacji. Trudno po-
kusi¢ sie o doktadniejszg ilosciowg charakterystyke tych ukladéw enzy-
matycznych, stwierdzi¢ mozna jedynie, ze najwieksze znaczenie maja
tu, podobnie jak i w innych tkankach, aminokwasy zwigzane bezposred-
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nio z przemiang w cyklu Krebsa. Pewnym wydaje sie réwniez, ze tran-
saminaza glutaminowo-alaninowa wykazuje w watrobie wyzszg aktyw-
no$¢ niz w innych tkankach. Warto tez zwrdci¢ uwage, ze w watrobie
istnieje dodatkowa, posrednia droga dezamidacji glutaminy przez transa-
minacje z ketoglutaranem; poza watrobg reakcje te wykazano tylko
W nerce.

Migsien sercowy — Jest to narzad, w ktdrym przemiana azotu amino-
kwaséw najzywiej kontrastuje z przemiang w watrobie. Praktycznie za-
chodzg tu wytgcznie reakcje transaminacji polgczone z czeSciowym spa-
laniem tancuchow weglowych aminokwaséw (rysunek 6). Istnieje réwniez
mozliwo$¢ syntezy i rozpadu glutaminy.

Brak jest natomiast zupetnie aktywnosci dehydrogenazy glutamino-
wej, co stanowi skuteczne zabezpieczenie przed mozliwoscig interferencji
amoniaku z egzoergicznymi przemianami cyklu kwaséw trdjkarboksylo-

Rys. 7. Uproszczony schemat przemian azotu aminokwaséw w nerkach ssakow

wych. Brak tu takze zupetnie enzymow cyklu ornitynowego. Nadzwyczaj
uboga przemiana azotowa w mie$niu sercowym jest wyrazem swoistosci
biochemicznej tego narzadu determinowanej przede wszystkim przez sta-
fa prace mechaniczng, stwarzajgcg olbrzymie zapotrzebowanie energe-
tyczne.

Mobzg i nerki— Przemiana azotu aminokwaséw w tych narzadach
wykazuje najwiecej podobienstwa do przemiany w watrobie (rysunki 7
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i 8). W obu tych tkankach stwierdza sie wyrazng aktywnos$¢ dehydroge-
nazy glutaminowej, w obu tez ma miejsce synteza mocznika z cytruliny
i kwasu asparaginowego. Wydaje sig, ze w tkankach, ktére wykazuja
aktywnos$¢ dehydrogenazy glutaminowej istnieje kompetycja o wspolny
substrat miedzy tym enzymem, a dehydrogenazg ketoglutarowg i uktadem

Aminokwasy Ketokwasy

oddechowym. Wydajna synteza glutaminianu, spowodowana np. zwiek-
szong zawartoscig w tkankach amoniaku usuwa z cyklu Krebsa znaczne
ilosci ketoglutaranu i zuzywa jednocze$nie rownowazne ilosci zredukowa-
nej formy nukleotydéw pirydynowych. Wynikajace stad zwolnienie biegu
cyklu Krebsa prowadzié moze do zaburzen energetycznych ujawniajgcych
sie w mbézgu objawami niedotlenienia i $pigczki (12, 13), a w nerce zmia-
nami w procesach sekrecji i resorpcji kanalikowej. Wrazliwo$¢ mdzgu na
dziatanie amoniaku jest bez poréwnania wieksza niz wrazliwos$¢ nerki.
Wydaje sie, ze istotne znaczenie majg tu takie czynniki jak: a) specyficzna
wspotzaleznos¢ dehydrogenazy glutaminowej i syntetazy glutaminy
w mozgu, ktéra determinuje in vivo szybka i wydajng amidacje syntetyzo-
wanego endogennie glutaminianu z ketoglutaranem, b) wieksza w nerce
szybkos$¢ przemiany metabolitow cyklu Krebsa, c) zdolno$¢ nerki do wy-
chwytywania znacznych ilosci ketoglutaranu, d) znacznie wieksza w ner-
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ce aktywno$¢ reakcji kondensacji cytruliny z kwasem asparaginowym
(aktywnos$¢ tej reakcji w nerce stanowi okoto 20-30% aktywnos$ci watro-
by). Ten czastkowy cykl omitynowy obejmujacy tylko drugi etap syntezy
mocznika ma istotne znaczenie w metabolizmie obu tych tkanek stanowi
bowiem droge regeneracji metabolitow cyklu Krebsa z kwasu asparagi-
nowego.

Wspblng ceche obu narzadéw stanowig takze reakcje transamidynacji.
W nerce powstaje w ten sposob kwas y-gwanidynooctowy— prekursor
kreatyny, w moézgu dodatkowo kwas y-gwanidynomastowy, ktéremu
przypisuje sie istotne znaczenie w regulacji czynnosci nerwowych. Zu-
petnie specyficzng natomiast dla mézgu jest reakcja dekarboksylacji glu-
taminianu, w wyniku ktdrej powstaje kwas y-aminomastowy. Aminokwas
ten spotykany wylacznie w moézgu ma dwie, znane obecnie, drogi prze-
mian: zamiane w kwas y-gwanidynomastowy przez transamidynacje
z argining, lub zamiane w semialdehyd bursztynowy przez transaminacje
z ketoglutaranem — tg droga wchodzi wiec w cykl Krebsa. W nerce z ko-
lei zwréci¢ nalezy jeszcze uwage na dwie wzglednie swoiste reakcje (poza
nerka wystepujg wiasciwie tylko w watrobie) — sg to reakcje transami-
nacji ketoglutaranu z glutaming i z ornityna.

Drogi przemian aminokwaséw w tkankach ssakéw sa bardzo rézno-
rodne i obejmujg reakcje wystepujace powszechnie oraz reakcje zupetnie
specyficzne wystepujace w jednym tylko narzadzie. Swoistos¢ narzagdowg
przemian determinujg przede wszystkim reakcje kluczowe w og6lnym
metabolizmie tkankowym. Znaczne réznice w aktywnosci tych reakcji
decyduja o przebiegu i wydajnosci catych ciggéw reakcji i w konsek-
wencji stanowig podstawe zroznicowania metabolizmu tkanek i narzg-
dow.

Wydaje sie, ze reakcja, ktéra w duzej mierze determinuje specyfike
narzadowag przemian aminokwaséw jest reduktywna aminacja ketoglu-
taranu. Dehydrogenaza glutaminowa jest enzymem, w ktérego dziataniu
zespala sie proces asymilacji azotu i regulacja biegu cyklu Krebsa. Mozna
przypuszczaé, ze in vivo istnieje w wiekszym lub mniejszym stopniu
kompetycja miedzy dehydrogenaza ketoglutarowg i dehydrogenaza glu-
taminowg o wspolny substrat. Ma to istotne znaczenie dla ogdélnego meta-
bolizmu tkankowego. Kompetycja miedzy tymi dwoma enzymami o czas-
teczke ketoglutaranu jest w gruncie rzeczy kompetycjg miedzy ciggiem
reakcji cyklu kwaséw tréjkarboksylowych z jednej, a ciagiem reakcji
biosyntezy aminokwasow z drugiej strony. -Jest niejako kompetycjg mie-
dzy procesami utleniania i redukcji, degradacji i biosyntezy.
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JANUSZ Z. BEER*, OLGIERD ROSIEK*, JAN M. SABLINSKI*

Niektore poliaminy alifatyczne i ich znaczenie biologiczne

Some Aliphatic Polyamines and their Biological Role

Biochemistry of putrescine, cadaverine, spermidine, spermine and related com-
pounds is presented. The occurence in living cells, biosynthesis and metabolism as
well as the present views on the role of these compounds are reviewed.

Powszechne wystepowanie alifatycznych zwigzkéw aminowych w or-
ganizmach zywych jest faktem znanym od dawna. Spermine jako skiad-
nik nasienia ludzkiego wykryto juz w XVII w., a przed mniej wiecej
dziewiecdziesieciu laty okreslono jej charakter cheeniczny. Strukture
sperminy ustalono ostatecznie w latach dwudziestych. Historia sper-
midyny jest krotsza i liczy sobie tylko czterdziesci lat, natomiast pu-
trescyna i kadaweryna znane sg juz od r. 1885. W roku 1948 stwierdzono,
ze zwigzki te sg czynnikami wzrostowymi bakterii. Liczne dane jakie
zgromadzono do dnia dzisiejszego nie wyjasniajg jednak biologicznej roli
tej grupy zwigzkéw. Ostatnie lata przyniosty wiele nowych obserwacji.
Sposrdd nich szczeg6lne zainteresowanie budzi doswiadczalne potwier-
dzenie istnienia powinowactwa chemicznego pomiedzy aminami alifatycz-
nymi a kwasami nukleinowymi i wynikajagce z niego konsekwencje.

Wyczerpujacy przeglad piSmiennictwa z zakresu biochemii i farmako-
logii amin alifatycznych oraz zwiezty przeglad technik analitycznych sto-
sowanych w badaniach tej grupy zwigzkéw znajdzie czytelnik w trzech
doskonatych artykutach Ta bora i wsp. (220, 231, 232), obejmujacych
pismiennictwo az do ostatniego okresu. Dawniejsze dane zebrane sg w kla-
sycznej monografii Guggenheima ,Die biogenen Amineg” (77). Pewne
aspekty biochemii amin alifatycznych oméwione zostaty w artykule
Kagczkowskiego pt. ,Dwuaminoksydaza i jej znaczenie w hiosynte-
zie alkaloidow” opublikowanym w Postepach Biochemii (111), a udziat
amin w metabolizmie ros$lin opisali Strogonow i Szewjakowa
(213).

* Dr. adiunkt Zaktadu Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Ja-
drowych, Warszawa.
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W niniejszej pracy poza przedstawieniem najwazniejszych osiggnie¢
biochemii amin alifatycznych pragniemy szerzej omoéwi¢ te ich wiasci-
wosci, ktore wydajg sie mieé najwieksze znaczenie dla wyjasnienia roli
biologicznej tej grupy zwigzkdow.

W pismiennictwie biochemicznym utarto sie okreslenie ,poliaminy”
dla grupy obejmujacej spermidyne, spermine, homologi 2,3-dwuamino-
propanu i ich pochodne. Nazwa ta nie jest, naszym zdaniem, najszcze-
Sliwsza dla okreSlenia zwigzkéw, ktore zawierajg dwie, trzy lub cztery
grupy aminowe w czasteczce. Dla prostoty jednak, w pracy niniejszej
bedziemy sie postugiwaé tg nazwa.

W organizmach zywych wystepuje wiele zwigzkéw charakteryzujg-
cych sie obecnoscig pierwszorzedowych grup aminowych na dwu kran-
cach alifatycznego tancucha weglowego. Do najprostszych zwigzkow tej
klasy nalezag homologi 2,3-dwuaminopropanu (I), ktére reprezentowane
s§ W przyrodzie, poza wymienionym zwigzkiem, przez 2,4-dwuaminobu-
tan — putrescyne (II) i 2,5-dwuaminopentan — kadaweryne (Il1):

HN-CH2-CH2-CH2-NH2 |
HN-CH2-CH2-CH2-CH2-NH 2 1

hzh - ch2- ch2- ch2--ch2- ch2- nh2 nr

Aminy te wystepujg w organizmach zywych zwykle w postaci nie-
zwigzanej. Wyodrebniono jednak réwniez niewielkie ich ilosci w postaci
pochodnych monoacetylowych. Znane sg réwniez ich pochodne metylowe
takie jak czterometylo-l,4-dwuaminobutan (122, 253) wyodrebniony z ro-
$lin nalezacych do rodzaju Hyoscyamus.

Obok alifatycznych dwuamin wymieniana jest zwykle, zaréwno ze
wzgledu na podobne wiasciwosci, jak i podobne potozenie na szlakach
metabolicznych, agmatyna — l-amino-3-guanidylopropan (1V):

hZh-ch2-ch2-ch2-nh-c-nh2
i v
NH

Spermidyna (V) i spermina (VI) zawierajg tafncuchy trdj- i czterowe-

glowe, taczace sie poprzez drugorzedowe grupy aminowe:

HN-CH2-CH2-CH2-NH-CH2-CH2-CH2-CH2-NH?2 \Y%
H2N- CH2- CH2- CH2- NH- CH2- CH2- CH2- CH2- NH - CH2- CH2- CH2—NH2 VI

Do grupy utworzonej przez te szeroko rozpowszechnione zwigzki zali-
czy¢ nalezy roéwniez bis-3(aminopropylo)-amine (VII) znaleziong w nie-
ktérych wirusach ro$lin zawierajagcych kwas rybonukleinowy (104):

HN- CH2- CH2- CH2- NH- CH2- CH2- CH2- NH2 Vil

Spermidyna i spermina wyodrebniane byty zar6wno w postaci wolnej,
jak i roznorodnych potaczen ze zwigzkami o charakterze kwasowym. Zna-
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ne sg dwie izomeryczne pochodne acetylowe spermidyny — monoacety-
lospermidyna A (IX) i B (X):

CHs-CO-NH - ch2- ch2- ch2- ch2- nh- CHa- ch2- ch2- nh2 1X
hZzh- ch2- ch2- ch2- ch2-nh-ch?2 ch,-ch2- nh-co-ch3 X

Spermidyne natomiast wydzielono w postaci pochodnych mono- i dwu-
acetylowych, w ktérych zacetylowane byty jedna lub obie pierwszorze-
dowe grupy aminowe.

Stwierdzono réwniez wystepowanie pochodnej dwuamidynowej sper-
midyny— hirudoniny (XI). Zwigzek ten wyodrebniono z pijawki lekar-
skiej (Hirudo medicinalis L.) (182):

HN- C- NH- CH2- CH2- CH2- NH- CHa- CH2- CH2- CH2- NH-C - NH2  XI
. 5

Potaczenia sperminy i i,3-dwuaminopropanu z kwasami fenolowymi
takimi, jak na przyktad kwas p-hydroksyfenylopirogronowy, wystepuja
w trujgcej wydzielinie pajgka Pamphobetus tetracantus (56).

Dubin i Rosenthal (47, 48) wydzielili z bakterii Escherichia
coli potgczenie spermidyny o skladzie podobnym do glutationu. Zwigzek
ten w wyniku hydrolizy kwasnej rozpadat sie na spermidyne, glicyne,
kwas glutaminowy i kwas cysternowy w stosunku 1:2:2:1. Z bakterii
rosngcych na pozywce z dodatkiem sperminy ci sami badacze wydzielili
podobny zwigzek, zawierajgcy spermine. Tabor i wsp. (231) opisali
inny zwigzek, w czasteczce ktérego zwigzana jest spermidyna oraz kilka
aminokwasow.

Wiele prac poswiecono fosfolipidowi zawierajgcemu spermidyne
tzw. ,,malignolipinie”. Zwigzek ten wykryty zostat w tkankach nowotwo-
rowych przez Kosaki’ego i wsp. (124). Badacze ci postulowali, ze
jest on specyficznym sktadnikiem nowotworéw (123, 125-131), jednakze
ich wyniki znalazty tylko czesciowe potwierdzenie w pracach innych
autorow (80, 92, 101, 105, 155, 193, 233). Wedtug Kosaki’ego malignolipina
zawiera¢ ma rownomolarne ilosci fosforanu, choliny, sperminy i kwasu
tluszczowego, ktére razem mogtyby tworzy¢ czgsteczke typu Xl (124):

o]

1
(CH3>3INCI-LIIH20-P -IN HCH ZCHZCHZNICHZCHZCHZCHZNHCHZZHZCHSNH2 X1l

OH OH COR

Uktad spermidyny, a by¢é moze w niektérych przypadkach nawet uktad
sperminy, stanowi czes$¢ szkieletu trzech ostatnio poznanych alkaloidéw
roslinnych: pitekolobiny (250-252), palustryny (19, 45, 51) i lunaryny (23,
24, 170, 171). Reszta putrescyny jest réwniez czeScig sktadowg feruloilo-
putrescyny — zwigzku wystepujacego w roslinach cytrusowych (248).

5 Postepy Biochemii
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Poliaminy w organizmach zywych

Wystepowanie poliamin w tkankach zwierzecych. Spos$réd omawia-
nych poliamin w tkankach zwierzecych wystepujg w najwiekszych ste-
zeniach spermina i spermidyna. Stezenia dwuamin, tj. J,3-dwuaminopro-
panu, putrescyny i kadaweryny sa niewielkie i niekiedy doktadne okresle-
nie zawartosci tych zwiazkdw w tkankach i narzagdach ssakéw napotyka
na powazne trudnosci. W tablicy 1 podane sa stezenia sperminy w roz-

Tablica 1
Wystepowanie sperminy w narzadach i tkankach ludzkich (84)

Narzad, Stezenie Narzad, Stezenie
tkanka sperminy tkanka sperminy
uimol/g $wiezej [zmol/g $wiezej
tkanki tkanki
Gruczot krokowy 2,40 Grasica 0,30
Trzustka 0,55 Moézdzek 0,08
Sledziona 0,22 Mézg 0,05
Watroba 0,28 Zotadek 0,14
Nerka 0,15 Macica 0,08
Serce 0,08 Jajnik 0,06
Ptuca 0,08 Slinianka 0,16
Jadra 0,16 Szpik 0,73
Tarczyca 0,08 Nadnercze 0,19
Mieénie 0,07 Krew 0,10
Nasienie*) 16,3
* Wy 187.

nych tkankach u cztowieka. Jak wynika z tablicy 1 najwyzsze stezenia
sperminy wystepujg w ptynie nasiennym, gruczole krokowym, szpiku
i trzustce. Wystepowanie sperminy i spermidyny w réznych tkankach
myszy, szczura i $winki morskiej przedstawiono w tablicy 2.

Poza tym obecno$¢ spermidyny wykazano w krwi ludzkiej (173), moz-
gu $wini (116) i wotu (203) oraz w zarodkach kury (174), a obecno$¢ sper-
miny w mézgu (203) i sercu (2) wotu oraz w zarodkach kury (174). Raina
i wsp. (176) stwierdzili, ze w regenerujacej watrobie szczura zwigksza
sie stezenie sperminy i spermidyny. Obecno$¢ poliamin stwierdzono takze
w grasicy, jelitach, skérze i w krwinkach biatych szczura oraz w réznych
tkankach nowotworowych u myszy (187). Obecnos¢ 1,3-dwuaminopropanu
stwierdzono w watrobie szczura i Swinki morskiej oraz w nasieniu czto-
wieka (242). Putrescyne wykryto w trzustce (55, 231) i watrobie (242)
réznych gatunkoéw zwierzat, w ptucach (55) i moézgu (203) wotu oraz
w nasieniu ludzkim (242).

Wystepowanie poliamin w bakteriach i wirusach. Poliaminy wykryto
u wielu réznych gatunkéw bakterii. Zawarto$¢ poliamin waha sie od $la-
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dowych ilosci u niektérych gatunkdéw bakterii do bardzo duzych stezen
u innych. Na uwage zastuguje fakt, ze w bakteriach gramdodatnich polia-
miny nie wystepuja w ogéle, lub wystepuja w bardzo matych ilosciach,
natomiast w bakteriach gramujemnych stwierdza sie obecnos¢ poliamin
w duzych stezeniach (88).

Tablica 2

Zawarto$¢ spermidyny i sperminy w narzadach i tkankach niektérych
ssakow ([¢mol/g Swiezej tkanki) (187)

Narzad, Zwigzek Mysz Szczur Swinka
tkanka morska
Trzustka Spermidyna 2,8 8,6 21
Spermina 10 1,0 14
Gruczot krokowy  Spermidyna 7,7
Spermina 5,7
Watroba Spermidyna 1,4 1,6 0,2
* Spermina 11 1,2 0,4
Nerka Spermidyna 05 0,3
Spermina 0,7 0,5
Jadra Spermidyna 0,4
Spermina 05
Moézg Spermidyna 0,7
Spermina 0,2
Migénie Spermidyna 0,1
Spermina 0,2

Do grupy bakterii, w ktérych poliaminy wystepujg w duzych steze-
niach nalezy miedzy innymi Escherichia coli. Wedtug Dubina i wsp.
(47-49) oraz Tabora i wsp. (229), E. coli hodowane na minimalnych
pozywkach zawierajg na Ig Swiezej masy: 15 j*moli putrescyny, 1,5 iumola
spermidyny, 0,3 umola monoacetyloputrescyny, 0,1 Mmola monoacetylo-
spermidyny oraz 0,5 ((mola pochodnej spermidyny o sktadzie podobnym
do glutationu. Tabor i wsp. (231) zwracajg uwage, ze E. coli hodowane
na minimalnych pozywkach nie syntetyzujg zwykle zwigzkdw, ktore nie
sg niezbedne dla ich rozwoju. Tak wiec obecno$é duzych ilosci poliamin
w E. coli wskazuje na istotng role biologiczna tej grupy zwigzkéw. Duze
ilosci poliamin stwierdzono réwniez u Azotobacter vinelandii (229). Bakte-
rie tego szczepu zawierajg 13 Mmoli dwu- i tréjamin na Ig Swiezej masy.
Do grupy bakterii, zawierajacych jedynie $ladowe ilosci poliamin nalezy
miedzy innymi Staphylococcus aureus (185).

Znaczne r6znice w zawartosci poliamin wystepuja réwniez wsrod wi-
ruséw. Istotne znaczenie ma w tym przypadku fakt, ze ilo§¢ poliamin
w wirusach zalezy od stezenia tych zwigzkéw w komoérkach gospodarza.
U niektdrych wirusow, takich jak wirus choroby mozaikowej tytoniu,
wirus polio (9, 104), fag T3 E. coli oraz fag P2 Salmonella typhimurium
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(8), stwierdzono jedynie Sladowe ilosci poliamin. Natomiast bakteriofagi
T2 Ta i ,,3” E. coli zawierajg poliaminy w bardzo duzych stezeniach
(8, 9, 109). U faga T4 tgczne stezenie putrescyny i spermidyny wynosi
okoto 250 MYmoli na Ig $wiezej masy (231). Jest to najwyzsze ze znanych
stezenie poliamin w materiale biologicznym.

Poliaminy jako czynniki wzrostu bakterii. W roku 1948 Herbst
i Snell (87) stwierdzili, ze szczep 7901 Haemophilus parainjluenzae nie
ro$nie na pozywce nie zawierajacej poliamin. Normalny wzrost tego szcze-
pu bakterii mozna byto uzyska¢ po dodaniu do podioza niewielkich ilosci
putrescyny, 2,3-dwuaminopropanu, spermidyny, sperminy lub innych po-
liamin. W 1955 roku Sneath (209) opisat mutanta Aspergillus nidulans,
ktéry posiada bezwzgledne zapotrzebowanie na putrescyne. Istnienie mu-
tantéw bakterii bezwzglednie wymagajgcych poliamin wskazuje na isto-
tng role biologiczng tej grupy zwigzkéw. Na uwage zastuguje fakt, iz
u E. coli syntetyzujacych bardzo duze stezenia poliamin nie wykryto ta-
kich mutantow (p. str. 67).

Poliaminy dodane do podioza przyspieszajg vferost wielu gatunkéw
bakterii, jak np. Neisseria perjlava, Pasteurella tularensis i Lactobacillus
casei (57, 117, 136, 138, 148, 235). Zdaniem Ta bora i wsp. (231) w nie-
ktérych przypadkach moze to byé skutkiem zwiekszenia opornosci bakte-
rii na lize w $rodowiskach o matej sile jonowej, spowodowanego oddzia-
tywaniem poliamin na fosfolipidy oraz reszty kwasowe btony komérko-
wej (231).

Wieksze stezenia poliamin hamujg rozw6j wielu gatunkdw bakterii.
Tak np. spermina w stezeniu 0,0IM przy pH 7 powoduje catkowite zaha-
mowanie wzrostu E. coli (231). Poliaminy majg antagonistyczne dziatanie
wobec takich srodkéw bakteriostatycznych jak: atebryna (153, 204, 205),
proflawina (108), trypoflawina (149) i streptomycyna (30). Sevag i wsp.
(200, 201) wykazali, ze spermina i spermidyna zapobiegajg powstawaniu
odpornych na antybiotyki mutantéw S, aureus, E. coli i Aerobacter aero-
genes. Na uwage zastuguje réwniez oddziatywanie poliamin z bakterio-
fagami. Stwierdzono, ze poliaminy zapobiegajg niszczacemu bakteriofagi
dziataniu wysokiej temperatury i zamrazania (231), a takze zmniejszajg
aktywnos¢ surowicy anty-T2 (70, 158).

Dziatanie poliamin na komdérki roélin. W komorkach roslin hodowa-
nych w obecno$ci putrescyny obserwowano r6znego rodzaju zmiany
w chromosomach. Tak na przyktad Marquardt (146) stwierdzit wy-
stepowanie peknie¢ chromosoméw w komdrkach Oenothera hodowanych
w [|,5°/0 roztworze putrescyny. Davidson i Anderson (42) po-
stuluja, ze endogenne poliaminy odgrywajg istotng role w przebiegu pro-
ces6w spiralizacji i despiralizacji chromosoméw. Badali oni wptyw mniej-
szych stezen putrescyny (0,5mM) na chromosomy komdrek stozka wzro-
stu Vicia faba. Putrescyna nie powodowata peknie¢ chromosoméw, wy-
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wotywata jednak znaczng kondensacje chromosoméw w stadium meta-
fazy i opdznianie despiralizacji w stadium telofazy. Wyniki uzyskane
przez Davidsona i Andersona potwierdzili Ziemba-Zak i wsp. (265).
Wykazali oni ponadto, ze podobne zmiany wystepowaly pod wplywem
aminoguanidyny — inhibitora oksydazy dwuamin. Natomiast w komor-
kach Vicia faba hodowanych w obecnosci tego enzymu obserwowano przy-
spieszenie procesu despiralizacji chromosoméw. Mozna wiec przypusz-
cza¢, ze poliaminy wystepujagce w komérkach roslin wptywajg na spira-
lizacje i despiralizacje chromosoméOw. lIstotne znaczenie moze tu mieé
tworzenie komplekséw miedzy putrescyng i dezoksyrybonukleoproteina-
mi.

Dziatanie poliamin na komérki zwierzece in vitro. W 1960 r. Amand
i wsp. (s) wykazali, iz agmatyna powoduje wyrazne skrocenie czasu trwa-
nia mitozy neuroblastow zarodka konika polnego. W S$rodowisku, zawie-
rajagcym agmatyne w stezeniu 0,005M czas trwania okresu od prometafazy
do metafazy ulegat skréceniu o ok. 30°0o, a czas trwania wczesnej telofazy
0 ok. 35°/0. Whitefield i wsp. (249) stwierdzili, ze agmatyna w ste-
zeniach od 0,05 do 0,1M zapobiega opOZnieniu podziatbw mitotycznych
komoérek myszy, ktére in vitro napromieniowano dawkg 1000 r promie-
ni X. Ostatnio H am (79) wykazal, ze putrescyng, spermidyna albo sper-
mina w stezeniach 10-6M powodowaty zwiekszenie liczby i rozmiaréw
kolonii komérek chomika in vitro.

Farmakologiczne dziatanie poliamin u ssakéw. Spermina podana poza-
jelitowo w dawkach od 0,075 do 0,15 mmoli/kg ciezaru ciata powoduje nie-
wydolnos$é nerek u myszy, szczuréw, krélikéw i pséw (186). Po mniejszych
dawkach sperminy obserwowano spadek cis$nienia krwi, zwolnienie czyn-
nosci serca i czestosci oddechdéw (219, 254). Mate stezenia sperminy po-
woduja skrocenie czasu krzepniecia heparynizowanej krwi a duze steze-
nia przedtuzenie czasu krzepniecia (213). Rosiek i wsp. (188) wykazali,
ze dwukrotne dozylne wstrzykniecie putrescyny krolikom w dawkach
100 mg/kg ciezaru ciata powoduje wyrazne, przejsSciowe zwiekszenie licz-
by retikulocytow w krwi obwodowej oraz zwiekszenie odsetka erytro-
blastbw w szpiku. Jednoczes$nie putrescyng nie wplywa na czas zycia
krwinek czerwonych znakowanych s:Cr, wydaje sie wiec, ze pobudza ona
aktywnos$¢ erytropoetyczng szpiku u kroélikow.

Wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie poliamin. Znajomos$¢ wewnatrz-
komdrkowego rozmieszczenia poliamin utatwitaby wyjasnienie ich roli
biologicznej. Na podstawie przeprowadzonych dotychczas nielicznych ba-
dan w tym zakresie nie mozna wysnu¢ wniosk6w o wystepowaniu polia-
min w poszczeg6lnych strukturach subkomoérkowych. Badania te utrudnia
duze powinowactwo poliamin do kwaséw nukleinowych i fosfolipidow
(p. str. 78-83). Dlatego po zniszczeniu struktury komorki poliaminy mogg
gromadzi¢ sie we frakcjach subkomoérkowych, zawierajacych duze ilosci
kwasdéw nukleinowych i fosfolipidow.
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Na szczeg6lna uwage zastugujg wyniki badaA Cohena i Lich-
tensteina (37). Wykazali oni, ze okoto 15°/0 poliamin zawartych
w E. coli znajduje sie w rybosomach, przy czym poliaminy te nie wy-
mieniajg sie z poliaminami obecnymi w wyciggu bakteryjnym. Obecno$é
poliamin w rybosomach E. coli i rybosomach komorek watroby wykryli
takze Spahr (211) oraz Zillig i wsp. (266). Mozliwe, ze zawarte w ry-
bosomach poliaminy odgrywajg istotna role w procesie syntezy biatka
(p. str. 85).

Ze wzgledu na wyrazne powinowactwo poliamin do kwaséw nukleino-
wych oraz stwierdzony wptyw poliamin na zalezng od DNA synteze RNA
(p. str. 84), istotne znaczenie miatoby zbadanie wystepowania poliamin
w jadrze komdrkowym.

Biosynteza i metabolizm poliamin

Biosynteza i metabolizm dwuamin. Og6lng przemiang biochemiczna,
w ktérej tworzg sie aminy, a wsrdd nich i interesujgce nas putrescyna,
kadaweryna i agmatyna, jest reakcja dekarboksylacji aminokwaséw za-
chodzgca w obecnosci dekarboksylaz aminokwasowych. Enzymy te moga
by¢ syntetyzowane przez bakterie, przy czym synteza ich w komdrkach
bakteryjnych stymulowana jest zarowno przez kwasne S$rodowisko (pH
2,5—5,5) jak i w wiekszosci przypadkow przez obecno$¢ specyficznego
substratu (62, 64, ss, 67, 69). Dekarboksylazy te odznaczaja sie wybitng
specyficznoscia i z tego wzgledu znajdujg zastosowanie przy oznaczaniu
szeregu aminokwaséw metodg manometryczna.

Dekarboksylazy ornitynowa, argininowa i inne znajdowano takze
w materiale ro$linnym (206). Wystepowanie wysokich stezen agmatyny
i putrescyny w roslinach z niedoborem potasu wigzane jest z obecnoscig
tych witasnie enzymow (39 ,40, 181, 206, 207). Dekarboksylazy aminokwa-
sowe zawierajg fosforan pirydoksalu jako koenzym, przy czym nie moze
on by¢ zastapiony przez fosforan pirydoksaminy, ani przez fosforan piry-
doksyny. Aktywno$¢ dekarboksylaz aminokwasowych, podobnie jak i in-
nych enzymow, w skiad ktorych wchodzi fosforan pirydoksalu, zalezy od
obecnosci wielowartosciowych kationdw metalicznych (78, 150, 152). E g-
gleston (50) stwierdzit, ze prawie wszystkie kationy dwuwarto$ciowe
podwyzszaja 0 okoto 40% aktywnos$¢ wydzielonych z Escherichia coli
i Clostridium welchii dekarboksylaz lizyny, argininy i ornityny, jak row-
niez dekarboksylazy glutaminy. Natomiast jednowartosciowe kationy ta-
kie jak K+, Li+i NHi praktycznie nie majag wptywu na aktywnos$¢ tych
dekarboksylaz.

Reakcja tworzenia sie kadaweryny z L-lizyny (por. rys. 2) katalizo-
wana jest przez dekarboksylaze lizynowg (ss, 69). Enzym ten znaleziono
w bakteriach, ale dotychczas nie udato sie stwierdzi¢ jego obecnosci ani
w materiale zwierzecym, ani roslinnym. Wielu autoréw (12, 39, ss, 121,
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161, 174, 184) wykazato, ze putrescyna powstaje z L-ornityny w obecnosci
dekarboksylazy omitymowej (por. rys. 1). Reakcja taka zachodzi réwniez
w uktadach zawierajgcych preparaty enzymatyczne z watroby (41).

Przemiana L-argininy w agmatyne w obecnosci dekarboksylazy argi-
ninowej (rys. 1) moze réwniez prowadzi¢ do powstania putrescyny: pow-
stajgca agmatyna moze ulega¢ hydrolizie badz to z bezposrednim wytwo-
rzeniem putrescyny i mocznika, badZ z powstawaniem N-karbamylo-2,4-
-dwuaminobutanu jako produktu przejsciowego. W komérkach bakteryj-
nych wystepujg réwniez enzymy, ktére katalizujg przejscie arginina ->

ornityna —putrescyna (por. rys. 1) (63, 66, 136, 161, 180, 206, 207,
208, 264).
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Rys. 1. Biosynteza i metabolizm putrescyny
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Nie zostat dotychczas wyjasniony sposob powstawania 2,3-dwuamino-
pnopanu, wystepujacego w komérkach niektérych gatunkoéw bakterii. Wy-
daje sie, ze podobnie do innych dwuamin zwigzek ten mégitby powsta-
waé przez dekarboksylacje odpowiedniego aminokwasu, tzn. kwasu
a,7 ~dwuaminomastowego. Mégtby on réwniez pochodzi¢ z degradacji sper-
midyny lub sperminy.

COOH
h2nch2ch2ch2ch2Chnh?2
L- Lizyna
*C02
h2nch2ch2ch2ch2ch2nh?2
Kadaweryna
h2o + 02
H2NCH2CH2CH2CH2CHO
b CR aldehyd 6 - walerianowy
CH2 CH
' h 2
\ o °
NH
Piperydyna
Al-piperydeina
by - 1
Biosynteza

ii alkaloidéw \
1

Rys. 2. Biosynteza i metabolizm kadaweryny

Przemiany jakim ulegaé moga putrescyna i kadaweryna badane byty
w réznych uktadach biologicznych. Zebrano znacznie wiecej danych do-
tyczacych metabolizmu putrescyny, jednak ze wzgledu na duze podo-
bienstwo obydwu zwigzkéw dane te moga by¢ uzyteczne przy ocenie roli
biologicznej zaréwno putrescyny jak i kadaweryny. Podstawowg reakcja
jakiej ulega¢ moga obydwa zwigzki jest oksydatywna dezaminacja, pro-
wadzaca do wytworzenia odpowiednich aminoaldehydéw (97, 224) (rys. 1
i 2). Reakcja ta katalizowana jest przez oksydaze dwuamin (71, 72, 262,
263) — enzym identyczny z wyodrebniong w r. 1929 przez Best a (21)
histaminaza. W1tasciwosci tego enzymu, mechanizm jego dziatania i udziat
w procesach metabolicznych, a zwlaszcza w biosyntezie alkaloidéw opisat



[11] POLIAMINY 73

Kgczkowskiw Postepach Biochemii (111). Ostatnio enzym ten w znacz-
nym stopniu oczyszczono (93, 94, 247). Oksydaza dwuamin wystepuje za-
réwno w tkankach zwierzecych (11, 107, 215, 234, 263) jak i roslinnych
(65, 103, 156, 168, 178, 189, 192, 245). Najwyzsze aktywnosci w organi-
zmach zwierzecych spotykane sg w nerkach, a w roslinach w mtodych
kietkach zwiaszcza takich roslin jak groch, lucerna, koniczyna i soja.
W grochu najwyzszg aktywnos$¢ oksydazy dwuamin obserwuje sie w sz6-
stym dniu rozwoju rosliny (244).

Kim i Tchen (118—120) zwrdcili ostatnio uwage na istnienie w ko-
morkach bakterii Escherichia coli innego mechanizmu degradacji dwu-
amin. Wykazali oni mianowicie, ze w wyciggach z bakterii zachodzi tran-
saminacja miedzy dwuaming i ketokwasem. W wyniku takiej reakcji po-
dobnie jak i wskutek oksydatywnej dezaminacji z putrescyny powstaje
aldehyd Y-aminomastowy (rys. 1).

Strogonow i wsp. (212, 213) stwierdzili, ze w takich roslinach jak
bawetna i konski zab przy wzroscie na podiozu zawierajacym podwyz-
szone stezenia soli mineralnych gromadzi sie wolna prolina i amoniak.
Zdaniem tych autoréw wskazuje to na mozliwo$¢ nieoksydatywnej de-
zaminacji putrescyny z wytworzeniem pirolidyny, ktdra po przytgczeniu
czasteczki dwutlenku wegla miataby przechodzi¢ w prolinge. Badacze ci
sugerujg mozliwosé istnienia podobnego przeksztatcenia réwniez w przy-
padku kadaweryny (por. rys. 1 i 2).

Aminoaldehydy powstajgce z putrescyny i kadaweryny naleza do
zwigzkéw nietrwalych i z fatwoscig ulegajg dalszym przeksztatceniom.
Moga one ulega¢ cyklizacji przy czym z aldehydu Y-aminomastowego
tworzy sie Ai-pirolina (por. rys. 1), a z aldehydu 5-aminowalerianowego —
Ai-piperydeina (por. rys. 2) (73, 82, 83, 97, 145, 214). Utworzone w ten
sposob zwigzki heterocykliczne i produkty ich przemian moga by¢é wyko-
rzystywane przez rosliny do syntezy bardziej ztozonych czasteczek. Cy-
klizacja aminoaldehydéw nie jest jedyng drogg ich przemian. Zwigzki te
moga ulegaé réwniez utlenieniu, a reakcja ta zapoczatkowuje odrebny
szlak metaboliczny (por. rys. 1). Stwierdzono, ze aldehyd Y-aminomastowy
moze ulegac utlenieniu do kwasu Y-aminomastowego, ktéry z kolei przez
transaminacje moze przeksztatca¢ sie w semialdehyd kwasu bursztyno-
wego i przez dalsze utlenienie w kwas bursztynowy (13, 18, 103, 118, 120).
Ten typ przemian badany byt na pochodnych putrescyny, istnienie po-
dobnych reakcji w uktadzie wywodzacym sie od kadaweryny wydaje sie
jednak bardzo prawdopodobne.

Dwuaminy a biosynteza alkaloidow. Wiele danych wskazuje na udziat
dwuamin i produktow ich degradacji w biosyntezie alkaloidow. Na rys. 3
zestawione zostaty wzory alkaloidow, ktorych prekursorami sg putrescy-
na lub kadaweryna.

Wigczanie 14C-putrescyny i 12C-kadaweryny do alkaloidéw zaobserwo-
wano w uktadach doswiadczalnych zawierajgcych izolowane pedy, liscie
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lub korzenie rodlin. Niestety, mechanizm przejs¢ posrednich zostat wy-
jasniony tylko w nieznacznym stopniu. Pewne aspekty tego zagadnienia
zostaty przedstawione w Postepach Biochemii w artykutach Kgczkow-
skiego (110, 111), ograniczymy sie wiec jedynie do podania najwazniej-
szych faktow. 14C-kadaweryna wigczana jest do lupininy (196, 210), spar-

Rys. 3. Alkaloidy, ktérych prekursorami sg putrecyna lub kadaweryna

teiny (195, 196, 198), lupandny i hydroksylupaniny (193), matryny (197)
i anabazyny (134, 160). 14C-putrescyna wigczana jest do nikotyny (133)
i hioscjaminy (44, 112, 159), nie wyjasniono jednak czy putrescyna jest
prekursorem hioscjaminy réwniez w warunkach naturalnych. Podczas
utleniania kadaweryny w obecnosci surowych wyciaggéw z grochu tworzy
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sie anabazyna (81), a utlenianie kadaweryny lub putrescyny pod dziata-
niem oksydazy dwuamin w $Srodowisku zawierajgcym kwas acetylooctowy
prowadzi do utworzenia, odpowiednio, izopelletieryny lub norhigryny (34).
W mieszaninie zawierajagcej N-metylo-1,4-dwuaminobutan i kwas acety-
looctowy po dodaniu oksydazy dwuamin zachodzi synteza higryny. W tym
samym uktadzie, po zastgpieniu kwasu acetylooctowego kwasem acetono-
dwukarboksylowym tworzy sie higryna i kuskohigryna (237).

Niektére metabolity dwuamin powstajgce przez utlenienie odpowied-
nich aminoaldehydéw (patrz nizej), jak np. kwas aminomastowy, mogg
réwniez bra¢ udzial w biosyntezie alkaloidow (85, 183), a heterocykliczne
zwigzki powstajgce przez cyklizacje aminoaldehydéw mogg by¢ przeksztat-
cane w niealkaloidowe zwigzki o znaczeniu biologicznym, takie jak np.
kwas nikotynowy.

Biosynteza i metabolizm sperminy i spermidyny. Badania nad biosyn-
tezg sperminy i spermidyny prowadzone byty przez Tabora i wsp. (218,
227, 228, 229) przy uzyciu bakterii Escherichia coli oraz plesni Aspergillus
nidulans i Neurospora crassa. Pierwsze doswiadczenia wykonano przy
uzyciu znakowanej 14C-ornityny i znakowanej 14C i 19N putrescyny na ho-
dowlach bakterii znajdujagcych sie w fazie wzrostu. Wyniki tych do-
Swiadczen potwierdzity istnienie przemiany ornityny w putrescyne, a jed-
noczesnie pozwolity stwierdzi¢, ze dwuaminobutanowe fragmenty sper-
midyny i sperminy pochodzg bezposrednio z putrescyny (227, 229).
Greene (75 na podstawie doswiadczen wykonanych na Neurospora
crassa przy uzyciu (a-isC)-metioniny stwierdzit, ze fragment aminopro-
pylowy poliamin pochodzi z metioniny. Dalsze badania w ukiadach za-
wierajagcych bezkomdrkowe wyciagi z bakterii Escherichia coli (228, 229)
pozwolity na zaproponowanie schematu biosyntezy spermidyny przed-
stawionego na rys. 4.

Z ukiadéw syntetyzujgcych spermidyne wyodrebniono enzymy kata-
lizujgce reakcje oznaczone w schemacie 1, 2 i 3. Reakcja powstawania
S-adenozylometioniny z ATP i metioniny (reakcja 1) byta znana juz po-
przednio jako pierwszy etap w reakcjach transmetylacji (32). Katalizu-
jacy te reakcje wyciag z Escherichia coli oczyszczono 1500 razy. Doswiad-
czenia z ATP znakowanym 3P wykazaty, ze ortofosforan powstaje z koA-
cowej reszty fosforanowej, a pirofosforan z dwu grup fosforanowych sa-
siadujacych z resztg pentozowg (230, 232). Szczegbétowe badania nad od-
szczepianiem fosforanu wskazujg na podobieristwa pomiedzy enzymem
Escherichia coli a enzymami watroby i drozdzy (32, 162, 231).

S-adenozylometionina w toku biosyntezy spermidyny ulega dekarbo-
ksylacji (reakcja 2). Enzym Escherichia coli katalizujacy te reakcje zostat
oczyszczony 20-50 razy (217). Wymaga on obecnosci kation6w magnezo-
wych, a hamowany jest przez cyjanki. Produkt reakcji — ,,zdekarboksy-
lowang adenozylometionine” wydzielono chromatograficznie.
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Przeniesienie fragmentu aminopropylowego na putrescyne (reakcja 3)
jest przemiang podobng do transmetylacji z tym jednak, ze zamiast grupy
metylowej ulega przeniesieniu inny rodnik. Enzym Escherichia coli, kto-
ry katalizuje te reakcje oczyszczono okoto 1000 razy (218). Stwierdzono,
ze katalizuje on tylko synteze spermidyny; w ukladach zawierajagcych
ten enzym nie wytwarzata sie spermina.

Na mozliwo$¢ syntetyzowania spermidyny i sperminy przez komorki
ssakow wskazuje wstepne doniesienie o wigczaniu znakowanej 4C i 15N
putrescyny do frakcji poliaminowej w tkankach gruczotu krokowego
szczura (227) oraz wyniki doSwiadczeh na watrobie szczura przy uzyciu
etioniny jako antymetabolitu metioniny (175). Raina (172, 174) bada-

N coor
I + |
CH(CHOH)2CHCH2SCH2CH2CHNH2

h2nchZeh2ch2eh2nh? CH(CHOH)2chch2sch2ch2ch2nh?2

Putrescyna

Spermidyna Metylotioadenozyna

Rys. 4. Biosynteza spermidyny (wg 231)
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jac rozwijajace sie zarodki kury wykazat, ze putrescyna i metionina zna-
kowane 14C wigczajg sie do spermidyny i sperminy.

Poliaminy, ktdre wystepuja w komdrkach zwierzecych moga pocho-
dzi¢ z pozywienia albo z bakteryjnej flory jelitowej. Obecno$¢ poliamin
stwierdzono w tkankach zwierzat hodowanych w warunkach jatowych
(germ-free animals) i otrzymujgcych standardowe pozywienie (169, 187),
a takze w tkankach zwierzat, otrzymujacych specjalnie przygotowane
pozywienie i hodowanych w warunkach nie jatowych (187). Wykonanie
badan u zwierzat, otrzymujacych specjalng diete i hodowanych w wa-
runkach jatowych mogtoby przyczyni¢ sie do wyjasnienia czy w komor-
kach zwierzecych odbywa sie synteza poliamin.

Najdoktadniej zbadang przemiang spermidyny i sperminy w uktadach
biologicznych jest, podobnie jak w przypadku dwuamin, oksydatywna
dezaminacja. Spermidyna i spermina nie sg jednak utleniane w obecnosci
oksydazy dwuamin (106) ani oksydazy monoamin (223) lecz w wyniku
dziatania oksydazy sperminowej z osocza wystepujacej we krwi przezu-
waczy i niektdrych innych zwierzat (25-28, 95, 96, 190, 223, 238, 239). Cza-
steczka tego enzymu ma ciezar ok. 250 000 (255) i zawiera miedz (257, 258,
260). Obecnos$¢ cynku byta stwierdzana w mniej oczyszczonych prepara-
tach (74), a obecnos$¢ pirydoksalu nie zostata ostatecznie udowodniona
(257, 259). Oksydaze sperminowg z osocza otrzymali ostatnio w postaci
krystalicznej Yamada i wsp. (256). Zbadanie produktow powstajacych
w wyniku oksydatywnej dezaminacji spermidyny i sperminy nastreczato
wiele trudnosci, ze wzgledu na nietrwato$¢ powstajgcych aminoaldehy-
dow (223, 232, 239). Dopiero w 1964 r. Tabori wsp. (221) ustalili ich
strukture. Badacze ci poddali produkty oksydatywnej dezaminacji polia-
min redukcji borowodorkiem sodowym, wyodrebnili powstajgce amino-
alkohole i poréwnali je z wzorcowymi substancjami syntetycznymi. Pra-
ce te pozwolity ustali¢, ze oksydaza sperminowg z osocza katalizuje na-
stepujgce reakcje:

hZh chXhXhZh chhZh2hohh chXh2hZh2+ 2HD + 202

1
OHC CHXHNH CHXHXHXHNH CHXCH2XHO + 2NH3+ 2HA 2
hnhchxhxhxZh?hhchxhxhnhh2+ h2 + 02

4
hth chxhXhXZhXh chXZhZho + nh3+ h2o?2

Wiadomo, ze oksydaza sperminowg z osocza utlenia rdwniez, cho¢
znacznie mniej aktywnie, zwigzki takie jak benzyloamina, homosulfanila-
mid, fenetyloamina, kynuramina, pewne alifatyczne monoaminy oraz
dwuaminy o dtuzszym tancuchu weglowym (223, 246, 256). Podczas préb
utleniania tryptaminy, 5-hydroksytryptaminy, norepinefryny, epinefry-
ny, histaminy, putrescyny, kadaweryny, tyraminy i meskaliny albo nie
stwierdzano zuzycia tlenu, albo tez zuzycie to byto nieznaczace (223, 256).

Dawniej przypuszczano, ze oksydaza aminowa z osocza utlenia sper-
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mine do putrescyny a spermidyna jest produktem przejsciowym w tej
reakcji (16, 219, 239). Tabor i wsp. (221) nie uzyskali danych, ktdre
mogtyby wskazywaé, ze spermidyna jest produktem przejsciowym enzy-
matycznego utleniania sperminy, ani ze putrescyna czy 2,3-dwuamino-
propan powstajg jako bezposrednie produkty utleniania sperminy albo
spermidyny. Stwierdzili oni natomiast (222), ze produkty oksydatywnej
dezaminacji sperminy ulegajg dalszej nieenzymatycznej degradacji. Praw-
dopodobnie monoaldehydowa pochodna sperminy w wyniku B-eliminacji
ulega rozpadowi z wydzieleniem spermidyny, a dwualdehydowa pochodna
sperminy wydziela po rozpadzie putrescyne. Drugim produktem tej prze-
miany jest prawdopodobnie akroleina, ktérej obecno$¢ stwierdzit A lar-
con (1) w mieszaninie otrzymywanej przez ogrzewanie produktéow utle-
niania sperminy.

Preparaty bakteryjne degradujg spermine i spermidyne, jednakze cha-
rakter enzyméw biorgcych udziat w tych przemianach jest malo znany
(205). Badania nad nimi prowadzono przy uzyciu catych komoérek lub su-
rowych wyciagdw Pseudomonas pyocyaneae, Mycobacterium smegmatis,
Neisseria perflava, Pseudomonas aeruginosa i Serratia marcescens (18,
177, 178, 189, 241, 242). Stwierdzono, ze w ukiadach tych powstawanie
enzyméw utleniajgcych spermine i spermidyne jest indukowane przez
obecno$¢ substratéw w Srodowisku. Jednym 2z produktéw utleniania
spermidyny w tych ukladach jest 2,3-dwuaminopropan (178, 242).
Bachrach (14, 15) wydzielit z Serratia marcescens enzym, ktéry ka-
talizuje nastepujace przeksztatcenie:

NHXCH2NH(CH2ANH2+ 02+ h2 -* NHACH2NH2+ [NHXHXHXHXHO] + h 22
ti

Al—pirolina

Enzym ten utlenia spermidyne i bis-(3-aminopropylo-amine, ale cykli-
zacja powstajgcego aminoaldehydu mozliwa jest tylko w przypadku sper-
midyny. Spermina, dwuaminy i monoaminy nie sg substratami enzymu
wydzielonego przez Bachracha.

Ai-pirolina daje zo6tte zabarwienie z aldehydem o-aminobenzoesowym.
Reakcja ta w polgczeniu z zastosowaniem enzymu z Serratia marcescens
jest podstawg specyficznej metody oznaczania spermidyny (17, 97, 194).

PrzedstawiliSmy najlepiej poznane szlaki metaboliczne poliamin.
Z pewnoscig nie wyczerpujg one listy mozliwych przemian tych zwigzkéw
w uktadach biologicznych. Swiadczy o tym chociazby istnienie dwu re-
akcji zachodzacych w pewnych uktadach: karbamylacja poliamin (59),
a rowniez ich transamidacja. Ta ostatnia reakcja jest szczegOlnie interesu-
jaca, gdyz prowadzi ona do wigczania amin do czgsteczek biatek w wyni-
ku zastgpienia grupy NH:2 glutaminy przez reszte aminy. Waelsch
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i wsp. (35, 36, 163, 165, 191) stwierdzili, ze wyodrebniony z watroby Swin-
ki morskiej enzym, ktory katalizuje te reakcje, jest stymulowany przez
kationy wapniowe. Substratami w tym ukadzie moga by¢ rédzne aminy,
a m.in. putrescyna, kadaweryna, spermidyna i spermina, a akcepto-
rami — takie biatka jak insulina, fibrynogen, kazeina, pepsyna, p-lakto-
globulina i y-globulina. Blizsze poznanie tych reakcji i ich produktéw
jest niezbedne dla petnego wyjasnienia roli biologicznej poliamin.

Powinowactwo poliamin do kwasow nukleinowych i innych zwigzkéw

W ostatnich latach poczyniono wiele bardzo interesujgcych obserwaciji,
wskazujacych na powinowactwo poliamin do niektérych czasteczek o zna-
czeniu biologicznym, a w szczegélnosci do kwaséw nukleinowych. O ist-
nieniu silnych pofaczen tego typu Swiadczy szereg zjawisk obserwowa-
nych zaréwno in vivo, jak i in vitro. Wiadomo na przykiad, ze fagi Esche-
richia coli parzystej serii T zawierajg pewne ilosci poliamin, ktére nie
ulegajg wymianie z poliaminami zawartymi w $rodowisku, prawdopodob-
nie ze wzgledu na nieprzepuszczalnos$¢ otoczki biatkowej. Poliaminy fagéw
wstrzykiwane sg do komorek bakteryjnych razem z DNA (s, 9, 89), cho-
ciaz wigzanie pomiedzy kwasem nukleinowym i poliaminami nie ma cha-
rakteru kowalentnego. Spermina ochrania aktywnos¢ transformujgca kwa-
su dezoksyrybonukleinowego podczas denaturacji cieplnej (225). Do naj-
ciekawszych nalezg niewatpliwie obserwacje poczynione w toku badan
nad transformacjg komdrek zwierzecych. Szybalska i Szybalski
(216), ktdérzy opisali takg transformacje w hodowli komorek ludzkich,
stwierdzili, ze obecno$¢ sperminy w uktadzie jest niezbednym czynnikiem
umozliwiajgcym przeprowadzenie transformacji.

W latach czterdziestych w toku badan nad antybakteryjna czynnoscia
sperminy i spermidyny stwierdzono antagonistyczne dziatanie kwaséw
nukleinowych w stosunku do poliamin (22). W pozniejszych pracach
Razin i Rozansky (179) stwierdzili, ze spermina i inne poliaminy
wytrgcajg kwasy nukleinowe, przy czym zwigzki aminowe odnajduje sie
w osadzie. Stwierdzono réwniez, ze spermina wytrgca RNA wirusa mozaiki
tytoniowej (20) i wirusa zétej mozaiki rzepy (154), sSRNA (31), a réwniez
szereg polinukleotydow (100). Potgczenia kompleksowe sperminy z kwa-
sami nukleinowymi sg nierozpuszczalne w ss°0 alkoholu etylowym (113,
114, 261). O tatwosci z jakg tworzg sie potaczenia pomiedzy syntetycz-
nymi polinukleotydami i poliaminami S$wiadczy fakt, ze dodanie sper-
miny do roztworu soli barowej kwasu poliurydylowego powoduje uwol-
nienie kationdw barowych, a polinukleotyd wytrgca sie w postaci kom-
pleksu z aming (53).

Badania charakteru potgczenn pomiedzy poliaminami i kwasami nukle-
inowymi utrudnia staba ich rozpuszczalno$¢ przy wyzszych stezeniach
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amin, i silna tendencja do adsorbowania sie na powierzchniach statych.
Wiadomo jednak, ze istotny wptyw na trwato$¢ komplekséw poliamin
z kwasami nukleinowymi maja sita jonowa i pH S$rodowiska, a réwniez
sktad nukleotydowy kwasu nukleinowego. Nierozpuszczalne kompleksy
kwaséw rybonukleinowych i dezoksyrybonukleinowych z poliaminami
tworzg sie z tatwos$cig w wodzie destylowanej. Przy otrzymywaniu DNA
metodg fenolowg poliaminy pozostajg razem z kwasem nukleinowym
w warstwie wodnej i tworzg osad (s, 202). Podwyzszenie sity jonowej
roztworu prowadzi do rozpuszczenia sie osadu (20, 141, 179, 226). Wielo-
krotne wytragcanie DNA alkoholem etylowym z roztworéw o wysokiej sile
jonowej pozwala na oddzielenie poliamin.

Zalezno$¢ rozpuszczalno$ci potgczen poliamin i kwasow nukleinowych
od pH $rodowiska i od skiadu nukleotydowego kwaséw nukleinowych
zostata wykazana w badaniach Cantoni’ego (31) oraz Huanga
i Felsenfelda (100). Cantoni, stosujagc wytrgcanie za pomocg
sperminy uzyskal czesciowe rozfrakcjonowanie sRNA watroby krdlika.
Otrzymane przez niego frakcje byly 2-3 razy bogatsze w sRNA przeno-
szgcy waline i proline. Jednakze przeprowadzenie frakcjonowania byto
mozliwe tylko przy S$cisle kontrolowanym pH. Najlepszy rozdziat otrzy-
mywano przy pH 5,6, stabszy w pH 5,2, natomiast frakcjonowanie nie za-
chodzito podczas wytrgcania sperming w pH 4,8 lub 6,0. Podobne wyniki
uzyskali Huang i Felsenf eld w badaniach nad kompleksami syn-
tetycznych polirybonukleotydéw ze sperming (100): w pH 6,5 poliA i polil
byty catkowicie wytrgcone, natomiast do wytracania poliC lub poliU
w tych samych warunkach niezbedny byt nadmiar sperminy. PoliAU byt
nierozpuszczalny w obecnosci sperminy w zakresie pH 4,5—s,s, podczas
gdy polilC byt przy pH 51—se.s praktycznie catkowicie rozpuszczony,
wyrazne wytracanie rozpoczynato sie przy pH 4,5, aw pH 4,1 70% kom-
pleksu przechodzito do osadu.

Felsenfeld i Huang (52, 54) badali réwniez tworzenie si¢ po-
taczen miedzy poliaminami a DNA i sRNA metodg konduktometryczna.
Stosowali oni roztwory o niskich stezeniach, w ktérych tworzace sie kom-
pleksy pozostajg rozpuszczone i stwierdzili, ze w takich warunkach czas-
teczki kwaséw nukleinowych wigza jeden réwnowaznik sperminy na mol
fosforanu.

Wiele danych uzyskano za pomocg metody spektrofotometryczne;j.
Keister (114) stwierdzit, ze dodanie sperminy obniza gesto$¢ optycznag
roztworéw wodnych RNA przy 260 min. Felsenfeld i Huang (52,
53) obserwowali wyrazny efekt hypochromowy po dodaniu putrescyny,
kadaweryny lub 1,10-dwuaminodekanu do roztworu mieszaniny poliA
i poliU. Podobnie zachowuje sie mieszanina polil i poliC (100). Efekty
hypochromowe tego rodzaju zwigzane sg z tworzeniem sie uktadu podwdj-
nej spirali z jednoniciowych polinukleotydéw. Mechanizm takich przej$¢
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jest z pewnoscig ztozony, ale wydaje sie, ze na pierwszym ich etapie
udziat poliamin polega na zobojetnieniu reszt fosforanowych. Silne fa-
dunki ujemne zgromadzone na tych ugrupowaniach sg z pewnoscig prze-
szkodg w zblizeniu dwoch czasteczek polinukleotydowych. Podobne efek-
ty hypochromowe wywotujg jony magnezowe, ktore sg nawet bardziej
efektywne.

Do blizszego scharakteryzowania wzajemnego oddziatywania poliamin
i kwasow nukleinowych przyczynity sie badania nad cieplng denaturacja
kwasow nukleinowych i efektem ochronnym poliamin (139, 142, 151, 226).
Stwierdzono (226), ze Tm (t.zw. ,temperatura topnienia”) DNA grasicy
cielecej, ktéra w 0,03M NaCl wynosi 76,1°C wzrasta o 2°C w obecnosci
10—eM sperminy, a dodanie 1,7*10~8V tej aminy powoduje podwyzsze-
nie Tm az o 9°C. Spermidyna, putrescyna i MgCl2 uzyte jednak w znacz-
nie wyzszych stezeniach wywotujg podobne efekty. Podwyzszenie Tm
DNA przez aminy i MgCI2 nie jest spowodowane zmiang sity jonowej
srodowiska, gdyz odpowiednie efekty mozna osiggna¢ dopiero przy steze-
niach NaCl 105 razy wyzszych od stezen sperminy, a 102 lub 103 razy
wyzszych w poréwnaniu z pozostatymi zwigzkami. Nalezy nadmieni¢, ze
alifatyczne monoaminy o wzorze CH3ICHZ2nNH2 (n= 0-6) ostabiajg termo-
stabilno$¢ DNA, przy czym ich oddzialywanie wzrasta proporcjonalnie do
dtugosci tancucha (151).

Efekt stabilizacji termicznej DNA przez poliaminy jest zalezny od
wielu parametréw. Podwyzszenie tzw. ,temperatury topnienia” jest pro-
porcjonalne do stezenia poliaminy w $rodowisku, dla okre$lonego prze-
dziatu stezeA. Po przekroczeniu gérnej granicy tego przedziatu
obserwuje sie efekt nasycenia, dalsze dodawanie poliaminy nie
poteguje efektu stabilizacji, a ,temperatura topnienia” pozostaje na no-
wym, podwyzszonym poziomie. Wyrazny wptyw na efekt stabilizacji ma
sita jonowa S$rodowiska. Oddziatywanie poliamin na przebieg termicznej
denaturacji DNA jest stabsze w roztworach o wyzszej sile jonowej. Swiad-
czy to o jonowym lub wysoce polarnym charakterze wigzan pomiedzy
czasteczkami amin i kwaséw nukleinowych. Stwierdzono réwniez (141), ze
efekt stabilizacji DNA zalezy od wielkosci czasteczki dwuaminy. Zalez-
nos¢ te przyktadowo ilustruje rysunek 5.

Jak wida¢ najsilniejszy efekt obserwuje sie w przypadku kadawery-
ny. Wptyw innych amin na podwyzszenie ,temperatury topnienia” ulega
wyraznemu ostabieniu zarébwno w miare wydtuzania jak i skracania tan-
cucha.

Podobne doswiadczenia z kwasami dezoksyrybonukleinowymi wy-
odrebnionymi z grasicy cielecej, faga T2 oraz wielu mikroorganizmoéw,
wykazaty zalezno$¢ pomiedzy efektem wywotywanym przez aminy a skia-
dem nukleotydowym DNA (141—143). Okazato sie, ze podwyzszenie ,tem-
peratury topnienia” jest proporcjonalne do zawartosci adeniny i tyminy
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w DNA. Na podstawie ekstrapolacji danych doswiadczalnych mozna prze-
widywad, iz wartos¢ przyrostu ,,temperatury topnienia” dla sktadu nukle-
otydowego A+ T = (%0, G+ C = 100% spadtaby do zera, a zatem nalezy
oczekiwaé, ze efekt podwyzszenia ,temperatury topnienia” nie wystapi
dla poliGC.

Rys. 5. Przebieg denaturacji cieplnej DNA grasicy cielecej w zalezno$ci od diugosci
aminy dodanej do $rodowiska
0 — bez amin, 2-9 — liczby oznaczaja ilo$¢ grup metylenowych w czasteczce dodanej aminy.

Aminy dodawane byty do uzyskania stezenia 10~3M w wodnometanolowym roztworze o niskiej
sile jonowej (wg 141)

Poliaminy ochraniajg DNA przed denaturacjg przez rozpuszczalniki
takie jak: glikol etylenowy, dwumetylosulfotlenek i N,N-dwumetyloform-
amid. Modyfikujg one rowniez denaturacje zachodzacag pod wplywem
Srodowiska o niskim pH, jednakze ten efekt jest niezalezny od dlugosci
tancucha aminy (151).

Poliaminy stabilizujg zarbwno DNA pochodzenia naturalnego jak
1polidAdT, natomiast nie wptywajg stabilizujgco na jednoniciowy DNA,
RNA ani tzw. ,kwasny” kwas poliadenylowy, ktory moze stuzyé jako mo-
del dwuniciowego RNA. Oznacza to, ze dla wystapienia efektu stabilizacji
pod wptywem poliaminy nie wystarcza ani dwuniciowa struktura, ani jej
uktad spiralny, ani obecno$¢ dezoksyrybozy. Zebrane dotychczas dane
nie wyjasniajg charakteru tego efektu. Wydaje sie, ze jednym z gtéw-
nych czynnikéw jest tu czeSciowe znoszenie odpychania pomiedzy ujem-
nie natadowanymi resztami fosforanowymi tancucha DNA. Jednak znacz-
nie wyzsze efekty uzyskiwane za pomocg poliamin w poréwnaniu z in-
nymi kationami dwuwartoSciowymi wskazujg, ze wchodzi tu w gre bar-
dziej ztozony mechanizm niz zwykle zobojetnianie. Najbardziej prawdo-
podobnym miejscem przytgczenia przynajmniej jednego z krancéw polia-
miny jest reszta fosforanowa znajdujgca sie w tancuchu DNA. W wig-
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zaniu drugiego kranca czasteczki poliaminy moze gra¢ szczegdlng role
adenina lub tymina, albo tez para tworzona przez te dwie zasady. Na
mozliwos¢ taka wskazujg zaleznosci efektu stabilizacji od sktadu nukleo-
tydowego DNA i od dtugosci tancucha zwigzkéw aminowych (141).

Poza licznymi danymi charakteryzujagcymi oddziatywanie poliamin
na kwasy nukleinowe znane sg fakty wskazujgce na powinowactwo polia-
min do innych czasteczek o znaczeniu biologicznym. Dla przyktadu przy-
toczymy dane Swiadczace o oddziatywaniu pomiedzy poliaminami i fosfo-
lipidami. Wiadomo, ze lecytyny znoszg przeciwbakteryjne dziatanie sper-
miny (22, 76, 179), a fosfolipidy w rozcienczonych roztworach tworzg kom-
pleksy z poliaminami (179). Niektorzy badacze ttlumaczg stabilizacje bton
komorkowych przez poliaminy oddziatywaniem pomiedzy nimi a fosfoli-'
pidami. Istniejg rowniez dane wskazujgce na tworzenie sie kompleksow
pomiedzy sperming i spermidyng a heparyng (s, 7, 137, 219).

Rola biologiczna poliamin — fakty i hipotezy

Poliaminy a r6znicowanie komorkowe. Pewne przestanki wskazujg na
mozliwo$¢ udziatu poliamin w procesach réznicowania komérkowego.
Dominujace obecnie poglady na temat mechanizmoéw réznicowania komo-
rek mozna przedstawi¢ nastepujaco. Z zygoty zawierajacej catg infor-
macje dziedziczng danego organizmu powstajg droga podziatow mitotycz-
nych wszystkie komorki ustroju wielokomoérkowego. Mitoza zapewnia
rownomierny podziat materiatu dziedzicznego, zatem wszystkie komorki
w organizmie wielokomorkowym zawierajg takg samg informacje dzie-
dziczng. Niemniej jednak mozemy w wielokomérkowym organizmie wy-
rézni¢ co najmniej 100 typéw komorek. Przyjmujgc, iz rdznicowanie
komérkowe jest procesem realizacji informacji dziedzicznej musimy
dojs¢ do wniosku, ze w procesie tym zachodzi realizacja czesci infor-
macji dziedzicznej. Mowigc inaczej, w réznych typach komérek funkcjo-
nuja rozne geny, podczas gdy czynno$¢ pozostatych genéw jest zablo-
kowana. Powstaje oczywiScie pytanie: jakie jest miejsce tej blokady
w tancuchu proceséw od genu do produktu? Ze wzgledéw energetycz-
nych najbardziej korzystna wydaje sie blokada poczgtkowego ogniwa
tego tancucha czyli blokada samych genéw. Obecnie prawie powszechnie
uwaza sie, ze materiatem dziedzicznym u znakomitej wiekszosci gatun-
kow jest DNA, wystepujacy w komérce najprawdopodobniej w komplek-
sie z histonami. Wielu autoréw przypuszcza,’iz wtasnie histony odgry-
wajg role czynnika blokujacego rézne geny (29, 236), hamujgc matrycowa
funkcje DNA w stosunku do RNA. Doswiadczenia wykonane w celu
sprawdzenia stusznosci hipotezy o represorowej roli histonéw wykazaty,
ze po usunieciu z nukleohistonu skfadnika histonowego znacznie wzrasta
wydajnos¢ syntezy RNA zaleznej od DNA (3, 4, 98). Natomiast dodanie
histonu do uktadéw bezkomérkowych, hamuje synteze RNA zalezng od
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DNA (3, 98, 99). Takze pewne obserwacje cytologiczne przemawiajg za
hipoteza o represorowej roli histonéw w stosunku do gendw (102, 147).
W sposéb najbardziej przekonywujacy przemawiajg za stusznoscig przed-
stawionych tu pogladéw badania Bonnera i wsp. (29) nad wpltywem
histonow na synteze biatek w zarodkach grochu. Ts’o i Bonner (236)
dokonali ostatnio przegladu mozliwych mechanizméw dysocjacji komple-
ksu DNA-histon. Ich zdaniem dysocjacja taka moze zachodzi¢ w komdrce
na skutek:
1) lokalnego zwiekszenia stezenia elektrolitow,
2) oddziatywania wzajemnego z polianionami, np. kwasnymi biatkami
lub kwasami nukleinowymi,
3) oddziatywania wzajemnego z polikationami np. z poliaminami,
4) enzymatycznej hydrolizy histonu,
5) zmiany konformacji DNA i histonu w kierunku zmniejszania ich wza-
jemnego powinowactwa.
Autorzy ci faworyzuja udziat poliamin w dysocjacji kompleksu DNA-hi-
ston. Obecnie brak jeszcze wielu waznych informacji koniecznych dla
ugruntowania tej hipotezy. Zbyt mato wiemy o wplywie poliamin na
dysocjacje kompleksu DNA-histon, nie znamy doktadnie stezenia, lokali-
zacji ani przemiany tych zwigzkéw wewnatrz komorki. Istniejg jednak
fakty, ktore hipoteze te czynig atrakcyjng. Mamy tu na mysli przede
wszystkim wyniki badan nad wptywem poliamin na zalezng od DNA
synteze komplementarnego RNA. Reakcja ta katalizowana jest przez
polimeraze RNA a dla jej przebiegu konieczna jest obecno$¢ w uktadzie
nukleozydo-trojfosforanéw wszystkich czterech zasad, wchodzacych
w skiad RNA oraz dwuwartosciowych kationéw Mn++, Co++, Mg++
a takze ,,primera” DNA. W przedstawionych tu badaniach stosowano nie-
oczyszczong polimeraze zawartg w wyciggu z E. coli (46, 234) a pdzniegj
oczyszczone preparaty enzymu pochodzace z Micrococcus lysodeicticus
(58, 243) i Azotobacter vinelandii (132). Jako ,,primer” stuzyt natywny
lub zdenaturowany DNA z grasicy cielecej, watroby szczura, plemnikéw
tososia, plemnikéw jezowca oraz z A. aerogenes, S. marcescens, P. fluo-
rescens, M. lysodeicticus, E. coli, fagow T2 i T4 Stwierdzono, ze putres-
cyna, spermina, spermidyna i kadaweryna w matych stezeniach powodujg
znaczng, niekiedy trzykrotng, stymulacje syntezy RNA. Poliaminy w wyz-
szych stezeniach, powodujgc wytrgcanie sie DNA, hamuja te reakcje.
Optymalny efekt uzyskuje sie przy roéznych stezeniach poszczeg6lnych
poliamin. Interesujgce jest, ze stymulacje syntezy RNA obserwuje sie
po dodaniu poliamin (sperminy) na poczatku inkubacji, jak réwniez po
wprowadzeniu ich do uktadu po 60 min. inkubacji. Ilo$¢ poliamin nie-
zbedna dla uzyskania maksymalnej wydajnosci syntezy zalezy od steze-
nia DNA. Stymulujacy efekt poliamin wystepuje w przypadku zasto-
sowania jako ,primera” natywnego DNA, a nie wystepuje kiedy role
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te spetnia cieplnie zdenaturowany DNA. Ustalono ponadto, ze poliaminy
hamujg czynno$¢ polimerazy RNA, jesli katalizowata ona synteze homo-
polimeru, tzn. jesli uktad zawierat trojfosforanowg pochodng tylko jed-
nej zasady (zamiast czterech) i natywny DNA (58) lub tez jes$li jako ,,pri-
mer” zastosowano syntetyczne polirybonukleotydy (132).

Mechanizm stymulacji syntezy RNA pod wptywem poliamin nie jest
znany. Doerfler i wsp. (46), ktérzy prowadzili badania z nieoczysz-
czong polimerazg RNA, postulowali, ze dziatanie poliamin polega na ha-
mowaniu nukleaz, zawartych w preparatach enzymatycznych. Poliaminy
chronig wprawdzie DNA i RNA przed degradacja zarbwno w uktadach
zawierajgcych cate komorki jak i w homogenatach komérkowych (io,
61, se, 114), efekt ten nie jest jednak rdwnoznaczny ze specyficznym ha-
mowaniem nukleaz. Badania wykonane na uktadach zawierajgcych oczysz-
czone nukleazy i poliaminy nie daly jednoznacznych wynikéw. W nie-
ktorych przypadkach uzyskiwano stabg aktywacje DN-azy i RN-azy,
a w innych ich hamowanie (10, 114, 154). Ochronne dziatanie poliamin
moze by¢ réwniez spowodowane wigzaniem przez nie kwaséw nukleino-
wych lub zmniejszonym uwalnianiem utajonych nukleaz w wyniku sta-
bilizacji struktur subkomorkowych.

Nalezy podkresli¢, ze stymulacje syntezy RNA pod wptywem poliamin
obserwowano takze w ukladach praktycznie nie zawierajgcych nukleaz.
Jak juz wspomniano pod wptywem poliamin stymulowane sg tylko nie-
ktore reakcje 'katalizowane przez polimeraze RNA. Uwzgledniajac te
fakty Krakow (132) oraz Weiss i Fox (243) postulujg, iz poliami-
ny moga wzmaga¢ uwalnianie nowoutworzonego mRNA z miejsca jego
syntezy. Dalsze badania wykazg, jaki mechanizm jest rzeczywiscie odpo-
wiedzialny za stymulujgce biosynteze RNA dziatanie poliamin.

Poliaminy a synteza biatka. Wielu autoréw badato wplyw poliamin
na synteze biatka, stosujgc bezkomdrkowe uktady pochodzace z bakterii,
drozdzy (147, 164, 234), watroby szczura (90, 91) i z biataczkowych ko-
moérek myszy linii L 1210 (166). Z badan tych wynika, iz spermina, sper-
midyna, putreseyna i agmatyna zastosowane w matych stezeniach zwigk-
szajg synteze biatka, natomiast w wiekszych stezeniach synteze te ha-
mujg. Interesujace jest, ze stymulujacy wptyw poliamin na synteze biat-
ka jest szczegOlnie wyrazny przy suboptymalnych stezeniach jonow Mg++.
Mechanizm tej stymulacji nie jest dostatecznie jasny. Martin i Ames
(147) stwierdzili, ze w uktadzie syntetyzujacym biatko in vitro, do kt6-
rego nie dodawano poliamin, tylko niewielki odsetek rybosoméw posia-
dat wspdétczynnik sedymentacji 100S, natomiast wiekszo$¢ zawarta byta
we frakcji 70S. Po dodaniu poliamin wzrastat udziat procentowy frakcji
rybosomow 100S, przy czym wzrost ten iloSciowo odpowiadat stymulacji
syntezy biatka przez poliaminy. Wyniki tych badan sugeruja wiec, ze
zwiekszenie syntezy biatka in vitro pod wptywem poliamin polega na
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wzmozeniu przeksztatcania rybosomdw 70S na rybosomy 100S. Obserwa-
cje Martina i Amesa s zgodne ze spostrzezeniami innych auto-
row, iz wieksze czgstki rybosomow uzyskuje sie u E. coli (37, 38) i S. ty-
plnimurium (147) po dodaniu poliamin do pozywki lub do ptynéw uzy-
wanych przy izolowaniu rybosoméw. Cohen i Lichtenstein (37)
postulowali, ze Mg++ i spermidyna sg u bakterii naturalnymi klamrami
taczacymi podjednostki wchodzace w skiad czastek rybosomalnych.
W konsekwencji przy matych stezeniach Mg++ i spermidyny wieksze
czastki rybosomalne rozpadajg sie na podjednostki. Watson (240)
przedstawia to w nastepujacej, bardziej og6lnej postaci:
Mg++ lub pollammy_ 205

L 30S + 505 - = mrceomamoooenene
K+

2. 2(70S) Mg+ lub P-O—Il?-rp-l-?y 100S
K+

Mechanizm tego spinania madgtby polega¢ na tworzeniu przez Mg~+
lub poliaminy wigzan jonowych pomiedzy ujemnie natadowanymi gru-
pami fosforanowymi RNA rybosomoéw. Wedtug W atson a (240) w zwigz-
ku z powyzszg hipotezg, nalezy zwrdci¢ uwage na dwa momenty:

1) Na podstawie badan in vitro w uktadach nie zawierajgcych jonow K+
stwierdzono, iz przy optymalnym dla syntezy biatka stezeniu jonéw mag*-
nezu (10~2M) okoto 50% czastek rybosomalnych wchodzi w skiad frak-
cji 70S a 50°/» w skiad frakcji 100S. Jednakze w rosngcych komorkach
bakteryjnych stezenie jonéw potasu wynosi¢ ma co najmniej 0,1M. W tych
warunkach, jak wynika z badan Capecchi (33) odsetek rybosoméw
100S jest znacznie zmniejszony, co podwaza teze o udziale tych czgstek
w syntezie biatka in vivo.

2) Aldehyd mréwkowy w odpowiednim stezeniu zapobiega tgczeniu sie
czgstek 30S i 70S. Uwaza sie, ze jest to spowodowane blokowaniem wol-
nych grup aminowych adeniny, guaniny i cytozyny. Pozwala to przy-
puszczac, iz czastki 30S i 50S mogg taczy¢ sie za pomocg swoistych wig-
zan wodorowych pomiedzy zasadami nukleotydowymi. Rola jonéw mag-
nezu i poliamin polegataby w konsekwencji gtéwnie na neutralizacji ta-
dunkéw na sasiadujagcych grupach fosforanowych.

Ostatnio Ochoa i Weinstein (167) sugeruja inny punkt zacze-
pienia dla sperminy w ukladzie syntetyzujgcym biatko. Autorzy ci sto-
sowali uktad bezkomérkowy pochodzacy z biataczkowych komorek my-
szy linii L 1210, jako mRNA stuzyt poliU, za$ miernikiem syntezy biatka
byto witaczanie do polipeptydu 14C-fenyloalaniny. W ukladzie tym sper-
mina w stezeniach od 10 6M do 10~4M zwiekszata wigczanie fenyloala-
niny. Natomiast w obecnosci sperminy w stezeniu 2*10“4M synteza poli-
peptydu byta dwukrotnie wolniejsza. Ochoa i Weinstein stwierdzili na-
stepnie, ze w ukladzie nie zawierajagcym sperminy zwiekszenie stezen
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poliU, sRNA lub mikrosomdéw powyzej stezen optymalnych powoduje
zwolnienie wiaczania fenyloalaniny. W ukfadach zawierajgcych spermine
0 stezeniu hamujgcym 2*10~4M zwiekszenie stezenia poliU lub sRNA osta-
bia hamujacy wptyw sperminy. Natomiast réwnowazne ilosci mikroso-
mow (zawierajgce réwne ilosci RNA) nie znosza hamujgcego dziatania
sperminy. Tak wiec wydaje sie, ze spermina dziata na mRNA i sRNA,
ale nie na RNA mikrosoméw. Nie wykluczono jednak mozliwosci iz sper-
mina taczy sie tatwiej z mRNA i SRNA i w ten sposéb wytaczona zostaje
mozliwos¢ jej reagowania z mikrosomami. Zgodnie ze wspdtczesnymi po-
gladami na synteze biatka poszczeg6lne czasteczki SRNA przytaczajg sie
do okreSlonych kodondw mRNA za pomocg wigzan kodonowych. Mozna
oczekiwac, iz zobojetnienie lub przestoniecie reszt fosforanowych sRNA
1 mRNA zwiegkszy stabilno$¢ wigzan kodonowych. To mogtoby zdaniem
Ochoa i Weinsteina ttumaczy¢ zdolnos¢ stymulowania syntezy biatka
przez spermine w niskich stezeniach. Natomiast spermina w wysokich
stezeniach hamowataby te synteze na skutek nadmiernej stabilizacji wig-
zan kodonowych, co zaktdcatoby odczytywanie informacji z mRNA. War-
to dodaé, iz ostatnio Friedman i Weinstein (60) stwierdzili, sto-
sujac uktad bezkomdrkowy pochodzacy z Bacillus stearothermophilus, ze
spermina zwiekszata zdolno$¢ poliU do kodowania leucyny, izoleucyny
i seryny. Zdaniem tych autoréw polikationy moga wzmaga¢ przytgczanie
sie SRNA do kodondw zawierajgcych zamiast trzech tylko dwa komple-
mentarne nukleotydy. Mogtoby to by¢ osiggane przez skuteczniejsza
neutralizacje grup fosforanowych sRNA i mRNA lub w wyniku powsta-
nia wigzan krzyzowych pomiedzy sRNA i kodonami.

Jak wynika z niniejszego przegladu poliaminy sg zwigzkami szeroko
rozpowszechnionymi w $wiecie organizméw zywych i wptywajg w istotny
spos6b na przebieg wielu waznych proceséw biologicznych, odbywaja-
cych sie na réznych poziomach organizacji materii zywej. Szczego6lnie in-
teresujacy i wymagajacy dalszych badan jest udziat poliamin w proce-
sie odczytywania informacji genetycznej a takze w regulacji syntezy
kwaséw nukleinowych i biatek. Dalsze badania powinny réwniez wyja-
$ni¢ wptyw poliamin na podziaty komoérkowe oraz ich oddziatywanie ze
strukturami subkomérkowymi.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych dotychczas badan nie moz-
na jeszcze ustali¢ czy istnieje i na czym polega jednolity mechanizm bio-
logicznego dziatania tej grupy zwigzkoéw. Interesujace mogtoby by¢ opra-
cowanie jednolitej teorii biologicznego dziatania poliamin w oparciu o ich
polikationowy charakter. Nalezy jednak watpi¢, czy wszystkie efekty dzia-
tania poliamin wyjasni¢ moze fakt, ze sg one organicznymi polikatio-
nami.
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HALINA AUGUSTYNIAK*

Budowa i wiasnosci 2,5-dwuketopiperazyny

The Structure and Properties of 2,5-diketopiperazine

Available data on chemistry and occurence of 2,5-diketopiperazine (DKP) are
reviewed. Despite the simplicity of the molecule some problems of its structure
and reactivity still requiring additional research are pointed out.

Uktad 2,5-dwuketopiperazyny (DKP) budzit swego czasu duze zainte-
resowanie w zwigzku z bezwodnikowg hipotezag budowy biatek. Obecnie
hipoteza ta stata sie nieaktualna, jednak niektérzy autorzy, m.in. Segal
(ss) dyskutujg nadal mozliwos¢ wystepowania w biatkach uktadéw DKP.
Dotychczasowe badania nie potwierdzajg tego pogladu, gdyz w biatkach
0 znanej strukturze nie znaleziono uktadéw typu DKP, a sporadyczne
doniesienia jakoby DKP ulegata dziataniu enzymow proteolitycznych nie
zostaly potwierdzone. Z ukiadem DKP spotykamy sie jednak czesto
w praktyce analitycznej w chemii biatek. Uwaza sie tez, ze jest on bardzo
waznym stadium przejSciowym przy syntezach aminokwaséw i pepty-
déw. Ostatnio za$ pochodne DKP staty sie interesujgce z uwagi na mozli-
wos¢ ich zastosowania jako antybiotykéw (56, 99). Ponadto ten ciekawy
cykliczny dwuamid stanowi czesto modelowy zwigzek w badaniach nad
struktura amidow, chociaz liczne aspekty jego budowy oraz wiasnosci do
dnia dzisiejszego nie sg w peini poznane i wymagajg bardziej szczegoto-
wych badan.

I. Warunki tworzenia sie 2,5-dwuketopiperazyn

Pierwsze doniesienie 0 zwigzku prawdopodobnie bedacym 3,6-dwuizo-
butylo-2,5-dwuketopiperazyng pojawito sie w 1849 r. w pracy Boppa
(32) dotyczacej wiasnosci tyrozyny i leucyny wyizolowanych z hydroli-
zatow niektérych bialek. Preparatyke tego zwigzku opisali nastepnie
Hesse (55 w 1860 r. i Kohler (65) w 1865 r. Ten ostatni stwierdzit,
ze przy ogrzewaniu glicyny w strumieniu HC1 powstaje DKP. Stosujac
witasnie te metode, otrzymano bezwodniki fenyloalaniny (43), alaniny
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(78) i sarkozyny (73). Nieco pézniej Curtius (40) zauwazyt, ze wilgotny
ester etylowy glicyny spontanicznie przeksztatca sie w DKP i ester etylo-
wy trojglicyloglicyny. Balbiano i Trasciatti (26, 27) obserwo-
wali podobng kondensacje glicyny przy ogrzewaniu jej w glicerolu. Po-
$rednim produktem byt ester glicerolowy aminokwasu, a gtéwnymi pro-
duktami koncowymi— DKP i nierozpuszczalny w wodzie polimer.
W 1901 r. Fisher i wsp. (45 donosili o szczegdlnie tatwej cyklizacji
estrow dwupeptydéw. W poréwnaniu z innymi dwupeptydy zawierajace
proline lub hydroksyproling wykazujg znacznie wiekszg sktonno$¢ do
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji z utworzeniem ukitadu DKP (81, 92).
WyraZzna tendencje do tworzenia ukladow DKP majg zwilaszcza wolne
estry dwupeptydéw prolinowych. Przy podwyzszonych temperaturach
réwniez same dwupeptydy wykazujg znaczng tendencje do przechodzenia
w DKP.

W dalszych badaniach stwierdzono, ze pochodne DKP tworzg sie fatwo
zaréwno z wolnych aminokwas6w jak i z catego szeregu ich pochodnych.
| tak tatwemu, a czasem spontanicznemu przeksztatceniu w uktady DKP
ulegaja estry aminokwaséw nawet w wodnych roztworach w normalnej
temperaturze. Nie jest to jednak regutg, gdyz estry etylowe m.in. tyrozy-
ny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny nie przeksztatcajag sie w odpowiednie
DKP w wodnym S$rodowisku, chociaz takie przeksztalcenie jest tatwo
osiggalne przy ogrzewaniu tych estrow w zamknietych probowkach
w temp. 150-180°C. Przeksztatcenie estrow metylowych a-aminokwaséw
z trzeciorzedowym a atomem C (np. kwasu a-amino-izomastowego) do
odpowiednich DKP przebiega z matymi wydajnosSciami (47).

Zauwazono (12, 44), iz ogbélnie szybkos$¢ tworzenia sie DKP spada ze
wzrostem ciezaru czasteczkowego zaréwno aminokwasow jak i podstaw-
nikow estrowych, oraz ze wymagana jest w takim przypadku wyzsza
temperatura, a wydajnosci s3 mimo to niskie.

Tworzenie sie¢ DKP zamiast odpowiednich hydrazydéw zaobserwowa-
no réwniez przy dziataniu hydrazyng na estry metylowe N-(tréjfluo-
ro-acetylo)-dwupeptydow (97). DKP tworzyty sie z wydajnoscia 70-80%,
a oczekiwane odpowiednie hydrazydy powstawaty jedynie w przypadku,
kiedy estry N-(tréjfluoroacetylo)-dwupeptydéw posiadaty na koncu tan-
cucha zawade przestrzenng np. grupe metylowa, jak w estrze metylowym
N-(tréjfluoroacetylo)-L-walylo-L-alaniny. Podobny wptyw wywierata hy-
drazyna na aktynomycyny: Brockmann i wsp. (34) otrzymali na tej
drodze bezwodnik D,L-N-metylo-walylo-sarkozyny. Przy dziataniu hy-
drazyng na N,N’-dwuacylowane i N,N’-dwu-(aminoacylowane)-DKP na-
stepuje transacylacja z utworzeniem odpowiedniej DKP i acylo- wzgled-
nie aminoacylo-hydrazydu (schemat 1). Reakcja ta moze stuzy¢ do wykry-
wania grup acylowych wzglednie aminoacylowych w pochodnych DKP

(21).



[31 DWUKETOPIPERAZYNY 97

Rowniez laktony niektérych hydroksy-aminokwasow, np. laktony kwa-
su a-amino-Y-hydroksy-walerianowego przy diuzszym staniu w temp. po-
kojowej przeksztatcajg sie w odpowiednie DKP (46).

R

0-GH—NHR H

o A o
rd cC ﬁh‘ﬁ’ ES R

+ IND-ND - | |+ 2RANH-OHCO-NH-ND

C OR C OR
o \ N O N

CO—CH—NHR A

R

Schemat 1. Dziatanie hydrazyny na N,N’-dwu-(aminoacylo)-DKP (wg 21)

Wreszcie w hydrolizatach biatek i peptydéw ukiady DKP moga poja-
wiac sie jako artefakty, czesto zmieniajagce w sposéb istotny wyniki analiz
(98). Obata iwsp. (74) wyizolowali z kwasnego hydrolizatu odttuszczo-
nych strakéw soji mieszane DKP, ktore zidentyfikowali jako pochodne
L-izoleucylo-L-waliny. Tamura i wsp. (96) niedawno doniesli réwniez
o0 izolacji kilku mieszanych DKP z handlowego preparatu peptonu.

Podczas hydrolizy biatek rozciedAczonymi kwasami istnieje mozliwos¢
zmiany porzadku aminokwaséw w peptydach, prawdopodobnie poprzez
odpowiednie DKP. Np. Sanger i Thompson (84) ogrzewajac gli-
cylo-waling w rozcienczonym kwasie solnym w temp. 110°C stwierdzili
jej czesciowa przemiane w walilo-glicyne.

Przy preparatywnym otrzymywaniu DKP wychodzi sie najczesciej
z wolnych aminokwaséw badz dwupeptyddéw. Symetryczne dwuketopi-
perazyny otrzymuje sie tatwo ogrzewajac odpowiedni aminokwas w gli-
cerolu badz w glikolu etylenowym (85, 90). Mieszane DKP otrzymuje sie
przewaznie z odpowiednich dwupeptyddéw przez ogrzewanie ich roztworu
lub zawiesiny w glikolu etylenowym w temp. 170-180°C (76, 85), wzgled-
nie przez ogrzewanie odpowiednich dwupeptydéw powyzej ich tempera-
tury topnienia (53).

Jak wspomniano, w praktyce analitycznej w chemii biatek i amino-
kwaséw pojawianie sie DKP jest czesto zrodiem blednej interpretacji
wynikow. Z jednej strony DKP moga powodowaé obnizenie oznaczanych
ilosci tych aminokwasow, z ktorych sie utworzyty, a z drugiej prowadzié
do podwyzszenia innych, gdyz ewentualnie powstate dwupeptydy moga
by¢ mylnie oznaczane jako aminokwasy. Ponadto z DKP moga sie two-
rzy¢ w warunkach kwasnej hydrolizy nie poznane blizej pochodne (praw-
dopodobnie kondensaty posrednich produktow hydrolizy ukiadéw DKP),
ktore reagujg z ninhydryng w sposob typowy dla aminokwaséw, cho¢ sa-
me DKP nie tworzg z ninhydryng barwnych produktéw (25). Powstate

7 Postepy Biochemii
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zwigzki o ukfadzie bezwodnikowym mozna na chromatogramach wybar-
wi¢ metodg Rydona-Smitha (80), a w roztworach przy pomocy
kwasu pikrynowego w S$rodowisku alkalicznym lub meta-dwunitroben-
zenu (87). lloSciowo oznacza sie DKP mierzac przyrost ekstynkcji kom-
plekséw miedziowych przed i po hydrolizie tych uktadow DKP. W ten
sposob okreslono np. ilosci DKP w produktach polikondensacji estrow
a-aminokwasow, gdzie tworzg sie one obok linearnych polipeptydow (76,
77). Wyraznie jednak odczuwa sie brak specyficznej i prostej metody
wykrywania i iloSciowego oznaczania tych ukladow, tym bardziej, ze mo-
zliwos$¢ powstawania DKP podczas hydrolizy biatek lub peptydéw wy-
maga sprawdzenia ich obecnosci w hydrolizacie.

Il. Budowa 2,5-dwuketopiperazyny

DKP byta pierwszym krystalicznym peptydem badanym przy pomocy
promieni X (39). Badania te wykazaty, ze jest ona ptaskim heksagonem
(z wyjatkiem atoméw wodoru grup metylenowych), a katy pomiedzy
wigzaniami wynoszg 120°+3°. Skrécenie odlegtosci CH2ZN do 141 A
i CH2C do 1,47 A w porownaniu z normalnymi wartosciami dla wigzan
pojedynczych (1,47 A i 154 A) Corey przypisuje hiperkoniugacji (38).
Dtugosé wigzania 0=0 (1,25 A) iC-N (1,33 A) rowniez $wiadczg o mezo-
merii uktadu amidowego (I). "

HN--C= 0 n - HN= C— 0U
/ °H
— C— NH —C
(Laktaragua PR dmows
n
H O H R
N-—N C/
R R' R~
.cis' Jrans"

W przypadku P-glicyloglicyny dtugos¢ wigzania C=o wynosi 123A,
0

a C-N 1,29 A; katy pomiedzy wigzaniami c wynoszg 125° (28). Dla
N

acetamidu Srednia dtugo$¢ wigzania C=0 przybiera natomiast wartos$¢

128 A. Dla amidow w ogole przyjmuje sie $rednig dtugo$¢ wigzania

o

N-C jako 1,36 A (89). Jak wiec wida¢ w DKP odpowiednie odlegtosci
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sg znacznie krétsze niz w normalnych lub w N-podstawionych amidach.
tacznie z symetrycznosciag katéw pomiedzy wszystkimi wigzaniami
w pierscieniu i ptaskag budowg DKP wydaje sie to przemawia¢ za znacz-
nym sprzezeniem typu aromatycznego w tym zwigzku. W przeciwienstwie
do krysztatdw aminokwasdw, krysztaly DKP sg bardzo proste, co jest

wynikiem geometrycznej prostoty czasteczki. Pomiedzy grupami ~NH

a atomami tlenu istniejg wigzania wodorowe o diugosci 2,85 A, ktére
uktadaja czasteczki DKP w ptaskie rdwnolegte tancuchy lub wstegi.
Przylegajace fancuchy sg utrzymywane przy pomocy sit Van der Waalsa
(39). Komorka Bravais dla krysztatow DKP zawiera 2 czasteczki, ktore
nie s powigzane wigzaniami wodorowymi, stad wibracje siatki krysta-
licznej maja niskie czestosci (91).

, Tablica 1

Obserwowane (vQ i obliczone (vc) czestosci DKP (w cm-1) i jej deuterowanej pochodnej oraz ich
interpretacja (wg 49)

CH2CO-NH2 (CH2CO-ND)2 Interpretacja
\0 Ve \o Ve
1690 1657 1675 1639 C—O drg. rozciggajace
1443 1450 NH drg. zginajagce w ptaszczyznie
1340 1383 1349 1381 C-N drg. rozciggajace i C-CH2drg. rozciggajace
1232 1195 N-D drg. zginajgce w ptaszczyznie i N-CH2 drg.
rozciggajace
1075 1056 N-CH2 drg. rozciagajace i C =0 drg. zginajace
w plaszczyznie
970 1010 N-CH2 drg. rozciggajace i N-D drg. zginajace
w plaszczyznie
910 892 C-CH2 drg. rozciggajace, C =0 drg. zginajace w
w ptaszczyznie i C-N drg. rozciggajace
887 812 C-CH drg. rozciggajace i N-D drg. zginajace w
plaszczyznie
806 728 780 720 CH2C-N drg. deform. i C-N-CH2drg. deformacyj-
ne
449 403 446 401 C =0 drg. zginajace w plaszczyznie i N-CH2 drg.

rozciggajace

DKP byta obiektem licznych badan spektroskopowych w podczer-
wieni. Miaty one na celu petng interpretacje widma tego zwigzku i jego
deuterowanej pochodnej —a wiec przypisanie poszczeg6lnych pasm ab-
sorpcji okreslanym typom drgan, oraz ustalenie, ktéra z mozliwych form

&
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tautomerycznych dominuje w okre$lonych warunkach. Chodzito wiec
rébwniez o ustalenie, czy DKP tworzy trwate formy enolowe i czy wig-
zanie podwojne w ewentualnym enolu jest umiejscowione pomiedzy
C i N czy tez pomiedzy dwoma atomami C. Rozwigzanie pierwszych
z wyzej wymienionych zagadniei zawdzieczamy gtdwnie pracom uczo-
nych japonskich (49, 70, 71, 91). DKP stuzyta w ich badaniach jako mode-
lowa substancja przy analizie wzajemnego oddziatywania drgan rozcig-
gajacych wigzan C=0 i C-N oraz drgan zginajacych grup NH. Ponadto
badacze ci dazyli do okreslenia potozenia pasm grupy cis amidowe;j.
Oprocz preparatow DKP krystalizowanych z wody stosowano rowniez
prébki krystalizowane z DzO. Badania te, oraz inne doprowadzity do pet-
nej charakterystyki widma DKP w podczerwieni, przy czym na podkres-
lenie zastuguje fakt, ze czestosci drgan obliczone dla poszczegdlnych wig-
zan dosy¢ dobrze zgadzaly sie z wartoSciami wyznaczonymi dos$wiadczal-
nie. Charakterystyczne pasma absorpcji DKP sg przedstawione w tabli-
Cy 1.

Amidy kwasowe posiadajgce atom wodoru przy azocie zdolne sg do
przemiany tautomerycznej amidowo-iminowej (II).

Mimo ze tautomerycznej odmiany iminowej nie wydzielono, udato sie

stwierdzi¢ dla podstawionych amidéw zahamowanie swobodnego obrotu
@]

wokoét wigzania N-C iw konsekwencji ich wystepowanie w formach

cis i trans (1.

Na podstawie wielu prac dotyczacych widm w podczerwieni mono-
podstawionych amidow ustalono, ze grupy CO-NH trans wykazujg | pasmo
amidowe przy 1650 cm—i i Il przy 1550 cm-1, podczas gdy grupy CO-NH
cis tylko | pasmo amidowe. W widmie DKP w ktérej wystepuje ukiad
cis, pasmo to lezy przy 1690 cm-1, a w zwigzku deuterowanym przy
1675 cm-1 (70). 70Vo energii potencjalnej tego pasma jest zwigzane z drga-
niami rozciggajacymi wigzania C=0, a wiec udziat drgan rozciggajacych
wigzania C-N, a szczeg6lnie drgan zginajacych wigzania N-H w tym pas-
mie jest nieznaczny (71).

Grupy cis i trans amidowe wykazujg rowniez absorpcje odpowiednio
przy 3200 cm-1 i 3100 cm—: oraz przy 3300 i 3100 cm-: (70). Darmon
i wsp. (42) przypisujg pasma przy 3060 cm-1 i 3100 cm-1 drganiom roz-
ciggajacym grup vNH amidéw cyklicznych (np. w y butyrolaktamie,
3,3,6,6-tetrametylo 2,5-dwuketopiperazynie) w fazie skondensowanej. Te
dwa pasma powstaty z cis konfiguracji grup CO-NH. Znikajg one w roz-
cienczonym CC14, gdzie nie ma mozliwosci wigzan wodorowych, natomiast
pojawia sie pasmo przy 3420 cm-1. Mizushima (72) na przyktadzie
5-walerolaktamu, s-kaprolaktamu i DKP przypisuje cis konfiguracji pas-
ma przy 3210—3240 cm—: i 3070 cm-1. Bellamy (29) zwraca uwage
na pasmo przy 3175 cm—: wystepujace w widmie laktaméw, w ktorych
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istnieje mozliwo$¢ powstawania wytgcznie uktadéw cis amidowych. F u-
kushima iwsp. (49) zajmujac sie okre$leniem normalnej wibracji DKP
i jej deuterowanej pochodnej, okreslili potozenie tzw. pasm cis amidowych
I, I, Il i IV przy nastepujacych czestoSciach:

1690 cmu: — cis amidowe pasmo |

1443 ” - 1] 7 1) “
1340 ” BT ” ” Il
449 — ” . IV
Przy deuterowanej pochodnej potozenie pasm cis amidowych I, 111 i IV

nie ulega duzym zmianom, przesuniete jest jedynie pasmo cis amidowe Il
(silnie sprzezone z drganiami rozciggajagcymi C-N i C-C wystepujacymi
przy 1195 i 812 cm-4).

Widmo elektronowe DKP w H2 wykazuje maksimum przy 1850 A.
Ham i wsp. (54) przypisujg je addytywnej absorpcji obu grup CO-NH.
Poréwnujac to pasmo z odpowiednimi pasmami widma dwupeptyddw
faricuchowych, autorzy zauwazyli mniejszg intensywnos$¢ absorpcji DKP,
co probujg wyttlumaczy¢ skreceniem wigzania N-H poza ptaszczyzne grup
CO-N wyniktg z utworzenia pierscienia. Saidel badajgc absorpcje
wigzania peptydowego w UV (82) porownywat widmo DKP w HD z wid-
mami glicyny i poliglicyny i stwierdzit, ze jest ono r6zne od widma gli-
cyny o rdGwnowaznym stezeniu (podobna prawidtowo$é wystepuje w przy-
padku alaniny i jej bezwodnika (83)).

Badania spektroskopowe majgce na celu wyjasnienie mozliwosci pow-
stawania enolowych form DKP nie doprowadzity jeszcze do wyciagnie-
cia ostatecznych konkluzji. Wiadomo, ze forma ketonowa ugrupowania
amidowego charakteryzuje sie znaczng energig rezonansu, forma enolo-
wa (laktimowa) posiada jednak korzystniejsze warunki dla aromatycznego
sprzezenia wigzan podwdjnych wewnatrz pierscienia, z czym wigze sie
réwniez znaczna energia rezonansu. Obecno$¢ azotu, ktérego wolna para
elektronéw stwarza rézne mozliwosci oddziatywan wewnatrzczasteczko-
wych wpltywa na ztozono$¢ krzywych absorpcji. Poréwnujgc widma DKP
i jej 3,3,6,6-tetrametylowej pochodnej w rejonie 3571—2778 cm+1 Ke 11-
ner (61) wykazuje duze podobiefstwo cech obu tych substancji. Ten
fakt oraz brak pasma -OH przy 3485 cm-1 a takze pasma grup =CN
przy 3090 cm-:1 i 3030 cm-1 wskazuje wg niej, ze DKP w stanie kry-
stalicznym wystepuje w formie ketonowej. Wykluczajgc mozliwosé
istnienia formy enolowej o wigzaniach podwdjnych pomiedzy atomami
C (enol C=C), autorka dopuszcza jednak nieznaczny udziat enolu ty-
pu N=C w widmie formy ketonowej DKP. Shibata i wsp. (90) na
podstawie swych badan spektroskopowych dochodzg do wniosku, ze row-
niez w roztworach wodnych DKP, N,N-dwumetylo- i 3,6-dwumetylo-
-2,5-dwuketopiperazyna wystepujg w formach ketonowych.
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Czesto o rébwnowagach tautomerycznych zwigzkéw decyduje pH roz-
tworu, wplywajgc tym samym na widoczng zmiane potozenia wzglednie
intensywnos$ci poszczegélnych pasm absorpcji. W przypadku DKP Sai-
del (82) stwierdza, ze zmiany pH majg maty wptyw na widmo elektro-
nowe tego zwigzku.

Ciekawe sg wyniki badania struktury wolnych rodnikow DKP wytwo-
rzonych pod wptywem naswietlania promieniami X. Lin i wsp. (s8)
proponujg strukture wolnego rodnika (IV/) przedstawiong na str. 104.
Zauwazyli oni wystepowanie znacznej gestosci niesparowanego elektronu
przy weglu Ca i przyjmuja, ze rodnik tworzy strukture w ktérej wolny
elektron fgczy orbitale n obejmujgce atomy C2 N3 Ca i Os (V).

I11. Problem enolizacji 2,5-dwuketopiperazyny

Budowa czasteczki DKP sugeruje mozliwo$¢ wystepowania tego zwigz-
ku w wielu enolowych formach tautomerycznych. Nad otrzymaniem
i charakterystyka tych form pracowano od dawna. W 1926 r. Abder-
halden i wsp. (2, 3, 4) opisali metode otrzymywania jednej z takich
form, polegajgca na ogrzewaniu DKP z tyrozyng w glicerolu w tempe-
raturze 200°C, lub samej DKP w anilinie, wzglednie glicyloglicyny w dwu-
fenyloaminie. Autorzy ci podawali, ze przejscie formy ketonowej w eno-
lowa nie zachodzi ilosciowo. Otrzymanie nienasyconej formy N,N’-dwu-
metylo-2,5-dwuketopiperazyny, ktéra miata witasnosci podobne do formy
enolowej DKP, miato by¢ wg Abderhaldena i wsp. (4 dowodem,
ze powyzszymi metodami otrzymano enol typu C=C, tym bardziej, ze
w poréwnywalnych warunkach nie udato sie autorom otrzymac takiej
formy z 3,3,6,6-tetrametylo-2,5-dwuketopiperazyny (10). Poniewaz uzy-
skane wyniki wydawaty sie szczegllnie interesujagce w zwigzku z panu-
jaca woweczas hipoteza budowy biatek, autorzy starali sie potraktowac
zagadnienie szerzej. W kolejnych pracach (5, s) doniesli oni o otrzymaniu
enolowej formy bezwodnika leucynowo-glicynowego, ktéry scharakte-
ryzowali badajac szybko$¢ jego hydrolizy oraz syntetyzujac jego mety-
lowg pochodng. Doniedli takze o otrzymaniu enolowej formy 3,6-dwume-
tylo-2,5-dwuketopiperazyny, wychodzac z estru etylowego alaniny (4).
Enolowa forme DKP przeksztatcili rowniez w dwupeptyd, wykazujacy
jakoby nienasycony charakter (5). Poczynili takze pewne obserwacje nad
wiasnosciami otrzymanych ,.enoli”. | tak: forma enolowa DKP byta fat-
wiej rozpuszczalna w HZO, silniej adsorbowala sie na weglu aktywnym,
przy 90-100°C przechodzita w forme ketonows, szybciej sie rozkiadata,
przy rozpadzie zachowujgc sie inaczej niz forma ketonowa. Ulegata takze
z dobrg wydajnoscig reakcji ozonolizy, miata wyzszy wspotczynnik re-
frakcji oraz tworzyta z tatwoscig eter metylowy (3, 5, 6, 8, 9, 18). Dzia-
taniem kwasu benzoesowego na enolowg forme Abderhalden i wsp. otrzy-
mali jednopodstawiong pochodng benzoilowa (4). Nawet trudno$ci w izo-
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lacji z hydrolizatéw biatkowych optycznie czynnych aminokwasow bez
domieszek form racemicznych Abderhalden i wsp. (5 ttumaczyli
wystepowaniem form enolowych w tancuchach polipeptydowych. Stoso-
wane przez nich testy barwne obejmowaly reakcje z KMnO04, reakcje
ksantoproteinowa, reakcje z czteronitrometanem oraz z kwasem pikry-
nowym. W przypadku tej ostatniej reakcji charakterystycznej dla ukita-
du bezwodnikowego, Abderhalden iwsp. (1) przystosowali dla DKP
metode Sasaki (87).

Duza labilnos¢ form enolowych, niedoskonato$¢ stosowanych reakcji
barwnych, brak danych o przeprowadzeniu pewnych podstawowych re-
akcji, lub tez niezbyt dokfadne ich opisanie sprawito jednak, ze wyniki
osiggniete przez Abderhaldena i wsp. budzity i budzg duzo watpliwosci.

W nastepnych latach oprocz pracy Botwinnika i wsp. (33), kto-
rzy donosili, ze otrzymali réwniez forme enolowg metoda ogrzewania
z aniling, nie byto publikacji moéwigcych o otrzymaniu tej formy DKP
metodg opisang przez Abderhaldena i wsp.. Botwinnik i wsp. wykazali
nienasycony charakter otrzymanej pochodnej DKP poprzez ,utlenienie”
wigzania podwdjnego kwasem nadbenzoesowym. Ciekawe, ze Kellner
(61), ktoéra w 1937 r. zajmowata sie tautomerig DKP, nie badata prepa-
ratu enolu DKP opisanego przez Abderhaldena i wsp. Ostatnio Augu-
styniak i wsp. (25) ponownie badajac niektére wiasnosci DKP, pro-
bowali uzyska¢ preparat formy enolowej metoda Abderhaldena i wsp..
Doktadne spektroskopowe badanie produktéw otrzymanych wyzej wy-
mieniong metodg doprowadzito do stwierdzenia, ze nie sg to formy eno-
lowe tego bezwodnika. Wydaje sie, ze metoda Abderhaldena i wsp. w naj-
lepszym razie prowadzi do powstania mieszaniny roznych pochodnych
DKP nie bedacych jednak formami enolowymi.

IV. Wiasnosci chemiczne 2,5-dwuketopiperazyny

W latach 20-tych pojawito sie wiele prac Abderhaldena, Kar-
rera, Granachera iinnych (11, 13, 16, 17, 19, 37, 47, 51, 52, 58, 59,
60, 69, 75, 79, ss) poswieconych reaktywnosci DKP, oraz metodom otrzy-
mywania i wiasnosciom jej pochodnych. Pomimo jednak obszernej litera-
tury na ten temat, caty szereg reakcji nie jest wyjasnionych i nie w petni
poznana zostata budowa wielu z otrzymanych pochodnych. | tak np.
Abderhalden iwsp. (7) donosili w 1924 r. o otrzymaniu dziataniem
chlorku tionylu na DKP ciekawego potgczenia o wzorze CsN20H:Cls,
ktérego struktura dotychczas nie zostata ostatecznie wyjasniona. Podob-
nie nie jest ustalona budowa zwigzku zawierajgcego fosfor, a otrzymanego
przez Gawritowa i wsp. (51) w wyniku dziatania PCls na DKP.
Wydaje sie, ze dalszych badan wymagajg takze proponowane (schemat 2)
przez Akim owag i wsp. (20) i Pietrowa i wsp. (75) mechanizmy
opisanej wczesniej (30, 36) reakcji pomiedzy DKP a aminami, gdyz autorzy
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ci niedostatecznie szczeg6towo podali charakterystyke wyizolowanych
produktéw posrednich postulowanych reakcji.

Wyjasnienia wymagajg takze roznice w zachowaniu sie soli srebro-
wych DKP wobec réznych czynnikéw. Sole srebrowe DKP byty stoso-
wane przez Karrera i wsp. (52, 58, 59, 60) jako substancje wyjsciowe
przy otrzymywaniu szeregu innych pochodnych DKP. Przy dziataniu na
sol srebrowg jodkiem metylu, Karrer i wsp. otrzymali z 50% wydajnoscig
N,N-dwumetylowg pochodng DKP, jednak reakcja z chlorkiem benzylu
miata catkowicie inny przebieg i prowadzita do utworzenia sie dwuben-
zylowego eteru 2,5-dwuhydropirazyny (Via).

Substancja ta reagujac z jodkiem metylu dawata N,N’-dwumetylo-2,5-
-dwuketopiperazyne. Po hydrolizie kwasem siarkowym otrzymano z niej
glicyne i alkohol benzylowy. Zwigzek VI moze wystepowa¢ w dwdch
postaciach tautomerycznych Via i VIb. Autorzy na podstawie otrzyma-
nych produktow rozpadu i zachowania sie¢ w kwasnym Srodowisku oraz
W oparciu o inne obserwacje uwazaja, ze zwigzek posiada raczej strukture
przedstawiong wzorem Via, jednak ostateczne rozstrzygniecie wymaga
dalszych dowodéw doswiadczalnych.

Alkilowaniem DKP zajmowat sie réwniez Granacher i wsp. (52).
Opisat on otrzymywanie z dobrg wydajnoscia N,N’-dwubenzylopochod-
nych DKP i udowodnit budowe uzyskanego preparatu reakcjami roz-
padu z utworzeniem chlorowodorku N-benzyloglicyny, wrazliwoscig
wobec kwaséw, a takze otrzymaniem N,N’-dwuarylopchodnych. Opisat
réwniez preparatyke N,N’-dwubenzylopochodnych wyzszych homologow
bezwodnika glicyny — alaniny i leucyny.

Ostatnio Augustin (24) donidést o nowych interesujacych synte-
zach pochodnych DKP podstawionych na azocie. Substancjg wyjsciowa
do tych syntez byta N,N’-dwuchlorometylo-2,5-dwuketopiperazyna, gdyz
jak wynikato zprac Cherbuliez i wsp. (37) oba atomy chloru sg bar-
dzo aktywne. Podstawienie ich fenolem, o-krezolem, p-krezolem, a-nafto-
lem w reakcji Friedla-Crafftsa dawato z wysoka wydajnoscig (rzedu
60-95%) catkowicie nierozpuszczalne w wodzie N,N’-dwu(o-hydroksy-
arylometylo)-2,5-dwuketopiperazyny. Przez wprowadzenie grupy sulfono-
wej do arylowego podstawnika Augustin otrzymat zwigzki tatwo roz-
puszczalne. Z prac Karrera i wsp. (58 59, 60) wynikato, ze z soli
srebrowej DKP mozna otrzymaé¢ pochodne podstawione zaréwno na azo-
cie jak i na tlenie. Takie rezultaty moga byé wynikiem wystepowania
soli srebrowej w dwdch postaciach (Vila i VIIb).

Sprawa soli srebrowych wigze sie z ogélnym problemem tworzenia
soli przez DKP. Doktadna struktura tych polgczen nie jest znana, ale
prawdopodobnie jest taka sama jak soli amidéw. Amidy nie posiadajg
wyraznego charakteru kwasnego ani zasadowego i w odpowiednich wa-
runkach moga tworzy¢ sole amidoniowe z kwasami (Villa, VIIIb), wzgle-
dnie sole metaliczne (I1Xa i IXb).
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W przypadku mocznika udowodniono (64), ze jego kation w solach
z silnymi kwasami ma strukture (X).

W pewnych przypadkach (z niektorymi anionami np. PtCI16 mozliwe
jest utworzenie sie soli ,,nienormalnej”, w ktérej kation ma strukture
przedstawiong wzorem XI.

©
b 0
R—C—N—R' xe R— C— NR3
| .
X i
Villa VIlb
R c o O— Me
- R— C
\HN— Me nHN
H nh2
"W ,
v nh2
h2n NH2
X C= 0... H...0=C/
h2n \nh2
X1
0]
R—C A8 R—Cy
N — Ag
H
Xl

W przypadku DKP tatwiej tworza sie zwigzki addycyjne, niz sole
o charakterze jonowym. | tak, jak wykazata Asahina (23) przy otrzy-
mywaniu soli srebrowych DKP tworzy sie rdwniez przejsciowy produkt
addycyjny, ktéry mozna wyizolowaé. Wiasciwa sol srebrowa, opisana po
raz pierwszy przez Curtiusa i Goebla (41), bytaby koncowym
produktem nastepujacej reakcji.

~CAHN02 s
2C4HBN20 2 + NO3Ag---~AgNO3 - NOsAg." AgNOs
«c4h 6n 20 2¢’

NH3
Ag(C4H4N202) Ag + CiHsNeo 2 + 2NH4NO03
Schemat 3. Powstawanie soli srebrowych DKP (wg 23)

Solg srebrowg DKP zajmowat sie rdwniez Lenormant (ess, 67)
w badaniach nad strukturg amidéw i analizg widm w podczerwieni wig-
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zania peptydowego. Uwaza on, ze pochodne srebrowe podobnie jak i rte-
ciowe (ktére w przeciwienstwie do innych pochodnych metalicznych sg
trwate w wodzie i tatwe do wyizolowania), oprécz mozliwosci dawania
jonéw, tworzg réwniez wigzania koordynacyjne. Przyjmuje on istnienie
rbwnowagi przedstawionej wzorem XIlI.

W przypadku przewagi formy jonowej w widmie w podczerwieni
wystepuje pasmo przy 1560 cm-1, a w przypadku przewagi formy kowa-
lentnej—przy 1667 cm-1. Lenormant donosi réwniez, ze DKP
tworzy w wodnych alkalicznych roztworach pochodne sodowe, trwate
przy nadmiarze kationu sodowego. W widmie w podczerwieni takiej po-
chodnej wystepuje tylko pasmo przy 1560 cm-1. Wedtug Lenormant inten-
sywno$¢ pasm przy 1667 i 1560 cm. 1 zalezy réwniez od charakteru pod-
stawnikdw na azocie np. pasmo przy 1560 cm-1 wystepuje przy podsta-
whnikach silnie dodatnich, podczas gdy jest ono nieobecne przy podstaw-
nikach silnie elektroujemnych.

W trakcie witasnych badan (25a) okre$lono widmo w podczerwieni ad-
dycyjnego potaczenia srebrowego oraz wiasciwej soli srebrowej i pochod-
nej sodowej DKP.

Pierwsze zawiera pasma charakterystyczne dla AgNOs jak i dla DKP.
W widmie witasciwej soli srebrowej brak pasma przy 1560 cm-1, silnie za-
znacza sie natomiast pasmo przy 1667 cm-1. Przy przyjeciu wynikéw
uzyskanych przez Lenormant za poprawne wskazywatoby to, ze srebro
wigze sie z czasteczkg DKP raczej koordynacyjnie.

W przypadku pochodnej sodowej badania elektroforetyczne i spek-
tralne w podczerwieni wykazaty, ze w warunkach opisanych przez Le-
normant ,,pochodna sodowa DKP”, jak nalezato oczekiwac (48), jest w rze-
czywistosci solg sodowa glicyloglicyny.

W pracach nad poznaniem chemizmu DKP stosunkowo mato uwagi
poswiecono reakcjom redukcji. Abderhalden i wsp. (14, 15) opisali
redukcje DKP i niektorych jej pochodnych sodem we wrzacym alkoholu.
Otrzymali oni jednak tylko 20% spodziewanej ilosci piperazyny, a oprocz
tego szereg innych produktéw. Przyczyng otrzymania matej ilosci pipera-
zyny byto prawdopodobnie alkaliczne $rodowisko powodujace hydrolize
DKP. Wieksze wydajnosci otrzymal Gawritow (50), ktéry zastoso-
wat redukcje elektrolityczng. Ostatnio Langebeck i wsp. (65 ponow-
nie podjeli ten temat zacheceni pracami Stolla i wsp. (93), ktorzy
przy pomocy wodorku litowo-glinowego zredukowali bezwodniki L-leucy-
nowo-L-prolinowy, L-fenyloalanylo-D-prolinowy do odpowiednich pochod-
nych piperazyny. Przy pomocy wodorku litowo-glinowego w czterohy-
drofuranie Langebeck i wsp. zredukowali DKP, N,N-dwumetylo-,
N,N’-dwubenzylo-, 3,6-dwumetylo-, 3,6-dwuetylo-, 3,6-dwuizopropylo-
i 3,6-dwuizo(sec)butylo-2,5-dwuketopiperazyne do odpowiednich pipera-
zyn z wydajnoscia 38-62%, jednak dopiero po 165 godzinach ogrzewania
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w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Pochodne aromatyczne (np.
bezwodniki histydyny, tyrozyny, fenyloalaniny) nie ulegajg w tych wa-
runkach redukcji.

Jak wida¢ z powyzej przedstawionych wynikéw ukiad DKP jest sto-
sunkowo odporny na redukcje, a niskie wydajnosci otrzymywanych po-
chodnych piperazyny wskazujg na wielokierunkowos$¢ przebiegajacych
reakcji.

V. Uwagi koncowe

Dane dotyczace wystepowania DKP w organizmach zywych sg skape
i pojawiajg sie raczej sporadycznie. Niektérzy badacze (Vining (100)
uwazaja, ze DKP sg naturalnymi metabolitami mikroorganizmoéw, stano-
wigc posrednie ogniwa w biosyntezie metabolitdw zawierajgcych piers-
cien 2,4-pirazyny. Johnson i wsp. (57) donie$li m.in. o izolacji bez-
wodnika L-leucynowo-prolinowego z blizej nieokreslonego szczepu Strep-
tomyces. Poniewaz bezwodnik ten wystepuje tylko w przefermentowa-
nym podtozu, autorzy sktonni sg uwazac to potgczenie za naturalny meta-
bolit. Rdwniez szczep Streptomyces noursei jak wykazali Vondracek
i wsp. (101) oraz Brown i wsp. (35) produkuje pochodne DKP. Znale-
ziono tam: 3-benzylideno-6-izobutylideno-2,5-dwuketopiperazyne, 3,6-
-dwubenzylideno-2,5-dwuketopiperazyne, 3-benzylo-¢>-benzylideno-2,5-
-dwuketopiperazyne i 3,6-dwubenzylo-2,5-dwuketopiperazyne. Stoli
i wsp. (94) badajac alkaloidy sporyszu znalezli w nich réwniez uktad DKP.
Kibrick iwsp. (62) doniesli niedawno o znalezieniu w moczu ludzkim
DKP-propylohydroksyproliny. Z uktadem DKP spotykamy sie tez w wielu
innych zwigzkach pochodzenia naturalnego (31, 95).

Obecnie DKP budzi zainteresowanie gtdwnie ze wzgledu na zastoso-
wanie przy otrzymywaniu cyklicznych depsypeptydow (22), oraz przy
syntezie antybiotykow (56, 99). Mozna bowiem oczekiwaé, ze pewne po-
chodne tego cyklicznego peptydu beda posiadaty witasnosci antybakte-
ryjne.

Pomimo prostoty budowy DKP, jej chemizm — jak wynika z powyz-
szego przegladu — nie jest doktadnie poznany. Wiele pochodnych DKP
zdotano otrzymaé syntetycznie, niektére z nich wymagaja jednak dalszych
badan w celu jednoznacznego ustalenia ich budowy. To samo dotyczy
problemu przypuszczalnego wystepowania DKP w formie enolowej (imi-
nolowej). Wyniki uzyskane przez Abderhaldena w tym zakresie sg
mato przekonywujgce. Skape i niejednoznaczne sg tez dane dotyczace
redukcji uktadu DKP jak réwniez tworzenia przez DKP soli. Mato po-
znany jest mechanizm kwasowej hydrolizy DKP.

Mimo, ze DKP byta szeroko wykorzystywana w badaniach spektrosko-
powych w podczerwieni jako zwigzek modelowy, znane jest dotychczas
widmo tej substancji tylko jako ciata statego. Bardzo wskazane byloby
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przeprowadzenie podobnych badah tego zwigzku w postaci roztworu
w roznych rozpuszczalnikach. Dotychczas brak takze dostatecznych da-
nych dotyczagcych wptywu pH na widmo DKP w UV, a byloby to po-
mocg w pracach nad otrzymaniem ewentualnych enoli tego zwigzku.
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Il Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
Warszawa, 4—7 kwietnia 1966 roku

Na Zebraniu Rady Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych (Federa-
tion of European Biochemical Societies) w Wiedniu, w kwietniu 1965 roku zapadta
uchwata o powierzeniu Polskiemu Towarzystwu Biochemicznemu organizacji 11l
Zjazdu Federacji. Zgodnie ze statutem Federacji Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego — prof. Kazimierz Zakrzewski zostat Przewodniczacym Federacji.
Jej Sekretarzem jest Prof. W. J. Whelan (Londyn).

Poprzednie Zjazdy Federacji odbyty sie w Londynie (marzec 1964) i Wiedniu
(kwiecien 1965). Federacja zrzesza okoto dziesieciu tysiecy biochemikéw nalezacych
do 21 towarzystw cztonkéw Federacji w Austrii, Belgii, Butgarii, Czechostowacji,
Danii, Finlandii, Francji,'"Hiszpanii, Holandii, lzraelu, Jugostawii, Niemczech, Nor-

wegii, Polsce, Portugalii, Szwajcarii, Szwecji, na Wegrzech, Wielkiej Brytanii i we
Woszech.
Program IlIl Zjazdu Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych prze-

widuje Sympozjum Struktura i Funkcja Elementéw Genetycznych, organizowane
przez Prof. Dawida Shugara (Warszawa), Kollokwium Biochemia Mitochondriéw,
organizowane przez Prof. E. C. Slatera (Amsterdam) wraz z Doc. Zbigniewem Ka-
niugg oraz Doc. Lechem Wojtczakiem (Warszawa), Kollokwium Biochemia Pilytek
Krwi, organizowane przez Prof. Edwarda Kowalskiego (Warszawa) i Doc. Stefana
Niewiarowskiego (Biatystok), a ponadto sekcje komunikatéw réznych. Miejscem
obrad bedzie Sala Kongresowa i inne sale Patacu Kultury i Nauki. W czasie trwania
Zjazdu odbedg sie dwa wieczorne przyjecia dla uczestnikéw.

Do chwili obecnej nadestano okoto 500 komunikatéw z zagranicy i ponad 100
z Polski. Swoje uczestnictwo zgtosito ponad 2000 biochemikdéw z zagranicy i okoto
500 z kraju. Wiele firm zgtosito swéj udziat w wystawie aparatury i sprzetu labo-
ratoryjnego, ktéra bedzie miata miejsce w Patacu Kultury i Nauki w czasie trwa-
nia Zjazdu. Sa to m.in. MSE, LKB, Beckman, Whatman, Eureka, Unipan, Reanal.

Prace przygotowawcze prowadzg nastepujgce agendy: Komitet Naukowy (Prze-
wodniczgcy— Prof. J6zef Heller, Sekretarz— Dr Zofia Lassota), Komitet Organi-
zacyjny (Przewodniczacy — Prof. Kazimierz Zakrzewski, Sekretarz —Dr T. Ktopo-
towski), Komitet Redakcyjny (Przewodniczagcy — Dr Krzysztof Murawski), Biuro
Zjazdu (Kierownik — Dr Stanistaw Lewak). Adresem dla korespondencji Zjazdu
jest w zasadzie adres Sekretariatu IlIl Zjazdu FEBS, Warszawa 40, ul. Freta 16.

Sekretariat apeluje do wszystkich cztonkéw Towarzystwa, szczeg6élnie tych,
ktérzy witadajg biegle obcymi jezykami o zgtaszanie sie do pracy w organizacji
Zjazdu.
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MARIA M. JEZEWSKA*, T. SAWICKA**

Wolne nukleotydy u zwierzat

Free Nucleotides of Some Animais

The occurence of free nucleotides in some vertebrates and invertebrates is reviewed.

Nukleotydy wystepujace w stanie wolnym w komorce petnig szereg
funkcji jako zwigzki wysokoenergetyczne, prekursory kwaséw nukleino-
wych i koenzymy w wielu procesach syntezy i z tego wzgledu budza co-
raz wieksze zainteresowanie. W biochemii poréwnawczej badania frakcji
wolnych nukleotydéw majg na celu przede wszystkim ustalenie i poréw-
nanie jej skiadu ilosciowego i jakosciowego w roznych tkankach zwie-
rzecia. Pozwala to wnioskowaé¢ o rodzaju zachodzacych w nich proceséw,
przewadze jednych proceséw nad innymi, a zatem posrednio, o roli meta-
bolicznej danej tkanki. Drugi kierunek badan poszukuje odpowiedzi, czy
sktad nukleotydowy okre$lonego organu czy tez ptynu fizjologicznego
jest whasciwy tylko dla danego gatunku zwierzat, czy tez jest jednakowy
dla wiekszej grupy systematycznej np. przezuwaczy czy gryzoni badz dla
wszystkich zwierzat. Trzeci kierunek badan zajmuje sie zagadnieniem
zmian sktadu nukleotydowego tkanki w zaleznosci od jej stanu fizjolo-
gicznego i patologicznego.

Doktadniejsze badania frakcji wolnych nukleotydéw prowadzone sg
dopiero od pietnastu lat. Poczatkowo dotyczyly one roli nukleotydow
jako prekursoréw kwasdw nukleinowych, po6zniej ich roli jako koenzy-
moéw. Na rozwoj badan wolnych nukleotydéw wplyneto zastosowanie
chromatografii kolumnowej. Stosowanie tej metody pozwala na rozdziat
i identyfikacje znacznie wiekszych iloSci materiatu niz chromatografia
bibutowa i elektroforeza. Uzywajac kolumn o duzych rozmiarach mozna
rozdzielaé ekstrakty otrzymane nawet z kilkudziesieciu graméw Swiezej
tkanki. Uzycie tej metody doprowadzito do wykrycia i zidentyfikowania
szeregu nowych zwigzkow nukleotydowych, ktorych lista stale sie zwigk-
sza.

* dr, adiunkt Zaktadu Biochemii Ewolucyjnej IBB

** mgr, str. asystent Zaktadu Biochemii Ewolucyjnej IBB

Spis uzywanych skrétéw: A--—- adenina, G — guanina, C— cytozyna, U — ura-
cyl, FA — kwas mrowkowy, AmF — mréwczan amonu
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Kolumne z anionitem Dowex-1 w celu rozdzielenia produktéw hydro-
lizy kwasoéw nukleinowych po raz pierwszy zastosowat Cohn (9)
w 1950 r. W kilka lat pézniej Hurlbert i wsp. (14) zmodyfikowali te
metode. Stosowali oni dwa ukiady ptynéw wymywajacych z wzrastajg-
cym gradientem stezen:

1. uktad kwasu mrowkowego (H20)-*(4M FA)->-(4M FA; 0,2M,AmF)->

->(4M FA; 0, 4AM AmF)-*(4M FA; 0,8 M AmF)

2. uktad mréwczanu amonu (H20)->(1M AmF)->2M AmF)-»(2M AmF->

—(2M AmF; 0,75 FA)

Przy pH 7-8, jakie stosuje sie zwykle w ekstraktach naktadanych na
kolumne, nukleotydy majg tadunek ujemny. W miare obnizania pH, ta-
dunek ten zmniejsza sie i wigzanie nukleotyddéw przez kolumne ulega
ostabieniu. Przy przepuszczaniu przez kolumne roztworu kwasu o wzra-
stajagcym stezeniu poczatkowo eluujg sie nukleotydy stabiej zaadsorbo-
wane, te za$ ktore silniej zaadsorbowaty sie, sg eluowane dopiero w obec-
nosci soli o wzrastajacym stezeniu. W pierwszych probéwkach eluatu
wodnego opuszczajg kolumne wolne zasady purynowe i pirymidynowe
oraz ich nukleozydy, a przy gradiencie mréwczanowym — nukleotydy.
Wyjatek stanowi tu kwas moczowy, ktéry eluuje sie wraz z nukleotydami.
Kolejnos¢ wymywania sie z kolumny nukleotydéw mono-, dwu- i troj-
fosforanowych cytozyny, uracylu, adeniny i guaniny w ukfadach kwasu
mrowkowego i mréwczanu przedstawia schemat 1.

Uktad I
KILoeallic | <t i AMFA —HMFA
Stezenie AmF 0— -+-0,2MAMF +QAMATF ....ooovvv. » OBMATF
1® CAG U
2® C A G U
3® i A G U
Uktad U
fi »1 IMAmF- oM AmF NinAmr
Stezenie FA [ I » 075MFA
1® c u a e
2® c UA G
3® U A G
NrNr frakcji 50 100 150 200 250

Schemat 1 Kolejnos$¢ elucji nukleotydéw z kolumny Dowex-l (wg 14)
Uktad I: kolumna 12 X 1 cm, kolba mieszadto 250 ml, frakcje okoto 5 mil
Uktad I11: Kolumna 20X,].cm, kolba mieszadto 500 ml, frakcje 5 ml
C cytydylowe
A adenylowe
G guanylowe
U urydynowe

Nukleotydy: 1 P mono-
2 P dwu- fosforanowe
3 P troj-
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Za pomocg tej metody rozdziela sie takze koenzymy urydynowe, NAD
i NADP, IMP, GDP-mannoze, ADP-ryboze i inne, jak to wida¢ na chro-
matogramach otrzymanych z ekstraktéw mleka (rysunek 1). Poszczegdl-
ne szczyty otrzymywane podczas chromatografii kolumnowej sg czesto
jeszcze mieszaninami zwigzkéw. W celu ich identyfikacji stosuje sie re-
chromatografie w innym uktadzie, chromatografie bibutowg, elektrofo-
reze, analize spektralna, oznaczenie stosunku zasad do pentoz i fosforanu,
reakcje enzymatyczne i inne. Przy poréwnywaniu ilosciowych danych

Rys. 1 Chromatogramy frakcji wolnych nukleotydéw mleka w uktadzie kwasu
mrowkowego

I —ze 100 ml krowiego mleka w 8 dniu laktacji, Il —ze 100 ml krowiego mleka w 121 dniu
laktacji, Il —ze 100 ml kobiecego mleka w 9 dniu laktacji, IV —z 60 ml kobylego mleka
w 11 dniu laktacji
Frakcja A zawiera CMP-5"; A’—kwas moczowy; B —AMP-5"; C—cykliczny AMP i niezidenty-
fikowany zwigzek; D —GMP-5" i NADP; F—UMP-5’; G —kwas orotowy; G’—ADP-5"; H—
GDPM; H’—niezidentyfikowane zwigzki; | —UDP-acetyloglukozoamine i UDF-acetylogalakto-
zoaming; J—UDP-glukozoamine i UDP-galaktozoaminge; K—GDP; L—UDP i UDP-kwas uronowy;
M —niezidentyfikowane zwiazki (wg 16)

z chromatografii kolumnowej nalezy bra¢ pod uwage sposéb preparatyki
badanego materiatu. W zaleznosci bowiem od warunkéw ekstrakcji zwigz-
kow nukleotydowych udziat procentowy mono-, dwu- i tréj-fosforano-
wych nukleotydéw jest rézny (12, 17) a szereg zwigzkoéw nukleotydowych
jak np. koenzymy urydynowe moze ulega¢ rozpadowi. Najprosciej jest
porownywac udziat procentowy poszczegélnych puryn i pirymidyn przyj-



116 M. M. JEZEWSKA, T. SAWICKA [4]

mujac sume wszystkich ich pochodnych za 1000». W ten wiasnie sposéb
przeprowadzono ponizej fragmentaryczne poréwnania skiadu nukleoty-
dowego tkanek réznych zwierzat.

Wolne nukleotydy u ssakéw

Wolne nukleotydy w roéznych tkankach ssaka. Sposréd kregowcéow
najlepiej stosunkowo zbadano frakcje wolnych nukleotydéw w tkankach
i ptynach fizjologicznych ssakéw. W 1961 r. Schmitz (24) wysunat
hipoteze o zaleznosci miedzy rodzajem wolnych nukleotydéw wystepu-
jacych w tkance a jej aktywnoscig metaboliczng. Wyrdzniat on dwa skraj-
ne typy chromatogramoéw jonowymiennych: typ energetyczny i syntety-
zujacy, przy czym jako kryterium tego podziatu przyjat zawartos¢ pro-
centowg nukleotydéw adeniny, poniewaz sg one zwigzane gtownie z prze-
mianami energetycznymi. Chromatogram typu energetycznego otrzymuje
sie z miesnia sercowego szczura: 90°/» nukleotydow stanowiag tu nukleoty-
dy adeniny, gtéwnie dwu- i tréjfosforanowe, a wiec bogate w energie,
oraz NAD. Na chromatogramach typu syntetyzujagcego nukleotydy ade-
niny stanowig mniej niz 50% wszystkich nukleotydéw tkanki, przewa-
zaja za$ nukleotydy zwigzane z syntezg — pochodne uracylu, cytozyny
i guaniny. Tego typu chromatogram otrzymuje sie np. z regenerujgcej
watroby. W wielu jednak wypadkach trudno jest okresli¢ czy dana tkan-
ka nalezy do typu energetycznego czy tez do syntetyzujacego.

Tablica 1
Nukleotydy w tkankach szczura (wg 6,10)

°/o og6lnej ilosci nukleotydow

fiimole na Nukleotydy
Tkanka 100 g J
Swiezej A G C Koenzy- IMP
tkanki Ca+.ko- urydyno-
wite
we
Sledziona 556 57 13 7 22 1 1
Moézg 300 55 16 4 12 6 13
Watroba 433 40 13 + 35 21 13
Krew 55 76 14 — 5 5 5
Gruczot
mleczny 50 68 + + 20 + —

Najlepiej zbadany jest skiad nukleotydowy poszczegélnych tkanek
u szczura (tablica 1). Poziom nukleotydéw w $ledzionie, mdzgu i watrobie
szczura wynosi kilkaset umoli na I00g tkanki (5), w mie$niach znalezio-
no 300-400 umoli ATP na I0Qg (1). Udziat procentowy zwigzkéw adeniny
w wolnych nukleotydach $ledziony i mézgu jest podobny i wynosi powy-
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zej 50%'. W watrobie zwigzki adeniny stanowia tylko 40%. Udziat pro-
centowy zwigzkéw guaniny jest w przyblizeniu jednakowy we wszyst-
kich trzech tkankach, a takze we krwi i gruczole mlecznym. Natomiast
udziat zwigzkéw urydynowych rézni sie znacznie: w moézgu znajduje sie
ich trzykrotnie mniej niz w watrobie, a dwukrotnie mniej niz w $ledzio-
nie. Za te réznice odpowiedzialne sg gtéwnie koenzymy urydynowe, co
wskazuje na szczegélnie zywe procesy syntezy cukrowcéw w watrobie.
Zwigzki cytozyny, bioragce udziat w przemianach tluszczowych w naj-
wiekszej ilosci wystepujg w $ledzionie i mozgu. W $ledzionie obok rybo-
nukleotydéw cytozyny znaleziono takze dezoksyrybonukleotydy, miedzy
innymi dezoksy-CDP-choline i dezoksy-CDP-etanoloamine (5).

Znacznie mniej nukleotydéw zawierajg: krew (s) oraz gruczot mleko-
wy szczura (27) (tablica 1). llos¢ nukleotydéw jest prawie jednakowa
w obu tych tkankach, lecz udziat procentowy poszczegdlnych nukleoty-
déw rozni sie znacznie. W gruczole mlecznym uderza szczeg6lnie duza
zawarto$¢ adeniny i zwigzkéw urydynowych, przy czym nie sg to koen-
zymy urydynowe, ktére w spoczywajagcym gruczole znajdujg sie jedynie
w ilosciach Sladowych, a ilos¢ ich zwieksza sie dopiero w okresie laktacji,
a wiec syntezy laktozy. We krwi znajduje sie najwiecej zwigzkdéw adeny-
lowych, z czego duzg ilo$¢ stanowig nukleotydy pirydynowe: NAD i NADP
(okoto 9%). Procentowa zawarto$¢ NADP jest we krwi najwieksza spo-
§r6d wszystkich omawianych tkanek. Z powyzszego przegladu mozna
wyciagnaé wniosek, ze poszczeg6lne tkanki danego gatunku zwierzecia
maja odrebny skiad nukleotydowy, zapewne w zaleznosci od proceséw,
ktére w nich przewazaja.

Wolne nukleotydy w analogicznych organach réznych ssakéw. Porow-
nawcze badania wolnych nukleotydow przeprowadzono we krwi, médzgu
i gruczole tarczycowym. Uderzajacy jest fakt, ze niezaleznie od gatunku
zwierzecia, dana tkanka zawiera te samg w przyblizeniu ilos¢ ogélng (lub
sumaryczna) wolnych nukleotydow. We krwi ludzkiej i szczurzej znale-
ziono okoto 55 jmmoli na 100ml krwi (¢). W mézgu szczura, myszy, Swinki
morskiej i krolika w 100g Swiezej tkanki znajduje sie 270-300 Mmoli
wolnych nukleotydéw (12), a w gruczole tarczycowym wotu, barana oraz
cztowieka okoto 125 iumoli (11).

Przy tej samej jednak ogélnej ilosci nukleotydéw w danej tkance,
moga wystepowac zaleznie od gatunku zwierzecia réznice w skiadzie ilos-
ciowym i jakosciowym nukleotydéw poszczeg6lnych zasad purynowych
i pirymidynowych. We krwi ludzkiej 95% og6lnej ilosci nukleotydow
znajduje sie w czerwonych ciatkach krwi. Nukleotydy adeniny stanowig
az 87% wszystkich nukleotydéw krwinek, dlatego tez przed zastosowa-
niem metody rozdziatu na kolumnie sadzono, ze w erytrocytach wyste-
puja wytgcznie nukleotydy adeniny. We krwi szczura zwigzki adeniny
stanowig tylko 67% ogo6lnej iloSci nukleotyddéw. Roéznica w zawartosci
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ATP jest jeszcze wieksza: we krwi ludzkiej ATP stanowi 73%, a w szczu-
rzej tylko 37°/o. Przy pomocy chromatografii kolumnowej stwierdzono,
ze we krwi szczurzej i ludzkiej opr6cz mono-, dwu- i tréjfosforandw
adenozyny wystepuja takze NAD i NADP, nukleotydy guaniny, uracylu
i cytozyny w roznym stopniu ufosforylowania, IMP i urydynowe koen-
zymy. We krwi ludzkiej ilos¢ nukleotydow nieadenylowych jest prawie
dwukrotnie mniejsza niz we krwi szczura (s).

Wolne nukleotydy w tkance moézgowej porOwnywano u szczura, my-
szy, Swinki morskiej i krolika (12). U wszystkich tych zwierzat nukleotydy
adeniny stanowig 57-65%, guaniny 10-13%', a uracylu 12-15% og06lnej
ilosci nukleotyddw. Zwigzki cytozyny i IMP wystepuja w iloSciach nie-
znacznych. W moézgu nukleotydy adeniny i guaniny wystepuja gtownie
jako tréjfosforany: np. u myszy ATP stanowi 95% wszystkich zwigzkow
adeniny, a GTP 91% zwigzkdw guaninowych. Ze zwigzkéw uracylu wie-
cej niz potowa przypada na koenzymy urydynowe, za$ 1/3 stanowi UTP.
Tkanka moézgowa badanych zwierzat ma identyczny skitad jakoSciowy
frakcji wolnych nukleotydéw i zblizony udziat procentowy pochodnych
poszczegélnych zasad, by¢ moze dlatego, ze wszystkie te zwierzeta naleza
do jednej grupy systematycznej — rzedu gryzoni.

W gruczole tarczycowym wotu, barana i cztowieka (11) udziat procen-
towy nukleotyddw poszczeg6lnych zasad jest podobny i wynosi dla nu-
kleotydow adeniny 45-55%, guaniny 10-12%, a uracylu 20-25%'. Pomimo
tego statego udziatu procentowego zwigzkéw poszczegélnych puryn i pi-
rymidyn w badanych tarczycach wystepujg pewne odrebnosci gatunkowe.
W tarczycy ludzkiej znaleziono CDP-choline, ktéra nie wystepuje w tar-
czycach zwierzecych. W tarczycy ludzkiej wystepuje tylko kwas moczo-
wy, natomiast u wotu i barana znaleziono obok tego zwigzku réwniez
ksantyne. llo§¢ ATP i GTP w stosunku do mono- i dwufosforanéw ade-
nozyny i guanozyny jest znacznie wyzsza w tarczycy ludzkiej niz w tar-
czycach zwierzecych. We wszystkich badanych tarczycach wystepuje
kwas adenylobursztynowy. W przypadku ludzkich tarczyc patologicznych
udziat procentowy nukleotydéw nie zmienia sie, a jedynie ich ogdlna
ilos¢ waha sie w szerokich granicach od 80-320 Mmmoli na 100g Swiezej
tkanki.

Najwieksze roznice stwierdzono dotychczas w sktadzie frakcji nukleoty-
dowej mleka réznych ssakéw (10, 16). W mleku wystepuja bardzo roz-
maite ilosci nukleotyddéw od kilkunastu do kilkuset j-imoli na 100ml (ta-
blica 2). Najmniej nukleotydéw znajduje sie w mleku ludzkim, najwie-
cej w siarze owcy (okoto 30 razy wiecej niz w siarze ludzkiej); nawet
u zwierzat nalezacych do jednego rzedu systematycznego przezuwaczy
jak krowa, koza i oweca, ilo§¢ nukleotydow w mleku jest bardzo rozna.
Zmienia sie ona takze u jednego i tego samego zwierzecia w zaleznosci
od okresu laktacji; na ogot siara i mleko pierwszych dni laktacji sa znacz-
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nie bogatsze w nukleotydy niz mleko pd6Zniejszego okresu. Takze i skiad
nukleotydowy mleka jest bardziej réznorodny we wczesnym okresie
laktacji w poréwnaniu z pdzniejszym okresem, w ktérym niektére nu-
kleotydy w ogoéle zanikajg (rysunek 1).

Wspdlng cechg mleka wszystkich omawianych ssakdéw jest przewaga
nukleotydow uracylu (48-93°/0), przy czym sa to gtéwnie koenzymy ury-
dylowe. Wyjatkowa pozycje zajmuje mleko ludzkie, w ktérym najwieksza
cze$¢ puli nukleotydowej stanowig zwigzki cytydynowe. Ludzkie mleko

Tablica »
Nukleotydy i kwas moczowy w mleku (wg 10,16)

% ogolnej iloSci zwigzkéw puryno-

Okres jcmole na wych i pirymidynowych
i 100 ml
laktacji Swiezego Nukleotydy e
mleka A G c u Kwas moczowy
orotowy
Klacz Siara 238 1 5 + 90 - ’ 4
132 dzien 44 + 5 + 93 — 2
Krowa Siara 58 4 2 4 48 15 26
105 dzien 80 + — 3 = 92 6
Koza Siara 271 7 4 + 89 + 1
172 dzien 139 5 15 + 57 12 1
Owca Siara 500 75
Mleko 100 65 10
Cztowiek Siara 17 13 13 21 17 — 36
Mleko 14 7 9 32 22 — 30

zawiera takze wiekszy procent zwigzkéw adeniny i guaniny i szczeg6lnie
duzo kwasu moczowego w poréwnaniu do innych ssakow.

W skiadzie nukleotydowym mleka przezuwaczy: kozy i krowy znale-
ziono szereg rozni¢; w mleku kozim znajduje sie znacznie wieksza pro-
centowo ilos¢ zwigzkéw adeniny, guaniny i uracylu, zaS w mleku krowim
wiekszy jest udziat procentowy kwasu orotowego, moczowego i zwigzkdw
cytozyny. Znaczenie tych réznic nie jest jasne ze wzgledu na podobng
zawarto$¢ laktozy, kazeiny i tluszczy w mleku obu tych przezuwaczy.
Wydaje sie natomiast, ze cechg wspdlng mleka przezuwaczy jest obecno$c
kwasu orotowego, ktérego ilos¢ wzrasta w poOzniejszym okresie laktacji,
stanowigc u krowy nawet 92%’ wszystkich zwigzkéw purynowych i pi-
rymidynowych mleka. Jak mozna wnioskowaé z badan poréwnawczych
nad sktadem nukleotydowym gruczotu mlecznego i krwi, w ktérych nie
znaleziono kwasu orotowego, zwigzek ten powstaje w gruczole i szybko
przechodzi do mleka. W kozim gruczole mlekowym nie znaleziono takze
cyklicznego AMP wystepujagcego w mleku, a poziom szeregu zwigzkow
jest w nim znacznie nizszy niz w mleku. Ogdlnie nie stwierdzono réwno-
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legto$ci miedzy skiadem i poziomem nukleotydéw w mleku i gruczole
mlecznym.

Wptyw standw fizjologicznych na skiad nukleotydowy tkanki. Skiad
frakcji wolnych nukleotydéw zmienia sie nie tylko w zaleznosci od ro-
dzaju tkanki, lecz moze by¢ rézny dla jednej i tej samej tkanki w za-
leznosci od jej stanu fizjologicznego. Czynnikami wptywajacymi na po-
ziom wolnych nukleotydéw jest cigza i laktacja, gtodowanie, wiek itp.

Frakcje wolnych nukleotydéw w okresie cigzy i laktacji badano w gru-
czole mlecznym szczura (27). Ogo6lna ilos¢ nukleotydéw wzrasta w okre-
sie cigzy i do s dnia laktacji (tablica 3), pozostajgc nastepnie na statym

Tablica 3
Nukleotydy w gruczole mlecznym (wg 16, 27)

% og6lnej ilosci nukleotydéw

pimole na Nukleotydy
Okres ) IOOg A
Swiezej U Koenzymy
tkanki Ca'}ko- atp G C Catkowite  urydynowe
wite
Koza Sztucznie
wywotana
laktacja 181 45 14 + 38 17
Szczur Ciaza,
17 dzien 50 68 20 + + 20 +
Laktacja
1 dzien 183 50 15 9 33 14
8 dzien 278 48 10 8 37 17
20 dzien 272 48 15 11 37 23

poziomie. W tkance gruczolu mlecznego przewazajg w czasie cigzy nu-
kleotydy adeniny, a w okresie laktacji nukleotydy nieadenylowe, przy
czym wzrasta szczegOlnie ilos¢ zwigzkéw uracylu, gtdwnie koenzymow
urydynowych, a takze guaniny. Wedtug kryterium Schmitza (24)
w gruczole mlecznym tkanka typu energetycznego w miare postepujacej
cigzy zmienia sie w tkanke typu syntetyzujgcego.

Wptyw hormondéw na poziom niektdrych nukleotydéw obserwowano
na miesniu macicy szczura. Adrenalina powoduje spadek ilosci ATP
i ADP, przy czym ilos¢ AMP pozostaje ta sama. Mozna zatem przypusz-
cza€, ze nastepuje dezaminacja zwigzkéw adeniny do IMP i inozyny, badz
tez utworzenie cyklicznego 3’,5’-fosforanu adenozyny (s); zwigzek taki
powstaje z ATP w wielu tkankach (24). Pod wptywem estradiolu w mie-
$niu macicy nastepuje wzrost ilosci ATP o okoto 100%', a fosforanéw ury-
dyny i guanozyny tacznie o 250%. Progesteron natomiast, nie wptywajac
na poziom nukleotydéw adeniny, powoduje wzrost ilosci urydynodwufo-
sfo-N-acetyloglukozoaminy i fosforan6w guanozyny (26).
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2. Chromatogram frakcji wolnych nukleotydéw watroby szczura; w ukfadzie
kwasu mréowkowego (wg 2)

3. Chromatogram frakcji wolnych nukleotydéw watroby szczura w stanie
gtodu biatkowego; w uktadzie kwasu mréwkowego (wg 2)
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W cytoplazmie komorek watroby szczura poddanego s-cio tygodnio-
wej gtodéwce ogélna ilos¢ nukleotydow zmniejsza sie o okoto 40% (2). Za
to obnizenie odpowiedzialne sg przede wszystkim nukleotydy UMP, UDP,
GMP i GDP; natomiast AMP i ADP utrzymuja sie ilosciowo w grani-
cach normy, co wskazywatoby, ze system enzymatyczny potrzebny do ich
syntezy nie ulega uszkodzeniu. Bezwzgledna ilos¢ nukleotydéw trojfo-
sforanowych jest wieksza niz u szczuréw na normalnej diecie (rysunki 2
i 3). To zwiekszenie sie ilosci nukleotydéw trdjfosforanowych jest row-
nolegte do zahamowania syntezy RNA. Po dodaniu do diety glikokolu,
kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego, co umozliwia wznowie-
nie syntezy RNA, stwierdza sie spadek ilosci nukleotydéw polifosfora-
nowych.

Przyktadem zmian we frakcji wolnych nukleotydéw w zalezno$ci od
wieku moze by¢ soczewka oka. Mandel i Klethi (22) oznaczali wol-
ne nukleotydy w roznych warstwach soczewki oka wotu, a mianowicie
w warstwie powierzchniowej, korowej i~centralnej. Komorki powierzch-
niowe z biegiem czasu przesuwaja sie w strone centrum, tak, ze komarki
centrum sg najstarsze spos$rod komoérek catej soczewki. Poziom nukleoty-
déw AMP, UMP i IMP oraz ADP jest znacznie wyzszy w warstwie cen-
tralnej niz w korze i czesci powierzchniowej. 1lo$¢ innych nukleotydoéw
dwufosforanowych i wszystkich nukleotydéw tréjfosforanowych jest
wieksza w warstwie powierzchniowej i korowej. Komorki mtode zawie-
rajg zatem znacznie wiecej nukleotydow polifosforanowych niz stare. Po-
dobnie w komérkach tkanek gwakltownie rosnacych przewazajg nukleoty-
dy polifosforanowe jak np. w raku szczurzym Flexner-Joblinga, gdzie
wystepujg prawie wytgcznie nukleotydy trojfosforanowe (20). Ciekawe
jest wystepowanie w komoérkach tego raka obok ATP takze dezoksy-ATP
w ilosci okoto 1% ogdlnej ilosci ATP. W miodych komorkach nie tylko
ilos¢ nukleotyddw polifosforanowych lecz takze ogo6lna ilos¢ nukleoty-
déw jest wieksza niz w starych. W niedojrzatych postaciach krwinek

Rys. 4. Chromatogramy frakcji wolnych nukleotydéw krwinek czerwonych szczu-
row: I—w 21 dni po naswietleniu in vivo dawkag 700 r; Il — nienaswietlonych;
w uktadzie kwasu mréwkowego (wg 7)



[]_1] WOLNE NUKLEOTYDY 123

czerwonych — retikulocytach, nukleotydy, znajdujg sie w wigkszych ilo-
§ciach niz w erytrocytach (7). Po naswietleniu szczura dawka subletalng
promieni X (700 r) poczatkowo nastepuje zablokowanie przenikania ery-
trocytdw ze szpiku do krwi, a nastepnie pojawienie sie we krwi retikulo-
cytow. Podczas pierwszego z tych okreséw (okoto 7 dni po naswietleniu)
we krwi szczura nastepowal nieznaczny spadek ilosci ATP oraz duze
zmniejszenie sie ilosci GDP, GTP i koenzyméw urydynowych. W drugim
okresie (2: dni po naswietleniu) wraz z pojawieniem sie retikulocytéw
we krwi, ilos¢ nukleotyddw znacznie wzrastata: ATP, GDP i koenzyméw
urydynowych okoto dwoéch razy, a GMP i GTP prawie trzykrotnie (ry-
sunek 4). Podobne zwiekszenie sie ilosci nukleotydow polifosforanowych
we krwi, zwigzane z retikulocytozg obserwuje sie po wstrzyknieciu fe-
nylohydrazyny (7).

Préba podsumowania omoéwionych pfac bytyby nastepujace wnioski:
1) w wiekszosci tkanek badanych ssakéw wolne nukleotydy adeniny wy-
stepuja w znacznie wiekszych ilosciach niz wolne nukleotydy innych za-
sad purynowych i pirymidynowych;
2) sktad nukleotydowy réznych tkanek danego gatunku zwierzecia rézni
sie zarowno pod wzgledem ogo6lnej ilosci wolnych nukleotydéw jak réw-
niez udziatem procentowym nukleotydéw pochodnych poszczegélnych za-
sad; zawarto$¢ nukleotydow zalezy takze od stanu fizjologicznego tkanki;
3) w analogicznych tkankach réznych ssakéw og6lna ilos¢ wolnych nu-
kleotydow jest zblizona, lecz wystepujg réznice w skladzie jakosciowym
frakcji nukleotydowej.

Wolne nukleotydy u bezkregowcéw

Wolne nukleotydy w $wiecie zwierzat bezkregowych sg znacznie mniej
zbadane niz u kregowcow. Badanie puli wolnych nukleotydéw u tych
zwierzat jest interesujgce ze wzgledu na biochemiczne odrebnos$ci jakie
mogty wytworzyé sie w toku ewolucji tych dwoch gatezi drzewa filo-
genetycznego Swiata zwierzat.

Szczegdlne trudnos$ci nastrecza ekstrakcja wolnych nukleotydéw znie-
ktérych tkanek bezkregowcéw jak np. z hepatopancreas mieczakéw, z po-
wodu duzej ilosci substancji barwnych, dobrze rozpuszczalnych biatek
i wielocukrow. Lunt i Kent (21) poréwnali szereg metod ekstrakcji
i oczyszczania frakcji wolnych nukleotydéw z hepatopancreas krabow
Carcinus, stwierdzajac, ze najlepsze wyniki daje ekstrakcja wrzgcg woda,
a nie zimnym HC104. W naszej pracowni najlepsze wyniki w przypadku
hepatopancreas slimakéw Helix pomatia dawata ekstrakcja zimnym alko-
holem 66%. Jednakze uzyskanie powtarzalnych wynikéw iloSciowych jest
bardzo trudne.

Badania tkanki mie$niowej pierscienicy Lumbricus terrestris (23)
i ostryg Crassostrea gigas (28) wykazaty podobienstwo jej skitadu nu-
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kleotydowego do sktadu puli nukleotydowej miesni kregowcéw. Podobnie
jak u tych ostatnich, nukleotydy adeniny stanowig 70-80% wszystkich
nukleotydow, a zawarto$¢ procentowa nukleotydéw urydynowych, guani-
nowych i cytydynowych jest rowniez zblizona. Natomiast bezwzgledna
ilos¢ nukleotydow w tkance pierscienic wynosi 1/3 ilosci znajdujacej sie
w miesniach krélika, a u ostryg jest jeszcze mniejsza. Moznaby stad
wnosi¢, ze przemiany zachodzace w miesniach kregowcOw sg takie same,
a tylko ich intensywnosé bytaby znacznie mniejsza u zwierzat bezkre-
gowych. Z drugiej jednak strony u szeregu bezkregowcéw jak kraby,
raki i mieczaki znaleziono ilosci ATP tego samego rzedu, co u kregow-
cow, a nawet wieksze (18).

Podobienstwo mechanizmu przenoszenia energii u bezkregowcow
i kregowcow sugerujg Heslop i Ray (13) poréwnujac stosunek ATP
do fosfagenu oraz stosunek tr6j- do dwufosforanéw guanozyny w tkance
nerwowej szaranczy i w mozgu szczura. Stosunek P(AXP) do P (fosfokreatyny)
u szczura i P(ATp) do P (fosfoargniny) u szaranczy jest jednakowy i wynosi 0,79.
Stosunek P(G® do P(@P u szczura wynosi 1,0, a U SzaraAczy 1,01.
Rowniez poziom NAD i NADP sg zblizone.

Wystepowanie u zwierzat bezkregowych koenzymoéw urydynowych
sugeruje, ze mechanizm syntezy wielocukréow u kregowcow i bezkregow-
cow jest jednakowy. Np. w hypodermis krabéw i homaréw, miejscu syn-
tezy chityny, wystepuje UDP-N-acetyloglukozoamina (19, 21). U owadow
ilos¢ koenzymoéw urydynowych zmienia sie wzrastajagc w okresach in-
tensywnej syntezy wielocukrow. Na przykiad u owadéw Platysamia ce-

Tablica 4

Nukleotydy w ciele ttuszczowym jedwabnika
Hyalophora cecropia (wg 4)

(.mole na 1 g Swiezej tkanki

Diapauza Rozwdj motyla

GMP — 0,1
AMP — 0,002
ADP 0,01 0,04
ATP 0,04 0,25
UDP-po-

chodne 0,22 0,35
UTP 0,02 —

cropia w epidermie skrzydet, w ktorej zachodzi synteza chityny, ilos¢
koenzymow urydynowych w okresie rozwoju motyla wzrasta od o.s
fAmola/l g do 4 jo-moli/l g, a wiec pieciokrotnie. llo§¢ pochodnych urydy-
nowych w hemolimfie poczwarek w czasie diapauzy wynosi o,2—o0,9
umola/l ml a w okresie rozwoju motyla wzrasta do 1,5 iumola/1 ml. Jest
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to gtéwnie UDP-N-acetylogalaktozoamina, potrzebna prawdopodobnie do
syntezy wystepujacego w hemolimfie glikoproteidu zawierajgcego N-ace-
tylogalaktozoamine (3). Ciekawe, ze jedynymi nukleotydami wystepuja-
cymi w hemolimfie owadéw sa pochodne urydynowe. Brak jest zupetnie
zwigzkéw adeniny, wystepujacych w krwinkach kregowcow w ilosci prze-
wazajgcej nad innymi nukleotydami. Nasze badania wykazaly, ze hemo-
limfa Slimakéw Helix pomatia w okresie hibernacji réwniez nie zawiera
nukleotydow (15). Hemolimfa odpowiadataby wiec pod wzgledem zawar-
tosci nukleotyddw raczej osoczu krwi kregowcéw

U bezkregowcow w okresie snu zimowego przewaga zwigzkow urydy-
nowych wystepuje réwniez w organach odpowiadajgcych watrobie kre-
gowcdw, a mianowicie w hepatopancreas $limakow (15) i w ciele thusz-
czowym owadow (4). Zwigzki nukleotydowe w tym organie u Cecropia
przedstawia tablica 4. Podczas diapauzy zwigzki urydynowe stanowia
76% sumy wszystkich nukleotydéw ciata ttuszczowego poczwarki, a w
okresie rozwoju 49%. Jest to zwigzane z kilkakrotnym wzrostem ilosc
ATP w tym okresie. Wydaje sie, ze w czasie aktywnego zycia owadow
ich ciato tluszczowe nie rézni sie w sposob zasadniczy od watroby kre-
gowcow pod wzgledem skiadu jakosciowego nukleotyddw.

Przedstawione dane wskazujg raczej na biochemiczng jedno$¢ Swiata
zwierzecego pod wzgledem skiadu frakcji wolnych nukleotydow.
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WELADYSEAW GALASINSKI*

Aktynomycyny i ich antymetaboliczne dziatanie

Actinomycines and Their Antimetabolic Activity

A review concerning the antimetabolic activity of actinomycins is presented.
The influence on the protein and nucleic acid metabolism and the resulting various
biological effects are discussed.

Budowa aktynomycyn oraz niektore ich wiasnosci chemiczne zostaly
szczegbtowo opisane przez Korzybskiego (72). Artykut niniejszy ma
na celu przeglad pismiennictwa dotyczacego antymetabolicznego dziata-
nia aktynomycyn ze szczeg6lnym uwzglednieniem wptywu tych zwiagz-
kéw na przemiane biatek, kwaséw nukleinowych i wynikajagcych stad
réznorodnych skutkéw biologicznych. Aktynomycyny sa antybiotykami
nalezacymi do grupy antymetabolitow, zwazkéw hamujgcych procesy
przemiany materii. Dzialajg one u podstaw metabolizmu hamujgc syn-
teze kwasow nukleinowych i biatek, a wiec i enzymow, regulujacych catg
przemiane.

Istnieje cata grupa aktynomycyn o zblizonej do siebie budowie. Sg
one produkowane przez rézne gatunki promieniowca (gtéwnie Strepto-
myces antybioticus, S. parvus, S. chrysomalus), ale stwierdzono jg takze
u Microspora sp. Po raz pierwszy aktynomycyny zostaty wyizolowane
z Actinomycetes i opisane przez Waksman’a i Woodruff’a(ll7)
w 1940 r. Waksman rozrdzniat s typow aktynomycyn: A, B, C, D, 3436
i 3491 (77, 118), z ktérych typ A okazal sie identyczny z typem 3436,
a typ 3491 identyczny z typem X, wyréznionym przez Brockman n’a
(9). W zaleznosci od uzytego szczepu mozna otrzymaé rézne rodzaje akty-
nomycyn. Kazdy ze szczepéw produkuje mieszanine aktynomycyn z prze-

* Dr, adiunkt Katedry Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Biatym-
stoku.

Skréty: AMC — aktynomycyna; TPO — oksydaza tryptofanowa; KN — kwasy nu-
kleinowe; pCpCpA — tréjnukleotyd cytydylo-cytydynoadenylowy; DNA-wirus — wi-
rus, ktérego materiatem genetycznym jest DNA; RNA-wirus — wirus, ktérego mate-

riatem genetycznym jest RNA; dAT — polinukleotyd dezoksyadenylotymidylowy;
dGdC — polinukleotyd dezoksyguanylo-dezoksycytydylowy.
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waga jednego typu. Stad tez tak duza ilos¢ tych zwiazkéw i réznorodna
ich klasyfikacja. Brockmann iGrdne (10) np. wyizolowali 15 roz-
nych aktynomycyn. Roussos i Vinning (cyt. 128) rozpatrujg kom-
pleksy aktynomycyn A, B, X i D jako identyczne. Corbaz uwaza
aktynomycyny A i B jako identyczne z aktynomycyng X, a aktynomycy-
ne D z aktynomycyng I, przy czym aktynomycyna C stanowi oddzielng
grupe (cyt. wg 128). Kurytowicz i wsp. (73) otrzymali aktynomy-
cyne K (synonim onkostatyna K), ktorg na podstawie wiasnosci fizyko-
chemicznych sklasyfikowano w grupie aktynomycyn D lub I. Po6Zniej
Waksman i wsp. zaproponowali podzial aktynomycyn na 7 grup (119).
Wg tej klasyfikacji aktynomycyny DIV i | nalezg do grupy zwanej akty-
nomycyng IV; do niej zalicza sie tez aktynomycyny AlV, BiV, X! i Ci.

Jako preparaty handlowe spotykamy: Actinomycin A (synonimy; Acti-
nomycin I, Actinomycin Bx Actinomycin Xgb) o ciezarze czasteczkowym
1000 i wysokiej toksycznosci (IOMNg zabija mysz po 24-48 godz.). Actino-
mycin C (synonimy: HBF 386, Sanamycin — Actinomycin VII) wytwa-
rzana przez Streptomyces chrysomalus. Actinomycin Cx nazywana jest
czesto Actinomycin S lub D. Dzieki badaniom Brockmann’a (11)
i Johnson’a (61) poznana zostata szczegdtowa chemia aktynomycyn
co nastepnie pozwolito na wykonanie kompletnej syntezy aktynomycyny
Cs i Cx(D) (12, 15).

Aktynomycyny wykazujg dziatanie bakteriostatyczne, gtéwnie prze-
ciwko drobnoustrojom gram-dodatnim. Dziatanie to jest bardzo silne, bo-
wiem aktynomycyna D juz w stezeniu 0,25-0,75 Mg/ml hamuje wzrost
Staphylococcus aureus (70).

I. Wptyw struktury chemicznej aktynomycyn na ich aktywnos$é
biologiczng

Aktynomycyny pod wzgledem budowy chemicznej sg zwigzkami pep-
tydowymi zawierajagcymi grupe chromoforowg i dlatego zostaty nazwane
przez Brockmann’a chromopeptydami. Grupa chromoforowg (kto-
rej dawniej przypisywano budowe akrydynowg) zawiera ugrupowanie
fenoksazyny.

Réznice wystepujace wsrdd naturalnie produkowanych aktynomycyn
dotyczg gtéwnie tancuchow peptydowych. Zmiany wystepujg w struktu-
rze, ale nigdy w konfiguracji atoméw wegla a aminokwaséw (12, 13).
Ro6znice w sktadzie aminokwasowym poszczeg6lnych aktynomycyn moga
wystepowaé w jednym albo w obu tancuchach peptydowych, w kazdej
pozycji tancucha (tablica 1).

Zmieniajgc sktad aminokwasowy podtoza wzrostowego szczepu mozna
uzyskaé produkcje zadanych aktynomycyn (ss, 100). R6wniez liczne ana-
logi naturalnie wystepujacych aminokwaséw moga by¢ wykorzystane do
syntezy.
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Badania krystalicznych i scharakteryzowanych aktynomycyn pozwo-
lity na wyciggniecie wniosku, ze skfad aminokwasowy obu faricuchow
polipeptydowych moze wptywa¢ na biologiczng aktywno$é czasteczki.
Podstawienie L-y-oksyproliny na miejsce L-proliny w tancuchu A akty-
nomycyny Ci, daje aktynomycyne Xz (schemat 1) o aktywnosci biologicz-

Aktynomycyna Cj Aktynomycyna X2
Schemat 1. Wzory aktynomycyn CjiD) i X2

Tablica :
Aminokwasy w fancuchach peptydowych aktynomycyn (95)

Pozycja Aminokwasy
fancucha
peptydo-  tylko w jednym w obu tancuchach tylko w tancuchu  nie scharaktery-
wego z fancuchoéw AiB A zowane
1 L-N-metylo-Wal L-N-metylo-Wal]
L-N-metylo-lleu L-N-metylo-lleu
2 Sar¥*)
3 L-Pro L-Pro L-y-Pro-OH L-N-metylo-Ala
Sar¥*) Sar¥) L-Pro-OH kwas L-pipekoli-
nowy
L-allo-Pro-OH kwas azetydyno
karboksylowy
4 D-Wal D-Wal
D-allo-lleu D-allo-lleu
5 L-Tre

*) Sar — sarkozyna

nej od 50 do 100% wyzszej we wszystkich testach (14, 94). Aktynomy-
cyna X2 ma dwukrotnie wyzszg aktywno$é biologiczng niz aktynomycy-
na Xla, w ktérej na miejscu dwdch reszt proliny wystepujacych w akty-
nomycynie sg: 1 reszta sarkozyny i 1 reszta L-Y-oksyproliny (14). Za-
stapienie allo-izoleucyng jednej lub obu reszt D-waliny w aktynomycy-

9 Postepy Biochemii
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nie Ci daje aktynomycyne Cz i Cs (11) z nieznacznymi tylko zmianami
aktywnosci (17, 94). Dalsza zmiana w aktynomycynie Cs przez zastgpienie
jednej lub obu N-metylowalin przez N-metyloizoleucyne poteguje dzia-
fanie hamujace, jak to wykazat test oparty o oznaczania polimerazy RNA
bakteryjnej (52). Acylowanie grup hydroksylowych hydroksyproliny ob-
niza aktywnosci aktynomycyn (14, 94).

Interesujace jest, ze z 10-ciu aminokwasoéw wystepujacych w aktyno-
mycynie Cxtylko 4 moga tworzy¢ wigzania wodorowe. Ilo$¢ ta jest stata
we wszystkich naturalnie wystepujacych modyfikacjach fancuchow pepty-
dowych.

Mozna zatem przyja€, ze zmiany w strukturze chemicznej aktynomy-
cyn moga czesciowo lub catkowicie zmienia¢ ich aktywnos$é biologiczna.
Reich (95) podaje nastepujace zestawienie zmian aktywnosci spowodo-
wanych réznymi modyfikacjami struktury aktynomycyn.

a) Zmiany catkowicie znoszace aktywnos¢ wg wszystkich stosowanych
testow:

1. hydroliza obu laktonéw, dajaca kwas dwukarboksylowy,

2. redukcja pierScienia aromatycznego,

3. reduktywna acetylacja grup funkcjonalnych chromoforu,

4. zastgpienie grup aminowych chromoforu przez chlor lub grupa

karboksylowa,

5. zastgpienie jednego z wodoréw grupy aminowej chromoforu przez

P-aminoetyl lub pj-aminofenyl,

6. zastgpienie obu wodoréw grupy aminowej chromoforu przez reszty

alkilowe,
7. potgczenie chinoidowego tlenu i azotu grupy aminowej z atomem
azotu wskutek czego powstaje pierscief pieciocztonowy.
b) Zmiany aktynomycyn obnizajagce aktywnos$¢ biologiczna:

1. alkilowanie grupy aminowej przez metyl, P-dwuetyloaminoetyl lub
P-hydroksyetyl.

2. acylowanie grup hydroksylowych reszt hydroksyproliny w akty-
nomycynach typu X.

3. zastgpienie wodoru w pozycji 7 chromoforu grupami -NH2 -OH,
-no2

Il. Chemizm dziatania aktynomycyny

Aktynomycyna jako silny antybiotyk i Srodek przeciwrakowy stata
sie przedmiotem zainteresowan wielu badaczy z dziedziny biochemii i me-
dycyny, co przyczynito sie do rozwoju badan nad mechanizmem jej dzia-
tania.

Podstawg tych badan byty prace Beers’a (s), ktdry wykazal ha-
mujacy wpltyw barwnikéw akrydynowych na biosynteze kwasu poliade-
nylowego w Micrococcus lysodeicticus. Mechanizm hamowania polegat
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na tworzeniu sie kompleksu barwnik-polimer. Stein er i Beers(104)
stwierdzili, ze barwniki akrydynowe tworza kompleksy z polinukleoty-
dami oraz drozdzowym RNA i DNA. Oddziatywanie wzajemne barwnika
i DNA wykazat rowniez Law ley (74).

Analogia w budowie aktynomycyny i barwnikéw akrydynowych na-
suneta przypuszczenie o podobienstwie ich dziatania. Wg Reicha (95)
sg liczne dane, ze aktynomycyny moga reagowac¢ z DNA tworzac komple-
ksy. W roztworze zawierajgcym 136 (¢g/ml AMC-D i 600 j,g/ml DNA,
przy pH 7, 84°/» AMC wystepuje w formie skompleksowanej (70). Maksi-
mum absorpcji kompleksu AMC-DNA wynosi okoto 465mvi. Pewna frak-
cja kompleksow nie dysocjuje w czasie elektroforezy, dializy, ultrawi-
rowania lub chromatografii na Sephadexie. Wigzanie AMC z DNA nie
jest jonowe, poniewaz mozna usung¢ AMC z kompleksu przy pomocy fe-
nolu, mieszaniny etanol-eter, eteru lub wysokich stezen mocznika.

Biologiczna aktywno$¢ AMC polega na jej zdolnosci do tgczenia sie
z DNA (70, 91). Prawdopodobnie dochodzi do potgczenia poprzez guanine

+010 DNA zgrasicy cielecej

Kwas apyrimidyrowy DNA

-0.04 [
H@r dATsyntetyczny

0 .»«—

-002
+005r Kwas apurynowy DNA

—pn*.L SRR T A O U B B B T B R
400 425 450 475 500
Dtugos¢ fali, nyj.

Rys. 1. Powstawanie kompleksu pomiedzy AMC i DNA z réznych Zzrédet (39)

Wyniki przedstawiono jako réznice gestosci optycznej (AOD); gesto$¢ optyczng (OD) roztworow
AMC oznaczano wobec roztworéw zawierajacych odpowiednie preparaty DNA
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(4, 38, 66, 124), poniewaz ilos¢ zwigzanej z DNA aktynomycyny wzrasta
z zawartoscig guaniny w DNA. Jako dowdd niezbednosci guaniny w DNA
dla utworzenia kompleksu z AMC moze tez stuzy¢ fakt, ze kwas apury-
nowy DNA i syntetyczny dAT nie reaguje z antybiotykiem, podczas gdy
kwas apirymidynowy DNA, syntetyczny dGdC i normalnie wystepujace
DNA reaguja z AMC. Rysunek 1 ilustruje te zaleznosci.

W tworzeniu kompleksu AMC-DNA duza role odgrywa drugorzedo-
wa struktura DNA. O znaczeniu struktury spiralnej w reakcji AMC-DNA
Swiadczy fakt, ze tafcuch pojedynczo skrecony lub DNA poddany dena-
turacji cieplnej nieco stabiej wigzg AMC niz identyczny DNA nieogrze-
wany lub natywny DNA o podobnym skiadzie zasad (38, 63). Pulman
(90) badajac kompleksy aktynomycyny z purynami i DNA sugerowat, ze

Schemat 2. Model wigzania AMC-guanina (DNA) (49)

jednym z waznych czynnikdw w tworzeniu kompleksu jest przenoszenie
tadunku elektrycznego. Badania nad sposobem wigzania sie AMC z DNA
wykazaty, ze antymetaboliczne dziatanie AMC jest bardziej wrazliwe na
zmiany grupy -NHz2 w chromoforze niz w cyklicznych tafcuchach pepty-
dowych (37, 60, 93). Te dane oraz obraz dyfrakcji rentgenowskiej i model
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molekularny opisany przez Hamiltona i wsp. (49) pozwolity wysu-
nac¢ hipoteze co do sposobu wigzania AMC z DNA przedstawiong na sche-
macie 2.

Wg Hamiltona i wsp. (49) jedna zwigzana molekuta AMC przypada
na kazde 18 nukleotydéw DNA. Miedzy chromoforem AMC i guaning
DNA wystepuja trzy wigzania wodorowe. Taki schemat trzech wigzan
bytby niemozliwy gdyby np. jeden z wodoréw aminowej grupy chromo-
forowej byt zastgpiony przez grupe alkilowg (37, 60, 93). Jak przedsta-
wiono na schemacie 2 chromofor swojg dtuga osig skierowany jest pro-
stopadle do osi spirali DNA i ptaszczyzng swa nachylony do tej osi pod
katem okoto 70°. Gdy chromofor jest ustawiony w takiej pozycji, wieksza
czes¢ cyklicznego tancucha peptydowego moze by¢ umieszczona wewnatrz
mniejszego rowka spirali natywnego DNA, z ktdrym moze tworzy¢ sie
w tych warunkach siedem wigzah wodorowych (cyt. wg 39). Tylko guani-
na w mniejszym rowku DNA moze dostarczy¢ wodoru, dla ktérego tlen
chinoidowy jest akceptorem. Niezdolno$¢ hipoksantyny w DNA do kom-
pleksowania AMC wskazuje, ze grupa aminowa guaniny jest waznym
czynnikiem specyficznosci wigzania AMC. Za proponowanym migejscem
wigzania aktynomycyny w mniejszym rowku spirali natywnego DNA
przemawia tez to, ze wigzanie AMC nie ulega ostabieniu jesli w wiek-
szym rowku spirali DNA znajdzie sie glukoza (cyt. wg 39).

Wiagzanie AMC z DNA wymaga spetnienia nastepujacych warunkdow:

a) obecno$¢ wolnej grupy -NH2 w grupie chromoforowej; zastgpienie
tylko jednego wodoru grupy aminowej przez grupe metylowag powoduje
spadek aktywnosci do 90°» (81, 94), natomiast podstawienie innych grup
(np. bromu) w pozycji 7 chromoforu w nieznacznym stopniu wptywa na
wiasnosci biologiczne aktynomycyny (cyt. wg 95).
b) obecno$¢ niezredukowanego uktadu chinoidowego (cyt. wg 95) gdyz
redukcja uniemozliwia udziat tlenu w tworzeniu wigzania wodorowego.
c) obecnos¢ pierscieni laktonowych, ktdre zabezpieczajg okre$long prze-
strzenng orientacje sktadnikéw tancucha peptydowego; hydroliza lakto-
néw do kwasdw dwukarboksylowych uniemozliwia tworzenie kompleksow
z DNA (81) i aktynomycyna traci aktywnos$¢ biologiczng. Zmiany skiadu
aminokwasowego w tancuchach peptydowych modyfikujac konfiguracje
AMC rowniez wplywajg na powstawanie komplekséw AMC-DNA.

W zwigzku z mechanizmem dziatania AMC wylonito sie pytanie —
czy miejsce wigzania AMC do DNA moze znajdowaé sie na powierzchni
matrycy, na ktorej dziata polimeraza RNA. Zagadnienie to zostato roz-
strzygniete poprzez zbadanie wptywu AMC na aktywno$¢ polimerazy
RNA w reakcji prowadzonej réwnolegle przez dwie matryce. Jedna ma-
tryca byta wrazliwa na AMC (np. DNA z grasicy cielecej lub M. lyso-
deicticus), druga za$ oporna na AMC (np. dAT, lub kwas poliryboadeny-
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lowy) (38). Przy pomocy odpowiedniego znakowanego nukleozydo-s2P-tréj-
fosforanu mozna oznaczy¢ aktywno$¢ matrycy dAT lub poliA nawet
w obecnosci innej matrycy np. grasiczego DNA. Przy okre$lonym steze-
niu enzymu wprowadzenie DNA z grasicy cielecej do reakcji, w ktorej
»primerem” (starterem) byt dAT wyraznie hamowato catg reakcje. Ozna-
cza to, ze dAT jest whasciwym ,,primerem” DNA dla syntezy RNA, a do-
dany DNA grasiczy prawdopodobnie wspotzawodniczy z dAT o enzym.
Natomiast dodanie AMC do mieszaniny zawierajgcej zarowno DNA gra-
siczy jak i dAT stymuluje reakcje (w poréwnaniu z szybkosScia reakcji
bez antybiotyku). W tych warunkach wytworzony RNA jest catkowicie
produktem aktywnos$ci matrycy dAT. Rezultaty te pokrywaja sie z hipo-
teza, ze AMC usuwa cze$¢ polimerazy RNA z DNA grasicy cielecej i su-
geruje, ze pewna ilos¢ miejsc w DNA wigzgcych AMC, bytaby normalnie
zajeta przez polimeraze RNA.

Wykazano rowniez, ze AMC wyraznie zmienia wiasnosci fizyczne DNA
znajdujacego sie w kompleksie. Przede wszystkim bardzo silnie stabili-
zuje spirale DNA (53, 96), na co wskazuje podwyzszenie Tm (tzw. ,, Tem-
peratura topnienia”) w teScie denaturacji cieplnej. Wzrost Tm jest funk-
cja stosunku AMC:DNA-P. Zjawisko to wystepuje tylko przy wysokich
stezeniach antybiotyku gdy stosunek molarny AMC:dG-nukleotyd DNA =
= 0,025-0,5. Jest to stezenie, ktére odpowiada hamowaniu polimerazy
DNA. Natomiast polimeraza RNA jest hamowana przy znacznie nizszym
poziomie AMC (stosunek AMC-dG-nukleotdy DNA = 0,0004-0,0075). Wy-
daje sie wiec, ze wptyw AMC na polimeraze DNA jest raczej bezposredni
i polega na fizycznych zmianach zapobiegajgcych rozwinieciu sie skretow
»primera”. Na podstawie tych danych wnioskowano (53, 96), ze:

a) sity, ktore wigzg AMC z DNA sa silniejsze niz te, ktore biorg udziat
w utrzymywaniu samej struktury DNA,

b) w warunkach doswiadczalnych AMC wigze sie z natywnym DNA, a nie
wigze sie z pojedynczo skrecong czasteczka,

¢) réwniez hybrydy RNA-DNA, prawdopodobnie nie kompleksujag AMC.

Dalsze badania sposobu wigzania sie AMC z DNA doprowadzity do
wniosku, ze struktura spirali DNA jest istotnym czynnikiem w wigza-
niu AMC a obecno$¢ jedynie samej dezoksyguanozyny w polinukleoty-
dzie nie wystarcza. Postulowane wigzanie AMC w mniejszym rowku
spirali natywnego DNA ttumaczy obserwacje dotyczace roli wszystkich
elementéw struktury tak DNA jak i AMC, ktére wptywajg na utworzenie
kompleksu. Dowodem na miejsce wigzania AMC w DNA jest tez dzialanie
proflawiny, ktdéra wchodzi pomiedzy przylegte pary zasad DNA, zmie-
niajac strukture obu rowkéw. Proflawina hamuje niespecyficznie, za-
rowno polimeraze DNA jak i polimeraze RNA, podczas gdy AMC, wig-
zana tylko w mniejszym rowku wykazuje uderzajacg selektywno$¢ dzia-
tania na polimeraze RNA. Jezeli AMC lezy w mniejszym rowku DNA,
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to ten rowek bytby specyficznym miejscem matrycowym dla polimerazy
RNA, a wiec miejscem syntezy RNA i by¢ moze jej regulacji. Wobec
czego moznaby przypuszczaé, ze polimeraza DNA funkcjonuje w rowku
wiekszym.

I11. Wpiyw aktynomycyny na uktady biologiczne

Dziatanie AMC mozna rozpatrywa¢ z punktu widzenia efektéw ogél-
nych (np. hamowanie proceséw morfologicznych i fizjologicznych) i efek-
téw biochemicznych (99).

Skutki dziatania AMC pojawiajg sie najpierw w tkankach o szybkiej
odnowie (turnover) (22): w nabtonku jelita, szpiku kostnym i tkankach
limfoidalnych. U embrionéw (71) i miodych, wzrastajacych zwierzat row-
niez inne tkanki wyraznie zmieniajg sie pod wptywem AMC-D. F lic-
kinger (29) wykazat, ze dziatanie AMC na embriony zaby w réznych
stadiach rozwoju, natychmiast zatrzymuje ten rozw0j. AMC dziata takze
na komérki ro$linne (5). AMC-D w stezeniu 90 ng/ml hamuje mitozy
w korzeniu Alium cepa juz po 36 godz.; zahamowanie wystepuje w in-
terfazie. Komdrki zréznicowane i dojrzate tracg wrazliwo$¢ na AMC.
Selektywny wptyw AMC na szybko dzielace sie tkanki sugeruje jej prze-
ciwrakowe dziatanie.

Brachet i Denis (s) stwierdzili, ze u Acetabularia pewne frag-
menty pozajadrowe sg znacznie mniej wrazliwe na AMC niz jadro, co
sugeruje, ze pierwotnym miejscem dziatania AMC jest jadro. AMC po-
woduje charakterystyczne uszkodzenie elementéw strukturalnych two-
rzacych petle (loops) jader spermatocytéw (79a). Zmiany te wystepuja
W 6 godz. po zadziataniu AMC i osiggajg maksimum po 24-30 godzinach.
Zmianie ulega rowniez struktura jaderka; odrywa sie ono od btony jadro-
wej, z ktdrg normalnie jest stale zwiagzane. Wszystkie uszkodzenia jader
spowodowane przez AMC sg odwracalne, np. regeneracja petli rozpoczy-
na sie okoto 40 godz. po injekcji AMC a powr6t do normy obserwuje sie
PO 100-120 Qgodz.

AMC wptywa na procesy reprodukcji, wzrostu i rozwoju wywotujgc
zmiany morfologiczne, co mozna przypisa¢ uszkodzeniu czynnika wspol-
nego tym procesom, mianowicie RNA. AMC powoduje tez zaburzenia
w szeregu czynnosci fizjologicznych a nastepnie zmiany morfologiczne,
zwiaszcza w obrebie zotadka i jelit.

Wiele z tych efektéw dziatania AMC przypomina wptyw promienio-
wania jonizujacego. Wykazano takze (26), ze skutek dwoch nastepujacych
po sobie dawek promieniowania wzmaga sie, jes$li hodowle komdrek po-
traktowa¢ AMC w okresie miedzy pierwszym a drugim napromieniowa-
niem. W odstepie czasu miedzy dawkami promieniowania wystepujg pew-
ne procesy regeneracji komorki. Regeneracje te hamuja stosunkowo ni-
skie stezenia AMC, co wskazywatoby, ze gtéwnym czynnikiem regene-
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racji jest RNA. Wiadomo, ze promienie jonizujagce wywotujg karcinoge-
neze i mutageneze. U myszy opisano (20) réwniez karcinogeneze wywo-
tang przez AMC. Jednak sg tez dane (18), ze AMC-D zmniejszata ilos¢
mutacji wywolywanych przez promieniowanie X u Drosophila melano-
gaSter.

Bardzo interesujace okazaty sie efekty biochemiczne AMC, ktére daty
podstawe do badan w wielu kierunkach, a przede wszystkim przyczynity
sie do wyjasnienia biosyntezy kwaséw nukleinowych i biatek oraz w pew-
nym stopniu dziatania wielu hormondw. Stwierdzono, ze AMC szybko
hamuje synteze bialek i RNA nie naruszajgc syntezy DNA u Bacillus
subtilis (101, 102). Podobne efekty zaobserwowano u Staphylococcus
aureus (69). Badania z L-komorkami (92, 93) wykazaty, ze poczatkowa
szybkos$¢ syntezy biatka i DNA nie ulega zmianie pod wpltywem AMC,
podczas gdy synteza RNA jest hamowana szybko i prawie ilosciowo.

1. Wptyw AMC na biosynteze kwaséw nukleinowych

Synteza DNA. Guidice i Novelli (48) doniesli wprawdzie, ze
AMC-D hamuje synteze polimerazy DNA u hepatektomizowanych szczu-
réw, jednak skuteczne stezenia byly wysokie. Umiarkowane ilosci anty-
biotyku wywieraty maly wpltyw na aktywno$¢ polimerazy DNA (27).
Przy wysokich stezeniach AMC, hamujgcych polimeraze DNA ,primer”
DNA pozostaje nietkniety (27). Catkowite zahamowanie wystepuje przy
stosunku molarnym AMC:guanina-DNA 1:1.

Doniesienie (21) o rozpadzie DNA zachodzacym po zablokowaniu syn-
tezy biatka sugeruje, ze AMC moze wywiera¢ posredni wptyw na DNA.
Popieratoby to hipoteze o istnieniu rdzenia biatkowego utrzymujgcego
matryce DNA w pozycji funkcjonalnej i o niezbednosci ciggtej syntezy
biatka dla normalnej funkcji komaérki.

Badanie wptywu reakcji AMC-D z DNA na metabolizm (70) wyka-
zuje, ze:

a) antybiotyk nie ma wyraznego wptywu na fosforylaze polinukleotydo-
wag Staphylococcus aureus w systemie Grunberg-Manago (47);

b) AMC-D hamuje inkorporacje dATP znakowanego 3P w czasie inku-
bacji z nieoczyszczonym preparatem polimerazy DNA izolowanej z E. coli;
c) AMC-D hamuje transformacje szczepu Haemophilus injluenze graciae
wrazliwego na streptomycyne w szczep niewrazliwy, ale tylko w przy-
padku duzych stezen transformujacego DNA szczepu opornego; brak ha-
mowania przy nizszych stezeniach DNA moze by¢ wynikiem dysocjacji
kompleksu AMC-DNA w bardzo rozciefczonych roztworach.

Synteza RNA. Hurwitz (60) doniost, ze synteza RNA jest 10-20
razy silniej hamowana przez AMC niz synteza DNA. AMC-D w stezeniu
0,2viM hamuje synteze DNA w 25%, a synteze RNA w 90-95% (60).
Levinthal (74a) uzywajagc AMC-D w stezeniach 40 razy wiekszych
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niz Hurwitz stwierdzit kompletne zahamowanie zaréwno syntezy RNA
jak i biatek.

Badania wptywu AMC-D na przemiany mRNA z watroby myszy (113)
wykazaly wyrazne zahamowanie inkorporacji 14C-kwasu orotowego do
watrobowego kwasu rybonukleinowego, szczeg6lnie do bardzo aktywnej
frakcji RNA o statych sedymentacji miedzy 4,5S a 20S. Wyniki te po-
krywajg sie z danymi uzyskanymi w pracy (33) dotyczacej wpltywu
AMC-D na inkorporacje 3P do RNA z watroby szczura podczas induko-
wanej syntezy oksydazy tryptofanowej. Wszystkie dotychczasowe do-
niesienia wskazujg na to, ze AMC hamuje synteze kwasu rybonukleino-
wego zalezng od DNA (37, 60, 93). Synteza RNA inicjowana przez RNA
‘nie jest bezposrednio atakowana przez AMC (93).

Po dziataniu AMC-D w stezeniu 1,0 vtg/ml przez s godz. i nastepnie
inkubacji przez 16 godz. L-komorki wiaczajg sH-cytydyne do frakcji nie-
rozpuszczalnej w kwasie (92). RN-aza nie uwalnia trytu z tej frakcji,
natomiast DN-aza uwalnia izotop catkowicie. Mozna wyciagna¢ stad
wniosek, ze AMC-D w tych warunkach hamuje kompletnie synteze ko-
moérkowego RNA nie naruszajgc syntezy DNA. Goldberg i wsp. (37,
38a) wykazali, ze hamowanie syntezy RNA jest kompetytywne i dodanie
nadmiaru DNA powoduje odhamowanie, przy czym DNA z grasicy cie-
lecej poddany denaturacji cieplnej okazat sie bardziej aktywny, niz na-
tywny DNA. Pojedynczo skrecony DNA trudniej tworzy kompleksy z an-
tybiotykami (38a, 64) i dlatego moze stuzy¢ jako matryca zastepcza na-
turalnego DNA, zinaktywowanego przez AMC. Wg Karsten a (65)
DNA i RNA oraz niektore ich produkty degradacji, przypuszczalnie oli-
gonukleotydy, znoszag hamujgce dziatanie AMC na wzrost Neurospora
crassa, przy czym RNA daje znacznie mniejsze efekty niz DNA. Produkty
degradacji DNA i RNA powstajace po alkalicznej i tagodnej kwasnej hy-
drolizie (nukleotydy i nukleozydy) dziatalty podobnie jak DNA i RNA,
a produkty degradacji uzyskane po hydrolizie do zasad azotowych nie
wykazywaly tego dziatania. Stwierdzono jednak (65), ze handlowe pre-
paraty puryn i pirymidyn w wysokich stezeniach znoszg w pewnym
stopniu cytostatyczne dziatanie AMC. Adenina, adenozyna i adenozyno-
mono-, dwu- i tréjfosforany w stezeniu 4-5 j-iM/ml znosity dziatanie
AMC prawie w 100%'. Pewne niefizjologiczne pochodne purynowe jak
s-azaksantyna i s-chloroksantyna takze znosily dziatanie AMC. Pirymi-
dyny nie wykazywaly wyraznego wptywu na AMC. Interesujacy jest fakt,
ze pewne niefizjologiczne pochodne pirymidyn jak 5-bromouracyl i 2-
-amino-4-metylopirymidyna, same wykazujgce wilasnosci cytostatyczne,
w pewnym stopniu cofajg zahamowanie aktynomycynowe. Wptyw puryn
i pirymidyn mozna wytlumaczy¢ przypuszczalnym usuwaniem AMC
z miejsca jej dziatania w zyjacych komdrkach, za czym przemawiajg wy-
magane wysokie stezenia skuteczne tych substancji.
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Chociaz hamowanie aktynomycynowe syntezy RNA zaleznej od DNA
moze by¢ zniesione po dodaniu nadmiaru DNA, to jednak in vivo te efekty
nie sg $ciSle odwracalne. Pierr o (ss) wykazal, ze rGwnoczesne podanie
DNA nie zmniejsza wywotanych przez AMC malformacji u kur. Wzra-
stajace stezenia polimerazy-RNA nie zmieniaja wptywu AMC na syn-
teze mRNA, podczas gdy wzrastajgce stezenia DNA obnizaty ten efekt
(52, 60, 94).

Obserwujac skutki dziatania AMC Franklin (32) doszedt do wnio-
sku, ze w normalnych komérkach zwierzecych synteza wszystkich RNA
jest kierowana przez matryce DNA. Wyjatki moga stanowi¢ tylko uktady
DNA-RNA w jaki$ sposob chronione w komdrkach przed dziataniem
AMC i synteza RNA, polegajaca na przytagczeniu koncowych grup do
istniejgcych molekut RNA bez udziatlu matrycy DNA.

AMC zapobiega znakowaniu wysokomolekularnych RNA, natomiast
zahamowanie wbudowywania 3P do frakcji 4S5 RNA (czyli przenoszace-
go RNA) jest nieznaczne lub wcale nie zachodzi (33, 79). Fakt, ze nie-
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Rys. 2. Wptyw AMC-D na inkorporacje 3P do réznych frakcji RNA z watroby
szczura podczas indukcji oksydazy tryptofanowej (33)

Wykresy przedstawiajg wyniki analizy RNA w gradiencie sacharozy 1—szczury indukowane —
100 mg DL-tryptofanu w OWo NaCl dootrzewnowo; IAZ0—szczury indukowane jak wyzej,

ktérym podano dootrzewnowo 200 ugAMC-D w glikolu etylenowym. Linia ciagta - ; linia
przerywana — radioaktywno$¢ wtasciwa na mg RNA

frakcjonowane preparaty RNA po dziataniu AMC-D wykazywaty bardzo
wysoka zawarto$é pietna w CMP w poréwnaniu z innymi nukleotydami,
sugeruje pewien specyficzny mechanizm znakowania przenoszacego RNA.
Wiadomo, ze znakowanie zachodzi w 97% we frakcji 4S (79), poniewaz



[13] * AKTYNOMYCYNY 139

trzy kohncowe nukleotydy pCpCpA wykazuja przemiany niezalezne od
reszty tancucha RNA. W tym przypadku po alkalicznej hydrolizie co naj-
mniej 67% pietna wystepuje w CMP, a pozostaty 3P jest rozmieszczany
pomiedzy nukleotydami w poblizu koAcowej sekwencji przenoszacego
RNA (pCpCpA). Stad wniosek, ze AMC-D hamuje w watrobie szczura
synteze wszystkich form RNA z wyjatkiem koncowych grup pCpCpA
w przenoszagcym RNA. Podobne rezultaty (33) przedstawione na rys. 2,
wskazujg, ze istotnie wbudowywanie 3P do frakcji AS RNA nie jest ha-
mowane przez AMC-D, podczas gdy pozostate frakcje wykazujg wyrazne
obnizenie wiaczania s2P.

Wydaje sig, ze AMC, ktdra hamuje synteze RNA powinna takze ha-
mowac synteze wiruséw, szczegdlnie RNA-wiruséw. Dane z literatury na
ten temat sg sprzeczne i wskazujg, ze dziatanie AMC i wiruséw moze by¢
czasami uzupetniajace, niekiedy za$ antagonistyczne (31).

W zakazonej komorce, ktorej materiat genetyczny sktada sie z DNA,
synteza RNA jest catkowicie zalezna od DNA i wrazliwa na AMC. Syn-
teza ta katalizowana przez polimeraze-RNA w obecnosci DNA (59) i dwu-
wartosciowych kationéw wymaga obecnosci wszystkich czterech rybonu-
kleotydow tréjfosforanowych (122). Powstaly w ten sposéb RNA ma
sktad bardzo zblizony do ,,primera” DNA (122). Po zakazeniu wirusem,
ktorego genomem jest RNA, komorka gospodarza syntetyzuje RNA za-
lezny od RNA i synteza ta jest catkowicie niewrazliwa na AMC.

Wiele wirusow hamuje synteze makroczasteczek w organizmie gospo-
darza. RNA-wirusy i szczepionki wirusowe mogg hamowac¢ synteze RNA
i biatek, a Rheovirus hamuje synteze DNA (42). W takich przypadkach
dziatanie wirusa i AMC jest podobne, chociaz mechanizmy hamowania
moga by¢ rdzne.

Badania izotopowe (80) przy uzyciu kwasu 14C~orotowego wykazatly,
ze AMC-D hamuje synteze jgderkowego RNA znacznie silniej niz syn-
teze pozajaderkowego RNA. Te dane oraz skiad zasad jgderkowego RNA
wskazuja, ze synteza jaderkowego RNA w zasadzie przebiega niezaleznie
od syntezy pozajgderkowego RNA. W badaniach histochemicznych nad
podziatem komorek HelLa wykazano (40, 107), ze najpierw sg atakowane
przez AMC jaderka, ktore znikaja kompletnie po 12-24 godz.

AMC wykorzystano réwniez do badania migracji RNA z jadra do cy-
toplazmy (36). Levy (75) doniost, ze2 AMC moze hamowa¢ te migracje,
natomiast Harris (51) nie podzielit tego pogladu dopatrujac sie bile-
dow w technice laboratoryjnej. Perry jednak (ss) wykazat, ze jesli
czas impulsowego znakowania 3P zawiera sie w granicach 5-30 min., to
obserwuje sie obnizenie syntezy jaderkowego RNA pod wpltywem AMC.
Dluzsze dziatanie AMC (3,5-4,0 godz.) nie wptywa na RNA jaderkowy
i chromatynowy, hamuje natomiast wigczanie izotopu do cytoplazmatycz-
nego RNA, przy czym hamowanie to jest znacznie stabsze niz hamowa-
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nie obserwowane w jaderku w krotkim eksperymencie. Zatem znako-
wanie IP jaderkowego RNA wyprzedza znakowanie RNA cytoplazma-
tycznego, a wiec RNA jaderkowy moze by¢ prekursorem wiekszej czesci
cytoplazmatycznego RNA, gtéownie zas RNA rybosomalnego. Znaczna
cze$¢ rybosomalnego RNA miataby zatem swoéj poczatek w jaderku lub
zwigzanej z nim chromatynie. Wynikatoby stad, ze jaderkowe rejony
chromosomoéw tworzg jeden typ RNA, wchodzacy nastepnie w skiad ry-
bosoméw, podczas gdy inne czesSci chromosoméw wytwarzajg inny typ
RNA, stanowigcy element kodu. Hamowanie przez AMC przenoszenia
RNA z jadra do cytoplazmy wykazano réwniez w embrionach kurzych
(55).

Ac s iwsp. (1) znalezli bezpos$rednia depolimeryzacje RNA pod wpty-
wem AMC-D u B. subtilis, jednak Darnell (23) podobne wyniki otrzy-
mane z komodrkami HelLa przypisat szybkiej odnowie mRNA i wynika-
jacemu stad krétkiemu czasowi jego istnienia. Polisomy (ergosomy) wa-
troby szczura ulegajg dezagregacji pod wptywem AMC (103). AMC dziata
posrednio hamujac synteze mRNA, ktory rozpadajac sie powoduje z ko-
lei rozpad rybosoméw z nim zwigzanych. W ciggu 4-8 godz. 50-80% ry-
bosoméw zwigzanych z mRNA rozpada sie po dawkach AMC, ktore ha-
mujg calkowicie synteze mRNA (103).

2. Wptyw AMC na biosynteze biatka

Pierwsze doniesienia dotyczace wpltywu AMC na biosynteze biatka
pochodzg z roku 1956. Mianowicie Foley (30) podaje, ze AMC-D, dziata
jako kompetytywny inhibitor pantotenianu. Sugeruje on, ze AMC wply-
wa na zalezne od pantotenianu reakcje zwigzane z biosyntezg i wykorzy-
staniem aminokwaséw. Wielu autorow stwierdzito nastepnie hamujace
dziatanie AMC na indukcje enzymow adaptacyjnych (34, 44, 58, 87, 120,
121). Inne badania nad wptywem AMC na indukcje oksydazy tryptofa-
nowej i na wiaczanie 3P do réznych frakcji RNA w watrobie szczuréw
(33, 87) wykazaty, ze rownolegle z wyraznym zahamowaniem indukcji
zahamowane tez zostaje wiaczanie 3P do wszystkich frakcji RNA oprocz
frakcji 4S (tj. przenoszacego RNA) (rys. 2). Miedzy frakcjg 4S i 18S
stwierdzono wystepowanie matej frakcji RNA o bardzo wysokiej radio-
aktywnosci wiasciwej, ktéra znacznie malata po dziataniu AMC-D. Jesli
sie przyjmie, ze ta frakcjg o wysokiej aktywnosci metabolicznej jest
mRNA mozna przypuszczac, ze proces indukcji oksydazy tryptofanu, ha-
mowany przez AMC-D, jest syntezg enzymu de novo. Ostatnio stwierdzo-
no (85), ze AMC wywiera hamujacy wplyw rdéwniez na synteze pro-
trombiny indukowang przez wit. K, a takze hamuje wzrost zawartosci
DNA-polimerazy watroby szczura po czesciowej hepatektomii (79a).
AMC-D nie wptywa wyraznie na aktywnos¢ enzymow mitochondrial-
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nych. Poziom dehydrogenazy kwasu bursztynowego w mitochondriach po-
zostaje bez zmiany po 24 godzinnym dziataniu AMC (24).

Interesujace jest, ze u mtodych szczuréw po takich dawkach AMC-D,
ktore pozwalajg na przezycie 5 dni, wystepuje podwyzszenie aktywnosci
niektérych enzymoéw watrobowych, indukowanych takze przez 17-hy-
droksykortikosteron (98).

Tablica 2

Wplyw AMC-D na aktywnos¢ oksydazy tryptofanowej (TPO) w watrobie
szczura (87)

czas 12 godz. 5 godz.
eksperyment K | 1A K | 1A
Aktywnos$¢ TPO
14,1 36,9 25,7 141 4157 9,37
...... [xg suchej masy

K — kontrola; I — indukcja DL-tryptofanem (100 mg w solifizjologicznej dootrzewnowo); IA— indukcja i traktowanie
200 (xg AMC-D w glikolu etylenowym. Aktywno$¢ TPO wyrazona jest w ilo$ci kinureniny wyzwolonej przez 1 g su-
chej masy tkanki w ciggu 1 godz.

Ponadto stwierdzono, ze AMC-D hamuje inkorporacje znakowanej
lizyny do jaderka oraz powoduje zmiany w jego granulacji (106), nie wy-
kazujac jednak takiego dziatania w chromosomach i cytoplazmie. Mozna
wiec przypuszcza€, ze przynajmniej pewna cze$¢ jaderkowego biatka jest
syntetyzowana niezaleznie od chromosomalnego RNA. Wydaje sie, ze
przy pomocy AMC-D mozna przeprowadzi¢ zréznicowanie biatek lub
peptydéw zwiazanych z lizyng na dwa typy: jeden zlokalizowany tylko
w jaderku i usuwany w czasie ekstrakcji razem z RNA, jest z nim zwig-
zany chemicznie i metabolicznie, oraz drugi typ znaleziony w jadrze
i cytoplazmie, ktory nie ekstrahuje sie razem z RNA, a wiec chemicznie
i zapewne metabolicznie jest od niego niezalezny. Sg réwniez dowody na
to, ze AMC hamuje synteze histonéw jadrowych (58, 105). Badania w mi-
kroskopie elektronowym (62) wskazujg, ze zjawisko to moze zaleze¢ od
fragmentacji jaderek, nastepujacej pod wptywem AMC.

Badania na bakteriofagach wykazaly, ze powstawanie przeciwciat na
bakteriofag T2 in vitro byto hamowane przez 5*10 8M AMC-D. Przema-
wia to za koncepcja, ze tworzenie sie przeciwciat podobnie jak innych
biatek zalezy od syntezy mRNA.

Obserwacje, ze AMC nie dziata na biosynteze biatek nietknietych ko-
morek E. coli mozna wyjasni¢ nieprzepuszczalnoscig $ciany komorkowej
bakterii dla tego zwigzku. Gdy bowiem zniszczono btone komdérkowga tych
drobnoustrojow wystepowat pod wptywem AMC szybki i wyrazny spadek
wigczania znakowanej leucyny (54, 76).

Obecnie uwaza sie, ze wptyw AMC na biosynteze biatka jest posredni,
poniewaz hamowanie syntezy biatek nie jest natychmiastowe, podczas gdy
hamowanie syntezy RNA nastepuje bardzo szybko (3).
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3. Wptyw AMC na wzrost drobnoustrojéw i wiruséw

Biologiczna aktywno$¢ AMC jest wybiorcza. AMC wywiera hamujacy
wptyw na bakterie gramdodatnie, podczas gdy drobnoustroje gramujemne
sg niewrazliwe na ten antybiotyk (117). Wplyw AMC na powstawanie
DNA w bakteriach jest mniej wyrazny niz na synteze biatek (82, 101).
Dziatanie AMC na drobnoustroje zasadniczo ma charakter bakteriosta-
tyczny, chociaz u pewnych szczepéw B. subtilis wywotuje szybko lize
(cyt. wg 95). Przy progowych stezeniach antybiotyku moze zachodzi¢ po-
wolny wzrost bez podziatu komdérek, przy czym stosunki réznych zwiaz-
kéw wielkoczgsteczkowych sg zmienione (60, 67). Przy stezeniach AMC
powodujgcych zahamowanie wzrostu B. subtilis w 60-70%, synteza P-ga-
laktozydazy i amylazy ulega zahamowaniu w tym samym stopniu, a in-
dukcja a-glukozydazy przy pomocy maltozy w tych samych warunkach
zostaje zahamowana w 90-95%.

AMC hamuje namnazanie wiruséw zawierajgcych DNA, ale nie dziata
na wirusy, ktérych materiat genetyczny stanowi RNA. Wrazliwos$¢ pro-
cesu namnazania Vaccinia-virusa (DNA-wirus) jest jednak nieco mniej-
sza niz wrazliwos$¢ podziatu komorki gospodarza: 0,4 i-ig AMC/ml hamu-
je wzrost wirusa w 99%, podczas gdy podziat komérek gospodarza zosta-
je zatrzymany catkowicie juz przy stezeniu AMC 0,005 vig/ml. Natomiast
nawet bardzo duze stezenia AMC (10 jxg/ml) nie hamujg wzrostu i nie
wptywajg na wydajnosé Mengo wirusa (RNA-wirus) (92).

Ws$rdd wiruséw zwierzecych mozna wyrézni¢, z uwagi na wrazliwos$¢
na AMC przynajmniej dwie grupy: a).wirusy, ktérych namnazanie nie
zmienia sie przy wprowadzeniu w czasie infekcji wysokiego stezenia an-
tybiotyku (>2 iAg/ml), ktére hamuje catkowicie synteze RNA komorki
gospodarza, b) wirusy, ktérych wzrost podlega wyraznemu zahamowaniu
przez niskie stezenie antybiotyku (<0,1 vig/ml) (92, 93, 69, 109). Pewne
wirusy nie dajg sie zakwalifikowa¢ do dwu wymienionych grup (7, 41).

Catkowite hamowanie syntezy komorkowego RNA przez AMC
umozliwito wyjasnienie powstawania wirusowego RNA po infekcji zaréw-
no wirusem polio (108) jak i innymi wirusami (57, 69, 79). W4asnosci kwa-
su nukleinowego produkowanego w syntezie kierowanej przez wirusy
sugerujg, ze w przypadkach infekcji wirusem opornym na AMC caly
powstajagcy RNA jest podobny do RNA wirusa (56).

Inne badania wykazaty (35, 116), ze AMC moze wyraznie podwyz-
sza¢ wzrost wirusa i hamowac¢ produkcje interferonu. Wirusowa infek-
cja komdrek kregowcow czesto indukuje synteze interferonu, biatka,
ktore z kolei hamuje namnazanie tegoz wirusa. Obserwacja ta ma duze
znaczenie dla oceny mozliwosci istnienia wewnatrzkomdrkowej obrony
przed infekcjg wirusowg. Znane sg trzy hipotezy syntezy interferonu:

1) synteza jest kierowana przez kwasy nukleinowe infekcyjnego wi-
rusa,
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2) wirus infekujacy aktywuje prekursory interferonu normalnie wy-
stepujace w niezakazonej komédrce.

3) synteza interferonu jest ukrytg funkcja komdrkowa indukowang
przez infekcje wirusowa (lub inny stymulator). AMC jest antagonista
procesu syntezy interferonu, poniewaz ma zdolnosci blokowania syntezy
komorkowego RNA bez wptywu na synteze wirusowego RNA. Uzyskane
wyniki przemawiajg za tym, ze synteza interferonu jest raczej pod kon-
trolg genetyczng komérkowego DNA, a nie wirusowego RNA.

4. Wptyw AMC na czynno$¢ hormonoéw

Mechanizm dziatania hormonéw jest interpretowany jak dotad raczej
w sposéb hipotetyczny. Ostatnie badania wykazaty, ze przewazajgca gru-
pa hormondéw bierze udzial w syntezie biatka. Niektdrzy badacze uwa-
zajag nawet (19), ze ,hormony* sg pierwotnymi induktorami enzymoéw”.
Hipoteza, ze hormony dziatajg poprzez synteze mRNA wydaje sie praw-
dopodobna, poniewaz grupa hormonéw hamowanych przez AMC obejmuje
wiele hormonéw SciSle zwigzanych z wytwarzaniem mRNA. Wedtug
Karlsona (64) hormony kontrolujg aktywnos$ci genéw przede wszyst-
kim w procesach wzrostu i réznicowania.

Dziatanie aktynomycyny na czynno$¢ hormondw ilustrujg ponizsze
przyktady.
Podanie hormonu wzrostu embrionom kurzym wywotuje wyrazne zwiek-
szenie wagi embrionu oraz wzrost zawartosci RNA i DNA (2); podanie
AMC hamuje synteze RNA indukowang przez ten hormon (112). Indukcja
oksydazy tryptofanu hydrokortizonem ulega kompletnemu zahamowaniu
pod wpltywem AMC (45). Obie obserwacje wskazywalyby, ze hormon
kontroluje synteze enzymu de novo poprzez indukcje syntezy mRNA.
AMC zdecydowanie hamuje dziatanie estrogenéw zaréwno na synteze
RNA jak i biatka (53, 115). Poniewaz zdolno$¢ rybosomow do syntezy
biatka zalezy od estrogenéw (46), zatem wydaje sie, ze AMC posrednio
wptywa na mRNA hamujac jego enzymatyczng resynteze.
Androgeny miedzy innymi katalizujg wiaczanie znakowanej weglem 14C
waliny do biatek. Po kastracji znakowanie wyraznie maleje, ale po poda-
niu testosteronu wraca do normy (110). Testosteron indukuje synteze
dehydrogenazy kwasu mlekowego. To dziatanie androgenow jest hamo-
wane przez AMC (43). Stymulacja wbudowywania aminokwaséw w biat-
ka (78) jak tez stymulacja znakowania RNA (25, 78, 125, 126) wywotana
przez insuline jest réwniez hamowana przez AMC. Miejscem dziatania
AMC jest zapewne réwniez mRNA.

Wiadomo tez (16, 97), ze AMC-D hamuje dziatanie tyroksyny stymuluja-
cej synteze enzymow adaptatywnych i prawdopodobnie regulujgcej syn-
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teze pewnych mitochondrialnych biatek biorgcych udziat w oksydatyw-
nej fosforylaciji.

Antymetaboliczne dziatanie antybiotykéw na czynno$¢ hormondéw zo-
statlo opracowane bardzo szczegdétowo przez Samuelsa (99).

IV. Aktynomycyna, a inne antybiotyki o antymetabolicznym dziataniu

Phleomyc.yna jest antybiotykiem i jednocze$nie czynnikiem przeciw-
rakowym. W przeciwienstwie do AMC hamuje ona synteze DNA nie wpty-
wajac bezposrednio na synteze RNA lub biatek w E. coli i komorkach
HelLa. Hamuje ona in vitro polimeraze DNA, jak tez nukleaze dziatajaca
na zakonczenie tafcucha DNA, nie wplywa natomiast na endonukleaze
(28).

Mitomycyna, ktéra jest rowniez silng substancjg przeciwrakowg wpty-
wa zupetnie odmiennie na synteze RNA ni,z AMC (111). Podczas gdy AMC
hamuje synteze mRNA przez blokowanie matrycy DNA wigzac jego
guanine, ale pozostawia aparat genetyczny nieuszkodzony i zdolny do re-
plikacji, to mitomycyna uszkadza geny, kontrolujace synteze roznych
typow komérkowego RNA. Dziatanie jej polega na wnikaniu pomiedzy

DNA
normalny

DNA

, przeciecie

DNA
, ZWiazan
przeg1 l\/_ICy
.przeciety’

Rys. 3. Wplyw mitomycyny (MC) na przemiane czasteczki DNA po denaturacji
cieplnej i szybkim oziebieniu (111)

taricuchy natywnego DNA, rozrywaniu wigzanh wodorowych, a nastepnie
tworzeniu innych, silniejszych, kowalentnych wigzan krzyzowych mie-
dzy tymi tancuchami (prawdopodobnie miedzy najblizszymi guaninami
lub cytozynami dwdch sasiednich taricuchéw), co prowadzi do $mierci
komorki. Z drugiej strony, mitomycyna, w swoim normalnym utlenio-
nym stanie nie reaguje in vitro z oczyszczonym DNA. Dopiero redukcja
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enzymatyczna zalezna od NADPH, albo redukcja chemiczna mitomycyny
umozliwia jej dziatanie. Zwigzana przez mitomycyne czasteczka DNA
zmienia wiasciwosci fizyczne i przy denaturacji cieplnej nie ulega roz-
szczepieniu w miejscach zwigzanych przez mitomycyne. Czesci tancuchow
rozszczepionych w miejscach nie zwigzanych przez mitomycyne, po szyb-
kim ochtodzeniu do 0° ulegajg renaturacji, podczas gdy natywny DNA
w tych warunkach nie renaturuje sie. Mechanizm dziatania mitomycyny
na czasteczke DNA przedstawiony jest na rysunku 3.

Chloramphenicol (chloromycetyna) jest antybiotykiem, ktdéry hamuje
synteze biatka zaréwno w komdrkach zwierzecych jak i bakteryjnych
(123). Wydaje sie, ze moze on hamowaé funkcjonowanie informacyjnego

/-

o=c- ch- ch2—/ \ - och3 o=c- ch—r
nh2 NH2

Schemat 3. Analogia w budowie puromycyny i aminoacylo-sRNA (83, A — puromy-
cyna B — aminoacylo-sRNA

o o]
— C—NH—CH—C—NH—CH—C—sRNA
Ri R,
ch3o

o 2 v N(CH3)2
C—NH—CH—C-NH-CH—C
Ri R2

+ SRNA

Schemat 4. Chemizm hamujgcego dziatania puromycyny na biosynteze tancucha
polipeptydowego (83)

10 Postepy Biochemii
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0som
Jadro MRNA i

(matryce)

mRNA
(matryce)
_IIAMA-AAA/M jYV\jW W A
Biatko

Enzym
. Aktywo- SRNA
Amino- wany (przenoszacy)
kwas aminokwas

13 neomycyna  \M\Mitomycyna  [A]JAktynomycyna  \S\ Streptomycyna
[7f| Chloramfenikol [a3 Puromycyna

Rys. 4. Miejsca hamowania syntezy biatka i kwaséw nukleinowych przez anty-
biotyki o dziataniu antymetabolicznym*

Tablica 3
Antybiotyki hamujace synteze biatka i kwaséw nukleinowych*
Nazwa Zrodto Stezenia stosowane Dziatanie
Phleomycyna Streptomyces 100 [i.g/ml hamowanie polimerazy
verticullus DNA
Mitomycyna Streptomyces 0,5-2,0 [¢g/ml (drobno-  krzyzowe wigzanie nici
(A,B,C, porfiromycyna) caespitosus ustroje) 0,02 [¢g/ml (lu- DNA
dzka linia komérkowa
Dg8 S)
Aktynomycyna Streptomyces 2,0 iJg/ml tworzenie kompleksu z
(G, X,, Xo8, X03 Xla) antibioticus DNA kierujacym syn-

tezg mMRNA, hamowa-
nie polimerazy RNA

Streptomycyna Streptomyces 10-5 M blokowanie przytacza-
griseus nia mRNA do ryboso-
moéw?
Chloramfenicol Streptomyces 5-105 M hamowanie przenosze-
venezuelae nia aktyw, aminokwa-
sow z sRNA do rybo-
somow
Puromycyna Streptomyces 10-3 M
albo-niger

*J. Hawiger — Dane z referatu wygtoszonego w Zakladzie Bakteriologii PZH.
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RNA drogg kompetycji o miejsce wigzania z rybosomami. Przemawia za
tym hamowanie przez chloromycetyne syntezy biatka uprzednio.induko-
wanej przez mRNA (123). Hamujgcy wptyw na biosynteze biatka w roz-
mnazajgcych sie komorkach moze by¢ przyczyna obserwowanej toksycz-
nosci hematologicznej chloramfenikolu.

Puromycyna, znany od 1952 r. antybiotyk hamujgcy wzrost komédrek
zwierzecych, nie odegrata roli w lecznictwie, ma jednak duze znaczenie
w pracach badawczych, poniewaz specyficznie hamuje synteze biatka
(83), przy czym synteza RNA i DNA przebiega normalnie. Proces hamo-
wania jest odwracalny. Puromycyna dziata na biosynteze biatek jako
analog strukturalny zestryfikowanego sRNA (127).

Stosujac peptydaze wykazano, ze zostaje wytworzone wigzanie pepty-
dowe pomiedzy grupa koncowag wzrastajgcego taricucha peptydowego
i wolng grupa aminowg puromycyny (schemat 4), analogicznie do two-
rzenia wigzania peptydowego w syntezie biatka. W ten sposéb puromy-
cyna usuwa peptyd zwigzany na mRNA i zatrzymuje rozbudowe tancu-
cha. By¢ moze reakcje miedzy tancuchem peptydowym i puromycyna ka-
talizuje ten sam enzym, ktéry wytwarza wigzanie peptydowe w syntezie
biatkowej.

Rysunek 4 i tablica 3 ilustrujg mozliwe drogi dziatania omawianych
antymetabolitéw, spetniajacych istotng role w badaniu réznych szlakéw
metabolicznych.

Uwagi koncowe

Mimo bardzo licznych badan wielu aspektow dziatania AMC nie zdo-
ftano wyjasni¢ do konca np. fizykochemicznych parametrow tworzenia
kompleksu z DNA, dziatania czynnikéw zewnetrznych na reakcje kom-
pleksowania, rozmieszczenia AMC wewnatrz jadra, dziatania mutagen-
nego AMC, odpornosci bakterii i zwierzat na AMC, immunologii. Jednak
dzieki swemu specyficznemu oddziatywaniu na procesy metaboliczne
AMC moze mie¢ zastosowanie jako model badania szeregu tych proceséw.

Resumujac wszystkie dane dotyczace biochemii i dziatania aktynomy-
cyny mozna przyja¢, ze struktura chemiczna zarbwno AMC jak i DNA
gra pierwszorzedng role w oddziatywaniu wzajemnym miedzy tymi
zwiazkami, a wiec i w efektach metabolicznych wynikajgcych z zabloko-
wania syntezy mRNA na matrycy DNA.

AMC moze by¢ przy umiejetnym stosowaniu wykorzystana do zwal-
czania niektérych nowotworéw. Z powodu jednak znacznej toksycznosci
wydaje sie nieprawdopodobne wykorzystanie AMC do celéw terapeutycz-
nych w wiekszym zakresie niz dotychczas. AMC w ziarnicy ztosliwej
(cyt. wg 72) dawata wyniki korzystne w 60%, ale tylko wtedy, gdy le-
czenie stosowano we wczesnych okresach schorzenia. W przypadkach
pierwotnych rakéw ptuc antybiotyk byt nieskuteczny. W przypadkach

10*
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raka macicy i przerzutdw w ptucach AMC dawata efekty poprawy stanu
0g0lnego, szczegOlnie gdy inne sposoby leczenia zawodzity.

Po zastosowaniu aktynomycyny K (onkostatyny K) (77a) zaobserwo-
wano wiele objawow ubocznych o charakterze toksycznym (spadek liczby
krwinek biatych i ptytkowych, wypadanie wioséw). Indywidualna tole-
rancja na lek jest niejednakowa. Cze$¢ chorych, przy stopniowym stoso-
waniu tego leku, doszta do bardzo wysokiej dawki 12 000—16 OOQ"y
(dawka dzienna 2007g), u innych natomiast po osiggnieciu dawki 2000|ag
aktynomycyny K wystepowaty objawy nudnosci, ostabienia, taknienia itp.
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Komunikat

W dniu 6.X11.1965 roku odbyto sie w Warszawie ogo6lnopolskie
spotkanie fotobiologow zorganizowane przez Polskie Towarzystwo Bio-
chemiczne, na ktérym powotano do zycia Komisje Fotobiologiczng. Ce-
lem Komisji bedzie popieranie rozwoju i popularyzacja badan fotobio-
liogicznych. W spotkaniu wzieto udziat 28 oséb, w tym 14 z Warszawy,
11 z Krakowa oraz po jednej osobie ze Szczecina, Torunia i Poznania.
Zebrani reprezentowali zaréwno os$rodki naukowe zajmujace sie¢ bio-
logicznymi aspektami wptywu promieniowania elektromagnetycznego
na zywy organizm jak i osSrodki zainteresowane problemami fotochemii
w zastosowaniu do fotobiologii oraz podstawowymi badaniami fotoche-
micznymi. Przewodniczacym Komisji zostat Prof. dr D. Shugar (Insty-
tut Biochemii i Biofizyki PAN), wiceprzewodniczagcym — prof. dr J. Zub-
rzycki (Katedra Fizjologii Ros$lin UJ) a sekretarzem — doc. dr K. L.
Wierzchowski (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN).

Postanowiono zorganizowac¢ pierwsze krajowe sympozjum fotobio-
logiczne w maju 1966 roku w Krakowie oraz zgtosi¢ przystgpienie do
Miedzynarodowego Komitetu Fotobiologicznego zajmujacego sie wspot-
praca fotobiologéw i fotochemikéw w skali miedzynarodowej.

Adres Komisji: Doc. dr K. L. Wierzchowski, Instytut Biochemii i Bio-
fizyki PAN, Warszawa 12, ul. Rakowiecka 36.
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KAZIMIERZ OSTROWSKI*

Zastosowanie nieodwracalnych znakowanych inhibitorow
w cytochemii

The Application of Labelled Irreversible Inhibitors in Cytochemistry

The new princip of detection and quantitative evaluation of some enzymes by
use of labelled irreversible inhibitors is described. The application of 3H-DFP for
cytochemical detection of Acetylocholing esterase, Unspecific esterases and the
Transport-ATPase is discussed.

W 191 r. K. Ostrowski iE. A.Barnard (s) zaproponowali cy-
tochemiczng metode wykrywania enzymoéw przy uzyciu nieodwracalnie
wigzacych sie inhibitoréw. Zastosowanie inhibitoréw znakowanych izoto-
pami promieniotwdérczymi pozwala wykrywaé ich potgczenia z enzymem
na drodze autoradiografii. W powstajacych potaczeniach inhibitoréw
z czgsteczkg enzymu jedna czasteczka inhibitora wigze sie wigzaniami ko-
walencyjnymi z jednym osrodkiem aktywnos$ci enzymatycznej czasteczki
enzymu.

Powszechnie stosowane metody histochemiczne (s) opierajg sie na wy-
grywaniu produktu reakcji enzymatycznej, ktéry wypada w postaci barw-
nego nierozpuszczalnego zwigzku w bezposrednim sasiedztwie czynnego
enzymu. Reakcje te wiec w najlepszym wypadku pokazujg lokalizacje
aktywnos$ci enzymatycznej, natomiast interpretacja kinetyki tych reakcji
jest albo niemozliwa, albo wymaga specjalnych dodatkowych technik, jak
mikroskopia interferencyjna. Proponowana nowa zasada posiada szereg
zalet ale takze i wad w stosunku do powszechnie dotychczas uzywanych
metod histochemicznych.

Teoretycznie mozna przewidywaé nastepujgce zalety proponowanej
metody: 1) cytochemiczne okreslanie enzyméw przy pomocy nieodwracal-

Skroty:
Achaza — esteraza acetylocholinowa; t-ATP-aza — transport-ATP-aza; DFP — dwu-
izopropylofluorofosforan; T-DFP — znakowany trytem DFP; 2-PAM— jodek piry-
dyno-2-aldoksymmetylowy; PCMB — p-chloro-rtecio-benzoesan; PCMS — p-chloro-
-rtecio-sulfonian.

* Prof. dr, kierownik Zaktadu Histologii i Embriologii Akademii Medycznej
w Warszawie.
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nych inhibitorow stanowi¢ powinno doskonalg kontrole dla uzywanych
dotychczas konwencjonalnie metod histochemicznych, poniewaz Zzrddta
bteddéw obu rodzajow reakcji sg oczywiscie zupetnie rdzne, 2) proponowana
metoda daje szanse okreSlania wzglednej i absolutnej ilosci czasteczek
badanego enzymu w strukturze tkankowej ze wzgledu na state stosunki
iloSciowe faczenia sie jednej czgsteczki inhibitora z jednym o$rodkiem
aktywnosci czasteczki enzymu, 3) przy pomocy proponowanej reakcji moz-
na pokusi¢ sie o przebadanie pewnych danych kinetycznych enzymu in
situ i poréwnaé je z danymi biochemicznymi. Mozna w ten sposéb prze-
bada¢ np. kinetyke wigzania sie inhibitora z enzymem albo tzw. zjawiska
»starzenia sie” enzymu zwigzanego z inhibitorem, 4) mozna wyobrazié
sobie opracowanie tego typu reakcji dla enzyméw, dla ktérych nie udato
sie znalez¢ barwnych reakcji histochemicznych.

Oczywistg wadg proponowanej metody jest skomplikowanie jej zasto-
sowaniem autoradiografii. Oprécz komplikacji technicznych autoradio-
grafia obcigzona jest niezbyt dobrg zdolnoscig rozdzielcza, ktéra w mi-
kroskopii $wietlnej wynosi dla trytu 1-2 \x, za§ w mikroskopii elektrono-
wej wynosi w chwili obecnej od 500—800 A.

Na ponizszych przyktadach przedyskutowane bedg niektére mozliwo-
§ci wykorzystania wyzej omdwionej zasady. Przedstawione mianowicie
bedg wyniki zastosowania jednego z inhibitoréw nalezgcych do grupy fo-
sforandw organicznych — dwuizopropylofluorofosforanu (DFP) w bada-
niach nastepujacych enzymdw: a) esterazy acetylocholinowej w ptytkach
ruchowych przepony, b) nieswoistych esteraz watroby i nerek, c) trans-
port — ATP-azy nerek.

Badania nad lokalizacjg i ilosciowym okre$laniem esterazy
acetylocholinowej (Achaza) w ptytkach ruchowych przepony myszy

DFP jest wysoce swoistym nieodwracalnym inhibitorem, ktory blo-
kuje juz w stezeniu 10—#M Achaze, t3czac sie z seryna osrodka aktyw-
nosci tego enzymu (schemat 1).

Ze wzgledu na wysokg toksyczno$¢ DFP uzyskanie znakowanego
zwigzku okazato sie nietatwym zadaniem. Znakowany trytem oraz fosfo-
rem DFP mozna obecnie uzyska¢ z Ammersham lub New England Nu-

CH— O o) @]
CHs + E-OH CH3 P + HF
ch3 / \
Nich— 0/ \ F —0 O—E
ch3
DFP Ach-aza DP-Ach-aza

Schemat 1. Wigzanie sie DFP z seryng os$rodka aktywnosci esterazy acetylocholi-
nowej
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elear Corp. Istotnym problemem w stosowaniu znakowanego inhibitora
bylo stworzenie warunkéw swoistego wigzania sie T-DFP wylacznie z ba-
danym enzymem.

Sprawe swoistosci reakcji rozwigzano w nastepujacy sposoéb:

a) Zasada protekcji substratem. Jak wynika z badan biochemicznych C o-
hena i Warringa (3) obecno$¢ wysokich stezern wiasciwego substra-
tu chroni enzym przed zablokowaniem nawet przez nieodwracalnie wigza-
cy sie inhibitor. Wykorzystujac to zjawisko zastosowano nastepujacag ko-
lejno$¢ postepowania. Przepone myszy utrwalong w formalinie przenoszo-
no do Srodowiska zawierajacego acetylocholine w stezeniu 10“sM, nastep-
nie utrzymujac to stezenie substratu dodawano nieznakowany DFP w ste-
zeniu 10~4sM. W tych warunkach nieznakowany DFP wigzat sie ze wszyst-
kimi enzymami innymi niz Achaza oraz z wszystkimi nieenzymatycznymi
substancjami ewentualnie reagujgcymi z tym inhibitorem. Po elucji sub-
stratu stosowano znaokwany trytem DFP w stezeniu 10 sM, ktory blo-
kowat Achaze do tej pory chroniong przez duze stezenia substratu. Z tak
przygotowanego materiatu sporzadzono autoradiogramy.

b) Zasada swoistego reaktywowania. W zwigzku z mozliwoscig stosowania
DFP jako gazu bojowego a takze przypadkowych zatrué¢ tym zwiazkiem,
opracowano substancje nukleofilng (14, 15), ktéra w spos6b swoisty wy-
piera DFP z Achazy. Substancjg ta jest jodek pirydyno-2-aldoksymmety-
lowy (2-PAM). 2-PAM reaktywuje Achaze w sposdb swoisty wypierajac
bardzo wolno DFP zwigzany z innymi esterazami. Wykorzystujac witasci-
wosci tej substancji zastosowano nastepujaca procedure: utrwalong w for-
malinie przepone myszy blokowano nieznakowanym DFP 10-4sM. Nastep-
nie odblokowywano Achaze przez stosowanie 2-PAM w stezeniu 10 _sM.
Na odblokowany enzym dziatano znakowanym trytem DFP (T-DFP) uzy-
skujgc w ten sposob swoiste napietnowanie radioizotopem badanego en-
zymu.

Zasada protekcji substratem jak i zasada swoistego reaktywowania
daty wg przewidywan identyczne wyniki zaréwno co do lokalizacji jak
i ilosci ziaren srebra w autoradiogramach ptytek ruchowych przepony.

Wyzej opisane sposoby postepowania moga by¢ i byty kontrolowane
barwna reakcjg histochemiczng wg Koellego (7). Reakcja ta polega
na inkubowaniu badanej tkanki w $rodowisku zawierajgcym acetylotio-
choline jako substrat. Po hydrolizie w miejscu aktywnosci enzymatycz-
nej wypada osad soli miedziowej tiocholiny. Osad ten staje sie widoczny
po przeksztatceniu go w czarny siarczek miedzi. Przy pomocy reakcji

A. Substrat —» Substr. + DFP —Bufor —T-DFP
B. DFP — 2-PAM -» Bufor -> T-DFP

Schemat 2. Dwa warianty postepowania dla uzyskania swoistego wigzania T-DFP
z esteraza acetylocholinowg
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Koellego kontrolowano poszczegdlne stadia (schemat 2) opisanych pro-
cedur.

Przy uzyciu DFP znakowanego trytem mozna poréwnywac ilosciowo
stezenie znakowanego inhibitora stosujgc albo liczenie ziaren, albo szcze-
gélny rodzaj fotometrii przy uzyciu Swiatta odbitego (10). Dane ilosciowe
uzyskane na tej drodze sg wartosciami wzglednymi. Przyczyna tego lezy
w istocie autoradiografii trytu. Trudna lub niemozliwa do ustalenia jest
mianowicie wydajno$¢ tj. ilos¢ ziaren srebra uzyskanych z okres$lonej
ilosci dezintegracji w warstwie nieskoriczenie grubej. Nie mniej jednak
pomiary wzgledne oparte na liczeniu ziaren mogg by¢ zrodtem wielu in-
teresujgcych informacji. R6zne ilosci ziaren srebra, przypadajace na jed-
nostke powierzchni, sag wyktadnikiem réznych stezen radioizotopu przy-
padajacego na pordwnywane obszary. Przyktadem takiego wykorzystania
danych ilosciowych uzyskanych tag metodg jest ocena wptywu utrwalaczy
na ilos¢ enzymu dostepnego dla inhibitora, lub wptywu innych inhibi-
torow, np. ezeryny na ilo$¢ zwigzanego DFP przedstawiona w pracy
Barnarda i Ostrowskiego (1)

Na drodze liczenia ziaren wykazano mozliwo$¢ okre$lania wspomnia-
nych we wstepie niektérych parametrow kinetycznych enzymu. Tablica 1
pokazuje zaleznoSci czasowe petnego wysycenia sie inhibitorem enzymu
zawartego w plytce ruchowej przepony.

Tablica 1
Szybkos$¢ wigzania sie DFP z enzymem in situ (wg 10)

llo$¢ ziaren nad

1lo$¢ ziaren nad U
wt. miesniowym

Czas 9 [i2 ptytki rucho- +S.D. wv.c. n +S.D. cw. n
wej W obszarze 900§R
(tto)
1min. obecnosci ptytek ruchowych nie daje 5,7 19 333 10
2min. sie wykazac 6,4 2,1 32,8 10
5min. 2,41 1,16 48,1 100 7,6 1,6 21,1 10
10Omin. 7,69 1,55 20,2 100 10,6 1,7 16,0 10
20 min. 7,89 1,63 20,8 100 11,3 2,0 178 10
+ S.D. = odchylenie standartowe; v. c. = wspétczynnik zmiennosci; n = ilo$¢ liczonych pél

Najbardziej atrakcyjng wydaje sie mozliwos¢ okreSlania bezwzgled-
nej ilosci czasteczek enzymu w plytce ruchowej. Schemat 3 pokazuje
dwa mozliwe sposoby podejsScia do tego zagadnienia. Przyjrzyjmy sie bli-
zej tym mozliwosciom. Pierwsza z nich polega na tym, ze fragment prze-
pony przygotowuje sie tak, by wysyci¢ w sposéb swoisty czasteczki en-
zymu T-DFP. Mozna tu stosowa¢ zaréwno metode protekcji substratem
jak i swoistej reaktywacji. Z takiego fragmentu przepony ekstrahuje sie
zwigzany inhibitor w sposéb swoisty przy pomocy 2-PAM, a ilos¢ inhi-
bitora okresla sie w sposéb bezwzgledny w liczniku scyntylacyjnym.
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Wyekstrahowane, a wiec reaktywowane pod wzgledem enzymatycznym
ptytki ruchowe wybarwia sie histochemicznie reakcjg Koellego i w spo-
s6b bezposredni na preparacie gniecionym okre$la sie ich ilos¢ pod mi-
kroskopem. Stad mozna obliczy¢ ilos¢ czasteczek inhibitora przypadaja-
cego na jedna ptytke ruchows.

Podbarwienie reakcja histochemiczna

T-DFP lub 32P-DFP (,zimne” DFP dla kontroli)
Przemycie ,zimnym” DFP

Utrwalenie formaling

Przemycie buforem

o g A W N e

lzolacja wtokien migéniowych zawierajacych ptytki ruchowe oraz fragmentow
widkien bez ptytek

I

L] 33 32p

Ekstrakcja 2-PAM Autoradiografia $ladowa
Licznik scyntylacyjny

Schemat 3. Schemat postepowania w celu okres$lenia bezwzglednej iloéci czgsteczek

Achazy w ptytce ruchowej

Drugim podejsciem jest uzycie DFP znakowanego 3P i okreSlenie
bezwzglednej ilosci inhibitora przypadajgcego na ptytke ruchowg przy
pomocy autoradiografii $ladowej. W wyzej opisanej metodzie ekstrakcyj-
nej nie uzywano 3P-DFP, poniewaz aktywno$¢ wiasciwa tego zwiazku
jest stosunkowo niska. Nieprzydatno$¢ tego zwiazku dla autoradiografii
kontrastowej jest oczywista ze wzgledu na wiasciwosci fizyczne P,
a mianowicie wysoka energie promieniowania beta. Autoradiografia $la-
dowa posiada szereg zalet w stosunku do autoradiografii kontrastowe;j.
Pierwszg zaletg jest praktycznie biorgc brak tla. Jest wysoce nieprawdo-
podobne, by przypadkowe promieniowanie jonizujace utozyto ziarna
w ksztatcie $ladu charakterystycznego dla promieniowania beta 2P. Po
drugie z geometrii autoradiograméw S$ladowych wynika, iz wydajnosé
ich mozna okresli¢c na ok. 50%. Liczac wiec ilos¢ $ladéw wychodzacych
z pojedynczej ptytki ruchowej i znajac aktywnos$¢ wiasciwg inhibitora
oraz czas ekspozycji mozna obliczyé bezwzgledna ilo$¢ czasteczek inhi-
bitora zwigzanego z jedng ptytka ruchowa.

Roger s i wsp. (11) opracowali dla badan technika autoradiografii
Sladowej metode izolacji poszczegdlnych witdkien. Metoda ta pozwala od-
dziela¢ widkna zawierajagce ptytki ruchowe od witokien, ktore ptytek nie
zawierajg. lzolowane witdkna powlekano grubg warstwag emulsji dla uzy-
skania wyraznych $ladéw (rysunek 1).

Obie metody, tak liczenia w liczniku scyntylacyjnym jak i autoradio-
grafii Sladowej daty zbiezne wyniki co do ilosci czasteczek Achazy przy-
padajacej na jedng ptytke. Wyniki te nie sg jeszcze opublikowane.
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Badania nad lokalizacjg i ilosSciowym okreslaniem tzw. nieswoistych
esteraz

Nieswoiste esterazy sg niejednolita grupg enzymow hydrolitycznych
wystepujacych we wszystkich komérkach. Zakres dziatania poszczegdl-
nych enzyméw nalezacych do tej grupy jest rézny, ale czesto zakresy
dziatania zachodza na siebie tak, ze ten sam zwigzek jest substratem dla
kilku enzyméw. Z punktu widzenia dziatania inhibitorow nieswoiste este-
razy mozna podzieli¢ na: wrazliwe i odporne na dziatanie DFP. Przy sto-
sowaniu barwnych reakcji histochemicznych na esterazy — w szczeg6lno-
$ci nadaje sie do tego reakcja indoksylowa Holta — uzyskuje sie na ogot
jednolite wybarwienie cytoplazmy np. komédrek watroby czy kanalikéw
nefronu. Po uprzednim zadziataniu DFP reakcje daja wytacznie esterazy
odporne na dzialanie tego inhibitora, a reakcja barwna wystgpi rowniez
w cytoplazmie, ale w postaci dobrze ograniczonych okragtych wakuoli.
Niektorzy autorzy np. Novikow sadza, iz te odporne na dziatanie DFP
esterazy sg enzymami lizosomalnymi.

Jak z powyzszego wynika, metodg znakowanego DFP mozna badaé
wyltgcznie esterazy wrazliwe na ten inhibitor —sg to te enzymy, ktére
lezg poza uktadem lizosomalnym i dajg dyfuzyjne zabarwienie cytoplazmy

Tablica 2
Nieswoiste esterazy nerek (wg 9)
llos¢
Substraty i inhibitory ziaren +SD. v.e
stosowane wraz z T-DFP nad
\%
T-DFP Gl 0,84 0,83 98,8
Q 3,78 1,56 41,4
Cii 0,82 0,87 106,1
(3-metylo-acetylocholina Gl 0,63 0,81 128,5
Q 3,58 1,70 47,5
Qi 0,80 0,96 107,5
Eseryna Gl 0,60 0,81 135,0
Q 2,86 1,68 58,7
Cu 0,66 0,80 120,2
Octan fenylu+ kwas Gl 0,63 0,80 126,9
acetylo-salicylowy Ci 1,16 1,37 118,1
Cu 0,58 0,76 131,0
Benzoilo-L-arginina Gl 0,74 0,98 132,4
Ci 2,45 1,61 61,6
Cu 0,53 0,81 152,8
Propionian a-akrylu Gl 0,67 0,88 131,3
Ci 2,94 1,62 55,1
Cu 0,76 0,88 1157

i
Gl = kiebek; Ci = kan. krety czesci gtéwnej nefronu; Cu = kanalik krety dalszy — wstawka; n = 500



Rys. 1. Siadowy autoradiogram ptytki ruchowej po zastosowaniu

Rys. 2. Autoradiogram trzustki po inhibicji nieswoistych esteraz znakowanych DFP



Rys. 3. Nerka myszy; ziarna autoradiogramu wykazujgcego lakalizacje T-ATPazy
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przy uzyciu barwnych reakcji histochemicznych. Dok#fadniejszej lokali-
zacji tych enzyméw np. powigzania ich z siateczkg endoplazmatyczng
nie znamy.

Stosujac DFP znakowany trytem (2) przebadano nieswoiste esterazy
wystepujace w watrobie i»nerce myszy. Dla analizy zakreséw dziatania
tych enzymow, stosowano opisang wyzej zasade protekcji substratowej.

Tablica 3

lloci ziaren nad poszczegélnymi odcinkami nefronu myszy odzwierciedlajgce réznice *
w ilosci esteraz wrazliwych na DFP (wg 9)

Czeé¢ gruba

Kiebek Kan. krety petli Henle- Kan. krety Tio
| rzedu Il rzedu
go
llo$¢ ziaren nad powierzchnia 30,2572
Skra-
wek | 2,7+1,6 7,423 2,111 33+1,4 0,2+0,5
v.c. 59% v.c. 39% v.c. 52% v.c. 42%
n = 1000 n = 1000 n = 500 n - 1000 n = 1000
Skra-
wek 11 2,2%1,4 71+2,1 2,3%¥2,1 25+0,4 01+0,4
v.c. 63% v.c. 29% v.c. 91% v.c. 16%
n - 500 n = 500 n- 500 n — 500 n = 1000

Dodajac do $rodowiska inkubacyjnego zawierajagcego T-DFP rdzne sub-
straty (tablica 2) wycinano poszczeg6lne zakresy hydrolitycznego dzia-
tania nieswoistych esteraz np. aktywno$¢ lipolityczng, chymotrypsyno-
podobng, acetylocholino-esterazowg. Stosowano tez substraty swoiste dla
nieswoistych esteraz.

Badania przeprowadzone na nefronie (tablica 3) pozwolity na okreSle-
nie wzglednej ilosci nieswoistych esteraz wrazliwych na DFP w poszcze-
gélnych czesciach nefronu.

Wykonano roéwniez wstepne badania nad nieswoistymi esterazami
w trzustce. Rysunek 2 pokazuje biegunowg lokalizacje ziaren srebra nad
czeScig szczytowa komorek zewnatrzwydzielniczych. Widoczna jest nie-
wielka ilo$¢ ziaren nad wyspami Langerhansa.

Badania nad ,transport-ATP-azg”

.rransport ATP-aza” (t-ATP-aza) wykryta przez Skou (12), jest
enzymem lub systemem enzymow, niedoktadnie jeszcze okre$lonych pod
wzgledem swojej budowy chemicznej. Enzym ten jest odpowiedzialny
za prace pompy sodowo-potasowej utrzymujgcej wysokie stezenie jonow
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potasowych we wnetrzu komdrek. Ten system enzymatyczny jest zwia-
zany z btong komdrkowa, o czym Swiadczy przebieg jego izolowania me-
todami biochemicznymi. Poglad, iz istnieje biegunowa lokalizacja tego
enzymu, np. lokalizacja przy btonie przypodstawnej komérek, jest uza-
sadniony teoretycznie, nie zostat jednak do tej pory udowodniony. Enzym
ten wystepuje we wszystkich dotad badanych komaérkach. Niektdrzy przy-
pisuja mu podstawowe znaczenie nie tylko dla regulacji gospodarki jo-
nowej, ale takze dla transportu aminokwaséw poprzez btone komérkowa.
t-ATP-aza ma do spetnienia szczeg6lna role w nerce, bioragc czynny udziat
w resorpcji wtornej. Doktadna lokalizacja tego enzymu w nerce nie jest
znana. Mozna przypuszcza¢ opierajgc sie na tzw. teorii przeciwpradowej,
iz duza aktywno$¢ tego enzymu wykazywaé powinna petla Henlego.
t-ATP-aza jest w sposdb swoisty hamowana przez oubaine (strofanty-
ne G).

Na oczyszczonych preparatach t-ATP-azy udato sie okreslic wiasci-
wosci biochemiczne tego enzymu (9, 13). Swoistym substratem jest ATP,
od ktérego enzym ten odszczepia koricowg grupe fosforanowg. Produkt
hydrolizy — ADP hamuje aktywno$¢ enzymu; natomiast inne zwigzki jak
AMP, UTP nie sg substratami. Stwierdzono $cistg zalezno$¢ aktywnosci
tego enzymu od obecnosci w $rodowisku jonéw Mg++, ktére moga byc
zastgpione jonami Mn++. t-ATP-aza nalezy do grupy ATP-az hamowa-
nych przez jony Ca++. PCMB lub PCMS niszczg aktywnos$¢ enzymatyczna.
Aktywno$¢ ta jest hamowana rowniez przez mate stezenia oligomycyny
i florydzyny. Stwierdzono tez zalezno$¢ aktywnosci t-ATP-azy od stezenia
K+ i Na+ w $rodowisku.

Wyniki badann Ho kina i Yody ogtoszone w 1964 r. (5) pozwolity
na opracowanie metody autoradiograficznego wykrywania t-ATP-azy.
Pracujgc metodami biochemicznymi autorzy ci stwierdzili, iz DFP hamuje
t-ATP-aze. DFP wigze sie z oSrodkiem aktywnosci enzymu poprzez seryne
(a wiec tak samo jak w esterazie acetylocholinowej). Najwazniejsze
z punktu widzenia opracowania histochemicznej metody autoradiogra-
ficznej byto jednak ustalenie bezwzglednej zalezno$ci wigzania sie en-
zymu z DFP od obecnosci jonéw Mg++. Stwierdzono na drodze bioche-
micznej zalezno$¢ inaktywacji t-ATP-azy przez DFP od obecnosci jonéw
potasowych, natomiast nie znaleziono zaleznosci od jonéw sodowych.
W obecnosci jondw K+ mozna byto stosowac nizsze stezenia molarne DFP.
W badaniach biochemicznych Hokina i Yody oubaina zastepowata jo-
ny K+ w $rodowisku. Jest to, jak sie ponizej pokaze, jedyna rdznica jaka
stwierdzono pomiedzy uktadem biochemicznym a opracowanym uk#a-
dem histochemicznym. Odpowiednie stezenie ATP w $rodowisku inkuba-
cyjnym chroni enzym przed dziataniem inhibitorow. Inne nukleotydy
tego efektu nie daja.

Opierajac sie na powyzszych danych, opracowano nastepujgcy sche-
mat postepowania dla uzyskania autoradiograficznej lokalizacji t-ATP-azy
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(patrz schemat 4). Utrwalone w zimnej formalinie skrawki nerki umiesz-
czano w $rodowisku pozbawionym jonéw Mg++ a zawierajgcym niezna-

1. EDTA inaktywacja t-ATPAzy przez usuniecie Mg+ +
2. DFP + EDTA zablokowanie esteraz wrazliwych na DFP

3. T-DFP + Mg++ + K+ swoiste znakowanie uczynionej t-ATPazy

4. DFP (w nadmiarze) ptukanie

5. Autoradiografia

Kontrola: bez Mg++, w obecnos$ci oubainy, oligomycyny etc.

Schemat 4. Postepowanie przy wykrywaniu ,Transport-ATPazy”

kowany DFP. W tych warunkach inaktywacji ulegng wszystkie esterazy
wrazliwe na DFP, a t-ATP-aza wobec braku jonow Mgf+ nie zwigze sie
z DFP. W nastepnym stadium dodawano do $rodowiska jony Mg oraz
T-DFP uzyskujac jego zwigzanie z enzymem zaktywowanym jonami Mg.
Na autoradiogramach (rysunek 3) mozna byto stwierdzi¢ rézne ilosci zia-
ren srebra nad réznymi czesciami nefronu. Stwierdzono zgodnie z prze-
widywaniami najwieksze sitezenie enzymu nad grubymi czeSciami petli
Henlego. W podobny sposéb przebadano autoradiograficznie zmiany za-
chodzace wtedy, gdy w $rodowisku inkubacyjnym zawierajagcym T-DFP
znajdowaly sie odpowiednie stezenia Ca++, Mg++, Mn++ oraz rézne ste-
zenia K, PCMB, AMP, ATP, i UTP.

Nie istniejg w tej chwili wiarygodne barwne reakcje histochemiczne
pokazujace lokalizacje t-ATP-azy. Zaproponowana przez Mc Clur-
kina («) reakcja histochemiczna okazata sie zaréwno w naszych rekach
jak i innych pracowniach niepowtarzalna.

Szczegbtowe dane dotyczace t-ATP-azy sg obecnie w opracowaniu
i przygotowaniu do druku.

Autoradiografia w mikroskopie elektronowym

Proponowana metoda stosowania inhibitorbw moze by¢ analizowana
technikg autoradiografii w mikroskopie elektronowym. Zaletg tej metody
jest polepszenie zdolnosci rozdzielczej autoradiografii o okoto jeden rzad
wielkosci. Najlepsze autoradiogramy uzyskiwane obecnie majg zdolnos¢
rozdzielcza réwng okoto 500 A. Rozwazmy przyktady ilustrujgce mozli-
wos¢ zastosowania tej metody: Istniejg sprzeczne poglady co do lokali-
zacji esterazy acetylocholinowej w ptytkach ruchowych. Wg wiekszosci
autorow Achaza znajduje sie wylacznie na btonie postsynaptycznej. Wg
Burnetta enzym ten wystepuje w pecherzykach presynaptycznych.
Nie wdajac sie w szczegotowa dyskusje tej rozbieznosci pogladow mozna
stwierdzi¢, iz wykazanie lokalizacji Achazy przy pomocy znakowanego
trytem DFP mogtoby przyczyni¢ sie do rozstrzygniecia sporu. Zdolnos¢
rozdzielcza tej metody jest wystarczajgco dobra dla rozstrzygniecia pro-

11 Postepy Biochemii
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blemu, za$ zupetnie inne Zrédia bledéw tej metody pozwalajg na dysku-
sje rozhieznosci wynikéw uzyskanych metodami histochemicznymi opar-
tymi na reakcjach enzymu z réznymi substratami. Innym zagadnieniem,
ktore mogtoby by¢ rozwigzane przy pomocy autoradiografii w mikro-
skopie elektronowym jest sprawa lokalizacji esteraz wrazliwych na DFP.
Proponowana metoda mogtaby poméc w ustaleniu z jakim narzadem ko-
morkowym te enzymy sg zwigzane.

Dyskutowane przyktady stosowania znakowanego inhibitora w bada-
niach cytochemicznych stanowig dowdd realnosci tej metodyki i dla in-
nych uktadéw enzym-inhibitor, wymagajacych przebadania.
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Prof. H. von Euler (z lewej) w rozmowie z Prof. Hevesy i Prof. Skarzynskim.
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI*)

Hans von Euler
15.11.1873 — 8.X1.1964

Wiedz, ze jedna na $wiecie oprze sie jej potega;
Swiatto wiedzy w tym zyciu, brodzacym w ciagtych mrokach
Lukrecjusz, De Rerum Natur

W dniu s listopada 1964 r. zmart w Sztokholmie w wieku lat 91 eme-
rytowany profesor Hans von Euler (Chelpin), jedna z najbardziej popu-
larnych postaci w biochemii. Euler, dtugoletni dyrektor Instytutu Bio-
chemicznego Uniwersytetu w Sztokholmie, laureat Nagrody Nobla z 1929 r.,
byt autorem ponad 2000 publikacji naukowych. Twdrczej pracy nauko-
wej poswiecit prawie trzy czwarte wieku, bowiem pierwsza praca Eulera:
»Zaleznos¢ pomiedzy temperaturg i stopniem dysocjacji niektérych kwa-
sOw” ukazata sie w 1896 r., ostatnia natomiast: ,,Wyniki badan elektrofo-
retycznych nad zawartoscig biatek i enzyméw w krwi i slirowicy zwie-
rzat” —w 1964 r. Okres ss lat wypetnit Euler nieustanng dziatalno$cig
naukowg, zachowujgc entuzjazm dla umitowanej przez siebie dziedziny
wiedzy. Do ostatnich dni dziatat w petni sit fizycznych i umystowych.

Profesor Euler urodzit sie 15 lutego 1873 r. w Augsburgu w Niemczech,
w rodzinie wojskowej; ojciec jego byt generatem niemieckim. Chemie i fi-
zyke studiuje najpierw w Berlinie w latach 1893-1896 u Emila Fischera,
H. Landolta i A. Kundta. Po otrzymaniu doktoratu za prace na temat
komplekséw molibdenowo-wanadowych (jednym z egzaminatoréw Eulera
przy promocji byt Max Planck), udaje sie do Getyngi i rozpoczyna nauke
w zakresie chemii fizycznej w stynnym woéwczas laboratorium Waltera
Nernsta. W tym czasie Nernst pracowat nad przewodnictwem elektrycz-
nym zarzacych sie tlenkéw ziem rzadkich (lampa Nernsta) i przyjaznit
sie z S. Arheniusem. Kiedy Arhenius zwrdcit sie do Nernsta o polecenie
mu dobrego asystenta, ten wskazat na Eulera. W 1897 r. Euler jedzie do
Sztokholmu i rozpoczyna prace w drugiej ojczyznie, zostajac profesorem
zwyczajnym chemii og6lnej i organicznej w 1906 r., a od 1929 r. kierowni-
kiem Biokemiska Institutet przy Odengatan w Sztokholmie. W nastepnych
latach ta placowka naukowa staje sie stawna na caly $wiat, przyjezdzaja

*) Doc. dr, kierownik Zaktadu Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie.
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do niej bowiem biochemicy z wielu krajow i zdobywa najwyzszy auto-
rytet w dziedzinie enzymologii.

Najwiekszym osiagnieciem Eulera sg niewatpliwie badania nad fer-
mentacjg alkoholowa, podczas ktérych wykazat, ze ten proces jest zalezny
nie tylko od biatek-enzyméw, ale rowniez od rozpuszczalnych, niskoczg-
steczkowych substancji — kofaktoréw. Wprawdzie juz E. Buchner (1860-
1917) przyjmowat, ze jego zymaza skiada sie z dwu skiladnikéw, ale nie
byt w stanie tego udowodni¢. P6zniej tym problemem zajat sie A. Harden
(1865-1940) w Anglii wykazujac, ze fermentacja zalezy od obecnosci fo-
sforanu i innego skiadnika t.zw. kozymazy, odpornej na ogrzewanie
w wyzszej temperaturze. Mimo wysitkéw Hardenowi i jego wspotpra-
cownikowi Youngowi nie udato sie kozymazy wydzieli¢ i blizej scha-
rakteryzowaé. Wiasnie w tym stadium badan nad rolg kofaktorow w fer-
mentacji wiaczyt sie Euler ze swymi wspotpracownikami (F. Schlenk,
R. Nilsson, K. Myrbédck, E. Adler) podejmujac szczegotowe studia nad
rola kozymazy w poszczeg6lnych reakcjach fermentacji. Wraz z Myr-
backiem otrzymujg kodehydrogenaze | w czystym stanie i ustalajg struk-
ture tego zwiazku. Za te badania i inne dotyczace proceséw oksydacyjno-
redukcyjnych w zywej komorce Euler otrzymuje w 1929 r. nagrode No-
bla w dziedzinie chemii. Z uwagi na réwniez pionierskie osiggniecia
Hardena w dziedzinie fermentacji nagroda zostaje réwno podzielona po-
miedzy obu uczonych.

Innym powaznym osiggnieciem Eulera byly badania nad przejSciem
beta-karotenu w witamie A. Byt pierwszym, ktdry zaproponowat uwa-
za¢ beta-karoten za prowitamie A. Prowadzac badania nad analogami
strukturalnymi kwasu nikotynowego wprowadza pojecie antywitamina —
termin przyjety w nomenklaturze biochemicznej. Wiele lat pracy poczgw-
szy od Il wojny S$wiatowej poswiecit badaniu zmian biochemicznych
w tkankach nowotworowych. W nowotworach badat procesy oksydacyj-
no-redukcyjne, wystepowanie i aktywnos$¢ roznych enzyméw, zjawiska
immunochemiczne i inne. Badania te sg zawarte w dwdch znanych mono-
grafiach: ,Biochemie der Tumoren” wydanej wraz ze Skarzynskim
w 1942 r., oraz ,,Chemotherapie and Prophylaxe des Krebses” napisanej
w 1962 r a wiec zaledwie dwa lata przed $miercig. Pierwsza monografia
ma charakter oryginalnego i klasycznego dzieta w swoim zakresie, prze-
ttumaczona na wiele jezykéw, do dzi$ jest chetnie czytana przez tych,
ktorzy zajmujg sie eksperymentalng onkologia.

Do Polakéw profesor Euler odnosit sie z sympatig i zyczliwoscig
a szczegblne wiezy taczyly go z naszym krajem poprzez osobe profesora
B. Skarzynskiego. Profesor Skarzynski spedzit bowiem w Instytucie Bio-
chemii kierowanym przez Eulera cate 5 lat Il wojny Swiatowej. Obu
uczonych taczyka szczera przyjazn i wzajemny szacunek, zardGwno podczas
pobytu profesora Skarzynskiego jak i poézniej w latach powojennych.
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Wiele anegdot i opowiadan, ktére miatem mozno$¢ ustysze¢ od profesora
Skarzynskiego wskazywato, ze profesor Euler byt cztowiekiem gteboko
i wszechstronnie wyksztatconym, petnym dynamizmu i nowych pomy-
stdbw naukowych, zyczliwym dla swych licznych wspdtpracownikéw. Na
wie$¢ o Smierci profesora Skarzynskiego w 1963 r. przystat peten zalu
i wspotczucia list i byt jednym z pierwszych, ktérzy nadestali swoje prace
do pamigtkowego zeszytu Acta Biochimica Polonica. Niestety nie byto
mu dane oglada¢ tej pracy wydrukowanej, zmart bowiem w kilka dni po
wyjéciu zeszytu z drukarni. Pamietam spotkanie z profesorem Eulerem
na Miedzynarodowym Kongresie Biochemicznym w Moskwie w 1961 r.
Kiedy chcialem mu poméc w wejsciu do windy, powiedziat: ,dziekuje,
nie trzeba, musze sam sobie dawa¢ rade, za dwa miesigce jade do Indii,
czekam tylko zeby sie zrobito troche chtodniej”. Byt wéwczas w wieku
ss lat i jak mi wiadomo pojechat do Indii, a w 1962 r. byt rowniez w Ja-
ponii i USA interesujac sie zywo najnowszymi problemami wspotczesnej
biochemii i jej twdrcami. Jeszcze w pazdzierniku 1964 r. przebywat
w Niemczech, odwiedzat swoje rodzinne strony i wygtosit referat na po-
siedzeniu Towarzystwa Lekarskiego. Niespodziewana choroba i $mieré
przerywa to petne sukcesOw, pracowite zycie.



W dniu 17 listopada 1965 roku zmarta w Madison (USA)
Doc. Dr LUDMILA SZARKOWSKA

Kierownik Pracowni w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, cztonek
Rady Naukowej tego Instytutu, cztonek Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego.

Wiadomos$¢ ta dotarta do kraju w chwili drukowania tego
zeszytu.
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RECENZJE

Recenzja 15 tomu Progress in Biophysics and Molecular Biology

Progress in Biophysics and Molecular Biology, vol. 15 wyd. J. A. V. Butler
i H. E. Huxley, Pergamon Press, 1965.

Kolejny tom Progress... przynosi sze$s¢ artykutéw przegladowych reprezentuja-
cych szeroki wachlarz zagadnien od zastosowan subkomdrkowego frakcjonowania
tkanki moézgowej do biosyntezy biatka witgcznie. Gwarantuje to szeroki krag czy-
telnikéw i stwarza oczywiste klopoty potencjalnym recenzentom. Wiekszo$¢ arty-
kutéw obraca sie jednak wokdt problematyki kwaséw nukleinowych w biosyntezie
biatka i morfogenezie, wokét struktury wiruséw, chromatyny i polipeptydéw.

Nie jest tatwo pisa¢ dzi§ artykut przegladowy o biosyntezie biatka. Dynamika
rozwoju tej dziedziny jest zupeinie niebywata i sypigcy sie z dnia na dzien istny
nadmiar nowych faktéw zmusza do nieustannej rewizji poglagdéw. P. N. Camp-
bell, autor artykutu o biosyntezie biatka, postapit najstuszniej ograniczajgc sie
do gtéwnych aspektéw oraz do omoéwienia podstaw teoretycznych bez wnikania
w szczeg6towe zagadnienia kodu genetycznego. Literatura Zrédtowa omoéwiona jest
do 1964 r. nie obejmuje jednak wielu prac, m.in. o zastosowaniu tréjnukleotydéw
w badaniach in vitro i o wptywie struktury drugorzedowej. Doktadniej omoéwiony
jest przebieg biosyntezy biatka w uktadzie mikrosomédw watroby, zgodnie z zain-
teresowaniami badawczymi autora. Na podkre$lenie zastuguja podrozdziaty o poli-
somach i ruchu mRNA z jadra do cytoplazmy. Artykut obfituje w doskonate sche-
maty, ktdre pogladowo ilustruja przebieg, czesto zreszta hipotetyczny, szeregu re-
akcji i przemian prowadzacych do wytworzenia pierwszorzedowej struktury czas-
teczki biatka.

D. R. Davies w zwiezly sposéb przedstawia wyniki ostatnich 4—5 lat badan
rentgenograficznych nad konformacjg polipeptydéw, celowo omijajac wyniki badan
optycznych i hydrodynamicznych. W zwigzku z tym praca przeznaczona jest raczej
dla wezszego grona bezposrednio zainteresowanych.

Artykut Jean Brachet o roli kwaséw nukleinowych w morfogenezie jest
chyba jednag z pierwszych préb stworzenia podstaw molekularnej embriologii.
Szczeg6towa rola DNA i poszczegélnych rodzajéow RNA w procesie réznicowania
komérkowego jest jeszcze bardzo mato znana i niewatpliwie stanie sie obiektem
intensywnych badan na poziomie molekularnym w najblizszych latach. Powstrzy-
mujac sie od daleko idgcych spekulatywnych rozwazan autor dochodzi do wniosku,
ze w obecnej chwili najrozsgdniejszym dla eksperymentatora zalozeniem jest uzna-
nie wiodgcej roli mRNA w procesie réznicowania; natomiast teoria regulacji Jacob
i Monod wynikta z prac na ukladach bakteryjnych i upatrujagca mechanizm regu-
lacji na poziomie DNA znajduje tu raczej ograniczone zastosowanie. Autor zwraca
uwage na ewentualng role rybosomoéw w rozwoju i réznicowaniu polegajaca na
sukcesywnym ich uaktywnianiu w sensie zdolnosci do akceptacji mRNA. Jest to
co prawda poglad dyskusyjny w S$wietle doswiadczen, ale zapewne bardzo ptodny.
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Powszechnie toruje sobie droge mys$l, skadingd poparta niecytowanymi przez autora
pracami fizykochemicznymi A. Richa i genetycznymi B. Amesa, ze pozornie
niespecyficzny charakter rybosomoéw w doswiadczeniach in vitro nie stanowi istot-
nego odzwierciedlenia ich roli w komérce. Sadzi¢ mozna, ze praca Jean Brachet
zainteresuje szerszy krag czytelnikow.

Artykut B. H. Hy da przedstawia na wstepie granice uzyteczno$ci nowoczes-
nych metod mikroskopii elektronowej i rentgenografii w badaniach ultrastruktury
chromatyny, przy czym czyni to w sposéb dostepny dla niespecjalistow. Z kolei
autor omawia systematycznie prace ostatnich lat i hipotezy na temat struktury
chromosomoéw jader komdrek wyzszych roélin i zwierzat.

D. Steve Bocciarelli przedstawia strukture i procesy rozwojowe wiru-
sow zwierzecych. W czeSci pierwszej omoéwione sg przejrzyscie podstawy klasyfi-
kacji, w czeSci drugiej autor prezentuje poszczegdlne grupy, wreszcie cze$¢ trzecia
stanowi krotka analize proceséw rozwoju i replikacji wiruséw zwierzecych. Praca
jest bardzo na czasie — wirusy zwierzece maja znacznie ubozszg literature prze-
gladowa od swych odpowiednikdéw roslinnych i fagéw. Artykut jest jednak nie
do$¢ konsekwentnie adresowany, szczegélnie odnosi sie to do czeSci drugiej i trze-
ciej. Zawiera on bowiem szereg elementdéw opisowych $wiadczacych o przeznacze-
niu dla szerszego og6tu biochemikédw, z kolei kompletny prawie brak upraszczaja-
cych schematéw utrudnia lekture.

Obszerna praca V. P. Whittakera na temat zastosowan frakcjonowania
subkomorkowego tkanki mézgowej koncentruje sie gtéwnie na pracach autora
i jego zespotu w ciggu ostatnich 6-7 fat. Szczegdlnie doktadnie jest omdwione pow-
stawanie i wtasciwosci synaptosoméw. Zainteresowany czytelnik znajdzie tu réw-
niez szczeg6towe omdéwienie zawartosci amin biogenetycznych i zwigzanych z nimi
enzymoéw w poszczeg6lnych fragmentach subkomérkowych. Wyniki zespotu V. P.
Whittakera sag wymownym dowodem pozytku, jaki daje skoncentrowanie
w ramach jednej grupy badaczy dwu podstawowych narzedzi wspoétczesnej bio-
chemii: ultrawirowania i mikroskopii elektronowej.

Opracowanie graficzne tomu jest na bardzo wysokim poziomie, natomiast indeks
przedmiotowy jest niewyczerpujacy. W sumie tom nalezy uzna¢ za udany i celowy.

W. Szer
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AUTOREFERATY PRAC DOKTORSKICH

Wptyw zwigzkéw z grupy dwukumarolu na uktad fibrynolityczny osocza

MARTA NIEWIAROWSKA

Prace wykonano w Instytucie Hematologii i Il Klinice Potoznictwa i Choréb Kobie-
cych Akademii Medycznej w Warszawie
Promotor: Prof, dr IRENA CHMIELEWSKA

Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Warszawskiego
nadajaca stopien naukowy doktora nauk przyrodniczych z dnia 7 czerwca 1965 r.

Praca poswiecona jest badaniu wptywu trzech zwigzkéw z grupy dwukumarolu:
sintromu, markumaru i pelentanu na uktad fibrynolityczny krolika i cztowieka.

Zwiazki te podawane byly krélikom doustnie w jednorazowych dawkach: sint-
rom — 8mg/kg, markumar — 9mg/kg, pelentan — 300 mg/kg. Zgodnie z powszech-
nie przyjetymi pogladami po podaniu zwigzkéw z grupy dwukumarolu stwierdzono
przedtuzenie czasu protrombinowego. Indywidualny rozrzut byt bardzo duzy. Naj-
wieksze rozrzuty obserwowano w grupie zwierzat otrzymujacych pelentan, naj-
mniejsze— w grupie zwierzat otrzymujacych sintrom. Maximum aktywnosci dla
wszystkich trzech antykoagulantéw obserwowano po 24 godzinach od momentu ich
podania. Normalizacja czasu protrombinowego trwala najdiuzej po zastosowaniu
pelentanu. Wszystkie trzy antykoagulanty powodowaty wydtuzenie czasu fibryno-
lizy we frakcji euglobulinowej osocza, ktére utrzymywato sie diuzej niz przediu-
zenie czasu protrombinowego. Najwieksze zahamowanie fibrynolizy we frakecji
euglobulinowej osocza zaobserwowano po podaniu markumaru (Srednio z 385 min.
do 1440 min.). Wyzej wymienione zwigzki z grupy dwukumarolu wywotlywaty
rowniez wzrost aktywnos$ci antyprazminowej. Wskaznik antyplazminy wzrastat od
1 do 3 w przypadku sintromu lub markumaru, od 1 do 7 w przypadku pelentanu.
Nie zaobserwowano natomiast statystycznie istotnych zmian w poziomie fibrynoge-
nu i plazminogenu.

U ludzi przebadano wptyw przewlekiego podawania sintromu, markumaru
i pelentanu na zachowanie sie aktywnosci fibrynolitycznej osocza: fibrynolizy we
frakcji euglobulinowej, poziomu antyplazminy, plazminogenu oraz czynnikéw XI
(PTA) i XII (czynnika Hagemana). Te ostatnie czynniki badano z uwagi na ich
role zaré6wno w aktywacji krzepniecia krwi jak i w procesie fibrynolizy. Chorych
podzielono na 3 grupy, zaleznie od czasu protrombinowego (grupa 1— czas protrom-
binowy do 20 sek, grupa 2— czas protrombinowy od 20 do 30 sek, grupa 3— czas
protrombinowy powyzej 30 sek). Stwierdzono zalezno$¢ miedzy czasem fibrynolizy
w euglobulinach a czasem protrombinowym badanych osobnikéw. W grupach
z wydtuzonym czasem protrombinowym, czas fibrynolizy w euglobulinach wyd#tu-
zat sie, osiggajac maksymalne wartosSci w trzeciej grupie. Rdznice te sg statystycz-
nie znamienne. Wspoétczynnik korelacji miedzy czasem fibrynolizy w euglobuli-
nach a czasem protrombinowym, réwny jest 0,53. Nie zaobserwowano natomiast
korelacji miedzy poziomem plazminogenu, fibrynogenu, czynnikéw XI i XII a cza-
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sem protrombinowym osocza. Poziom antyplazminy wzrastat w grupach, w ktérych
czas protrombinowy byt przedtuzony. Statystycznie istotne byty rdznice miedzy
grupa pierwsza a druga, pierwszg a trzeciag. Natomiast wspotczynnik korelacji
miedzy czasem protrombinowym a poziomem antyplazminy, wynosit 0,155.

Z powyzszych danych mozna wysnué¢ wniosek, ze zwigzki grupy dwukumarotu
powoduja nie tylko upo$ledzenie krzepniecia krwi, polegajace na obnizeniu pozio-
mu czynnikéw IlI, VII, IX i X, lecz takze powodujg zahamowanie fibrynolizy. Me-
chanizm tego zahamowania polega na wzro$cie inhibitoro6w enzyméw fibrynoli-
tycznych. Otrzymane wyniki stuzyty do sprawdzenia stuszno$ci tezy istnienia sta-
nu dynamicznej réwnowagi miedzy stanem krzepniecia krwi i fibrynolizy.

Wptyw zwigzkoéw tiolowych na wytwarzanie fosfolipazy C w hodowlach
Clostridium perfringens

ANTONI JACEK ZBROZYNA

Prace wykonano w Katedrze Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego
Promotor: Prof. dr IRENA CHMIELEWSKA

Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi U. W. nadajaca stopien naukowy
doktora nauk przyrodniczych z dnia 10.V.1965 r.

Fosfolipaza C wystepuje m.in. w przesaczach po hodowli beztlenowo rosngcych
drobnoustrojéw Cl. perfringens. Jest ona identyczna z toksyng a tego drobnoustroju.
1lo$¢ jej w podiozu w hodowlach CI. perfringens jest zalezna od skiadu podioza.
Obecno$¢ enzymatycznych hydrolizatow biatek w podtozu znacznie zwieksza ilos¢
enzymu. Pierwotnym celem pracy byto ustalenie jaka minimalna ilo$¢ enzymatycz-
nego hydrolizatu kazeiny dodana do podtoza, nie majgca wptywu na wzrost Cl. per-
fringens, stymuluje maksymalnie wytwarzanie fosfolipazy. Do hodowli uzyto podio-
za zawierajace kwasowy hydrolizat kazeiny lub rézne ilosci enzymatycznego hydro-
lizatu uzupetniane hydrolizatem kwasowym do stalej zawartosci hydrolizatu w pod-
tozu. Czynnikiem obnizajagcym potencjat red.-ox. tych podiozy byt tioglikolan so-
dowy. Jako standard do oznaczen fosfolipazy stuzyt przygotowany witasng metoda
preparat enzymu. Stosowano rozny czas hodowania CIl. perfringens na badanych
poditozach. Stwierdzono, ze zawarto$¢ do 30% enzymatycznego hydrolizatu kazeiny
nie wptywa na wzrost drobnoustrojow, natomiast wyzsza jego zawarto$¢ przediu-
za faze logarytmicznego wzrostu. llo$¢ fosfolipazy osigga maksimum po 7 godz.
i jest najwyzsza przy ok. 30°/0 zawartosci hydrolizatu enzymatycznego w podtozu.
1lo$¢ enzymu w pézniejszym okresie hodowli zawsze spada. W hodowlach 24-godz.
przy zawartos$ci do 109> enzymatycznego hydrolizatu nie stwierdza sie obecnos$ci en-
zymu. Wobec inaktywacji fosfolipazy w czasie hodowli zwrécono uwage na do-
dawany do podtéz tioglikolan sodowy. Podioza po 24-godz. hodowli inkubowano
ze standardem fosfolipazy z dodatkiem i bez dodatku tioglikolanu. Przeprowadzo-
no takze hodowle 24-godz. dodajac po 7 godz. glutation. Stwierdzono, ze dodawane
do poditoza zwigzki zawierajgce grupe tiolowa wpilywajag na inaktywacje wytwa-
rzanej fosfolipazy. Do inaktywacji tej potrzebna jest jednakze obecno$¢ czynnikéw
znajdujacych sie w podtozu po 24-godz. hodowli. Wysunieto hipoteze, ze czynnikami
tymi sa enzymy proteolityczne, produkowane przez drobnoustréj i aktywowane
zwigzkami tiolowymi.

Fragmenty pracy sg wydrukowane w Acta Mikrobiol. Polon. I, zesz. 4 (1965).
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Il Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
Wiederi 21—24 1V, 1965

Austriackie Towarzystwo Biochemiczne w dniach od 21 do 24 kwietnia 1965 r.
zorganizowato w Wiedniu Il Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicz-
nych. Gospodarzem Zjazdu byt prof. O. Hoffmann-Ostenhof a obrady od-
bywaty sie w salach Uniwersytetu Wiedernskiego. W Zjezdzie wzieto udziat ponad
2000 os6b, gtownie z kontynentu europejskiego, ale réwniez dos$¢ liczna grupa przy-
byta z USA oraz innych krajéw pozaeuropejskich. Plenarny referat na otwarcie
Zjazdu zostat wygtoszony przez H. A. Krebsa (Oxford) na temat ,,Mechanizmoéw
kontrolujgcych metabolizm weglowodanéw”. Nastepnie obrady toczyty sie w jed-
nym sympozjum i w trzech kolokwiach poswieconych nastepujacym problemom:

Struktura i funkcja RNA,

Przeciwciata biologicznie czynnych czasteczek,

Cyklitole i fosfoinozytydy,

Biosynteza zwigzkéw aromatycznych.

Krebs w swoim referacie omawiat rézne przyktady mechanizméw reguluja-
cych przemiane cukrowg w komdrce, zachodzace pod wptywem tych samych enzy-
moéw jako przeciwstawne sobie reakcje syntezy i rozpadu. Przewaga proceséw gli-
kolizy lub glikoneogenezy uzalezniona jest od szeregu czynnikéw witaczajgcych lub
wytaczajacych odpowiednie enzymy. Dawno znanym fizjologicznym czynnikiem re-
gulujagcym synteze lub rozpad cukréw w watrobie byla odpowiednia dieta: ubogo-
lub wysokoweglowodanowa, jednakze mechanizm wptywu diety nie byt wyjasniony.
Glikoneogeneza nie we wszystkich swych etapach jest odwrdceniem procesu roz-
padu glukozy. Tam gdzie konieczne jest pokonanie barier energetycznych pojawiaja
sie dodatkowe reakcje, specjalnie wrazliwe na dziatanie substancji modyfikujgcych
i w okreslonych warunkach wykazujace sprzezenie zwrotne. Jeden z mechanizméw
regulujacych dziata np. na etapie syntezy i rozpadu glikogenu, drugi natomiast —
na etapie przemian estrow fosforowych cukru.

Jednak centralng role w metabolizmie weglowodanéw odgrywa 2-fosfoenolopi-
rogronian, od ktorego odgateziajg sie liczne reakcje metaboliczne. Dalsze ogniwo,
ktore podlega dziataniu mechanizmoéw sterujgcych stanowi pirogronian wytworzo-
ny z 2-fosfoenolopirogronianu. Dekarboksylacja oksydatywna pirogronianu przy-
czynia sie do zwiekszenia spalan koncowych produktéw degradacji ghikozy Iub
ich zamiany w ttuszczowce. Natomiast karboksylacja pirogronianu stanowi droge
przeciwng uzupeiniajacg bezposrednio rezerwy szczawiooctanu, a posrednio resyn-
teze cukru. Dziatanie karboksylazy pirogronianowej podlega mechanizmowi sprze-
zenia zwrotnego. Enzym ten bowiem aktywowany jest w obecnosci acetylo-Co-A,
zabezpieczajgcego ciggtos¢ produkcji energii w przebiegu cyklu kwaséw tréjkarbo-
ksylowych i odwrotnie — jest hamowany przy braku acetylo-Co-A. Analogicznie
Krebs podawal przykiady dalszych mechanizméw regulacyjnych przemiany
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cukrowej, np. na etapie szczawiooctanu i innych zwigzkéw. Referat nie wprowa-
dzat nowych danych ani nie nakre$lat nowych drég metabolicznych glukozy, poru-
szat jednak bardzo trudny i istotny problem regulacji natezenia i kierunku prze-
biegu roznych reakcji odwracalnych w przemianie glukozy. Przedstawiony przez
Krebsa mechanizm regulacyjny pozwala w pewnym sensie zrozumie¢ wiele
efektow towarzyszacych réznym stanom patologicznym i choé¢ w czes$ci wyjasnia
problem sterowania anabolizmu i katabolizmu weglowodanéw.

Zagadnienie mechanizmu regulacji procesow metabolicznych znalazto réwniez
wyraz w kilku krétkich komunikatach (G. Jacobsach i I. Syllm-Rapo-
port, Berlin; W. Seubert i W. Huth, Frankfurt n M; M. Ruiz-Amil,
i wsp.,, Madryt; M. Guminska, Krakéw). Réwniez do$¢ liczna grupa referatéw
z tzw. doniesien ,réznych” dotyczyta zagadnieh zwigzanych z produkcjg energii
i utlenianiem tkankowym, dziataniem rozmaitych inhibitoréw i aktywatoréw na
procesy metaboliczne, jak rowniez zagadnien metodycznych z tej dziedziny.

W grupie referatébw sympozjalnych dotyczacych struktury i wtasnosci RNA
mozna wyrézni¢ cztery grupy doniesien i wyktadéw omawiajgcych wtasnosci sRNA,
mMRNA oraz RNA rybosomalnego i RNA wirusowego. Na temat DNA byto zaledwie
kilka komunikatéow. I- i Il-rzedowa struktura sRNA byla przedmiotem kilku prac
(H. G. Zacha u i wsp.,, Kolonia; H. Seidel, Getynga), przy czym przy ustalaniu
sekwencji nukleotydéw autorzy postugiwali sie gtéwnie metodami enzymatycznymi
stosujagc RN-aze trzustkowg, RN-aze Tj oraz inne fosfodwuesterazy. W innych
badaniach nad sRNA, czasteczke metylowano metodami chemicznymi (G. B om an,
Uppsala; L. Rychlik, Praha) lub enzymatycznymi (A. M. Kaye i B. Fridlen-
der, Rehovoth) wzglednie modyfikowano dziataniem HNO2 lub przez bromowanie
(J. P. Ebel Strasbourg) uzyskujgac réznego stopnia zmiany zdolno$ci przenosze-
nia poszczegblnych aminokwaséw. Badania te majg szerokie praktyczne znaczenie
zaréwno przy ustalaniu struktury jak i mechanizmu dziatania rybopolinukleotyddéw.
Otrzymanie czystych preparatéw sRNA o okresSlonej specyficznosci jest obecnie
mozliwe dzigki m.in. filtracji na syntetycznym zelu dekstranowym (M. Staehelin,
Bazylea), rozdzialowi na bentonicie w obecno$ci jonéw Mg (D. B. Dunn, Cam-
bridge) lub na hydroksyapatycie (U. Harding, Wurzburg).

Informacyjny RNA izolowano z réznych zrdédet i czeSciowo charakteryzowano.
M.in: mRNA otrzymano z drozdzy (W. Duntze i wsp., Freiburg), z retikulocytéw
krélika (G. Marbaix, Bruksela). Jest interesujgce, ze ciezar czasteczkowy mRNA
z retikulocytow ustalono na ok. 140 000. Taka czgsteczka polinukleotydu przy za-
fozeniu, ze posiada strukture jednoniciowa, moze zawiera¢ informacje dla ok. 140
aminokwasow je$li sie przyjmie, ze jeden kodon ztozony jest z trzech nukleotydow.
Wiadomo tez, ze tahcuch alfa i beta hemoglobiny ludzkiej zawiera odpowiednio
141 i 146 aminokwasow, co by wskazywatlo, ze wyizolowany mRNA moze mie¢ za-
kodowany jeden z tych ftancuchéw potipeptydowych. Réwniez Shapira i wsp.
(Paryz) z jader komorek watroby krdlika wyosobnili RNA, ktéry wzmagat syn-
teze hemoglobiny in vitro. Takze z innych materiatow, jak komérki HeLa (D. K a-
nazir, Bruksela), komérki E. coli J. Forchhammer, Kopenhaga), kietki gro-
chu (U. E. Loening, Edinburg) oraz rézne tkanki roélinne (I. B61lger i I. Li-
idem ann, Halle) izolowano mRNA i okreslano jego aktywno$¢. S. Ochoa (No-
wy York) i H. Kiintzel i wsp. (Getynga) postugujac sie syntetycznym poliUG
jako nos$nikiem informacji o znanej sekwencji nukleotydéw terminalnych wykazali
w systemie bezkomdérkowym z E. coli, ze polinukleotyd jest ,,czytany” przez ten
system od 3’-konca tancucha; ta obserwacja ma istotne znaczenie przy ustalaniu
sekwencji kodonéw, zwilaszcza w policistronowych czgsteczkach mRNA.

Struktura I- i Il-rzedowa oraz wtasnosci biologiczne rybosomalnego i wiruso-
wego RNA byly omawiane m.in. w referatach R. A. Coxa (Londyn), J. P. Ebela
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(Strasbourg), D. Driinbergera (Praga), G. Kocha (Hamburg), F, Sokola
(Bratystawa), R. Langridge (Boston), R. L. Eriksona i wsp. (Denver) i innych.
Nalezy réwniez wspomnieé¢ o kilku doskonatych doniesieniach metodycznych z zakre-
su badania struktury polinukleotydéw, wskazujagcych nowe mozliwosci ustalania
sekwencji nukleotydéw i poréwnywania struktury réznych kwaséw nukleinowych
(G. L. Brown, i wsp., Londyn; F. Sanger i wsp., Cambridge).

Na kolokwium poswieconym przeciwciatlom biologicznie aktywnych czasteczek
wygtoszono tacznie 37 referatow i komunikatéw. M.in. B. Cinader (Toronto)
przedstawit wyniki swoich badan nad przeciwciatami dla normalnej i chemicznie
zmodyfikowanej czgsteczki rybonukleazy. Autorowi udato sie otrzymaé przeciwcia-
ta hamujace i aktywujace rybonukleaze, przy tym referat zawieral ciekawe roz-
wazania poswiecone zmianie konformacji centrum aktywnego enzymu podczas re-
akcji z przeciwciatem. M. Pollock (Londyn) badajac penicilinazy réznych mu-
tantéw Bacillus licheniformis wykazat, ze stopien zahamowania enzymu przez anty-
surowice zalezy od szczepu bakteryjnego i struktury substratu, co pozwolito na
wysuniecie przypuszczen odnos$nie centrum aktywnego i konformacji czgsteczki en-
zymu. J. Uriel (Villejuif) przedstawit postepy w zakresie immunoelektroforetycz-
nego badania enzymoéw, gtdwnie na przykiadzie hydrolaz trzustkowych. Technika
zastosowana przez Uriela pozwala na identyfikacje i badanie jednorodnos$ci oraz
biologicznych wtasnosci enzymoéw wystepujacych w ztozonych mieszaninach bez
potrzeby stosowania czystych antygendéw i monowalentnych surowic. Pewne zalez-
nos$ci miedzy strukturg a wtasnosciami antygenowymi i biologicznymi ACTH przed-
stawili J. Felber i S. Ashcroft (Lozanna). Syntetyczne polipeptydy ACTH zlo-
zone z 39 aminokwaséw wykazywaty petne wlasnosci antygenowe, natomiast zbu-
dowane tylko z 24 aminokwaséw byty nieaktywne. Pordwnanie struktury insuliny
réznych gatunkéw zwierzat z witasnosciami antygenowymi wobec rozmaitych prze-
ciwsurowic byto przedmiotem badan S. Wilsona (Toronto). Stosujac hybrydy
tancuchéw A i B insuliny z dorsza i wotu w reakcjach precypitacyjnych z antysuro-
wicg uzyskana od $winki morskiej autor prébowat ustali¢ jaka sekwencja amino-
kwaséw w okreslonych odcinkach tancucha peptydowego odpowiedzialna jest za
wiasnosci immunologiczne. Zainteresowanie wzbudzit réwniez komunikat Ruth
Arnon (Rehovoth) poswiecony immunologicznym badaniom trypsynogenu, tryp-
syny i papainy. Autorka wykazata, ze podczas reakcji z przeciwcialem papaina
moze jednocze$nie rozkiada¢ to przeciwciatlo na dwa mniejsze fragmenty o nieco
innych witasnos$ciach precypitacyjnych i fizykochemicznych. Obrady tego kolokwium
wykazaty istotne znaczenie metod immunochemicznych w badaniu struktury i funk-
cji biatek.

Kolokwium poswiecone cyklitolom i fosfoinozytydom zgromadzito kilkanascie
doniesien. Przewodniczacy zjazdu, prof. Hoffmann-Ostenhof przedstawit
drogi syntezy niektorych cyklitoli w organizmach rodlinnych, a T. Posternak
(Genewa) omowit zwigzki wykazujgce witasnoséci biologicznych antagonistéw ino-
zytolu. Inne referaty dotyczyty syntezy i katabolizmu inozytolu i jego pochodnych
u bakterii, .roslin i zwierzat oraz przemian fosfoinozytydéw w tkance madzgowej.

Tematem trzeciego kolokwium (18 komunikatéw) byta biosynteza zwigzkéw
aromatycznych. M.in. G. Bille k (Wieden) zaprezentowat wspoéiczesne poglady na
biosynteze roslinnych stilbenéw. Poza sterydami na kolokwium omawiano synteze
kumaryny, flawonoidéw, witaminy K2 niektérych alkaloidéw i réznych zwiagzkoéw
aromatycznych.

Polska biochemia byta reprezentowana na zjezdzie przez 29 referatéw zgtoszo-
nych i przyjetych, a tylko 15 wygloszonych (mniej wiecej potowa referentéw nie
otrzymata pokrycia finansowego na wyjazd do Wiednia). Referaty z Polski doty-
czyty dos$¢ szerokiego wachlarza zagadnien — od struktury wewnetrznej syntetycz-
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nych polinukleotydéw (W. Szer) i biatka (K. Zakrzewski) poczawszy, poprzez
problem kierowanej syntezy enzyméw w komdrkach mikroorganizméw (M. Bag-
dasarian), biosyntezy specyficznych biatek in vitro (W. Ostrowski), izolo-
wanie krystalicznych biatek (T. Baranowski) a skonczywszy na przedstawieniu
réznych tematéw z zakresu metabolizmu (M. Guminska, A. Koj, Z Kaniuga)
i badan fizykochemicznych (A. Morawiecki, C. Janion W. Dobryszycka,
J. Lisowski). Polska delegacja stanowita do$¢ liczng grupe na zjezdzie przed-
stawiajac szeroki i aktualny zakres wspoéiczesnych badan biochemicznych w na-
szym Kkraju.

W. Ostrowski
M. Guminska
A. Koj

IV Sympozjum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego Gdarnsk,
11-12 V1.1965 r.

W dniach 11 i 12 czerwca 1965 r. odbyto sie w Gdansku IV doroczne Sym-
pozjum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Gospodarzem Sympozjum byt
Gdanski Oddziat PTBioch a obrady toczyty sie w Akademii Medycznej w Gdansku.

Gidwnym tematem Sympozjum byta Biochemia lipidéw i temu zagadnieniu
poswiecone byly referaty sesji plenarnej oraz doniesienia w sekcjach: ,,Metabolizm
lipidéw” oraz ,Metodyka badania lipidéw”. Oprocz tego jednak dopuszczono do
wygtoszenia doniesienia z innych dziedzin biochemii grupujac je w sekcjach: ,,Bio-
chemia zywienia”, ,,Utlenianie biologiczne”, ,,Metabolizm”, ,,Enzymy”, ,Biochemia
kliniczna” oraz ,,Komunikaty rézne”. Ta forma stanowi od wielu lat tradycyjna
forme organizacji posiedzen angielskiego Biochemical Society. Celowo$¢ przyje-
cia jej przez PTBioch byta przedmiotem do$¢ ozywionej dyskusji w czasie Sym-
pozjum Gdanskiego. Opinia na ten temat wydaje sie podzielona. Z jednej strony
uwaza sie, ze biochemia polska nie jest jeszcze na tyle rozwinieta aby sympozjum
0o waskiej tematyce zgromadzito dostateczna ilo$¢ uczestnikow, z drugiej jednak
strony dopuszczenie do wygtoszenia komunikatéw z réznych dziedzin biochemii
przeksztatca sympozjum w ogo6lnopolski zjazd, czego potwierdzeniem wydaje sie
Sympozjum Gdanskie, w ktérym brato udzial okoto 200 uczestnikéw i na ktérym
wygtoszono okoto 120 komunikatéw.

Sesja Plenarna Sympozjum obejmowata 3 referaty. P. Wiodawer mowita
o roli fosfolipidow w strukturze i funkcji mitochondriéw. Poruszyta ona w swym
wyktadzie zagadnienie ultrastruktury bton mitochondriatnych i roli fosfolipidéw
jako sktadnikéw tych bton w podstawowych czynnosSciach mitochondriow jak
fosforylacja oksydatywna lub aktywny transport substancji przez btony mitochon-
drialne. Szereg innych zjawisk zachodzacych w mitochondriach jak np. ‘ich skurcz
lub pecznienie wigze sie réwniez z przemiang lipidow. Wydaje sie, ze pewna inte-
gralno$¢ lipidowo-biatkowych struktur w mitochondriach jest niezbednym warun-
kiem ich prawidtowej funkcji. Drugi referat tej sesji wygtoszony przez J. Pate 1s-
kiego dotyczyt przemiany chylomikronéw. Oméwiono w nim powstawanie i prze-
chodzenie chylomikronéw do krwiobiegu a takze usuwanie ich z krwi obwodo-
wej i role lipazy lipoproteidowej w tym procesie. Kwasy tluszczowe uwalniane
przez ten enzym sa transportowane przez niektdére biatka osocza do tkanek, gdzie
ulegajg dalszym przemianom. W ostatnim referacie R. Niemiro moéwit o rozpa-
dzie fosfolipidow u zwierzat. Niemal wszystkie tkanki posiadajag wtasng przemianeg



[5] SPRAWOZDANIA | KOMUNIKATY 175

fosfolipidéw. Kataboliczna strona tej przemiany nie jest jeszcze dobrze poznana.
Autor omowit poglady na role fosfolipaz a takze diesterazy glicerofosforanowej
w procesach tkankowej degradacji fosfolipidéw oraz nowag koncepcje, wedtug kté-
rej pierwszy etap rozpadu fosfolipidow polega na transestryfikacji, akceptorem za$
kwasu tluszczowego jest cholesterol, mono- lub dwugliceryd albo lizolecytyna.

W sekcji poswieconej metabolizmowi lipidéw wygtoszono 22 komunikaty
obejmujace szeroki wachlarz tematéw. Znalazty sie tam doniesienia o sktadzie réz-
nych frakcji lipidowych, o enzymach katabolizmu lipidéw w surowicy, o witacza-
niu znakowanych prekursoréw do lipidéw i wiele innych doniesien.

Druga grupa komunikatéw, zebranych w osobnej sesji dotyczyta metodyki ba-
dan lipidow. Sporo uwagi posSwiecono tu réznym odmianom techniki chromatogra-
ficznej. Problematyce tluszczowcoéw byta poswiecona roéwniez sesja ,,Biochemii
zywienia”. Przedstawiono na niej 7 doniesien. Trzecig sesjg o stosunkowo waskim
temacie byta sesja poswiecona utlenianiu biologicznemu. Przedstawiono na niej 10
komunikatow w wiekszosci dotyczacych roéznych posrednich etapéw utleniania
w mitochondriach.

Oproécz tych sekcji obradowaty w czasie Sympozjum jeszcze cztery inne, wy-
mienione na poczatku sesje, o tematyce znacznie bardziej réznorodnej. Wygtoszono
na nich tgcznie okoto 65 doniesien.

Spotkania naukowe w rodzaju Sympozjum Gdanskiego posiadajg oprocz oficjal-
nej czesci odbywajacej sie na sali konferencyjnej jeszcze inng strone, do Ktorej
przywiazuje sie w ostatnich czasach nie mniejszg wage. Sa to spotkania poza po-
siedzeniami, wizyty w zaktadach naukowych, dyskusje w matych grupkach, w kto-
rych mozna porozmawia¢ o szczego6tach i nie trzeba ogranicza¢ sie czasem. Wydaje
sie, ze i pod tym wzgledem Sympozjum Gdanskie nalezy uwazaé¢ za udane.

M. Bagdasarian.

IV Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W dniu 11 czerwca 1965 r. odbyto sie w Gdansku, w sali im. Rydygiera
IV Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Rozpoczeto sie ono
w drugim terminie w obecnos$ci 144 cztonkéw. Zebranie otworzyt Prezes Towarzyst-
wa — prof. Kazimierz Zakrzewski. Na Przewodniczacego Zebrania wybrano prof. Grze-
gorza Bagdasariana, za$ Sekretarza — dr Danute Hulanickg. Obejmujgc przewod-
nictwo obrad prof. G. Bagdasarian stwierdzit, ze wymogi formalne zostaly dopet-
nione i IV Walne Zebranie jest prawomocne.

W pierwszych trzech punktach porzadku dziennego zostat przyjety protokét
z Il Walnego Zebrania Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz dokonano
wyboru Komisji Matki w sktadzie: dr Helena Filipek-Wender, dr Konstancja Ra-
czynska-Bojanowska i dr Roman Lorenc oraz Komisji Skrutacyjnej w skladzie:
déc. Witold Drabikowski (Przewodniczacy), mgr Jolanta Baranska, dr Wanda Do-
bryszycka, mgr Monika Fonberg, dr Monika Jezewska, mgr Anna Konecka, dr An-
drzej Leonowicz, dr Wiestaw Makarewicz i dr Jerzy Rogulski.

W imieniu ustepujgcego Zarzadu Giéwnego sprawozdanie ztozyt Prezes—
prof. K. Zakrzewski. Omoéwit on rozwéj Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
oraz dziatalno$¢ Zarzadu Gidéwnego i Oddziatdbw. Towarzystwo skupia 672 czton-
kéw w 11 Oddziatach, to jest we wszystkich miastach uniwersyteckich z wyjat-
kiem Torunia. Miarg statej tendencji wzrostowej Towarzystwa jest fakt, ze w roku
biezagcym przyjeto ponad 40 nowych cztonkéw.
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Dziatalno$¢ Towarzystwa byta prowadzona w czterech zasadniczych kierunkach:
1) organizacja zebran naukowych, 2) inicjowanie i wspdtorganizacja kurséw szkole-
niowych i kroétkoterminowych stazéw, 3) organizacja zjazdéw biochemicznych oraz
4) prowadzenie wydawnictw naukowych (Postepy Biochemii oraz Monografie Bio-
chemiczne).

Najzywszg dziatalno$é, w czasie ubiegtego roku, wykazat Oddziat w Szczecinie,
pod przewodnictwem dr Zygmunta Machoya. Zorganizowano tam 26 zebran nauko-
wych. Cze$¢ ich byta poswiecona kursowi statystyki. Sukces Oddziatlu w Szczecinie
jest szczeg6lnie godny pochwaty i nasladownictwa, gdy uwzgledni si¢ matg liczeb-
no$¢ osrodkéw biochemicznych w tym mieécie. Znaczna poprawa pod wzgledem
ilosci i jako$ci zebran naukowych nastgpita w Oddziale Warszawskim po wybo-
rach nowych wtadz z doc. Zofig Zielinska, jako Przewodniczgacym.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne organizuje od roku 1963 Kursy Podstaw

Biochemii. Podobnie jak poprzednie, Il Kurs w roku 1964 i nastepny planowany
na 1965 rok sa organizowane wraz z Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej Studium
Doskonalenia Lekarzy. Il Kurs byt subwencjonowany przez Wydziat VI Nauk

Medycznych Polskiej Akademii Nauk, co umozliwito wprowadzenie éwiczen prak-
tycznych. W ubiegtej kadencji Zarzad Gilowny zabiegat usilnie o upowszechnienie
krétkoterminowych stazéw w zaktadach krajowych. Wszystkie wnioski w tej spra-
wie byly zalatwione pozytywnie.

Po | Krajowym Kongresie Biochemii (wrzesien 1963 roku) Polskie Towarzystwo
Biochemiczne zorganizowato dwa nastepne zjazdy naukowe: IIl Sympozjum — Bu-
dowa i Wtasnosci Enzymoéw (Kazimierz, wrzesien 1964) oraz IV Sympozjum — Bio-
chemia Lipidéw (Gdansk, czerwiec 1965). Godny podkreslenia jest sukces organiza-
cyjny i naukowy Sympozjum w Kazimierzu, osiggniety dzieki pracy Oddziatu
w Lublinie, pod kierunkiem doc. Jerzego Trojanowskiego. Czesto$¢ tych zjazdow
wykazuje, ze coroczne zjazdy biochemiczne w Polsce sg nie tylko pozgdane lecz
i mozliwe.

Organizujac zbiorowe wyjazdy na miedzynarodowe kongresy i sympozja, Za-
rzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przyjat nowe kryteria: ilos¢
wyjezdzajgcych uczestnikow zalezy nie od ilosci delegacji przyznanych przez re-
sorty, lecz od sumy na ten cel przeznaczonej i najekonomiczniej wykorzystanej;
pierwszenstwo uczestnictwa w wyjezdzie maja autorzy najlepszych sposrod zgto-
szonych prac wg oceny niezaleznej i obiektywnej komisji. W oparciu o te kryteria
Towarzystwo zorganizowato trzy wyjazdy: na | Zjazd Federacji Europejskich To-
warzystw Biochemicznych (Londyn, marzec 1964) — 4 osoby, na VI Miedzynarodo-
wy Kongres Biochemii (Nowy Jork, lipiec 1964) — 15 oséb oraz na Il Zjazd Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicznych (Wieden, kwiecien 1965) — 15 oséb, na
zjazd Arbeitsgemeinschaft Biochemie (Magdeburg, czerwiec 1965) — 3 osoby. Kry-
teria przyjete przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne zostaty pozytywnie ocenio-
ne przez Il Wydziat Polskiej Akademii Nauk, ktéremu tez Towarzystwo zawdzie-
cza wyniki osiagniete w tej dziedzinie. Kryteria te znajduja coraz szersze uznanie
i zastosowanie. %

Dziatalno$¢ wydawnicza Polskiego Towarzystwa Biochemicznego polega na
wydawaniu kwartalnika Postepy Biochemii i Monografii Biochemicznych. Postepy
Biochemii sag redagowane przez prof. Irene Chmielewska, ktérej kompetencji i trudom
zawdzieczajg swoj ciagty rozwdj i rosnace znaczenie dla ksztatcenia biochemikéw
oraz popularyzacji biochemii w Polsce. Wobec zapowiedzianej rezygnacji prof. Ireny
Chmielewskiej z obowigzkéw Redaktora, Zarzad Gidwny rozpisat konkurs na obsa-
de tego stanowiska. W wyniku konkursu na stanowisko Redaktora Postepéw Bio-
chemii zostatla powotana dr Zofia Lassota. Wybrany przez nig zesp6t redakcyjny
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bedzie realizowat propozycje przedtozone w ramach konkursu i zaaprobowane przez
Zarzad Giéwny.

Monografie Biochemiczne staly sie wydawnictwem o duzej dynamice Wydruko-
wano- dotad sze$¢ zeszytéw. Zaréwno pozycje wydrukowane, jak i oczekujace na
realizacje stanowiag rozprawy habilitacyjne, w przysztosci jednak zeszyty Mono-
grafii beda obejmowaé¢ réwniez opracowania niezwigzane z przewodami habilita-
cyjnymi.

Gospodarka finansowa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest calkowicie
zrownowazona dzieki dotacji Polskiej Akademii Nauk (w rocznej wysokosci
250 000 zt) oraz skutecznosci zbierania sktadek cztonkowskich. Roczne wpltywy wy-
noszg ok. 500 003 zt. Zwiekszenie dochodéw ze sprzedazy Monografii Biochemicz-
nych pozwolitoby na dalszy rozwéj akcji stypendiow na staze, wyjazdy na sym-
pozja i konferencje oraz na popularyzacje biochemii.

Konczac swe przemoéwienie, prof. Kazimierz Zakrzewski podziekowal wszyst-
kim cztonkom za ich udziat w pracach zaréwno Zarzadu Gtéwnego, wladzach
Oddziatéw jak i poszczegélnych akcjach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Po przemoéwieniu Prezesa, Przewodniczagcy Komisji Rewizyjnej, prof. Bronistaw
Filipowicz odczytat Protokdét tej Komisji. Ocenita ona pozytywnie dziatalno$¢ Za-
rzadu Gitéwnego IlIl Kadencji i zaproponowata Walnemu Zebraniu udzielenie Za-
rzadowi absolutorium.

Z kolei, doc. Witold Brzeski, sekretarz Redakcji Postepow Biochemii ztozyt
sprawozdanie z dziatalnosci Redakcji w latach 1964 i 1965. W tomach X i XI| zamiesz-
czono 56 artykutéow. Autorami 19 byli profesorowie i docenci, za$ 37 — mtodsi
pracownicy nauki. Najwiecej artykutdw dostarczyt osrodek warszawski — 34; inne
za$: Lublin — 6, Krakéw — 4, Gdarnsk i Poznan — po 3, Gérny Slagsk — 2, a Biaty-
stok, £6dz, Szczecin i Wroctaw — po jednym. Nakitad Postepéw Biochemii wynosi
obecnie 1260 egzemplarzy. Prenumerata zagraniczna stanowi ok. jednej széstej na-
ktadu. Postepy Biochemii sg jednym z dziesieciu polskich czasopism biologicznych
(na 1057 na calym Swiecie) zaliczonych do tzw. Automatic Subject Citation Alert.
W zakonczeniu sprawozdania ustepujacy wkrotce Komitet Redakcyjny pod prze-
wodnictwem prof. Ireny Chmielewskiej zapewnit o swej wspdlpracy przy przej-
mowaniu teki redakcyjnej przez nowy Komitet oraz zyczyt mu powodzenia w pracy
nad dalszym podnoszeniem poziomu Postepéw Biochemii i umacnianiu jego pozycji
w Swiatowej literaturze biochemicznej.

Po sprawozdaniach Prezesa, Komisji Rewizyjnej i Redakcji Postepéw Biochemii
odbyta sie dyskusja.

Doc. Paulina Wiodawer postawita wniosek, by na przysztos¢ zawezi¢ tematyke
sympozjoéw i ograniczy¢ liczbe komunikatéw.

Prof. Janina Opienska-Blauth wyrazita uznanie dla ustepujacego Redaktora
Postepéw Biochemii prof. Ireny Chmielewskiej. Postepy Biochemii reprezentuja
wysoki poziom naukowy i stanowig dobrg szkote dla miodej kadry biochemikéw.
Jednocze$nie zaapelowata o $cislejsza wspdiprace Zarzadu z osrodkami prowin-
cjonalnymi.

Prof. Jozef Heller wyrazit uznanie dla og6lnej linii pracy Zarzadu Gidwnego.

Mgr Jerzy Maruchin podziekowat w imieniu cztonkéw za pomoc w wyjazdach
na sympozja i uzyskiwaniu stypendiow zagranicznych.

Dr Maria Dydynska wskazata na konieczno$¢ witasciwej reklamy Monografii
Biochemicznych.

Doc. Witold Drabikowski zaapelowat o lepszg wymiane pracownikéw miedzy
osrodkami.

W odpowiedzi na gtosy w dyskusji prof. Kazimierz Zakrzewski — nie zgodzit
sie z doc. P. Witodawer, aby zawezi¢ tematyke sympozjow i ograniczy¢ liczbe ko-
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munikatéw. Doroczne sympozja powinny obejmowaé rézng tematyke i zapewniac
jak najwiekszej ilosci cztonkéw Towarzystwa mozliwo$¢ poddania pod dyskusje
wynikéw swej pracy.

Cztonkowie PTBioch. sg zawiadamiani o pojawianiu sie nowych toméw Mono-
grafii Biochemicznej droga rozsytanych komunikatow.

Prof. Zakrzewski podziekowat prof. I. Chmielewskiej za tak owocng i ofiarng
prace i poinformowat, ze PTBioch. zorganizuje zebranie poSwiecone pracy popu-
laryzacyjnej prof. I. Chmielewskiej.

Po zamknieciu dyskusji Przewodniczacy Walnego Zebrania poddat pod gtoso-
wanie wniosek Komisji Rewizyjnej o udzielenie absolutorium ustepujgcemu Za-
rzadowi. Wniosek zostat przyjety w gtosowaniu jawnym, bez gloséw przeciw, przy
4 wstrzymujacych sie.

W nastepnym punkcie porzagdku dziennego prof. Kazimierz Zakrzewski odczytat
tekst wniosku Zarzadu Giéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego o nada-
nie godnosci cztonka honorowego prof. Wiodzimierzowi Mozotowskiemu, wybitne-
mu uczonemu, nauczycielowi kadr biochemicznych, twdércy gdanskiej szkoly bio-
chemicznej. Uzasadniajagc wniosek, prof. Kazimierz Zakrzewski omoéwit zastugi
prof. Wiodzimierza Mozotowskiego dla polskiej biochemii.

W tajnym gtosowaniu, pod nieobecno$¢ prof. Wiodzimierza Mozotowskiego 140
gtosami na 140 waznych wniosek zostat przyjety. Przewodniczacy Walnego Zebra-
nia, prof. Grzegorz Bagdasarian, przyjaciele oraz uczniowie prof. Wtodzimierza
Mozotowskiego ztozyli mu swe gratulacje.

Przystepujac do wyboru nowego Zarzadu Komisja Matka przedstawita liste
zgtoszonych kandydatur.

Prezes — prof. Kazimierz Zakrzewski, Vice-Prezes — doc. Zofia Zielinska. Czton-
kowie Zarzadu: doc. Zofia Kasprzyk, dr Tadeusz Ktopotowski, dr Krzysztof Muraw-
ski, doc. Wtodzimierz Bicz, doc. J6zef Lisowski, doc. Juliusz Popowicz, doc. Jerzy
Patelski, doc. Jerzy Trojanowski, dr Aleksander Koj, doc. Tomasz Borkowski. Za-
stepcy cztonkdédw: doc. Marek Kaminski, dr Stanistaw Lewak, doc. Stefan Angielski,
doc. Ryszard Niemiro, dr Antoni Dancewicz, doc. Wactaw Minakowski, dr Jan
Stanistawski.

W wyniku tajnego gtosowania do wiadz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
zostali wybrani:

Prezes — Prof. K. Zakrzewski — 123
Vice-prezes — Doc. Z. Zielinska — 125

Cztonkowie Zarzadu: Doc. Z. Kasprzyk — 127 gtoséw
Dr T. Klopotowski — 113 -
Dr. K. Murawski — 121 .
Doc. W. Bicz — 116 »
Doc. J. Lisowski — 122 »
Doc. J. Popowicz — 113 ”
Doc. J. Trojanowski — 120 "
Dr. A. Koj — 101
Dr. J. Patelski — 104 "
Zastepcy cztonkéw: Doc. M. Kanski — 111
Doc. S. Angielski — 113
Doc. R. Niemiro — 110 "
Dr A. Dancewicz — 58 »
Dr S. Lewak — 96 .
Komisja Rewizyjna: Doc. J6zef Chmiel — 130 »
Doc. Mariusz Zydowo — 130 ”

Doc. Ryszard Schramm — 130 »
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W czasie obliczania gtoséw, prof. Kazimierz Zakrzewski zreferowatl zatozenia
i sprawy organizacyjne |Ill Zjazdu Federacji Europejskich Towarzystw Bioche-
micznych, ktoéry odbedzie sie w Warszawie w dniach 4-7 kwietnia 1966. Na tym
Zebranie zakonczono.
Sekretarz Zarzadu Gitéwnego
Dr T. Ktopotowski

KOMUNIKATY ZARZADU GLOWNEGO P. T. BIOCH
|

W dniu 5 lipca 1965 roku, w siedzibie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
odbyto sie | Zebranie (Konstytuujace) Zarzadu Gitéwnego Towarzystwa, wybra-
nego na IV Walnym Zebraniu, w Gdansku.

Podziat funkcji zostat dokonany w oparciu o nowoprzyjety Statut. Podziat ten
przedstawiony jest ponizej w postaci listy adresowej.

Sekretarz Zarzadu Giownego
Dr T. Klopotowski

ADRESY W&LADZ
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prezes — Prof. dr Kazimierz Zakrzewski
V-Prezes — Doc. dr Zofia Zielinska
Sekretarz — Dr Tadeusz Ktopotowski
Skarbnik — Doc. dr Zofia Kasprzyk

Z-ca Sekretarza — Dr Krzysztof Murawski

Z-ca Skarbnika — Doc. dr Wtodzimierz Bicz

— Warszawa 40, ul. Freta 16

CZLONKOWIE ZARZADU, PELNOMOCNICY:

d/s Wspoétpracy z Innymi Towarzystwami
Doc. dr J6zef Lisowski
Wroctaw, ul. Chatubinskiego 4
Instytut Immunologii i Medycyny DosSwiadczalnej im. L. Hirszfelda

d/s Zebran i Zjazdow
Dr Aleksander Koj
Krakow, ul. Kopernika 7
Katedra Chemii Fizjologicznej A. M.

d/s Szkolenia i Popularyzacji Biochemii
Doc. dr Juliusz Popowicz
Biatystok 8, Skr. pocztowa 9
d/s Wydawniczych
Doc. dr Jerzy Trojanowski
Lublin, ul. Akademicka 12

Katedra Biochemii UMCS

d/s Wspotpracy z Towarzystwami Lekarskimi

Doc. dr Jerzy Patelski
Poznan, ul. Rektora Swiecickiego 6
Katedra Chemii Fizjologicznej A. M.
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— Doc. dr Juliusz Popowicz
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Katedra Chemii Fizjologicznej A. M.
— Prof. dr Stanistaw Jézkiewicz

Zabrze 8 — Rokitnica, ul.
Katedra Chemii Fizjologic

K. Marksa 19
znej A. M.

— Prof. dr Franciszek Nowotny
Sekretarz — Dr Aleksander Koj

Krakéw, ul. Kopernika 7

Katedra Chemii Fizjologicznej A. M.

— Doc. dr Jerzy Trojanowski
Lublin, ul. Akademicka 12
Katedra Biochemii UMCS

— Dr Henryk Panusz

t6dz 32, ul. Narutowicza 68

Katedra Chemii Fizjologic
— Doc. dr Wactaw Minakow
Olsztyn 5, Kortowo, Nowa
Katedra Biochemii WSR
— Doc. dr Jézef Chmiel
Poznan, ul. Rektora Swiec

znej A. M.
ski
Zootechnika

ickiego 6

Zaktad Patologii Ogé6lnej A. M.

— dr Bogustaw Rézycki
Szczecin, ul. Stowackiego
Katedra Biochemii WSR

— Doc. dr Zofia Zielinska
Warszawa 22, ul'. Pasteura
Instytut Biochemii Doswia
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3
dczalnej

im. M. Nenckiego — Zaktad Biochemii
— doc. dr Andrzej Morawiecki
Wroctaw, ul. Chatubinskiego 4

Zaktad Biochemii Instytutu

i Terapii Doswiadczalnej PAN

Zarzad Gioéwny postanowit rozszerzyé zakres wydawnictwa seryjnego

Immunologii

[10]

»Mono-

grafie Biochemiczne” poza druk prac habilitacyjnych. Obecnie na tamach, tego wy-
dawnictwa bedg publikowane takze opracowania monograficzne wieksze niz w Po-
stepach Biochemii oraz prace doswiadczalne o objetosci wiekszej niz w .Acta Bio-
chimica (np. podsumowanie badan kilkuletnich) z zakresu biochemii. Na zyczenie
autoréw beda przyjmowane do druku prace réwniez w jezyku angielskim. Prace

bedg honorowane zgodnie z maksymalnymi obowigzujgcymi stawkami.
Wstepne zgtoszenia z podaniem tytutu, krotkiego streszczenia oraz przyblizo-
nego terminu ztozenia gotowego maszynopisu prosimy nadsyta¢ na adres:

Doc. dr J. Trojanowski

Petnomocnik Zarzadu Gt do spraw wyd.
Lublin, ul. Akademicka 12, Katedra Biochemii



Komunikat Nr 2 Komitetu Organizacyjnego 1V Zjazdu Naukowego
Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw i Lekarzy Chorob
Zakaznych

Komitet powiadamia, ze w dn. 16-18.1X.1966 r. odbedzie sie w Bia-
tymstoku 1V Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Epidemiologéw
i Lekarzy Chor6b Zakaznych. Problematyka naukowa Zjazdu:

1) Wirusowe zapalenie watroby

2) Wolna tematyka

Powiadamiamy, ze tytuty prac do przedstawienia na Zjezdzie wraz
ze streszczeniami, nalezy zgtasza¢ do dn. 28.11.1966 r., za$ prace do wy-
gtoszenia in extenso do dn. 31.111.1966 r., na adres: Komitet Organiza-
cyjny 1V Zj. Pol. Tow. Epid. i Lek. Ch. Zak., Biatystok, ul. Sosnowa 5,
KI. Chor. Zakaznych AMB.

Przewodniczacy Zarzadu Gitéwnego Pol. Tow. Epid. i Lek. Ch. Zak.
prof. dr med. Karol Szymanski

Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
Doc. dr med. Piotr Boron

Sekretarz Komitetu Organizacyjnego
Dr med. Danuta Prokopowicz
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