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INFORMACJA DLA AUTORÓW

P ostęp y  Biochemii  publikują artykuły referatow e ze w szystkich  
dziedzin biochem ii nie drukow ane“ w  innych czasopism ach. A rtykuły  
drukowane w  Postępach Biochemii  nie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły są honorow ane w g usta­
lonych staw ek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. K oszty zm ian tekstu  w  ko­
rekcie, poza popraw kam i b łędów  drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie m ożność w prow adzenia skrótów  i popra­
w ek nie w pływ ających na treść pracy.
Forma m aszynopisu.  M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  
nadsyłać w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien być napisany  
jednostronnie, z podwójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej 
stronie należy zam ieścić tylko: im iona (w pełnym  brzm ieniu) i naz­
w iska autorów, ich stopnie i tytu ły  naukow e wraz z nazw am i placów ek  
naukow ych, tytu ł pracy w  języku polskim  i angielskim  oraz om ów ie­
nie tem atu pracy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy m aszy­
nopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczać num eracją rzym ską a podroz­
d z ia ły — arabską. T ytuły nie w ydzielone z tekstu nie pow inny być nu­
m erow ane.

W tekście nie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków , sch e­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostaw ić w olny w iersz  
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w  naw ia­
s i e — numer odpow iedniego wzoru. W tekście należy odw ołać się do 
num eracji wzoru po słow nym  w ym ienieniu  związku, np.: kw as g lu ta­
m inow y (I).

Pow ołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  naw iasie, 
kolejny num er pozycji w  sp isie literatury.
Załączniki do tekstu .  K ażdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tek ś­
cie n.p. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek opisujący jej treść, jej sens 
pow inien być zrozum iały bez odnoszenia się do tekstu a każda rubry­
ka pow inna być zaopatrzona w  odpow iedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na m aszynie należy w yraźnie nanieść czarnym tuszem . W fotografiach  
i w ykresach należy oznaczyć „górę i „dół”.
Literatura.  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazw isk autorów.
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W roku 1953 z inicjatywy Komitetu Biochemicznego Pols­
kiej Akademii Nauk powstaje kwartalnik Postępy Biochemii 
pod redakcją prof. dr Józefa Hellera. Czas był to trudny i dla 
biochemii polskiej krytyczny. Przerzedzona losami wojny kad­
ra naukowa nie została jeszcze odbudowana, a źle wyposażone 
i nad miarę obciążone pracą usługową i dydaktyczną zakłady 
nie są naogół w stanie nadążać za dynamicznie rozwijającą 
się biochemią światową. Postępy Biochemii już od początku 
swego istnienia wnoszą cenny wkład w poprawę ówczesnego 
stanu rzeczy. Publikują artykuły referatowe, omawiające pro­
blemy ważne i aktualne, informujące o kierunkach badawczych 
w biochemii światowej. Począwszy od roku 1955, zaczynają 
również spełniać doniosłą rolę w szkoleniu początkujących pra­
cowników nauki, uwożliwiając im publikowanie swych prac 
i ucząc jasnego, logicznego i poprawnego wyrażania drukiem 
swoich myśli.

Objętość i nakład Postępów Biochemii szybko rosną, roz­
budowuje się dział ogólno-informacyjny, podający sprawozda­
nia ze zjazdów, sympozjów, pracowni, zawierający materiały 
bibljograficzne itp. Pod wytrawnym kierownictwem pierwsze­
go Redaktora Naczelnego, prof. dr J. Hellera, Postępy Bio­
chemii osiągają rangę czasopisma wysokiej użyteczności, o do­
brze ugruntowanej w naszych zakładach pozycji, czytanym 
i docenianym przez szerokie rzesze pracowników nauki.

Postępy Biochemii stają się w roku 1960 organem polskie­
go Towarzystwa Biochemicznego, a redakcję obejmuje Prof. 
dr Irena Chmielewska. W tym czasie sytuacja w zakładach 
uległa poprawie: lepsze wyposażenie pracowni, stypendia za­
graniczne i dobre zaopatrzenie w piśmiennictwo światowe spra­
wiły, że polska biochemia zaczęła odzyskiwać należne jej m iej­
sce w biochemii światowej. Maleje konieczność dostarczania 
czytelnikowi artykułów typu podręcznikowego, a rośnie po­
trzeba przeciwdziałania nadmiernej specjalizacji czy uleganiu 
modzie w doborze tematyki badawczej. Na łamach Postępów 
Biochemii ukazują się opracowania problemów ważnych a nie­
dostatecznie docenianych w naszych zakładach. Szczególną 
jednak troską otacza Redaktor Naczelny młodych adeptów bio­
chemii: dla nich Postępy Biochemii stają się doskonałą szkołą
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pisania rozpraw naukowych, szkołą, która tworzy trw ałe pod­
waliny ich przyszłej kariery. Bezbłędna treść, jasna ekspo­
zycja i nienaganna forma prac publikowanych na łamach Po­
stępów Biochemii sprawiają, iż kwartalnik naszego Towa­
rzystwa zyskuje uznanie już nie tylko w kraju ale i zagranicą.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne oddaje obecnie w ręce 
czytelnika pierwszy zeszyt Postępów Biochemii pod redakcją 
dr Zofii Lassota. Przed trzecim Redaktorem Naczelnym Postę­
pów Biochemii stają nowe i trudne zadania. Rozwój biochemii 
na świecie postępuje w tempie wykładniczym. Wszechstronne 
zespoły badawcze i coraz doskonalsza, wysoce zautomatyzo­
wana aparatura sprawiają, że otwierające się perspektywy po­
znawcze są szybko eksplorowane. Narastają trudności w poro­
zumiewaniu się nie tylko badaczy z dziedzin pokrewnych, ale 
nawet pomiędzy tymi którzy zajmują się tą samą dziedziną 
wiedzy. Podręczniki i monografie tracą wartość użytkową dla 
eksperymentatora, a artykuły przeglądowe tylko wtedy są 
przydatne gdy są kompetentne, zwięzłe i bardzo szybko opu­
blikowane.

Postępy Biochemii dążyć będą do tego, by czytelnik był 
sprawnie informowany o nowych osiągnięciach biochemii i ak­
tualnym  stanie głównych jej problemów i o implikacjach roz­
woju biochemii dla innych nauk przyrodniczych. Cel Postępów 
Biochemii będzie osiągnięty wtedy, gdy młody badacz znajdzie 
w nich materiały dla pogłębienia swej wiedzy, a doświadczo­
ny — dla poszerzenia swych horyzontów.

Zarząd Główny 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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P ost. Biochern., 12, 5—34 (1966)

INA BUCHOWICZ*

Immunoglobuliny —  własności i struktura

Immune-globulins — Properties and Structure

The paper describes the properties and structure of im m une globulins and 
especia lly  those of TS gam m a-globulins.

Immunoglobuliny są to białka pochodzenia zwierzęcego, posiadające 
aktywność przeciwciała oraz białka nie aktywne immunologicznie, ale 
podobne do przeciwciał pod względem struktury  chemicznej i specyficz­
ności antygenowej (66). Stanowią one okoïo ll^/o białek surowicy, a obec­
ne są także w moczu, w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz w innych pły­
nach ustrojowych i tkankach.

Przy elektroforezie w pH 8,6 immunoglobuliny mają najmniejszą 
ruchliwość, co było podstawą określenia tej grupy białek jako „gam- 
ma-globuliny”. Jak wykazali T i s e l i u s  i K a b a t  (cy t wg 121), 
zawierają one prawie wszystkie przeciwciała, co było powodem często spo­
tykanego identyfikowania Y-globulin i przeciwciał. Jest to niesłuszne, 
ponieważ aktywne przeciwciała, tj. białka zdolne do wiązania antygenu, 
stanowią nie więcej niż 50-75°/o Y-globulin nawet w surowicach hyperim- 
munizowanych zwierząt (82).

Immunoglobuliny są frakcją o dużej heterogenności. W skład ich wcho­
dzą dwie komponenty o różnej rozpuszczalności: euglobuliny rozpuszczal­
ne w roztworach soli oraz pseudoglobuliny rozpuszczalne w wodzie. W po­
lu elektrycznym immunoglobuliny można rozdzielić na dwie frakcje (31). 
Szybsza komponenta, nazywana Yi-globuliną, (32-globuliną lub T-białkiem, 
ma punkt izoelektryczny przy pH 5,8. Frakcja zwana Y2_gl°buliną ma 
mniejszą ruchliwość elektroforetyczną i punkt izoelektryczny przy pH 
7,3 (1). Skład aminokwasowy obu frakcji oraz ich własności chemiczne są 
zbliżone. Heterogenmość immunoglobulin ujawnia się również przy bada­
niu w ultrawirówce. Główną ich część stanowi białko o stałej sedymentacji 
1S. Oprócz tego w surowicach normalnych obecne są wysokocząsteczkowe

* mgr. st. asystent Centralnego Laboratorium  Surow ic i Szczepionek „Biom ed”, 
W arszawa.
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6 I. BUCH OW ICZ [2]

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

Ze względu na swoją rolę w procesach odpornościowych, immuno- 
globuliny były tematem licznych badań immunologicznych, a obecnie 
stały się przedmiotem szczególnie intensywnych studiów dotyczących 
ich budowy i własności fizykochemicznych. W ostatnich dwu — trzech 
latach z heterogennej mieszaniny, którą stanowią immunoglobuliny, udało 
się wyizolować kilka rodzajów cząsteczek odmiennych strukturalnie,
0 różnych własnościach fizykochemicznych i biologicznych. W surowi­
cach normalnych obecne są następujące cztery frakcje immunoglobu­
lin (101):
1) 6,6—7,7S Y-globuliny (wg nowej terminologii (57, 66) yG lub IgG-glo- 
buliny) stanowią 85-90%. Mają one ciężar cząsteczkowy rzędu 150 000— 
— 160 000 i zawierają około 2-3% węglowodanów. Frakcja ta ma aktyw­
ność przeciwciał i jest najlepiej zbadaną wśród immunoglobulin.
2) 7-13S 7 1A-globuliny (yA lub IgA-globuliny) mają ciężar cząsteczkowy 
zbliżony do IgG-globulin, ale charakteryzują się wysoką zawartością wę­
glowodanów dochodzącą do 9%. W niektórych pracowniach IgA-globu- 
liny były określane jako (52A-globuliny (128). yA-globuliny są immunolo­
gicznie aktywne.
3) 19S makroglobuliny (yM lub IgM-globuliny) stanowią 5-10% immuno­
globulin. Na podstawie immunoelektroforezy białka te określano jako 
Yim~ łub P2M-globuliny. Ciężar cząsteczkowy tej frakcji wynosi około
1 miliona. Makroglobuliny zawierają do 10% węglowodanów i mają ak­
tywność przeciwciał.
4) 2-3,5S Y-globuliny, nazywane mikroglobulinami, obecne są w ilości 
nie przekraczającej 1%, a jedynie w niektórych stanach chorobowych 
stwierdza się ich znaczny wzrost. Białka te jako jedyne wśród immuno­
globulin nie zawierają aktywnych przeciwciał.

Niniejszy przegląd poświęcony będzie omówieniu ważniejszych wy­
ników badań nad strukturą i własnościami całej grupy immunoglobulin 
ze szczególnym uwzględnieniem yG-globulin (7S y-globulin), ponieważ 
dane dotyczące pozostałych immunoglobulin mają jeszcze charakter 
wstępny i raczej fragmentaryczny.

I. Otrzymywanie immunoglobulin

Warunkiem uzyskania bezpośrednich informacji o naturze badanego 
białka jest jego izolowanie w możliwie czystym, homogennym i niezmie­
nionym stanie. Dlatego też niniejszy przegląd rozpoczyna się od krótkie­
go omówienia stosowanych obecnie metod izolowania i oczyszczania im­
munoglobulin. Metody takie jak: wysalanie, wytrącanie rozpuszczalni­
kami organicznymi i niektórymi kationami oraz rozdział elektroforetycz-
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[3] IM M U N O G L O BULIN  Y 7

ny i chromatograficzny, wykorzystują własności fizykochemiczne wspól­
ne dla całej grupy białek i prowadzą do otrzymania preparatu stanowią­
cego mieszaninę różnych przeciwciał. Izolowanie indywidualnych prze­
ciwciał wymaga zastosowania bardziej swoistych sposobów oczyszczania 
i polega najczęściej na wykorzystaniu specyficznej reakcji antygen-prze- 
ciwciało.

1. Wysalanie

Klasyczną metodą jest wysalanie y-globulin za pomocą siarczanu amo­
nu (46). Przy 33% wysycenia wytrąca się stosunkowo czysta frakcja 
Y-globulin, ale już przy zwiększeniu stężenia soli do 40% preparat jest 
zanieczyszczony ^-globulinami. N o r t h r o p  (106) wysalając siarczanem 
amonu uzyskał krystaliczną antytoksynę błoniczą o zachowanej aktyw ­
ności biologicznej. K e k w i c k (cyt. wg 74) zastosował do wysalania siar­
czan sodu, który daje rozdział białek surowicy na albuminy, a-, (3-, i y-glo- 
buliny i nie denaturuje białek. Metodę tę stosuje się często do izolowa­
nia y-globulin i przeciwciał, szczególnie z surowicy normalnych i uod­
pornionych królików (99, 120). W 1961 roku W o ł y ń s k i  i C h a d ż y -  
j e w  (148) przez wysalanie surowicy siarczanem sodu otrzymali homo- 
genn efrakcje antytoksyny błoniczej.

2. Wytrącanie rozpuszczalnikami organicznymi

C o h n i wsp. (27, 108) opracowali metodę frakcjonowania surowicy 
ludzkiej alkoholem etylowym, która pozwala otrzymać czyste preparaty 
białkowe w stanie natywnym. Po wspólnym wytrąceniu y-globulin, izo- 
agglutynin, protrombiny i plazminogenu, ekstrahuje się y-globuliny 20% 
i 17%' alkoholem etylowym odpowiednio przy pH 7,2 i 5,2 oraz ponownie 
wytrąca się je z 25% alkoholu. N i c o l  i D e u t s c h  (96) zastosowali 
podobną metodę frakcjonowania alkoholowego do izolowania y-globulin 
z surowic hyperimmunizowanych zwierząt. Ponieważ białka plazmy są 
stosunkowo stabilne wobec eteru, frakcjonowanie surowicy eterem sto­
suje się czasem do izolowania albumin, y-globulin, trombiny i fibryno- 
genu do użytku klinicznego (115).

/  %

3. Wytrącanie kationami

Niektóre kationy, na przykład cynk i miedź, wytrącają selektywnie 
Y-globuliny. Wykorzystując to C o h n (28) opracował schemat frakcjo­
nowania surowicy solami cynku w obecności alkoholu. I s 1 i k e r (77) 
wytrącał y-globuliny 5mM mleczanem cynku, a L e w i n  (90) zapropo­
nował prosty schemat otrzymywania y-globuliny przez wytrącanie 0,1M 
A1C13. K r a u z e ,  N a i m s k i  i Z a k r z e w s k i  (87) otrzymali czyste
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8 I. BUCH OW ICZ [4]

Y-globuliny wytrącając je solami cynku i glinu. Opracowano również 
metody selektywnego wytrącania Y-globulin riwanolem (73) oraz riwano- 
lem w  obecności alkoholu (62).

4. Wytrącanie przy niskiej sile jonowej

Przy rozcieńczeniu surowicy wodą destylowaną w pobliżu punktu 
izoelektrycznego wytrącają się euglobuliny. W ten sposób F e 11 o n (cyt. 
wg 77) z surowicy antypneumokokowej otrzymał aktywną frakcję za­
wierającą wszystkie niemal przeciwciała. Metodę tę stosuje się najczęś­
ciej do otrzymania makroglobulin z surowicy ludzkiej (33, 37).

5. Elektroforeza

Metody elektroforezy preparatywnej nie znalazły szerszego zastoso­
wania głównie z uwagi ma ich nisiką wydajność. C a n n  i K i r k w o o d  
(16) opisali izolowanie Y-globulin bydlęcych i ludzkich metodą konwekcji 
elektroforetycznej. Otrzymany preparat był homogenny i zawierał tylko 
jedną komponentę 6,5S. W 1959 roku F a h e y  i H o r b e t t  (47) otrzy­
mali Y-globuliny ludzkie metodą elektroforezy surowicy na blokach poli- 
winylu. P reparat ten był niejednorodny i oprócz głównej komponenty 
6,6S zawierał 5-10% białka 18S. Podobne wyniki otrzymali C o h e n  
i F r e e m a n (24) przy elektroforezie pasmowej według Porath.

6. Metody chromatograficzne

W ostatnich latach szerokie zastosowanie znalazły metody chroma­
tograficznego oczyszczania preparatów białkowych.

W roku 1956 P e t e r s o n  i S o b e r  (116, 117) opisali syntezę jono­
wymiennych pochodnych celulozy, które zastosowali do rozdziału białek 
na kolumnach chromatograficznych. Użyte pochodne celulozy mają wy­
soką zdolność rozdzielczą, są bardzo trwałe i nie denaturują białka (97), 
co pozwala na izolowanie Y-globulin dla badania struktury  i własności. 
Przy frakcjonowaniu całej surowicy na kolumnach, nie udaje się otrzy­
mać jednorodnych preparatów, natomiast metoda ta jest bardzo przy­
datna dla oczyszczania ostatecznego. W związku z tym izolowanie Y-glo­
bulin składa się zazwyczaj z dwóch kolejnych etapów: początkowo Y-glo­
buliny oddziela się od głównej masy białek surowicy przez wysalanie, 
wytrącanie alkoholem lub elektroforetyczmie, a następnie otrzymany pre­
parat oczyszcza się na kolumnach wypełnionych DEAE- lub CM-celulozą 
(25, 47, 83, 137).

F a h e y  i H o r b e t t  (47) przy rozdziale Y-globulin ludzkich na 
DEAE-celuiozie otrzymali 5 frakcji, z których cztery pierwsze zawierały 
Y-globuliny 6,6S a V frakcja była 19S makroglobuliną. Chromatografia
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na CM-celulozie w pH 5,4—6,0 jest najbardziej przydatna do izolowania 
fragmentów y-globulin, otrzymanych przez redukcję i degradację enzy­
matyczną (75, 98) i pozwala na oddzielenie fragmentów od nienaruszo­
nych Y-globulin. Do izolowania 7 -globulin oprócz pochodnych celulozy 
stosowano fosforan wapnia (84), a ostatnio opracowano metodę frakcjo­
nowania surowicy na DEAE-Sephadex A-50 (3), która pozwala na otrzy­
manie "/-globuliny 7S, homogennej w immunoelektroforezie.

II. Otrzymywanie przeciwciał

Frakcje immunoglobulin uzyskane opisanymi metodami, jednorodne 
elektroforetycznie i chromatograficznie, są jednak mieszaniną różnych 
przeciwciał. Otrzymanie czystych, indywidualnych przeciwciał, które re­
agują tylko z określonym antygenem polega na utworzeniu kompleksu 
swoistego antygenu z przeciwciałem. Kompleks ten można następnie roz­
łożyć i wydzielić przeciwciało z roztworu. W przypadku antygenu wie- 
locukrowego kompleks dysocjuje w 15°/o roztworze chlorku sodu. Metodą 
tą (150) otrzymano przeciwciała antypneumokokowe o czystości rzędu 
80-100%.

Dysocjacja kompleksu przeciwciało-antygen białkowy następuje tylko 
pod wpływem energicznie działających czynników jak kwasy, alkalia, 
ogrzewanie i enzymy proteolityczne. N o r t h r o p  otrzymał krystalicz­
ną antytoksynę błoniczą trawiąc trypsyną kompleks toksyna-antytok- 
syna i wytrącając antytoksynę siarczanem amonu (107). W niektórych 
układach antygen ulega denaturacji pod wpływem rozcieńczonych kwa­
sów i staje się nierozpuszczalny ułatwiając oddzielenie przeciwciała. 
W taki sposób S a m  n e r  i K i r k  oczyścili anty-ureazę, a R a m o n  — 
antytoksynę błoniczą (cyt. wg 150).

Oddzielenie przeciwciał od antygenu sprawia na ogół znaczne trud­
ności, które jednak częściowo można ominąć stosując antygen połączony 
z nierozpuszczalnym nośnikiem, na przykład węglem lub kaolinem. C a m- 
p b e l l  i S u t h e r l a n d  (cyt. wg 77) donieśli, że perełki szklane o śred­
nicy 44 mikronów wiążą owoalbuminę tak mocno, że mogą być stosowane 
jako swoisty adsorbent do izolowania antyowoalbuminy. H a g i w a r a  
(68) zastosował do izolowania przeciwciał cząsteczki lateksu pokryte 
antygenem. Szerokie zastosowanie znalazły ostatnio immunosorbenty, 
w których antygen utrwala się na nierozpuszczalnym nośniku poprzez 
wiązania kowalencyjne. C a m p b e l l  i wsp. (13) w roku 1951 zsyntety- 
zowali nierozpuszczalny kompleks albuminy z dwuazowaną p-aminoben- 
zylocelulozą. Jeden gram takiego immunosorbentu wiązał specyficznie 
około 10 mg antyalbuminy. Przy elucji przeciwciała kwasem solnym 
w pH 3,2 oczyszczenie sięgało 90°/». Następnie G u r w i c z  (63, 64) roz­
winął i nieco zmodyfikował tę metodę i obecnie stosuje się ją do izolo­
wania oraz ilościowego oznaczania przeciwciał (65, 140). Ostatnio opisano
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kilka nowych immunosorbentów, które pozwalają wyizolować oczysz­
czone przeciwciała zachowujące swoje właściwości specyficzne. Wśród 
nich wymienić można kompleks, w którym antygen połączony jest przez 
wiązania dwuazowe z polistyrenem (149) lub kompleksy antygenu i nie­
których polimerów syntetycznych (6). W roku 1964 W e e t a l  i W e l i k y  
(145) otrzymali immunosorbent pozwalający izolować przeciwciała na 
kolumnach chromatograficznych. Metoda polega na sprzęganiu benzy­
dyny z CM-celulozą, dwuazowaniu wolnych grup aminowych benzydy­
ny, do których następnie przyłącza się antygen. Czystość przeciwciał 
otrzymanych po elucji w pH 2,3 wynosi 80%}. M i c h a j ł o w  i P e r e  
(94) opisali adsorbowanie przeciwciał na żywej hodowli bakterii. Bakterie 
poddawano następnie działaniu ultradźwięków, co uwalniało do roztworu 
przeciwciała, zachowujące charakterystyczne własności biologiczne.

III. Własności fizykochemiczne

1. Wielkość cząsteczki

Wymiary makrocząsteczki Y-globuliny były przedmiotem nielicznych 
tylko prac. Cząsteczka Y-globuliny jest asymetryczna i stosunek osiowy 
wynosi 7—7,5 (9). W roku 1955 K r a t k y  wykazał za pomocą niskokąt- 
nego rozproszenia promieni Rentgena (cyt. wg 45), że cząsteczka Y-globu­
liny jest cylindrem o przekroju eliptycznym i wymiarach 240X57X19 A.

Ciężar cząsteczkowy Y-globulin oznaczano wielokrotnie różnymi me­
todami i na preparatach różnego pochodzenia. Oznaczony dla Y-globuli- 
ny ludzkiej w ultrawirówce, na podstawie ciśnienia osmotycznego oraz 
rozproszenia światła, waha się on w granicach 150 000—190 000 (121). 
Ciężar cząsteczkowy końskiej Y-globuliny oznaczony w ultrawirówce 
(metodą Van Hold) wynosi 151 000 (111). F l e i s c h m a n  podaje, że 
Y-globulina królicza ma ciężar cząsteczkowy 140 000 (50). Oprócz frakcji 
Y-globuliny 7S surowica zawiera około 10% makroglobuliny 19S, o cię­
żarze cząsteczkowym około 1 000 000, a z ludzkiej surowicy hyperglo- 
bulinowej wyizolowano Y i~ g l ° k u l in ę  o ciężarze cząsteczkowym 400 000 
(35). C a n n  (14) na podstawie badań Y-globuliny izolowanej metodą 
elektroforezy konwekcyjnej sądzi, że ciężka komponenta powstaje jako 
artefakt w czasie frakcjonowania surowicy alkoholem. Z przypuszcze­
niem tym jednak trudno pogodzić fakt, że w niektórych stanach patolo­
gicznych obserwuje się wybiórczy wzrost zawartości makroglobulin w su­
rowicach ludzkich. Dane dotyczące ciężaru cząsteczkowego poszczegól­
nych przeciwciał są jeszcze bardzo fragmentaryczne. Dla różnych prze­
ciwciał królika, a prawdopodobnie również i człowieka wartość ta mieści 
się w granicach 150 000-160 000. W końskich surowicach antypneumoko- 
kowych ciężar cząsteczkowy przeciwciała wynosi 990 000; podobną w ar­
tość znaleziono w surowicach i innych zwierząt.

10 I. BUCH O W ICZ [6]
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2. Własności elektroforetyczne

Y-globuliny przy elektroforezie w pH 8,6 dają szeroką strefę rozmiesz­
czenia o ruchliwości — 1,0 • 10—5 cm2/sek.volt. W surowicach hyperimmu- 
nizowanych zwierząt obserwuje się powstawanie szybko wędrującego 
T-białka o ruchliwości —1,0 do — 2,0*10-5 cm2/sek.volt. (9).

W określonym przedziale pH Y-globuliny tworzą jedno ruchome pas­
mo, co nie świadczy jednak o jednorodności tego białka. A l b e r t y  (1) 
oznaczał szybkość rozmywania gradientu Y-globuliny w punkcie izoelek- 
trycznym, w którym wpływ pH i przewodnictwa jest minimalny. Roz­
mywanie następowało znacznie szybciej niżby to wynikało z szybkości 
dyfuzji, co wskazuje, że y-globuliny stanowią mieszaninę cząsteczek
o różnej, chociaż zbliżonej ruchliwości.

We frakcji y-globulin znajdują się prawie wszystkie przeciwciała. 
Ich ruchliwość w polu elektrycznym nie jest identyczna: w surowicach 
ludzkich przeciwciała znajdują się we frakcji wolniejszej Y2-gl°buliny, 
w surowicach końskich ruchliwość przeciwciał zależy od sposobu poda­
wania antygenu i czasu immunizacji; po krótkim okresie uodparniania 
przeciwciała antytoksyczne znajdują się we frakcji wolniejszej, a przy 
dalszej immunizacji także i w szybkiej ^-globulinie (121).

3. Własności w roztworze

Y-globuliny charakteryzują się ograniczoną rozpuszczalnością w za­
kresie izoelektrycznym (pH 6,5-7,5). Przy sile jonowej 0,01 lub niższej na­
stępuje agregacja cząsteczek, ale zwiększenie siły jonowej do 0,1 hamuje 
ten proces (15). W środowisku alkalicznym zmienia się częściowo kon­
formacja cząsteczki Y-globuliny (38, 133). Przy pH 9-11 obserwuje się 
zwiększenie lepkości i skręcalności, ale zmiany te są całkowicie odwra­
calne. Powyżej pH 11 znacznie wzrasta szybkość reakcji, a zmiany kon­
formacji stają się częściowo nieodwracalne. Y-globuliny są bardzo wraż­
liwe na działanie detergentów kationowych i anionowych. W obecności 
dostatecznie dużych ilości siarczanu dodecylu, tracą one zdolność specy­
ficznego strącania antygenu, przy czym stała sedymentacji maleje do
5,5S. Zmiany te są odwracalne i po usunięciu detergentu Y-globuliny od­
zyskują zdolność reagowania z antygenem (19). W obojętnych roztworach 
przy dłuższym przechowywaniu cząsteczki Y-globuliny ulegają rozszcze­
pieniu i powstają dwa nietypowe fragmenty Yx oraz Yy, które można w y­
kryć za pomocą immunoelektroforezy (131). Proces ten zachodzi najszyb­
ciej w preparatach Y-globulin otrzymanych z ekstraktów łożyskowych. 
Z preparatów tych wytrąca się krystaliczny osad złożony głównie lub na­
wet wyłącznie z wolnej tyrozyny (36).

Ponieważ podobne zmiany obserwuje się przy działaniu niektórych 
enzymów proteolitycznych S k w a r  i l  przypuszcza, że „samoistne” roz­
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szczepienie y-globulin związane jest z trawieniem enzymatycznym; prze­
mawia za tym możliwość zahamowania tego procesu przez kwas amino- 
kapronowy (132). Na enzymatyczny charakter degradacji y-globulin 
wskazują również dane R o b e r t a  i wsp., którzy przy dializie prepara­
tów y-globulin otrzymanych przez wytrącenie alkoholem, siarczanem sodu 
lub przez frakcjonowanie na kolumnie chromatograficznej, wyizolowali 
niskocząsteczkowe peptydy i glikopeptydy (125). J a m e s ,  H e n n e y  
i S t a n w o r t h  (78) stwierdzili, że zmiany strukturalne y-globulin 
w roztworach przechodzą przez dwa etapy: początkowo zachodzi dime- 
ryzacja i powstaje około 20% białka o stałej sedymentacji lOS, przy czym 
zmienia się konformacja cząsteczki, na co wskazuje zwiększenie lewo- 
skrętności. W drugim etapie komponenta 10S ulega rozszczepieniu pro­
teolitycznemu i w elektroforezie można stwierdzić obecność szybko wę­
drującej frakcji o stałej sedymentacji 3,5S.

4. Skład aminokwasowy

Skład aminokwasowy y-globulin nie zależy w sposób istotny od ich 
pochodzenia. Typowym przykładem mogą być y-globuliny ludzkie i kró­
licze, których skład aminokwasowy ilustruje tablica 1.

T a b l i c a  1 
Skład aminokwasowy y-globuliny ludzkiej i króliczej

Aminokwas
Ilość reszt na cząsteczkę białka*

Gamma-gl obulina 
ludzka

Gamma-globulina
królicza

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

* w artości ob liczono  na  postaw ie  danych C r u m p i o n a  (30) p rzy jm u jąc  c iężar cząsteczkow y y-globuliny  
za 140 000
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Oba preparaty charakteryzuje wysoka zawartość seryny, treoniny, wa- 
liny, lizyny, proliny oraz kwasu asparaginowego i glutaminowego, które 
w sumie stanowią około 60°/» reszt aminokwasowych cząsteczki. Ekstynk­
cja 1% roztworu ludzkiej y-globuliny przy 280 mu- wynosi 13,6, a y-glo­
buliny króliczej 13,5. W 1960 roku W a l d s c h m i d t - L e i t z  podał, że 
w y-globulinach ludzkich około 0,6-0,85% ogólnego azotu jest azotem 
hydroksylizyny (144). Doniesienie to wzbudziło znaczne zainteresowanie, 
ponieważ hydroksylizyna nie jest typowym aminokwasem białkowym 
i poza y-globulinami dotychczas została znaleziona jedynie w kolagenie 
(141) i w trypsynie (143). W świetle tych obserwacji można było wiązać 
specyfikę struktury  i funkcji y-globulin z zawartością tego rzadkiego 
aminokwasu. Ostatnio jednak C r u m p t o n  i W i l k i n s o n  (30) prze­
prowadzili analizę składu aminokwasowego y-globuliny ludzkiej i kró­
liczej, nie znajdując w nich naw et śladowych ilości hydroksylizyny. Wo­
bec tych rozbieżności, możliwość ewentualnego związku między czyn­
nością biologiczną y-globulin a zawartością w nich hydroksylizyny pozo­
staje kwestią otwartą.

5. Zawartość węglowodanów

Charakterystycznym składnikiem y-globulin są węglowodany, których 
zawartość w y-globulinach 7S wynosi około 2-3%. Skład węglowodanów 
y-globulin 7S królika przedstawia tablica 2.

[9 ] IM M U N O G L O B U L IN Y  13

T a b l i c a  2 

Zawartość węglowodanów w y-globulinie królika (50)

Węglowodan Moli na mol 
białka

Heksoza ( ^ d T fu k o z “ '0“  = 9,6

Heksozamina 8,2

Kwas sialowy 0,9

R o s e v e a r  i S m i t h  (127) przeprowadzili trawienie papainą ludz­
kiej y-globuliny i uzyskali glikopeptydy o ciężarze około 4000. W części 
wielocukrowej tych glikopeptydów znaleziono mannozę, galaktozę, fruk­
tozę, glukozaminę i kwas sialowy w stosunku 5:3:2:8:1. Część peptydowa 
posiada sekwencję aminokwasów: Glu.Glu.Asp.-NH2.Tyr.Glu.Asp.

Części peptydowa i wielocukrowa w glikopeptydach połączone są ko­
walencyjnym wiązaniem między P-karboksylem końcowego kwasu aspa­
raginowego a grupą aminową glukozoaminy. W roku 1962 N o l a n  
i S m i t h  (104, 105) badając y-globulinę króliczą i bydlęcą wyizolowali
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kilka glikopeptydów, które różniły się składem aminokwasowym oraz 
cukrowym, ale we wszystkich wielocukier związany był z polipeptydem 
przez |3-karboksyl kwasu asparaginowego. Przypuszczali oni, że węglo­
wodan znajduje się w jednym miejscu cząsteczki y-globuliny, jako jeden 
łańcuch wielocukrowy. W roku 1964 C l a m p  i P u t n a m  (23) otrzy­
mali z y-globuliny ludzkiej glikopeptyd o ciężarze cząsteczkowym około 
2000 i wysunęli przypuszczenie, że w cząsteczce y-globuliny 1S mogą 
być obecne dwa ugrupowania węglowodanowe. Dla ustalenia rozmiesz­
czenia wielocukru w y-globulinie niezbędne są dalsze badania.

6. Aminokwasy skrajne

Oznaczenie C- i N-końcowych aminokwasów pozwala sądzić o ilości 
łańcuchów polipeptydowych wchodzących w skład makrocząsteczki. Ozna­
czanie C-końcowych aminokwasów przy pomocy karboksypeptydazy wy­
kazało, że w y-globulinie ludzkiej i bydlęcej na końcu karboksylowym 
łańcucha polipeptydowego znajdują się seryna i glicyna (121). Ilość C-koń­
cowych aminokwasów w y-globulinie króliczej i ludzkiej wynosi 4 mole 
na 1 mol białka (4), co wskazuje na obecność czterech łańcuchów poli­
peptydowych. Wyniki oznaczania N-końcowych aminokwasów w róż­
nych y-globulinach stały się podstawą jednej z teorii struktury  y-globu­
lin. Stwierdzono, że y-globulina królicza zawiera jedną N-końcową resztę 
alaniny i ślady kwasu asparaginowego, natomiast ludzka y-globulina — 
jedną N-końcową resztę kwasu asparaginowego i jedną lub dwie reszty 
kwasu glutaminowego, y-globuliny końskie i bydlęce zawierają kilka róż­
nych N-końcowych aminokwasów, przy czym zawartość żadnego z nich 
nie sięga jednego mola na mol białka. Dane te przedstawia tablica 3.

T a b l i c a  3

N-końcowe aminokwasy y-globulin (124) 
moli na mol białka

y-globulina Alanina
Kwas

asparagino­
wy

Kwas
glutamino­

wy
Seryna Walina

Ludzka 
fr. II _ 1,1 1,2

*
0,1 _

fr. 11-1,2 — 1,1 1,7 0,1 —

Królicza 1,0 0,2—0,4 — —

Końska — 0,2 0,1 0,1 I -

Bydlęca 0,1

<Noo" 0—0,1 0,1 O O V

http://rcin.org.pl



f i l l  IM M U N O G L O BUL IN Y 15

Można było zatem sądzić, że w cząsteczce y-globulim pochodzących 
z różnych zwierząt ilość łańcuchów peptydowych nie jest jednakowa. 
Jednak zaobserwowane różnice mogą być związane z tym, że część N-koń- 
cowych aminokwasów nie reaguje z odczynnikiem i nie jest wykrywana. 
Nie wyklucza to możliwości istnienia określonych różnic międzygatun- 
kowych w budowie cząsteczki Y-globulin.

IV. Struktura yG (TS^-globulin

1. Rozszczepienia enzymatyczne

Szczególnie owocny kierunek w badaniu struktury  y-globulin repre­
zentują prace, w których zastosowano metodę enzymatycznego rozszcze­
pienia makrocząsteczek na fragm enty o stosunkowo niskim ciężarze cząs­
teczkowym i prostej budowie. Jeszcze w roku 1936 P a r f i e n t i e w  
stwierdził, że przy trawieniu końskiej antytoksyny błoniczej pepsyną 
w pH 4 zmniejszają się jej własności antygenowe, natomiast aktywność 
antytoksyczna pozostaje bez zmian (cyt. wg 121). Dane te zostały wkrótce 
potwierdzone w pracach P o p e oraz P o p e  i H e a l e y .  P e t e r m a n  
i P a p p e n h e i m e r  zastosowali równolegle różne enzymy proteoli­
tyczne i zaobserwowali, że w wyniku trawienia końskiej antytoksyny 
błoniczej pepsyną powstaje fragm ent o ciężarze cząsteczkowym 113 000, 
który zachowuje całą aktywność antytoksyczną. Stosując trypsynę uzy­
skano aktywny fragment o ciężarze cząsteczkowym 90 000. y-globulina 
ludzka po trawieniu pepsyną w pH 3,5 daje dwa fragmenty, z których 
każdy stanowi połowę wyjściowej cząsteczki. Pod wpływem papainy 
i bromeliny ta sama y-globulina rozszczepia się na fragmenty, które sta­
nowią 1/2 lub 1/4 wyjściowej cząsteczki (121). Przydatność tych obser­
wacji dla prac nad strukturą y-globulin i przeciwciał docenił P o r t e r ,  
który w latach pięćdziesiątych podjął ten sam kierunek badań. Początko­
wo zastosował on surową papainę do trawienia antyowoalbuminy królika 
izolując fragment białkowy o ciężarze cząsteczkowym 40 000 (119). Tra­
wienie przy pomocy krystalicznej papainy pozwoliło zmniejszyć ilość 
enzymu i otrzymać bardziej oczyszczony preparat rozszczepionego białka 
(120). Okazało się, że papaina w obecności cysteiny dodanej dla zaktywo- 
wania enzymów wywołuje ograniczone, ale bardzo specyficzne rozszcze­
pienie y-globuliny króliczej na mieszaninę produktów o stałej sedymen­
tacji 3,5S. Produkty te P o r t e r  rozdzielił chromatograficznie na 
CM-celulozie w pH 5,5 i nazwał je frakcjami I, II i III, zgodnie z kolej­
nością ich wymywania z kolumny. Ilościowy stosunek frakcji I:II:III wy­
nosi 1:0,9:1,25. Frakcja III krystalizuje w obojętnym środowisku w tem ­
peraturze 2°C, natomiast zarówno wyjściowa y-globulina, jak i pozostałe 
dwie frakcje nie zostały dotychczas otrzymane w stanie krystalicznym. 
Frakcje I i II, zachowujące centrum  wiążące przeciwciała, mają ciężar
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cząsteczkowy około 50 000. Skład aminokwasowy tych frakcji jest bardzo 
zbliżony ale nie identyczny, na co wskazuje ich rozdział na kolumnie 
chromatograficznej. S e i j e n  i G r u b e r  (130) metodą „finger-print” 
otrzymali mapy peptydowe tych składników normalnej Y-globuliny i wy­
kazali, że frakcja II zawiera dwa peptydy zasadowe nieobecne we frak­
cji I. Peptydy te nadają inny ładunek cząsteczce i w ten sposób mogą 
wpływać na rozmieszczenie tych frakcji Y-globulin na chromatogramach. 
Frakcja III o ciężarze około 80 000 ma odmienny skład aminokwasowy 
i zawiera około 2/3 węglowodanów wyjściowej cząsteczki y-globuliny. Na 
podstawie tych wyników P o r t e r  zaproponował schemat struktury  
Y-globulin przedstawiony na rysunku la.

Jc
Rys. 1. Schem atyczna budowa y-globuliny

Strzałki w skazują m iejsca, w  których  następuje rozerw anie łańcucha w  w yn ik u  traw ienia
papainą

Ponieważ frakcje I, II i III powstają w prawie równej ilości Porter 
sugerował, że cząsteczka Y-globuliny jest łańcuchem polipeptydowym, 
składającym się z trzech fragmentów, z których dwa mają prawie iden­
tyczny skład i własności.

Dalszych informacji o budowie Y-globulin dostarczają badania wła­
sności biologicznych otrzymanych fragmentów cząsteczki (120). Okazało 
się, że Y-globulina królika poddana działaniu papainy w obecności cy­
steiny trac i' zdolność strącania swoistego antygenu. Wykazano ponadto, 
że trawiona Y-globulina oraz wyizolowane frakcje I i II hamują reakcję 
antygenu z wyjściowym przeciwciałem. Obserwacje te świadczą, że w wy­
niku trawienia powstają dwa immunologicznie jednowartościowe frag­
menty przeciwciała, które zachowują centrum aktywne i zdolność wią- - 
zania antygenu. Frakcja III nie jest aktywna jako przeciwciało, ale ma 
silne własności antygenowe, wiąże dopełniacz (139) i odpowiada prawdo­
podobnie za przechodzenie Y-globuliny przez błony płodowe (122). E d e l ­
m a n  i wsp. (40) przeprowadzili trawienie ludzkiej Y-globuliny papainą
i otrzymane fragmenty identyfikowali na podstawie ruchliwości w elek­
troforezie na żelu skrobiowym w pH 8,6. Frakcję poruszającą się wolno 
określono jako fragment ,,S” (slow). Stanowiła ona 2/3 wyjściowego biał­
ka i zachowała centrum aktywne, na co wskazuje zdolność wiązania an­
tygenu bez powstawania precypitatu. Frakcja szybka nazywana fragmen-
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tern „F” (fast) nie posiadała aktywności przeciwciała i otrzymano ją 
w stanie krystalicznym (71) podobnie jak frakcję III Portera. F a h e y
1 A s k o n a s (48) stwierdzili, że pod wpływem papainy i cysteiny rów­
nież Y-globulina myszy ulega rozszczepieniu do fragmentów, z których
2 należą do typu „S” i wiążą antygen, a trzeci fragment „F” zachowuje 
własności antygenowe. Można sądzić zatem, że Y-globuliny różnego po­
chodzenia mają zbliżoną podstawową strukturę i złożone są z dwóch czę­
ści, z których jedna (frakcja I i II Portera lub fragment ,,S”) odpowiada 
za własności immunologiczne, a druga (frakcja III Portera lub fragment 
„F”) określa specyficzność antygenową Y-globuliny. Komitet nomenkla­
turowy WHO zaproponował ujednolicenie naźwy fragmentów Y-globulin 
i wprowadzenie następujących określeń (57, 66):

S h u - H s i  H s i a o  i P u t n a m  (75) zastosowali metodę Portera do 
badania normalnej i patologicznej Y-globuliny ludzkiej oraz Y-globulin 
różnych gatunków zwierząt. Stwierdzili oni, że wszystkie badane prepa­
raty pod wpływem papainy i cysteiny rozszczepiają się do fragmentów
3,5S, ale szybkość rozszczepienia zależy od gatunku zwierzęcia i zmniej­
sza się w następującym porządku: Y-globulina królicza, ludzka, bydlęca, 
końska, świńska. P u t n a m  i wsp. donieśli, że oprócz papainy również 
inne enzymy proteolityczne, jak na przykład: ficyna, chymopapaina i bro- 
melina, rozszczepiają Y-globulinę do fragmentów 3,5S, które charaktery­
zują się podobnymi własnościami fizycznymi, chemicznymi i immunolo­
gicznymi (123).

C e b r a  i wsp. (18) zastosowali do trawienia Y-globuliny rozpusz­
czalny preparat papainy, który aktywuje się w obecności nieznacznych 
ilości cysteiny i wykazali, że rozszczepienie natywnej Y-globuliny prze­
biega w dwóch kolejnych etapach. W początkowej fazie Y-globulina ulega 
bardzo ograniczonej proteolizie, w wyniku której następuje rozerwanie 
wiązania peptydowego w miejscu najbardziej czułym na działanie enzy­
mu. Oddziela się przy tym frakcja III i zachodzą zmiany strukturalne, 
przy których wiązania dwusiarczkowe stają się bardziej labilne i dostępne 
dla czynnika redukującego. W następnym etapie, pod wpływem cysteiny, 
zachodzi redukcja wiązania dwusiarczkowego i cząsteczka rozpada się, 
dając fragmenty 3,5S. N i s o n o f f  i wsp. (99) potwierdzili przypuszcze­
nie, że fragmenty Y-globuliny połączone są w natywnej makrocząsteczce 
wiązaniami peptydowymi oraz wiązaniem dwusiarczkowym. Autorzy ci 
trawili Y-globuliny pepsyną, która w odróżnieniu od poprzednio stosowa­
nych enzymów nie wymagała aktywacji związkami sulfhydrylowymi.

Nazwa stara 
Frakcja I i II 
Fragment „S” 
Frakcja III

Nazwa nowa
Fab- fragment wiążący 
antygen
Fac- fragment krystalizujący

Fragment „F”

2 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Stwierdzono, że w tym wypadku powstają tylko dwa fragmenty o różnej 
wielkości. Mniejszy z nich ma stałą sedymentacji 3,5S i jest prawdopo­
dobnie identyczny z III frakcją Portera (fragment Fac). Większy fragment 
natomiast ma stałą sedymentacji 5S i reaguje z antygenem tworząc pre- 
cypitat, co świadczy, że komponenta ta jest dwuwartościową pod wzglę­
dem immunologicznym. W obecności czynnika redukującego fragment 5S 
rozszczepia się na dwie jednowartościowe komponenty o ciężarze cząstecz­
kowym 56 000, które okazały się podobne do I i II frakcji Portera (frag­
ment Fab). Z dalszych badań N i s o n o f f a  (100) wynika, że kompo­
nenta 5S zawiera 14 wiązań dwusiarczkowych, z których jedno jest bar­
dzo labilne i łatwo redukuje się 0,08M 2-merkaptoetanolem. Przekształ­
cenie komponenty 5S we fragmenty 3,5S jest wynikiem redukcji tego 
właśnie wiązania. Zwiększenie stężenia merkaptoetanolu do 0,5 molar- 
nego prowadzi do redukcji następnych pięciu wiązań dwusiarczkowych 
(91) ale stała sedymentacji i specyficzna aktywność otrzymanych fragmen­
tów nie ulega zmianie. Wskazuje to, że fragmenty połączone są tylko jed­
nym wiązaniem dwusiarczkowym. Cząsteczkę y-globuliny złożoną z trzech 
fragmentów, z których dwa połączone są wiązaniem dwusiarczkowym 
przedstawiono schematycznie na rysunku lb.

P a  lm  e r  i N is  o n  o f  f (112) zwrócili uwagę na fakt, że proteolizie 
poddawane były zawsze preparaty wysoce heterogenne. Dla zmniejszenia 
heterogenności wyjściowy preparat y-globuliny króliczej poddano wstęp­
nemu frakcjonowaniu na kolumnie (CM-celuloza), po czym przeprowa­
dzono trawienie enzymatyczne poszczególnych frakcji, y-globulina ule­
gała rozszczepieniu do trzech fragmentów odpowiadających I, II i III 
frakcji według klasyfikacji Portera. Wyniki ilościowego oznaczania pro­
duktów proteolizy dla dwu skrajnych frakcji, wymywanych z kolumny 
najniższym (0,06M) i najwyższym (0,5M) stężeniem buforu podaje tabli­
ca 4.

T a b l i c a  4

Produkty proteolizy frakcji y-globuliny króliczej (112)

Frakcje y-globuliny otrzymane
Ilość w miligramach

z kolumny przy stężeniu buforu Frakcja I Frakcja 11 Frakcja III

0,06M 20,8 3,8 11,5
0,5M 2,2 20,1 11,9

Obie komponenty y-globuliny w wyniku trawienia dają równą ilość 
frakcji III, natomiast ilość frakcji I i II nie jest jednakowa i zależy od 
sposobu oczyszczenia chromatograficznego wyjściowego preparatu. Kom­
ponenta wymywana z kolumny 0,06M buforem zawiera prawie wyłącznie 
frakcję I, a komponenta otrzymana w 0,5M buforze — frakcję II. Autorzy
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wysunęli przypuszczenie, że fragmenty I i II nie pochodzą z tej samej ma­
krocząsteczki. W myśl tej interpretacji istnieją dwa zasadnicze, różne 
typy cząsteczek y-globulin: jeden z nich złożony jest z dwóch fragmen­
tów I i jednego fragmentu III. W skład cząsteczki drugiego typu nato­
miast obok jednego fragmentu III wchodzą dwa fragmenty II. S trukturę 
tę ilustruje schematycznie rysunek lc. Do podobnych wniosków doszli 
S t e l o s  i R a d z i m s k i  (135) na podstawie stopnia jodowania prze­
ciwciała antyhaptenowego i jego fragmentów oraz S t o l i ń s k y  i F u -  
d e n b e r g  (136) przy badaniu tak zwanych „kwaśnych” i „zasadowych” 
składników y-globuliny wyizolowanych chromatograficznie na DEAE-ce- 
lulozie. G i 11 i n (60) potwierdził przypuszczenie, że w cząsteczce y-glo­
buliny obecne są dwa jednakowe fragmenty. Wykazał on mianowicie, że 
w produktach proteolizy y-globuliny udaje się zidentyfikować tylko po­
łowę tej ilości peptydów, której należałoby się spodziewać na podstawie 
ilości jonów OH potrzebnych do utrzymania stałego pH w czasie tra­
wienia. Rozbieżność taka jest możliwa tylko w wypadku, jeżeli w różnych 
częściach cząsteczki znajdują się identyczne peptydy.

Zastosowanie enzymów proteolitycznych oraz związków redukujących 
wykazało, że y-globulina jest wysoce zorganizowaną i złożoną makro­
cząsteczką. W skład jej wchodzi kilka różnych komponent połączonych 
stosunkowo labilnymi wiązaniami, wśród których dominującą rolę od­
grywają wiązania peptydowe i dwusiarczkowe. Stosując enzymy proteoli­
tyczne trudno było jednak ustalić, w jakim stopniu uzyskane w wyniku 
degradacji fragmenty białkowe związane są z obecnością odrębnych łań­
cuchów polipeptydowych w rodzimej makrocząsteczce, a w jakim zależą 
od wrażliwości różnych wiązań peptydowych tego samego łańcucha na 
działanie enzymu.

Niezbędne zatem było znalezienie nowych warunków degradacji, w któ­
rych możliwe byłoby rozerwanie wiązań międzyłańcuchowych bez rów­
noczesnej hydrolizy typowych wiązań peptydowych. Omówieniu wyników 
tego typu badań poświęcony będzie rozdział następny.

2. Łańcuchy polipeptydowe y&lobulin

Degradację y-globulin na drodze chemicznej dla badania ich struktury 
przeprowadził po raz pierwszy E d e l m a n  w 1959 roku (89). Działał on 
czynnikiem redukującym w roztworze mocznika, powodującym rozfałdo- 
wanie białka, co ułatwiało redukcję wiązań dwusiarczkowych. W warun­
kach tych y-globulina ludzka ulega rozszczepieniu do fragmentów o śred­
nim ciężarze cząsteczkowym 48 000. Ponieważ nie obserwuje się przy tym 
powstawania nowych N-końcowych aminokwasów E d e l m a n  przy­
puszczał, że cząsteczka y-globuliny złożona jest z podjednostek będących 
prawdopodobnie odrębnymi łańcuchami polipeptydowymi, połączonymi 
między sobą wiązaniami dwusiarczkowymi. W 1951 roku E d e l m a n  '
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i P o u 1 i k (41 )przy pomocy chromatografii na CM-celulozie przepro­
wadzili częściowy rozdział tych podjednostek i wykazali, że w skład Y-glo­
buliny wchodzą dwa rodzaje łańcuchów polipeptydowych: lekkie (L) o cię­
żarze około 17 000 oraz ciężkie (H) łańcuchy o ciężarze około 100 000. Na­
stępnie stwierdzono, że ciężar cząsteczkowy łańcuchów cięższych wynosi 
jednak 50 000, a wartość 100 000 wynikała prawdopodobnie z łatwej agre­
gacji.

Redukcja y-globuliny w 6M moczniku prowadzi do rozerwania 7 do 
9 wiązań dwusiarczkowych, a otrzymany preparat traci rozpuszczalność 
w wodzie i rozcieńczonych solach. F r a n e k  (53) zastosował do rozszcze­
pienia y-globulin S-sulfonowanie w 8M moczniku i otrzymał nierozpusz­
czalne produkty, nie posiadające aktywności biologicznej. Jak  wykazali 
K u l b e r g  i T a r c h a n o w a ,  u trata aktywności biologicznej przy re­
dukcji w moczniku związana jest ze zmianą struktury  cząsteczki, w wy­
niku której zachodzi przestrzenne zablokowanie miejsca aktywnego prze­
ciwciała (88). Dla uniknięcia denaturującego wpływu mocznika F 1 e i s- 
c h m a n (49) redukował y-globuliny w roztworze wodnym; rozszczepia 
się wówczas 5 wiązań dwusiarczkowych makrocząsteczki, co jednak nie 
zmienia ciężaru cząsteczkowego wyjściowego białka. Po zakwaszeniu pro­
duktów redukcji ln  kwasem octowym lub propionowym powstające skład­
niki można rozdzielić sączeniem przez Sephadex G-75. Fleischman nazwał 
uzyskane tą drogą produkty komponentami A i B. Komponenta A zawie­
rała 73-75% wyjściowego białka i miała ciężar cząsteczkowy około 50 000, 
a resztę stanowiło komponentę B, o ciężarze cząsteczkowym 20 000. Pod 
względem wielkości odpowiadają więc one łańcuchom polipeptydowym 
H i L otrzymanym przez E d e l m a n a  w wyniku redukcji y-globulin 
w roztworze mocznika. W odróżnieniu od łańcuchów Edelmana łańcuchy 
A i B zachowują częściowo aktywność biologiczną i są rozpuszczalne 
w roztworach wodnych (50). Nie wytwarzają one precypitatu z antyge­
nem, ale łańcuch A specyficznie zwiększa czas precypitacji wyjściowej 
antysurowicy z antygenem. Łańcuch B w tej reakcji nie bierze udziału. 
Główna część węglowodanów cząsteczki (około 95%) związana jest z łań­
cuchem A. Łańcuch A zawiera determ inanty antygenowe wspólne dla I,
II i III frakcji Portera, podczas gdy w łańcuchu B obecne są determinanty 
właściwe tylko dla frakcji I i II. Oznacza to, że łańcuch B wchodzi w skład 
I i II frakcji, ale w przeciwieństwie do łańcucha A nie jest obecny w tej 
części cząsteczki, która w wyniku proteolizy daje frakcję III Portera. 
Obserwacja ta pozwoliła ustalić miejsce, w którym cząsteczka y-globu­
liny rozszczepia się w czasie trawienia papainą. Na podstawie ciężaru czą­
steczkowego łańcuchów A i B oraz wyjściowej y-globuliny należy ocze­
kiwać, że cząsteczka jej złożona jest z dwu lekkich i dwu ciężkich łańcu­
chów polipeptydowych. W 1962 roku P o r t e r  (cyt. wg 50) zaproponował 
schemat podstawowej budowy y-globuliny przedstawiony na rysunku 2.
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Według Portera makrocząsteczka y-globuliny zbudowana jest z czte­
rech łańcuchów polipeptydowych (2A +  2B). Łańcuchy te połączone są 
pięcioma wiązaniami dwusiarczkowymi, z których trzy znajdują się mię­
dzy łańcuchami A, a dwa dalsze tworzą mostki pomiędzy łańcuchami A 
i B. W 1963 roku C r u m p t o n  i W i l k i n s o n  (30) w pracowni Porte-

Fragment I  lubił Fragment III
(Fab) (Fac)

Łańcuch L(B)

i|
S
1 Łańcuch HfA)

1s i i15
i

i i Węglowodan
s  s  1 1

1
S Łańcuch H(A)
ś1

Łańcuch L(B)

Rys. 2. Struktura y-g lobu liny  królika w edług P o r t e r a  (50)
Linia przeryw ana w skazuje m iejsca rozszczepienia cząsteczki przy traw ieniu  papainą

\

ra stwierdzili, że sumaryczny skład aminokwasowy łańcuchów A i B od­
powiada składowi y-globuliny, przy czym dwa łańcuchy każdego rodzaju 
zawierają w sumie taką ilość aminokwasów, jaka przypada na jedną czą­
steczkę y-globuliny. Dane te potwierdziły czterołańcuchową strukturę 
y-globuliny proponowaną przez Portera. Nie ma jak dotąd dostatecznej 
ilości danych doświadczalnych, które potwierdziłyby proponowany sche­
mat w całej jego rozciągłości. Niemniej jednak wyniki uzyskane w wielu 
innych pracowniach wskazują na obecność kilku łańcuchów polipeptydo­
wych w cząsteczce y-globuliny. F r a n e k  i N e z l i n  (54) otrzymali 
łańcuchy H i L końskiej anatoksyny błoniczej i tężcowej przy sączeniu 
przez Sephadex G-100 przeciwciał poddanych S-sulfonowaniu w roztwo­
rach wodnych. P a r k e r  (114), C o h e n  (25) oraz N o e 1 k e n i wsp. (103) 
wykazali na preparatach różnego pochodzenia i otrzymanych różnymi me­
todami, że w skład cząsteczki y-globuliny wchodzą dwa ciężkie i dwa 
lekkie łańcuchy polipeptydowe połączone wiązaniami dwusiarczkowymi.

Najnowsze obserwacje wskazują na możliwość udziału więcej niż czte­
rech łańcuchów polipeptydowych w budowie cząsteczki y-globuliny. 
C o m i n g s (29) np. przypuszcza, że łańcuch A składa się z dwóch krót­
szych łańcuchów, a F r a n e k  i Z i k a n  (cyt. wg 95) sądzą, że w czą­
steczce może być więcej niż dwa łańcuchy B.

3. Wiązania niekowalencyjne i rekombinacje łańcuchów y-globulin

W budowie makrocząsteczki y-globuliny istotną rolę odgrywają wią­
zania niekowalencyjne. Rozerwanie mostków dwusiarczkowych nie zmie­
nia jeszcze wielkości cząsteczki. Dopiero w warunkach, w których pękają
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wiązania polarne, apolarne oraz wiązania wodorowe, np. w stężonym roz­
tworze mocznika lub jednonormalnym kwasie octowym następuje rozpad 
y-globuliny na łańcuchy. Świadczy to, że wiązania niekowalencyjne są 
dostatecznie mocne aby utrzymać łańcuchy polipeptydowe w jednej czą­
steczce.

P a  lm  e r  i wsp. (113) stwierdzili, że zredukowana y-globulina w wa­
runkach bardzo łagodnej hydrolizy (pH 2,5) ulega rozpadowi na dwa rów­
nej wielkości fragmenty. Fragmenty te zawierają obydwa łańcuchy, co 
pozwala przypuszczać, że rozszczepienie przebiega w sposób uwidocznio­
ny na rysunku 3. Proces ten jest odwracalny i przy zobojętnieniu na-

n-------- L(B)
s

H(A)

H(A)

1 "
5 i  i1 1 1 1

s s1 ..J--------
I  
i

-------1------------ L(B)

Rys. 3. R ozszczepienie y-globuliny po redukcji i hydrolizie w  pH  2,5

stępuje gwałtowna rekombinacja niektórych fragmentów z powstawaniem 
białka o stałej sedymentacji 5,9S, które zachowują miejsce aktywne prze­
ciwciała. Ponieważ po redukcji grupy -SH były zablokowane przez PCMB 
wydaje się, że połączenie podjednostek y-globuliny następuje przez wią­
zania niekowalencyjne. Podobne zjawisko zachodzi również i w miesza­
ninach łańcuchów peptydowych y-globulin. F r a n e k  i N e z l i n  (55) 
opisali rekombinację łańcuchów H i L antytoksyny błoniczej i tężcowej. 
E d e l m a n  i wsp. obserwowali agregację wyodrębnionych łańcuchów 
przeciwciał antyf ag owych (44).

W roku 1964 O l i n s  i E d e l m a n  (107) przeprowadzili fizykoche­
miczne badania rekombinowanych białek i stwierdzili, że połączenie łań­
cuchów H i L prowadzi do powstawania w obojętnym środowisku wod­
nym około 30%> białka 7S, które jest biologicznie aktywne. Białko to ma 
ciężar cząsteczkowy 160 000 i złożone jest z dwóch łańcuchów H i dwóch 
L połączonych prawdopodobnie tylko wiązaniami niekowalencyjnymi. 
Pod względem właściwości fizykochemicznych i immunologicznych jest 
ono podobne do y-globuliny 1S zredukowanej i alkilowanej w nieobec­
ności mocznika. Przy rekombinacji utlenionych łańcuchów H i L powsta­
je stabilne białko 7S z wiązaniami dwusiarczkowymi, które ulega po­
nownie dysocjacji tylko po redukcji. Właściwości immunologiczne tego 
białka, ruchliwość elektroforetyczna i rozmieszczenie na chromatogra- 
mach, a także jego ciężar cząsteczkowy są bardzo zbliżone do natywnej 
y-globuliny.
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R o h o l t  i wsp. (126) stosując metody fizyko-chemiczne do badania 
rekombinacji łańcuchów y-globulin stwierdzili, że łańcuchy te mają róż­
ną ruchliwość elektroforetyczną ale w mieszaninie poruszają się one jako 
jedno pasmo. Połączenie łańcuchów H i L prowadzi do utworzenia białka
o stałej sedymentacji 6,0—6,1S, dającego w ultrawirówce symetryczną 
krzywą rozmieszczenia. Mieszanina łańcuchów zachowuje rozpuszczalność 
w roztworach wodnych po usunięciu kwasu propionowego, natomiast wy­
izolowane łańcuchy H w tych warunkach wytrącają się. Rekombinacja 
łańcuchów peptydowych y-globuliny związana jest z powstawaniem miej­
sca aktywnego przeciwciała i częściowym odtworzeniem aktywności bio­
logicznej.

Wyizolowane łańcuchy H i L wykazują silną tendencję do łączenia 
się w jedną cząsteczkę, na co wskazuje możliwość otrzymania hybrydów 
przeciwciał złożonych z heterologiczmych łańcuchów H i L. Hybrydy te 
mają jednak mniejszą aktywność biologiczną niż przeciwciała rekombi- 
nowane z łańcuchów homologicznych (51). Niektóre hybrydy nie mają 
aktywności biologicznej w ogóle.

Badania nad rozszczepieniem y-globuliny i reasocjacją fragmentów 
dały pewne informacje o miejscu aktywnym przeciwciała. W 1961 roku 
E d e l m a n  (42) zaobserwował, że łańcuchy H różnych przeciwciał miały 
jednakową ruchliwość elektroforetyczną, a łańcuchy L wykazywały okre­
ślone różnice i sądził, że łańcuchy L określają specyficzność przeciwciała. 
Natomiast uzyskane w latach 1962—1963 w pracowni Portera wyniki 
przemawiały za tym, że miejsce aktywne przeciwciała znajduje się w łań­
cuchu H (50). M e t z g e r  i S i n g e r  (92) na podstawie metody po­
krewnego znakowania (affin ity labelling) wykazali, że łańcuch H bierze 
udział w budowie miejsca aktywnego przeciwciała. W roku 1964 M e t z ­
g e r ,  W o f s y  i S i n g e r  stwierdzili, że istotnie w budowie miejsca 
aktywnego przeciwciała antyhaptenowego biorą udział reszty tyrozyny 
znajdujące się w łańcuchach H i L (93).

4. Model przestrzenny cząsteczki y-globuliny

Całokształt uzyskanych dotychczas informacji pozwolił E d e l m a ­
n o w i  i wsp. (45, 52) na zaproponowanie tymczasowego modelu podsta­
wowej struktury  y-globulin bez uwzględnienia struk tu ry  drugo- i trze­
ciorzędowej.

W myśl schematu Edelmana (rys. 4)* cząsteczka y-globuliny ma kształt 
cylindra zbudowanego z czterech łańcuchów polipeptydowych. Łańcuchy 
H połączone są między sobą i z łańcuchami L wiązaniami dwusiarczko- 
wymi i niekowalencyjnymi. Miejsca wiążące przeciwciała rozmieszczone

* Autorka dziękuje dr G. M. E delm anow i za zezw olen ie reprodukow ania rysunku.
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Rys. 4. M odel cząsteczki przeciw ciała 1S w g (45)
Hy — łańcuchy polipeptydow e ciężkie, L — łańcuchy polipeptydow e lekk ie. K reski na modellu 
w skazują m iędzyłańcuchow e w iązania dw usiarczkow e (reprodukow any ze zezw oleniem  G. M.

E d e l m a n ’ a)

Częściowa redukcja 
z następnym działaniem  

mocznika lub kwasu / ^ — 
propionowego (  \

Ostrożna redukcja 
rozcieńczony HCl

Fragment S 
(50000) Fragment F  

(50000)

Fragment S 
(50000)

Rys. 5. Schem at ilustrujący m echanizm  degradacji cząsteczek przeciw ciała 1S
Liczby w  naw iasach podają ciężar cząsteczkow y w  przybliżeniu; Hy — łańcuchy ciężk ie, L — 
łańcuchy lekk ie. Obszary zacien iow ane są obszaram i m iędzyłańcuchow ych  w iązań  n iekow alen- 

cyjnych; w  nich zaznaczono rów nież pozycję w iązań dw usiarczkow ych
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są na końcach cząsteczki i znajdują się w szczelinie między łańcuchami H 
i L. Model ten tłumaczy możliwość degradacji y-globuliny przez redukcję 
i trawienie enzymatyczne, co przedstawiono na rysunku 5.

5. Struktura drugo- i trzeciorzędowa

Objętość cząsteczki y-glbbuliny na podstawie modelu Edelmana wy­
nosi 2 X 105 A3. Sposób ułożenia łańcuchów polipeptydowych wewnątrz 
cząsteczki oraz struktura drugo- i trzeciorzędowa y-globuliny nie są jesz­
cze znane. J i r g e n s o n  (79, 81) badając dyspersję rotacyjną y-globuliny 
ludzkiej znalazł niewielki udział a-spirali. W i n k l e r  i D o t y  (146) 
na podstawie podobnych badań przypuszczają, że y-globulina nie zawiera 
a-spirali i złożona jest z niezwimiętych łańcuchów polipeptydowych. Za 
strukturą spiralną przemawia obecność dużej ilości takich aminokwasów 
jak prolina, seryna i treonina, które przeszkadzają tworzeniu trwałej 
s truktury  heliksowej. Aminokwasy te mogą natomiast uczestniczyć w po­
wstawaniu (3-struktury. Jednakże badania w podczerwieni nie wykazały 
adsorbcji przy 1608 cm“1 charakterystycznej dla struktury  |3. B I o u t  (8) 
w roku 1961 do badania s truk tury  niektórych białek, między innymi 
y-globulin, zastosował oznaczenie szybkości wymiany wodoru na deuter. 
W doświadczeniach Blouta w y-globulinie wymiana ta następowała pra­
wie całkowicie już w ciągu 10 min., co pozwalało przypuszczać, że białka 
te nie zawierają konformacji spiralnej. Jednakże I m a h o r i  i M o m o i  
(76) stwierdzili, że w y-globulinie tylko połowa wodorów ulega szybkiej 
wymianie na deuter; na tej podstawie autorzy sądzą, że w cząsteczce 
obecne są stosunkowo krótkie odcinki posiadające określoną, uporządko­
waną strukturę, która nie musi być a-spiralą. C a l l a g h a m  i M a r t i n  
(11) sugerują natomiast, że cząsteczka y-globuliny zawiera kompensujące 
się ilości prawoskrętnego a-heliksu i formy (3. Międzyłańcuchowe i wew- 
nątrzłańcuchowe wiązania wodorowe i hydrofobowe stabilizują cząsteczkę.

Do badania konformacji normalnej y-globuliny G o u l d ,  G i l i  i D o­
t y  (61) zastosowali pomiary dyspersji rotacyjnej, szybkości wymiany 
wodoru na deuter oraz spektroskopię w ultrafiolecie i podczerwieni. Uzy­
skane wyniki wskazują, że w utrzymaniu trójwymiarowej struktury  
y-globuliny główną rolę grają wiązania dwusiarczkowe oraz wiązania 
hydrofobowe. Autorzy nie wykluczają możliwości istnienia w cząsteczce 
odcinków o trwałej konformacji, które prawdopodobnie nie są ani a-spi­
ralą, ani (3-strukturą.

Interesujący schemat struk tury  y-globuliny bydlęcej przedstawili 
T r o i c k i j ,  O k y l o w  i K i r i u c h i n  (142). Na podstawie badań spek- 
tropolarymetrycznych stwierdzili oni obecność (3-struktury i a-spirali. 
P-struktura znajduje się w głębi cząsteczki tworząc bardziej stabilne jądro 
y-globuliny. Na peryferiach cząsteczki znajdują się łańcuchy heliksowe. 
Redukcja połowy wiązań dwusiarczkowych całkowicie niszczy tak jedną,
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jak i drugą strukturę. Miejsca przejścia ^-struktury i a-heliksu mają kon­
formację nieuporządkowaną i są najbardziej wrażliwe na działanie enzy­
mów proteolitycznych.

V. Inne immunoglobuliny

yA-globuliny mają ciężar cząsteczkowy około 160 000, a oddzielono 
je od yG-globulin na podstawie badań immunoelektrof ore tycznych (128). 
yA-globuliny łatwo tworzą polimery o stałej sedymentacji 9-15S, które 
przy redukcji wiązań dwusiarczkowych ulegają dysocjacji do monomerów 
1S (34). S truktura yA-globulin nie jest jeszcze dokładnie znana. Usta­
lono, że cząsteczka złożona jest z czterech łańcuchów polipeptydowych, 
dwu lekkich i dwu ciężkich, połączonych między sobą wiązaniami dwu- 
siarczkowymi. Łańcuchy lekkie yA- i yG-globulin są prawdopodobnie 
strukturalnie identyczne, natomiast łańcuchy ciężkie mają odmienną 
strukturę i własności.

H e r e  m a n s  i wsp. (70) wyizolowali oczyszczone yA-globuliny z su­
rowicy ludzkiej i stwierdzili, że zawierają one antytoksynę błoniczą i prze­
ciwciała swoiste dla Brucella abortus. Na tej podstawie autorzy uważają, 
że yA-globuliny są immunologicznie aktywne i stanowią określony typ 
przeciwciał (yA-przeciwciała).

Wysokocząsteczkowe yM-globuliny o ciężarze około 1 miliona są roz­
puszczalne w roztworach soli, ale wytrącają się podczas dializy surowicy 
wobec wody, co jest podstawą metody ich izolowania i oczyszczania (33). 
Zawierają one 10-12% węglowodanów i mają tendencję do polimeryzacji 
na produkty o stałej sedymentacji 24 i 32S.

Do makroglobulin należą izohemaglutyniny, przeciwciała Rh, hema- 
glutyniny i różne przeciwciała, których powstawanie zależy od antygenu 
i sposobu jego wprowadzenia. S truktura makroglobulin nie jest ustalona.

D e u t s c h  i M o r t o n  w roku 1957 (32) zaobserwowali, że makro- 
globuliny pod wpływem związków redukujących (cysteina, merkaptoeta- 
nol) rozszczepiają się w środowisku obojętnym na fragm enty o stałej 
sedymentacji 6,5S. Po usunięciu czynnika redukującego fragmenty łączą 
się ponownie tworząc makrocząsteczki o stałej sedymentacji 18S. Deutsch 
i Morton wysunęli przypuszczenie, że makroglobuliny są agregatami nor­
malnej y-globuliny o ciężarze cząsteczkowym 160 000, w których podjed- 
nostki połączone są między sobą wiązaniami dwusiarczkowymi. Depoli- 
meryzacja makroglobulin jest wynikiem redukcji ośmiu spośród 27 wią­
zań dwusiarczkowych (37). Hipoteza Deutscha i Mortona nie znajduje 
potwierdzeń eksperymentalnych. Fragmenty makroglobulin po redukcji 
tiolami wykazują wprawdzie podobieństwo strukturalne do yG-globu- 
liny, ale nie są z nią identyczne, ponieważ zachowują determ inanty anty­
genowe, swoiste dla wyjściowej makroglobuliny (89). Wysoka zawartość 
węglowodanów też przemawia przeciwko hipotezie Deutscha i Mortona.

http://rcin.org.pl



[23] IM M U N O G L O BU LIN Y 27

yM- i yG-globuliny mają niewątpliwie wiele podobieństw struktural­
nych na co wskazują analizy immunologiczne i chemiczne. C a l l a g h a m  
i M a r t i n  (12) stwierdzili, że oczyszczone makroglobuliny z surowicy 
ludzkiej mają skręcalność optyczną zbliżoną do normalnej y-globuliny 
i są prawdopodobnie mieszaniną prawoskrętnej spirali i formy (5. Redukcja 
makroglobuliny prowadzi do powstawania fragmentów, które zawierają 
łańcuchy H i L (17). Ilość łańcuchów w cząsteczce oraz proporcja łań­
cuchów H i L nie zostały jeszcze ustalone. Na podstawie krzyżowych 
reakcji immunologicznych można przypuszczać, że łańcuchy L makro- 
globulin i normalnej y-globuliny są identyczne, natomiast łańcuchy H są 
różne (21). Głównym argumentem przeciwko hipotezie D e u t s c h a  
i M o r t o n a było stwierdzenie, że makroglobuliny po redukcji całko­
wicie tracą aktywność przeciwciał (2, 20, 58, 134). Zdolność fragmentów 
makroglobuliny do wiązania antygenu wykazano metodami serologiczny­
mi i potwierdzano w badaniach z zastosowaniem ultrawirówki (129). 
O n o u e  i J a g i  (109) wykazali za pomocą radioimmunoelektroforezy, 
że fragmenty makroglobulin specyficznie wiążą znakowany antygen. 
Autorzy sugerują, że redukcja nie niszczy centrum aktywnego przeciw­
ciała makroglobulinowego. Możliwe, że niektóre fragmenty powstałe po 
redukcji nie są aktywne, ponieważ w wyjściowej cząsteczce makroglóbu- 
liny może być więcej podjednostek niż miejsc wiążących.

Ostatnią grupę immunoglobulin stanowią białka o ciężarze cząstecz­
kowym rzędu 25 000-40 000 określane jako globuliny L lub mikroglobu- 
liny. Należą do nich białka obecne w surowicach normalnych, jak również 
patologiczne białka surowicy i moczu wyizolowane w przypadkach szpi- 
czaka. Mikroglobuliny nie zawierają węglowodanów (22) i nie mają ak­
tywności przeciwciał. Zawartość ich w surowicach normalnych wynosi 
około l°/o. P o r a t h  i U i  stwierdzili (118), że mikroglobuliny łatwo 
tworzą agregaty i tylko w bardzo polarnych rozpuszczalnikach występują 
jako monomery. Stosując rozpuszczalniki zawierające glicynę stwierdzili 
oni, że w surowicach normalnych zawartość mikroglobulin jest rzędu kil­
ku procent.

Wyjaśnienie struktury  niskocząsteczkowych y-globulin z surowicy 
normalnej związane jest z badaniem patologicznego białka Bence-Jones’a, 
które znajduje się w dużych ilościach w moczu chorych na szpiczaka 
mnogiego. Białko to, po raz pierwszy opisane w roku 1847 przez H e n r y  
B e n c e - J o n e s ’ a, wytrąca się z roztworu wodnego po podgrzewaniu 
do tem peratury 45-60°C, rozpuszcza się ponownie przy dalszym ogrze­
waniu do tem peratury wrzenia i znów się wytrąca po ochłodzeniu (123). 
Ciężar cząsteczkowy tego białka wynosi 38 000-43 000, a wymiary czą­
steczki określone na podstawie niskokątowego rozproszenia światła sta­
nowią 21 X 43,3 X 74,8 A (72). Białko Bence-Jones’a łatwo polimeryzuje
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dając układy polimorficzne, co jest przyczyną heterogenności w elektro­
forezie na żelu skrobiowym (7).

Badania immunologiczne ujawniły podobieństwo antygenowe białek 
Bence-Jones’a i normalnej y-globuliny, co wskazywało, że białko Bence- 
Jones’a może być fragmentem y-globuliny. E d e l m a n  i G a  l l y  (143) 
za pomocą elektroforezy w żelu skrobiowym wykazali, że białko Bence- 
Jones’a po redukcji ma ruchliwość identyczną z ruchliwością łańcuchów 
L y-globuliny tego samego chorego. Podobne wyniki otrzymano też ba­
dając zależność rozpuszczalności od temperatury, skład aminokwasowy 
oraz profil chromatograficzny na CM-celulozie.

E d e l m a n  i G a l l y  wykazali, że białko Bence-Jones’a jest dime- 
rem łańcuchów L y-globuliny. Istnieją dwie formy tych dimerów: dimery 
zdolne do dysocjacji, w których łańcuchy związane są tylko wiązaniami 
niekowalencyjnymi oraz dimery stabilne, w których między łańcuchami 
znajduje się wiązanie dwusiarczkowe i wiązania niekowalencyjne (59). 
B e r g a r d  i E d e l m a n  (5) stwierdzili, że mikroglobuliny surowicy 
normalnej podobnie jak białka Bence-Jones’a posiadają własności fizyko- 
chemiczne i antygenowe identyczne z łańcuchami L. Mikroglobuliny są 
więc wolnymi łańcuchami L i mogą być uważane za odpowiedniki białek 
Bence-Jones’a w surowicach normalnych.

Stany patologiczne określane jako szpiczak mnogi związane są z pro­
dukcją dużej ilości białek, podobnych fizykochemicznie i immunologicznie 
do normalnej y-globuliny, ale nie posiadających aktywności przeciwciał. 
Oprócz cząsteczek złożonych z łańcuchów H i L nazywanych y-globuli- 
nami szpiczaka, stwierdza się nadmiar wolnych łańcuchów L, obecnych 
jako białko Bence-Jones’a. W roku 1964 F r a n k l i n  i inni (56) opisali 
pierwszy przypadek choroby, przy której w surowicy i moczu obecne 
jest białko o stałej sedymentacji 3,5S. Na podstawie badań serologicznych 
białko to identyfikowano jako wolne łańcuchy H i stan patologiczny 
otrzymał nazwę „choroby łańcuchów H”. Ponieważ łańcuchy H stanowiły 
około 90% y-globulin u chorego, F r a n k l i n  i wsp. przypuszczali, że 
choroba ta związana jest z syntezą dużego nadmiaru łańcuchów H przy 
bardzo nieznacznej ilości łańcuchów L. Następnie O s s e r m a n  i Ta -  
k a t s u k i (110) i T a k a t s u k i  i O s s e r m a n  (138) opisali jeszcze 
kilka przypadków choroby H. Białko patologiczne surowicy i moczu o cię­
żarze 53 000 zawiera 8% heksoz, 7% heksozaminy, 4% kwasu sialowego 
i 2% fukozy. Analiza immunologiczna wykazała, że są to wolne łańcuchy 
y2-globuliny. We wszystkich opisanych przypadkach notuje się znaczne 
obniżenie poziomu normalnej y-globuliny i prawie całkowity brak odpo­
wiedzi immunologicznej.
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VI. Wzory molekularne immunoglobulin

Dane otrzymane w wielu pracowniach pozwalają przypuszczać, że 
wszystkie immunoglobuliny zawierają dwa rodzaje łańcuchów polipepty­
dowych: łańcuchy lekkie i łańcuchy ciężkie. Łańcuchy ciężkie są swoiste 
dla każdego typu immunoglobulin. Na Sympozjum w Pradze w roku 1964 
zaproponowano nomenklaturę tych łańcuchów (65).

Immunoglobuliny Łańcuchy ciężkie 
Y G lub IgG y (gamma) 
y A lub IgA a (alfa) 
y M lub IgM ja (mi)

Łańcuchy lekkie są podobne lub nawet identyczne dla wszystkich immu­
noglobulin. Jednakże istnieją dwa typy antygenowe łańcuchów lekkich 
ludzkich immunoglobulin: typ I i typ II, które ostatnio określono jako 
typ K i typ L.

- Immunoglobuliny Łańcuchy lekkie
typ K (I) x (kappa)
typ L (II) X (lambda)

W myśl tych oznaczeń można przedstawić wzory molekularne różnych 
immunoglobulin.

Immunoglobuliny Wzór molekularny
Y G lub IgG typ K Y2 «2

typ L Y2 -̂2
Y A lub IgA typ K OC2 X-2

typ L 0C2 ^2

Y M lub IgM typ K (M-2 * 2)n 1

typ L , .v  n =  6
([^2 2̂)11 )

mikroglobuliny L x, i X
X 2 Í X2

mikroglobuliny H Y

VII. Struktura przeciwciał a ich specyficzność

Daleko idące podobieństwo struktury  i składu różnych frakcji Y-glo­
bulin nasuwa pytanie, co w arunkuje ich wysoką wybiórczość jako prze­
ciwciał. B u c k 1 y i wsp. (10) stwierdzili, że jednowartościowy aktywny 
fragment przeciwciała królika skierowany przeciw albuminie bydlęcej 
poddany całkowitemu rozfałdowaniu w 6M roztworze guanidyny po dia­
lizie spontanicznie odtwarza około 75% wyjściowej aktywności. Podobne 
wyniki otrzymali N o e l k e n  i wsp. (102, 103) przy badaniu aktywnego 
fragmentu przeciwciała antyhaptenowego. Ponieważ rozfałdowanie w roz­
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tworze guanidyny prowadzi do całkowitej u traty  struktury  drugo- i trze­
ciorzędowej autorzy przypuszczali, że specyficzność przeciwciała nie może 
być wynikiem określonego rozmieszczenia wiązań niekowalencyjnych 
i sposobu pofałdowania cząsteczki, lecz związana jest raczej z różnicami 
w sekwencji aminokwasów w całej cząsteczce lub w niektórych stosun­
kowo małych jej odcinkach.

Sprawdzenia wymagało jednak odtwarzanie aktywności przeciwciała 
po całkowitym rozfałdowaniu cząsteczki i redukcji wszystkich wiązań 
dwusiarczkowych. Odtworzenie aktywności przeciwciała uzyskali w ro­
ku 1964 H a b e r (67), a następnie W h i t n e y  i T a n f o r  d (147) przy 
badaniu aktywnego jednowartościowego fragmentu antyrybonukleazy 
i przeciwciała antyhaptenowego.

Udoskonalenie metod analitycznych pozwoliło wykazać, że skład ami- 
nokwasowy różnych przeciwciał nie jest absolutnie identyczny (69). K o- 
s h 1 a n d i wsp. (85-86) porównywali zawartość aminokwasów dwu wysoko 
oczyszczonych przeciwciał, z których jedno było specyficzne dla haptenu
o ładunku ujemnym, a drugie — dla haptenu o ładunku dodatnim. Stw ier­
dzili oni, że pierwsze z nich zawierało większe ilości argininy, natomiast 
drugie większą ilość kwasu asparaginowego. Oba przeciwciała miały iden­
tyczny ciężar cząsteczkowy. Nieznaczne różnice składu aminokwasowego 
oraz możliwość zmiany sekwencji aminokwasów mogą zapewne zmieniać 
strukturę aktywnego miejsca i tym samym specyficzność przeciwciał. 
C o h e n  i P o r t e r  (26) rozdzielając łańcuchy polipeptydowe przeciw­
ciał na żelu skrobiowym zaobserwowali, że łańcuchy H nie wykazują 
znacznych różnic, natomiast łańcuchy L rozdzielają się na 10 frakcji, przy 
czym ilościowy stosunek tych frakcji w różnych przeciwciałach jest róż­
ny. Nie ulega wątpliwości, że dla ustalenia jakie cechy struktury  makro­
cząsteczki y-globuliny odpowiedzialne są za jej specyficzność niezbędne 
są dalsze systematyczne badania.
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JERZY ROGULSKI*

Swoistość przemian azotu aminokwasów w tkankach ssaków

The Specifity of the Amino Acids Nitrogen Metabolism in Mammalian
Tissues

The specifity  of am ino acids nitrogen m etabolism  in  various m am alian organs 
is  discussed. The significance of each particular organ in  am ino acids m etabolism  
and the role in general tissue m etabolism  are pointed out.

Głównymi elementami określającymi swoistość biochemiczną tkanek 
są: zróżnicowana struktura morfologiczna, różnice w aktywności poszcze­
gólnych reakcji lub ciągów reakcji, strukturalna współzależność układów 
enzymatycznych wewnątrz komórki (tzw. kompartmentacja), wreszcie 
charakterystyczna przepuszczalność błon komórkowych. Przedmiotem te­
go artykułu są przemiany azotu aminokwasów charakterystyczne dla róż­
nych tkanek ssaków. Obejmuje on te tylko przemiany, które związane są 
bezpośrednio z przyswajaniem i usuwaniem azotu aminokwasowego. Sta­
rałem się podkreślić znaczenie poszczególnych narządów w przemianie 
azotu aminokwasów oraz istotny wpływ tych przemian na całość metabo­
lizmu tkankowego. Wiadomości o przemianach poszczególnych aminokwa­
sów, o mechanizmach reakcji enzymatycznych, kinetyce i własnościach 
enzymów oraz o przemianach łańcuchów węglowych aminokwasów znaj­
dzie czytelnik w licznych obcojęzycznych artykułach przeglądowych 
B r a u n s t e i n a  (19), C o h e n a  (36, 38, 39), G r e e n b e r g a  (56), K r e b ­
s a  (78, 79), M e i s t e r a  (87-91) i R a t n e r  (108-110) oraz w Postępach 
Biochemii (1, 86, 105).

Ogólny metabolizm azotu aminokwasów obejmuje szereg różnorodnych 
procesów, takich jak: oksydatywna dezaminacja, transaminacja, wiązanie 
amoniaku i synteza mocznika. Omawiane w tej pracy zagadnienia ujęto 
w następujące rozdziały:

I. Znaczenie oksydatywnej dezaminacji i transam inacji w przemianie 
azotu aminokwasów

* Dr med., adiunkt Pracow ni B iochem ii K linicznej A kadem ii M edycznej w  G dań­
sku.
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3 6 J. R O G U LSK I [2]

II. Wiązanie amoniaku w tkankach — a) biosynteza aminokwasów, 
b) biosynteza karbamylofosforanu, c) synteza glutaminy

III. Usuwanie amoniaku — cykl omitynowy
IV. Przemiany azotu aminokwasów jako wyraz biochemicznej swoistości 

tkanek.

I. Znaczenie oksydatywnej dezaminacji i transaminacji w przemianie 
azotu aminokwasów

Wiadomo było od dawna (zob. 78, 88), że aminokwasy ulegają utlenie­
niu w tkankach ssaków. Dokładniejsze badania w tym kierunku przepro­
wadził K r e b s  (77) w 1935 roku. Wykazał on obecność dwóch odrębnych 
układów enzymatycznych, tzw. oksydaz, katalizujących utlenianie l -  

i D-aminokwasów. W końcu lat trzydziestych w pracowni W a r b u r g a  
udało się wyizolować oczyszczony preparat oksydazy D-aminokwasów, 
który wykorzystano następnie jako układ modelowy do badania mecha­
nizmu reakcji oksydoredukcyjnych (143, 144). Okazało się, że przemiana 
D-aminokwasów rozpoczyna się od utleniania na węglu a, a produktem 
pośrednim reakcji jest odpowiedni iminokwas, ulegający następnie hy­
drolizie z uwolnieniem jonu amonowego i ketokwasu. Sądzono przez ana­
logię, że podobnej przemianie podlegają też naturalne L-aminokwasy. 
Wpływ doświadczeń Krebsa i W arburga na późniejsze poglądy dotyczące 
katabolizmu aminokwasów był tak duży, że jeszcze obecnie proces oksy­
datywnej dezaminacji omawiany jest zwykle jako normalna droga kata­
bolizmu naturalnych aminokwasów. Jednak nie ma żadnych przekony­
wujących danych (zob. 39, 79, 88, 93) o istnieniu w tkankach ssaków fizjo­
logicznie ważnych systemów oksydaz L-aminokwasów; jedynie w nerkach 
i wątrobie szczura (14, 77) stwierdzono ich obecność, przy czym oczyszczo­
ny preparat oksydazy L-aminokwasów wykazywał tak niską aktywność 
(14), że trudno przypisać mu jakiekolwiek znaczenie. Wydaje się więc, że 
udział oksydatywnej dezaminacji w ogólnym metabolizmie L-aminokwa­
sów w tkankach ssaków jest znikomy, a nawet może być w ogóle kwestio­
nowany (125).

W niespełna trzy lata po opisaniu przez Krebsa oksydatywnej deza­
minacji aminokwasów wykryto w pracowni E u l e r a  dehydrogenazę 
glutaminową (43, 48), która różni się od oksydaz aminokwasów przede 
wszystkim tym, że współdziała z nukleotydem pirydynowym, a ponadto 
wykazuje zupełną specyficzność w stosunku do substratu. Enzym ten 
występuje w wielu tkankach, w niektórych jego aktywność jest wysoka, 
otrzymano go też z wielu źródeł w stanie znacznego oczyszczenia (98, 129, 
132). Dehydrogenaza ta katalizuje odwracalną reakcję utlenienia lub syn­
tezy glutamimianu:

G lutam inian +  NAD(NADP) ketoglu taran+ N H ++ N A D H 2(NADPH)2
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Od początku jednak znaczenie tego enzymu upatrywano głównie, jeśli 
nie wyłącznie w działaniu utleniającym. Znalazło to wyraz i w nazwie 
enzymu, zaliczanego do odwodorowujących. Cytowane powszechnie da­
ne C o p e n h a v e r a  i wsp. (41) porównujące aktywność dehydroge­
nazy glutaminowej w różnych tkankach opierają się też wyłącznie na 
pomiarze zużycia tlenu, podkreślając przez to oksydatywny charakter 
enzymu. Dehydrogenaza glutaminowa jest jak dotąd jedynym enzymem 
katalizującym reakcję oksydatywnej dezaminacji w tkankach zwierzę­
cych.

Mniej więcej jednocześnie z odkryciami Krebsa i Eulera, B r a u n s -  
t e i n  i K r i t z m a n  (24) wykazali po raz pierwszy występowanie 
w tkankach zwierzęcych procesu transaminacji, a w latach pięćdziesią­
tych nagromadzono już wiele faktów, które świadczyły o istotnym zna­
czeniu transaminacji w ogólnej przemianie aminokwasów (21, 22, 25, 40, 
74, 75, 92). Wykazano powszechność występowania transam inaz w tkan­
kach ssaków, przy czym w większości tkanek wykazują one bardzo znacz­
ną aktywność (2, 29, 123, 145). Stwierdzono również, że istnieje wiele 
enzymów tego typu mniej lub bardziej specyficznych, a w procesie trans­
aminacji biorą udział właściwie wszystkie aminokwasy z wyjątkiem może 
lizyny i treoniny (zob. 88). Istota transaminacji polega na bezpośrednim 
przeniesieniu grupy aminowej z cząsteczki aminokwasu na odpowiedni 
ketokwas, bez uwalniania się amoniaku jako produktu pośredniego re-

Rys. 1. W budow yw anie izotopu azotu 15N w  m etabolity azotow e w ątroby po poda­
niu 15N -L -leucyny (wg. 44)

Podano dożylnie 126 umoli i5N -L -leucyny (zw iększenie zaw artości atom ów  isn —19°/») szczurow i
o w adze około 350 g; A-----------Ł  kw as glu tam inow y; • ---------- •  glutam ina; □ ----------- □  m ocznik;

O -----------O glicyna

akcji (137); mechanizm ten wykazano również w warunkach in vivo. Po 
wstrzyknięciu znakowanego L-aminokwasu z izotopem azotu 15N obser­
wuje się pojawienie się izotopu w grupie aminowej aminokwasów tkan­
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kowych (44), głównie w grupie aminowej kwasu glutaminowego (zob. 
rysunek 1).

Rolę centralną (zob. 19, 20) w procesie transam inacji spełniają amino­
kwasy dwukarboksylowe, tj. kwas glutaminowy i asparaginowy oraz od­
powiadające im ketokwasy, tj. ketoglutarowy i szczawiooctowy. W więk­
szości tkanek największą aktywność wykazują właśnie swoiste transami- 
nazy katalizujące odwracalną przemianę tych substratów (52). Stosunek 
aktywności poszczególnych transaminaz w różnych tkankach jest dość 
różnorodny (2, 29, 47, 61, 101, 145). Pomimo znacznych nieraz rozbież­
ności pomiędzy danymi różnych autorów istnieje ogólne przekonanie, że 
każdą tkankę cechuje swoisty zestaw aktywności transaminaz. Tablica 1 
przedstawia przykładowo dane A w a p a r a ’y i S e 1 e ’a (2) dla wą­
troby, nerek i mięśnia sercowego szczura.

T a b l i c a  1

Transami nacje z udziałem a-ketoglutaranu i pirogronianu w różnych 
tkankach szczura (wg 2)

Mię­
sień

ser­
cowy

Wą­
troba

Ner­
ka

Mię­
sień
ser­

cowy

Wą­
troba

Ner­
ka

Kwas
glutaminowy Alanina

¡¿mole N-NH 2 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 ujęciu B r a u n s t e i n a  (19, 20) i M e i s t e r a  (87-89) znaczenie 
transam inacji polegać ma głównie na tym, że wszystkie aminokwasy w re­
akcjach katalizowanych przez swoiste transaminazy przekazują swoje 
grupy aminowe na cząsteczkę ketoglutaranu, bądź wprost, bądź przez 
pośrednią transaminację ze szczawiooctanem. W ten sposób azot wszyst­
kich aminokwasów zostaje włączony w jeden ciąg przemian kwasu glu-
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tarninowego (23). Ten ostatni miałby ulegać oksydatywnej dezaminacji 
przy udziale swoistej dehydrogenazy. Ujęcie to jest wyrazem ogólnego 
i bardzo zakorzenionego przekonania, że oksydatywna dezaminacja, w ta­
kiej czy innej formie, jest istotną drogą katabolizmu aminokwasów.

W ostatnich jednak latach nagromadziło się szereg faktów wyraźnie 
sprzecznych z tym ujęciem. O l s o n  i A n f i n s e n  (99), badając kry­
staliczną dehydrogenazę glutaminową z wątroby wołu stwierdzili, że 
równowaga reakcji jest przesunięta wybitnie w kierunku syntezy gluta­
minianu; aktywność właściwa enzymu dla utleniania glutaminianu wy­
nosi 90, natomiast dla syntezy aż 950. W latach pięćdziesiątych uzyska­
no też pewne bezpośrednie przesłanki, wskazujące, że utlenianie gluta­
minianu może odbywać się innymi drogami (96). Dopiero w roku 1960 jed­
nak (17, 80) wykazano niezależnie w kilku pracowniach, że utlenianie 
glutaminianu rozpoczyna się głównie przez transaminację, nie zaś przez 
odwodorowanie. K r e b s  i B e l l a m y ( 8 0 )  stwierdzili, że po dodaniu 
glutaminianu do homogenatów tkanek różnych zwierząt zostaje on pra­
wie ilościowo zamieniony w kwas asparaginowy według reakcji:

G lutam in ian+ szczaw iooctan  asp aragin ian+ketoglu taran  
K etoglutaran +  lVa 0 2 -> szcza w io o c ta n + C 0 2 

su m a: G lutam inian + 1 V2 0 2 -*■ asparagin ian+ C 0 2

Istotnie, zużycie tlenu odpowiadało w doświadczeniach autorów dokład­
nie takiemu przebiegowi reakcji transaminacji. Do zapoczątkowania pro­
cesu potrzebny jest endogenny kwas szczawiooctowy. Poziom kwasu 
szczawiooctowego w tkankach jest bardzo niski (poniżej 0,05mM (80)), 
wystarcza jednak do zapoczątkowania reakcji. Każda spalająca się czą­
steczka ketoglutaranu dostarcza następnie potrzebnego do transam inacji 
szczawiooctanu i tworzy się cykliczny ciąg przemian, który można uznać 
za modyfikację cyklu Krebsa (rysunek 2A). Kondensacja szczawiooctanu 
z acetyloCoA i dalsza przemiana kwasów trójkarboksylowych zostaje tu 
zastąpiona przez jedną reakcję transam inacji z kwasem glutaminowym.

W tym samym czasie B o r s t  i S l a t e r  (17) wykazali, że przez 
dodanie malonianu można całkowicie zahamować spalanie glutaminianu 
w sarkosomach mięśnia sercowego szczura. Efekt ten można było w ytłu­
maczyć przy założeniu, że utlenianie glutaminianu rozpoczyna się głów­
nie na drodze transaminacji, ponieważ malonian nie hamuje dehydroge­
nazy glutaminowej, a w stosowanych warunkach doświadczenia nie na­
gromadzał się ketoglutaran, który mógłby tę dehydrogenazę hamować 
kompetycyjnie. Malonian ham uje po prostu odtwarzanie z ketoglutaranu 
kwasu szczawiooctowego, potrzebnego do transam inacji z glutaminianem. 
W zgodzie z tym jest fakt znoszenia zahamowania wywołanego malo- 
nianem przez bezpośrednie prekursory szczawiooctanu (jabłczan, fuma­
ran).
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Podobne rezultaty osiągnięto z mitochondriami i homogenatami gru­
czołu mlekowego, mózgu, wątroby i nerek (4, 5, 16-18, 33, 59, 60-63, 66, 
67). Świadczy to, że utlenianie glutaminianu może być co prawda, zapo­
czątkowane dwiema różnymi drogami — bądź przez odwodorowanie w re­
akcji dehydrogenazy glutaminowej, bądź przez transaminację ze szcza- 
wiooctanem, jednak w większości tkanek udział dehydrogenazy jest zni­
komy. Zupełne zahamowanie przez malonian spalania glutaminianu w sar- 
kosomach mięśnia sercowego (16-18) i mitochondriach gruczołu mleko­
wego (66, 67) świadczy, że tkanki te są całkowicie pozbawione aktywności 
dehydrogenazy glutaminowej, a spalanie glutaminianu odbywa się w nich 
wyłącznie na drodze transaminacji. W mózgu (4, 5) i w nerkach (61) wy­
dajność tej przemiany przekracza 90% utlenionego glutaminianu, a na­
wet w mitochondriach wątroby, wykazujących bardzo dużą aktywność 
dehydrogenazy glutaminowej — około 70% glutaminianu spala się przez 
transaminację (4, 5, 60). Mówi się obecnie o istnieniu kompetycji mię­
dzy procesem transaminacji a działaniem dehydrogenazy glutaminowej; 
jędrnym z czynników decydujących o nieznacznym udziale dehydroge­
nazy w spalaniu glutaminianu jest zapewne stosunek formy zredukowa­
nej do utlenionej nukleotydów pirydynowych (72).

Istnieją dowody (62, 80), że również spalanie kwasu asparaginowego 
i alaniny w homogenatach i mitochondriach różnych tkanek przebiega 
głównie na drodze transaminacji z ketoglutaranem. W reakcjach tych je­
den aminokwas ulega prawie ilościowej zamianie w inny. Dla zapoczątko-

Rys. 2. U tlen ian ie glutam inianu (A) lub asparaginianu (B) na drodze transam inacji

wania przemiany potrzebny jest endogenny ketoglutaran (jego poziom 
w tkankach wynosi l-2mM), a jego regeneracja zachodzi poprzez wbudo­
wanie łańcucha węglowego spalanego aminokwasu w kwas cytrynowy. 
W przypadku asparaginianu dzieje się to przez reakcję powstającegc 
szczawiooctanu z endogennym acetyloCoA, a w przypadku alaniny po­
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wstający z niej kwas acetylooctowy jest źródłem acetyloCoA, łączącego 
się następnie z endogennym szczawiooctanem. Wydaje się, że spalanie 
wszystkich innych aminokwasów (40, 75) sprowadza się także do transa- 
minacji z ketoglutaranem i do wprowadzenia części lub całego łańcucha 
węglowego aminokwasu w cykl Krebsa. Przemiany te można również 
przedstawić jako modyfikację cyklu Krebsa, w której oksydatywna de­
karboksylacja ketoglutaranu i ciąg przemian kwasów dwukarboksylo- 
wych zostały zastąpione przez reakcję transaminacji ze szczawiooctanem 
(rysunek 2B). Zużycie tlenu towarzyszące tym przemianom odpowiada 
reakcji transaminacji i jest wyrazem zmian w obrębie łańcucha węglo­
wego aminokwasu.

Spośród tkanek ssaków tylko wątroba posiada pewną zdolność oksy- 
datywnej dezaminacji aminokwasów w wyniku skojarzonego działania 
transaminaz i dehydrogenazy glutaminowej, w innych tkankach zachodzą 
tylko transminacje. Znaczenie ich jako czynnika warunkującego labilność 
azotu aminokwasów polega na regulacji stosunków stężeń aminokwasów 
w tkankach. Reakcje transaminacji wpływają także stymulująco na cykl 
Krebsa dostarczając kluczowych ketokwasów biorących w nim udział.

II. Wiązanie amoniaku w tkankach

W wytwarzaniu amoniaku w organizmie tylko bardzo ograniczone 
znaczenie mają reakcje bezpośredniej dezaminacji (oksydatywna i nie- 
oksydatywna dezaminacja d- i L-aminokwasów). Istotne znaczenie mają 
natomiast reakcje, w których ma miejsce przeniesienie grupy aminowej 
lub amidowej aminokwasu na akceptor inny niż ketokwas. Wymienić tu 
należy wszystkie reakcje biosyntezy, w których aminokwasy spełniają 
rolę donatorów azotu — a więc syntezę aminocukrów połączoną z trans- 
dezamidacją glutaminy (104) oraz szereg reakcji w procesie biosyntezy 
nukleotydów purynowych i pirymidynowych (26, 116), w których dona­
torami azotu są glutamina lub asparaginian. W reakcjach tych ma miejs­
ce odłączenie z cząsteczki aminokwasu azotu, który bezpośrednio zostaje 
wbudowany w cząsteczki innych metabolitów; dalsze przemiany tych 
metabolitów prowadzą jednak z reguły przez etap dezaminacji — nastę­
puje odszczepienie azotu w postaci wolnego amoniaku. Wymienione re­
akcje stanowią więc tylko ogniwo pośrednie w obiegu azotu aminokwa­
sów. Praktyczne znaczenie spośród tych reakcji wydaje się mieć jedynie 
aminacja kwasu inozynowego (zob. 105), polegająca na kondensacji aspa- 
raginianu z kwasem inozynowym (42). Produktem pośrednim reakcji jest 
kwas adenylobursztynowy, który rozpada się na kwas adenylowy i fu­
maran. B r a u n s t e i n  ujm uje tę reakcję jako istotną w proponowanym 
schemacie łańcuchowej dezaminacji oksydatywnej aminokwasów (19). Su­
gestie B r a u n s t e i n a  znajdują oparcie głównie w fakcie szybkiego 
wbudowywania azotu 15N w grupę 6-aminową AMP (97). Szybka wymia­
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na azotu grupy 6-aminowej AMP świadczy o szybkim cyklicznym obiegu 
azotu w skojarzonych z sobą reakcjach aminacji i dezaminacji nukleoty- 
du. Skojarzone działanie obu reakcji odpowiada właściwie dezaminacji 
asparaginianu; amoniak uwalnia się w ilości równoważnej w stosunku 
do fumaranu. Fakt, że znaczniejsze ilości amoniaku w mięśniach stw ier­
dza się tylko przy intensywnej pracy mięśniowej (100) można wytłum a­
czyć tym, że normalnie amoniak z AMP, podobnie jak i z innych metabo­
litów azotowych jest szybko i skutecznie wiązany w tkankach obwodo­
wych. Wydaje się nie ulegać obecnie wątpliwości, że przemiana kwasu 
adenylobursztynowego jest głównym źródłem amoniaku w ustroju. Bez 
porównania bardziej obfite źródło amoniaku stanowią wprawdzie reakcje 
bakteryjne w jelicie, są to jednak przemiany zachodzące poza właściwą 
pulą metaboliczną ustroju (zob. 13).

W tkankach ssaków istnieją trzy główne reakcje, w których następuje 
wiązanie amoniaku, a mianowicie: synteza kwasu glutaminowego, synteza 
karbomylofosforanu oraz synteza glutaminy. Wiązanie amoniaku w po­
staci karbamylofosforanu ma miejsce wyłącznie w wątrobie, synteza glu­
taminianu ograniczona jest głównie do wątroby oraz w znacznie mniej­
szym stopniu do nerek i mózgu — natomiast synteza glutaminy ma zna­
czenie uniwersalne.

Synteza kwasu glutaminowego Kwas glutaminowy spełnia centralną 
rolę w biosyntezie aminokwasów. Jako jedyny z aminokwasów powstaje 
on w wyniku bezpośredniej aminacji ketoanalogu, katalizowanej przez 
swoistą dehydrogenazę (21, 22, 64, 81, 82). Synteza pozostałych amino­
kwasów ma się odbywać wtórnie w wyniku transaminacji między gluta­
minianem a odpowiednimi ketoanalogami. Dowodów dostarczyły głów­
nie prace z laboratorium B r a u n  s t e i n  a. Wykazano tam mianowicie 
(21, 22), że biosynteza aminokwasów jest zależna od regeneracji ketoglu- 
taranu w cyklu Krebsa; zablokowanie cyklu np. fluorocytrynianem znosi 
zupełnie syntezę aminokwasów. Stwierdzono też, że podawanie zwierzę­
tom związków blokujących in vivo  aktywność enzymów pirydoksalowych 
lub karmienie dietą pozbawioną pirydoksyny wybitnie zmniejsza syntezę 
wszystkich aminokwasów z wyjątkiem glutaminianu. Dotychczas nie uda­
ło się wykazać z całą pewnością bezpośredniej aminacji innych ketokwa- 
sów poza ketoglu ta ranem, brak też danych o występowaniu w tkankach 
ssaków innych dehydrogenaz aminokwasów poza dehydrogenazą gluta­
minową. Stwierdzono natomiast (55, 98, 133), że in vitro  można spowo­
dować dysocjację kompleksu dehydrogenazy glutaminowej na podjed- 
nostki, które wykazują wówczas aktywność dehydrogenazy alaniny (138). 
W zjawisku tym należałoby szukać przyczyny sporadycznych doniesień 
(7, 8) o występowaniu dehydrogenazy alaniny w tkankach ssaków. Nie 
wiadomo jednak czy ma to jakieś znaczenie fizjologiczne in vivo.

Podstawowym substratem w syntezie aminokwasów jest więc ke-
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toglutaran, jeden z metabolitów cyklu kwasów trójkarboksylowych. Jest 
zrozumiałe, że wszystkie substraty zasilające cykl Krebsa stym ulują po­
wstawanie glutaminianu; z drugiej zaś strony wydajna synteza amino­
kwasów może powodować usuwanie z cyklu znacznych ilości ketogluta- 
ranu. Zwykle regeneruje się on sprawnie przez transaminację ze szcza- 
wiooctanem; w warunkach zwiększonej aminacji ketoglutaranu może to 
z kolei powodować 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
ciwdziałający zaburzeniom w obrębie cyklu Krebsa wynikającym z syn­
tezy aminokwasów; jest to regeneracja szczawiooctanu z kwasu asparagi­
nowego. Teoretycznie mogą być brane pod uwagę wszystkie reakcje, 
w których asparaginian oddając grupę aminową przekształca się w m eta­
bolit cyklu. Praktyczne znaczenie mają 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. też 105) w przemianie nukleoty- 
dów purynowych. W tych zatem tkankach, które wykazują żywy m eta­
bolizm tych dwu substratów proces syntezy aminokwasów może przebie­
gać wydajnie bez równoczesnych zaburzeń w ogólnej przemianie energe­
tycznej.

Wydajność syntezy aminokwasów w danej tkance jest określana 
w pierwszym rzędzie aktywnością dehydrogenazy glutaminowej; miarą 
tej aktywności jest wydajność reduktywnej aminacji ketoglutaranu (por. 
str. 40). Od czasu pierwszych doświadczeń K r e b s a  i wsp. (81, 82) przy­
jęło się pojęcie tzw. dyzmutacji ketoglutaranu, w której jedna cząstecz­
ka ketoglutaranu dostarcza wodór do reduktywnej aminacji drugiej cząs­
teczki:

K etog lu taran + N A D  -> b u rsztyn ian + N A D H 2+ C 0 2
K etoglutaran +  N A D H 2+N H + <=* glutam inian +  NAD  

sum a: 2 ketog lutaran+N H + -> g lu tam in ian + bursztyn ian  +  C 0 2

Skojarzenie tych dwu reakcji, tj. oksydatywnej dekarboksylacji ketoglu­
taranu i jego reduktywnej aminacji uważano przez długi czas za podsta­
wowy proces w syntezie glutaminianu. W tym ujęciu ketoglutaran jest 
zarówno donatorem łańcucha węglowego jak i donatorem wodoru. Cho­
ciaż dane Krebsa i wsp. (82) wskazywały wyraźnie na udział innych do­
natorów wodoru, np. cytrynianu, niemniej do niedawna jeszcze przyjm o­
wano ogólnie preferencję ketoglutaranu (20).

W tablicy 2 porównano wydajność syntezy aminokwasów z ketoglu­
taranu w różnych tkankach szczura (119, 122). W stosowanych w arun­
kach doświadczenia istniały możliwości transaminacji powstającego glu­
taminianu z endogennym szczawiooctanem a więc powstawania aspara- 
ginianu i regeneracji ketoglutaranu. Obserwowany przyrost azotu amino­
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wego wyraża zatem maksymalną zdolność tkanki do syntezy aminokwa­
sów z ketoglutaranu.
Jak widać wydajność tego procesu jest w wątrobie przeszło 15 razy więk­
sza niż w nerkach; a w tych z kolei około 3-5 razy większa niż w innych 
tkankach. Istotny wpływ na syntezę aminokwasów ma ATP — w jego 
obecności w wątrobie ulega aminacji przeszło 80% ketoglutaranu, w nerce
i w mózgu synteza wzrasta 5-7 razy. Dane te świadczą, że w procesie 
biosyntezy aminokwasów wątroba góruje zdecydowanie nad pozostałymi 
tkankami, z których tylko nerki i mózg mogą mieć jeszcze istotne zna­
czenie. Serce mimo wydajnego spalania ketoglutaranu zupełnie nie syn­
tetyzuje aminokwasów, co jest zgodne z poprzednimi danymi (16-18, 66, 
67, 76) o braku w tej tkance aktywności dehydrogenazy glutaminowej.

Tabl i ca  2
Synteza aminokwasów z a-ketoglutaranu i amoniaku w różnych 

tkankach szczura
(J . R ogulsk i, S. A ng ie lsk i, D ane n iepub likow ane)

Tkanki

a*) b**) a
V a*) b**) a

TT

bez ATP z ATP

[xmole na gram tkanki i godz.

Wątroba 291.0 160.0 1.8 298.5 237.0 1.25
Nerki 105.0 11.0 9.5 267.5 54.0 4.95
Mózg 23.0 3.0 7.7 130.5 22.0 5.9
Mięśnie szkieletowe 34.0 2.0 17.0 51.0 5.5 9.3
Mięsień sercowy 150.0 2.5 60.0 297.0 3.5 85.0
Śledziona 27.5 .2.0 13.7 32.5 5.5 9.3
Jądra 33.5 2.5 13.4 30.5 2.0 15.2
Płuca 27.5 3.5 7.9 31.0 3.5 10.3
Śluzówka jelita 21.4 0,0 — 25.5 0.0 —

# — zużycie k e tog lu ta ranu  
* *  — p rzyrost N n h i

Zjawisko zwiększania się syntezy aminokwasów w obecności ATP 
B r a u n s t e i n  próbował tłumaczyć (20) stymulacją przemian w cyklu 
Krebsa i w konsekwencji zwiększoną dyzmutacją ketoglutaranu. Wydaje 
się obecnie, że działanie ATP dodanego z zewnątrz lub powstającego 
endogennie można wytłumaczyć w oparciu o zjawisko odwrócenia biegu 
elektronów z bursztynianu. Wiadomo od niedawna głównie dzięki pracom 
C h a n c e’a (30-32), że kosztem odwrócenia fosforylacji oksydatywnej 
elektrony z bursztynianu mogą być skierowane na nukleotyd pirydyno­
wy i w konsekwencji mogą być zaangażowane w reakcjach redukcji, m.in. 
w reduktywnej aminacji ketoglutaranu (46, 70, 71). W rzeczywistości
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jednak wszystkie reakcje odwodorowania w cyklu Krebsa mogą być sprzę­
żone z syntezą glutaminianu (120, 121, 134—136), chociaż udział ich w tym 
procesie nie jest jednakowy i prawdopodobnie także różny w różnych 
tkankach. W wątrobie największe znaczenie w reduktywnej aminacji 
przypisuje się obecnie odwodorowaniu bursztynianu (120, 128, 134, 136), 
w nerce na pierwszym miejscu postawić należy reakcję odwodorowania 
izocytrynianu (121, 129); udział dyzmutacji ketoglutaranu okazał się 
w obu tkankach niespodziewanie mały (120, 134).

Synteza glutaminianu jest procesem dosyć złożonym i wymaga jedno­
czesnej obecności ketoglutaranu, amoniaku i wodoru w postaci NADH2 
lub NADPH2. Pierwszym etapem syntezy jest przyłączenie do enzymu 
zredukowanej formy nukleotydu pirydynowego. Dopiero wytworzony 
w ten sposób kompleks wiąże amoniak i cząsteczkę ketoglutaranu (53). 
Istotnym czynnikiem w syntezie glutaminianu jest zatem dostateczna po­
daż wodoru. Wydaje się, że o wydajności syntezy aminokwasów decydu­
je nie tylko aktywność dehydrogenazy glutaminowej, lecz w dużej mie­
rze także i kompetycja między tym enzymem a układem oddechowym
0 zredukowaną formę nukleotydów pirydynowych.

Synteza karbamylofosforanu Mechanizm wiązania amoniaku w postać 
karbamylofosforanu jest złożony i dotychczas nie doczekał się zupełnego 
wyjaśnienia (36, 38, 58). W reakcji ma miejsce wiązanie dwóch substra­
tów dwutlenku węgla i amoniaku, a powstający produkt jest związkiem 
wysokoenergetycznym. Wiadomo obecnie, że pierwszym etapem reakcji 
jest aktywacja C 02, drugim natomiast również endoergiczne wiązanie 
jonu amonowego. Oba etapy reakcji zależą bezwzględnie od obecności 
N-acylo pochodnych glutaminianu (57, 58, 94, 95); związki te spełniają 
rolę aktywatorów zmieniając stabilność konfiguracji enzymów (49, 50, 
107).

Dalsza przemiana karbamylofosforanu może pójść w dwu kierunkach; 
nieznaczna jego część ulega kondensacji z kwasem asparaginowym (85, 
zob. też 116) i zapoczątkowuje proces biosyntezy zasad pirymidynowych, 
większość natomiast przez kondensację z ornityną (28, 57) rozpoczyna 
ciąg przemian w tzw. cyklu ornitynowym. W tablicy 3 porównano aktyw ­
ność syntetazy karbamylofosforanu oraz transkarbamylaz ornitynowej
1 asparaginowej w różnych tkankach szczura (65).

Widać wyraźnie, że zdolność wiązania amoniaku w postaci karbam y­
lofosforanu ograniczona jest wyłącznie do wątroby. Z pozostałych tkanek 
tylko nerki, śluzówka jelita i śliniaki wykazują ślad aktywności. Po 
nadto wątroba jest praktycznie jedynym narządem, w którym azot kar­
bamylofosforanu zostaje wprowadzony do cyklu ornitynowego. Nato­
miast aktywność transkarbam ylazy asparaginowej, enzymu kierującego 
azot karbamylofosforanu do syntezy zasad pirymidynowych, daje się wy­
kazać w większości tkanek i jest w nich tego samego rzędu co w wątrobie.
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W wątrobie aktywność transkarbamylazy ornitynowej przewyższa blisko 
stukrotnie aktywność transkarbamylazy asparaginowej.

Synteza glutaminy Synteza glutaminy występuje powszechnie; wyka­
zano ją we wszystkich badanych tkankach ssaków, przy czym najwyższe 
aktywności stwierdzano zwykle w wątrobie, mózgu i nerkach (118, 130).

T a b l i c a  3

Porównanie aktywności syntetazy karbamylofosforanu oraz transkarbamylaz 
ornitynowej i asparaginowej w różnych tkankach szczura (wg 65)

Tkanki

Syntetaza
karba­

mylo­
fosforanu

Transkarb-
amylaza

ornityno-
wa

Transkarb-
amylaza
aspara­
ginowa

¡j.mole produktu na gram tkanki i godz.

Wątroba 284 4110 50
Śluzówka jelitowa 10 100 97
Nerki 8 5 34
Ślinianki 10 12 —
Mózg 4 0 21
Trzustka 3 2 16
Śledziona 0 0 21
Mięsień sercowy 
Mięsień

0 0 1

szkieletowy 0 0 7
Płuca 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 M e i s t e r a  (83, 84) 
wskazują na pośrednią aktywację grupy y-karboksylowej glutaminianu 
jako na warunek łączenia się substratu z enzymem. Wytworzony kom­
pleks ma reagować z amoniakiem dając glutaminę, ADP i fosforan,

Istnieje szereg zasadniczych różnic między wiązaniem amoniaku w re­
akcji syntezy glutaminianu i w reakcji syntezy glutaminy. W pierwszej 
następuje wbudowanie amoniaku w grupę a-karbonylową ketoglutaranu 
z utworzeniem grupy aminowej. Aminacja połączona jest z redukcją, 
w której zużywane są dwa atomy wodoru. Związanie zatem jednego mola 
amoniaku w postaci glutaminianu wymaga energii równoważnej 3 molom 
ATP, ponadto cząsteczka ketoglutaranu zostaje wyłączona z przemiany 
w cyklu Krebsa. Synteza glutaminy polega natom iast na wbudowaniu
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amoniaku w grupę y-karboksylową kwasu glutaminowego z utworzeniem 
ugrupowania amidowego i odbywa się kosztem energii równoważnej
1 molowi A T P ’(91). Wiązanie amoniaku w grupie amidowej glutaminy 
jest więc procesem bardziej oszczędnym.

T a b l i c a  4

Wpływ hepatektomii na poziom aminokwasów w tkankach 
psa (wg 54)

Tkanki

Czas 
po 

hepatek­
tomii 

(w godz.)

Całko­
wita

zawartość
N-NII2

Gluta­
mina

Kwas
glutami­

nowy

mg N  na lOOml lub na lOOg 
tkanki

Plazma 0 3.6
5—8 8.5

13—24 8.0
Mięśnie
szkieletowe 0 19.6 4.4 4.0

5—8 21.0 8.0 0.7
13—24 23.0 9.9 1.0

Mózg 0 23.8 5.2 12.2
5—8 36.2 12.8 12.7

13—24 54.0 27.4 12.6

W większości tkanek, poza wątrobą, aktywność syntetazy glutaminy 
przewyższa, częstokroć bardzo znacznie, aktywność dehydrogenazy glu­
taminowej. Wydaje się, że synteza glutaminy jest podstawowym proce­
sem wiązania amoniaku w tkankach obwodowych. Możliwe jest oczy­
wiście skojarzone działanie obu enzymów, nawet w takim zestawieniu, 
w którym aktywność dehydrogenazy glutaminowej ogranicza wydajność 
całego procesu.

Bezpośrednich dowodów dostarczają wyniki badań in vivo. F 1 o c k
i wsp. (54) wykazali na przykład, że wzrost zawartości aminokwasów 
w tkankach obwodowych występujący u zwierząt po hepatektomii, jest 
nierównomierny i w największym stopniu dotyczy glutaminy. Poziom 
kwasu glutaminowego pozostaje niezmieniony (w mózgu), lub nawet 
ulega wyraźnemu obniżeniu (w mięśniach szkieletowych). Dane te za­
warte w tablicy 4 wskazują, że w mózgu wiązanie amoniaku odbywa 
się w równej mierze w obu reakcjach, pomimo, że aktywność syntetazy 
glutaminy przewyższa w tej tkance znacznie aktywność dehydrogenazy 
glutaminowej. Świadczy to o ścisłej współzależności i skojarzonym dzia­
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łaniu obu układów enzymatycznych, przy czym szybkość syntezy gluta­
minianu byłaby w mózgu czynnikiem ograniczającym wydajność całe­
go procesu.

W mięśniach szkieletowych natomiast istotne znaczenie wydaje się 
mieć wyłącznie syntetaza glutaminy operująca tu niezależnie i ze znacz­
nie większą wydajnością niż dehydrogenaza glutaminowa, czego wyrazem 
jest wzrost zawartości glutaminy przy jednoczesnym i prawie równo­
ważnym spadku zawartości kwasu glutaminowego.

Podobne dane dotyczące wiązania amoniaku w mózgu i mięśniach 
szkieletowych uzyskali du R u i s s e a u  i wsp. (124) po podaniu 
szczurom soli amonowych w dawce LD99. Jednocześnie autorzy ci wy­
kazali, że zmiany zawartości aminokwasów w wątrobie są zupełnie in­
nej natu ry  i odpowiadają mobilizacji cyklu ornitynowego. Najbardziej 
istotną cechą tych zmian jest dramatyczny wzrost poziomu kwasu aspa­
raginowego. Stymulacja cyklu ornitynowego przez wcześniejsze podanie 
szczurom argininy zwiększa w sposób istotny wiązanie amoniaku w wą­
trobie, co wskazywałoby, że czynnikiem ograniczającym jest tu poziom 
endogennych substratów cyklu ornitynowego.

D u d a  i H a n d l e r  (44) wykazali w badaniach izotopowych, że po 
podaniu szczurom mleczanu amonu znakowanego azotem 15N 80%' zwią­
zanego we wszystkich tkankach izotopu znajduje się w grupie amidowej 
glutaminy. Badając następnie rozmieszczenie izotopu w różnych związ-

Rys. 3. W budow yw anie izotopu azotu 15N w  m etabolity azotow e w ątroby po podaniu  
15N -m leczanu am onu (A) lub 15N -D -leucyny (B) (wg 44)

(A) Podano dożyln ie 58,5 umoHa i5N -m leczanu am onu (zw iększenie zaw artości atom ów  15N—34%)
(B) Podano dożyln ie 119 umoli 15N-D-Ileucyny (zw iększenie zaw artości atom ów  15N—10%; 
A  A  kw as glu tam inow y; • ---------- •  glutam ina; ■ -----------■ m ocznik; O----------- O glicyna;

A----------A alanina; □ ---------- □  kw as asparaginow y

kach azotowych wątroby stwierdzili, że wbudowywanie izotopu w glu­
taminian lub mocznik odbywa się około 3 razy wolniej niż w glutaminę; 
jeszcze wolniej wbudowuje się izotop w asparaginian i alaninę. W rezul­
tacie w czasie 10-20 min. po wstrzyknięciu soli amonowych zawartość
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izotopu w glutaminie jest około 7 razy większa niż w którymkolwiek 
z pozostałych badanych związków (rysunek 3A). Podobne rozmieszcze­
nie izotopu w wątrobie stwierdzono po wstrzyknięciu szczurom znako­
wanej D-izoleucyny (rysunek 3B), z czego wynika, że losy amoniaku 
powstającego w przemianie są identyczne z losami amoniaku podanego 
z zewnątrz. Z porównania danych przedstawionych na rysunkach 1 i 3B 
widać istotną różnicę w przemianie azotu l - i D-aminokwasów. Pierwsza 
prowadzi przez transaminację, druga natomiast przez oksydatywną de- 
zaminację (zob. 39, 45, 79, 93).

D u d a  i H a n d l e r  wnioskują z rozważań kinetycznych, m.in. 
z porównania szybkości maksymalnych i stałych Michaelisa, że mechanizm 
wiązania amoniaku w wątrobie zależy w dużej mierze od jego stężenia. 
Przy niskich stężeniach jest on wbudowywany głównie w glutaminę a do­
piero przy wysokich stężeniach w mocznik. Widać stąd, że nie ma sprzecz­
ności między danymi tych autorów a wynikami d u  R u i s s e a u  i wsp.. 
Pierwsi stosowali niewielkie stosunkowo ilości soli amonu i stwierdzali 
pojawianie się izotopu głównie w glutaminie, drudzy natomiast podając 
LD99 znaleźli w wątrobie przede wszystkim wzrost zawartości kwasu 
asparaginowego i mocznika.

Szczególnie ciekawe wyniki dotyczące przemiany amoniaku in vivo 
uzyskano ostatnio w pracowni W a e l s c h a  (9-11). Stwierdzono miano­
wicie, że po podaniu dożylnym soli amonowych znakowanych azotem 
15N w mózgu najwięcej izotopu można znaleźć w azocie amidowym glu­
taminy oraz, w mniejszym stopniu, w azocie a-aminowym glutaminy 
(tablica 5). Ilość izotopu w tym  ostatnim przewyższa około 4-13 razy 
ilość izotopu w azocie a-aminowym glutaminianu.

Stwierdzono ponadto, co wykazali również inni autorzy (6, 54), że wzro­
stowi zawartości glutaminy w mózgu nie towarzyszy odpowiadający spa­
dek glutaminianu. Na podstawie tych danych autorzy wyciągnęli wnio­
sek o istnieniu w mózgu kompartmentacji kwasu glutaminowego. Wy­
różniono dwie pule: dużą, wolno wymieniającą izotop oraz małą pulę 
szybko wymieniającą izotop i pozostającą w równowadze z glutaminia­
nem syntetyzowanym w mózgu de novo z ketoglutaranu i amoniaku. 
Wymiana izotopu między obiema pulami zachodzi stosunkowo wolno. 
Substratem dla syntezy glutaminy jest wyłącznie glutaminian małej, 
szybko metabolizowanej puli. Tłumaczy to dobrze różnice w ilości izoto­
powego azotu w grupach aminowych glutaminy i glutaminianu. Tego 
rodzaju kompartmentacja wyjaśnia też utrzymywanie się stałego pozio­
mu glutaminianu pomimo wydajnej nawet syntezy glutaminy. Kon­
sekwencją tego stanu rzeczy jest możliwość szybkiego wyczerpywania 
się endogennego ketoglutaranu i zahamowania biegu cyklu Krebsa. B e r i  
i wsp. przedstawili pewne dowody (9) świadczące o istnieniu mechaniz­
mu wyrównawczego w postaci syntezy szczawiooctanu de novo przez

4 Postępy B iochem ii
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karboksylację pirogronianu; nie wiadomo jednak czy wydajność tego 
procesu in vivo jest dostatecznie duża. Zawartość ketoglutaranu w mózgu 
w przebiegu śpiączki wątrobowej lub w doświadczalnym zatruciu amo­
niakiem zdaje się wskazywać mimo wszystko na niedobór metabolitów 
cyklu Krebsa (35, zob. też 13).

T a b l i c a  5

Rozmieszczenie azotu 15N w metabolitach krwi, mózgu i wątroby kota po infuzji soli amonowych
(wg 10)

Mózg Wątroba Krew

« n  
na gram 
tkanki

% 
całości 
izotopu 

w tkance

« N  
na gram 
tkanki

°//o
całości 
izotopu 

w tkance

«N  
na gram 
tkanki

% 
całości 
izotopu 

w tkance

¡¿mole ¡jimole ¡j.mole

Ekstrakt tkankowy 10.4 100.0 22.8 100.0 6.4 100.0
(kwasem trójchlo-
rooctowym)

Glutamina 4.3 41.3 0.34 1.5 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 1.4 0.95 4.2 0.009 0.2
Kwas asparaginowy 0.02 0.2 1.84 8.1 0.005 0.1
Kwas y-aminomasło-

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 kompartmentację glutaminianu stwierdzono w w ątro­
bie (9). Wyróżniono tam mianowicie pulę szybko wymieniającą izotop 
i pozostającą w równowadze, poprzez transaminację, z asparaginianem. 
Glutaminian tej puli podlega tylko powolnej wymianie z glutaminianem 
spoza puli i glutaminą wątroby. Przyjęcie tego rodzaju kompartmentacji 
tłumaczy brak różnic w zawartości azotu izotopowego w glutaminianie 
i glutaminie w wątrobie i wskazuje, że nawet wydajna synteza gluta­
miny nie prowadzi do zubożenia tego narządu w metabolity cyklu Krebsa.

Glutaminę można porównać do swoistego układu buforowego w sto­
sunku do wolnego amoniaku — powszechnie zresztą określa się ją jako 
rezerwuar grup aminowych lub jonu amonowego. Dezamidacja glutam i­
ny (zob. 118 i 86) odbywa się dwiema drogami; albo wprost pod działa­
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niem glutaminazy (117, 124), albo w wyniku transaminacji z różnymi 
ketokwasami (47, 92). W obu typach reakcji uwalnia się z grupy amido­
wej amoniak, jednak dalsze jego losy są już w pewnym stopniu zdetermi­
nowane. Dotyczy to w każdym razie glutaminy nerek i wątroby. Wiado­
mo (146), że dezamidacja glutaminy jest podstawowym i prawie wyłącz­
nym źródłem amoniaku moczu. Produkowany przez glutaminazę nerkową 
amoniak zostaje w tej postaci w całości wydalony z ustroju (stanowi to 
około 5 ^ /0  wydalanego azotu), rozkład glutaminy jest tu więc równo­
znaczny z usuwaniem azotu. Jest to wyrazem zachowanej przez nerki 
ssaków zdolności ustrojów niższych do wydalania wolnego amoniaku do 
zewnętrznego środowiska wodnego. W wątrobie natom iast glutamina wy­
daje się być bezpośrednim prekursorem amoniaku kierowanego do syn­
tezy karbamylofosforanu. Istnieją nawet poglądy (3, 27, 68), że azot ami­
dowy glutaminy służy wprost do syntezy karbamylofosforanu bez po­
średniego uwalniania amoniaku, lub że glutamina wbudowuje swój azot 
amidowy w mocznik na innej zupełnie drodze (zob. 68). Zagadnienie to, 
podobnie jak i sam mechanizm syntezy karbamylofosforanu czeka jesz­
cze na ostateczne wyjaśnienie. Mimo braku bezpośrednich dowodów 
szereg przesłanek wskazuje, że azot amidowy glutaminy jest bezpośred­
nim prekursorem amoniaku wbudowywanego w mocznik. Można przyjąć 
w oparciu o dane D u d y  i H a n d l e r a  (44), że w tkankach obwodo-

Rys. 4. W budow yw anie izotopu azotu 15N w  m etabolity  w ątroby po podaniu glu ta­
m iny znakow anej azotem  15N w  grupie am idow ej (wg 44)

Podano d ożyln ie 46,2 umola i5N (am id)-glutam iny (zw iększenie zaw artości atom ów  15N—32,2°/o)
szczurow i o wadze około 350 g; A ---------- *A kw as glu tam inow y; O---------- O glutam ina; ■ -----------■

m ocznik

wych wiązanie amoniaku odbywa się prawie wyłącznie w reakcji syntezy 
glutaminy, a mimo to poziom glutaminy jest stosunkowo niski, znacznie 
niższy od poziomu w plazmie (139). Rozkład glutaminy w tkankach obwo­
dowych uwalnia równoważne w stosunku do glutaminianu ilości amo­
niaku, dla którego jedyną właściwie drogą przemiany jest ponowne wbu­
dowanie w cząsteczkę glutaminy (zob. rysunek 4). Jest zatem zrozumiałe,
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że regeneracja glutaminianu z glutaminy zachodzić może praktycznie je­
dynie w wątrobie, tylko tam bowiem istnieje możliwość związania uwol­
nionego amoniaku w reakcji syntezy karbamylofosforanu. D u d a  i H a n ­
d l e r  (44) wykazali, że izotopowy azot amidowy glutaminy pojawia się 
wyłącznie i stosunkowo wolno w moczniku i w kwasie glutaminowym 
(rysunek 4).

Z rozważań kinetycznych autorzy ci wnioskują, że przemiana glutami­
ny w wątrobie dostarcza dostatecznych ilości amoniaku potrzebnego do 
syntezy mocznika. Glutamina jest więc nie tylko rezerwuarem jonu amo­
nowego lecz również formą jego transportu. Amoniak związany w tkan­
kach obwodowych w postaci glutaminy jest w tej właśnie formie trans­
portowany z krwią do wątroby, gdzie po dezamidacji służy bezpośrednio 
do syntezy karbamylofosforanu, lub zostaje ponownie wbudowany w glu­
taminę. Znaczna różnica w przepuszczalności komórek wątrobowych dla 
glutaminy i kwasu glutaminowego (127) wskazywałaby, że glutaminian 
zregenerowany w wątrobie z glutaminy nie wraca z krwią dó tkanek 
obwodowych, lecz ulega przemianie w asparaginian dostarczając drugi 
atom azotu do syntezy mocznika. W tym hipotetycznym częściowo ujęciu 
glutamina byłaby prekursorem obu atomów azotu mocznika i stanowiła­
by istotny etap w katabolizmie azotu aminokwasów w tkankach ssaków.

III. Usuwanie azotu aminokwasów — cykl ornitynowy

Funkcję usuwania azotu aminokwasów spełnia cykl ornitynowy. 
W pierwszym jego etapie karbamylofosforan, którego azot pochodzi po­
średnio z grupy aminowej aminokwasów ulega kondensacji z om ityną 
na cytrulinę. Połowa azotu mocznika wytwarzanego w dalszych reakcjach 
cyklu ornitynowego pochodzi właśnie z karbamylofosforanu (108).

Drugi etap cyklu rozpoczyna kondensacja cytruliny z kwasem aspa­
raginowym. Reakcja ta, katalizowana przez syntetazę argininoburszty- 
nową, przebiega endoergicznie, przy czym ugrupowanie ureidowe cytru­
liny ulega redukcji do ugrupowania gwanidynowego kwasu arginino- 
bursztynowego. W reakcji bierze udział ATP, z którego uwalnia się piro- 
fosforan; jego rozkład katalizowany przez pirofosfatazę jest czynnikiem 
ograniczającym szybkość syntezy kwasu argininobursztynowego; ten 
ostatni rozpada się następnie do argininy i kwasu fumarowego (111-113). 
W ten sposób azot grupy aminowej asparaginianu zostaje wbudowany 
w bezpośredni prekursor końcowego produktu przemiany — argininę. 
Połowa azotu wydalonego z ustroju w postaci mocznika zostaje wprowa­
dzona do cyklu ornitynowego tą właśnie drogą (zob. 108, 110). Kwas 
asparaginowy jest specyficznym donatorem grupy aminowej. Grupy ami­
nowe pozostałych aminokwasów mogą być przeniesione na cytrulinę 
tylko po uprzednim wbudowaniu w cząsteczkę asparaginianu (74) w wy­
niku transaminacji. Przez zablokowanie in vivo enzymów pirydoksalo-
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wych lub przez zablokowanie syntezy kwasu argininobursztynowego 
kwasem a-metylo d - , l - , -asparaginowym (antymetabolit kwasu asparagi­
nowego) można prawie całkowicie zahamować uwalnianie amoniaku z na­
turalnych aminokwasów (25). Proces usuwania azotu aminokwasów za­
początkowują transaminacje z udziałem ketoglutaranu — powstaje gluta­
minian, który transam inuje następnie ze szczawiooctanem; w reakcji 
odtwarza się ketoglutaran a powstający asparaginian oddaje swoją gru­
pę aminową na cytrulinę. Powstający w tym etapie fum aran ulega prze­
mianie w szczawiooctan. Dzięki temu działa cykliczny ciąg reakcji kie­
rujący azot aminokwasów do końcowego produktu przemiany i jedno­
cześnie regenerujący łańcuch węglowy metabolitów cyklu Krebsa.

Wątroba jest jedynym narządem posiadającym pełny zestaw enzymów 
zaangażowanych w syntezie mocznika z amoniaku (65). Niektóre tkanki, 
w tym nerki (65, 111) i mózg (114, 131, 142) wykazują dość znaczne, po­
równywalne z wątrobą aktywności trzech ostatnich enzymów cyklu orni- 
tynowego, jednak enzym syntetyzujący cytrulinę wykazuje w nerce np. 
tylko 1/1000 aktywności wątroby (65); dlatego też nerki nie mają żad­
nego znaczenia w produkcji mocznika z amoniaku, mogą jednak produ­
kować mocznik z cytruliny (tablica 6). Aktywność tej syntezy w nerce

Tabl i ca  6
Porównanie aktywności enzymów cyklu ornitynowego w nerce i wątrobie 

szczurów (wg 65)

Enzym Stosunek aktywności w nerce 
do aktywności w wątrobie

Syntetaza karbamylofosforanu 0.035
Transkarbamylaza ornitynowa 0.001
Syntetaza argininobursztynowa i

argininobursztynaza 0.3
Arginaza 0.2

odpowiada 20% aktywności wątroby. Czynnikiem ograniczającym jest 
oczywiście dowóz cytruliny z krwią dopływającą do nerki i zdolność jej 
wychwytywania przez komórki nerkowe. Wytwarzanie argininy z cy tru­
liny wychwytywanej przez nerkę z przepływającej krwi ma istotne zna­
czenie również w procesie syntezy kwasu gwanidynooctowego (15). Ten 
prekursor kreatyny powstaje w wyniku transamidynacji (zob. 109) argi­
niny z glicyną. W podobnej reakcji powstawać może kwas y-gwanidy- 
nomasłowy (103). Powstaje on przede wszystkim w mózgu (102) z argi­
niny (jak się obecnie przyjm uje endogennej wytwarzanej z cytruliny 
dostarczonej z krwią) i z kwasu Y-aminomasłowego. Związkom tym przy­
pisuje się w metabolizmie tkanki mózgowej poważną, choć dotychczas 
jeszcze niejasną rolę (6, 139). Zdolność nerki i mózgu do wychwytywania 
cytruliny i jej kondensacji z asparaginianem ma istotne znaczenie, ponie­
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waż jest to podstawowa reakcja regeneracji szczawiooctanu. W tkankach 
takich jak nerki i mózg, zdolność aminacji ketoglutaranu decyduje z grub­
sza o ich wrażliwości na działanie amoniaku. Wydajność tej reakcji 
w nerce jest zapewne dość znaczna, w mózgu raczej niewielka, a jej zna­
czenie biologiczne uwidacznia się zwłaszcza w stanach zaburzeń metabo­
licznych wątroby.

IV. Przemiany azotu aminokwasów jako wyraz swoistości biochemicznej 
tkanek

W pierwszych trzech rozdziałach omówiono swoistość przemian azotu 
aminokwasów w tkankach ssaków na tle ogólnego obrazu tych przemian. 
Wydaje się, że dość wyraźnie zarysowała się przy tym przeciwstawność 
wątroby i tkanek obwodowych. Wątroba odgrywa w przemianach ami­
nokwasów rolę centralną, dzięki występowaniu w tym narządzie wszyst­
kich prawie układów enzymatycznych związanych z metabolizmem ami­
nokwasów (rysunek 5). Wydaje się, że to właśnie jest istotnym wyrazem

Rys. 5. Uproszczony schem at przem ian azotu am inokw asów  w  w ątrobie ssaków

biochemicznej swoistości wątroby. Specyfikę przemian aminokwasów 
w innych tkankach określać będzie w pierwszym rzędzie to, o ile uboższy 
jest zestaw enzymatyczny danego narządu w porównaniu z wątrobą. 
Celowym wydaje się zestawienie i porównanie głównych ciągów reakcji 
w przemianie azotu aminokwasów w tych tkankach, w których jest ona 
najlepiej poznana.
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Wątroba — Najpoważniejsze źródło amoniaku w ustroju stanowią re­
akcje zachodzące w jelicie (13). W związku z tym poziom amoniaku w krwi 
trzewnej — docierającej przez żyłę wrotną do wątroby znacznie przewyż­
sza poziom amoniaku w krwi obwodowej (zob. 34, 51). Wątroba jest więc 
narządem w największym stopniu obarczonym amoniakiem i odpowie­
dzialnym za jego związanie. Jako jedyny z narządów wątroba posiada 
wszystkie możliwe mechanizmy wiązania amoniaku, jakimi dysponują 
organizmy ssaków. Są to reakcje syntezy: glutaminy, kwasu glutamino­
wego i karbamylofosforanu. Pierwsza z nich jest reakcją zupełnie dla 
w ątroby niespecyficzną i zachodzi we wszystkich badanych tkankach, 
ostatnia natomiast ma miejsce wyłącznie w wątrobie. Synteza glutami­
nianu, mimo że zachodzi również w niektórych innych tkankach (nerki 
i mózg) największą aktywność wykazuje właśnie w wątrobie.

Wątroba i tu spełnia najpoważniejszą funkcję tym bardziej że posia­
da sprawny system regenerujący metabolity cyklu Krebsa z kwasu aspa­
raginowego. Istotnym ogniwem tego mechanizmu jest reakcja syntezy 
i rozpadu kwasu argininobursztynowego, jednego z członów cyklu omi- 
tynowego. Cykl ten, podstawowy w procesie usuwania azotu aminokwa-

Acetylo- CoA

Rys. 6. U proszczony schem at przem ian azotu am inokw asów  w  sercu ssaków

sów występuje w całości tylko w wątrobie. Wiązanie amoniaku w po­
staci karbamylofosforanu i jego kondensacja z ornityną są to reakcje 
charakterystyczne tylko dla wątroby. Dalsze reakcje cyklu, m.in. synteza 
i rozpad argininobursztynianu zachodzą także w innych tkankach (nerki 
i mózg) jednak w znacznie mniejszym stopniu. Istotnym elementem spe­
cyfiki tkankowej wątroby są zapewne reakcje transaminacji. Trudno po­
kusić się o dokładniejszą ilościową charakterystykę tych układów enzy­
matycznych, stwierdzić można jedynie, że największe znaczenie mają 
tu, podobnie jak i w innych tkankach, aminokwasy związane bezpośred­
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nio z przemianą w cyklu Krebsa. Pewnym wydaje się również, że tran- 
saminaza glutaminowo-alaninowa wykazuje w wątrobie wyższą aktyw­
ność niż w innych tkankach. W arto też zwrócić uwagę, że w wątrobie 
istnieje dodatkowa, pośrednia droga dezamidacji glutaminy przez transa- 
minację z ketoglutaranem; poza wątrobą reakcję tę wykazano tylko 
w nerce.

Mięsień sercowy — Jest to narząd, w którym przemiana azotu amino­
kwasów najżywiej kontrastuje z przemianą w wątrobie. Praktycznie za­
chodzą tu wyłącznie reakcje transaminacji połączone z częściowym spa­
laniem łańcuchów węglowych aminokwasów (rysunek 6). Istnieje również 
możliwość syntezy i rozpadu glutaminy.

Brak jest natomiast zupełnie aktywności dehydrogenazy glutamino­
wej, co stanowi skuteczne zabezpieczenie przed możliwością interferencji 
amoniaku z egzoergicznymi przemianami cyklu kwasów trójkarboksylo-

Rys. 7. Uproszczony schem at przem ian azotu am inokw asów  w  nerkach ssaków

wych. Brak tu także zupełnie enzymów cyklu ornitynowego. Nadzwyczaj 
uboga przemiana azotowa w mięśniu sercowym jest wyrazem swoistości 
biochemicznej tego narządu determinowanej przede wszystkim przez sta­
łą pracę mechaniczną, stwarzającą olbrzymie zapotrzebowanie energe­
tyczne.

Mózg i nerki — Przemiana azotu aminokwasów w tych narządach 
wykazuje najwięcej podobieństwa do przemiany w wątrobie (rysunki 7
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i 8 ). W obu tych tkankach stwierdza się wyraźną aktywność dehydroge­
nazy glutaminowej, w obu też ma miejsce synteza mocznika z cytruliny 
i kwasu asparaginowego. Wydaje się, że w tkankach, które wykazują 
aktywność dehydrogenazy glutaminowej istnieje kompetycja o wspólny 
substrat między tym enzymem, a dehydrogenazą ketoglutarową i układem

Aminokwasy Ketokwasy

oddechowym. Wydajna synteza glutaminianu, spowodowana np. zwięk­
szoną zawartością w tkankach amoniaku usuwa z cyklu Krebsa znaczne 
ilości ketoglutaranu i zużywa jednocześnie równoważne ilości zredukowa­
nej formy nukleotydów pirydynowych. Wynikające stąd zwolnienie biegu 
cyklu Krebsa prowadzić może do zaburzeń energetycznych ujawniających 
się w mózgu objawami niedotlenienia i śpiączki (12, 13), a w nerce zmia­
nami w procesach sekrecji i resorpcji kanalikowej. Wrażliwość mózgu na 
działanie amoniaku jest bez porównania większa niż wrażliwość nerki. 
Wydaje się, że istotne znaczenie m ają tu takie czynniki jak: a) specyficzna 
współzależność dehydrogenazy glutaminowej i syntetazy glutaminy 
w mózgu, która determ inuje in vivo  szybką i wydajną amidację syntetyzo­
wanego endogennie glutaminianu z ketoglutaranem, b) większa w nerce 
szybkość przemiany metabolitów cyklu Krebsa, c) zdolność nerki do wy­
chwytywania znacznych ilości ketoglutaranu, d) znacznie większa w ner-
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ce aktywność reakcji kondensacji cytruliny z kwasem asparaginowym 
(aktywność tej reakcji w nerce stanowi około 20-30% aktywności wątro­
by). Ten cząstkowy cykl omitynowy obejmujący tylko drugi etap syntezy 
mocznika ma istotne znaczenie w metabolizmie obu tych tkanek stanowi 
bowiem drogę regeneracji metabolitów cyklu Krebsa z kwasu asparagi­
nowego.

Wspólną cechę obu narządów stanowią także reakcje transamidynacji. 
W nerce powstaje w ten sposób kwas y-gwanidynooctowy— prekursor 
kreatyny, w mózgu dodatkowo kwas y-gwanidynomasłowy, któremu 
przypisuje się istotne znaczenie w regulacji czynności nerwowych. Zu­
pełnie specyficzną natomiast dla mózgu jest reakcja dekarboksylacji glu­
taminianu, w wyniku której powstaje kwas y-aminomasłowy. Aminokwas 
ten spotykany wyłącznie w mózgu ma dwie, znane obecnie, drogi prze­
mian: zamianę w kwas y-gwanidynomasłowy przez transamidynację 
z argininą, lub zamianę w semialdehyd bursztynowy przez transaminację 
z ketoglutaranem — tą drogą wchodzi więc w cykl Krebsa. W nerce z ko­
lei zwrócić należy jeszcze uwagę na dwie względnie swoiste reakcje (poza 
nerką występują właściwie tylko w wątrobie) — są to reakcje transam i­
nacji ketoglutaranu z glutaminą i z ornityną.

Drogi przemian aminokwasów w tkankach ssaków są bardzo różno­
rodne i obejmują reakcje występujące powszechnie oraz reakcje zupełnie 
specyficzne występujące w jednym tylko narządzie. Swoistość narządową 
przemian determinują przede wszystkim reakcje kluczowe w ogólnym 
metabolizmie tkankowym. Znaczne różnice w aktywności tych reakcji 
decydują o przebiegu i wydajności całych ciągów reakcji i w konsek­
wencji stanowią podstawę zróżnicowania metabolizmu tkanek i narzą­
dów.

Wydaje się, że reakcją, która w dużej mierze determinuje specyfikę 
narządową przemian aminokwasów jest reduktywna aminacja ketoglu­
taranu. Dehydrogenaza glutaminowa jest enzymem, w którego działaniu 
zespala się proces asymilacji azotu i regulacja biegu cyklu Krebsa. Można 
przypuszczać, że in vivo istnieje w większym lub mniejszym stopniu 
kompetycja między dehydrogenazą ketoglutarową i dehydrogenazą glu­
taminową o wspólny substrat. Ma to istotne znaczenie dla ogólnego meta­
bolizmu tkankowego. Kompetycja między tymi dwoma enzymami o cząs­
teczkę ketoglutaranu jest w gruncie rzeczy kompetycją między ciągiem 
reakcji cyklu kwasów trójkarboksylowych z jednej, a ciągiem reakcji 
biosyntezy aminokwasów z drugiej strony. - Jest niejako kompetycją mię­
dzy procesami utleniania i redukcji, degradacji i biosyntezy.
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JANUSZ Z. BEER*, OLGIERD ROSIEK*, JAN  M. SABLIŃSKI*

Niektóre poliaminy alifatyczne i ich znaczenie biologiczne

Some Aliphatic Polyamines and their Biological Role

B iochem istry of putrescine, cadaverine, sperm idine, sperm ine and related  com - 
pounds is presented. The occurence in liv in g  cells, b iosynthesis and m etabolism  as 
w ell as the present v iew s on the role of these com pounds are review ed.

Powszechne występowanie alifatycznych związków aminowych w or­
ganizmach żywych jest faktem znanym od dawna. Sperminę jako skład­
nik nasienia ludzkiego wykryto już w XVII w., a przed mniej więcej 
dziewięćdziesięciu laty określono jej charakter cheęniczny. S trukturę 
sperminy ustalono ostatecznie w latach dwudziestych. Historia sper- 
midyny jest krótsza i liczy sobie tylko czterdzieści lat, natomiast pu- 
trescyna i kadaweryna znane są już od r. 1885. W roku 1948 stwierdzono, 
że związki te są czynnikami wzrostowymi bakterii. Liczne dane jakie 
zgromadzono do dnia dzisiejszego nie wyjaśniają jednak biologicznej roli 
tej grupy związków. Ostatnie lata przyniosły wiele nowych obserwacji. 
Spośród nich szczególne zainteresowanie budzi doświadczalne potwier­
dzenie istnienia powinowactwa chemicznego pomiędzy aminami alifatycz­
nymi a kwasami nukleinowymi i wynikające z niego konsekwencje.

Wyczerpujący przegląd piśmiennictwa z zakresu biochemii i farmako­
logii amin alifatycznych oraz zwięzły przegląd technik analitycznych sto­
sowanych w badaniach tej grupy związków znajdzie czytelnik w trzech 
doskonałych artykułach T a  b o r a  i wsp. (220, 231, 232), obejmujących 
piśmiennictwo aż do ostatniego okresu. Dawniejsze dane zebrane są w kla­
sycznej monografii G u g g e n h e i m a  „Die biogenen Aminę” (77). Pewne 
aspekty biochemii amin alifatycznych omówione zostały w artykule 
K ą c z k o w s k i e g o  pt. „Dwuaminoksydaza i jej znaczenie w biosynte­
zie alkaloidów” opublikowanym w Postępach Biochemii (111), a udział 
amin w metabolizmie roślin opisali S t r o g o n o w  i S z e w j a k o w a  
(213).

* Dr. adiunkt Zakładu R adiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu  Badań Ją­
drowych, W arszawa.
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W niniejszej pracy poza przedstawieniem najważniejszych osiągnięć 
biochemii amin alifatycznych pragniemy szerzej omówić te ich właści­
wości, które wydają się mieć największe znaczenie dla wyjaśnienia roli 
biologicznej tej grupy związków.

W piśmiennictwie biochemicznym utarło się określenie „poliaminy” 
dla grupy obejmującej spermidynę, sperminę, homologi 2,3-dwuamino- 
propanu i ich pochodne. Nazwa ta nie jest, naszym zdaniem, najszczę­
śliwsza dla określenia związków, które zawierają dwie, trzy lub cztery 
grupy aminowe w cząsteczce. Dla prostoty jednak, w pracy niniejszej 
będziemy się posługiwać tą nazwą.

W organizmach żywych występuje wiele związków charakteryzują­
cych się obecnością pierwszorzędowych grup aminowych na dwu krań­
cach alifatycznego łańcucha węglowego. Do najprostszych związków tej 
klasy należą homologi 2,3-dwuaminopropanu (I), które reprezentowane 
są w przyrodzie, poza wymienionym związkiem, przez 2,4-dwuaminobu- 
tan — putrescynę (II) i 2,5-dwuaminopentan — kadawerynę (III):

H 2N -C H 2- C H 2-C H 2- N H 2 I

H2N - C H 2- C H 2-C H 2- C H 2- N H 2 II

h 2n - c h 2- c h 2- c h 2--c h 2- c h 2- n h 2 nr

Aminy te występują w organizmach żywych zwykle w postaci nie- 
związanej. Wyodrębniono jednak również niewielkie ich ilości w postaci 
pochodnych monoacetylowych. Znane są również ich pochodne metylowe 
takie jak czterometylo-l,4-dwuaminobutan (122, 253) wyodrębniony z ro­
ślin należących do rodzaju Hyoscyamus.

Obok alifatycznych dwuamin wymieniana jest zwykle, zarówno ze 
względu na podobne właściwości, jak i podobne położenie na szlakach 
metabolicznych, agmatyna — l-amino-3-guanidylopropan (IV):

h 2n - c h 2- c h 2- c h 2- n h - c - n h 2
II IV

NH

Spermidyna (V) i spermina (VI) zawierają łańcuchy trój- i czterowę- 
glowe, łączące się poprzez drugorzędowe grupy aminowe:

H 2N -C H 2- C H 2- C H 2- N H - C H 2- C H 2- C H 2- C H 2- N H 2 V

H 2N -  CH2 -  CH2 -  CH2 -  NH -  C H 2 -  CH2 -  CH2 -  CH2 -  NH -  CH2 -  CH2 -  CH2 — N H 2 VI

Do grupy utworzonej przez te szeroko rozpowszechnione związki zali­
czyć należy również bis-3(aminopropylo)-aminę (VII) znalezioną w nie­
których wirusach roślin zawierających kwas rybonukleinowy (104):

H2N -  CH2 -  CH2 -  CH2 -  NH -  CH2 -  CH2 -  CH2 -  N H 2 VII

Spermidyna i spermina wyodrębniane były zarówno w postaci wolnej, 
jak i różnorodnych połączeń ze związkami o charakterze kwasowym. Zna-
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ne są dwie izomeryczne pochodne acetylowe spermidyny — monoacety- 
lospermidyna A (IX) i B (X):

C H s-C O -N H  -  c h 2 -  c h 2 -  c h 2 -  c h 2 -  n h  -  CHa -  c h 2 -  c h 2 -  n h 2 IX  

h 2n  -  c h 2 -  c h 2 - c h 2 -  c h 2 - n h  - c h 2 - c h , - c h 2 - n h  -  c o  - c h 3 X

Spermidynę natomiast wydzielono w postaci pochodnych mono- i dwu- 
acetylowych, w których zacetylowane były jedna lub obie pierwszorzę- 
dowe grupy aminowe.

Stwierdzono również występowanie pochodnej dwuamidynowej sper­
m idyny— hirudoniny (XI). Związek ten wyodrębniono z pijawki lekar­
skiej (Hirudo medicinalis L.) (182):

H 2N -  C -  NH -  CH2 -  CH2 -  CH2 -  NH -  CHa -  CH2 -  CH2 -  CH2 -  NH - C  -  NH2 XI
II II.

NH NH

Połączenia sperminy i i,3-dwuaminopropanu z kwasami fenolowymi 
takimi, jak na przykład kwas p-hydroksyfenylopirogronowy, występują 
w trującej wydzielinie pająka Pamphobetus tetracantus (56).

D u b i n  i R o s e n t h a l  (47, 48) wydzielili z bakterii Escherichia 
coli połączenie spermidyny o składzie podobnym do glutationu. Związek 
ten w wyniku hydrolizy kwaśnej rozpadał się na spermidynę, glicynę, 
kwas glutaminowy i kwas cysternowy w stosunku 1:2:2:1. Z bakterii 
rosnących na pożywce z dodatkiem sperminy ci sami badacze wydzielili 
podobny związek, zawierający sperminę. T a b o r  i wsp. (231) opisali 
inny związek, w cząsteczce którego związana jest spermidyna oraz kilka 
aminokwasów.

Wiele prac poświęcono fosfolipidowi zawierającemu spermidynę 
tzw. „malignolipinie”. Związek ten w ykryty został w tkankach nowotwo­
rowych przez K o s a k i ’e g o  i wsp. (124). Badacze ci postulowali, że 
jest on specyficznym składnikiem nowotworów (123, 125-131), jednakże 
ich wyniki znalazły tylko częściowe potwierdzenie w pracach innych 
autorów (80, 92, 101, 105, 155, 193, 233). Według Kosaki’ego malignolipina 
zawierać ma równomolarne ilości fosforanu, choliny, sperminy i kwasu 
tłuszczowego, które razem mogłyby tworzyć cząsteczkę typu XII (124):

O
II

(CH3'>3NCHJCH20 - P - N H C H 2CH2CH2NCH2CH2CH2CH2NHCH2CH2CH3NH2 XII 
I I I

OH OH COR

Układ spermidyny, a być może w niektórych przypadkach nawet układ 
sperminy, stanowi część szkieletu trzech ostatnio poznanych alkaloidów 
roślinnych: pitekolobiny (250-252), palustryny (19, 45, 51) i lunaryny (23, 
24, 170, 171). Reszta putrescyny jest również częścią składową feruloilo- 
putrescyny — związku występującego w roślinach cytrusowych (248).

5 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Poliaminy w organizmach żywych

Występowanie poliamin w tkankach zwierzęcych. Spośród omawia­
nych poliamin w tkankach zwierzęcych występują w największych stę­
żeniach spermina i spermidyna. Stężenia dwuamin, tj. J,3-dwuaminopro- 
panu, putrescyny i kadaweryny są niewielkie i niekiedy dokładne określe­
nie zawartości tych związków w tkankach i narządach ssaków napotyka 
na poważne trudności. W tablicy 1 podane są stężenia sperminy w róż-

T a b l i c a  1

Występowanie sperminy w narządach i tkankach ludzkich (84)

Narząd,
tkanka

Stężenie 
sperminy 

uimol/g świeżej 
tkanki

Narząd,
tkanka

Stężenie 
sperminy 

[zmol/g świeżej 
tkanki

Gruczoł krokowy 2,40 Grasica 0,30
Trzustka 0,55 Móżdżek 0,08
Śledziona 0,22 Mózg 0,05
Wątroba 0,28 Żołądek 0,14
Nerka 0,15 Macica 0,08
Serce 0,08 Jajnik 0,06
Płuca 0,08 Ślinianka 0,16
Jądra 0,16 Szpik 0,73
Tarczyca 0,08 Nadnercze 0,19
Mięśnie 0,07 Krew 0,10

Nasienie*) 16,3

*) Wg 187.

nych tkankach u człowieka. Jak wynika z tablicy 1 najwyższe stężenia 
sperminy występują w płynie nasiennym, gruczole krokowym, szpiku 
i trzustce. Występowanie sperminy i spermidyny w różnych tkankach 
myszy, szczura i świnki morskiej przedstawiono w tablicy 2 .

Poza tym obecność spermidyny wykazano w krwi ludzkiej (173), móz­
gu świni (116) i wołu (203) oraz w zarodkach kury (174), a obecność sper­
miny w mózgu (203) i sercu (2) wołu oraz w zarodkach kury  (174). R a i n a  
i wsp. (176) stwierdzili, że w regenerującej wątrobie szczura zwiększa 
się stężenie sperminy i spermidyny. Obecność poliamin stwierdzono także 
w grasicy, jelitach, skórze i w krwinkach białych szczura oraz w różnych 
tkankach nowotworowych u myszy (187). Obecność 1,3-dwuaminopropanu 
stwierdzono w wątrobie szczura i świnki morskiej oraz w nasieniu czło­
wieka (242). Putrescynę wykryto w trzustce (55, 231) i wątrobie (242) 
różnych gatunków zwierząt, w płucach (55) i mózgu (203) wołu oraz 
w nasieniu ludzkim (242).

Występowanie poliamin w bakteriach i wirusach. Poliaminy wykryto 
u wielu różnych gatunków bakterii. Zawartość poliamin waha się od śla-
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dowych ilości u niektórych gatunków bakterii do bardzo dużych stężeń 
u innych. Na uwagę zasługuje fakt, że w bakteriach gramdodatnich polia- 
miny nie występują w ogóle, lub występują w bardzo małych ilościach, 
natomiast w bakteriach gramujemnych stwierdza się obecność poliamin 
w dużych stężeniach (88).

T a b l i c a  2

Zawartość spermidyny i sperminy w narządach i tkankach niektórych 
ssaków ([¿mol/g świeżej tkanki) (187)

Narząd,
tkanka

Związek Mysz Szczur Świnka
morska

Trzustka Spermidyna 2,8 8,6 2,1
Spermina 1,0 1,0 1,4

Gruczoł krokowy Spermidyna 7,7
Spermina 5,7

Wątroba Spermidyna 1,4 1,6 0,2

* Spermina 1,1 1,2 0,4
Nerka Spermidyna 0,5 0,3

Spermina 0,7 0,5
Jądra Spermidyna 0,4

Spermina 0,5
Mózg Spermidyna 0,7

Spermina 0,2
Mięśnie Spermidyna 0,1

Spermina 0,2

Do grupy bakterii, w których poliaminy występują w dużych stęże­
niach należy między innymi Escherichia coli. Według D u b i n a i wsp. 
(47-49) oraz T a b o r a i wsp. (229), E. coli hodowane na minimalnych 
pożywkach zawierają na lg świeżej masy: 15 j^moli putrescyny, 1,5 iumola 
spermidyny, 0,3 umola monoacetyloputrescyny, 0,1 M-mola monoacetylo- 
spermidyny oraz 0,5 (¿mola pochodnej spermidyny o składzie podobnym 
do glutationu. T a b o r  i wsp. (231) zwracają uwagę, że E. coli hodowane 
na minimalnych pożywkach nie syntetyzują zwykle związków, które nie 
są niezbędne dla ich rozwoju. Tak więc obecność dużych ilości poliamin 
w E. coli wskazuje na istotną rolę biologiczną tej grupy związków. Duże 
ilości poliamin stwierdzono również u Azotobacter vinelandii (229). Bakte­
rie tego szczepu zawierają 13 M,moli dwu- i trójamin na lg  świeżej masy. 
Do grupy bakterii, zawierających jedynie śladowe ilości poliamin należy 
między innymi Staphylococcus aureus (185).

Znaczne różnice w zawartości poliamin występują również wśród wi­
rusów. Istotne znaczenie ma w tym przypadku fakt, że ilość poliamin 
w wirusach zależy od stężenia tych związków w komórkach gospodarza. 
U niektórych wirusów, takich jak w irus choroby mozaikowej tytoniu, 
wirus polio (9, 104), fag T3 E. coli oraz fag P 22 Salmonella typhim urium

http://rcin.org.pl



68 J. Z. B EE R , O. RO SIEK , J. M . SABLIISTSKI [6]

(8 ), stwierdzono jedynie śladowe ilości poliamin. Natomiast bakteriofagi 
T2, T4 i „3” E. coli zawierają poliaminy w bardzo dużych stężeniach 
(8 , 9, 109). U faga T4 łączne stężenie putrescyny i spermidyny wynosi 
około 250 M̂ moli na lg świeżej masy (231). Jest to najwyższe ze znanych 
stężenie poliamin w materiale biologicznym.

Poliaminy jako czynniki wzrostu bakterii. W roku 1948 H e r b s t  
i S n e 11 (87) stwierdzili, że szczep 7901 Haemophilus parainjluenzae nie 
rośnie na pożywce nie zawierającej poliamin. Normalny wzrost tego szcze­
pu bakterii można było uzyskać po dodaniu do podłoża niewielkich ilości 
putrescyny, 2,3-dwuaminopropanu, spermidyny, sperminy lub innych po­
liamin. W 1955 roku S n e a t h (209) opisał m utanta Aspergillus nidulans, 
który posiada bezwzględne zapotrzebowanie na putrescynę. Istnienie m u­
tantów bakterii bezwzględnie wymagających poliamin wskazuje na isto­
tną rolę biologiczną tej grupy związków. Na uwagę zasługuje fakt, iż 
u E. coli syntetyzujących bardzo duże stężenia poliamin nie wykryto ta ­
kich mutantów (p. str. 67).

Poliaminy dodane do podłoża przyspieszają vferost wielu gatunków 
bakterii, jak np. Neisseria perjlava, Pasteurella tularensis i Lactobacillus 
casei (57, 117, 136, 138, 148, 235). Zdaniem T a  b o r a  i wsp. (231) w nie­
których przypadkach może to być skutkiem zwiększenia oporności bakte­
rii na lizę w środowiskach o małej sile jonowej, spowodowanego oddzia­
ływaniem poliamin na fosfolipidy oraz reszty kwasowe błony komórko­
wej (231).

Większe stężenia poliamin hamują rozwój wielu gatunków bakterii. 
Tak np. spermina w stężeniu 0,0IM przy pH 7 powoduje całkowite zaha­
mowanie wzrostu E. coli (231). Poliaminy mają antagonistyczne działanie 
wobec takich środków bakteriostatycznych jak: atebryna (153, 204, 205), 
proflawina (108), trypoflawina (149) i streptomycyna (30). S e v a g  i wsp. 
(2 0 0 , 2 0 1 ) wykazali, że spermina i spermidyna zapobiegają powstawaniu 
odpornych na antybiotyki mutantów S', aureus, E. coli i Aerobacter aero- 
genes. Na uwagę zasługuje również oddziaływanie poliamin z bakterio­
fagami. Stwierdzono, że poliaminy zapobiegają niszczącemu bakteriofagi 
działaniu wysokiej tem peratury i zamrażania (231), a także zmniejszają 
aktywność surowicy anty-T 2 (70, 158).

Działanie poliamin na komórki roślin. W komórkach roślin hodowa­
nych w obecności putrescyny obserwowano różnego rodzaju zmiany 
w chromosomach. Tak na przykład M a r q u a r d t  (146) stwierdził wy­
stępowanie pęknięć chromosomów w komórkach Oenothera hodowanych 
w l,5°/o roztworze putrescyny. D a v i d s o n  i A n d e r s o n  (42) po­
stulują, że endogenne poliaminy odgrywają istotną rolę w przebiegu pro­
cesów spiralizacji i despiralizacji chromosomów. Badali oni wpływ mniej­
szych stężeń putrescyny (0,5mM) na chromosomy komórek stożka wzro­
stu Vicia faba. Putrescyna nie powodowała pęknięć chromosomów, wy­
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woływała jednak znaczną kondensację chromosomów w stadium meta- 
fazy i opóźnianie despiralizacji w stadium telofazy. Wyniki uzyskane 
przez Davidsona i Andersona potwierdzili Z i e m b a - Ż a k  i wsp. (265). 
Wykazali oni ponadto, że podobne zmiany występowały pod wpływem 
aminoguanidyny — inhibitora oksydazy dwuamin. Natomiast w komór­
kach Vicia faba hodowanych w obecności tego enzymu obserwowano przy­
spieszenie procesu despiralizacji chromosomów. Można więc przypusz­
czać, że poliaminy występujące w komórkach roślin wpływają na spira- 
lizację i despiralizację chromosomów. Istotne znaczenie może tu mieć 
tworzenie kompleksów między putrescyną i dezoksyrybonukleoproteina- 
mi.

Działanie poliamin na komórki zwierzęce in vitro. W 1960 r. A m a n d  
i wsp. (5 ) wykazali, iż agmatyna powoduje wyraźne skrócenie czasu trw a­
nia mitozy neuroblastów zarodka konika polnego. W środowisku, zawie­
rającym agmatynę w stężeniu 0,005M czas trw ania okresu od prometafazy 
do metafazy ulegał skróceniu o ok. 30°/o, a czas trwania wczesnej telofazy
o ok. 35°/o. W h i t e f i e 1 d i wsp. (249) stwierdzili, że agmatyna w stę­
żeniach od 0,05 do 0,1M zapobiega opóźnieniu podziałów mitotycznych 
komórek myszy, które in vitro  napromieniowano dawką 1 0 0 0  r promie­
ni X. Ostatnio H a m (79) wykazał, że putrescyną, spermidyna albo sper- 
mina w stężeniach 10-6M powodowały zwiększenie liczby i rozmiarów 
kolonii komórek chomika in vitro.

Farmakologiczne działanie poliamin u ssaków. Spermina podana poza- 
jelitowo w dawkach od 0,075 do 0,15 mmoli/kg ciężaru ciała powoduje nie­
wydolność nerek u myszy, szczurów, królików i psów (186). Po mniejszych 
dawkach sperminy obserwowano spadek ciśnienia krwi, zwolnienie czyn­
ności serca i częstości oddechów (219, 254). Małe stężenia sperminy po­
wodują skrócenie czasu krzepnięcia heparynizowanej krwi a duże stęże­
nia przedłużenie czasu krzepnięcia (213). R o s i e k  i wsp. (188) wykazali, 
że dwukrotne dożylne wstrzyknięcie putrescyny królikom w dawkach 
1 0 0  mg/kg ciężaru ciała powoduje wyraźne, przejściowe zwiększenie licz­
by retikulocytów w krwi obwodowej oraz zwiększenie odsetka erytro- 
blastów w szpiku. Jednocześnie putrescyną nie wpływa na czas życia 
krwinek czerwonych znakowanych 5 1Cr, wydaje się więc, że pobudza ona 
aktywność erytropoetyczną szpiku u królików.

Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie poliamin. Znajomość wewnątrz­
komórkowego rozmieszczenia poliamin ułatwiłaby wyjaśnienie ich roli 
biologicznej. Na podstawie przeprowadzonych dotychczas nielicznych ba­
dań w tym zakresie nie można wysnuć wniosków o występowaniu polia­
min w poszczególnych strukturach subkomórkowych. Badania te utrudnia 
duże powinowactwo poliamin do kwasów nukleinowych i fosfolipidów 
(p. str. 78-83). Dlatego po zniszczeniu struktury  komórki poliaminy mogą 
gromadzić się we frakcjach subkomórkowych, zawierających duże ilości 
kwasów nukleinowych i fosfolipidów.
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Na szczególną uwagę zasługują wyniki badań C o h e n a  i L i c h -  
t e n s t e i n a  (37). Wykazali oni, że około 15°/o poliamin zawartych 
w E. coli znajduje się w rybosomach, przy czym poliaminy te nie wy­
mieniają się z poliaminami obecnymi w wyciągu bakteryjnym. Obecność 
poliamin w rybosomach E. coli i rybosomach komórek wątroby wykryli 
także S p a h r  (211) oraz Z i 11 i g i wsp. (266). Możliwe, że zawarte w ry ­
bosomach poliaminy odgrywają istotną rolę w procesie syntezy białka 
(p. str. 85).

Ze względu na wyraźne powinowactwo poliamin do kwasów nukleino­
wych oraz stwierdzony wpływ poliamin na zależną od DNA syntezę RNA 
(p. str. 84), istotne znaczenie miałoby zbadanie występowania poliamin 
w jądrze komórkowym.

Biosynteza i metabolizm poliamin

Biosynteza i metabolizm dwuamin. Ogólną przemianą biochemiczną, 
w której tworzą się aminy, a wśród nich i interesujące nas putrescyna, 
kadaweryna i agmatyna, jest reakcja dekarboksylacji aminokwasów za­
chodząca w obecności dekarboksylaz aminokwasowych. Enzymy te mogą 
być syntetyzowane przez bakterie, przy czym synteza ich w komórkach 
bakteryjnych stymulowana jest zarówno przez kwaśne środowisko (pH 
2,5—5,5) jak i w większości przypadków przez obecność specyficznego 
substratu (62, 64, 6 6 , 67, 69). Dekarboksylazy te odznaczają się wybitną 
specyficznością i z tego względu znajdują zastosowanie przy oznaczaniu 
szeregu aminokwasów metodą manometryczną.

Dekarboksylazy ornitynowa, argininowa i inne znajdowano także 
w materiale roślinnym (206). Występowanie wysokich stężeń agmatyny 
i putrescyny w roślinach z  niedoborem potasu wiązane jest z obecnością 
tych właśnie enzymów (39 ,40, 181, 206, 207). Dekarboksylazy aminokwa- 
sowe zawierają fosforan pirydoksalu jako koenzym, przy czym nie może 
on być zastąpiony przez fosforan pirydoksaminy, ani przez fosforan piry- 
doksyny. Aktywność dekarboksylaz aminokwasowych, podobnie jak i in­
nych enzymów, w skład których wchodzi fosforan pirydoksalu, zależy od 
obecności wielowartościowych kationów metalicznych (78, 150, 152). E g- 
g l e s t o n  (50) stwierdził, że prawie wszystkie kationy dwuwartościowe 
podwyższają o około 40% aktywność wydzielonych z Escherichia coli 
i Clostridium welchii dekarboksylaz lizyny, argininy i ornityny, jak rów­
nież dekarboksylazy glutaminy. Natomiast jednowartościowe kationy ta­
kie jak K+, Li+ i N H i praktycznie nie mają wpływu na aktywność tych 
dekarboksylaz.

Reakcja tworzenia się kadaweryny z L-lizyny (por. rys. 2) katalizo­
wana jest przez dekarboksylazę lizynową (6 6 , 69). Enzym ten znaleziono 
w bakteriach, ale dotychczas nie udało się stwierdzić jego obecności ani 
w materiale zwierzęcym, ani roślinnym. Wielu autorów (12, 39, 6 6 , 121,
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161, 174, 184) wykazało, że putrescyna powstaje z L-ornityny w obecności 
dekarboksylazy omitymowej (por. rys. 1). Reakcja taka zachodzi również 
w układach zawierających preparaty enzymatyczne z wątroby (41).

Przemiana L-argininy w agmatynę w obecności dekarboksylazy argi- 
ninowej (rys. 1) może również prowadzić do powstania putrescyny: pow­
stająca agmatyna może ulegać hydrolizie bądź to z bezpośrednim wytwo­
rzeniem putrescyny i mocznika, bądź z powstawaniem N-karbamylo-2,4- 
-dwuaminobutanu jako produktu przejściowego. W komórkach bakteryj­
nych występują również enzymy, które katalizują przejście arginina -> 

ornityna —> putrescyna (por. rys. 1) (63, 66, 136, 161, 180, 206, 207, 
208, 264).

N H 2I
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IIN C H 2C H 2C H 2C H 2N H 2 
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^ C O (N H 2)2
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\ O H C C H 2C H 2C H O

H C O C O O H

r c h n h 2 c o o h

h 2 n c h 2c h 2c h 2c h o
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Nie został dotychczas wyjaśniony sposób powstawania 2,3-dwuamino- 
pnopanu, występującego w komórkach niektórych gatunków bakterii. Wy­
daje się, że podobnie do innych dwuamin związek ten mógłby powsta­
wać przez dekarboksylację odpowiedniego aminokwasu, tzn. kwasu 
a,7 ~dwuaminomasłowego. Mógłby on również pochodzić z degradacji sper­
midyny lub sperminy.

CHo CR,

CH2 CH,
\  /  ' 

NH
Piperydyna

COOH

h 2n c h 2c h 2c h 2c h 2Ćh n h 2
L -  Lizyna

•C 02

h 2n c h 2c h 2 c h 2c h 2c h 2n h 2
Kadaweryna

h 2o  +  o 2

H2NCH2CH2CH2CH2CHO
aldehyd 6 -  walerianowy

h 2o

A1 -piperydeina

1----------------------1
B i o s y n t e z a

i a l k a l o i d ó w  \ i 1

Rys. 2. B iosynteza i m etabolizm  kadaw eryny

Przemiany jakim ulegać mogą putrescyna i kadaweryna badane były 
w różnych układach biologicznych. Zebrano znacznie więcej danych do­
tyczących metabolizmu putrescyny, jednak ze względu na duże podo­
bieństwo obydwu związków dane te mogą być użyteczne przy ocenie roli 
biologicznej zarówno putrescyny jak i kadaweryny. Podstawową reakcją 
jakiej ulegać mogą obydwa związki jest oksydatywna dezaminacja, pro­
wadząca do wytworzenia odpowiednich aminoaldehydów (97, 224) (rys. 1 
i 2). Reakcja ta katalizowana jest przez oksydazę dwuamin (71, 72, 262, 
263) — enzym identyczny z wyodrębnioną w r. 1929 przez B e s t  a (21) 
histaminazą. Właściwości tego enzymu, mechanizm jego działania i udział 
w procesach metabolicznych, a zwłaszcza w biosyntezie alkaloidów opisał
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K ą c z k o w s k i w  Postępach Biochemii (111). Ostatnio enzym ten w znacz­
nym stopniu oczyszczono (93, 94, 247). Oksydaza dwuamin występuje za­
równo w tkankach zwierzęcych (11, 107, 215, 234, 263) jak i roślinnych 
(65, 103, 156, 168, 178, 189, 192, 245). Najwyższe aktywności w organi­
zmach zwierzęcych spotykane są w nerkach, a w roślinach w młodych 
kiełkach zwłaszcza takich roślin jak groch, lucerna, koniczyna i soja. 
W grochu najwyższą aktywność oksydazy dwuamin obserwuje się w szó­
stym dniu rozwoju rośliny (244).

K im  i T c h e n  (118—120) zwrócili ostatnio uwagę na istnienie w ko­
mórkach bakterii Escherichia coli innego mechanizmu degradacji dwu­
amin. Wykazali oni mianowicie, że w wyciągach z bakterii zachodzi tran- 
saminacja między dwuaminą i ketokwasem. W wyniku takiej reakcji po­
dobnie jak i wskutek oksydatywnej dezaminacji z putrescyny powstaje 
aldehyd Y-aminomasłowy (rys. 1).

S t r o g o n o w  i wsp. (212, 213) stwierdzili, że w takich roślinach jak 
bawełna i koński ząb przy wzroście na podłożu zawierającym podwyż­
szone stężenia soli mineralnych gromadzi się wolna prolina i amoniak. 
Zdaniem tych autorów wskazuje to na możliwość nieoksydatywnej de­
zaminacji putrescyny z wytworzeniem pirolidyny, która po przyłączeniu 
cząsteczki dwutlenku węgla miałaby przechodzić w prolinę. Badacze ci 
sugerują możliwość istnienia podobnego przekształcenia również w przy­
padku kadaweryny (por. rys. 1  i 2 ).

Aminoaldehydy powstające z putrescyny i kadaweryny należą do 
związków nietrwałych i z łatwością ulegają dalszym przekształceniom. 
Mogą one ulegać cyklizacji przy czym z aldehydu Y-aminomasłowego 
tworzy się Ai-pirolina (por. rys. 1 ), a z aldehydu 5-aminowalerianowego — 
Ai-piperydeina (por. rys. 2) (73, 82, 83, 97, 145, 214). Utworzone w ten 
sposób związki heterocykliczne i produkty ich przemian mogą być wyko­
rzystywane przez rośliny do syntezy bardziej złożonych cząsteczek. Cy- 
klizacja aminoaldehydów nie jest jedyną drogą ich przemian. Związki te 
mogą ulegać również utlenieniu, a reakcja ta zapoczątkowuje odrębny 
szlak metaboliczny (por. rys. 1). Stwierdzono, że aldehyd Y-aminomasłowy 
może ulegać utlenieniu do kwasu Y-aminomasłowego, który z kolei przez 
transaminację może przekształcać się w semialdehyd kwasu bursztyno­
wego i przez dalsze utlenienie w kwas bursztynowy (13, 18, 103, 118, 120). 
Ten typ przemian badany był na pochodnych putrescyny, istnienie po­
dobnych reakcji w układzie wywodzącym się od kadaweryny wydaje się 
jednak bardzo prawdopodobne.

Dwuaminy a biosynteza alkaloidów. Wiele danych wskazuje na udział 
dwuamin i produktów ich degradacji w biosyntezie alkaloidów. Na rys. 3 
zestawione zostały wzory alkaloidów, których prekursorami są putrescy- 
na lub kadaweryna.

Włączanie 14C-putrescyny i 14C-kadaweryny do alkaloidów zaobserwo­
wano w układach doświadczalnych zawierających izolowane pędy, liście
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lub korzenie roślin. Niestety, mechanizm przejść pośrednich został wy­
jaśniony tylko w nieznacznym stopniu. Pewne aspekty tego zagadnienia 
zostały przedstawione w Postępach Biochemii w artykułach K ą c z k o w -  
s k i e g o  (1 1 0 , 1 1 1 ), ograniczymy się więc jedynie do podania najważniej­
szych faktów. 14C-kadaweryna włączana jest do lupininy (196, 210), spar-

Rys. 3. A lkaloidy, których prekursoram i są putrecyna lub kadaw eryna

teiny (195, 196, 198), lupandny i hydroksylupaniny (193), m atryny (197) 
i anabazyny (134, 160). 14C-putrescyna włączana jest do nikotyny (133) 
i hioscjaminy (44, 112, 159), nie wyjaśniono jednak czy putrescyna jest 
prekursorem hioscjaminy również w warunkach naturalnych. Podczas 
utleniania kadaweryny w obecności surowych wyciągów z grochu tworzy
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się anabazyna (81), a utlenianie kadaweryny lub putrescyny pod działa­
niem oksydazy dwuamin w środowisku zawierającym kwas acetylooctowy 
prowadzi do utworzenia, odpowiednio, izopelletieryny lub norhigryny (34). 
W mieszaninie zawierającej N-metyl o-l,4-dwuaminobutan i kwas acety­
looctowy po dodaniu oksydazy dwuamin zachodzi synteza higryny. W tym 
samym układzie, po zastąpieniu kwasu acetylooctowego kwasem acetono- 
dwukarboksylowym tworzy się higryna i kuskohigryna (237).

Niektóre metabolity dwuamin powstające przez utlenienie odpowied­
nich aminoaldehydów (patrz niżej), jak np. kwas aminomasłowy, mogą 
również brać udział w biosyntezie alkaloidów (85, 183), a heterocykliczne 
związki powstające przez cyklizację aminoaldehydów mogą być przekształ­
cane w niealkaloidowe związki o znaczeniu biologicznym, takie jak np. 
kwas nikotynowy.

Biosynteza i metabolizm sperminy i spermidyny. Badania nad biosyn­
tezą sperminy i spermidyny prowadzone były przez T a b o r a i wsp. (218, 
227, 228, 229) przy użyciu bakterii Escherichia coli oraz pleśni Aspergillus 
nidulans i Neurospora crassa. Pierwsze doświadczenia wykonano przy 
użyciu znakowanej 14C-ornityny i znakowanej 14C i 15N putrescyny na ho­
dowlach bakterii znajdujących się w fazie wzrostu. Wyniki tych do­
świadczeń potwierdziły istnienie przemiany ornityny w putrescynę, a jed­
nocześnie pozwoliły stwierdzić, że dwuaminobutanowe fragm enty sper­
midyny i sperminy pochodzą bezpośrednio z putrescyny (227, 229). 
G r e e n e (75) na podstawie doświadczeń wykonanych na Neurospora 
crassa przy użyciu (a-14C)-metioniny stwierdził, że fragment aminopro- 
pylowy poliamin pochodzi z metioniny. Dalsze badania w układach za­
wierających bezkomórkowe wyciągi z bakterii Escherichia coli (228, 229) 
pozwoliły na zaproponowanie schematu biosyntezy spermidyny przed­
stawionego na rys. 4.

Z układów syntetyzujących spermidynę wyodrębniono enzymy kata­
lizujące reakcje oznaczone w schemacie 1, 2 i 3. Reakcja powstawania 
S-adenozylometioniny z ATP i metioniny (reakcja 1) była znana już po­
przednio jako pierwszy etap w reakcjach transm etylacji (32). Katalizu­
jący tę reakcję wyciąg z Escherichia coli oczyszczono 1500 razy. Doświad­
czenia z ATP znakowanym 32P wykazały, że ortofosforan powstaje z koń­
cowej reszty fosforanowej, a pirofosforan z dwu grup fosforanowych są­
siadujących z resztą pentozową (230, 232). Szczegółowe badania nad od- 
szczepianiem fosforanu wskazują na podobieństwa pomiędzy enzymem 
Escherichia coli a enzymami w ątroby i drożdży (32, 162, 231).

S-adenozylometionina w toku biosyntezy spermidyny ulega dekarbo- 
ksylacji (reakcja 2). Enzym Escherichia coli katalizujący tę reakcję został 
oczyszczony 20-50 razy (217). Wymaga on obecności kationów magnezo­
wych, a hamowany jest przez cyjanki. Produkt reakcji — „zdekarboksy- 
lowaną adenozylometioninę” wydzielono chromatograficznie.
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Przeniesienie fragmentu aminopropylowego na putrescynę (reakcja 3) 
jest przemianą podobną do transm etylacji z tym jednak, że zamiast grupy 
metylowej ulega przeniesieniu inny rodnik. Enzym Escherichia coli, któ­
ry katalizuje tę reakcję oczyszczono około 1000 razy (218). Stwierdzono, 
że katalizuje on tylko syntezę spermidyny; w układach zawierających 
ten enzym nie wytwarzała się spermina.

Na możliwość syntetyzowania spermidyny i sperminy przez komórki 
ssaków wskazuje wstępne doniesienie o włączaniu znakowanej 14C i 15N 
putrescyny do frakcji poliaminowej w tkankach gruczołu krokowego 
szczura (227) oraz wyniki doświadczeń na wątrobie szczura przy użyciu 
etioniny jako antymetabolitu metioniny (175). R a i n a  (172, 174) bada-

h 2n c h 2c h 2c h 2c h 2n h 2
Putrescyna

COO'~N
I + I

CH(CHOH)2CHCH2SCH2CH2CHNH2

CH(CH0H)2 c h c h 2s c h 2c h 2c h 2n h 2

Spermidyna Metylotioadenozyna
Rys. 4. B iosynteza sperm idyny (wg 231)
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jąc rozwijające się zarodki kury wykazał, że putrescyna i metionina zna­
kowane 14C włączają się do spermidyny i sperminy.

Poliaminy, które występują w komórkach zwierzęcych mogą pocho­
dzić z pożywienia albo z bakteryjnej flory jelitowej. Obecność poliamin 
stwierdzono w tkankach zwierząt hodowanych w warunkach jałowych 
(germ-free animals) i otrzymujących standardowe pożywienie (169, 187), 
a także w tkankach zwierząt, otrzymujących specjalnie przygotowane 
pożywienie i hodowanych w warunkach nie jałowych (187). Wykonanie 
badań u zwierząt, otrzymujących specjalną dietę i hodowanych w wa­
runkach jałowych mogłoby przyczynić się do wyjaśnienia czy w komór­
kach zwierzęcych odbywa się synteza poliamin.

Najdokładniej zbadaną przemianą spermidyny i sperminy w układach 
biologicznych jest, podobnie jak w przypadku dwuamin, oksydatywna 
dezaminacja. Spermidyna i spermina nie są jednak utleniane w obecności 
oksydazy dwuamin (106) ani oksydazy monoamin (223) lecz w wyniku 
działania oksydazy sperminowej z osocza występującej we krwi przeżu­
waczy i niektórych innych zwierząt (25-28, 95, 96, 190, 223, 238, 239). Czą­
steczka tego enzymu ma ciężar ok. 250 000 (255) i zawiera miedź (257, 258, 
260). Obecność cynku była stwierdzana w mniej oczyszczonych prepara­
tach (74), a obecność pirydoksalu nie została ostatecznie udowodniona 
(257, 259). Oksydazę sperminową z osocza otrzymali ostatnio w postaci 
krystalicznej Y a m a d a i wsp. (256). Zbadanie produktów powstających 
w wyniku oksydatywnej dezaminacji spermidyny i sperminy nastręczało 
wiele trudności, ze względu na nietrwałość powstających aminoaldehy- 
dów (223, 232, 239). Dopiero w 1964 r. T a b o r i  wsp. (221) ustalili ich 
strukturę. Badacze ci poddali produkty oksydatywnej dezaminacji polia­
min redukcji borowodorkiem sodowym, wyodrębnili powstające amino- 
alkohole i porównali je z wzorcowymi substancjami syntetycznymi. P ra­
ce te pozwoliły ustalić, że oksydaza sperminową z osocza katalizuje na­
stępujące reakcje:

h 2n  c h 2c h 2c h 2n h  c h 2c h 2c h 2c h 2n h  c h 2c h 2c h 2n h 2 +  2H20  +  2 0 2
1

OHC CH2CH2NH CH2CH2CH2CH2NH CH2CH2CHO +  2NH3 +  2H20 2

h 2n  c h 2c h 2c h 2c h 2n h  c h 2c h 2c h 2n h 2 +  h 2o  +  o 2
4

h 2n  c h 2c h 2c h 2c h 2n h  c h 2c h 2c h o  +  n h 3 +  h 2o 2

Wiadomo, że oksydaza sperminową z osocza utlenia również, choć 
znacznie mniej aktywnie, związki takie jak benzyloamina, homosulfanila- 
mid, fenetyloamina, kynuramina, pewne alifatyczne monoaminy oraz 
dwuaminy o dłuższym łańcuchu węglowym (223, 246, 256). Podczas prób 
utleniania tryptaminy, 5-hydroksytryptaminy, norepinefryny, epinefry- 
ny, histaminy, putrescyny, kadaweryny, tyram iny i meskaliny albo nie 
stwierdzano zużycia tlenu, albo też zużycie to było nieznaczące (223, 256).

Dawniej przypuszczano, że oksydaza aminowa z osocza utlenia sper-
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minę do putrescyny a spermidyna jest produktem przejściowym w tej 
reakcji (16, 219, 239). T a b o r  i wsp. (221) nie uzyskali danych, które 
mogłyby wskazywać, że spermidyna jest produktem przejściowym enzy­
matycznego utleniania sperminy, ani że putrescyna czy 2,3-dwuamino- 
propan powstają jako bezpośrednie produkty utleniania sperminy albo 
spermidyny. Stwierdzili oni natomiast (222), że produkty oksydatywnej 
dezaminacji sperminy ulegają dalszej nieenzymatycznej degradacji. Praw ­
dopodobnie monoaldehydowa pochodna sperminy w wyniku ß-eliminacji 
ulega rozpadowi z wydzieleniem spermidyny, a dwualdehydowa pochodna 
sperminy wydziela po rozpadzie putrescynę. Drugim produktem tej prze­
miany jest prawdopodobnie akroleina, której obecność stwierdził A 1 a r- 
c o n  (1 ) w mieszaninie otrzymywanej przez ogrzewanie produktów utle­
niania sperminy.

Preparaty bakteryjne degradują sperminę i spermidynę, jednakże cha­
rakter enzymów biorących udział w tych przemianach jest mało znany 
(205). Badania nad nimi prowadzono przy użyciu całych komórek lub su­
rowych wyciągów Pseudomonas pyocyaneae, Mycobacterium smegmatis, 
Neisseria perflava, Pseudomonas aeruginosa i Serratia marcescens (18, 
177, 178, 189, 241, 242). Stwierdzono, że w układach tych powstawanie 
enzymów utleniających sperminę i spermidynę jest indukowane przez 
obecność substratów w środowisku. Jednym z produktów utleniania 
spermidyny w tych układach jest 2,3-dwuaminopropan (178, 242). 
B a c h r a c h  (14, 15) wydzielił z Serratia marcescens enzym, który ka­
talizuje następujące przekształcenie:

N H 2(CH2)3NH(CH2)4NH 2 +  o 2 +  h 2o  -*  N H 2(CH2)3N H 2 +  [NH2CH2CH2CH2CHO] +  h 2o 2

Enzym ten utlenia spermidynę i bis-(3-aminopropylo-aminę, ale cykli- 
zacja powstającego aminoaldehydu możliwa jest tylko w przypadku sper­
midyny. Spermina, dwuaminy i monoaminy nie są substratam i enzymu 
wydzielonego przez B a c h r a c h a .

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

Przedstawiliśmy najlepiej poznane szlaki metaboliczne poliamin. 
Z pewnością nie wyczerpują one listy możliwych przemian tych związków 
w układach biologicznych. Świadczy o tym chociażby istnienie dwu re­
akcji zachodzących w pewnych układach: karbamylacja poliamin (59), 
a również ich transamidacja. Ta ostatnia reakcja jest szczególnie interesu­
jąca, gdyż prowadzi ona do włączania amin do cząsteczek białek w w yni­
ku zastąpienia grupy NH2 glutaminy przez resztę aminy. W a e 1 s c h

ti

A1—pirolina
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i wsp. (35, 36, 163, 165, 191) stwierdzili, że wyodrębniony z wątroby świn­
ki morskiej enzym, który katalizuje tę reakcję, jest stymulowany przez 
kationy wapniowe. Substratami w tym układzie mogą być różne aminy, 
a m.in. putrescyna, kadaweryna, spermidyna i spermina, a akcepto­
rami — takie białka jak insulina, fibrynogen, kazeina, pepsyna, p-lakto- 
globulina i y-globulina. Bliższe poznanie tych reakcji i ich produktów 
jest niezbędne dla pełnego wyjaśnienia roli biologicznej poliamin.

Powinowactwo poliamin do kwasów nukleinowych i innych związków

W ostatnich latach poczyniono wiele bardzo interesujących obserwacji, 
wskazujących na powinowactwo poliamin do niektórych cząsteczek o zna­
czeniu biologicznym, a w szczególności do kwasów nukleinowych. O ist­
nieniu silnych połączeń tego typu świadczy szereg zjawisk obserwowa­
nych zarówno in vivo, jak i in vitro. Wiadomo na przykład, że fagi Esche­
richia coli parzystej serii T zawierają pewne ilości poliamin, które nie 
ulegają wymianie z poliaminami zawartymi w środowisku, prawdopodob­
nie ze względu na nieprzepuszczalność otoczki białkowej. Poliaminy fagów 
wstrzykiwane są do komórek bakteryjnych razem z DNA (8 , 9, 89), cho­
ciaż wiązanie pomiędzy kwasem nukleinowym i poliaminami nie ma cha­
rakteru kowalentnego. Spermina ochrania aktywność transformującą kwa­
su dezoksyrybonukleinowego podczas denaturacji cieplnej (225). Do naj­
ciekawszych należą niewątpliwie obserwacje poczynione w toku badań 
nad transformacją komórek zwierzęcych. S z y b a l s k a  i S z y b a l s k i  
(216), którzy opisali taką transformację w hodowli komórek ludzkich, 
stwierdzili, że obecność sperminy w  układzie jest niezbędnym czynnikiem 
umożliwiającym przeprowadzenie transformacji.

W latach czterdziestych w toku badań nad antybakteryjną czynnością 
sperminy i spermidyny stwierdzono antagonistyczne działanie kwasów 
nukleinowych w stosunku do poliamin (22). W późniejszych pracach 
R a z i n  i R o z a n s k y  (179) stwierdzili, że spermina i inne poliaminy 
wytrącają kwasy nukleinowe, przy czym związki aminowe odnajduje się 
w osadzie. Stwierdzono również, że spermina wytrąca RNA wirusa mozaiki 
tytoniowej (20) i wirusa żółtej mozaiki rzepy (154), sRNA (31), a również 
szereg polinukleotydów (100). Połączenia kompleksowe sperminy z kwa­
sami nukleinowymi są nierozpuszczalne w 6 6 °/o alkoholu etylowym (113, 
114, 261). O łatwości z jaką tworzą się połączenia pomiędzy syntetycz­
nymi polinukleotydami i poliaminami świadczy fakt, że dodanie sper­
miny do roztworu soli barowej kwasu poliurydylowego powoduje uwol­
nienie kationów barowych, a polinukleotyd wytrąca się w postaci kom­
pleksu z aminą (53).

Badania charakteru połączeń pomiędzy poliaminami i kwasami nukle­
inowymi utrudnia słaba ich rozpuszczalność przy wyższych stężeniach
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amin, i silna tendencja do adsorbowania się na powierzchniach stałych. 
Wiadomo jednak, że istotny wpływ na trwałość kompleksów poliamin 
z kwasami nukleinowymi mają siła jonowa i pH środowiska, a również 
skład nukleotydowy kwasu nukleinowego. Nierozpuszczalne kompleksy 
kwasów rybonukleinowych i dezoksyrybonukleinowych z poliaminami 
tworzą się z łatwością w wodzie destylowanej. Przy otrzymywaniu DNA 
metodą fenolową poliaminy pozostają razem z kwasem nukleinowym 
w warstwie wodnej i tworzą osad (8 , 202). Podwyższenie siły jonowej 
roztworu prowadzi do rozpuszczenia się osadu (20, 141, 179, 226). Wielo­
krotne wytrącanie DNA alkoholem etylowym z roztworów o wysokiej sile 
jonowej pozwala na oddzielenie poliamin.

Zależność rozpuszczalności połączeń poliamin i kwasów nukleinowych 
od pH środowiska i od składu nukleotydowego kwasów nukleinowych 
została wykazana w badaniach C a n t o n i ’ e g o  (31) oraz H u a n g a  
i F e l s e n f  e l d a  (100). C a n t o n i, stosując wytrącanie za pomocą 
sperminy uzyskał częściowe rozfrakcjonowanie sRNA wątroby królika. 
Otrzymane przez niego frakcje były 2-3 razy bogatsze w sRNA przeno­
szący walinę i prolinę. Jednakże przeprowadzenie frakcjonowania było 
możliwe tylko przy ściśle kontrolowanym pH. Najlepszy rozdział otrzy­
mywano przy pH 5,6, słabszy w pH 5,2, natomiast frakcjonowanie nie za­
chodziło podczas wytrącania sperminą w pH 4,8 lub 6,0. Podobne wyniki 
uzyskali H u a n g  i F e l s e n f  e l d  w badaniach nad kompleksami syn­
tetycznych polirybonukleotydów ze sperminą (100): w pH  6,5 poliA i polil 
były całkowicie wytrącone, natomiast do wytrącania poliC lub poliU 
w tych samych warunkach niezbędny był nadmiar sperminy. PoliAU był 
nierozpuszczalny w obecności sperminy w zakresie pH 4,5—6 ,8 , podczas 
gdy polilC był przy pH 5,1—6 ,8  praktycznie całkowicie rozpuszczony, 
wyraźne wytrącanie rozpoczynało się przy pH 4,5, a w pH 4,1 70% kom­
pleksu przechodziło do osadu.

F e l s e n f e l d  i H u a n g  (52, 54) badali również tworzenie się po­
łączeń między poliaminami a DNA i sRNA metodą konduktometryczną. 
Stosowali oni roztwory o niskich stężeniach, w których tworzące się kom­
pleksy pozostają rozpuszczone i stwierdzili, że w takich warunkach cząs­
teczki kwasów nukleinowych wiążą jeden równoważnik sperminy na mol 
fosforanu.

Wiele danych uzyskano za pomocą metody spektrofotometrycznej. 
K e i s t e r  (114) stwierdził, że dodanie sperminy obniża gęstość optyczną 
roztworów wodnych RNA przy 260 min. F e l s e n f e l d  i H u a n g  (52, 
53) obserwowali wyraźny efekt hypochromowy po dodaniu putrescyny, 
kadaweryny lub 1,10-dwuaminodekanu do roztworu mieszaniny poliA 
i poliU. Podobnie zachowuje się mieszanina polil i poliC (100). Efekty 
hypochromowe tego rodzaju związane są z tworzeniem się układu podwój­
nej spirali z jednoniciowych polinukleotydów. Mechanizm takich przejść
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jest z pewnością złożony, ale wydaje się, że na pierwszym ich etapie 
udział poliamin polega na zobojętnieniu reszt fosforanowych. Silne ła­
dunki ujemne zgromadzone na tych ugrupowaniach są z pewnością prze­
szkodą w zbliżeniu dwóch cząsteczek polinukleotydowych. Podobne efek­
ty hypochromowe wywołują jony magnezowe, które są nawet bardziej 
efektywne.

Do bliższego scharakteryzowania wzajemnego oddziaływania poliamin 
i kwasów nukleinowych przyczyniły się badania nad cieplną denaturacją 
kwasów nukleinowych i efektem ochronnym poliamin (139, 142, 151, 226). 
Stwierdzono (226), że Tm (t.zw. „tem peratura topnienia”) DNA grasicy 
cielęcej, która w 0,03M NaCl wynosi 76,1°C wzrasta o 2°C w obecności 
10—6M sperminy, a dodanie 1,7*10~5M tej aminy powoduje podwyższe­
nie Tm aż o 9°C. Spermidyna, putrescyna i MgCl2 użyte jednak w znacz­
nie wyższych stężeniach wywołują podobne efekty. Podwyższenie Tm 
DNA przez aminy i MgCl2 nie jest spowodowane zmianą siły jonowej 
środowiska, gdyż odpowiednie efekty można osiągnąć dopiero przy stęże­
niach NaCl 105 razy wyższych od stężeń sperminy, a 102 lub 103 razy 
wyższych w porównaniu z pozostałymi związkami. Należy nadmienić, że 
alifatyczne monoaminy o wzorze CH3/CH2/nNH2 (n =  0-6) osłabiają termo- 
stabilność DNA, przy czym ich oddziaływanie wzrasta proporcjonalnie do 
długości łańcucha (151).

Efekt stabilizacji termicznej DNA przez poliaminy jest zależny od 
wielu parametrów. Podwyższenie tzw. „tem peratury topnienia” jest pro­
porcjonalne do stężenia poliaminy w środowisku, dla określonego prze­
działu stężeń. Po przekroczeniu górnej granicy tego przedziału 
obserwuje się efekt nasycenia, dalsze dodawanie poliaminy nie 
potęguje efektu stabilizacji, a „tem peratura topnienia” pozostaje na no­
wym, podwyższonym poziomie. Wyraźny wpływ na efekt stabilizacji ma 
siła jonowa środowiska. Oddziaływanie poliamin na przebieg termicznej 
denaturacji DNA jest słabsze w roztworach o wyższej sile jonowej. Świad­
czy to o jonowym lub wysoce polarnym charakterze wiązań pomiędzy 
cząsteczkami amin i kwasów nukleinowych. Stwierdzono również (141), że 
efekt stabilizacji DNA zależy od wielkości cząsteczki dwuaminy. Zależ­
ność tę przykładowo ilustruje rysunek 5.

Jak widać najsilniejszy efekt obserwuje się w przypadku kadawery- 
ny. Wpływ innych amin na podwyższenie „tem peratury topnienia” ulega 
wyraźnemu osłabieniu zarówno w miarę wydłużania jak i skracania łań­
cucha.

Podobne doświadczenia z kwasami dezoksyrybonukleinowymi wy­
odrębnionymi z grasicy cielęcej, faga T2 oraz wielu mikroorganizmów, 
wykazały zależność pomiędzy efektem wywoływanym przez aminy a skła­
dem nukleotydowym DNA (141— 143). Okazało się, że podwyższenie „tem­
peratury topnienia” jest proporcjonalne do zawartości adeniny i tyminy
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w DNA. Na podstawie ekstrapolacji danych doświadczalnych można prze­
widywać, iż wartość przyrostu „tem peratury topnienia” dla składu nukle- 
otydowego A +  T =  0°/o', G +  C =  100% spadłaby do zera, a zatem należy 
oczekiwać, że efekt podwyższenia „tem peratury topnienia” nie wystąpi 
dla poliGC.

Rys. 5. Przebieg denaturacji cieplnej DNA grasicy cielęcej w  zależności od długości
am iny dodanej do środow iska

0 — bez am in, 2-9 — liczb y  oznaczają ilość grup m ety len ow ych  w  cząsteczce dodanej am iny. 
Am iny dodaw ane b yły  do uzyskania stężenia 10~3M w  w odnom etanolow ym  roztw orze o n isk iej

sile  jonow ej (wg 141)

Poliaminy ochraniają DNA przed denaturacją przez rozpuszczalniki 
takie jak: glikol etylenowy, dwumetylosulfotlenek i N,N-dwumetyloform- 
amid. Modyfikują one również denaturację zachodzącą pod wpływem 
środowiska o niskim pH, jednakże ten efekt jest niezależny od długości 
łańcucha aminy (151).

Poliaminy stabilizują zarówno DNA pochodzenia naturalnego jak
1 polidAdT, natomiast nie wpływają stabilizująco na jednoniciowy DNA, 
RNA ani tzw. „kwaśny” kwas poliadenylowy, który może służyć jako mo­
del dwuniciowego RNA. Oznacza to, że dla wystąpienia efektu stabilizacji 
pod wpływem poliaminy nie wystarcza ani dwuniciowa struktura, ani jej 
układ spiralny, ani obecność dezoksyrybozy. Zebrane dotychczas dane 
nie wyjaśniają charakteru tego efektu. Wydaje się, że jednym z głów­
nych czynników jest tu częściowe znoszenie odpychania pomiędzy ujem­
nie naładowanymi resztami fosforanowymi łańcucha DNA. Jednak znacz­
nie wyższe efekty uzyskiwane za pomocą poliamin w porównaniu z in­
nymi kationami dwuwartościowymi wskazują, że wchodzi tu w grę bar­
dziej złożony mechanizm niż zwykłe zobojętnianie. Najbardziej prawdo­
podobnym miejscem przyłączenia przynajmniej jednego z krańców polia­
miny jest reszta fosforanowa znajdująca się w łańcuchu DNA. W wią­
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zaniu drugiego krańca cząsteczki poliaminy może grać szczególną rolę 
adenina lub tymina, albo też para tworzona przez te dwie zasady. Na 
możliwość taką wskazują zależności efektu stabilizacji od składu nukleo- 
tydowego DNA i od długości łańcucha związków aminowych (141).

Poza licznymi danymi charakteryzującymi oddziaływanie poliamin 
na kwasy nukleinowe znane są fakty wskazujące na powinowactwo polia­
min do innych cząsteczek o znaczeniu biologicznym. Dla przykładu przy­
toczymy dane świadczące o oddziaływaniu pomiędzy poliaminami i fosfo­
lipidami. Wiadomo, że lecytyny znoszą przeciwbakteryjne działanie sper­
miny (22, 76, 179), a fosfolipidy w rozcieńczonych roztworach tworzą kom­
pleksy z poliaminami (179). Niektórzy badacze tłumaczą stabilizację błon 
komórkowych przez poliaminy oddziaływaniem pomiędzy nimi a fosfoli-' 
pidami. Istnieją również dane wskazujące na tworzenie się kompleksów 
pomiędzy sperminą i spermidyną a heparyną (6 , 7, 137, 219).

Rola biologiczna poliamin — fakty i hipotezy

Poliaminy a różnicowanie komórkowe. Pewne przesłanki wskazują na 
możliwość udziału poliamin w procesach różnicowania komórkowego. 
Dominujące obecnie poglądy na temat mechanizmów różnicowania komó­
rek można przedstawić następująco. Z zygoty zawierającej całą infor­
mację dziedziczną danego organizmu powstają drogą podziałów mitotycz- 
nych wszystkie komórki ustroju wielokomórkowego. Mitoza zapewnia 
równomierny podział m ateriału dziedzicznego, zatem wszystkie komórki 
w organizmie wielokomórkowym zawierają taką samą informację dzie­
dziczną. Niemniej jednak możemy w wielokomórkowym organizmie wy­
różnić co najmniej 100 typów komórek. Przyjmując, iż różnicowanie 
komórkowe jest procesem realizacji informacji dziedzicznej musimy 
dojść do wniosku, że w procesie tym zachodzi realizacja części infor­
macji dziedzicznej. Mówiąc inaczej, w różnych typach komórek funkcjo­
nują różne geny, podczas gdy czynność pozostałych genów jest zablo­
kowana. Powstaje oczywiście pytanie: jakie jest miejsce tej blokady 
w łańcuchu procesów od genu do produktu? Ze względów energetycz­
nych najbardziej korzystna wydaje się blokada początkowego ogniwa 
tego łańcucha czyli blokada samych genów. Obecnie prawie powszechnie 
uważa się, że materiałem dziedzicznym u znakomitej większości gatun­
ków jest DNA, występujący w komórce najprawdopodobniej w komplek­
sie z histonami. Wielu autorów przypuszcza,’ iż właśnie histony odgry­
wają rolę czynnika blokującego różne geny (29, 236), hamując matrycową 
funkcję DNA w stosunku do RNA. Doświadczenia wykonane w celu 
sprawdzenia słuszności hipotezy o represorowej roli histonów wykazały, 
że po usunięciu z nukleohistonu składnika histonowego znacznie wzrasta 
wydajność syntezy RNA zależnej od DNA (3, 4, 98). Natomiast dodanie 
histonu do układów bezkomórkowych, hamuje syntezę RNA zależną od
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DNA (3, 98, 99). Także pewne obserwacje cytologiczne przemawiają za 
hipotezą o represorowej roli histonów w stosunku do genów (102, 147). 
W sposób najbardziej przekonywujący przemawiają za słusznością przed­
stawionych tu poglądów badania B o n n e r a i wsp. (29) nad wpływem 
histonów na syntezę białek w zarodkach grochu. T s ’o i B o n n e r  (236) 
dokonali ostatnio przeglądu możliwych mechanizmów dysocjacji komple­
ksu DNA-histon. Ich zdaniem dysocjacja taka może zachodzić w komórce 
na skutek:
1 ) lokalnego zwiększenia stężenia elektrolitów,
2 ) oddziaływania wzajemnego z polianionami, np. kwaśnymi białkami 

lub kwasami nukleinowymi,
3) oddziaływania 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 faworyzują udział poliamin w dysocjacji kompleksu DNA-hi­
ston. Obecnie brak jeszcze wielu ważnych informacji koniecznych dla 
ugruntowania tej hipotezy. Zbyt mało wiemy o wpływie poliamin na 
dysocjację kompleksu DNA-histon, nie znamy dokładnie stężenia, lokali­
zacji ani przemiany tych związków wewnątrz komórki. Istnieją jednak 
fakty, które hipotezę tę czynią atrakcyjną. Mamy tu na myśli przede 
wszystkim wyniki badań nad wpływem poliamin na zależną od DNA 
syntezę komplementarnego RNA. Reakcja ta katalizowana jest przez 
polimerazę RNA a dla jej przebiegu konieczna jest obecność w układzie 
nukleozydo-trójfosforanów wszystkich czterech zasad, wchodzących 
w skład RNA oraz dwuwartościowych kationów Mn++, Co++, Mg++ 
a także „prim era” DNA. W przedstawionych tu badaniach stosowano nie- 
oczyszczoną polimerazę zawartą w wyciągu z E. coli (46, 234) a później 
oczyszczone preparaty enzymu pochodzące z Micrococcus lysodeicticus 
(58, 243) i Azotobacter vinelandii (132). Jako ,,primer” służył natywny 
lub zdenaturowany DNA z grasicy cielęcej, wątroby szczura, plemników 
łososia, plemników jeżowca oraz z A. aerogenes, S. marcescens, P. fluo- 
rescens, M. lysodeicticus, E. coli, fagów T2 i T4. Stwierdzono, że putres- 
cyna, spermina, spermidyna i kadaweryna w małych stężeniach powodują 
znaczną, niekiedy trzykrotną, stymulację syntezy RNA. Poliaminy w wyż­
szych stężeniach, powodując wytrącanie się DNA, ham ują tę reakcję. 
Optymalny efekt uzyskuje się przy różnych stężeniach poszczególnych 
poliamin. Interesujące jest, że stymulację syntezy RNA obserwuje się 
po dodaniu poliamin (sperminy) na początku inkubacji, jak również po 
wprowadzeniu ich do układu po 60 min. inkubacji. Ilość poliamin nie­
zbędna dla uzyskania maksymalnej wydajności syntezy zależy od stęże­
nia DNA. Stymulujący efekt poliamin występuje w przypadku zasto­
sowania jako „prim era” natywnego DNA, a nie występuje kiedy rolę

http://rcin.org.pl



[23] P O L IA M IN Y 85

tę spełnia cieplnie zdenaturowany DNA. Ustalono ponadto, że poliaminy 
ham ują czynność polimerazy RNA, jeśli katalizowała ona syntezę homo- 
polimeru, tzn. jeśli układ zawierał trójfosforanową pochodną tylko jed­
nej zasady (zamiast czterech) i natyw ny DNA (58) lub też jeśli jako „pri­
m er” zastosowano syntetyczne polirybonukleotydy (132).

Mechanizm stymulacji syntezy RNA pod wpływem poliamin nie jest 
znany. D o e r f l e r  i wsp. (46), którzy prowadzili badania z nieoczysz- 
czoną polimerazą RNA, postulowali, że działanie poliamin polega na ha­
mowaniu nukleaz, zawartych w preparatach enzymatycznych. Poliaminy 
chronią wprawdzie DNA i RNA przed degradacją zarówno w układach 
zawierających całe komórki jak i w homogenatach komórkowych (1 0 , 
61, 8 6 , 114), efekt ten nie jest jednak równoznaczny ze specyficznym ha­
mowaniem nukleaz. Badania wykonane na układach zawierających oczysz­
czone nukleazy i poliaminy nie dały jednoznacznych wyników. W nie­
których przypadkach uzyskiwano słabą aktywację DN-azy i RN-azy, 
a w innych ich hamowanie (10, 114, 154). Ochronne działanie poliamin 
może być również spowodowane wiązaniem przez nie kwasów nukleino­
wych lub zmniejszonym uwalnianiem utajonych nukleaz w wyniku sta­
bilizacji struktur subkomórkowych.

Należy podkreślić, że stymulację syntezy RNA pod wpływem poliamin 
obserwowano także w układach praktycznie nie zawierających nukleaz. 
Jak już wspomniano pod wpływem poliamin stymulowane są tylko nie­
które reakcje 'katalizowane przez polimerazę RNA. Uwzględniając te 
fakty K r a k o w  (132) oraz W e i s s  i F o x  (243) postulują, iż poliami­
ny mogą wzmagać uwalnianie nowoutworzonego mRNA z miejsca jego 
syntezy. Dalsze badania wykażą, jaki mechanizm jest rzeczywiście odpo­
wiedzialny za stymulujące biosyntezę RNA działanie poliamin.

Poliaminy a synteza białka. Wielu autorów badało wpływ poliamin 
na syntezę białka, stosując bezkomórkowe układy pochodzące z bakterii, 
drożdży (147, 164, 234), wątroby szczura (90, 91) i z białaczkowych ko­
mórek myszy linii L 1210 (166). Z badań tych wynika, iż spermina, sper­
midyna, putreseyna i agmatyna zastosowane w małych stężeniach zwięk­
szają syntezę białka, natomiast w większych stężeniach syntezę tę ha­
mują. Interesujące jest, że stym ulujący wpływ poliamin na syntezę biał­
ka jest szczególnie wyraźny przy suboptymalnych stężeniach jonów Mg++. 
Mechanizm tej stymulacji nie jest dostatecznie jasny. M a r t i n  i A m e s  
(147) stwierdzili, że w układzie syntetyzującym białko in vitro, do któ­
rego nie dodawano poliamin, tylko niewielki odsetek rybosomów posia­
dał współczynnik sedymentacji 1 0 0 S, natomiast większość zawarta była 
we frakcji 70S. Po dodaniu poliamin wzrastał udział procentowy frakcji 
rybosomów 1 0 0 S, przy czym wzrost ten ilościowo odpowiadał stymulacji 
syntezy białka przez poliaminy. Wyniki tych badań sugerują więc, że 
zwiększenie syntezy białka in vitro  pod wpływem poliamin polega na
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wzmożeniu przekształcania rybosomów 70S na rybosomy 100S. Obserwa­
cje M a r t i n a  i A m e s a  są zgodne ze spostrzeżeniami innych auto­
rów, iż większe cząstki rybosomów uzyskuje się u E. coli (37, 38) i S. ty -  
plnimurium (147) po dodaniu poliamin do pożywki lub do płynów uży­
wanych przy izolowaniu rybosomów. C o h e n  i L i c h t e n s t e i n  (37) 
postulowali, że Mg++ i spermidyna są u bakterii naturalnym i klamrami 
łączącymi podjednostki wchodzące w skład cząstek rybosomalnych. 
W konsekwencji przy małych stężeniach Mg++ i spermidyny większe 
cząstki rybosomalne rozpadają się na podjednostki. W a t s o n  (240) 
przedstawia to w następującej, bardziej ogólnej postaci:

Mg++ lub poliaminy
1. 30S +  505 r- ---------------------— 70S

K+
Mg++ lub poliaminy

2. 2 (70S) ---------- -  100S
K+

Mechanizm tego spinania mógłby polegać na tworzeniu przez Mg~ + 
lub poliaminy wiązań jonowych pomiędzy ujemnie naładowanymi gru­
pami fosforanowymi RNA rybosomów. Według W a t s o n a (240) w związ­
ku z powyższą hipotezą, należy zwrócić uwagę na dwa momenty:
1) Na podstawie badań in vitro  w układach nie zawierających jonów K + 
stwierdzono, iż przy optymalnym dla syntezy białka stężeniu jonów mag*- 
nezu (10~2M) około 50% cząstek rybosomalnych wchodzi w skład frak­
cji 70S a 50°/» w skład frakcji 100S. Jednakże w rosnących komórkach 
bakteryjnych stężenie jonów potasu wynosić ma co najmniej 0,1M. W tych 
warunkach, jak wynika z badań C a p e c c h i (33) odsetek rybosomów 
100S jest znacznie zmniejszony, co podważa tezę o udziale tych cząstek 
w syntezie białka in vivo.
2) Aldehyd mrówkowy w odpowiednim stężeniu zapobiega łączeniu się 
cząstek 30S i 70S. Uważa się, że jest to spowodowane blokowaniem wol­
nych grup aminowych adeniny, guaniny i cytozyny. Pozwala to przy­
puszczać, iż cząstki 30S i 50S mogą łączyć się za pomocą swoistych wią­
zań wodorowych pomiędzy zasadami nukleotydowymi. Rola jonów mag­
nezu i poliamin polegałaby w konsekwencji głównie na neutralizacji ła­
dunków na sąsiadujących grupach fosforanowych.

Ostatnio O c h o a  i W e i n s t e i n  (167) sugerują inny punkt zacze­
pienia dla sperminy w układzie syntetyzującym białko. Autorzy ci sto­
sowali układ bezkomórkowy pochodzący z białaczkowych komórek my­
szy linii L 1210, jako mRNA służył poliU, zaś miernikiem syntezy białka 
było włączanie do polipeptydu 14C-fenyloalaniny. W układzie tym sper­
mina w stężeniach od 10_6M do 10~4M zwiększała włączanie fenyloala- 
niny. Natomiast w obecności sperminy w stężeniu 2*10“4M synteza poli­
peptydu była dwukrotnie wolniejsza. Ochoa i Weinstein stwierdzili na­
stępnie, że w układzie nie zawierającym sperminy zwiększenie stężeń
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poliU, sRNA lub mikrosomów powyżej stężeń optymalnych powoduje 
zwolnienie włączania fenyloalaniny. W układach zawierających sperminę
0 stężeniu hamującym 2*10~4M zwiększenie stężenia poliU lub sRNA osła­
bia hamujący wpływ sperminy. Natomiast równoważne ilości mikroso­
mów (zawierające równe ilości RNA) nie znoszą hamującego działania 
sperminy. Tak więc wydaje się, że spermina działa na mRNA i sRNA, 
ale nie na RNA mikrosomów. Nie wykluczono jednak możliwości iż sper­
mina łączy się łatwiej z mRNA i sRNA i w ten sposób wyłączona zostaje 
możliwość jej reagowania z mikrosomami. Zgodnie ze współczesnymi po­
glądami na syntezę białka poszczególne cząsteczki sRNA przyłączają się 
do określonych kodonów mRNA za pomocą wiązań kodonowych. Można 
oczekiwać, iż zobojętnienie lub przesłonięcie reszt fosforanowych sRNA
1 mRNA zwiększy stabilność wiązań kodonowych. To mogłoby zdaniem 
Ochoa i Weinsteina tłumaczyć zdolność stymulowania syntezy białka 
przez sperminę w niskich stężeniach. Natomiast spermina w wysokich 
stężeniach hamowałaby tę syntezę na skutek nadmiernej stabilizacji wią­
zań kodonowych, co zakłócałoby odczytywanie informacji z mRNA. W ar­
to dodać, iż ostatnio F r i e d m a n  i W e i n s t e i n  (60) stwierdzili, sto­
sując układ bezkomórkowy pochodzący z Bacillus stearothermophilus, że 
spermina zwiększała zdolność poliU do kodowania leucyny, izoleucyny
i seryny. Zdaniem tych autorów polikationy mogą wzmagać przyłączanie 
się sRNA do kodonów zawierających zamiast trzech tylko dwa komple­
mentarne nukleotydy. Mogłoby to być osiągane przez skuteczniejszą 
neutralizację grup fosforanowych sRNA i mRNA lub w wyniku powsta­
nia wiązań krzyżowych pomiędzy sRNA i kodonami.

Jak wynika z niniejszego przeglądu poliaminy są związkami szeroko 
rozpowszechnionymi w świecie organizmów żywych i wpływają w istotny 
sposób na przebieg wielu ważnych procesów biologicznych, odbywają­
cych się na różnych poziomach organizacji m aterii żywej. Szczególnie in­
teresujący i wymagający dalszych badań jest udział poliamin w proce­
sie odczytywania informacji genetycznej a także w regulacji syntezy 
kwasów nukleinowych i białek. Dalsze badania powinny również w yja­
śnić wpływ poliamin na podziały komórkowe oraz ich oddziaływanie ze 
strukturam i subkomórkowymi.

Na podstawie wyników przeprowadzonych dotychczas badań nie moż­
na jeszcze ustalić czy istnieje i na czym polega jednolity mechanizm bio­
logicznego działania tej grupy związków. Interesujące mogłoby być opra­
cowanie jednolitej teorii biologicznego działania poliamin w oparciu o ich 
polikationowy charakter. Należy jednak wątpić, czy wszystkie efekty dzia­
łania poliamin wyjaśnić może fakt, że są one organicznymi polikatio- 
nami.
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H ALIN A AUGUSTYNIAK*

Budowa i własności 2,5-dwuketopiperazyny

The Structure and Properties of 2,5-diketopiperazine

A vailab le data on chem istry and occurence of 2,5-diketopiperazine (DKP) are 
review ed . D espite the sim plicity  of the m olecule som e problem s of its structure 
and reactiv ity  still requiring additional research are pointed out.

Układ 2,5-dwuketopiperazyny (DKP) budził swego czasu duże zainte­
resowanie w związku z bezwodnikową hipotezą budowy białek. Obecnie 
hipoteza ta stała się nieaktualna, jednak niektórzy autorzy, m.in. S e g a 1 
(8 8 ) dyskutują nadal możliwość występowania w białkach układów DKP. 
Dotychczasowe badania nie potwierdzają tego poglądu, gdyż w białkach
o znanej strukturze nie znaleziono układów typu DKP, a sporadyczne 
doniesienia jakoby DKP ulegała działaniu enzymów proteolitycznych nie 
zostały potwierdzone. Z układem DKP spotykamy się jednak często 
w praktyce analitycznej w chemii białek. Uważa się też, że jest on bardzo 
ważnym stadium przejściowym przy syntezach aminokwasów i pepty- 
dów. Ostatnio zaś pochodne DKP stały się interesujące z uwagi na możli­
wość ich zastosowania jako antybiotyków (56, 99). Ponadto ten ciekawy 
cykliczny dwuamid stanowi często modelowy związek w badaniach nad 
strukturą amidów, chociaż liczne aspekty jego budowy oraz własności do 
dnia dzisiejszego nie są w pełni poznane i wymagają bardziej szczegóło­
wych badań.

I. Warunki tworzenia się 2,5-dwuketopiperazyn

Pierwsze doniesienie o związku prawdopodobnie będącym 3,6-dwuizo- 
butylo-2,5-dwuketopiperazyną pojawiło się w 1849 r. w pracy B o p p a  
(32) dotyczącej własności tyrozyny i leucyny wyizolowanych z hydroli­
zatów niektórych białek. Preparatykę tego związku opisali następnie 
H e ss  e (55) w 1860 r. i K o h l e r  (65) w 1865 r. Ten ostatni stwierdził, 
że przy ogrzewaniu glicyny w strumieniu HC1 powstaje DKP. Stosując 
właśnie tę metodę, otrzymano bezwodniki fenyloalaniny (43), alaniny
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(78) i sarkozyny (73). Nieco później C u r  t i u s (40) zauważył, że wilgotny 
ester etylowy glicyny spontanicznie przekształca się w DKP i ester etylo­
wy trójglicyloglicyny. B a l b i a n o  i T r a s c i a t t i  (26, 27) obserwo­
wali podobną kondensację glicyny przy ogrzewaniu jej w glicerolu. Po­
średnim produktem był ester glicerolowy aminokwasu, a głównymi pro­
duktami końcowymi — DKP i nierozpuszczalny w wodzie polimer. 
W 1901 r. F i s h e r  i wsp. (45) donosili o szczególnie łatwej cyklizacji 
estrów dwupeptydów. W porównaniu z innymi dwupeptydy zawierające 
prolinę lub hydroksyprolinę wykazują znacznie większą skłonność do 
wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji z utworzeniem układu DKP (81, 92). 
Wyraźną tendencję do tworzenia układów DKP mają zwłaszcza wolne 
estry dwupeptydów prolinowych. Przy podwyższonych temperaturach 
również same dwupeptydy wykazują znaczną tendencję do przechodzenia 
w DKP.

W dalszych badaniach stwierdzono, że pochodne DKP tworzą się łatwo 
zarówno z wolnych aminokwasów jak i z całego szeregu ich pochodnych.
I tak łatwemu, a czasem spontanicznemu przekształceniu w układy DKP 
ulegają estry aminokwasów nawet w wodnych roztworach w normalnej 
temperaturze. Nie jest to jednak regułą, gdyż estry etylowe m.in. tyrozy­
ny, alaniny, leucyny, fenyloalaniny nie przekształcają się w odpowiednie 
DKP w wodnym środowisku, chociaż takie przekształcenie jest łatwo 
osiągalne przy ogrzewaniu tych estrów w zamkniętych probówkach 
w temp. 150-180°C. Przekształcenie estrów metylowych a-aminokwasów 
z trzeciorzędowym a atomem C (np. kwasu a-amino-izomasłowego) do 
odpowiednich DKP przebiega z małymi wydajnościami (47).

Zauważono (12, 44), iż ogólnie szybkość tworzenia się DKP spada ze 
wzrostem ciężaru cząsteczkowego zarówno aminokwasów jak i podstaw­
ników estrowych, oraz że wymagana jest w takim przypadku wyższa 
tem peratura, a wydajności są mimo to niskie.

Tworzenie się DKP zamiast odpowiednich hydrazydów zaobserwowa­
no również przy działaniu hydrazyną na estry metylowe N-(trójfluo- 
ro-acetylo)-dwupeptydów (97). DKP tworzyły się z wydajnością 70-80%, 
a oczekiwane odpowiednie hydrazydy powstawały jedynie w przypadku, 
kiedy estry N-(trójfluoroacetylo)-dwupeptydów posiadały na końcu łań­
cucha zawadę przestrzenną np. grupę metylową, jak w estrze metylowym 
N-(trójfluoroacetylo)-L-walylo-L-alaniny. Podobny wpływ wywierała hy­
drazyna na aktynomycyny: B r o c k m a n n  i wsp. (34) otrzymali na tej 
drodze bezwodnik D,L-N-metylo-walylo-sarkozyny. Przy działaniu hy­
drazyną na N,N’-dwuacylowane i N,N’-dwu-(aminoacylowane)-DKP na­
stępuje transacylacja z utworzeniem odpowiedniej DKP i acylo- względ­
nie aminoacylo-hydrazydu (schemat 1). Reakcja ta może służyć do wykry­
wania grup acylowych względnie aminoacylowych w pochodnych DKP 
(21 ).
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Również laktony niektórych hydroksy-aminokwasów, np. laktony kwa­
su a-amino-Y-hydroksy-walerianowego przy dłuższym staniu w temp. po­
kojowej przekształcają się w odpowiednie DKP (46).

R
1 uCO-CH—NHR H

I IN O ,N. O
/  RHr/  \ rS  RRHC C RHC C I

+ 2NH2—NH2 -----*- | I + 2 R—NH—CH—CO—NH—NH2
C CHR C CHR

#  \  /O N O N
1 ACO—CH—NHR H

IR
Schem at 1. D ziałanie hydrazyny na N ,N ’-dw u-(am inoacylo)-D K P  (wg 21)

Wreszcie w hydrolizatach białek i peptydów układy DKP mogą poja­
wiać się jako artefakty, często zmieniające w sposób istotny wyniki analiz 
(98). O b a t a i wsp. (74) wyizolowali z kwaśnego hydrolizatu odtłuszczo­
nych strąków soji mieszane DKP, które zidentyfikowali jako pochodne 
L-izoleucylo-L-waliny. T a m u r a i wsp. (96) niedawno donieśli również
o izolacji kilku mieszanych DKP z handlowego preparatu peptonu.

Podczas hydrolizy białek rozcieńczonymi kwasami istnieje możliwość 
zmiany porządku aminokwasów w peptydach, prawdopodobnie poprzez 
odpowiednie DKP. Np. S a n g e r  i T h o m p s o n  (84) ogrzewając gli- 
cylo-walinę w rozcieńczonym kwasie solnym w temp. 110°C stwierdzili 
jej częściową przemianę w walilo-glicynę.

Przy preparatywnym otrzymywaniu DKP wychodzi się najczęściej 
z wolnych aminokwasów bądź dwupeptydów. Symetryczne dwuketopi- 
perazyny otrzymuje się łatwo ogrzewając odpowiedni aminokwas w gli­
cerolu bądź w glikolu etylenowym (85, 90). Mieszane DKP otrzymuje się 
przeważnie z odpowiednich dwupeptydów przez ogrzewanie ich roztworu 
lub zawiesiny w glikolu etylenowym w temp. 170-180°C (76, 85), względ­
nie przez ogrzewanie odpowiednich dwupeptydów powyżej ich tem pera­
tury  topnienia (53).

Jak wspomniano, w praktyce analitycznej w chemii białek i amino­
kwasów pojawianie się DKP jest często źródłem błędnej interpretacji 
wyników. Z jednej strony DKP mogą powodować obniżenie oznaczanych 
ilości tych aminokwasów, z których się utworzyły, a z drugiej prowadzić 
do podwyższenia innych, gdyż ewentualnie powstałe dwupeptydy mogą 
być mylnie oznaczane jako aminokwasy. Ponadto z DKP mogą się two­
rzyć w warunkach kwaśnej hydrolizy nie poznane bliżej pochodne (praw­
dopodobnie kondensaty pośrednich produktów hydrolizy układów DKP), 
które reagują z ninhydryną w sposób typowy dla aminokwasów, choć sa­
me DKP nie tworzą z ninhydryną barwnych produktów (25). Powstałe
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związki o układzie bezwodnikowym można na chromatogramach wybar- 
wić metodą R y d o n a - S m i t h a  (80), a w roztworach przy pomocy 
kwasu pikrynowego w środowisku alkalicznym lub meta-dwunitroben- 
zenu (87). Ilościowo oznacza się DKP mierząc przyrost ekstynkcji kom­
pleksów miedziowych przed i po hydrolizie tych układów DKP. W ten 
sposób określono np. ilości DKP w produktach polikondensacji estrów 
a-aminokwasów, gdzie tworzą się one obok linearnych polipeptydów (76, 
77). Wyraźnie jednak odczuwa się brak specyficznej i prostej metody 
w ykrywania i ilościowego oznaczania tych układów, tym bardziej, że mo­
żliwość powstawania DKP podczas hydrolizy białek lub peptydów w y­
maga sprawdzenia ich obecności w hydrolizacie.

II. Budowa 2,5-dwuketopiperazyny

DKP była pierwszym krystalicznym peptydem badanym przy pomocy 
promieni X (39). Badania te wykazały, że jest ona płaskim heksagonem 
(z wyjątkiem atomów wodoru grup metylenowych), a kąty pomiędzy 
wiązaniami wynoszą 120°+3°. Skrócenie odległości CH2-N do 1,41 A 
i CH2-C do 1,47 A w porównaniu z normalnymi wartościami dla wiązań 
pojedynczych (1,47 A i 1,54 A) C o r e y  przypisuje hiperkoniugacji (38). 
Długość wiązania 0 =  0 (1,25 A) i C-N (1,33 A) również świadczą o mezo- 
merii układu amidowego (I). ^

HN---- C =  0  ^ -  HN =  C —  0 U

/ ° H
—  C —  NH — c

—
amidowa Forma im i  nowa

( Laktamowa) (laktimowa)
n

H O H R'
N ---- N ------------------------------------ C/

R R' R ^
.c is ' „trans"

III

W przypadku P-glicyloglicyny długość wiązania C =  0  wynosi 1,23 A,
O

a C-N 1,29 A; kąty pomiędzy wiązaniami c  wynoszą 125° (28). Dla
^ N

acetamidu średnia długość wiązania C = 0  przybiera natomiast wartość 
1,28 A. Dla amidów w ogóle przyjm uje się średnią długość wiązania 

°
N-C jako 1,36 A (89). Jak więc widać w DKP odpowiednie odległości
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są znacznie krótsze niż w normalnych lub w N-podstawionych amidach. 
Łącznie z symetrycznością kątów pomiędzy wszystkimi wiązaniami 
w pierścieniu i płaską budową DKP wydaje się to przemawiać za znacz­
nym sprzężeniem typu aromatycznego w tym związku. W przeciwieństwie 
do kryształów aminokwasów, kryształy DKP są bardzo proste, co jest

wynikiem geometrycznej prostoty cząsteczki. Pomiędzy grupami ^ N H
a atomami tlenu istnieją wiązania wodorowe o długości 2,85 A, które 
układają cząsteczki DKP w płaskie równoległe łańcuchy lub wstęgi. 
Przylegające łańcuchy są utrzymywane przy pomocy sił Van der Waalsa 
(39). Komórka Bravais dla kryształów DKP zawiera 2 cząsteczki, które 
nie są powiązane wiązaniami wodorowymi, stąd wibracje siatki krysta­
licznej mają niskie częstości (91).

, T a b 1 i c a 1

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

CH2CO-NH2 (CH2CO-ND)2 Interpretacja

V0
1690

vc
1657

Vo
1675

vc
1639 C—O drg. rozciągające

1443 1450 NH drg. zginające w płaszczyźnie

1340 1383 1349 1381 C-N drg. rozciągające i C-CH2 drg. rozciągające

1232 1195 N-D drg. zginające w płaszczyźnie i N-CH2 drg. 
rozciągające

1075 1056 N-CH2 drg. rozciągające i C = 0  drg. zginające 
w płaszczyźnie

970 1010 N-CH2 drg. rozciągające i N-D drg. zginające 
w płaszczyźnie

910 892 C-CH2 drg. rozciągające, C = 0  drg. zginające w 
w płaszczyźnie i C-N drg. rozciągające

887 812 C-CH drg. rozciągające i N-D drg. zginające w 
płaszczyźnie

806 728 780 720 CH2-C-N drg. deform. i C-N-CH2 drg. deformacyj- 
ne

449 403 446 401 C = 0  drg. zginające w płaszczyźnie i N-CH2 drg. 
rozciągające

DKP była obiektem licznych badań spektroskopowych w podczer­
wieni. Miały one na celu pełną interpretację widma tego związku i jego 
deuterowanej pochodnej — a więc przypisanie poszczególnych pasm ab­
sorpcji określanym typom drgań, oraz ustalenie, która z możliwych form
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tautomerycznych dominuje w określonych warunkach. Chodziło więc 
również o ustalenie, czy DKP tworzy trwałe formy enolowe i czy w ią­
zanie podwójne w ewentualnym enolu jest umiejscowione pomiędzy 
C i N czy też pomiędzy dwoma atomami C. Rozwiązanie pierwszych 
z wyżej wymienionych zagadnień zawdzięczamy głównie pracom uczo­
nych japońskich (49, 70, 71, 91). DKP służyła w ich badaniach jako mode­
lowa substancja przy analizie wzajemnego oddziaływania drgań rozcią­
gających wiązań C = 0  i C-N oraz drgań zginających grup NH. Ponadto 
badacze ci dążyli do określenia położenia pasm grupy cis amidowej. 
Oprócz preparatów DKP krystalizowanych z wody stosowano również 
próbki krystalizowane z DzO. Badania te, oraz inne doprowadziły do peł­
nej charakterystyki widma DKP w podczerwieni, przy czym na podkreś­
lenie zasługuje fakt, że częstości drgań obliczone dla poszczególnych wią­
zań dosyć dobrze zgadzały się z wartościami wyznaczonymi doświadczal­
nie. Charakterystyczne pasma absorpcji DKP są przedstawione w tabli­
cy 1 .

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

Mimo że tautomerycznej odmiany iminowej nie wydzielono, udało się 
stwierdzić dla podstawionych amidów zahamowanie swobodnego obrotu

O
wokół wiązania N-C i w  konsekwencji ich występowanie w formach 
cis i trans (III).

Na podstawie wielu prac dotyczących widm w podczerwieni mono- 
podstawionych amidów ustalono, że grupy CO-NH trans wykazują I pasmo 
amidowe przy 1650 cm—1 i II przy 1550 cm-1 , podczas gdy grupy CO-NH 
cis tylko I pasmo amidowe. W widmie DKP w której występuje układ 
cis, pasmo to leży przy 1690 cm-1, a w związku deuterowanym przy 
1675 cm - 1  (70). 70Vo energii potencjalnej tego pasma jest związane z drga­
niami rozciągającymi wiązania C =  0 , a więc udział drgań rozciągających 
wiązania C-N, a szczególnie drgań zginających wiązania N-H w tym paś­
mie jest nieznaczny (71).

G rupy cis i trans amidowe wykazują również absorpcję odpowiednio 
przy 3200 cm - 1  i 3100 cm—1 oraz przy 3300 i 3100 cm - 1  (70). D a r m o n  
i wsp. (42) przypisują pasma przy 3060 cm- 1  i 3100 cm- 1  drganiom roz­
ciągającym grup vNH amidów cyklicznych (np. w y butyrolaktamie, 
3,3,6,6-tetrametylo 2,5-dwuketopiperazynie) w fazie skondensowanej. Te 
dwa pasma powstały z cis konfiguracji grup CO-NH. Znikają one w roz­
cieńczonym CC14, gdzie nie ma możliwości wiązań wodorowych, natomiast 
pojawia się pasmo przy 3420 cm-1. M i z u s h i m a  (72) na przykładzie 
5-walerolaktamu, s-kaprolaktamu i DKP przypisuje cis konfiguracji pas­
ma przy 3210—3240 cm.—1 i 3070 cm-1. B e l l a m y  (29) zwraca uwagę 
na pasmo przy 3175 cm—1 występujące w widmie laktamów, w których
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istnieje możliwość powstawania wyłącznie układów cis amidowych. F u- 
k u s h i m a  i wsp. (49) zajmując się określeniem normalnej wibracji DKP 
i jej deuterowanej pochodnej, określili położenie tzw. pasm cis amidowych
I, II, III i IV przy następujących częstościach:

1690 cmH 1 — cis amidowe pasmo I
1443 „ — „ „ „ II
1340 „ — „ „ „ III
449 „ — „ „ „ IV

Przy deuterowanej pochodnej położenie pasm cis amidowych I, III i IV 
nie ulega dużym zmianom, przesunięte jest jedynie pasmo cis amidowe II 
(silnie sprzężone z drganiami rozciągającymi C-N i C-C występującymi 
przy 1195 i 812 cm-4 ).

Widmo elektronowe DKP w H20  wykazuje maksimum przy 1850 A. 
H a m i wsp. (54) przypisują je addytywnej absorpcji obu grup CO-NH. 
Porównując to pasmo z odpowiednimi pasmami widma dwupeptydów 
łańcuchowych, autorzy zauważyli mniejszą intensywność absorpcji DKP, 
co próbują wytłumaczyć skręceniem wiązania N-H poza płaszczyznę grup 
CO-N wynikłą z utworzenia pierścienia. S a i d e 1 badając absorpcję 
wiązania peptydowego w UV (82) porównywał widmo DKP w H20  z wid­
mami glicyny i poliglicyny i stwierdził, że jest ono różne od widma gli­
cyny o równoważnym stężeniu (podobna prawidłowość występuje w przy­
padku alaniny i jej bezwodnika (83)).

Badania spektroskopowe mające na celu wyjaśnienie możliwości pow­
stawania enolowych form DKP nie doprowadziły jeszcze do wyciągnię­
cia ostatecznych konkluzji. Wiadomo, że forma ketonowa ugrupowania 
amidowego charakteryzuje się znaczną energią rezonansu, forma enolo- 
wa (laktimowa) posiada jednak korzystniejsze warunki dla aromatycznego 
sprzężenia wiązań podwójnych wewnątrz pierścienia, z czym wiąże się 
również znaczna energia rezonansu. Obecność azotu, którego wolna para 
elektronów stwarza różne możliwości oddziaływań wewnątrzcząsteczko- 
wych wpływa na złożoność krzywych absorpcji. Porównując widma DKP 
i jej 3,3,6,6-tetrametylowej pochodnej w rejonie 3571—2778 cm“ 1 K e 11- 
n e r  (61) wykazuje duże podobieństwo cech obu tych substancji. Ten 
fakt oraz brak pasma -OH przy 3485 cm - 1  a także pasma grup =CN 
przy 3090 cm - 1  i 3030 cm - 1  wskazuje wg niej, że DKP w stanie k ry­
stalicznym występuje w formie ketonowej. Wykluczając możliwość 
istnienia formy enolowej o wiązaniach podwójnych pomiędzy atomami 
C (enol C=C), autorka dopuszcza jednak nieznaczny udział enolu ty ­
pu N =  C w widmie formy ketonowej DKP. S h i b a t a  i wsp. (90) na 
podstawie swych badań spektroskopowych dochodzą do wniosku, że rów­
nież w roztworach wodnych DKP, N,N-dwumetylo- i 3,6-dwumetylo- 
-2,5-dwuketopiperazyna występują w formach ketonowych.
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Często o równowagach tautomerycznych związków decyduje pH roz­
tworu, wpływając tym samym na widoczną zmianę położenia względnie 
intensywności poszczególnych pasm absorpcji. W przypadku DKP S a i- 
d e 1 (82) stwierdza, że zmiany pH mają mały wpływ na widmo elektro­
nowe tego związku.

Ciekawe są wyniki badania struktury  wolnych rodników DKP wytwo­
rzonych pod wpływem naświetlania promieniami X. L i n  i wsp. (6 8 ) 
proponują strukturę wolnego rodnika (IV/) przedstawioną na str. 104. 
Zauważyli oni występowanie znacznej gęstości niesparowanego elektronu 
przy węglu C4 i przyjmują, że rodnik tworzy strukturę w której wolny 
elektron łączy orbitale n obejmujące atomy C2 N3, C4 i Os (V).

III. Problem enolizacji 2,5-dwuketopiperazyny

Budowa cząsteczki DKP sugeruje możliwość występowania tego związ­
ku w wielu enol owych formach tautomerycznych. Nad otrzymaniem 
i charakterystyką tych form pracowano od dawna. W 1926 r. A b d e r ­
h a l d e n  i wsp. (2, 3, 4) opisali metodę otrzymywania jednej z takich 
form, polegającą na ogrzewaniu DKP z tyrozyną w glicerolu w tempe­
raturze 200°C, lub samej DKP w anilinie, względnie glicyloglicyny w dwu- 
fenyloaminie. Autorzy ci podawali, że przejście formy ketonowej w eno- 
lową nie zachodzi ilościowo. Otrzymanie nienasyconej formy N,N’-dwu- 
metylo-2,5-dwuketopiperazyny, która miała własności podobne do formy 
enolowej DKP, miało być wg A b d e r h a l d e n a  i wsp. (4) dowodem, 
że powyższymi metodami otrzymano enol typu C =  C, tym bardziej, że 
w porównywalnych warunkach nie udało się autorom otrzymać takiej 
formy z 3,3,6,6-tetrametylo-2,5-dwuketopiperazyny (10). Ponieważ uzy­
skane wyniki wydawały się szczególnie interesujące w związku z panu­
jącą wówczas hipotezą budowy białek, autorzy starali się potraktować 
zagadnienie szerzej. W kolejnych pracach (5, 8 ) donieśli oni o otrzymaniu 
enolowej formy bezwodnika leucynowo-glicynowego, który scharakte­
ryzowali badając szybkość jego hydrolizy oraz syntetyzując jego mety­
lową pochodną. Donieśli także o otrzymaniu enolowej formy 3,6-dwume- 
tylo-2,5-dwuketopiperazyny, wychodząc z estru etylowego alaniny (4). 
Enolową formę DKP przekształcili również w dwupeptyd, wykazujący 
jakoby nienasycony charakter (5). Poczynili także pewne obserwacje nad 
własnościami otrzymanych ,,enoli”. I tak: forma enolowa DKP była łat­
wiej rozpuszczalna w HzO, silniej adsorbowała się na węglu aktywnym, 
przy 90-100°C przechodziła w formę ketonową, szybciej się rozkładała, 
przy rozpadzie zachowując się inaczej niż forma ketonowa. Ulegała także 
z dobrą wydajnością reakcji ozonolizy, miała wyższy współczynnik re­
frakcji oraz tworzyła z łatwością eter metylowy (3, 5, 6 , 8 , 9, 18). Dzia­
łaniem kwasu benzoesowego na enolową formę Abderhalden i wsp. otrzy­
mali jednopodstawioną pochodną benzoilową (4). Nawet trudności w izo­
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lacji z hydrolizatów białkowych optycznie czynnych aminokwasów bez 
domieszek form racemicznych A b d e r h a l d e n  i wsp. (5) tłumaczyli 
występowaniem form enolowych w łańcuchach polipeptydowych. Stoso­
wane przez nich testy barwne obejmowały reakcje z KM n04, reakcję 
ksantoproteinową, reakcję z czteronitrometanem oraz z kwasem pikry- 
nowym. W przypadku tej ostatniej reakcji charakterystycznej dla ukła­
du bezwodnikowego, A b d e r h a l d e n  i wsp. (1) przystosowali dla DKP 
metodę S a s a k i (87).

Duża labilność form enolowych, niedoskonałość stosowanych reakcji 
barwnych, brak danych o przeprowadzeniu pewnych podstawowych re­
akcji, lub też niezbyt dokładne ich opisanie sprawiło jednak, że wyniki 
osiągnięte przez Abderhaldena i wsp. budziły i budzą dużo wątpliwości.

W następnych latach oprócz pracy B o t w i n n i k a  i wsp. (33), któ­
rzy donosili, że otrzymali również formę enolową metodą ogrzewania 
z aniliną, nie było publikacji mówiących o otrzymaniu tej formy DKP 
metodą opisaną przez Abderhaldena i wsp.. Botwinnik i wsp. wykazali 
nienasycony charakter otrzymanej pochodnej DKP poprzez „utlenienie” 
wiązania podwójnego kwasem nadbenzoesowym. Ciekawe, że K e l l n e r  
(61), która w 1937 r. zajmowała się tautomerią DKP, nie badała prepa­
ratu  enolu DKP opisanego przez Abderhaldena i wsp. Ostatnio A u g u ­
s t y n i a k  i wsp. (25) ponownie badając niektóre własności DKP, pró­
bowali uzyskać preparat formy enolowej metodą Abderhaldena i wsp.. 
Dokładne spektroskopowe badanie produktów otrzymanych wyżej wy­
mienioną metodą doprowadziło do stwierdzenia, że nie są to formy eno- 
lowe tego bezwodnika. Wydaje się, że metoda Abderhaldena i wsp. w na j­
lepszym razie prowadzi do powstania mieszaniny różnych pochodnych 
DKP nie będących jednak formami enolowymi.

IV. Własności chemiczne 2,5-dwuketopiperazyny

W latach 20-tych pojawiło się wiele prac A b d e r h a l d e n a ,  K a r -  
r e r a ,  G r a n a c h e r a  i innych (11, 13, 16, 17, 19, 37, 47, 51, 52, 58, 59, 
60, 69, 75, 79, 8 6 ) poświęconych reaktywności DKP, oraz metodom otrzy­
mywania i własnościom jej pochodnych. Pomimo jednak obszernej litera­
tury  na ten temat, cały szereg reakcji nie jest wyjaśnionych i nie w pełni 
poznana została budowa wielu z otrzymanych pochodnych. I tak np. 
A b d e r h a l d e n  i wsp. (7) donosili w 1924 r. o otrzymaniu działaniem 
chlorku tionylu na DKP ciekawego połączenia o wzorze C4N2OH2CI3 , 
którego struktura dotychczas nie została ostatecznie wyjaśniona. Podob­
nie nie jest ustalona budowa związku zawierającego fosfor, a otrzymanego 
przez G a w r i ł o w a  i wsp. (51) w wyniku działania PC15 na DKP. 
Wydaje się, że dalszych badań wymagają także proponowane (schemat 2) 
przez A k im  o w ą  i wsp. (20) i P i ę t r o w ą  i wsp. (75) mechanizmy 
opisanej wcześniej (30, 36) reakcji pomiędzy DKP a aminami, gdyż autorzy
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U w aga: w e w zorze IV pow inno być C?—
/
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ci niedostatecznie szczegółowo podali charakterystykę wyizolowanych 
produktów pośrednich postulowanych reakcji.

W yjaśnienia wymagają także różnice w zachowaniu się soli srebro­
wych DKP wobec różnych czynników. Sole srebrowe DKP były stoso­
wane przez K a r r e r a  i wsp. (52, 58, 59, 60) jako substancje wyjściowe 
przy otrzymywaniu szeregu innych pochodnych DKP. Przy działaniu na 
sól srebrową jodkiem metylu, K arrer i wsp. otrzymali z 50% wydajnością 
N,N’-dwumetylową pochodną DKP, jednak reakcja z chlorkiem benzylu 
miała całkowicie inny przebieg i prowadziła do utworzenia się dwuben- 
zylowego eteru 2,5-dwuhydropirazyny (Via).

Substancja ta reagując z jodkiem metylu dawała N,N’-dwumetylo-2,5- 
-dwuketopiperazynę. Po hydrolizie kwasem siarkowym otrzymano z niej 
glicynę i alkohol benzylowy. Związek VI może występować w dwóch 
postaciach tautomerycznych Via i VIb. Autorzy na podstawie otrzym a­
nych produktów rozpadu i zachowania się w kwaśnym środowisku oraz 
w oparciu o inne obserwacje uważają, że związek posiada raczej strukturę 
przedstawioną wzorem Via, jednak ostateczne rozstrzygnięcie wymaga 
dalszych dowodów doświadczalnych.

Alkilowaniem DKP zajmował się również G r a n a c h e r  i wsp. (52). 
Opisał on otrzymywanie z dobrą wydajnością N,N’-dwubenzylopochod- 
nych DKP i udowodnił budowę uzyskanego preparatu reakcjami roz­
padu z utworzeniem chlorowodorku N-benzyloglicyny, wrażliwością 
wobec kwasów, a także otrzymaniem N,N’-dwuarylopchodnych. Opisał 
również preparatykę N,N’-dwubenzylopochodnych wyższych homologów 
bezwodnika glicyny — alaniny i leucyny.

Ostatnio A u g u s t i n  (24) doniósł o nowych interesujących synte­
zach pochodnych DKP podstawionych na azocie. Substancją wyjściową 
do tych syntez była N,N’-dwuchlorometylo-2,5-dwuketopiperazyna, gdyż 
jak wynikało z prac C h e r b u l i e z  i wsp. (37) oba atomy chloru są bar­
dzo aktywne. Podstawienie ich fenolem, o-krezolem, p-krezolem, a-nafto- 
lem w reakcji Friedla-Crafftsa dawało z wysoką wydajnością (rzędu 
60-95%) całkowicie nierozpuszczalne w wodzie N,N’-dwu(o-hydroksy- 
arylometylo)-2,5-dwuketopiperazyny. Przez wprowadzenie grupy sulfono­
wej do arylowego podstawnika Augustin otrzymał związki łatwo roz­
puszczalne. Z prac K a r r e r a  i wsp. (58, 59, 60) wynikało, że z soli 
srebrowej DKP można otrzymać pochodne podstawione zarówno na azo­
cie jak i na tlenie. Takie rezultaty mogą być wynikiem występowania 
soli srebrowej w dwóch postaciach (Vila i VIIb).

Sprawa soli srebrowych wiąże się z ogólnym problemem tworzenia 
soli przez DKP. Dokładna struktura tych połączeń nie jest znana, ale 
prawdopodobnie jest taka sama jak soli amidów. Amidy nie posiadają 
wyraźnego charakteru kwaśnego ani zasadowego i w odpowiednich w a­
runkach mogą tworzyć sole amidoniowe z kwasami (Villa, Vlllb), wzglę­
dnie sole metaliczne (IXa i IXb).
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W przypadku mocznika udowodniono (64), że jego kation w solach 
z silnymi kwasami ma strukturę (X).

W pewnych przypadkach (z niektórymi anionami np. PtC l6) możliwe 
jest utworzenie się soli „nienormalnej”, w której kation ma strukturę 
przedstawioną wzorem XI.

O H
// 1 

R—C —N— R' 1

©

xe
0

R — C —  NR3■X—
1 i_

Villa VlIIb

R —  C
O

\ R — C
HN— Me

O — Me

IXa
n HN
IXb

H

' W '
v

n h 2

n h 2

h 2n

X C =  0 .....H ......0 = C /
NH2

h 2n \n h 2

XI

R — C A§ R — C
O

\N  —  Ag 

H
XII

W przypadku DKP łatwiej tworzą się związki addycyjne, niż sole
o charakterze jonowym. I tak, jak wykazała A s a h i n a (23) przy otrzy­
mywaniu soli srebrowych DKP tworzy się również przejściowy produkt 
addycyjny, który można wyizolować. Właściwa sól srebrowa, opisana po 
raz pierwszy przez C u r t i u s a  i G o e b l a  (41), byłaby końcowym 
produktem następującej reakcji.

2C4H6N20 2 +  N 03A g---‘~ A g N 0 3
NH3

,-C4H6N20 2 s.
- NOsAg." AgNOs

••c4h 6n 2o 2 •’

Ag(C4H4N20 2) Ag +  C4H6N20 2 +  2NH4N 0 3 

Schem at 3. P ow staw anie soli srebrow ych D K P (wg 23)

Solą srebrową DKP zajmował się również L e n o r m a n t  (6 6 , 67) 
w badaniach nad strukturą amidów i analizą widm w podczerwieni w ią­
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zania peptydowego. Uważa on, że pochodne srebrowe podobnie jak i r tę ­
ciowe (które w przeciwieństwie do innych pochodnych metalicznych są 
trwałe w wodzie i łatwe do wyizolowania), oprócz możliwości dawania 
jonów, tworzą również wiązania koordynacyjne. Przyjm uje on istnienie 
równowagi przedstawionej wzorem XII.

W przypadku przewagi formy jonowej w widmie w podczerwieni 
w ystępuje pasmo przy 1560 cm-1 , a w przypadku przewagi formy kowa- 
len tn e j— przy 1667 cm-1 . L e n o r m a n t  donosi również, że DKP 
tworzy w wodnych alkalicznych roztworach pochodne sodowe, trw ałe 
przy nadmiarze kationu sodowego. W widmie w podczerwieni takiej po­
chodnej występuje tylko pasmo przy 1560 cm-1. Według Lenormant inten­
sywność pasm przy 1667 i 1560 cm- '1 zależy również od charakteru pod­
stawników na azocie np. pasmo przy 1560 cm - 1  występuje przy podsta­
wnikach silnie dodatnich, podczas gdy jest ono nieobecne przy podstaw­
nikach silnie elektroujemnych.

W trakcie własnych badań (25a) określono widmo w podczerwieni ad­
dycyjnego połączenia srebrowego oraz właściwej soli srebrowej i pochod­
nej sodowej DKP.

Pierwsze zawiera pasma charakterystyczne dla AgN03 jak i dla DKP. 
W widmie właściwej soli srebrowej brak pasma przy 1560 cm-1 , silnie za­
znacza się natomiast pasmo przy 1667 cm-1. Przy przyjęciu wyników 
uzyskanych przez Lenormant za poprawne wskazywałoby to, że srebro 
wiąże się z cząsteczką DKP raczej koordynacyjnie.

W przypadku pochodnej sodowej badania elektroforetyczne i spek­
tralne w podczerwieni wykazały, że w warunkach opisanych przez Le­
normant „pochodna sodowa DKP”, jak należało oczekiwać (48), jest w rze­
czywistości solą sodową glicyloglicyny.

W pracach nad poznaniem chemizmu DKP stosunkowo mało uwagi 
poświęcono reakcjom redukcji. A b d e r h a l d e n  i wsp. (14, 15) opisali 
redukcję DKP i niektórych jej pochodnych sodem we wrzącym alkoholu. 
Otrzymali oni jednak tylko 20% spodziewanej ilości piperazyny, a oprócz 
tego szereg innych produktów. Przyczyną otrzymania małej ilości pipera­
zyny było prawdopodobnie alkaliczne środowisko powodujące hydrolizę 
DKP. Większe wydajności otrzymał G a w r i ł o w  (50), który zastoso­
wał redukcję elektrolityczną. Ostatnio L a n g e b e c k  i wsp. (65) ponow­
nie podjęli ten temat zachęceni pracami S t o 11 a i wsp. (93), którzy 
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-dwuketopiperazynę do odpowiednich pipera­
zyn z wydajnością 38-62%, jednak dopiero po 165 godzinach ogrzewania
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w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Pochodne aromatyczne (np. 
bezwodniki histydyny, tyrozyny, fenyloalaniny) nie ulegają w tych wa­
runkach redukcji.

Jak  widać z powyżej przedstawionych wyników układ DKP jest sto­
sunkowo odporny na redukcję, a niskie wydajności otrzymywanych po­
chodnych piperazyny wskazują na wielokierunkowość przebiegających 
reakcji.

V. Uwagi końcowe

Dane dotyczące występowania DKP w organizmach żywych są skąpe 
i pojawiają się raczej sporadycznie. Niektórzy badacze ( V i n i n g  (100) 
uważają, że DKP są naturalnym i metabolitami mikroorganizmów, stano­
wiąc pośrednie ogniwa w biosyntezie metabolitów zawierających pierś­
cień 2,4-pirazyny. J o h n s o n  i wsp. (57) donieśli m.in. o izolacji bez­
wodnika L-leucynowo-prolinowego z bliżej nieokreślonego szczepu Strep- 
tomyces. Ponieważ bezwodnik ten występuje tylko w przefermentowa- 
nym podłożu, autorzy skłonni są uważać to połączenie za naturalny m eta­
bolit. Również szczep Streptomyces noursei jak wykazali V o n d r a ć e k  
i wsp. (101) oraz B r o w n  i wsp. (35) produkuje pochodne DKP. Znale­
ziono tam: 3-benzylideno-6-izobutylideno-2,5-dwuketopiperazynę, 3,6- 
-dwubenzylideno-2,5-dwuketopiperazynę, 3-benzylo-ć>-benzylideno-2,5- 
-dwuketopiperazynę i 3,6-dwubenzylo-2,5-dwuketopiperazynę. S t o l i  
i wsp. (94) badając alkaloidy sporyszu znaleźli w nich również układ DKP. 
K i b r i c k  i wsp. (62) donieśli niedawno o znalezieniu w moczu ludzkim 
DKP-propylohydroksyproliny. Z układem DKP spotykamy się też w wielu 
innych związkach pochodzenia naturalnego (31, 95).

Obecnie DKP budzi zainteresowanie głównie ze względu na zastoso­
wanie przy otrzymywaniu cyklicznych depsypeptydów (2 2 ), oraz przy 
syntezie antybiotyków (56, 99). Można bowiem oczekiwać, że pewne po­
chodne tego cyklicznego peptydu będą posiadały własności antybakte- 
ryjne.

Pomimo prostoty budowy DKP, jej chemizm — jak wynika z powyż­
szego przeglądu — nie jest dokładnie poznany. Wiele pochodnych DKP 
zdołano otrzymać syntetycznie, niektóre z nich wymagają jednak dalszych 
badań w celu jednoznacznego ustalenia ich budowy. To samo dotyczy 
problemu przypuszczalnego występowania DKP w formie enolowej (imi- 
nolowej). Wyniki uzyskane przez A b d e r h a l d e n a  w tym zakresie są 
mało przekonywujące. Skąpe i niejednoznaczne są też dane dotyczące 
redukcji układu DKP jak również tworzenia przez DKP soli. Mało po­
znany jest mechanizm kwasowej hydrolizy DKP.

Mimo, że DKP była szeroko wykorzystywana w badaniach spektrosko­
powych w podczerwieni jako związek modelowy, znane jest dotychczas 
widmo tej substancji tylko jako ciała stałego. Bardzo wskazane byłoby
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przeprowadzenie podobnych badań tego związku w postaci roztworu 
w różnych rozpuszczalnikach. Dotychczas brak także dostatecznych da­
nych dotyczących wpływu pH na widmo DKP w UV, a byłoby to po­
mocą w pracach nad otrzymaniem ewentualnych enoli tego związku.
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III Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych 
Warszawa, 4— 7 kwietnia 1966 roku

Na Zebraniu Rady Federacji Europejskich T ow arzystw  B iochem icznych (Federa- 
tion of European B iochem ical Societies) w  W iedniu, w  kw ietn iu  1965 roku zapadła  
uchw ała o pow ierzeniu Polskiem u T ow arzystw u B iochem icznem u organizacji III 
Zjazdu Federacji. Zgodnie ze statutem  Federacji Prezes Polsk iego T ow arzystw a  
Biochem icznego — prof. K azim ierz Zakrzew ski został Przew odniczącym  Federacji. 
Jej Sekretarzem  jest Prof. W. J. W helan (Londyn).

Poprzednie Zjazdy Federacji odbyły się w  L ondynie (m arzec 1964) i W iedniu  
(kw iecień 1965). Federacja zrzesza około dziesięciu  tysięcy  biochem ików  należących  
do 21 tow arzystw  członków  Federacji w  A ustrii, B elgii, Bułgarii, C zechosłow acji, 
D anii, F inlandii, F rancji,'H iszpanii, Holandii, Izraelu, Jugosław ii, N iem czech, N or­
w egii, Polsce, Portugalii, Szw ajcarii, Szw ecji, na W ęgrzech, W ielkiej B rytanii i w e  
W łoszech.

Program  III Zjazdu Federacji E uropejskich T ow arzystw  B iochem icznych prze­
w iduje Sym pozjum  Struktura i Funkcja E lem entów  G enetycznych, organizow ane  
przez Prof. D aw ida Shugara (W arszawa), K ollokw ium  B iochem ia M itochondriów, 
organizow ane przez Prof. E. C. Slatera (Am sterdam ) w raz z Doc. Z bigniew em  K a- 
niugą oraz Doc. L echem  W ojtczakiem  (W arszawa), K ollokw ium  B iochem ia P łytek  
K rwi, organizow ane przez Prof. Edwarda K ow alskiego (W arszawa) i Doc. Stefana  
N iew iarow skiego (Białystok), a ponadto sekcje kom unikatów  różnych. M iejscem  
obrad będzie Sala K ongresow a i inne sale Pałacu K ultury i Nauki. W czasie trw ania  
Zjazdu odbędą się dw a w ieczorne przyjęcia dla uczestników .

Do chw ili obecnej nadesłano około 500 kom unikatów  z zagranicy i ponad 100 
z Polski. Sw oje uczestn ictw o zgłosiło ponad 2000 biochem ików  z zagranicy i około  
500 z kraju. W iele firm  zgłosiło sw ój udział w  w ystaw ie aparatury i sprzętu labo­
ratoryjnego, która będzie m iała m iejsce w  Pałacu K ultury i N auki w  czasie trw a­
nia Zjazdu. Są to m.in. MSE, LKB, B eckm an, W hatm an, Eureka, U nipan, Reanal.

P race przygotow aw cze prowadzą następujące agendy: K om itet N aukow y (Prze­
w o d n iczą cy — Prof. Józef H eller, Sekretarz — Dr Zofia Lassota), K om itet O rgani­
zacyjny (Przew odniczący — Prof. K azim ierz Zakrzewski, Sekretarz — Dr T. K łopo­
tow ski), K om itet R edakcyjny (Przew odniczący — Dr K rzysztof M urawski), Biuro  
Zjazdu (K ierow nik — Dr Stan isław  L ew ak). A dresem  dla korespondencji Zjazdu  
jest w  zasadzie adres Sekretariatu III Zjazdu FEBS, W arszawa 40, ul. Freta 16.

Sekretariat apeluje do w szystk ich  członków  T ow arzystw a, szczególn ie tych, 
którzy w ładają b iegle obcym i językam i o zgłaszanie się do pracy w  organizacji 
Zjazdu.
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M ARIA M. JEŻEWSKA*, T. SAW IC K A**

Wolne nukleotydy u zwierząt

Free Nucleotides of Some Animais

The occurence of free nucleotides in som e vertebrates and invertebrates is review ed .

Nukleotydy występujące w stanie wolnym w komórce pełnią szereg 
funkcji jako związki wysokoenergetyczne, prekursory kwasów nukleino­
wych i koenzymy w wielu procesach syntezy i z tego względu budzą co­
raz większe zainteresowanie. W biochemii porównawczej badania frakcji 
wolnych nukleotydów mają na celu przede wszystkim ustalenie i porów­
nanie jej składu ilościowego i jakościowego w różnych tkankach zwie­
rzęcia. Pozwala to wnioskować o rodzaju zachodzących w nich procesów, 
przewadze jednych procesów nad innymi, a zatem pośrednio, o roli m eta­
bolicznej danej tkanki. Drugi kierunek badań poszukuje odpowiedzi, czy 
skład nukleotydowy określonego organu czy też płynu fizjologicznego 
jest właściwy tylko dla danego gatunku zwierząt, czy też jest jednakowy 
dla większej grupy systematycznej np. przeżuwaczy czy gryzoni bądź dla 
wszystkich zwierząt. Trzeci kierunek badań zajmuje się zagadnieniem 
zmian składu nukleotydowego tkanki w zależności od jej stanu fizjolo­
gicznego i patologicznego.

Dokładniejsze badania frakcji wolnych nukleotydów prowadzone są 
dopiero od piętnastu lat. Początkowo dotyczyły one roli nukleotydów 
jako prekursorów kwasów nukleinowych, później ich roli jako koenzy­
mów. Na rozwój badań wolnych nukleotydów wpłynęło zastosowanie 
chromatografii kolumnowej. Stosowanie tej metody pozwala na rozdział 
i identyfikację znacznie większych ilości materiału niż chromatografia 
bibułowa i elektroforeza. Używając kolumn o dużych rozmiarach można 
rozdzielać ekstrakty otrzymane nawet z kilkudziesięciu gramów świeżej 
tkanki. Użycie tej metody doprowadziło do wykrycia i zidentyfikowania 
szeregu nowych związków nukleotydowych, których lista stale się zwięk­
sza.

* dr, adiunkt Zakładu B iochem ii E w olucyjnej IBB
** mgr, str. asystent Zakładu B iochem ii E w olucyjnej IBB
Spis używ anych skrótów: A ----- adenina, G — guanina, C — cytozyna, U — ura­

cyl, FA — kw as m rów kowy, Am F — m rów czan amonu

8 P ostępy B iochem ii
http://rcin.org.pl



114 M. M. JE Ż E W SK A , T. SA W IC K A [2]

Kolumnę z anionitem Dowex- 1 w celu rozdzielenia produktów hydro­
lizy kwasów nukleinowych po raz pierwszy zastosował C o h n (9) 
w 1950 r. W kilka lat później H u r l b e r t  i wsp. (14) zmodyfikowali tę 
metodę. Stosowali oni dwa układy płynów wymywających z w zrastają­
cym gradientem stężeń:
1. układ kwasu mrówkowego (H20)-^(4M FA)->-(4M FA; 0,2M,AmF)-> 

->(4M FA; 0, 4M AmF)-*(4M FA; 0,8 M AmF)
2. układ mrówczanu amonu (H20)->(1M AmF)->(2M AmF)-»(2M AmF-> 

—>-(2M AmF; 0,75 FA)
Przy pH 7-8, jakie stosuje się zwykle w ekstraktach nakładanych na 
kolumnę, nukleotydy mają ładunek ujemny. W miarę obniżania pH, ła­
dunek ten zmniejsza się i wiązanie nukleotydów przez kolumnę ulega 
osłabieniu. Przy przepuszczaniu przez kolumnę roztworu kwasu o w zra­
stającym stężeniu początkowo eluują się nukleotydy słabiej zaadsorbo- 
wane, te zaś które silniej zaadsorbowały się, są eluowane dopiero w obec­
ności soli o wzrastającym stężeniu. W pierwszych probówkach eluatu 
wodnego opuszczają kolumnę wolne zasady purynowe i pirymidynowe 
oraz ich nukleozydy, a przy gradiencie mrówczanowym — nukleotydy. 
W yjątek stanowi tu kwas moczowy, który eluuje się wraz z nukleotydami. 
Kolejność wymywania się z kolumny nukleotydów mono-, dwu- i trój- 
fosforanowych cytozyny, uracylu, adeniny i guaniny w układach kwasu 
mrówkowego i mrówczanu przedstawia schemat 1 .

Układ I
ii  AMFA -+4MFAKJLCfćCIIIC /  < 1

Stężenie AmF 0 — -+-0,2MAmF +Q4MAmF - - - - - - - - - - - - - - - ► OjBMAmF
1® C A G U

2 ® C A G U

3 ® i i A G U
Układ U

f i  » ■  IMAmf- O M  AmF ^ ¿ n A m r

Stężenie FA 0 - - - - - - - - - - - - - ► 075MFA
1 ® c  u  a  e

2 ® c U A G

3 ® U A G
Nr Nr frakcji 50 100 150 200 250

Schem at 1. K olejność elucji nukleotydów  z kolum ny D o w e x - l  (wg 14)
Układ I: kolum na 12 X 1 cm, kolba m ieszadło 250 ml, frakcje około  5 mil 

Układ II: K olum na 20 X ,1 cm, kolba m ieszadło 500 ml, frakcje 5 m l

N ukleotydy: 1 P m ono-
2 P dw u- fosforanow e
3 P trój-

C cytyd y low e  
A adenylow e  
G guanylow e  
U urydynow e
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Za pomocą tej metody rozdziela się także koenzymy urydynowe, NAD 
i NADP, IMP, GDP-mannozę, ADP-rybozę i inne, jak to widać na chro- 
matogramach otrzymanych z ekstraktów mleka (rysunek 1). Poszczegól­
ne szczyty otrzymywane podczas chromatografii kolumnowej są często 
jeszcze mieszaninami związków. W celu ich identyfikacji stosuje się re- 
chromatografię w innym układzie, chromatografię bibułową, elektrofo­
rezę, analizę spektralną, oznaczenie stosunku zasad do pentoz i fosforanu, 
reakcje enzymatyczne i inne. Przy porównywaniu ilościowych danych

Rys. 1. Chrom atogram y frakcji w olnych nukleotydów  m leka w  układzie kw asu
m rów kow ego

I — ze 100 m l krow iego m leka w  8 dniu lak tacji, II — ze 100 ml krow iego m leka w  121 dniu 
laktacji, III — ze 100 m l kobiecego m leka w  9 dniu laktacji, IV — z 60 m l k ob ylego  m leka

w  11 dniu laktacji
Frakcja A zaw iera CMP-5’ ; A ’ — kw as m oczow y; B — AMP-5’ ; C — cyk liczny  AMP i n iez id en ty ­
fikow any zw iązek; D — GMP-5’ i NADP; F — UM P-5’; G — kw as orotow y; G’ — A D P-5’; H — 
GDPM; H ’ — niezidentyfikow ane zw iązki; I — U D P -acetyloglukozoam inę i U D F -acetylogalakto- 
zoam inę; J —U D P-glukozoam inę i U D P-galaktozoam inę; K — GDP; L — UDP i U D P-kw as uronow y; 

M — n iezid en ty fik ow an e zw iązki (wg 16)

z chromatografii kolumnowej należy brać pod uwagę sposób preparatyki 
badanego materiału. W zależności bowiem od warunków ekstrakcji związ­
ków nukleotydowych udział procentowy mono-, dwu- i trój-fosforano- 
wych nukleotydów jest różny (12, 17) a szereg związków nukleotydowych 
jak np. koenzymy urydynowe może ulegać rozpadowi. Najprościej jest 
porównywać udział procentowy poszczególnych puryn i pirymidyn przyj­
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mując sumę wszystkich ich pochodnych za lOO0/». W ten właśnie sposób 
przeprowadzono poniżej fragmentaryczne porównania składu nukleoty- 
dowego tkanek różnych zwierząt.

Wolne nukleotydy u ssaków

Wolne nukleotydy w różnych tkankach ssaka. Spośród kręgowców 
najlepiej stosunkowo zbadano frakcję wolnych nukleotydów w tkankach 
i płynach fizjologicznych ssaków. W 1961 r. S c h m i t z  (24) wysunął 
hipotezę o zależności między rodzajem wolnych nukleotydów występu­
jących w tkance a jej aktywnością metaboliczną. Wyróżniał on dwa skraj­
ne typy chromatogramów jonowymiennych: typ energetyczny i syntety­
zujący, przy czym jako kryterium  tego podziału przyjął zawartość pro­
centową nukleotydów adeniny, ponieważ są one związane głównie z prze­
mianami energetycznymi. Chromatogram typu energetycznego otrzymuje 
się z mięśnia sercowego szczura: 90°/» nukleotydów stanowią tu nukleoty­
dy adeniny, głównie dwu- i trójfosforanowe, a więc bogate w energię, 
oraz NAD. Na chromatogramach typu syntetyzującego nukleotydy ade­
niny stanowią mniej niż 50% wszystkich nukleotydów tkanki, przewa­
żają zaś nukleotydy związane z syntezą — pochodne uracylu, cytozyny 
i guaniny. Tego typu chromatogram otrzymuje się np. z regenerującej 
wątroby. W wielu jednak wypadkach trudno jest określić czy dana tkan­
ka należy do typu energetycznego czy też do syntetyzującego.

Tabl i ca  1
Nukleotydy w tkankach szczura (wg 6,10)

°/o ogólnej ilości nukleotydów

fjimole na 
100 g 
świeżej 
tkanki

Nukleotydy

Tkanka
A G C

Całko­
wite

J

Koenzy-
urydyno-

we

IMP

Śledziona 556 57 13 7 22 11 1
Mózg 300 55 16 4 12 6 13
Wątroba 433 40 13 + 35 21 13
Krew 55 76 14 — 5 5 5
Gruczoł
mleczny 50 68 + + 20 + —

Najlepiej zbadany jest skład nukleotydowy poszczególnych tkanek 
u szczura (tablica 1). Poziom nukleotydów w śledzionie, mózgu i wątrobie 
szczura wynosi kilkaset umoli na lOOg tkanki (5), w mięśniach znalezio­
no 300-400 umoli ATP na lOOg (1). Udział procentowy związków adeniny 
w wolnych nukleotydach śledziony i mózgu jest podobny i wynosi powy­
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żej 50%'. W wątrobie związki adeniny stanowią tylko 40%. Udział pro­
centowy związków guaniny jest w przybliżeniu jednakowy we wszyst­
kich trzech tkankach, a także we krwi i gruczole mlecznym. Natomiast 
udział związków urydynowych różni się znacznie: w mózgu znajduje się 
ich trzykrotnie mniej niż w wątrobie, a dwukrotnie mniej niż w śledzio­
nie. Za te różnice odpowiedzialne są głównie koenzymy urydynowe, co 
wskazuje na szczególnie żywe procesy syntezy cukrowców w wątrobie. 
Związki cytozyny, biorące udział w przemianach tłuszczowych w naj­
większej ilości występują w śledzionie i mózgu. W śledzionie obok rybo- 
nukleotydów cytozyny znaleziono także dezoksyrybonukleotydy, między 
innymi dezoksy-CDP-cholinę i dezoksy-CDP-etanoloaminę (5).

Znacznie mniej nukleotydów zawierają: krew (6 ) oraz gruczoł mleko­
wy szczura (27) (tablica 1). Ilość nukleotydów jest prawie jednakowa 
w obu tych tkankach, lecz udział procentowy poszczególnych nukleoty­
dów różni się znacznie. W gruczole mlecznym uderza szczególnie duża 
zawartość adeniny i związków urydynowych, przy czym nie są to koen­
zymy urydynowe, które w spoczywającym gruczole znajdują się jedynie 
w ilościach śladowych, a ilość ich zwiększa się dopiero w okresie laktacji, 
a więc syntezy laktozy. We krwi znajduje się najwięcej związków adeny- 
lowych, z czego dużą ilość stanowią nukleotydy pirydynowe: NAD i NADP 
(około 9%). Procentowa zawartość NADP jest we krwi największa spo­
śród wszystkich omawianych tkanek. Z powyższego przeglądu można 
wyciągnąć wniosek, że poszczególne tkanki danego gatunku zwierzęcia 
mają odrębny skład nukleotydowy, zapewne w zależności od procesów, 
które w nich przeważają.

Wolne nukleotydy w analogicznych organach różnych ssaków. Porów­
nawcze badania wolnych nukleotydów przeprowadzono we krwi, mózgu 
i gruczole tarczycowym. Uderzający jest fakt, że niezależnie od gatunku 
zwierzęcia, dana tkanka zawiera tę samą w przybliżeniu ilość ogólną (lub 
sumaryczną) wolnych nukleotydów. We krwi ludzkiej i szczurzej znale­
ziono około 55 jmmoli na lOOml krwi (6 ). W mózgu szczura, myszy, świnki 
morskiej i królika w lOOg świeżej tkanki znajduje się 270-300 M-moli 
wolnych nukleotydów (1 2 ), a w gruczole tarczycowym wołu, barana oraz 
człowieka około 125 iumoli (11).

Przy tej samej jednak ogólnej ilości nukleotydów w danej tkance, 
mogą występować zależnie od gatunku zwierzęcia różnice w składzie iloś­
ciowym i jakościowym nukleotydów poszczególnych zasad purynowych 
i pirymidynowych. We krw i ludzkiej 95% ogólnej ilości nukleotydów 
znajduje się w czerwonych ciałkach krwi. Nukleotydy adeniny stanowią 
aż 87% wszystkich nukleotydów krwinek, dlatego też przed zastosowa­
niem metody rozdziału na kolumnie sądzono, że w erytrocytach wystę­
pują wyłącznie nukleotydy adeniny. We krwi szczura związki adeniny 
stanowią tylko 67% ogólnej ilości nukleotydów. Różnica w zawartości
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ATP jest jeszcze większa: we krwi ludzkiej ATP stanowi 73%, a w szczu­
rzej tylko 37°/o. Przy pomocy chromatografii kolumnowej stwierdzono, 
że we krwi szczurzej i ludzkiej oprócz mono-, dwu- i trójfosforanów 
adenozyny w ystępują także NAD i NADP, nukleotydy guaniny, uracylu 
i cytozyny w różnym stopniu ufosforylowania, IMP i urydynowe koen­
zymy. We krwi ludzkiej ilość nukleotydów nieadenylowych jest prawie 
dwukrotnie mniejsza niż we krwi szczura (6 ).

Wolne nukleotydy w tkance mózgowej porównywano u szczura, my­
szy, świnki morskiej i królika (12). U wszystkich tych zwierząt nukleotydy 
adeniny stanowią 57-65%, guaniny 10-13%', a uracylu 12-15% ogólnej 
ilości nukleotydów. Związki cytozyny i IMP występują w ilościach nie­
znacznych. W mózgu nukleotydy adeniny i guaniny występują głównie 
jako trójfosforany: np. u myszy ATP stanowi 95% wszystkich związków 
adeniny, a GTP 91% związków guaninowych. Ze związków uracylu wię­
cej niż połowa przypada na koenzymy urydynowe, zaś 1/3 stanowi UTP. 
Tkanka mózgowa badanych zwierząt ma identyczny skład jakościowy 
frakcji wolnych nukleotydów i zbliżony udział procentowy pochodnych 
poszczególnych zasad, być może dlatego, że wszystkie te zwierzęta należą 
do jednej grupy systematycznej — rzędu gryzoni.

W gruczole tarczycowym wołu, barana i człowieka (11) udział procen­
towy nukleotydów poszczególnych zasad jest podobny i wynosi dla nu­
kleotydów adeniny 45-55%, guaniny 10-12%, a uracylu 20-25%'. Pomimo 
tego stałego udziału procentowego związków poszczególnych puryn i pi- 
rymidyn w badanych tarczycach występują pewne odrębności gatunkowe. 
W tarczycy ludzkiej znaleziono CDP-cholinę, która nie występuje w ta r­
czycach zwierzęcych. W tarczycy ludzkiej występuje tylko kwas moczo­
wy, natomiast u wołu i barana znaleziono obok tego związku również 
ksantynę. Ilość ATP i GTP w stosunku do mono- i dwufosforanów ade­
nozyny i guanozyny jest znacznie wyższa w tarczycy ludzkiej niż w tar­
czycach zwierzęcych. We wszystkich badanych tarczycach występuje 
kwas adenylobursztynowy. W przypadku ludzkich tarczyc patologicznych 
udział procentowy nukleotydów nie zmienia się, a jedynie ich ogólna 
ilość waha się w szerokich granicach od 80-320 M-moli na lOOg świeżej 
tkanki.

Największe różnice stwierdzono dotychczas w składzie frakcji nukleoty- 
dowej mleka różnych ssaków (10, 16). W mleku występują bardzo roz­
maite ilości nukleotydów od kilkunastu do kilkuset j-imoli na lOOml (ta­
blica 2). Najmniej nukleotydów znajduje się w mleku ludzkim, najwię­
cej w siarze owcy (około 30 razy więcej niż w siarze ludzkiej); nawet 
u zwierząt należących do jednego rzędu systematycznego przeżuwaczy 
jak krowa, koza i owca, ilość nukleotydów w mleku jest bardzo różna. 
Zmienia się ona także u jednego i tego samego zwierzęcia w zależności 
od okresu laktacji; na ogół siara i mleko pierwszych dni laktacji są znacz-
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nie bogatsze w nukleotydy niż mleko późniejszego okresu. Także i skład 
nukleotydowy mleka jest bardziej różnorodny we wczesnym okresie 
laktacji w porównaniu z późniejszym okresem, w którym niektóre nu­
kleotydy w ogóle zanikają (rysunek 1 ).

Wspólną cechą mleka wszystkich omawianych ssaków jest przewaga 
nukleotydów uracylu (48-93°/o), przy czym są to głównie koenzymy ury- 
dylowe. Wyjątkową pozycję zajmuje mleko ludzkie, w którym największą 
część puli nukleotydowej stanowią związki cytydynowe. Ludzkie mleko

Tabl i ca  2

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

Okres
laktacji

¡¿mole na 
100 ml 

świeżego 
mleka

% ogólnej ilości związków puryno­
wych i pirymidynowych

Nukleotydy
Kwas

moczowyA G C U Kwas
orotowy

Klacz Siara 238 1 5 + 90 _  , 4
132 dzień 44 + 5 + 93 — 2

Krowa Siara 58 4 2 4 48 15 26
105 dzień 80 + — 3 — 92 6

Koza Siara 271 7 4 + 89 + 1
172 dzień 139 15 15 + 57 12 1

Owca Siara 500 75
Mleko 100 65 10

Człowiek Siara 17 13 13 21 17 — 36
Mleko 14 7 9 32 22 — 30

zawiera także większy procent związków adeniny i guaniny i szczególnie 
dużo kwasu moczowego w porównaniu do innych ssaków.

W składzie nukleotydowym mleka przeżuwaczy: kozy i krowy znale­
ziono szereg różnić; w mleku kozim znajduje się znacznie większa pro­
centowo ilość związków adeniny, guaniny i uracylu, zaś w mleku krowim 
większy jest udział procentowy kwasu orotowego, moczowego i związków 
cytozyny. Znaczenie tych różnic nie jest jasne ze względu na podobną 
zawartość laktozy, kazeiny i tłuszczy w mleku obu tych przeżuwaczy. 
Wydaje się natomiast, że cechą wspólną mleka przeżuwaczy jest obecność 
kwasu orotowego, którego ilość wzrasta w późniejszym okresie laktacji, 
stanowiąc u krowy nawet 92%’ wszystkich związków purynowych i p i­
rymidynowych mleka. Jak można wnioskować z badań porównawczych 
nad składem nukleotydowym gruczołu mlecznego i krwi, w których nie 
znaleziono kwasu orotowego, związek ten powstaje w gruczole i szybko 
przechodzi do mleka. W kozim gruczole mlekowym nie znaleziono także 
cyklicznego AMP występującego w mleku, a poziom szeregu związków 
jest w nim znacznie niższy niż w mleku. Ogólnie nie stwierdzono równo­
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ległości między składem i poziomem nukleotydów w mleku i gruczole 
mlecznym.

W pływ  stanów fizjologicznych na skład nukleotydowy tkanki. Skład 
frakcji wolnych nukleotydów zmienia się nie tylko w zależności od ro­
dzaju tkanki, lecz może być różny dla jednej i tej samej tkanki w za­
leżności od jej stanu fizjologicznego. Czynnikami wpływającymi na po­
ziom wolnych nukleotydów jest ciąża i laktacja, głodowanie, wiek itp.

Frakcję wolnych nukleotydów w okresie ciąży i laktacji badano w gru­
czole mlecznym szczura (27). Ogólna ilość nukleotydów wzrasta w okre­
sie ciąży i do 8  dnia laktacji (tablica 3), pozostając następnie na stałym

T a b l i c a  3

Nukleotydy w gruczole mlecznym (wg 16, 27)

pimole na 
lOOg 

świeżej 
tkanki

% ogólnej ilości nukleotydów

Okres
Nukleotydy

A
Całko­
wite

ATP G C U
Całkowite

Koenzymy
urydynowe

Koza Sztucznie
wywołana
laktacja 181 45 14 + 38 17

Szczur Ciąża,
17 dzień 50 68 20 + + 20 +
Laktacja

1 dzień 183 50 15 9 33 14
8 dzień 278 48 10 8 37 17

20 dzień 272 48 15 11 37 23 •

poziomie. W tkance gruczołu mlecznego przeważają w czasie ciąży nu­
kleotydy adeniny, a w okresie laktacji nukleotydy nieadenylowe, przy 
czym wzrasta szczególnie ilość związków uracylu, głównie koenzymów 
urydynowych, a także guaniny. Według kryterium  S c h m i t z a (24) 
w gruczole mlecznym tkanka typu energetycznego w miarę postępującej 
ciąży zmienia się w tkankę typu syntetyzującego.

Wpływ hormonów na poziom niektórych nukleotydów obserwowano 
na mięśniu macicy szczura. Adrenalina powoduje spadek ilości ATP 
i ADP, przy czym ilość AMP pozostaje ta sama. Można zatem przypusz­
czać, że następuje dezaminacja związków adeniny do IMP i inozyny, bądź 
też utworzenie cyklicznego 3’,5’-fosforanu adenozyny (8 ); związek taki 
powstaje z ATP w wielu tkankach (24). Pod wpływem estradiolu w mię­
śniu macicy następuje wzrost ilości ATP o około 100%', a fosforanów ury- 
dyny i guanozyny łącznie o 250%. Progesteron natomiast, nie wpływając 
na poziom nukleotydów adeniny, powoduje wzrost ilości urydynodwufo- 
sfo-N-acetyloglukozoaminy i fosforanów guanozyny (26).

http://rcin.org.pl



[9] W O LNE N U K LEO TY D Y 121

Rys. 2. Chrom atogram  frakcji w olnych  nukleotydów  w ątroby szczura; w  układzie
kw asu  m rów kow ego (wg 2)

Rys. 3. Chromatogram frakcji w olnych nukleotydów  w ątroby szczura w  stanie  
głodu białkow ego; w  układzie kw asu m rów kow ego (wg 2)
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W cytoplazmie komórek wątroby szczura poddanego 6 -cio tygodnio­
wej głodówce ogólna ilość nukleotydów zmniejsza się o około 40% (2). Za 
to obniżenie odpowiedzialne są przede wszystkim nukleotydy UMP, UDP, 
GMP i GDP; natomiast AMP i ADP utrzym ują się ilościowo w grani­
cach normy, co wskazywałoby, że system enzymatyczny potrzebny do ich 
syntezy nie ulega uszkodzeniu. Bezwzględna ilość nukleotydów trójfo- 
sforanowych jest większa niż u szczurów na normalnej diecie (rysunki 2  

i 3). To zwiększenie się ilości nukleotydów trójfosforanowych jest rów­
noległe do zahamowania syntezy RNA. Po dodaniu do diety glikokolu, 
kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego, co umożliwia wznowie­
nie syntezy RNA, stwierdza się spadek ilości nukleotydów polifosfora­
nowych.

Przykładem zmian we frakcji wolnych nukleotydów w zależności od 
wieku może być soczewka oka. M a n d e l  i K l e t h i  (22) oznaczali wol­
ne nukleotydy w różnych warstwach soczewki oka wołu, a mianowicie 
w warstwie powierzchniowej, korowej i~centralnej. Komórki powierzch­
niowe z biegiem czasu przesuwają się w stronę centrum, tak, że komórki 
centrum są najstarsze spośród komórek całej soczewki. Poziom nukleoty­
dów AMP, UMP i IMP oraz ADP jest znacznie wyższy w warstwie cen­
tralnej niż w korze i części powierzchniowej. Ilość innych nukleotydów 
dwufosforanowych i wszystkich nukleotydów trójfosforanowych jest 
większa w warstwie powierzchniowej i korowej. Komórki młode zawie­
rają zatem znacznie więcej nukleotydów polifosforanowych niż stare. Po­
dobnie w komórkach tkanek gwałtownie rosnących przeważają nukleoty­
dy polifosforanowe jak np. w raku szczurzym Flexner-Joblinga, gdzie 
występują prawie wyłącznie nukleotydy trójfosforanowe (20). Ciekawe 
jest występowanie w komórkach tego raka obok ATP także dezoksy-ATP 
w ilości około 1% ogólnej ilości ATP. W młodych komórkach nie tylko 
ilość nukleotydów polifosforanowych lecz także ogólna ilość nukleoty­
dów jest większa niż w starych. W niedojrzałych postaciach krwinek

Rys. 4. Chrom atogram y frakcji w olnych nukleotydów  krw inek czerw onych szczu­
rów : I — w  21 dni po naśw ietlen iu  in  v iv o  daw ką 700 r; II — nienaśw ietlonych; 

w  układzie kw asu m rów kow ego (wg 7)
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czerwonych — retikulocytach, nukleotydy, znajdują się w większych ilo­
ściach niż w erytrocytach (7). Po naświetleniu szczura dawką subletalną 
promieni X (700 r) początkowo następuje zablokowanie przenikania ery­
trocytów ze szpiku do krwi, a następnie pojawienie się we krwi retikulo- 
cytów. Podczas pierwszego z tych okresów (około 7 dni po naświetleniu) 
we krw i szczura następował nieznaczny spadek ilości ATP oraz duże 
zmniejszenie się ilości GDP, GTP i koenzymów urydynowych. W drugim 
okresie ( 2 1  dni po naświetleniu) wraz z pojawieniem się retikulocytów 
we krwi, ilość nukleotydów znacznie wzrastała: ATP, GDP i koenzymów 
urydynowych około dwóch razy, a GMP i GTP prawie trzykrotnie (ry­
sunek 4). Podobne zwiększenie się ilości nukleotydów polifosforanowych 
we krwi, związane z retikulocytozą obserwuje się po wstrzyknięciu fe­
nylohydrazyny (7).

Próbą podsumowania omówionych pfac byłyby następujące wnioski:
1 ) w większości tkanek badanych ssaków wolne nukleotydy adeniny wy­
stępują w znacznie większych ilościach niż wolne nukleotydy innych za­
sad purynowych i pirymidynowych;
2 ) skład nukleotydowy różnych tkanek danego gatunku zwierzęcia różni 
się zarówno pod względem ogólnej ilości wolnych nukleotydów jak rów­
nież udziałem procentowym nukleotydów pochodnych poszczególnych za­
sad; zawartość nukleotydów zależy także od stanu fizjologicznego tkanki;
3) w analogicznych tkankach różnych ssaków ogólna ilość wolnych nu­
kleotydów jest zbliżona, lecz występują różnice w składzie jakościowym 
frakcji nukleotydowe j .

Wolne nukleotydy u bezkręgowców

Wolne nukleotydy w świecie zwierząt bezkręgowych są znacznie mniej 
zbadane niż u kręgowców. Badanie puli wolnych nukleotydów u tych 
zwierząt jest interesujące ze względu na biochemiczne odrębności jakie 
mogły wytworzyć się w toku ewolucji tych dwóch gałęzi drzewa filo­
genetycznego świata zwierząt.

Szczególne trudności nastręcza ekstrakcja wolnych nukleotydów z nie­
których tkanek bezkręgowców jak np. z hepatopancreas mięczaków, z po­
wodu dużej ilości substancji barwnych, dobrze rozpuszczalnych białek 
i wielocukrów. L u n t  i K e n t  (21) porównali szereg metod ekstrakcji 
i oczyszczania frakcji wolnych nukleotydów z hepatopancreas krabów 
Carcinus, stwierdzając, że najlepsze wyniki daje ekstrakcja wrzącą wodą, 
a nie zimnym HC104. W naszej pracowni najlepsze wyniki w przypadku 
hepatopancreas ślimaków Helix pomatia dawała ekstrakcja zimnym alko­
holem 6 6 % . Jednakże uzyskanie powtarzalnych wyników ilościowych jest 
bardzo trudne.

Badania tkanki mięśniowej pierścienicy Lumbricus terrestris (23) 
i ostryg Crassostrea gigas (28) wykazały podobieństwo jej składu nu-
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kleotydowego do składu puli nukleotydowej mięśni kręgowców. Podobnie 
jak u tych ostatnich, nukleotydy adeniny stanowią 70-80% wszystkich 
nukleotydów, a zawartość procentowa nukleotydów urydynowych, guani- 
nowych i cytydynowych jest również zbliżona. Natomiast bezwzględna 
ilość nukleotydów w tkance pierścienic wynosi 1/3 ilości znajdującej się 
w mięśniach królika, a u ostryg jest jeszcze mniejsza. Możnaby stąd 
wnosić, że przemiany zachodzące w mięśniach kręgowców są takie same, 
a tylko ich intensywność byłaby znacznie mniejsza u zwierząt bezkrę­
gowych. Z drugiej jednak strony u szeregu bezkręgowców jak kraby, 
raki i mięczaki znaleziono ilości ATP tego samego rzędu, co u kręgow­
ców, a nawet większe (18).

Podobieństwo mechanizmu przenoszenia energii u bezkręgowców 
i kręgowców sugerują H e s l o p  i R a y  (13) porównując stosunek ATP 
do fosfagenu oraz stosunek trój- do dwufosforanów guanozyny w tkance 
nerwowej szarańczy i w mózgu szczura. Stosunek P(AXP) do P(fosfokreatyny) 
u szczura i P(ATp) do P(fosfoarg.niny) u szarańczy jest jednakowy i wynosi 0,79. 
Stosunek P (GXP) do P(GDP) u szczura wynosi 1 ,1 0 , a u szarańczy 1 ,0 1 . 
Również poziom NAD i NADP są zbliżone.

Występowanie u zwierząt bezkręgowych koenzymów urydynowych 
sugeruje, że mechanizm syntezy wielocukrów u kręgowców i bezkręgow­
ców jest jednakowy. Np. w hypodermis krabów i homarów, miejscu syn­
tezy chityny, występuje UDP-N-acetyloglukozoamina (19, 2 1 ). U owadów 
ilość koenzymów urydynowych zmienia się wzrastając w okresach in­
tensywnej syntezy wielocukrów. Na przykład u owadów Platysamia ce-

T a b l i c a  4

Nukleotydy w ciele tłuszczowym jedwabnika 
Hyalophora cecropia (wg 4)

(j.mole na 1 g świeżej tkanki

Diapauza Rozwój 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 skrzydeł, w której zachodzi synteza chityny, ilość 
koenzymów urydynowych w okresie rozwoju motyla wzrasta od 0 ,8  

fAmola/1 g do 4 jo-moli/l g, a więc pięciokrotnie. Ilość pochodnych urydy­
nowych w hemolimfie poczwarek w czasie diapauzy wynosi 0 ,2 —0 , 9  

umola/1 ml a w okresie rozwoju motyla wzrasta do 1,5 iumola/1 ml. Jest
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to głównie UDP-N-acetylogalaktozoamina, potrzebna prawdopodobnie do 
syntezy występującego w hemolimfie glikoproteidu zawierającego N-ace- 
tylogalaktozoaminę (3). Ciekawe, że jedynymi nukleotydami w ystępują­
cymi w hemolimfie owadów są pochodne urydynowe. Brak jest zupełnie 
związków adeniny, występujących w krwinkach kręgowców w ilości prze­
ważającej nad innymi nukleotydami. Nasze badania wykazały, że hemo- 
limfa ślimaków Helix pomatia w okresie hibernacji również nie zawiera 
nukleotydów (15). Hemolimfa odpowiadałaby więc pod względem zawar­
tości nukleotydów raczej osoczu krwi kręgowców.

U bezkręgowców w okresie snu zimowego przewaga związków urydy- 
nowych występuje również w organach odpowiadających wątrobie krę­
gowców, a mianowicie w hepatopancreas ślimaków (15) i w ciele tłusz­
czowym owadów (4). Związki nukleotydowe w tym organie u Cecropia 
przedstawia tablica 4. Podczas diapauzy związki urydynowe stanowią 
76% sumy wszystkich nukleotydów ciała tłuszczowego poczwarki, a w 
okresie rozwoju 49%. Jest to związane z kilkakrotnym wzrostem ilości 
ATP w tym okresie. Wydaje się, że w czasie aktywnego życia owadów 
ich ciało tłuszczowe nie różni się w sposób zasadniczy od wątroby krę­
gowców pod względem składu jakościowego nukleotydów.

Przedstawione dane wskazują raczej na biochemiczną jedność świata 
zwierzęcego pod względem składu frakcji wolnych nukleotydów.
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W ŁAD YSŁA W  GAŁASIŃSKI*

Aktynomycyny i ich antymetaboliczne działanie

Actinomycines and Their Antimetabolic Activity

A review  concerning the antim etabolic activ ity  of actinom ycins is presented. 
The in fluence on the protein and nucleic acid m etabolism  and the resulting various 
biological effects are discussed.

Budowa aktynomycyn oraz niektóre ich własności chemiczne zostały 
szczegółowo opisane przez K o r z y b s k i e g o  (72). Artykuł niniejszy ma 
na celu przegląd piśmiennictwa dotyczącego antymetabolicznego działa­
nia aktynomycyn ze szczególnym uwzględnieniem wpływu tych związ­
ków na przemianę białek, kwasów nukleinowych i wynikających stąd 
różnorodnych skutków biologicznych. Aktynomycyny są antybiotykami 
należącymi do grupy antymetabolitów, zwązków hamujących procesy 
przemiany materii. Działają one u podstaw metabolizmu hamując syn­
tezę kwasów nukleinowych i białek, a więc i enzymów, regulujących całą 
przemianę.

Istnieje cała grupa aktynomycyn o zbliżonej do siebie budowie. Są 
one produkowane przez różne gatunki promieniowca (głównie Strepto- 
myces antybioticus, S. parvus, S. chrysomalus), ale stwierdzono ją także 
u Microspora sp. Po raz pierwszy aktynomycyny zostały wyizolowane 
z Actinomycetes i opisane przez W a k s m a n ’a  i W o o d r u f f ’a(117)  
w 1940 r. Waksman rozróżniał 6  typów aktynomycyn: A, B, C, D, 3436 
i 3491 (77, 118), z których typ A okazał się identyczny z typem 3436, 
a typ 3491 identyczny z typem X, wyróżnionym przez B r o c k m a n  n ’ a 
(9). W zależności od użytego szczepu można otrzymać różne rodzaje akty­
nomycyn. Każdy ze szczepów produkuje mieszaninę aktynomycyn z prze­

* Dr, adiunkt K atedry C hem ii Fizjologicznej A kadem ii M edycznej w  B ia łym ­
stoku.
Skróty: AMC — aktynom ycyna; TPO — oksydaza tryptofanow a; KN — kw asy n u ­
kleinow e; pCpCpA — trójnukleotyd cytydylo-cytydynoadenylow y; D N A -w irus — w i­
rus, którego m ateriałem  genetycznym  jest DNA; R N A -w irus — w irus, którego m ate­
riałem  genetycznym  jest RNA; dAT — polinukleotyd dezoksyadenylotym idylow y; 
dGdC — polinukleotyd dezoksyguanylo-dezoksycytydylow y.
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wagą jednego typu. Stąd też tak duża ilość tych związków i różnorodna 
ich klasyfikacja. B r o c k m a n n  i G r ö n e  (10) np. wyizolowali 15 róż­
nych aktynomycyn. R o u s s o s  i V i n n i n g  (cyt. 128) rozpatrują kom­
pleksy aktynomycyn A, B, X i D jako identyczne. C o r b a z uważa 
aktynomycyny A i B jako identyczne z aktynomycyną X, a aktynomycy- 
nę D z aktynomycyną I, przy czym aktynomycyna C stanowi oddzielną 
grupę (cyt. wg 128). K u r y ł o w i c z  i wsp. (73) otrzymali aktynomy- 
cynę K (synonim onkostatyna K), którą na podstawie własności fizyko­
chemicznych sklasyfikowano w grupie aktynomycyn D lub I. Później 
W a k s m a n  i wsp. zaproponowali podział aktynomycyn na 7 grup (119). 
Wg tej klasyfikacji aktynomycyny DIV i I należą do grupy zwanej ak ty­
nomycyną IV; do niej zalicza się też aktynomycyny AIV, BiV, X! i Ci.

Jako preparaty handlowe spotykamy: Actinomycin  A (synonimy; Acti- 
nomycin I, Actinomycin  Bx, Actinomycin Xqb) o ciężarze cząsteczkowym 
1000 i wysokiej toksyczności (lO îg zabija mysz po 24-48 godz.). Actino­
m ycin  C (synonimy: HBF 386, Sanamycin — Actinomycin  VII) wytwa­
rzana przez Streptomyces chrysomalus. Actinomycin  Cx nazywana jest 
często Actinomycin S lub D. Dzięki badaniom B r o c k m a n n ’ a (11) 
i J o h n s o n ’ a (61) poznana została szczegółowa chemia aktynomycyn 
co następnie pozwoliło na wykonanie kompletnej syntezy aktynomycyny 
C3 i Cx (D) (12, 15).

Aktynomycyny wykazują działanie bakteriostatyczne, głównie prze­
ciwko drobnoustrojom gram-dodatnim. Działanie to jest bardzo silne, bo­
wiem aktynomycyna D już w stężeniu 0,25-0,75 M-g/ml hamuje wzrost 
Staphylococcus aureus (70).

I. Wpływ struktury chemicznej aktynomycyn na ich aktywność
biologiczną

Aktynomycyny pod względem budowy chemicznej są związkami pep- 
tydowymi zawierającymi grupę chromoforową i dlatego zostały nazwane 
przez B r o c k m a n n ’a chromopeptydami. Grupa chromoforową (któ­
rej dawniej przypisywano budowę akrydynową) zawiera ugrupowanie 
fenoksazyny.

Różnice występujące wśród naturalnie produkowanych aktynomycyn 
dotyczą głównie łańcuchów peptydowych. Zmiany występują w struktu­
rze, ale nigdy w konfiguracji atomów węgla a aminokwasów (12, 13). 
Różnice w składzie aminokwasowym poszczególnych aktynomycyn mogą 
występować w jednym albo w obu łańcuchach peptydowych, w każdej 
pozycji łańcucha (tablica 1 ).

Zmieniając skład aminokwasowy podłoża wzrostowego szczepu można 
uzyskać produkcję żądanych aktynomycyn (6 8 , 100). Również liczne ana­
logi naturalnie występujących aminokwasów mogą być wykorzystane do 
syntezy.
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Badania krystalicznych i scharakteryzowanych aktynomycyn pozwo­
liły na wyciągnięcie wniosku, że skład aminokwasowy obu łańcuchów 
polipeptydowych może wpływać na biologiczną aktywność cząsteczki. 
Podstawienie L-y-oksyproliny na miejsce L-proliny w łańcuchu A akty- 
nomycyny Ci, daje aktynomycynę X 2 (schemat 1) o aktywności biologicz-

Aktynomycyna X2Aktynomycyna Cj 

Schem at 1. W zory aktynom ycyn CjiD) i X 2

Tabl i ca  1

Aminokwasy w łańcuchach peptydowych aktynomycyn (95)

Pozycja
łańcucha

A m i n o k w a s y

peptydo- tylko w jednym w obu łańcuchach tylko w łańcuchu nie scharaktery­
wego z łańcuchów A i B A zowane

1 L-N-metylo-Wal L-N-metylo-Wal]
L-N-metylo-Ileu L-N-metylo-Ileu

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-Ileu D-allo-Ileu

5 L-Tre

*) Sar — sarkozyna

nej od 50 do 100% wyższej we wszystkich testach (14, 94). Aktynomy­
cyna X 2 ma dwukrotnie wyższą aktywność biologiczną niż aktynomycy­
na Xla, w której na miejscu dwóch reszt proliny występujących w akty- 
nomycynie są: 1 reszta sarkozyny i 1 reszta L-Y-oksyproliny (14). Za­
stąpienie allo-izoleucyną jednej lub obu reszt D-waliny w aktynomycy-
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nie Ci daje aktynomycynę C2 i C3 (11) z nieznacznymi tylko zmianami 
aktywności (17, 94). Dalsza zmiana w aktynomycynie C3 przez zastąpienie 
jednej lub obu N-metylowalin przez N-metyloizoleucynę potęguje dzia­
łanie hamujące, jak to wykazał test oparty o oznaczania polimerazy RNA 
bakteryjnej (52). Acylowanie grup hydroksylowych hydroksyproliny ob­
niża aktywności aktynomycyn (14, 94).

Interesujące jest, że z 10-ciu aminokwasów występujących w aktyno- 
mycynie Cx tylko 4 mogą tworzyć wiązania wodorowe. Ilość ta jest stała 
we wszystkich naturalnie występujących modyfikacjach łańcuchów pepty- 
dowych.

Można zatem przyjąć, że zmiany w strukturze chemicznej aktynomy- 
cyn mogą częściowo lub całkowicie zmieniać ich aktywność biologiczną. 
R e i c h  (95) podaje następujące zestawienie zmian aktywności spowodo­
wanych różnymi modyfikacjami struktury  aktynomycyn.
a) Zmiany całkowicie znoszące aktywność wg wszystkich stosowanych 
testów:

1 . hydroliza obu laktonów, dająca kwas dwukarboksylowy,
2 . redukcja pierścienia aromatycznego,
3. reduktywna acetylacja grup funkcjonalnych chromoforu,
4. zastąpienie grup aminowych chromoforu przez chlor lub grupą 

karboksylową,
5. zastąpienie jednego z wodorów grupy aminowej chromoforu przez 

P-aminoetyl lub pj-aminofenyl,
6 . zastąpienie obu wodorów grupy aminowej chromoforu przez reszty 

alkilowe,
7. połączenie chinoidowego tlenu i azotu grupy aminowej z atomem 

azotu wskutek czego powstaje pierścień pięcioczłonowy.
b) Zmiany aktynomycyn obniżające aktywność biologiczną:

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

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

3. zastąpienie wodoru w pozycji 7 chromoforu grupami -NH2, -OH,
-n o 2.

II. Chemizm działania aktynomycyny

Aktynomycyna jako silny antybiotyk i środek przeciwrakowy stała 
się przedmiotem zainteresowań wielu badaczy z dziedziny biochemii i me­
dycyny, co przyczyniło się do rozwoju badań nad mechanizmem jej dzia­
łania.

Podstawą tych badań były prace B e e r s ’ a (6 ), który wykazał ha­
mujący wpływ barwników akrydynowych na biosyntezę kwasu poliade- 
nylowego w Micrococcus lysodeicticus. Mechanizm hamowania polegał
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na tworzeniu się kompleksu barwnik-polimer. S t e i n  e r  i Be e r s ( 1 0 4 )  
stwierdzili, że barwniki akrydynowe tworzą kompleksy z polinukleoty- 
dami oraz drożdżowym RNA i DNA. Oddziaływanie wzajemne barwnika 
i DNA wykazał również L a w 1 e y (74).

Analogia w budowie aktynomycyny i barwników akrydynowych na­
sunęła przypuszczenie o podobieństwie ich działania. Wg R e i c h a  (95) 
są liczne dane, że aktynomycyny mogą reagować z DNA tworząc komple­
ksy. W roztworze zawierającym 136 (¿g/ml AMC-D i 600 ¡¿g/ml DNA, 
przy pH 7, 84°/» AMC występuje w formie skompleksowanej (70). Maksi­
mum absorpcji kompleksu AMC-DNA wynosi około 465mvi. Pewna frak­
cja kompleksów nie dysocjuje w czasie elektroforezy, dializy, ultraw i- 
rowania lub chromatografii na Sephadexie. Wiązanie AMC z DNA nie 
jest jonowe, ponieważ można usunąć AMC z kompleksu przy pomocy fe­
nolu, mieszaniny etanol-eter, eteru lub wysokich stężeń mocznika.

Biologiczna aktywność AMC polega na jej zdolności do łączenia się 
z DNA (70, 91). Prawdopodobnie dochodzi do połączenia poprzez guaninę

Rys. 1. P ow staw anie kom pleksu pom iędzy AMC i DNA z różnych źródeł (39)
W yniki przedstaw iono jako różnice gęstości optycznej (AOD); gęstość optyczną (OD) roztw orów  

AMC oznaczano w obec roztw orów  zaw ierających  odpow iednie preparaty DNA
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(4, 38, 6 6 , 124), ponieważ ilość związanej z DNA aktynomycyny wzrasta 
z zawartością guaniny w DNA. Jako dowód niezbędności guaniny w DNA 
dla utworzenia kompleksu z AMC może też służyć fakt, że kwas apury- 
nowy DNA i syntetyczny dAT nie reaguje z antybiotykiem, podczas gdy 
kwas apirymidynowy DNA, syntetyczny dGdC i normalnie występujące 
DNA reagują z AMC. Rysunek 1 ilustruje te zależności.

W tworzeniu kompleksu AMC-DNA dużą rolę odgrywa drugorzędo- 
wa struktura DNA. O znaczeniu struktury spiralnej w reakcji AMC-DNA 
świadczy fakt, że łańcuch pojedynczo skręcony lub DNA poddany dena- 
turacji cieplnej nieco słabiej wiążą AMC niż identyczny DNA nieogrze- 
wany lub natywny DNA o podobnym składzie zasad (38, 63). P u l m a n  
(90) badając kompleksy aktynomycyny z purynam i i DNA sugerował, że

Schem at 2. M odel w iązania AM C-guanina (DNA) (49)

jednym z ważnych czynników w tworzeniu kompleksu jest przenoszenie 
ładunku elektrycznego. Badania nad sposobem wiązania się AMC z DNA 
wykazały, że antymetaboliczne działanie AMC jest bardziej wrażliwe na 
zmiany grupy -NH2 w chromoforze niż w cyklicznych łańcuchach pepty- 
dowych (37, 60, 93). Te dane oraz obraz dyfrakcji rentgenowskiej i model
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molekularny opisany przez H a m i l t o n a  i wsp. (49) pozwoliły wysu­
nąć hipotezę co do sposobu wiązania AMC z DNA przedstawioną na sche­
macie 2 .

Wg Hamiltona i wsp. (49) jedna związana molekuła AMC przypada 
na każde 18 nukleotydów DNA. Między chromoforem AMC i guaniną 
DNA występują trzy wiązania wodorowe. Taki schemat trzech wiązań 
byłby niemożliwy gdyby np. jeden z wodorów aminowej grupy chromo- 
forowej był zastąpiony przez grupę alkilową (37, 60, 93). Jak przedsta­
wiono na schemacie 2  chromofor swoją długą osią skierowany jest pro­
stopadle do osi spirali DNA i płaszczyzną swą nachylony do tej osi pod 
kątem około 70°. Gdy chromofor jest ustawiony w takiej pozycji, większa 
część cyklicznego łańcucha peptydowego może być umieszczona wewnątrz 
mniejszego rowka spirali natywnego DNA, z którym może tworzyć się 
w tych warunkach siedem wiązań wodorowych (cyt. wg 39). Tylko guani­
na w mniejszym rowku DNA może dostarczyć wodoru, dla którego tlen 
chinoidowy jest akceptorem. Niezdolność hipoksantyny w DNA do kom- 
pleksowania AMC wskazuje, że grupa aminowa guaniny jest ważnym 
czynnikiem specyficzności wiązania AMC. Za proponowanym miejscem 
wiązania aktynomycyny w mniejszym rowku spirali natywnego DNA 
przemawia też to, że wiązanie AMC nie ulega osłabieniu jeśli w więk­
szym rowku spirali DNA znajdzie się glukoza (cyt. wg 39).

Wiązanie AMC z DNA wymaga spełnienia następujących warunków:
a) obecność wolnej grupy -NH2 w grupie chromoforowej; zastąpienie 
tylko jednego wodoru grupy aminowej przez grupę metylową powoduje 
spadek aktywności do 90°/» (81, 94), natomiast podstawienie innych grup 
(np. bromu) w pozycji 7 chromoforu w nieznacznym stopniu wpływa na 
własności biologiczne aktynomycyny (cyt. wg 95).
b) obecność niezredukowanego układu chinoidowego (cyt. wg 95) gdyż 
redukcja uniemożliwia udział tlenu w tworzeniu wiązania wodorowego.
c) obecność pierścieni laktonowych, które zabezpieczają określoną prze­
strzenną orientację składników łańcucha peptydowego; hydroliza lakto- 
nów do kwasów dwukarboksylowych uniemożliwia tworzenie kompleksow 
z DNA (81) i aktynomycyna traci aktywność biologiczną. Zmiany składu 
aminokwasowego w łańcuchach peptydowych modyfikując konfigurację 
AMC również wpływają na powstawanie kompleksów AMC-DNA.

W związku z mechanizmem działania AMC wyłoniło się pytanie — 
czy miejsce wiązania AMC do DNA może znajdować się na powierzchni 
matrycy, na której działa polimeraza RNA. Zagadnienie to zostało roz­
strzygnięte poprzez zbadanie wpływu AMC na aktywność polimerazy 
RNA w reakcji prowadzonej równolegle przez dwie matryce. Jedna ma­
tryca była wrażliwa na AMC (np. DNA z grasicy cielęcej lub M. lyso- 
deicticus), druga zaś oporna na AMC (np. dAT, lub kwas poliryboadeny-
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Iowy) (38). Przy pomocy odpowiedniego znakowanego nukleozydo-32P-trój- 
fosforanu można oznaczyć aktywność m atrycy dAT lub poliA nawet 
w obecności innej m atrycy np. grasiczego DNA. Przy określonym stęże­
niu enzymu wprowadzenie DNA z grasicy cielęcej do reakcji, w której 
„primerem” (starterem) był dAT wyraźnie hamowało całą reakcję. Ozna­
cza to, że dAT jest właściwym „primerem” DNA dla syntezy RNA, a do­
dany DNA grasiczy prawdopodobnie współzawodniczy z dAT o enzym. 
Natomiast dodanie AMC do mieszaniny zawierającej zarówno DNA gra­
siczy jak i dAT stymuluje reakcję (w porównaniu z szybkością reakcji 
bez antybiotyku). W tych warunkach wytworzony RNA jest całkowicie 
produktem aktywności m atrycy dAT. Rezultaty te pokrywają się z hipo­
tezą, że AMC usuwa część polimerazy RNA z DNA grasicy cielęcej i su­
geruje, że pewna ilość miejsc w DNA wiążących AMC, byłaby normalnie 
zajęta przez polimerazę RNA.

Wykazano również, że AMC wyraźnie zmienia własności fizyczne DNA 
znajdującego się w kompleksie. Przede wszystkim bardzo silnie stabili­
zuje spiralę DNA (53, 96), na co wskazuje podwyższenie Tm (tzw. „Tem­
peratura topnienia”) w teście denaturacji cieplnej. Wzrost Tm jest funk­
cją stosunku AMC:DNA-P. Zjawisko to występuje tylko przy wysokich 
stężeniach antybiotyku gdy stosunek molarny AMC:dG-nukleotyd DNA =  
=  0,025-0,5. Jest to stężenie, które odpowiada hamowaniu polimerazy 
DNA. Natomiast polimeraza RNA jest hamowana p r z y  znacznie niższym 
poziomie AMC (stosunek AMC-dG-nukleotdy DNA =  0,0004-0,0075). Wy­
daje się więc, że wpływ AMC na polimerazę DNA jest raczej bezpośredni
i polega na fizycznych zmianach zapobiegających rozwinięciu się skrętów 
„prim era”. Na podstawie tych danych wnioskowano (53, 96), że:
a) siły, które wiążą AMC z DNA są silniejsze niż te, które biorą udział 
w utrzymywaniu samej struktury  DNA,
b) w warunkach doświadczalnych AMC wiąże się z natywnym DNA, a nie 
wiąże się z pojedynczo skręconą cząsteczką,
c) również hybrydy RNA-DNA, prawdopodobnie nie kompleksują AMC.

Dalsze badania sposobu wiązania się AMC z DNA doprowadziły do
wniosku, że struktura spirali DNA jest istotnym czynnikiem w wiąza­
niu AMC a obecność jedynie samej dezoksyguanozyny w polinukleoty- 
dzie nie wystarcza. Postulowane wiązanie AMC w mniejszym rowku 
spirali natywnego DNA tłumaczy obserwacje dotyczące roli wszystkich 
elementów struktury  tak DNA jak i AMC, które wpływają na utworzenie 
kompleksu. Dowodem na miejsce wiązania AMC w DNA jest też działanie 
proflawiny, która wchodzi pomiędzy przyległe pary zasad DNA, zmie­
niając strukturę obu rowków. Proflawina hamuje niespecyficznie, za­
równo polimerazę DNA jak i polimerazę RNA, podczas gdy AMC, wią­
zana tylko w mniejszym rowku wykazuje uderzającą selektywność dzia­
łania na polimerazę RNA. Jeżeli AMC leży w mniejszym rowku DNA,
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to ten rowek byłby specyficznym miejscem matrycowym dla polimerazy 
RNA, a więc miejscem syntezy RNA i być może jej regulacji. Wobec 
czego możnaby przypuszczać, że polimeraza DNA funkcjonuje w rowku 
większym.

III. Wpływ aktynomycyny na układy biologiczne

Działanie AMC można rozpatrywać z punktu widzenia efektów ogól­
nych (np. hamowanie procesów morfologicznych i fizjologicznych) i efek­
tów biochemicznych (99).

Skutki działania AMC pojawiają się najpierw w tkankach o szybkiej 
odnowie (turnover) (2 2 ): w nabłonku jelita, szpiku kostnym i tkankach 
limfoidalnych. U embrionów (71) i młodych, wzrastających zwierząt rów­
nież inne tkanki wyraźnie zmieniają się pod wpływem AMC-D. F 1 i c- 
k i n g e r  (29) wykazał, że działanie AMC na embriony żaby w różnych 
stadiach rozwoju, natychmiast zatrzymuje ten rozwój. AMC działa także 
na komórki roślinne (5). AMC-D w stężeniu 90 ng/ml ham uje mitozy 
w korzeniu Alium  cepa już po 36 godz.; zahamowanie występuje w in­
terfazie. Komórki zróżnicowane i dojrzałe tracą wrażliwość na AMC. 
Selektywny wpływ AMC na szybko dzielące się tkanki sugeruje jej prze- 
ciwrakowe działanie.

B r a c h e t  i D e n i s  (8 ) stwierdzili, że u Acetabularia pewne frag­
m enty pozajądrowe są znacznie mniej wrażliwe na AMC niż jądro, co 
sugeruje, że pierwotnym miejscem działania AMC jest jądro. AMC po­
woduje charakterystyczne uszkodzenie elementów strukturalnych two­
rzących pętle (loops) jąder spermatocytów (79a). Zmiany te występują 
w 6  godz. po zadziałaniu AMC i osiągają maksimum po 24-30 godzinach. 
Zmianie ulega również struktura jąderka; odrywa się ono od błony jądro­
wej, z którą normalnie jest stale związane. Wszystkie uszkodzenia jąder 
spowodowane przez AMC są odwracalne, np. regeneracja pętli rozpoczy­
na się około 40 godz. po injekcji AMC a powrót do normy obserwuje się 
po 1 0 0 - 1 2 0  godz.

AMC wpływa na procesy reprodukcji, wzrostu i rozwoju wywołując 
zmiany morfologiczne, co można przypisać uszkodzeniu czynnika wspól­
nego tym procesom, mianowicie RNA. AMC powoduje też zaburzenia 
w szeregu czynności fizjologicznych a następnie zmiany morfologiczne, 
zwłaszcza w  obrębie żołądka i jelit.

Wiele z tych efektów działania AMC przypomina wpływ promienio­
wania jonizującego. Wykazano także (26), że skutek dwóch następujących 
po sobie dawek promieniowania wzmaga się, jeśli hodowlę komórek po­
traktować AMC w okresie między pierwszym a drugim napromieniowa­
niem. W odstępie czasu między dawkami promieniowania występują pew­
ne procesy regeneracji komórki. Regenerację tę ham ują stosunkowo n i­
skie stężenia AMC, co wskazywałoby, że głównym czynnikiem regene­
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racji jest RNA. Wiadomo, że promienie jonizujące wywołują karcinoge- 
nezę i mutagenezę. U myszy opisano (20) również karcinogenezę wywo­
łaną przez AMC. Jednak są też dane (18), że AMC-D zmniejszała ilość 
mutacji wywoływanych przez promieniowanie X u Drosophila melano- 
gaSter.

Bardzo interesujące okazały się efekty biochemiczne AMC, które dały 
podstawę do badań w wielu kierunkach, a przede wszystkim przyczyniły 
się do wyjaśnienia biosyntezy kwasów nukleinowych i białek oraz w pew­
nym stopniu działania wielu hormonów. Stwierdzono, że AMC szybko 
hamuje syntezę białek i RNA nie naruszając syntezy DNA u Bacillus 
subtilis (101, 102). Podobne efekty zaobserwowano u Staphylococcus 
aureus (69). Badania z L-komórkami (92, 93) wykazały, że początkowa 
szybkość syntezy białka i DNA nie ulega zmianie pod wpływem AMC, 
podczas gdy synteza RNA jest hamowana szybko i prawie ilościowo.

1. Wpływ AMC na biosyntezę kwasów nukleinowych

Synteza DNA. G u i d i c e  i N o v e l l i  (48) donieśli wprawdzie, że 
AMC-D hamuje syntezę polimerazy DNA u hepatektomizowanych szczu­
rów, jednak skuteczne stężenia były wysokie. Umiarkowane ilości anty­
biotyku wywierały mały wpływ na aktywność polimerazy DNA (27). 
Przy wysokich stężeniach AMC, hamujących polimerazę DNA „prim er” 
DNA pozostaje nietknięty (27). Całkowite zahamowanie występuje przy 
stosunku molarnym AMC:guanina-DNA 1:1.

Doniesienie (21) o rozpadzie DNA zachodzącym po zablokowaniu syn­
tezy białka sugeruje, że AMC może wywierać pośredni wpływ na DNA. 
Popierałoby to hipotezę o istnieniu rdzenia białkowego utrzymującego 
matrycę DNA w pozycji funkcjonalnej i o niezbędności ciągłej syntezy 
białka dla normalnej funkcji komórki.

Badanie wpływu reakcji AMC-D z DNA na metabolizm (70) wyka­
zuje, że:
a) antybiotyk nie ma wyraźnego wpływu na fosforylazę polinukleotydo- 
wą Staphylococcus aureus w systemie Grunberg-Manago (47);
b) AMC-D hamuje inkorporację dATP znakowanego 32P w czasie inku­
bacji z nieoczyszczonym preparatem  polimerazy DNA izolowanej z E. coli;
c) AMC-D hamuje transformację szczepu Haemophilus injluenze graciae 
wrażliwego na streptomycynę w szczep niewrażliwy, ale tylko w przy­
padku dużych stężeń transformującego DNA szczepu opornego; brak ha­
mowania przy niższych stężeniach DNA może być wynikiem dysocjacji 
kompleksu AMC-DNA w bardzo rozcieńczonych roztworach.

Synteza RNA. H u r w i t z  (60) doniósł, że synteza RNA jest 10-20 
razy silniej hamowana przez AMC niż synteza DNA. AMC-D w stężeniu 
0,2viM hamuje syntezę DNA w 25'%, a syntezę RNA w 90-95% (60). 
L e v i n t h a l  (74a) używając AMC-D w stężeniach 40 razy większych
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niż Hurwitz stwierdził kompletne zahamowanie zarówno syntezy RNA 
jak i białek.

Badania wpływu AMC-D na przemiany mRNA z wątroby myszy (113) 
wykazały wyraźne zahamowanie inkorporacji 14C-kwasu orotowego do 
wątrobowego kwasu rybonukleinowego, szczególnie do bardzo aktywnej 
frakcji RNA o stałych sedymentacji między 4,5S a 20S. Wyniki te po­
kryw ają się z danymi uzyskanymi w pracy (33) dotyczącej wpływu 
AMC-D na inkorporację 32P do RNA z wątroby szczura podczas induko­
wanej syntezy oksydazy tryptofanowej. Wszystkie dotychczasowe do­
niesienia wskazują na to, że AMC hamuje syntezę kwasu rybonukleino­
wego zależną od DNA (37, 60, 93). Synteza RNA inicjowana przez RNA 
'nie jest bezpośrednio atakowana przez AMC (93).

Po działaniu AMC-D w stężeniu 1,0 vtg/ml przez 8  godz. i następnie 
inkubacji przez 16 godz. L-komórki włączają 3H-cytydynę do frakcji nie­
rozpuszczalnej w kwasie (92). RN-aza nie uwalnia try tu  z tej frakcji, 
natomiast DN-aza uwalnia izotop całkowicie. Można wyciągnąć stąd 
wniosek, że AMC-D w tych warunkach hamuje kompletnie syntezę ko­
mórkowego RNA nie naruszając syntezy DNA. G o l d b e r g  i wsp. (37, 
38a) wykazali, że hamowanie syntezy RNA jest kompetytywne i dodanie 
nadm iaru DNA powoduje odhamowanie, przy czym DNA z grasicy cie­
lęcej poddany denaturacji cieplnej okazał się bardziej aktywny, niż na- 
tywny DNA. Pojedynczo skręcony DNA trudniej tworzy kompleksy z an­
tybiotykami (38a, 64) i dlatego może służyć jako matryca zastępcza na­
turalnego DNA, zinaktywowanego przez AMC. Wg K a r s t e n  a (65) 
DNA i RNA oraz niektóre ich produkty degradacji, przypuszczalnie oli- 
gonukleotydy, znoszą hamujące działanie AMC na wzrost Neurospora 
crassa, przy czym RNA daje znacznie mniejsze efekty niż DNA. Produkty 
degradacji DNA i RNA powstające po alkalicznej i łagodnej kwaśnej hy­
drolizie (nukleotydy i nukleozydy) działały podobnie jak DNA i RNA, 
a produkty degradacji uzyskane po hydrolizie do zasad azotowych nie 
wykazywały tego działania. Stwierdzono jednak (65), że handlowe pre­
paraty puryn i pirymidyn w wysokich stężeniach znoszą w pewnym 
stopniu cytostatyczne działanie AMC. Adenina, adenozyna i adenozyno- 
mono-, dwu- i trójfosforany w stężeniu 4-5 j-iM/ml znosiły działanie 
AMC prawie w 100%'. Pewne niefizjologiczne pochodne purynowe jak 
8 -azaksantyna i 8 -chloroksantyna także znosiły działanie AMC. Pirym i­
dyny nie wykazywały wyraźnego wpływu na AMC. Interesujący jest fakt, 
że pewne niefizjologiczne pochodne pirymidyn jak 5-bromouracyl i 2- 
-amino-4-metylopirymidyna, same wykazujące własności cytostatyczne, 
w pewnym stopniu cofają zahamowanie aktynomycynowe. Wpływ puryn
i pirymidyn można wytłumaczyć przypuszczalnym usuwaniem AMC 
z miejsca jej działania w żyjących komórkach, za czym przemawiają wy­
magane wysokie stężenia skuteczne tych substancji.
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Chociaż hamowanie aktynomycynowe syntezy RNA zależnej od DNA 
może być zniesione po dodaniu nadmiaru DNA, to jednak in vivo te efekty 
nie są ściśle odwracalne. P i e r  r  o (8 8 ) wykazał, że równoczesne podanie 
DNA nie zmniejsza wywołanych przez AMC malformacji u kur. Wzra­
stające stężenia polimerazy-RNA nie zmieniają wpływu AMC na syn­
tezę mRNA, podczas gdy wzrastające stężenia DNA obniżały ten efekt 
(52, 60, 94).

Obserwując skutki działania AMC F r a n k l i n  (32) doszedł do wnio­
sku, że w normalnych komórkach zwierzęcych synteza wszystkich RNA 
jest kierowana przez matryce DNA. W yjątki mogą stanowić tylko układy 
DNA-RNA w jakiś sposób chronione w komórkach przed działaniem 
AMC i synteza RNA, polegająca na przyłączeniu końcowych grup do 
istniejących molekuł RNA bez udziału matrycy DNA.

AMC zapobiega znakowaniu wysokomolekularnych RNA, natomiast 
zahamowanie wbudowywania 32P do frakcji 4S RNA (czyli przenoszące­
go RNA) jest nieznaczne lub wcale nie zachodzi (33, 79). Fakt, że nie-
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Rys. 2. W pływ  AM C-D na inkorporację 32P do różnych frakcji RNA z w ątroby  
szczura podczas indukcji oksydazy tryptofanow ej (33)

W ykresy przedstaw iają w yn ik i analizy RNA w  gradiencie sacharozy 1 — szczury indukow ane — 
100 mg D L -tryptofanu w  O.Wo NaCl dootrzew now o; IA200 — szczury indukow ane jak w yżej, 
którym  podano dootrzew now o 200 ugAMC-D w  glikolu  ety lenow ym . Linia ciągła -  ; linia 

przeryw ana — radioaktyw ność w łaściw a na mg RNA

frakcjonowane preparaty RNA po działaniu AMC-D wykazywały bardzo 
wysoką zawartość piętna w CMP w porównaniu z innymi nukleotydami, 
sugeruje pewien specyficzny mechanizm znakowania przenoszącego RNA. 
Wiadomo, że znakowanie zachodzi w 97% we frakcji 4S (79), ponieważ
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trzy końcowe nukleotydy pCpCpA wykazują przemiany niezależne od 
reszty łańcucha RNA. W tym przypadku po alkalicznej hydrolizie co naj­
mniej 67% piętna występuje w CMP, a pozostały 32P jest rozmieszczany 
pomiędzy nukleotydami w pobliżu końcowej sekwencji przenoszącego 
RNA (pCpCpA). Stąd wniosek, że AMC-D ham uje w wątrobie szczura 
syntezę wszystkich form RNA z wyjątkiem końcowych grup pCpCpA 
w przenoszącym RNA. Podobne rezultaty (33) przedstawione na rys. 2, 
wskazują, że istotnie wbudowywanie 32P do frakcji AS RNA nie jest ha­
mowane przez AMC-D, podczas gdy pozostałe frakcje wykazują wyraźne 
obniżenie włączania 32P.

Wydaje się, że AMC, która hamuje syntezę RNA powinna także ha­
mować syntezę wirusów, szczególnie RNA-wirusów. Dane z literatury na 
ten temat są sprzeczne i wskazują, że działanie AMC i wirusów może być 
czasami uzupełniające, niekiedy zaś antagonistyczne (31).

W zakażonej komórce, której m ateriał genetyczny składa się z DNA, 
synteza RNA jest całkowicie zależna od DNA i  wrażliwa na AMC. Syn­
teza ta katalizowana przez polimerazę-RNA w obecności DNA (59) i dwu- 
wartościowych kationów wymaga obecności wszystkich czterech rybonu- 
kleotydów trójfosforanowych (122). Powstały w ten sposób RNA ma 
skład bardzo zbliżony do „prim era” DNA (122). Po zakażeniu wirusem, 
którego genomem jest RNA, komórka gospodarza syntetyzuje RNA za­
leżny od RNA i synteza ta jest całkowicie niewrażliwa na AMC.

Wiele wirusów ham uje syntezę makrocząsteczek w organizmie gospo­
darza. RNA-wirusy i szczepionki wirusowe mogą hamować syntezę RNA
i białek, a Rheovirus hamuje syntezę DNA (42). W takich przypadkach 
działanie wirusa i AMC jest podobne, chociaż mechanizmy hamowania 
mogą być różne.

Badania izotopowe (80) przy użyciu kwasu 14C~orotowego wykazały, 
że AMC-D hamuje syntezę jąderkowego RNA znacznie silniej niż syn­
tezę pozająderkowego RNA. Te dane oraz skład zasad jąderkowego RNA 
wskazują, że synteza jąderkowego RNA w zasadzie przebiega niezależnie 
od syntezy pozająderkowego RNA. W badaniach histochemicznych nad 
podziałem komórek HeLa wykazano (40, 107), że najpierw są atakowane 
przez AMC jąderka, które znikają kompletnie po 12-24 godz.

AMC wykorzystano również do badania migracji RNA z jądra do cy- 
toplazmy (36). L e v y  (75) doniósł, że AMC może hamować tę migrację, 
natomiast H a r r i s  (51) nie podzielił tego poglądu dopatrując się błę­
dów w technice laboratoryjnej. P e r r y  jednak (8 6 ) wykazał, że jeśli 
czas impulsowego znakowania 32P zawiera się w granicach 5-30 min., to 
obserwuje się obniżenie syntezy jąderkowego RNA pod wpływem AMC. 
Dłuższe działanie AMC (3,5-4,0 godz.) nie wpływa na RNA jąderkowy
i chromatynowy, hamuje natomiast włączanie izotopu do cytoplazmatycz­
nego RNA, przy czym hamowanie to jest znacznie słabsze niż hamowa-

http://rcin.org.pl



140 W . G A Ł A S IN S K I [14]

nie obserwowane w jąderku w krótkim eksperymencie. Zatem znako­
wanie 32P jąderkowego RNA wyprzedza znakowanie RNA cytoplazma- 
tycznego, a więc RNA jąderkowy może być prekursorem większej części 
cytoplazmatycznego RNA, głównie zaś RNA rybosomalnego. Znaczna 
część rybosomalnego RNA miałaby zat.em swój początek w jąderku lub 
związanej z nim chromatynie. Wynikałoby stąd, że jąderkowe rejony 
chromosomów tworzą jeden typ RNA, wchodzący następnie w skład ry­
bosomów, podczas gdy inne części chromosomów wytwarzają inny typ 
RNA, stanowiący element kodu. Hamowanie przez AMC przenoszenia 
RNA z jądra do cytoplazmy wykazano również w embrionach kurzych 
(55).

A c s i wsp. (1) znaleźli bezpośrednią depolimeryzację RNA pod wpły­
wem AMC-D u B. subtilis, jednak D a r n e l l  (23) podobne wyniki otrzy­
mane z komórkami HeLa przypisał szybkiej odnowie mRNA i wynika­
jącemu stąd krótkiemu czasowi jego istnienia. Polisomy (ergosomy) wą­
troby szczura ulegają dezagregacji pod wpływem AMC (103). AMC działa 
pośrednio hamując syntezę mRNA, który rozpadając się powoduje z ko­
lei rozpad rybosomów z nim związanych. W ciągu 4-8 godz. 50-80% ry ­
bosomów związanych z mRNA rozpada się po dawkach AMC, które ha­
mują całkowicie syntezę mRNA (103).

2. W pływ  AMC na biosyntezę białka

Pierwsze doniesienia dotyczące wpływu AMC na biosyntezę białka 
pochodzą z roku 1956. Mianowicie F o l e y  (30) podaje, że AMC-D, działa 
jako kompetytywny inhibitor pantotenianu. Sugeruje on, że AMC wpły­
wa na zależne od pantotenianu reakcje związane z biosyntezą i wykorzy­
staniem aminokwasów. Wielu autorów stwierdziło następnie hamujące

• działanie AMC na indukcję enzymów adaptacyjnych (34, 44, 58, 87, 120, 
121). Inne badania nad wpływem AMC na indukcję oksydazy tryptofa- 
nowej i na włączanie 32P do różnych frakcji RNA w wątrobie szczurów 
(33, 87) wykazały, że równolegle z wyraźnym zahamowaniem indukcji 
zahamowane też zostaje włączanie 32P do wszystkich frakcji RNA oprócz 
frakcji 4S (tj. przenoszącego RNA) (rys. 2). Między frakcją 4S i 18S 
stwierdzono występowanie małej frakcji RNA o bardzo wysokiej radio­
aktywności właściwej, która znacznie malała po działaniu AMC-D. Jeśli 
się przyjmie, że tą frakcją o wysokiej aktywności metabolicznej jest 
mRNA można przypuszczać, że proces indukcji oksydazy tryptofanu, ha­
mowany przez AMC-D, jest syntezą enzymu de novo. Ostatnio stwierdzo­
no (85), że AMC wywiera ham ujący wpływ również na syntezę pro- 
trombiny indukowaną przez wit. K, a także hamuje wzrost zawartości 
DNA-polimerazy wątroby szczura po częściowej hepatektomii (79a). 
AMC-D nie wpływa wyraźnie na aktywność enzymów mitochondrial-
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nych. Poziom dehydrogenazy kwasu bursztynowego w mitochondriach po­
zostaje bez zmiany po 24 godzinnym działaniu AMC (24).

Interesujące jest, że u młodych szczurów po takich dawkach AMC-D, 
które pozwalają na przeżycie 5 dni, występuje podwyższenie aktywności 
niektórych enzymów wątrobowych, indukowanych także przez 17-hy- 
droksykortikosteron (98).

Tabl i ca  2

Wpływ AMC-D na aktywność oksydazy tryptofanowej (TPO) w wątrobie
szczura (87)

czas 1/2 godz. 5 godz.

eksperyment K I IA K I IA
Aktywność TPO 

...... |xg suchej masy
14,1 36,9 25,7 14,1 41,57 9,37

K  —  k o n tro la ; I  —  indukcja D L -tryp to fanem  (100 m g w so lifiz jo log iczne j doo trzew now o); IA — indukcja i trak tow anie 
200 (xg A M C -D  w g liko lu  etylenow ym . A ktyw ność T P O  w yrażona jest w ilośc i k inuren iny  wyzwolonej przez 1 g su­

chej m asy tk a n k i w ciągu 1 godz.

Ponadto stwierdzono, że AMC-D hamuje inkorporację znakowanej 
lizyny do jąderka oraz powoduje zmiany w jego granulacji (106), nie wy­
kazując jednak takiego działania w chromosomach i cytoplazmie. Można 
więc przypuszczać, że przynajmniej pewna część jąderkowego białka jest 
syntetyzowana niezależnie od chromosomalnego RNA. Wydaje się, że 
przy pomocy AMC-D można przeprowadzić zróżnicowanie białek lub 
peptydów związanych z lizyną na dwa typy: jeden zlokalizowany tylko 
w jąderku i usuwany w czasie ekstrakcji razem z RNA, jest z nim zwią­
zany chemicznie i metabolicznie, oraz drugi typ znaleziony w jądrze
i cytoplazmie, który nie ekstrahuje się razem z RNA, a więc chemicznie
i zapewne metabolicznie jest od niego niezależny. Są również dowody na 
to, że AMC hamuje syntezę histonów jądrowych (58, 105). Badania w mi­
kroskopie elektronowym (62) wskazują, że zjawisko to może zależeć od 
fragmentacji jąderek, następującej pod wpływem AMC.

Badania na bakteriofagach wykazały, że powstawanie przeciwciał na 
bakteriofag T 2 in vitro było hamowane przez 5*10_8M AMC-D. Przema­
wia to za koncepcją, że tworzenie się przeciwciał podobnie jak innych 
białek zależy od syntezy mRNA.

Obserwacje, że AMC nie działa na biosyntezę białek nietkniętych ko­
mórek E. coli można wyjaśnić nieprzepuszczalnością ściany komórkowej 
bakterii dla tego związku. Gdy bowiem zniszczono błonę komórkową tych 
drobnoustrojów występował pod wpływem AMC szybki i wyraźny spadek 
włączania znakowanej leucyny (54, 76).

Obecnie uważa się, że wpływ AMC na biosyntezę białka jest pośredni, 
ponieważ hamowanie syntezy białek nie jest natychmiastowe, podczas gdy 
hamowanie syntezy RNA następuje bardzo szybko (3).
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3. Wpływ AMC na wzrost drobnoustrojów i wirusów

Biologiczna aktywność AMC jest wybiórcza. AMC wywiera hamujący 
wpływ na bakterie gramdodatnie, podczas gdy drobnoustroje gramujemne 
są niewrażliwe na ten antybiotyk (117). Wpływ AMC na powstawanie 
DNA w bakteriach jest mniej wyraźny niż na syntezę białek (82, 101). 
Działanie AMC na drobnoustroje zasadniczo ma charakter bakteriosta- 
tyczny, chociaż u pewnych szczepów B. subtilis wywołuje szybko lizę 
(cyt. wg 95). Przy progowych stężeniach antybiotyku może zachodzić po­
wolny wzrost bez podziału komórek, przy czym stosunki różnych związ­
ków wielkocząsteczkowych są zmienione (60, 67). Przy stężeniach AMC 
powodujących 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 namnażanie wirusów zawierających DNA, ale nie działa 
na wirusy, których materiał genetyczny stanowi RNA. Wrażliwość pro­
cesu namnażania Vaccinia-virusa (DNA-wirus) jest jednak nieco mniej­
sza niż wrażliwość podziału komórki gospodarza: 0,4 i-ig AMC/ml ham u­
je wzrost wirusa w 99%, podczas gdy podział komórek gospodarza zosta­
je zatrzymany całkowicie już przy stężeniu AMC 0,005 vig/ml. Natomiast 
nawet bardzo duże stężenia AMC (10 jxg/ml) nie ham ują wzrostu i nie 
wpływają na wydajność Mengo wirusa (RNA-wirus) (92).

Wśród wirusów zwierzęcych można wyróżnić, z uwagi na wrażliwość 
na AMC przynajmniej dwie grupy: a).w irusy, których namnażanie nie 
zmienia się przy wprowadzeniu w czasie infekcji wysokiego stężenia an­
tybiotyku (> 2  iAg/ml), które hamuje całkowicie syntezę RNA komórki 
gospodarza, b) wirusy, których wzrost podlega wyraźnemu zahamowaniu 
przez niskie stężenie antybiotyku (<0,1 vig/ml) (92, 93, 69, 109). Pewne 
wirusy nie dają się zakwalifikować do dwu wymienionych grup (7, 41).

Całkowite hamowanie syntezy komórkowego RNA przez AMC 
umożliwiło wyjaśnienie powstawania wirusowego RNA po infekcji zarów­
no wirusem polio (108) jak i innymi wirusami (57, 69, 79). Własności kwa­
su nukleinowego produkowanego w syntezie kierowanej przez wirusy 
sugerują, że w przypadkach infekcji wirusem opornym na AMC cały 
powstający RNA jest podobny do RNA wirusa (56).

Inne badania wykazały (35, 116), że AMC może wyraźnie podwyż­
szać wzrost wirusa i hamować produkcję interferonu. Wirusowa infek­
cja komórek kręgowców często indukuje syntezę interferonu, białka, 
które z kolei ham uje namnażanie tegoż wirusa. Obserwacja ta ma duże 
znaczenie dla oceny możliwości istnienia wewnątrzkomórkowej obrony 
przed infekcją wirusową. Znane są trzy  hipotezy syntezy interferonu:

1) synteza jest kierowana przez kwasy nukleinowe infekcyjnego wi­
rusa,
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2 ) w irus infekujący aktywuje prekursory interferonu normalnie wy­
stępujące w niezakażonej komórce.

3) synteza interferonu jest ukrytą funkcją komórkową indukowaną 
przez infekcję wirusową (lub inny stymulator). AMC jest antagonistą 
procesu syntezy interferonu, ponieważ ma zdolności blokowania syntezy 
komórkowego RNA bez wpływu na syntezę wirusowego RNA. Uzyskane 
wyniki przemawiają za tym, że synteza interferonu jest raczej pod kon­
trolą genetyczną komórkowego DNA, a nie wirusowego RNA.

4. W pływ  AMC na czynność horm onów

Mechanizm działania hormonów jest interpretowany jak dotąd raczej 
w sposób hipotetyczny. Ostatnie badania wykazały, że przeważająca gru­
pa hormonów bierze udział w syntezie białka. Niektórzy badacze uwa­
żają nawet (19), że „hormony* są pierwotnymi induktorami enzymów”. 
Hipoteza, że hormony działają poprzez syntezę mRNA wydaje się praw ­
dopodobna, ponieważ grupa hormonów hamowanych przez AMC obejmuje 
wiele hormonów ściśle związanych z wytwarzaniem mRNA. Według 
K a r 1 s o n a (64) hormony kontrolują aktywności genów przede wszyst­
kim w procesach wzrostu i różnicowania.

Działanie aktynomycyny na czynność hormonów ilustrują poniższe 
przykłady.
Podanie hormonu wzrostu embrionom kurzym wywołuje wyraźne zwięk­
szenie wagi embrionu oraz wzrost zawartości RNA i DNA (2); podanie 
AMC hamuje syntezę RNA indukowaną przez ten hormon (112). Indukcja 
oksydazy tryptofanu hydrokortizonem ulega kompletnemu zahamowaniu 
pod wpływem AMC (45). Obie obserwacje wskazywałyby, że hormon 
kontroluje syntezę enzymu de novo poprzez indukcję syntezy mRNA. 
AMC zdecydowanie hamuje działanie estrogenów zarówno na syntezę 
RNA jak i białka (53, 115). Ponieważ zdolność rybosomów do syntezy 
białka zależy od estrogenów (46), zatem wydaje się, że AMC pośrednio 
wpływa na mRNA hamując jego enzymatyczną resyntezę.
Androgeny między innymi katalizują włączanie znakowanej węglem 14C 
waliny do białek. Po kastracji znakowanie wyraźnie maleje, ale po poda­
niu testosteronu wraca do normy (110). Testosteron indukuje syntezę 
dehydrogenazy kwasu mlekowego. To działanie androgenów jest hamo­
wane przez AMC (43). Stymulacja wbudowywania aminokwasów w biał­
ka (78) jak też stymulacja znakowania RNA (25, 78, 125, 126) wywołana 
przez insulinę jest również hamowana przez AMC. Miejscem działania 
AMC jest zapewne również mRNA.
Wiadomo też (16, 97), że AMC-D hamuje działanie tyroksyny stym ulują­
cej syntezę enzymów adaptatywnych i prawdopodobnie regulującej syn­
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tezę pewnych mitochondrialnych białek biorących udział w oksydatyw­
nej fosforylacji.

Antymetaboliczne działanie antybiotyków na czynność hormonów zo­
stało opracowane bardzo szczegółowo przez S a m u e l s a  (99).

IV. Aktynomycyna, a inne antybiotyki o antymetabolicznym działaniu

Phleomyc.yna jest antybiotykiem i jednocześnie czynnikiem przeciw- 
rakowym. W przeciwieństwie do AMC hamuje ona syntezę DNA nie wpły­
wając bezpośrednio na syntezę RNA lub białek w E. coli i komórkach 
HeLa. Hamuje ona in vitro polimerazę DNA, jak też nukleazę działającą 
na zakończenie łańcucha DNA, nie wpływa natomiast na endonukleazę 
(28).

Mitomycyna, która jest również silną substancją przeciwrakową wpły­
wa zupełnie odmiennie na syntezę RNA ni,ż AMC (111). Podczas gdy AMC 
hamuje syntezę mRNA przez blokowanie m atrycy DNA wiążąc jego 
guaninę, ale pozostawia aparat genetyczny nieuszkodzony i zdolny do re­
plikacji, to mitomycyna uszkadza geny, kontrolujące syntezę różnych 
typów komórkowego RNA. Działanie jej polega na wnikaniu pomiędzy

DNA
normalny

DNA

,  przecięcie

DNA 
, związany" 
przez MC 
.przecięty'

Rys. 3. W pływ  m itom ycyny (MC) na przem ianę cząsteczki DNA po denaturacji 
cieplnej i szybkim  oziębieniu (111)

łańcuchy natywnego DNA, rozrywaniu wiązań wodorowych, a następnie 
tworzeniu innych, silniejszych, kowalentnych wiązań krzyżowych mię­
dzy tymi łańcuchami (prawdopodobnie między najbliższymi guaninami 
lub cytozynami dwóch sąsiednich łańcuchów), co prowadzi do śmierci 
komórki. Z drugiej strony, mitomycyna, w swoim normalnym utlenio­
nym stanie nie reaguje in vitro z oczyszczonym DNA. Dopiero redukcja
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enzymatyczna zależna od NADPH, albo redukcja chemiczna mitomycyny 
umożliwia jej działanie. Związana przez mitomycynę cząsteczka DNA 
zmienia właściwości fizyczne i przy denaturacji cieplnej nie ulega roz­
szczepieniu w miejscach związanych przez mitomycynę. Części łańcuchów 
rozszczepionych w miejscach nie związanych przez mitomycynę, po szyb­
kim ochłodzeniu do 0° ulegają renaturacji, podczas gdy natywny DNA 
w tych warunkach nie renaturuje się. Mechanizm działania mitomycyny 
na cząsteczkę DNA przedstawiony jest na rysunku 3.

Chloramphenicol (chloromycetyna) jest antybiotykiem, który hamuje 
syntezę białka zarówno w komórkach zwierzęcych jak i bakteryjnych 
(123). Wydaje się, że może on hamować funkcjonowanie informacyjnego

i/---
o = c - c h - c h 2—/  \ - o c h 3 o = c - c h —r 

n h 2 NH2

Schem at 3. A nalogia w  budow ie purom ycyny i am inoacylo-sR N A  (83, A — purom y-
cyna B — am inoacylo-sR N A

O O
— C—NH—CH—C—NH—CH—C—sRNA 

Ri R,
ch3o

° ? V
C—NH—CH—C - N H - C H —C 

Ri R2

N(CH3)2

+  sRNA

Schem at 4. Chemizm ham ującego działania purom ycyny na biosyntezę łańcucha
polipeptydow ego (83)
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Jądro mRNA
(matryce)

Rybosom

_ //A M A -A A A /nM j VV\jW W ^
Biatko

Enzym

Amino­
kwas

Aktywo- sRNA 
wany (przenoszący) 
aminokwas

mRNA 
(matryce)

1 3  neomycyna \M\Mitomycyna [Ą]Aktynomycyna \Ś \ Streptomycyna 
[7 f| Chloramfenikol |a3 Puromycyna

Rys. 4. M iejsca ham ow ania syntezy białka i kw asów  nukleinow ych przez an ty­
biotyki o działaniu antym etabolicznym *

T a b l i c a  3
Antybiotyki hamujące syntezę białka i kwasów nukleinowych*

Nazwa Źródło Stężenia stosowane Działanie

Phleomycyna Streptomyces
verticullus

100 [i.g/ml hamowanie polimerazy 
DNA

Mitomycyna Streptomyces 0,5-2,0 [¿g/ml (drobno­ krzyżowe wiązanie nici
(A,B,C, porfiromycyna) caespitosus ustroje) 0,02 [¿g/ml (lu­

dzka linia komórkowa 
Dg8 S)

DNA

Aktynomycyna
(Ci, x„ Xo8, X03 Xla)

Streptomyces
antibioticus

2,0 ¡J.g/ml tworzenie kompleksu z 
DNA kierującym syn­
tezą mRNA, hamowa­
nie polimerazy RNA

Streptomycyna Streptomyces
griseus

10-5 M blokowanie przyłącza­
nia mRNA do ryboso­
mów?

Chloramfenicol Streptomyces
venezuelae

5 - 1 0 5 M hamowanie przenosze­
nia aktyw, aminokwa­
sów z sRNA do rybo­
somów

Puromycyna Streptomyces
albo-niger

10-3 M ”

* J. H aw iger — Dane z referatu w ygłoszonego w  Zakładzie B akteriologii PZH.
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RNA drogą kompetycji o miejsce wiązania z rybosomami. Przemawia za 
tym  hamowanie przez chloromycetynę syntezy białka uprzednio.induko­
wanej przez mRNA (123). Hamujący wpływ na biosyntezę białka w roz­
mnażających się komórkach może być przyczyną obserwowanej toksycz­
ności hematologicznej chloramfenikolu.

Puromycyna, znany od 1952 r. antybiotyk hamujący wzrost komórek 
zwierzęcych, nie odegrała roli w lecznictwie, ma jednak duże znaczenie 
w pracach badawczych, ponieważ specyficznie hamuje syntezę białka 
(83), przy czym synteza RNA i DNA przebiega normalnie. Proces hamo­
wania jest odwracalny. Puromycyna działa na biosyntezę białek jako 
analog strukturalny zestryfikowanego sRNA (127).

Stosując peptydazę wykazano, że zostaje wytworzone wiązanie pepty- 
dowe pomiędzy grupą końcową wzrastającego łańcucha peptydowego 
i wolną grupą aminową puromycyny (schemat 4), analogicznie do two­
rzenia wiązania peptydowego w syntezie białka. W ten sposób puromy­
cyna usuwa peptyd związany na mRNA i zatrzymuje rozbudowę łańcu­
cha. Być może reakcję między łańcuchem peptydowym i puromycyną ka­
talizuje ten sam enzym, który wytwarza wiązanie peptydowe w syntezie 
białkowej.

Rysunek 4 i tablica 3 ilustrują możliwe drogi działania omawianych 
antymetabolitów, spełniających istotną rolę w badaniu różnych szlaków 
metabolicznych.

Uwagi końcowe

Mimo bardzo licznych badań wielu aspektów działania AMC nie zdo­
łano wyjaśnić do końca np. fizykochemicznych parametrów tworzenia 
kompleksu z DNA, działania czynników zewnętrznych na reakcję kom- 
pleksowania, rozmieszczenia AMC wewnątrz jądra, działania mutagen­
nego AMC, odporności bakterii i zwierząt na AMC, immunologii. Jednak 
dzięki swemu specyficznemu oddziaływaniu na procesy metaboliczne 
AMC może mieć zastosowanie jako model badania szeregu tych procesów.

Resumując wszystkie dane dotyczące biochemii i działania aktynomy­
cyny można przyjąć, że struktura chemiczna zarówno AMC jak i DNA 
gra pierwszorzędną rolę w oddziaływaniu wzajemnym między tymi 
związkami, a więc i w efektach metabolicznych wynikających z zabloko­
wania syntezy mRNA na matrycy DNA.

AMC może być przy umiejętnym stosowaniu wykorzystana do zwal­
czania niektórych nowotworów. Z powodu jednak znacznej toksyczności 
wydaje się nieprawdopodobne wykorzystanie AMC do celów terapeutycz­
nych w większym zakresie niż dotychczas. AMC w ziarnicy złośliwej 
(cyt. wg 72) dawała wyniki korzystne w 60%, ale tylko wtedy, gdy le­
czenie stosowano we wczesnych okresach schorzenia. W przypadkach 
pierwotnych raków płuc antybiotyk był nieskuteczny. W przypadkach

10* http://rcin.org.pl
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raka macicy i przerzutów w płucach AMC dawała efekty poprawy stanu 
ogólnego, szczególnie gdy inne sposoby leczenia zawodziły.

Po zastosowaniu aktynomycyny K (onkostatyny K) (77a) zaobserwo­
wano wiele objawów ubocznych o charakterze toksycznym (spadek liczby 
krwinek białych i płytkowych, wypadanie włosów). Indywidualna tole­
rancja na lek jest niejednakowa. Część chorych, przy stopniowym stoso­
waniu tego leku, doszła do bardzo wysokiej dawki 12 000—16 OOOî g 
(dawka dzienna 200^g), u innych natomiast po osiągnięciu dawki 2000|ag 
aktynomycyny K występowały objawy nudności, osłabienia, łaknienia itp.
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K o m u n i k a t

W dniu 6.XII.1965 roku odbyło się w  W arszaw ie ogólnopolskie  
spotkanie fotobiologów  zorganizow ane przez P olsk ie T ow arzystw o B io­
chem iczne, na którym  pow ołano do życia K om isję Fotobiologiczną. C e­
lem  K om isji będzie popieranie rozw oju i popularyzacja badań fotobio- 
liogicznych. W spotkaniu w zięło udział 28 osób, w  tym  14 z W arszawy, 
11 z Krakow a oraz po jednej osobie ze Szczecina, Torunia i Poznania. 
Zebrani reprezentow ali zarówno ośrodki naukow e zajm ujące się b io­
logicznym i aspektam i w pływ u prom ieniow ania elektrom agnetycznego  
na żyw y organizm jak i ośrodki zainteresow ane problem am i fotochem ii 
w  zastosow aniu do fotobiologii oraz podstaw ow ym i badaniam i fotoche­
m icznym i. Przew odniczącym  K om isji został Prof. dr D. Shugar (Insty­
tut B iochem ii i B iofizyki PAN), w iceprzew odniczącym  — prof. dr J. Zub­
rzycki (Katedra Fizjologii R oślin UJ) a sekretarzem  — doc. dr K. L. 
W ierzchowski (Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN).

Postanow iono zorganizow ać pierw sze krajow e sym pozjum  fotobio- 
logiczne w  maju 1966 roku w  K rakow ie oraz zgłosić przystąpienie do 
M iędzynarodowego K om itetu Fotobiologicznego zajm ującego się w sp ó ł­
pracą fotobiologów  i fotochem ików  w  skali m iędzynarodow ej.

A dres K om isji: Doc. dr K. L. W ierzchowski,  Instytut B iochem ii i B io­
fizyki PAN, W arszawa 12, ul. R akowiecka 36.
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KAZIMIERZ OSTROWSKI*

Zastosowanie nieodwracalnych znakowanych inhibitorów 
w cytochemii

The Application of Labelled Irreversible Inhibitors in Cytochemistry

The new  princip of detection and quantitative evaluation  of som e enzym es by 
use of labelled  irreversib le inhibitors is described. The application of 3H -D FP for 
cytochem ical detection of A cetylocholinę esterase, U nspecific esterases and the 
T ransport-A T Pase is discussed.

W 1961 r. K. O s t r o w s k i iE . A. B a r n a r d  (6 ) zaproponowali cy- 
tochemiczną metodę wykrywania enzymów przy użyciu nieodwracalnie 
wiążących się inhibitorów. Zastosowanie inhibitorów znakowanych izoto­
pami promieniotwórczymi pozwala wykrywać ich połączenia z enzymem 
na drodze autoradiografii. W powstających połączeniach inhibitorów 
z cząsteczką enzymu jedna cząsteczka inhibitora wiąże się wiązaniami ko­
walencyjnymi z jednym ośrodkiem aktywności enzymatycznej cząsteczki 
enzymu.

Powszechnie stosowane metody histochemiczne (8 ) opierają się na wy­
gryw aniu  produktu reakcji enzymatycznej, który wypada w postaci barw­
nego nierozpuszczalnego związku w bezpośrednim sąsiedztwie czynnego 
enzymu. Reakcje te więc w najlepszym wypadku pokazują lokalizację 
aktywności enzymatycznej, natomiast interpretacja kinetyki tych reakcji 
jest albo niemożliwa, albo wymaga specjalnych dodatkowych technik, jak 
mikroskopia interferencyjna. Proponowana nowa zasada posiada szereg 
zalet ale także i wad w stosunku do powszechnie dotychczas używanych 
metod histochemicznych.

Teoretycznie można przewidywać następujące zalety proponowanej 
metody: 1 ) cytochemiczne określanie enzymów przy pomocy nieodwracal­

Skróty:
Achaza — esteraza acetylocholinow a; t-A T P -aza  — transport-A T P-aza; DFP — dw u- 
izopropylofluorofosforan; T -D F P  — znakow any trytem  DFP; 2 -P A M — jodek piry- 
dyno-2-aldoksym m etylow y; PCMB — p -ch loro-rtęcio-ben zoesan ; PCMS — p-chloro- 
-rtęcio-su lfon ian .

* Prof. dr, k ierow nik Zakładu H istologii i Em briologii A kadem ii M edycznej 
w  W arszawie.
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154  K. O STR O W SK I [2]

nych inhibitorów stanowić powinno doskonałą kontrolę dla używanych 
dotychczas konwencjonalnie metod histochemicznych, ponieważ źródła 
błędów obu rodzajów reakcji są oczywiście zupełnie różne, 2) proponowana 
metoda daje szanse określania względnej i absolutnej ilości cząsteczek 
badanego enzymu w strukturze tkankowej ze względu na stałe stosunki 
ilościowe łączenia się jednej cząsteczki inhibitora z jednym ośrodkiem 
aktywności cząsteczki enzymu, 3) przy pomocy proponowanej reakcji moż­
na pokusić się o przebadanie pewnych danych kinetycznych enzymu in 
situ i porównać je z danymi biochemicznymi. Można w ten sposób prze­
badać np. kinetykę wiązania się inhibitora z enzymem albo tzw. zjawiska 
„starzenia się” enzymu związanego z inhibitorem, 4) można wyobrazić 
sobie opracowanie tego typu reakcji dla enzymów, dla których nie udało 
się znaleźć barwnych reakcji histochemicznych.

Oczywistą wadą proponowanej metody jest skomplikowanie jej zasto­
sowaniem autoradiografii. Oprócz komplikacji technicznych autoradio- 
grafia obciążona jest niezbyt dobrą zdolnością rozdzielczą, która w mi­
kroskopii świetlnej wynosi dla try tu  1-2 \x, zaś w mikroskopii elektrono­
wej wynosi w chwili obecnej od 500—800 A.

Na poniższych przykładach przedyskutowane będą niektóre możliwo­
ści wykorzystania wyżej omówionej zasady. Przedstawione mianowicie 
będą wyniki zastosowania jednego z inhibitorów należących do grupy fo­
sforanów organicznych — dwuizopropylofluorofosforanu (DFP) w bada­
niach następujących enzymów: a) esterazy acetylocholinowej w płytkach 
ruchowych przepony, b) nieswoistych esteraz wątroby i nerek, c) trans­
port — ATP-azy nerek.

Badania nad lokalizacją i ilościowym określaniem esterazy 
acetylocholinowej (Achaza) w płytkach ruchowych przepony myszy

DFP jest wysoce swoistym nieodwracalnym inhibitorem, który blo­
kuje już w stężeniu 10—7M Achazę, łącząc się z seryną ośrodka aktyw­
ności tego enzymu (schemat 1).

Ze względu na wysoką toksyczność DFP uzyskanie znakowanego 
związku okazało się niełatwym zadaniem. Znakowany trytem  oraz fosfo­
rem 32DFP można obecnie uzyskać z Ammersham  lub New England Nu-

Schem at 1. W iązanie się D FP z seryną ośrodka aktyw ności esterazy acetylocholi­
now ej

CH— O O O

c h 3.
CHl3 +  E-OH CH3

/  \
P +  HF

/  \ —  O O — E^ ; c h — o F
c h 3

DFP Ach-aza DP-Ach-aza
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[3] Z N A K O W A N E  IN H IB IT O R Y  W CYTOCHEM II 155

elear Corp. Istotnym problemem w stosowaniu znakowanego inhibitora 
było stworzenie warunków swoistego wiązania się T-DFP wyłącznie z ba­
danym enzymem.

Sprawę swoistości reakcji rozwiązano w następujący sposób:
a) Zasada protekcji substratem. Jak wynika z badań biochemicznych C o- 
h e n a  i W a r r i n g a  (3) obecność wysokich stężeń właściwego substra- 
tu chroni enzym przed zablokowaniem nawet przez nieodwracalnie wiążą­
cy się inhibitor. Wykorzystując to zjawisko zastosowano następującą ko­
lejność postępowania. Przeponę myszy utrwaloną w formalinie przenoszo­
no do środowiska zawierającego acetylocholinę w stężeniu 10“ 3M, następ­
nie utrzym ując to stężenie substratu dodawano nieznakowany DFP w stę­
żeniu 10~4M. W tych warunkach nieznakowany DFP wiązał się ze wszyst­
kimi enzymami innymi niż Achaza oraz z wszystkimi nieenzymatycznymi 
substancjami ewentualnie reagującymi z tym inhibitorem. Po elucji sub­
stratu stosowano znaokwany trytem  DFP w stężeniu 10_4M, który blo­
kował Achazę do tej pory chronioną przez duże stężenia substratu. Z tak 
przygotowanego materiału sporządzono autoradiogramy.
b) Zasada swoistego reaktywowania. W związku z możliwością stosowania 
DFP jako gazu bojowego a także przypadkowych zatruć tym związkiem, 
opracowano substancję nukleofilną (14, 15), która w sposób swoisty wy­
piera DFP z Achazy. Substancją tą jest jodek pirydyno-2-aldoksymmety- 
lowy (2-PAM). 2-PAM reaktyw uje Achazę w sposób swoisty wypierając 
bardzo wolno DFP związany z innymi esterazami. Wykorzystując właści­
wości tej substancji zastosowano następującą procedurę: utrwaloną w for­
malinie przeponę myszy blokowano nieznakowanym DFP 10- 4M. Następ­
nie odblokowywano Achazę przez stosowanie 2-PAM w stężeniu 10_3M. 
Na odblokowany enzym działano znakowanym trytem  DFP (T-DFP) uzy­
skując w ten sposób swoiste napiętnowanie radioizotopem badanego en­
zymu.

Zasada protekcji substratem jak i zasada swoistego reaktywowania 
dały wg przewidywań identyczne wyniki zarówno co do lokalizacji jak 
i ilości ziaren srebra w autoradiogramach płytek ruchowych przepony.

Wyżej opisane sposoby postępowania mogą być i były kontrolowane 
barwną reakcją histochemiczną wg K o e 11 e g o (7). Reakcja ta polega 
na inkubowaniu badanej tkanki w środowisku zawierającym acetylotio- 
cholinę jako substrat. Po hydrolizie w miejscu aktywności enzymatycz­
nej wypada osad soli miedziowej tiocholiny. Osad ten staje się widoczny 
po przekształceniu go w czarny siarczek miedzi. Przy pomocy reakcji

A. Substrat —» Substr. +  DFP —► Bufor —> T-DFP 

B. DFP — 2-PAM  -» Bufor -> T-DFP

Schem at 2. Dwa w arianty postępow ania dla uzyskania sw oistego w iązania T -D FP
z esterazą acetylocholinow ą
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Koellego kontrolowano poszczególne stadia (schemat 2) opisanych pro­
cedur.

Przy użyciu DFP znakowanego trytem  można porównywać ilościowo 
stężenie znakowanego inhibitora stosując albo liczenie ziaren, albo szcze­
gólny rodzaj fotometrii przy użyciu światła odbitego (10). Dane ilościowe 
uzyskane na tej drodze są wartościami względnymi. Przyczyna tego leży 
w istocie autoradiografii trytu. Trudna lub niemożliwa do ustalenia jest 
mianowicie wydajność tj. ilość ziaren srebra uzyskanych z określonej 
ilości dezintegracji w warstwie nieskończenie grubej. Nie mniej jednak 
pomiary względne oparte na liczeniu ziaren mogą być źródłem wielu in­
teresujących informacji. Różne ilości ziaren srebra, przypadające na jed­
nostkę powierzchni, są wykładnikiem różnych stężeń radioizotopu przy­
padającego na porównywane obszary. Przykładem takiego wykorzystania 
danych ilościowych uzyskanych tą metodą jest ocena wpływu utrwalaczy 
na ilość enzymu dostępnego dla inhibitora, lub wpływu innych inhibi­
torów, np. ezeryny na ilość związanego DFP przedstawiona w pracy 
B a r n a r d a  i O s t r o w s k i e g o  (1).

Na drodze liczenia ziaren wykazano możliwość określania wspomnia­
nych we wstępie niektórych parametrów kinetycznych enzymu. Tablica 1 
pokazuje zależności czasowe pełnego wysycenia się inhibitorem enzymu 
zawartego w płytce ruchowej przepony.

T a b l i c a  1
Szybkość wiązania się DFP z enzymem in situ (wg 10)

Czas
Ilość ziaren nad 
9 [i.2 płytki rucho­

wej
±S .D . v.c. n

Ilość ziaren nad 
wł. mięśniowym 
w obszarze 900{jl2 

(tło)

± S .D . c.v. n

1 min. obecności płytek ruchowych nie daje 5,7 1,9 33,3 10
2m in. się wykazać 6,4 2,1 32,8 10
5 min. 2,41 1,16 48,1 100 7,6 1,6 21,1 10

lOmin. 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 17,8 10

+  S .D . =  odchylenie standartow e; v. c. =  w spółczynnik zm ienności; n  =  ilo ść  liczonych p ó l

Najbardziej atrakcyjną wydaje się możliwość określania bezwzględ­
nej ilości cząsteczek enzymu w płytce ruchowej. Schemat 3 pokazuje 
dwa możliwe sposoby podejścia do tego zagadnienia. Przyjrzyjm y się bli­
żej tym  możliwościom. Pierwsza z nich polega na tym, że fragment prze­
pony przygotowuje się tak, by wysycić w sposób swoisty cząsteczki en­
zymu T-DFP. Można tu stosować zarówno metodę protekcji substratem 
jak i swoistej reaktywacji. Z takiego fragmentu przepony ekstrahuje się 
związany inhibitor w sposób swoisty przy pomocy 2-PAM, a ilość inhi­
bitora określa się w sposób bezwzględny w liczniku scyntylacyjnym.
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Wyekstrahowane, a więc reaktywowane pod względem enzymatycznym 
płytki ruchowe wybarwia się histochemicznie reakcją Koellego i w spo­
sób bezpośredni na preparacie gniecionym określa się ich ilość pod mi­
kroskopem. Stąd można obliczyć ilość cząsteczek inhibitora przypadają­
cego na jedną płytkę ruchową.

1. P o d b a r w i e n i e  r e a k c j ą  h i s t o c h e m i c z n ą

2 . T - D F P  l u b  32P - D F P  ( „ z i m n e ” D F P  d l a  k o n t r o l i )

3 . P r z e m y c i e  „ z i m n y m ” D F P

4 . U t r w a l e n i e  f o r m a l i n ą

5 . P r z e m y c i e  b u f o r e m

6 . I z o l a c j a  w ł ó k i e n  m i ę ś n i o w y c h  z a w i e r a j ą c y c h  p ł y t k i  r u c h o w e  o r a z  f r a g m e n t ó w  

w ł ó k i e n  b e z  p ł y t e k

7 /  \
1 ■ 3 J J  3 2 p

E k s t r a k c j a  2 - P A M  A u t o r a d i o g r a f i a  ś l a d o w a

L i c z n i k  s c y n t y l a c y j n y

S c h e m a t  3 . S c h e m a t  p o s t ę p o w a n i a  w  c e l u  o k r e ś l e n i a  b e z w z g l ę d n e j  i l o ś c i  c z ą s t e c z e k

A c h a z y  w  p ł y t c e  r u c h o w e j

Drugim podejściem jest użycie DFP znakowanego 32P i określenie 
bezwzględnej ilości inhibitora przypadającego na płytkę ruchową przy 
pomocy autoradiografii śladowej. W wyżej opisanej metodzie ekstrakcyj­
nej nie używano 32P-DFP, ponieważ aktywność właściwa tego związku 
jest stosunkowo niska. Nieprzydatność tego związku dla autoradiografii 
kontrastowej jest oczywista ze względu na właściwości fizyczne 32P, 
a mianowicie wysoką energię promieniowania beta. Autoradiografia śla­
dowa posiada szereg zalet w stosunku do autoradiografii kontrastowej. 
Pierwszą zaletą jest praktycznie biorąc brak tła. Jest wysoce nieprawdo­
podobne, by przypadkowe promieniowanie jonizujące ułożyło ziarna 
w kształcie śladu charakterystycznego dla promieniowania beta 32P. Po 
drugie z geometrii autoradiogramów śladowych wynika, iż wydajność 
ich można określić na ok. 50%. Licząc więc ilość śladów wychodzących 
z pojedynczej płytki ruchowej i znając aktywność właściwą inhibitora 
oraz czas ekspozycji można obliczyć bezwzględną ilość cząsteczek inhi­
bitora związanego z jedną płytką ruchową.

R o g e r  s i wsp. (11) opracowali dla badań techniką autoradiografii 
śladowej metodę izolacji poszczególnych włókien. Metoda ta pozwala od­
dzielać włókna zawierające płytki ruchowe od włókien, które płytek nie 
zawierają. Izolowane włókna powlekano grubą warstwą emulsji dla uzy­
skania wyraźnych śladów (rysunek 1).

Obie metody, tak liczenia w liczniku scyntylacyjnym jak i autoradio­
grafii śladowej dały zbieżne wyniki co do ilości cząsteczek Achazy przy­
padającej na jedną płytkę. Wyniki te nie są jeszcze opublikowane.
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Badania nad lokalizacją i ilościowym określaniem tzw. nieswoistych
esteraz

Nieswoiste esterazy są niejednolitą grupą enzymów hydrolitycznych 
występujących we wszystkich komórkach. Zakres działania poszczegól­
nych enzymów należących do tej grupy jest różny, ale często zakresy 
działania zachodzą na siebie tak, że ten sam związek jest substratem dla 
kilku enzymów. Z punktu widzenia działania inhibitorów nieswoiste este­
razy można podzielić na: wrażliwe i odporne na działanie DFP. Przy sto­
sowaniu barwnych reakcji histochemicznych na esterazy — w szczególno­
ści nadaje się do tego reakcja indoksylowa Holta — uzyskuje się na ogół 
jednolite wybarwienie cytoplazmy np. komórek wątroby czy kanalików 
nefronu. Po uprzednim zadziałaniu DFP reakcję dają wyłącznie esterazy 
odporne na działanie tego inhibitora, a reakcja barwna wystąpi również 
w cytoplazmie, ale w postaci dobrze ograniczonych okrągłych wakuoli. 
Niektórzy autorzy np. N o v i k o w sądzą, iż te odporne na działanie DFP 
esterazy są enzymami lizosomalnymi.

Jak z powyższego wynika, metodą znakowanego DFP można badać 
wyłącznie esterazy wrażliwe na ten inhibitor — są to te enzymy, które 
leżą poza układem lizosomalnym i dają dyfuzyjne zabarwienie cytoplazmy

T a b l i c a  2
Nieswoiste esterazy nerek (wg 9)

Substraty i inhibitory 
stosowane wraz z T-DFP

Ilość
ziaren

nad
V

± S .D . v.c.

T-DFP G l 0,84 0,83 98,8
Q 3,78 1,56 41,4
Cii 0,82 0,87 106,1

(3-metylo-acetylocholina G l 0,63 0,81 128,5
Q 3,58 1,70 47,5
Q i 0,80 0,96 107,5

Eseryna G l 0,60 0,81 135,0
Q 2,86 1,68 58,7
Cu 0,66 0,80 120,2

Octan fenylu+ kwas G l 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 G l 0,67 0,88 131,3
Ci 2,94 1,62 55,1
Cu 0,76 0,88 115,7

i
G l =  kłębek; C i =  kan . kręty  części głównej nefronu; C u  =  kan a lik  kręty dalszy —  w staw ka; n  =  500
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R y s .  1. S i a d o w y  a u t o r a d i o g r a m  p ł y t k i  r u c h o w e j  p o  z a s t o s o w a n i u

R y s .  2.  A u t o r a d i o g r a m  t r z u s t k i  p o  i n h i b i c j i  n i e s w o i s t y c h  e s t e r a z  z n a k o w a n y c h  D F P
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Rys. 3. Nerka m yszy; ziarna autoradiogram u wykazującego lakalizację T-ATPazy
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przy użyciu barwnych reakcji histochemicznych. Dokładniejszej lokali­
zacji tych enzymów np. powiązania ich z siateczką endoplazmatyczną 
nie znamy.

Stosując DFP znakowany trytem  (2) przebadano nieswoiste esterazy 
występujące w wątrobie i »nerce myszy. Dla analizy zakresów działania 
tych enzymów, stosowano opisaną wyżej zasadę protekcji substratowej.

T a b l i c a  3
Ilości ziaren nad poszczególnymi odcinkami nefronu myszy odzwierciedlające różnice * 

w ilości esteraz wrażliwych na DFP (wg 9)

Kłębek Kan. kręty 
I rzędu

Część gruba 
pętli Henle- 

go

Kan. kręty 
II rzędu

Tło

Ilość ziaren nad powierzchnią 30,25^2

Skra­
wek I 2,7 ±1,6  

v.c. 59% 
n =  1000

7,4±2,3  
v.c. 39% 
n =  1000

2,1 ±1,1  
v.c. 52% 
n =  500

3,3 ±1,4  
v.c. 42% 
n -  1000

0,2±0,5  

n =  1000

Skra­
wek II 2,2 ±1,4  

v.c. 63% 
n - 500

7,1 ±2,1 
v.c. 29% 
n =  500

2,3±2,1  
v.c. 91% 
n -  500

2,5 ± 0 ,4  
v.c. 16% 
n — 500

0,1 ± 0 ,4  

n =  1000

Dodając do środowiska inkubacyjnego zawierającego T-DFP różne sub- 
straty  (tablica 2) wycinano poszczególne zakresy hydrolitycznego dzia­
łania nieswoistych esteraz np. aktywność lipolityczną, chymotrypsyno- 
podobną, acetylocholino-esterazową. Stosowano też substraty swoiste dla 
nieswoistych esteraz.

Badania przeprowadzone na nefronie (tablica 3) pozwoliły na określe­
nie względnej ilości nieswoistych esteraz wrażliwych na DFP w poszcze­
gólnych częściach nefronu.

Wykonano również wstępne badania nad nieswoistymi esterazami 
w trzustce. Rysunek 2 pokazuje biegunową lokalizację ziaren srebra nad 
częścią szczytową komórek zewnątrzwydzielniczych. Widoczna jest nie­
wielka ilość ziaren nad wyspami Langerhansa.

Badania nad „transport-ATP-azą”

„Transport ATP-aza” (t-ATP-aza) wykryta przez S k o u  (12), jest 
enzymem lub systemem enzymów, niedokładnie jeszcze określonych pod 
względem swojej budowy chemicznej. Enzym ten jest odpowiedzialny 
za pracę pompy sodowo-potasowej utrzymującej wysokie stężenie jonów
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potasowych we wnętrzu komórek. Ten system enzymatyczny jest zwią­
zany z błoną komórkową, o czym świadczy przebieg jego izolowania me­
todami biochemicznymi. Pogląd, iż istnieje biegunowa lokalizacja tego 
enzymu, np. lokalizacja przy błonie przypodstawnej komórek, jest uza­
sadniony teoretycznie, nie został jednak do tej pory udowodniony. Enzym 
ten występuje we wszystkich dotąd badanych komórkach. Niektórzy przy­
pisują mu podstawowe znaczenie nie tylko dla regulacji gospodarki jo­
nowej, ale także dla transportu aminokwasów poprzez błonę komórkową. 
t-ATP-aza ma do spełnienia szczególną rolę w nerce, biorąc czynny udział 
w resorpcji wtórnej. Dokładna lokalizacja tego enzymu w nerce nie jest 
znana. Można przypuszczać opierając się na tzw. teorii przeciwprądowej, 
iż dużą aktywność tego enzymu wykazywać powinna pętla Henlego. 
t-ATP-aza jest w sposób swoisty hamowana przez oubainę (strofanty- 
nę G).

Na oczyszczonych preparatach t-ATP-azy udało się określić właści­
wości biochemiczne tego enzymu (9, 13). Swoistym substratem jest ATP, 
od którego enzym ten odszczepia końcową grupę fosforanową. Produkt 
hydrolizy — ADP hamuje aktywność enzymu; natomiast inne związki jak 
AMP, UTP nie są substratami. Stwierdzono ścisłą zależność aktywności 
tego enzymu od obecności w środowisku jonów Mg++, które mogą być 
zastąpione jonami Mn++. t-ATP-aza należy do grupy ATP-az hamowa­
nych przez jony Ca++. PCMB lub PCMS niszczą aktywność enzymatyczną. 
Aktywność ta jest hamowana również przez małe stężenia oligomycyny 
i florydzyny. Stwierdzono też zależność aktywności t-ATP-azy od stężenia 
K + i N a+ w środowisku.

Wyniki badań H o  k i n a  i Y o d y  ogłoszone w 1964 r. (5) pozwoliły 
na opracowanie metody autoradiograficznego wykrywania t-ATP-azy. 
Pracując metodami biochemicznymi autorzy ci stwierdzili, iż DFP hamuje 
t-ATP-azę. DFP wiąże się z ośrodkiem aktywności enzymu poprzez serynę 
(a więc tak samo jak w esterazie acetylocholinowej). Najważniejsze 
z punktu widzenia opracowania histochemicznej metody autoradiogra- 
ficznej było jednak ustalenie bezwzględnej zależności wiązania się en­
zymu z DFP od obecności jonów Mg++. Stwierdzono na drodze bioche­
micznej zależność inaktywacji t-ATP-azy przez DFP od obecności jonów 
potasowych, natom iast nie znaleziono zależności od jonów sodowych. 
W obecności jonów K+ można było stosować niższe stężenia molarne DFP. 
W badaniach biochemicznych Hokina i Yody oubaina zastępowała jo­
ny K+ w środowisku. Jest to, jak się poniżej pokaże, jedyna różnica jaką 
stwierdzono pomiędzy układem biochemicznym a opracowanym ukła­
dem histochemicznym. Odpowiednie stężenie ATP w środowisku inkuba- 
cyjnym chroni enzym przed działaniem inhibitorów. Inne nukleotydy 
tego efektu nie dają.

Opierając się na powyższych danych, opracowano następujący sche­
mat postępowania dla uzyskania autoradiograficznej lokalizacji t-ATP-azy
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(patrz schemat 4). Utrwalone w zimnej formalinie skrawki nerki umiesz­
czano w środowisku pozbawionym jonów Mg+ + a zawierającym niezna-

5. Autoradiografia

Kontrola: bez M g++, w  obecności oubainy, oligom ycyny etc.

Schem at 4. Postępow anie przy w ykryw aniu  „T ransport-A TPazy”

kowany DFP. W tych warunkach inaktywacji ulegną wszystkie esterazy 
wrażliwe na DFP, a t-ATP-aza wobec braku jonów Mg f+ nie zwiąże się 
z DFP. W następnym stadium dodawano do środowiska jony Mg oraz 
T-DFP uzyskując jego związanie z enzymem zaktywowanym jonami Mg. 
Na autoradiogramach (rysunek 3) można było stwierdzić różne ilości zia­
ren srebra nad różnymi częściami nefronu. Stwierdzono zgodnie z prze­
widywaniami największe sitężenie enzymu nad grubymi częściami pętli 
Henlego. W podobny sposób przebadano autoradiograficznie zmiany za­
chodzące wtedy, gdy w środowisku inkubacyjnym zawierającym T-DFP 
znajdowały się odpowiednie stężenia Ca++, Mg++, Mn++ oraz różne stę­
żenia K, PCMB, AMP, ATP, i UTP.

Nie istnieją w tej chwili wiarygodne barwne reakcje histochemiczne 
pokazujące lokalizację t-ATP-azy. Zaproponowana przez M c C l u r -  
k i n a (4 ) reakcja histochemiczna okazała się zarówno w naszych rękach 
jak i innych pracowniach niepowtarzalna.

Szczegółowe dane dotyczące t-ATP-azy są obecnie w opracowaniu 
i przygotowaniu do druku.

Proponowana metoda stosowania inhibitorów może być analizowana 
techniką autoradiografii w mikroskopie elektronowym. Zaletą tej metody 
jest polepszenie zdolności rozdzielczej autoradiografii o około jeden rząd 
wielkości. Najlepsze autoradiogramy uzyskiwane obecnie mają zdolność 
rozdzielczą równą około 500 A. Rozważmy przykłady ilustrujące możli­
wość zastosowania tej metody: Istnieją sprzeczne poglądy co do lokali­
zacji esterazy acetylocholinowej w płytkach ruchowych. Wg większości 
autorów Achaza znajduje się wyłącznie na błonie postsynaptycznej. Wg 
B u r n e t t a  enzym ten występuje w pęcherzykach presynaptycznych. 
Nie wdając się w szczegółową dyskusję tej rozbieżności poglądów można 
stwierdzić, iż wykazanie lokalizacji Achazy przy pomocy znakowanego 
trytem DFP mogłoby przyczynić się do rozstrzygnięcia sporu. Zdolność 
rozdzielcza tej metody jest wystarczająco dobra dla rozstrzygnięcia pro-

1. EDTA
2. D FP +  EDTA
3. T -D FP +  M g++ +  K +
4. D FP (w nadmiarze)

inaktyw acja t-A T P A zy przez usunięcie M g+ + 
zablokow anie esteraz w rażliw ych na DFP  
sw oiste znakow anie uczynionej t-A T P azy  
płukanie

Autoradiografia w mikroskopie elektronowym
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blemu, zaś zupełnie inne źródła błędów tej metody pozwalają na dysku­
sję rozbieżności wyników uzyskanych metodami histochemicznymi opar­
tymi na reakcjach enzymu z różnymi substratami. Innym zagadnieniem, 
które mogłoby być rozwiązane przy pomocy autoradiografii w mikro­
skopie elektronowym jest sprawa lokalizacji esteraz wrażliwych na DFP. 
Proponowana metoda mogłaby pomóc w ustaleniu z jakim narządem ko­
mórkowym te enzymy są związane.

Dyskutowane przykłady stosowania znakowanego inhibitora w bada­
niach cytochemicznych stanowią dowód realności tej metodyki i dla in­
nych układów enzym-inhibitor, wymagających przebadania.
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Post.  Biochem.  12, 163, 1966

WŁODZIMIERZ OSTROWSKI*)

Hans von Euler 
15.11.1873 — 8.XI.1964

Wiedz, że jedna na św iecie  oprze się jej potęga;
Św iatło w iedzy w  tym  życiu, brodzącym  w ciągłych  m rokach  

Lukrecjusz, De Rerum Natur

W dniu 8 listopada 1964 r. zmarł w Sztokholmie w wieku lat 91 eme­
rytowany profesor Hans von Euler (Chelpin), jedna z najbardziej popu­
larnych postaci w biochemii. Euler, długoletni dyrektor Instytutu Bio­
chemicznego Uniwersytetu w Sztokholmie, laureat Nagrody Nobla z 1929 r., 
był autorem ponad 2000 publikacji naukowych. Twórczej pracy nauko­
wej poświęcił prawie trzy czwarte wieku, bowiem pierwsza praca Eulera: 
„Zależność pomiędzy tem peraturą i stopniem dysocjacji niektórych kwa­
sów” ukazała się w 1896 r., ostatnia natomiast: „Wyniki badań elektrofo- 
retycznych nad zawartością białek i enzymów w krwi i sürowicy zwie­
rząt” — w 1964 r. Okres 6 8  lat wypełnił Euler nieustanną działalnością 
naukową, zachowując entuzjazm dla umiłowanej przez siebie dziedziny 
wiedzy. Do ostatnich dni działał w pełni sił fizycznych i umysłowych.

Profesor Euler urodził się 15 lutego 1873 r. w Augsburgu w Niemczech, 
w rodzinie wojskowej; ojciec jego był generałem niemieckim. Chemię i fi­
zykę studiuje najpierw w Berlinie w latach 1893-1896 u Emila Fischera, 
H. Landolta i A. Kundta. Po otrzymaniu doktoratu za pracę na temat 
kompleksów molibdenowo-wanadowych (jednym z egzaminatorów Eulera 
przy promocji był Max Planck), udaje się do Getyngi i rozpoczyna naukę 
w zakresie chemii fizycznej w słynnym wówczas laboratorium Waltera 
Nernsta. W tym czasie Nernst pracował nad przewodnictwem elektrycz­
nym żarzących się tlenków ziem rzadkich (lampa Nernsta) i przyjaźnił 
się z S. Arheniusem. Kiedy Arhenius zwrócił się do Nernsta o polecenie 
mu dobrego asystenta, ten wskazał na Eulera. W 1897 r. Euler jedzie do 
Sztokholmu i rozpoczyna pracę w drugiej ojczyźnie, zostając profesorem 
zwyczajnym chemii ogólnej i organicznej w 1906 r., a od 1929 r. kierowni­
kiem Biokemiska Institutet przy Odengatan w Sztokholmie. W następnych 
latach ta placówka naukowa staje się sławna na cały świat, przyjeżdżają

*) Doc. dr, k ierow nik  Zakładu Chem ii Fizjologicznej AM w K rakowie.
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do niej bowiem biochemicy z wielu krajów i zdobywa najwyższy auto­
rytet w dziedzinie enzymologii.

Największym osiągnięciem Eulera są niewątpliwie badania nad fer­
mentacją alkoholową, podczas których wykazał, że ten proces jest zależny 
nie tylko od białek-enzymów, ale również od rozpuszczalnych, niskoczą- 
steczkowych substancji — kofaktorów. Wprawdzie już E. Buchner (1860- 
1917) przyjmował, że jego zymaza składa się z dwu składników, ale nie 
był w stanie tego udowodnić. Później tym problemem zajął się A. Harden 
(1865-1940) w Anglii wykazując, że fermentacja zależy od obecności fo­
sforanu i innego składnika t.zw. kozymazy, odpornej na ogrzewanie 
w wyższej temperaturze. Mimo wysiłków Hardenowi i jego współpra­
cownikowi Youngowi nie udało się kozymazy wydzielić i bliżej scha­
rakteryzować. Właśnie w tym stadium badań nad rolą kofaktorów w fer­
mentacji włączył się Euler ze swymi współpracownikami (F. Schlenk, 
R. Nilsson, K. Myrbäck, E. Adler) podejmując szczegółowe studia nad 
rolą kozymazy w poszczególnych reakcjach fermentacji. Wraz z Myr- 
backiem otrzymują kodehydrogenazę I w czystym stanie i ustalają struk­
turę tego związku. Za te badania i inne dotyczące procesów oksydacyjno- 
redukcyjnych w żywej komórce Euler otrzymuje w 1929 r. nagrodę No­
bla w dziedzinie chemii. Z uwagi na również pionierskie osiągnięcia 
Hardena w dziedzinie fermentacji nagroda zostaje równo podzielona po­
między obu uczonych.

Innym poważnym osiągnięciem Eulera były badania nad przejściem 
beta-karotenu w witamię A. Był pierwszym, który zaproponował uwa­
żać beta-karoten za prowitamię A. Prowadząc badania nad analogami 
strukturalnym i kwasu nikotynowego wprowadza pojęcie antywitamina — 
termin przyjęty w nomenklaturze biochemicznej. Wiele lat pracy począw­
szy od II wojny światowej poświęcił badaniu zmian biochemicznych 
w tkankach nowotworowych. W nowotworach badał procesy oksydacyj- 
no-redukcyjne, występowanie i aktywność różnych enzymów, zjawiska 
immunochemiczne i inne. Badania te są zawarte w dwóch znanych mono­
grafiach: „Biochemie der Tumoren” wydanej wraz ze Skarżyńskim 
w 1942 r., oraz „Chemotherapie and Prophylaxe des Krebses” napisanej 
w 1962 r a więc zaledwie dwa lata przed śmiercią. Pierwsza monografia 
ma charakter oryginalnego i klasycznego dzieła w swoim zakresie, prze­
tłumaczona na wiele języków, do dziś jest chętnie czytana przez tych, 
którzy zajmują się eksperymentalną onkologią.

Do Polaków profesor Euler odnosił się z sympatią i życzliwością 
a szczególne więzy łączyły go z naszym krajem poprzez osobę profesora 
B. Skarżyńskiego. Profesor Skarżyński spędził bowiem w Instytucie Bio­
chemii kierowanym przez Eulera całe 5 lat II wojny światowej. Obu 
uczonych łączyła szczera przyjaźń i wzajemny szacunek, zarówno podczas 
pobytu profesora Skarżyńskiego jak i później w latach powojennych.
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f-
Wiele anegdot i opowiadań, które miałem możność usłyszeć od profesora 
Skarżyńskiego wskazywało, że profesor Euler był człowiekiem głęboko 
i wszechstronnie wykształconym, pełnym dynamizmu i nowych pomy­
słów naukowych, życzliwym dla swych licznych współpracowników. Na 
wieść o śmierci profesora Skarżyńskiego w 1963 r. przysłał pełen żalu 
i współczucia list i był jednym z pierwszych, którzy nadesłali swoje prace 
do pamiątkowego zeszytu Acta Biochimica Polonica. Niestety nie było 
mu dane oglądać tej pracy wydrukowanej, zmarł bowiem w kilka dni po 
wyjściu zeszytu z drukarni. Pamiętam spotkanie z profesorem Eulerem 
na Międzynarodowym Kongresie Biochemicznym w Moskwie w 1961 r. 
Kiedy chciałem mu pomóc w wejściu do windy, powiedział: „dziękuję, 
nie trzeba, muszę sam sobie dawać radę, za dwa miesiące jadę do Indii, 
czekam tylko żeby się zrobiło trochę chłodniej”. Był wówczas w wieku 
8 8  lat i jak mi wiadomo pojechał do Indii, a w 1962 r. był również w Ja ­
ponii i USA interesując się żywo najnowszymi problemami współczesnej 
biochemii i jej twórcami. Jeszcze w październiku 1964 r. przebywał 
w Niemczech, odwiedzał swoje rodzinne strony i wygłosił referat na po­
siedzeniu Towarzystwa Lekarskiego. Niespodziewana choroba i śmierć 
przerywa to pełne sukcesów, pracowite życie.
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W dniu 17 listopada 1965 roku zmarła w Madison (USA)

Doc. Dr LUDMIŁA SZARKOWSKA

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

Wiadomość ta dotarła do kraju w chwili drukowania tego
zeszytu.
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R E C E N Z J E

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. H uxley, Pergam on Press, 1965.

K olejny tom Progress... przynosi sześć artykułów  przeglądow ych reprezentują­
cych szeroki w achlarz zagadnień od zastosowań subkom órkowego frakcjonow ania  
tkanki m ózgow ej do biosyntezy białka w łącznie. G w arantuje to szeroki krąg czy­
teln ik ów  i stwarza oczyw iste kłopoty potencjalnym  recenzentom . W iększość arty­
k u łów  obraca się jednak w okół problem atyki kw asów  nukleinow ych w  biosyntezie 
białka i m orfogenezie, wokół struktury w irusów , chrom atyny i polipeptydów .

N ie jest łatw o pisać dziś artykuł przeglądow y o b iosyntezie białka. Dynam ika  
rozw oju tej dziedziny jest zupełnie niebyw ała i sypiący się z dnia na dzień istny  
nadm iar now ych faktów  zm usza do nieustannej rew izji poglądów. P. N. C a m p ­
b e l l ,  autor artykułu o biosyntezie białka, postąpił najsłuszniej ograniczając się  
do głów nych aspektów  oraz do om ów ienia podstaw  teoretycznych bez wnikania  
w  szczegółow e zagadnienia kodu genetycznego. L iteratura źródłowa om ówiona jest 
do 1964 r. nie obejm uje jednak w ielu  prac, m.in. o zastosow aniu trójnukleotydów  
w  badaniach in v itro  i o w p ływ ie  struktury drugorzędowej. D okładniej om ów iony  
jest przebieg biosyntezy białka w  układzie m ikrosom ów  wątroby, zgodnie z zain­
teresow aniam i badaw czym i autora. Na podkreślenie zasługują podrozdziały o poli­
som ach i ruchu mRNA z jądra do cytoplazm y. A rtykuł obfituje w  doskonałe sche­
m aty, które poglądow o ilustrują przebieg, często zresztą h ipotetyczny, szeregu re­
akcji i przem ian prow adzących do w ytw orzenia pierw szorzędow ej struktury cząs­
teczki białka.

D. R. D a v i e s  w  zw ięzły  sposób przedstaw ia w ynik i ostatnich 4— 5 lat badań 
rentgenograficznych nad konform acją polipeptydów , celow o om ijając w ynik i badań 
optycznych i hydrodynam icznych. W zw iązku z tym  praca przeznaczona jest raczej 
dla w ęższego grona bezpośrednio zainteresow anych.

A rtykuł J e a n  B r a c h e t  o roli kw asów  nukleinow ych w  m orfogenezie jest 
chyba jedną z p ierw szych prób stw orzenia podstaw  m olekularnej em briologii. 
Szczegółow a rola DNA i poszczególnych rodzajów  RNA w  procesie różnicow ania  
kom órkow ego jest jeszcze bardzo m ało znana i n iew ątp liw ie stanie się obiektem  
in tensyw nych badań na poziom ie m olekularnym  w  najbliższych latach. P ow strzy­
m ując się od daleko idących spekulatyw nych rozważań autor dochodzi do wniosku, 
że w  obecnej chw ili najrozsądniejszym  dla eksperym entatora założeniem  jest uzna­
nie w iodącej roli mRNA w  procesie różnicow ania; natom iast teoria regulacji Jacob  
i Monod w ynik ła  z prac na układach bakteryjnych i upatrująca m echanizm  regu­
lacji na poziom ie DNA znajduje tu raczej ograniczone zastosow anie. Autor zwraca  
uw agę na ew entualną rolę rybosom ów  w  rozw oju i różnicow aniu polegającą na 
sukcesyw nym  ich uaktyw nianiu  w  sensie zdolności do akceptacji m RNA. Jest to 
co prawda pogląd dyskusyjny w  św ietle  dośw iadczeń, ale zapew ne bardzo płodny.
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Pow szechnie toruje sobie drogę m yśl, skądinąd poparta niecytow anym i przez autora 
pracam i fizykochem icznym i A. R i c h a i genetycznym i B. A m e s a, że pozornie 
niespecyficzny charakter rybosom ów  w  dośw iadczeniach in v i tro  nie stanow i isto t­
nego odzw ierciedlenia ich roli w  komórce. Sądzić można, że praca J e a n  B r a c h e t  
zainteresuje szerszy krąg czytelników .

A rtykuł B. H. H y d a przedstaw ia na w stęp ie granice użyteczności now oczes­
nych m etod m ikroskopii elektronow ej i rentgenografii w  badaniach ultrastruktury  
chrom atyny, przy czym czyni to w sposób dostępny dla niespecjalistów . Z kolei 
autor om aw ia system atyczn ie prace ostatnich lat i h ipotezy na tem at struktury  
chrom osom ów  jąder kom órek w yższych roślin i zwierząt.

D. S t e v e  B o c c i a r e l l i  przedstaw ia strukturę i procesy rozw ojow e w iru ­
sów  zwierzęcych. W części p ierw szej om ów ione są przejrzyście podstaw y k la sy fi­
kacji, w  części drugiej autor prezentuje poszczególne grupy, w reszcie część trzecia  
stanow i krótką analizę procesów  rozw oju i replikacji w irusów  zw ierzęcych. Praca 
jest bardzo na czasie — w irusy zw ierzęce m ają znacznie uboższą literaturę prze­
glądow ą od sw ych odpow iedników  roślinnych i fagów. A rtykuł jest jednak nie 
dość konsekw entnie adresow any, szczególn ie odnosi się to do części drugiej i trze­
ciej. Zawiera on bow iem  szereg elem entów  opisow ych św iadczących o przeznacze­
niu dla szerszego ogółu biochem ików , z kolei kom pletny praw ie brak upraszczają­
cych schem atów  utrudnia lekturę.

Obszerna praca V. P. W h i t t a k e r a  na tem at zastosow ań frakcjonow ania  
subkom órkow ego tkanki m ózgow ej koncentruje się g łów nie na pracach autora  
i jego zespołu w  ciągu ostatnich 6-7 łat. Szczególnie dokładnie jest om ów ione pow ­
staw an ie i w łaściw ości synaptosom ów . Z ainteresow any czytelnik  znajdzie tu rów ­
nież szczegółow e om ów ienie zaw artości amin biogenetycznych i zw iązanych z nim i 
enzym ów  w  poszczególnych fragm entach subkom órkowych. W yniki zespołu V. P. 
W h i t t a k e r a  są w ym ow nym  dow odem  pożytku, jaki daje skoncentrow anie  
w  ram ach jednej grupy badaczy dwu podstaw ow ych narzędzi w spółczesnej b io ­
chem ii: u ltraw irow ania i m ikroskopii elektronow ej.

O pracow anie graficzne tom u jest na bardzo w ysokim  poziom ie, natom iast indeks 
przedm iotow y jest niew yczerpujący. W sum ie tom należy uznać za udany i celow y.

W. Szer
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AUTOREFERATY PRAC DOKTORSKICH

Wpływ związków z grupy dwukumarolu na układ fibrynolityczny osocza

M ARTA NIEWIAROWSKA

Pracę w ykonano w  Instytucie H em atologii i II K lin ice Położnictw a i Chorób K obie­
cych A kadem ii M edycznej w  W arszaw ie 

Promotor: Prof, dr IRENA CHMIELEWSKA

U chw ała Rady W ydziału B iologii i Nauk o Ziem i U niw ersytetu  W arszaw skiego  
nadająca stopień naukow y doktora  nauk p rzyrodn iczych  z dnia 7 czerw ca 1965 r.

Praca pośw ięcona jest badaniu w pływ u trzech zw iązków  z grupy dw ukum arolu: 
sintrom u, m arkum aru i pelentanu na układ fibrynolityczny królika i człow ieka.

Z w iązki te podaw ane były królikom  doustnie w  jednorazow ych daw kach: sin t­
rom — 8 m g/kg, m arkum ar — 9 mg/kg, pelentan — 300 m g/kg. Zgodnie z pow szech­
nie przyjętym i poglądam i po podaniu zw iązków  z grupy dw ukum arolu stw ierdzono  
przedłużenie czasu protrom binowego. Indyw idualny rozrzut był bardzo duży. N aj­
w iększe rozrzuty obserw ow ano w  grupie zw ierząt otrzym ujących pelentan, naj­
m n ie jsze— w  grupie zw ierząt otrzym ujących sintrom . M axim um  aktyw ności dla 
w szystkich trzech antykoagulantów  obserw ow ano po 24 godzinach od m om entu  ich  
podania. N orm alizacja czasu protrom binow ego trw ała najdłużej po zastosow aniu  
pelentanu. W szystkie trzy antykoagulanty pow odow ały w ydłużenie czasu fibryn o- 
lizy w e frakcji euglobulinow ej osocza, które u trzym yw ało się dłużej niż przedłu­
żenie czasu protrom binowego. N ajw iększe zaham ow anie fibrynolizy w e frakcji 
euglobulinow ej osocza zaobserw ow ano po podaniu m arkum aru (średnio z 385 m in. 
do 1440 min.). Wyżej w ym ienione zw iązki z grupy dw ukum arolu w yw oływ a ły  
rów nież w zrost aktyw ności antyprazm inowej. W skaźnik antyplazm iny w zrastał od
1 do 3 w  przypadku sintrom u lub m arkum aru, od 1 do 7 w  przypadku pelentanu. 
N ie zaobserw ow ano natom iast statystyczn ie istotnych zm ian w  poziom ie fib ryn oge- 
nu i plazm inogenu.

U ludzi przebadano w p ływ  przew lekłego podaw ania sintrom u, m arkum aru  
i pelentanu na zachow anie się aktyw ności fibrynolitycznej osocza: fibrynolizy  w e  
frakcji euglobulinow ej, poziom u antyplazm iny, plazm inogenu oraz czynników  X I 
(PTA) i X II (czynnika Hagem ana). Te ostatnie czynniki badano z uw agi na ich  
rolę zarówno w  aktyw acji krzepnięcia krw i jak i w  procesie fibrynolizy. Chorych  
podzielono na 3 grupy, zależnie od czasu protrom binow ego (grupa 1 — czas protrom - 
binow y do 20 sek, grupa 2 — czas protrom binow y od 20 do 30 sek, grupa 3 — czas 
protrom binow y powyżej 30 sek). Stw ierdzono zależność m iędzy czasem  fibrynolizy  
w euglobulinach a czasem protrom binow ym  badanych osobników. W grupach  
z w ydłużonym  czasem protrom binow ym , czas fibrynolizy w  euglobulinach w yd łu ­
żał się, osiągając m aksym alne w artości w  trzeciej grupie. R óżnice te są sta ty stycz­
nie znam ienne. W spółczynnik korelacji m iędzy czasem  fibrynolizy w  euglobu li­
nach a czasem  protrom binow ym , rów ny jest 0,53. N ie zaobserw ow ano natom iast 
korelacji m iędzy poziom em  plazm inogenu, fibrynogenu, czynników  X I i X II a cza-
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sem  protrom binow ym  osocza. Poziom  antyplazm iny w zrastał w  grupach, w  których  
czas protrom binow y był przedłużony. S tatystycznie istotne były różnice m iędzy  
grupą pierw szą a drugą, pierw szą a trzecią. N atom iast w spółczynnik korelacji 
m iędzy czasem  protrom binow ym  a poziom em  antyplazm iny, w ynosił 0,155.

Z pow yższych danych m ożna w ysnuć w niosek , że zw iązki grupy dw ukum arołu  
pow odują nie tylko upośledzenie krzepnięcia krw i, polegające na obniżeniu pozio­
mu czynników  II, VII, IX i X , lecz także pow odują zaham ow anie fibrynolizy. M e­
chanizm  tego zaham ow ania polega na w zroście inhibitorów  enzym ów  fibrynoli- 
tycznych. O trzym ane w yniki służyły  do spraw dzenia słuszności tezy istn ienia  sta­
nu dynam icznej rów now agi m iędzy stanem  krzepnięcia krw i i fibrynolizy.

Wpływ związków tiolowych na wytwarzanie fosfolipazy C w hodowlach
Clostridium perfringens 

ANTONI JACEK ZBROZYNA

Pracę w ykonano w  K atedrze B iochem ii U niw ersytetu  W arszaw skiego  
Prom otor: Prof. dr IRENA CHMIELEWSKA

U chw ała Rady W ydziału B iologii i Nauk o Ziem i U. W. nadająca stopień naukow y  
doktora  nauk przyrodniczych  z dnia 10.V.1965 r.

Fosfolipaza C w ystępuje m.in. w  przesączach po hodow li beztlenow o rosnących  
drobnoustrojów  Cl. perfringens.  Jest ona identyczna z toksyną a tego drobnoustroju. 
Ilość jej w  podłożu w  hodow lach Cl. perfringens  jest zależna od składu podłoża. 
Obecność enzym atycznych hydrolizatów  białek w  podłożu znacznie zw iększa ilość  
enzym u. P ierw otnym  celem  pracy było ustalen ie jaka m inim alna ilość enzym atycz­
nego hydrolizatu kazeiny dodana do podłoża, n ie m ająca w pływ u na w zrost Cl. p e r ­
fringens, stym uluje m aksym alnie w ytw arzanie fosfolipazy. Do hodow li użyto podło­
ża zaw ierające kw asow y hydrolizat kazeiny lub różne ilości enzym atycznego hydro­
lizatu uzupełniane hydrolizatem  kw asow ym  do stałej zaw artości hydrolizatu w  pod­
łożu. C zynnikiem  obniżającym  potencjał red .-ox. tych podłoży był tioglikolan so ­
dowy. Jako standard do oznaczeń fosfolipazy służył przygotow any w łasną m etodą  
preparat enzym u. Stosow ano różny czas hodow ania Cl. perfringens  na badanych  
podłożach. Stw ierdzono, że zaw artość do 30% enzym atycznego hydrolizatu kazeiny  
nie w pływ a na w zrost drobnoustrojów, natom iast w yższa jego zaw artość przedłu­
ża fazę logarytm icznego w zrostu. Ilość fosfolipazy osiąga m aksim um  po 7 godz. 
i  jest najw yższa przy ok. 30°/o zaw artości hydrolizatu enzym atycznego w  podłożu. 
Ilość enzym u w  późniejszym  okresie hodow li zaw sze spada. W hodow lach 24-godz. 
przy zaw artości do 10%> enzym atycznego hydrolizatu nie stw ierdza się obecności en ­
zymu. W obec inaktyw acji fosfolipazy w  czasie hodow li zwrócono uw agę na do­
dawany do podłóż tioglikolan sodowy. Podłoża po 24-godz. hodow li inkubow ano  
ze standardem  fosfolipazy z dodatkiem  i bez dodatku tioglikolanu. P rzeprow adzo­
no także hodow lę 24-godz. dodając po 7 godz. glutation. Stw ierdzono, że dodaw ane 
do podłoża zw iązki zaw ierające grupę tio low ą w pływ ają na inaktyw ację w y tw a ­
rzanej fosfolipazy. Do inaktyw acji tej potrzebna jest jednakże obecność czynników  
znajdujących się  w  podłożu po 24-godz. hodow li. W ysunięto hipotezę, że czynnikam i 
tym i są enzym y proteolityczne, produkow ane przez drobnoustrój i aktyw ow ane  
zw iązkam i tio low ym i.

Fragm enty pracy są w ydrukow ane w  A cta  Mikrobiol. Polon. I ł ,  zesz. 4 (1965).
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SPRAWOZDANIA I KOMUNIKATY 

II Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
Wiedeń 21—24 IV, 1965

A ustriack ie  Tow arzystw o B iochem iczne w  dniach od 21 do 24 k w ietn ia  1965 r. 
zorganizow ało w  W iedniu II Zjazd Federacji Europejskich T ow arzystw  B iochem icz­
nych. G ospodarzem  Zjazdu był prof. O. H o f f m a n n - O s t e n h o f  a obrady od­
byw ały  się w  salach U niw ersytetu  W iedeńskiego. W Zjeździe w zięło udział ponad  
2000 osób, g łów nie z kontynentu europejskiego, ale rów nież dość liczna grupa przy­
była z U SA  oraz innych krajów  pozaeuropejskich. P lenarny referat na otw arcie  
Zjazdu został w ygłoszony przez H. A. K r e b s a  (Oxford) na tem at „M echanizm ów  
kontrolujących m etabolizm  w ęglow odanów ”. N astępnie obrady toczyły  się w  jed­
nym sym pozjum  i w  trzech kolokw iach pośw ięconych następującym  problem om : 

Struktura i funkcja RNA,
P rzeciw ciała  biologicznie czynnych cząsteczek,
C yklito le i fosfoinozytydy,
B iosynteza zw iązków  arom atycznych.

K r e b s  w  sw oim  referacie om aw iał różne przykłady m echanizm ów  regu lu ją­
cych przem ianę cukrową w  kom órce, zachodzące pod w pływ em  tych sam ych enzy­
m ów  jako przeciw staw ne sobie reakcje syn tezy  i rozpadu. Przew aga procesów  g li­
kolizy lub  glikoneogenezy uzależniona jest od szeregu czynników  w łączających lub  
w yłączających  odpow iednie enzym y. D aw no znanym  fizjologicznym  czynnikiem  re­
gulującym  syntezę lub rozpad cukrów  w  w ątrobie była odpow iednia dieta: ubogo- 
lub w ysokow ęglow odanow a, jednakże m echanizm  w pływ u d iety nie był w yjaśniony. 
G likoneogeneza nie w e w szystk ich  sw ych  etapach jest odw róceniem  procesu roz­
padu glukozy. Tam gdzie konieczne jest pokonanie barier energetycznych pojaw iają  
się dodatkow e reakcje, specjaln ie w rażliw e na działanie substancji m odyfikujących  
i w  określonych w arunkach w ykazujące sprzężenie zw rotne. Jeden z m echanizm ów  
regulujących działa np. na etap ie syntezy i rozpadu glikogenu, drugi natom iast —  
na etap ie przem ian estrów  fosforow ych  cukru.

Jednak centralną rolę w  m etabolizm ie w ęglow odanów  odgryw a 2 -fosfoenolop i- 
rogronian, od którego odgałęziają się liczne reakcje m etaboliczne. D alsze ogniwo, 
które podlega działaniu m echanizm ów  sterujących stanow i pirogronian w ytw orzo­
ny z 2-fosfoenolopirogronianu. D ekarboksylacja oksydatyw na pirogronianu przy­
czynia się do zw iększenia spalań końcow ych  produktów  degradacji gh ikozy lub  
ich zam iany w  tłuszczow ce. N atom iast karboksylacja pirogronianu stan ow i drogę 
przeciw ną uzupełniającą bezpośrednio rezerw y szczaw iooctanu, a pośrednio resyn - 
tezę cukru. D ziałanie karboksylazy pirogronianow ej podlega m echanizm ow i sprzę­
żenia zw rotnego. Enzym ten bow iem  aktyw ow any jest w  obecności acetylo-C o-A , 
zabezpieczającego ciągłość produkcji energii w  przebiegu cyklu kw asów  trójkarbo- 
ksylow ych  i odw rotnie — jest ham ow any przy braku acetylo-C o-A . A nalogicznie  
K r e b s  podaw ał przykłady dalszych  m echanizm ów  regulacyjnych przem iany
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cukrow ej, np. na etapie szczaw iooctanu i innych zw iązków . R eferat n ie  w prow a­
dzał now ych danych ani nie nakreślał now ych dróg m etabolicznych glukozy, poru­
szał jednak bardzo trudny i istotny problem  regulacji natężenia i k ierunku prze­
biegu różnych reakcji odw racalnych w  przem ianie glukozy. P rzedstaw iony przez 
K r e b s a  m echanizm  regulacyjny pozw ala w  pew nym  sensie zrozum ieć w iele  
efek tów  tow arzyszących różnym  stanom  patologicznym  i choć w  części w yjaśnia  
problem  sterow ania anabolizm u i katabolizm u w ęglow odanów .

Zagadnienie m echanizm u regulacji procesów  m etabolicznych znalazło rów nież 
w yraz w  kilku krótkich kom unikatach (G . J a c o b s a c h  i I. S y l l m - R a p o -  
p o r t, Berlin; W. S e u b e r t  i W.  H u t h ,  Frankfurt n M; M. R u i z - A m i l ,  
i  wsp., M adryt; M. G u m i ń s k a ,  Kraków). R ównież dość liczna grupa referatów  
z tzw. doniesień „różnych” dotyczyła zagadnień zw iązanych z produkcją energii 
i utlen ianiem  tkankow ym , działaniem  rozm aitych inhib itorów  i aktyw atorów  na 
procesy m etaboliczne, jak rów nież zagadnień m etodycznych z tej dziedziny.

W grupie referatów  sym pozjalnych dotyczących struktury i w łasności RNA  
m ożna w yróżnić cztery grupy doniesień i w ykładów  om aw iających w łasności sRNA, 
mRNA oraz RNA rybosom alnego i RNA w irusow ego. Na tem at DNA było zaledw ie  
kilka kom unikatów . I- i II-rzędow a struktura sRNA była przedm iotem  kilku prac 
(H. G. Z a c h a  u i wsp., Kolonia; H. S e i d e l ,  Getynga), przy czym przy ustalaniu  
sekw encji nukleotydów  autorzy posługiw ali się g łów nie m etodam i enzym atycznym i 
stosując R N -azę trzustkową, R N -azę Tj oraz inne fosfodw uesterazy. W innych  
badaniach nad sRNA, cząsteczkę m etylow ano m etodam i chem icznym i (G. B o m a n, 
U ppsala; L. R y c h l i k ,  Praha) lub enzym atycznym i (A. M. K a y e  i B.  F r i d l e n -  
d e r, Rehovoth) w zględnie m odyfikow ano działaniem  H Ń 0 2 lub przez brom ow anie  
(J. P. E b e 1, Strasbourg) uzyskując różnego stopnia zm iany zdolności przenosze­
nia poszczególnych am inokw asów . Badania te m ają szerokie praktyczne znaczenie 
zarówno przy ustalaniu struktury jak i m echanizm u działania rybopolinukleotydów . 
O trzym anie czystych preparatów  sRNA o określonej specyficzności jest obecnie 
m ożliw e dzięki m.in. filtracji na syntetycznym  żelu dekstranow ym  (M. S t a e h e l i n ,  
B azylea), rozdziałow i na bentonicie w  obecności jonów  Mg (D. B. D u n n, Cam ­
bridge) lub na hydroksyapatycie (U. H a r d i n g ,  Wurzburg).

Inform acyjny RNA izolow ano z różnych źródeł i częściow o charakteryzow ano. 
M.in: mRNA otrzym ano z drożdży (W. D u n t z e  i w sp., Freiburg), z retik u locytów  
królika (G. M a r b a i x, Bruksela). Jest interesujące, że ciężar cząsteczkow y mRNA  
z retiku locytów  ustalono na ok. 140 000. Taka cząsteczka polinukleotydu przy za­
łożeniu , że posiada strukturę jednoniciow ą, m oże zaw ierać inform acje d la ok. 140 
am inokw asów  jeśli się przyjm ie, że jeden kodon złożony jest z trzech nukleotydów . 
W iadom o też, że łańcuch alfa i beta hem oglobiny ludzkiej zaw iera odpow iednio  
141 i 146 am inokw asów , co by w skazyw ało, że w yizolow any mRNA m oże m ieć za­
kodow any jeden z tych łańcuchów  połipeptydow ych. R ów nież S h a p i r a  i wsp. 
(Paryż) z jąder kom órek w ątroby królika w yosobnili RNA, który w zm agał syn ­
tezę hem oglobiny in vitro .  Także z innych m ateriałów , jak kom órki H eLa (D. K a -  
n a z i r ,  B r u k s e l a ) ,  kom órki E. coli (J. F o r c h h a m m e r ,  K openhaga), k iełk i gro­
chu (U. E. L o e n i n g, Edinburg) oraz różne tkanki roślinne (I. B ó 11 g e r i I. L i-  
i d e m a n n, H alle) izolow ano m RNA i określano jego aktyw ność. S. O c h o a (No­
w y York) i H. K i i n t z e l  i wsp. (Getynga) posługując się syntetycznym  poliUG  
jako nośnikiem  inform acji o znanej sekw encji nukleotydów  term inalnych w ykazali 
w  system ie bezkom órkow ym  z E. coli, że polinukleotyd jest „czytany” przez ten  
system  od 3’-końca łańcucha; ta obserw acja ma istotne znaczenie przy ustalaniu  
sekw encji kodonów, zw łaszcza w  policistronow ych cząsteczkach m RNA.

Struktura I- i II-rzędow a oraz w łasności biologiczne rybosom alnego i w iruso­
w ego RNA były  om aw iane m.in. w  referatach R. A. C o x a  (Londyn), J. P. E b e 1 a
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(Strasbourg), D. D r i i n b e r g e r a  (Praga), G. K o c h a  (Hamburg), F, S o k o l a  
(Bratysław a), R. L a n g r i d g e  (Boston), R. L. E r i k s o n a  i wsp. (Denver) i innych. 
N ależy rów nież w spom nieć o kilku doskonałych doniesieniach m etodycznych z zakre­
su badania struktury polinukleotydów , w skazujących now e m ożliw ości ustalania  
sekw encji nukleotydów  i porów nyw ania struktury różnych kw asów  nukleinow ych  
(G. L. B r o w n ,  i wsp., Londyn; F. S a n g e r  i wsp., Cambridge).

Na kolokw ium  pośw ięconym  przeciw ciałom  biologicznie aktyw nych cząsteczek  
w ygłoszono łącznie 37 referatów  i kom unikatów . M.in. B. C i n a d e r  (Toronto) 
przedstaw ił w ynik i sw oich  badań nad przeciw ciałam i dla norm alnej i chem icznie  
zm odyfikow anej cząsteczki rybonukleazy. A utorow i udało się otrzym ać przeciw cia­
ła  ham ujące i aktyw ujące rybonukleazę, przy tym  referat zaw ierał ciekaw e roz­
w ażania pośw ięcone zm ianie konform acji centrum  aktyw nego enzym u podczas re ­
akcji z przeciw ciałem . M. P o l l o c k  (Londyn) badając penicilinazy różnych m u­
tantów  Bacillus licheniformis  w ykazał, że stopień zaham ow ania enzym u przez an ty - 
surow icę zależy od szczepu bakteryjnego i struktury substratu, co pozw oliło na 
w ysunięcie przypuszczeń odnośnie centrum  aktyw nego i konform acji cząsteczki en ­
zymu. J. U r i e l  (V illejuif) przedstaw ił postępy w  zakresie im m unoelektroforetycz- 
nego badania enzym ów , g łów nie na przykładzie hydrolaz trzustkow ych. Technika  
zastosow ana przez U riela pozw ala na identyfikację i badanie jednorodności oraz 
biologicznych w łasności enzym ów  w ystępujących w  złożonych m ieszaninach bez 
potrzeby stosow ania czystych antygenów  i m onow alentnych surow ic. P ew ne za leż­
ności m iędzy strukturą a w łasnościam i antygenow ym i i b iologicznym i ACTH przed­
staw ili J. F e l b e r  i S. A s h c r o f t  (Lozanna). Syntetyczne polipeptydy ACTH zło ­
żone z 39 am inokw asów  w yk azyw ały  pełne w łasności antygenow e, natom iast zbu­
dow ane tylko z 24 am inokw asów  były nieaktyw ne. Porów nanie struktury insu liny  
różnych gatunków  zw ierząt z w łasnościam i antygenow ym i w obec rozm aitych prze- 
ciw surow ic było przedm iotem  badań S. W i l s o n a  (Toronto). Stosując hybrydy  
łańcuchów  A i B insuliny z dorsza i w ołu w  reakcjach precypitacyjnych z antysuro- 
w icą uzyskaną od św inki m orskiej autor próbow ał ustalić jaka sekw encja am ino­
kw asów  w  określonych odcinkach łańcucha peptydow ego odpow iedzialna jest za 
w łasności im m unologiczne. Z ainteresow anie w zbudził rów nież kom unikat R u t h  
A r n o n (Rehovoth) pośw ięcony im m unologicznym  badaniom  trypsynogenu, tryp- 
syny i papainy. Autorka w ykazała, że podczas reakcji z przeciw ciałem  papaina  
m oże jednocześnie rozkładać to przeciw ciało na dw a m niejsze fragm enty o nieco  
innych w łasnościach precypitacyjnych i fizykochem icznych. Obrady tego kolokw ium  
w ykazały istotne znaczenie m etod im m unochem icznych w  badaniu struktury i fu n k ­
cji białek.

K olokwium  pośw ięcone cyklitolom  i fosfoinozytydom  zgrom adziło kilkanaście  
doniesień. Przewodniczący zjazdu, prof. H o f f m a n n - O s t e n h o f  przedstaw ił 
drogi syntezy niektórych cyk lito li w  organizm ach roślinnych, a T. P o s t e r n a k  
(Genewa) om ówił zw iązki w ykazujące w łasności b iologicznych antagonistów  ino­
zytolu. Inne referaty dotyczyły syntezy i katabolizm u inozytolu i jego pochodnych  
u bakterii, .roślin  i zw ierząt oraz przem ian fosfoinozytydów  w  tkance m ózgow ej.

Tem atem  trzeciego kolokw ium  (18 kom unikatów ) była biosynteza zw iązków  
arom atycznych. M.in. G. B i 11 e k (W iedeń) zaprezentow ał w spółczesne poglądy na 
biosyntezę roślinnych stilbenów . Poza sterydam i na kolokw ium  om aw iano syntezę  
kum aryny, flawonoidów, w itam iny  K 2, niektórych alkaloidów  i różnych zw iązków  
arom atycznych.

Polska biochem ia była reprezentow ana na zjeździe przez 29 referatów  zgłoszo­
nych i przyjętych, a tylko 15 w ygłoszonych (mniej w ięcej połow a referen tów  nie 
otrzym ała pokrycia finansow ego na w yjazd do W iednia). R eferaty z Polski doty­
czyły dość szerokiego w achlarza zagadnień — od struktury w ew nętrznej syn tetycz­
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nych polinukleotydów  (W. S z e r) i białka (K. Z a k r z e w s k i )  począw szy, poprzez 
problem  kierow anej syntezy enzym ów  w  kom órkach m ikroorganizm ów  (M. B a g -  
d a s a r i a n), b iosyntezy specyficznych białek in v itro  (W. O s t r o w s k i ) ,  izo lo­
w anie krystalicznych białek (T. B a r a n o w s k i )  a skończyw szy na przedstaw ieniu  
różnych tem atów  z zakresu m etabolizm u (M. G u m i ń s k a ,  A.  K o j ,  Z. K a n i u g a )  
i badań fizykochem icznych (A. M o r a w i e c k i ,  C. J a n i o  n, W.  D o b r y s z y c k a ,  
J. L i s o w s k i ) .  P olska delegacja stanow iła dość liczną grupę na zjeździe przed­
staw iając szeroki i aktualny zakres w spółczesnych badań biochem icznych w  na­
szym  kraju.

W. O strow sk i  
M. Gum ińska  

A. K o j

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

W dniach 11 i 12 czerw ca 1965 r. odbyło się w  Gdańsku IV doroczne S ym ­
pozjum P olskiego T ow arzystw a Biochem icznego. Gospodarzem  Sym pozjum  był 
G dański Oddział PTBioch a obrady toczyły się w  A kadem ii M edycznej w  Gdańsku.

G łów nym  tem atem  Sym pozjum  była B iochem ia lip idów  i tem u zagadnieniu  
pośw ięcone były referaty  sesji plenarnej oraz doniesienia w  sekcjach: „M etabolizm  
lip idów ” oraz „M etodyka badania lip id ów ”. Oprócz tego jednak dopuszczono do 
w ygłoszenia doniesienia z innych dziedzin biochem ii grupując je w  sekcjach: „B io­
chem ia żyw ien ia”, „U tlenianie b iologiczne”, „M etabolizm ”, „Enzym y”, „Biochem ia  
klin iczna” oraz „K om unikaty różne”. Ta form a stanow i od w ielu  lat tradycyjną  
form ę organizacji posiedzeń angielsk iego B iochem ical Society. C elow ość przyję­
cia jej przez PTBioch była przedm iotem  dość ożyw ionej dyskusji w  czasie S ym ­
pozjum Gdańskiego. Opinia na ten tem at w ydaje się podzielona. Z jednej strony  
uważa się, że biochem ia polska nie jest jeszcze na ty le rozw inięta aby sym pozjum
o w ąskiej tem atyce zgrom adziło dostateczną ilość uczestników , z drugiej jednak  
strony dopuszczenie do w ygłoszenia kom unikatów  z różnych dziedzin biochem ii 
przekształca sym pozjum  w  ogólnopolski zjazd, czego potw ierdzeniem  w ydaje się  
Sym pozjum  Gdańskie, w  którym  brało udział około 200 uczestn ików  i na którym  
w ygłoszono około 120 kom unikatów .

Sesja P lenarna Sym pozjum  obejm ow ała 3 referaty. P. W ł o d a w e r  m ów iła
o roli fosfo lip id ów  w  strukturze i funkcji m itochondriów . P oruszyła ona w  sw ym  
w ykładzie zagadnienie u ltrastruktury błon m itochondriałnych i roli fosfo lip idów  
jako sk ładników  tych błon w  podstaw ow ych czynnościach m itochondriów  jak  
fosforylacja  oksydatyw na lub aktyw ny transport substancji przez błony m itochon- 
drialne. Szereg innych zjaw isk  zachodzących w  m itochondriach jak np. 'ich skurcz 
lub pęcznienie w iąże się rów nież z przem ianą lipidów. W ydaje się, że pew na in te­
gralność lip idow o-b iałkow ych  struktur w  m itochondriach jest n iezbędnym  w arun­
kiem  ich praw idłow ej funkcji. Drugi referat tej sesji w ygłoszony przez J. P a t e 1 s-  
k i e g o  dotyczył przem iany chylom ikronów . Om ówiono w  nim pow staw anie i prze­
chodzenie chylom ikronów  do krw iobiegu a także usuw anie ich z krw i obw odo­
w ej i rolę lipazy lipoproteidow ej w  tym  procesie. K w asy tłuszczow e uw alniane  
przez ten enzym  są transportow ane przez niektóre białka osocza do tkanek, gdzie 
ulegają dalszym  przem ianom . W ostatnim  referacie R. N i e m i r o m ów ił o rozpa­
dzie fosfo lip idów  u zw ierząt. N iem al w szystk ie tkanki posiadają w łasną przem ianę
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fosfolip idów . K ataboliczna strona tej przem iany nie jest jeszcze dobrze poznana. 
Autor om ów ił poglądy na rolę fosfolipaz a także diesterazy glicerofosforanow ej 
w  procesach tkankow ej degradacji fosfolip idów  oraz now ą koncepcję, w edług któ­
rej pierw szy etap rozpadu fosfo lip idów  polega na transestryfikacji, akceptorem  zaś 
kw asu tłuszczow ego jest cholesterol, m ono- lub dw ugliceryd albo lizolecytyna.

W sekcji pośw ięconej m etabolizm ow i lip idów  w ygłoszono 22 kom unikaty  
obejm ujące szeroki w achlarz tem atów . Znalazły się tam doniesien ia o składzie róż­
nych frakcji lip idow ych, o enzym ach katabolizm u lip idów  w  surow icy, o w łącza­
niu znakow anych prekursorów  do lip idów  i w iele  innych doniesień.

Druga grupa kom unikatów , zebranych w  osobnej sesji dotyczyła m etodyki ba­
dań lipidów . Sporo uw agi pośw ięcono tu różnym  odm ianom  technik i chrom atogra­
ficznej. Problem atyce tłuszczow ców  była pośw ięcona rów nież sesja „Biochem ii 
żyw ien ia”. Przedstaw iono na niej 7 doniesień. Trzecią sesją  o stosunkow o w ąskim  
tem acie była sesja pośw ięcona utlen ianiu  biologicznem u. Przedstaw iono na niej 10 
kom unikatów  w  w iększości dotyczących różnych pośrednich etapów  utleniania  
w  m itochondriach.

Oprócz tych sekcji obradow ały w  czasie Sym pozjum  jeszcze cztery inne, w y ­
m ienione na początku sesje, o tem atyce znacznie bardziej różnorodnej. W ygłoszono  
na nich łącznie około 65 doniesień.

Spotkania naukow e w  rodzaju Sym pozjum  G dańskiego posiadają oprócz oficja l­
nej części odbyw ającej się na sali konferencyjnej jeszcze inną stronę, do której 
przyw iązuje się w  ostatnich czasach nie m niejszą w agę. Są to spotkania poza po­
siedzeniam i, w izyty  w  zakładach naukow ych, dyskusje w  m ałych grupkach, w  k tó­
rych m ożna porozm aw iać o szczegółach i nie trzeba ograniczać się czasem. W ydaje 
się, że i pod tym  w zględem  Sym pozjum  G dańskie należy uw ażać za udane.

M. Bagdasarian.

IV Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W dniu 11 czerwca 1965 r. odbyło się w  Gdańsku, w  sa li im. Rydygiera  
IV W alne Zebranie Polsk iego T ow arzystw a B iochem icznego. Rozpoczęło się ono 
w  drugim term inie w  obecności 144 członków. Zebranie otw orzył Prezes T ow arzyst­
wa — prof. Kazim ierz Zakrzewski. Na Przew odniczącego Zebrania w ybrano prof. Grze­
gorza Bagdasariana, zaś Sekretarza — dr D anutę Hulanicką. Obejm ując przew od­
nictwo obrad prof. G. B agdasarian stw ierdził, że w ym ogi form alne zostały dopeł­
nione i IV W alne Zebranie jest prawom ocne.

W pierw szych trzech punktach porządku dziennego został przyjęty protokół 
z III W alnego Zebrania P olsk iego T ow arzystw a B iochem icznego oraz dokonano 
w yboru K om isji M atki w  składzie: dr H elena Filipek-W ender, dr Konstancja Ra- 
czyńska-Bojanow ska i dr Rom an Lorenc oraz K om isji Skrutacyjnej w  składzie: 
dóc. W itold D rabikow ski (Przew odniczący), mgr Jolanta Barańska, dr W anda D o- 
bryszycka, mgr Monika Fonberg, dr M onika Jeżew ska, mgr A nna Konecka, dr A n­
drzej Leonowicz, dr W iesław  M akarew icz i dr Jerzy Rogulski.

W im ieniu ustępującego Zarządu G łów nego spraw ozdanie złożył Prezes — 
prof. K. Zakrzewski. O m ówił on rozwój P olskiego T ow arzystw a B iochem icznego  
oraz działalność Zarządu G łów nego i O ddziałów. T ow arzystw o skupia 672 człon­
ków  w  11 Oddziałach, to jest w e w szystk ich  m iastach uniw ersyteckich  z w yjąt­
kiem  Torunia. Miarą stałej tendencji w zrostow ej T ow arzystw a jest fakt, że w  roku 
bieżącym  przyjęto ponad 40 now ych członków.
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D ziałalność T ow arzystw a była prowadzona w  czterech zasadniczych kierunkach:
1) organizacja zebrań naukow ych, 2) in icjow anie i w spółorganizacja kursów  szkole­
niow ych i krótkoterm inow ych stażów, 3) organizacja zjazdów  biochem icznych oraz 
4) prow adzenie w yd aw n ictw  naukow ych (P ostęp y  Biochemii oraz Monografie B io­
chemiczne).

N ajżyw szą działalność, w  czasie ubiegłego roku, w ykazał Oddział w  Szczecinie, 
pod przew odnictw em  dr Z ygm unta M achoya. Zorganizowano tam 26 zebrań nauko­
wych. Część ich była pośw ięcona kursow i statystyki. Sukces Oddziału w  Szczecinie  
jest szczególn ie godny pochw ały i naśladow nictw a, gdy uw zględni się m ałą liczeb ­
ność ośrodków  biochem icznych w  tym  m ieście. Znaczna poprawa pod w zględem  
ilości i jakości zebrań naukow ych nastąpiła w  Oddziale W arszawskim  po w ybo­
rach now ych w ładz z doc. Zofią Z ielińską, jako Przewodniczącym .

Polsk ie T ow arzystw o B iochem iczne organizuje od roku 1963 K ursy P odstaw  
B iochem ii. Podobnie jak poprzednie, II Kurs w  roku 1964 i następny p lanow any  
na 1965 rok są organizow ane w raz z K atedrą D iagnostyki Laboratoryjnej Studium  
D oskonalenia Lekarzy. II Kurs był subw encjonow any przez W ydział VI Nauk  
M edycznych P olsk iej A kadem ii Nauk, co um ożliw iło w prow adzenie ćw iczeń  prak­
tycznych. W ubiegłej kadencji Zarząd G łów ny zabiegał usiln ie o upow szechnienie  
krótkoterm inow ych stażów  w  zakładach krajow ych. W szystkie w nioski w  tej spra­
w ie były załatw ione pozytyw nie.

Po I K rajow ym  K ongresie B iochem ii (w rzesień 1963 roku) Polskie T ow arzystw o  
B iochem iczne zorganizow ało dw a następne zjazdy naukow e: III Sym pozjum  — B u ­
dowa i W łasności E nzym ów  (Kazimierz, w rzesień  1964) oraz IV Sym pozjum  — B io ­
chem ia L ipidów  (Gdańsk, czerw iec 1965). G odny podkreślenia jest sukces organiza­
cyjny i naukow y Sym pozjum  w  Kazim ierzu, osiągnięty dzięki pracy Oddziału  
w  L ublinie, pod kierunkiem  doc. Jerzego Trojanow skiego. Częstość tych zjazdów  
w ykazuje, że coroczne zjazdy biochem iczne w  P olsce są nie tylko pożądane lecz  
i m ożliw e.

Organizując zbiorow e w yjazdy na m iędzynarodow e kongresy i sym pozja, Z a­
rząd G łów ny P olsk iego T ow arzystw a B iochem icznego przyjął now e kryteria: ilość  
w yjeżdżających uczestn ików  zależy nie od ilości delegacji przyznanych przez re ­
sorty, lecz od sum y na ten  cel przeznaczonej i najekonom iczniej w ykorzystanej; 
pierw szeństw o u czestn ictw a w  w yjeździe m ają autorzy najlepszych spośród zg ło ­
szonych prac w g oceny niezależnej i obiektyw nej kom isji. W oparciu o te kryteria  
T ow arzystw o zorganizow ało trzy w yjazdy: na I Zjazd Federacji Europejskich T o­
w arzystw  B iochem icznych (Londyn, m arzec 1964) — 4 osoby, na VI M iędzynarodo­
w y K ongres B iochem ii (N owy Jork, lip iec 1964) — 15 osób oraz na II Zjazd Federacji 
Europejskich T ow arzystw  B iochem icznych (W iedeń, kw iecień  1965) — 15 osób, na 
zjazd A rb eitsgem einschaft B iochem ie (M agdeburg, czerw iec 1965) — 3 osoby. K ry­
teria przyjęte przez P olsk ie  T ow arzystw o B iochem iczne zostały  pozytyw nie ocen io­
ne przez II W ydział P olsk iej A kadem ii Nauk, którem u też T ow arzystw o zaw dzię­
cza w yniki osiągn ięte w  tej dziedzinie. K ryteria te znajdują coraz szersze uznanie 
i zastosow anie. %

D ziałalność w ydaw nicza P olskiego T ow arzystw a Biochem icznego polega na 
w ydaw aniu kw artaln ika P o s tę p y  Biochemii  i Monografii B iochemicznych. P ostępy  
Biochemii  są redagow ane przez prof. Irenę C hm ielew ską, której kom petencji i trudom  
zaw dzięczają sw ój ciągły rozwój i rosnące znaczenie dla kształcenia biochem ików  
oraz popularyzacji b iochem ii w  Polsce. W obec zapow iedzianej rezygnacji prof. Ireny  
C hm ielew skiej z obow iązków  R edaktora, Zarząd G łów ny rozpisał konkurs na obsa­
dę tego stanow iska. W w yniku konkursu na stanow isko Redaktora P o stęp ów  B io ­
chemii  została pow ołana dr Zofia Lassota. W ybrany przez nią zespół redakcyjny
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będzie realizow ał propozycje przedłożone w  ram ach konkursu i zaaprobowane przez 
Zarząd G łówny.

Monografie  B iochem iczne  sta ły  się w ydaw nictw em  o dużej dynam ice W ydruko­
wano- dotąd sześć zeszytów . Zarówno pozycje w ydrukow ane, jak i oczekujące na 
realizację stanow ią rozpraw y habilitacyjne, w  przyszłości jednak zeszyty M ono­
grafii  będą obejm ow ać rów nież opracow ania n iezw iązane z przew odam i h abilita­
cyjnym i.

Gospodarka finansow a Polsk iego T ow arzystw a B iochem icznego jest całkow icie  
zrów noważona dzięki dotacji Polskiej A kadem ii N auk (w rocznej w ysokości 
250 000 zł) oraz skuteczności zbierania składek członkow skich. Roczne w pływ y w y ­
noszą ok. 500 003 zł. Z w iększenie dochodów  ze sprzedaży Monografii B iochem icz­
nych  pozw oliłoby na dalszy rozwój akcji stypendiów  na staże, w yjazdy na sym ­
pozja i konferencje oraz na popularyzację biochem ii.

Kończąc sw e przem ów ienie, prof. K azim ierz Zakrzew ski podziękow ał w szyst­
kim członkom  za ich udział w  pracach zarówno Zarządu G łównego, w ładzach  
O ddziałów jak i poszczególnych akcjach Polsk iego T ow arzystw a Biochem icznego.

Po przem ów ieniu Prezesa, Przew odniczący K om isji R ew izyjnej, prof. B ronisław  
Filipow icz odczytał Protokół tej K om isji. Oceniła ona pozytyw nie działalność Za­
rządu G łów nego III K adencji i zaproponow ała W alnem u Zebraniu udzielenie Za­
rządowi absolutorium .

Z kolei, doc. W itold Brzeski, sekretarz R edakcji P ostęp ów  Biochemii złożył 
spraw ozdanie z działalności R edakcji w  latach 1964 i 1965. W tom ach X  i X I zam iesz­
czono 56 artykułów . A utoram i 19 byli profesorow ie i docenci, zaś 37 — m łodsi 
pracow nicy nauki. N ajw ięcej artykułów  dostarczył ośrodek w arszaw ski — 34; inne  
zaś: Lublin — 6, K raków  — 4, Gdańsk i Poznań — po 3, Górny Ś ląsk  — 2, a B ia ły ­
stok, Łódź, Szczecin i W rocław  — po jednym . N akład P ostępów  Biochemii  w ynosi 
obecnie 1260 egzem plarzy. Prenum erata zagraniczna stanow i ok. jednej szóstej na­
kładu. P ostęp y  Biochemii  są jednym  z dziesięciu  polskich czasopism  biologicznych  
(na 1057 na całym  św iecie) zaliczonych do tzw. A u tom atic  Sub jec t  Citation Alert .  
W zakończeniu spraw ozdania ustępujący w krótce K om itet R edakcyjny pod prze­
w odnictw em  prof. Ireny C hm ielew skiej zapew nił o sw ej w spółpracy przy przej­
m ow aniu teki redakcyjnej przez now y K om itet oraz życzył mu pow odzenia w  pracy 
nad dalszym  podnoszeniem  poziom u P ostępó w  Biochemii  i um acnianiu jego pozycji 
w  św iatow ej literaturze biochem icznej.

Po spraw ozdaniach Prezesa, K om isji R ew izyjnej i R edakcji P ostęp ów  Biochemii 
odbyła się dyskusja.

Doc. P aulina W łodaw er postaw iła w niosek, by na przyszłość zaw ęzić tem atykę  
sym pozjów  i ograniczyć liczbę kom unikatów .

Prof. Janina O pieńska-B lauth  w yraziła  uznanie dla ustępującego Redaktora 
P ostępów  Biochemii  prof. Ireny C hm ielew skiej. P ostęp y  Biochemii  reprezentują  
w ysoki poziom naukow y i stanow ią dobrą szkołę dla m łodej kadry biochem ików . 
Jednocześnie zaapelow ała o ściślejszą  w spółpracę Zarządu z ośrodkam i prow in­
cjonalnym i.

Prof. Józef H eller w yraził uznanie dla ogólnej lin ii pracy Zarządu Głównego.
Mgr Jerzy M aruchin podziękow ał w  im ieniu  członków  za pomoc w  w yjazdach  

na sym pozja i uzyskiw aniu  stypendiów  zagranicznych.
Dr Maria D ydyńska w skazała  na konieczność w łaściw ej reklam y Monografii  

Biochemicznych.
Doc. W itold D rabikow ski zaapelow ał o lepszą w ym ianę pracow ników  m iędzy  

ośrodkami.
W odpow iedzi na g łosy  w  dyskusji prof. K azim ierz Z akrzew ski — nie zgodził 

się z doc. P. W łodawer, aby zaw ęzić tem atykę sym pozjów  i ograniczyć liczbę ko­
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m unikatów . Doroczne sym pozja pow inny obejm ować różną tem atykę i zapew niać 
jak najw iększej ilości członków  Tow arzystw a m ożliw ość poddania pod dyskusję  
w yników  sw ej pracy.

C złonkow ie PTBioch. są zaw iadam iani o pojaw ianiu się now ych tom ów  M ono­
grafii B iochem icznej  drogą rozsyłanych kom unikatów .

Prof. Zakrzewski podziękow ał prof. I. C hm ielew skiej za tak ow ocną i ofiarną  
pracę i poinform ow ał, że PTBioch. zorganizuje zebranie pośw ięcone pracy popu­
laryzacyjnej prof. I. C hm ielew skiej.

Po zam knięciu dyskusji Przew odniczący W alnego Zebrania poddał pod głoso­
w anie w niosek  K om isji R ew izyjnej o udzielen ie absolutorium  ustępującem u Za­
rządow i. W niosek został przyjęty w  głosow aniu jaw nym , bez głosów  przeciw , przy 
4 w strzym ujących się.

W następnym  punkcie porządku dziennego prof. K azim ierz Z akrzew ski odczytał 
tekst w niosku Zarządu G łów nego P olskiego T ow arzystw a B iochem icznego o nada­
nie godności członka honorow ego prof. W łodzim ierzowi M ozołow skiem u, w yb itn e­
m u uczonem u, nauczycielow i kadr biochem icznych, tw órcy gdańskiej szkoły bio­
chem icznej. U zasadniając w niosek, prof. K azim ierz Z akrzew ski om ów ił zasługi 
prof. W łodzim ierza M ozołow skiego dla polskiej biochem ii.

W tajnym  głosow aniu, pod nieobecność prof. W łodzim ierza M ozołow skiego 140 
głosam i na 140 w ażnych w niosek  został przyjęty. P rzew odniczący W alnego Zebra­
nia, prof. Grzegorz Bagdasarian, przyjaciele oraz uczniow ie prof. W łodzim ierza  
M ozołow skiego złożyli m u sw e gratulacje.

P rzystępując do w yboru now ego Zarządu K om isja M atka przedstaw iła listę  
zgłoszonych kandydatur.

Prezes — prof. K azim ierz Zakrzewski, V ice-Prezes — doc. Zofia Z ielińska. Człon­
k ow ie Zarządu: doc. Zofia K asprzyk, dr Tadeusz K łopotow ski, dr K rzysztof M uraw ­
ski, doc. W łodzim ierz Bicz, doc. Józef L isow ski, doc. Juliusz Popowicz, doc. Jerzy  
P atelsk i, doc. Jerzy Trojanow ski, dr A leksander Koj, doc. Tomasz B orkow ski. Za­
stępcy członków: doc. M arek K am iński, dr Stan isław  L ew ak, doc. Stefan A ngielski, 
doc. Ryszard Niem iro, dr A ntoni D ancew icz, doc. W acław  M inakow ski, dr Jan 
Stan isław ski.

W w yniku tajnego głosow ania do w ładz Polsk iego T ow arzystw a Biochem icznego  
zostali w ybrani:

Prezes — Prof. K. Zakrzewski — 123 
V ice-prezes — Doc. Z. Z ielińska — 125

C złonkow ie Zarządu: Doc. Z. K asprzyk — 127 głosów
Dr T. K łopotow ski — 113 „
Dr. K. M uraw ski — 121 „
Doc. W. Bicz — 116 „
Doc. J. L isow ski — 122 „
Doc. J. Popow icz — 113 „
Doc. J. Trojanow ski — 120 „
Dr. A. Koj — 101
Dr. J. P atelsk i — 104 ,,

Zastępcy członków: Doc. M. K ański — 111
Doc. S. A ngielsk i — 113
Doc. R. N iem iro — 110 „
Dr A. D ancew icz — 58 „
Dr S. L ew ak — 96 „

K om isja R ew izyjna: Doc. Józef C hm iel — 130 „
Doc. M ariusz Żydowo — 130 „
Doc. Ryszard Schram m  — 130 „
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W czasie obliczania głosów, prof. K azim ierz Zakrzewski zreferow ał założenia  
i spraw y organizacyjne III Zjazdu Federacji Europejskich T ow arzystw  B ioche­
m icznych, który odbędzie się w  W arszaw ie w  dniach 4-7 kw ietn ia  1966. Na tym  
Zebranie zakończono.

Sekretarz Zarządu G łównego  
Dr T. K łop o to w sk i

KOM UNIKATY ZARZĄDU GŁÓWNEGO P. T. BIOCH

I
W dniu 5 lipca 1965 roku, w  siedzibie P olskiego T ow arzystw a B iochem icznego  

odbyło się I Zebranie (K onstytuujące) Zarządu G łównego T ow arzystw a, w yb ra­
nego na IV W alnym Zebraniu, w  Gdańsku.

Podział funkcji został dokonany w  oparciu o now oprzyjęty Statut. Podział ten  
przedstawiony jest poniżej w postaci listy  adresow ej.

Sekretarz Zarządu G łów nego  
Dr T. K łop o to w sk i

ADRESY W ŁADZ  
POLSKIEGO TOW ARZYSTW A BIOCHEMICZNEGO

— Prof. dr K a z im ierz  Z a k rzew sk i
— Doc. dr Zofia Zielińska
— Dr Tadeusz K ło po tow sk i
— Doc. dr Zofia K a sp r z y k  

Z-ca Sekretarza — Dr K rzy s z to f  M urawski  
Z-ca Skarbnika — Doc. dr W łodzim ierz  Bicz

— W arszawa 40, ul. Freta 16

CZŁONKOWIE ZARZĄDU, PEŁNOMOCNICY: 

d/s W spółpracy z Innym i T ow arzystw am i 
Doc. dr  Józef L isow sk i  

W rocław, ul. C hałubińskiego 4 
Instytut Im m unologii i M edycyny D ośw iadczalnej im. L. H irszfelda

d/s Zebrań i Zjazdów  
Dr A leksan der  K o j  

Kraków , ul. K opernika 7 
Katedra C hem ii Fizjologicznej A. M.

d/s Szkolenia i P opularyzacji B iochem ii 
Doc. dr Juliusz  P opow icz  

B iałystok  8, Skr. pocztow a 9 
d/s W ydaw niczych  

Doc. dr Jerzy  T ro jan ow sk i  
Lublin, ul. A kadem icka 12 

Katedra B iochem ii UMCS

d/s W spółpracy z T ow arzystw am i L ekarskim i 
Doc. dr Jerzy  P a te lsk i  

Poznań, ul. Rektora Św ięcick iego 6 
K atedra C hem ii F izjologicznej A. M.

Prezes
V -Prezes
Sekretarz
Skarbnik
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WŁADZE ODDZIAŁÓW:

B iałystok  — Doc. dr Juliusz P opow icz
B iałystok  8, Skr. pocztow a 9 

Gdańsk — Doc. dr R yszard  Niemiro
Gdańsk 6, Al. Z w ycięstw a 42 
K atedra Chem ii Fizjologicznej A. M. 

Górny Ś ląsk  — Prof. dr S tan is ław  Jóźk iew icz
Zabrze 8 — Rokitnica, ul. K. M arksa 19 
Katedra C hem ii Fizjologicznej A. M. 

Kraków  — Prof. dr  Franciszek N ow o tn y
Sekretarz — Dr A leksan der  K o j  
Kraków, ul. Kopernika 7 
K atedra Chem ii Fizjologicznej A. M. 

Lublin — Doc. dr Jerzy  Tro janow sk i
Lublin, ul. A kadem icka 12 
K atedra B iochem ii UMCS 

Łódź — Dr H enryk  Panusz
Łódź 32, ul. N arutow icza 68 
Katedra C hem ii Fizjologicznej A. M. 

Olsztyn — Doc. dr W acław  M inakowski
O lsztyn 5, Kortowo, N ow a Zootechnika  
K atedra B iochem ii WSR  

Poznań — Doc. dr Józef Chmiel
Poznań, ul. Rektora Ś w ięcick iego 6 
Zakład Patologii Ogólnej A. M.

Szczecin — dr B ogusław  Różycki
Szczecin, ul. S łow ackiego 17 
K atedra B iochem ii WSR  

W arszawa — Doc. dr Zofia Zielińska
W arszawa 22, ul'. Pasteura 3 
Instytut B iochem ii D ośw iadczalnej 
im . M. N enckiego — Zakład B iochem ii 

W rocław  — doc. dr A n drze j  M orawiecki
W rocław, ul. C hałubińskiego 4
Zakład B iochem ii Instytutu Im m unologii
i Terapii D ośw iadczalnej PA N

II

Zarząd G łów ny postanow ił rozszerzyć zakres w ydaw nictw a seryjnego „Mono­
grafie B iochem iczne” poza druk prac habilitacyjnych. Obecnie na łam ach, tego w y ­
daw nictw a będą publikow ane także opracow ania m onograficzne w iększe niż w  P o ­
stępach Biochemii  oraz prace dośw iadczalne o objętości w iększej niż w  .Acta Bio-  
chimica  (np. podsum ow anie badań kilkuletnich) z zakresu biochem ii. Na życzenie  
autorów  będą przyjm ow ane do druku prace rów nież w  języku angielskim . Prace 
będą honorow ane zgodnie z m aksym alnym i obow iązującym i staw kam i.

W stępne zgłoszenia z podaniem  tytułu, krótkiego streszczenia oraz przybliżo­
nego term inu złożenia gotow ego m aszynopisu prosim y nadsyłać na adres:

Doc. dr J. Tro jan ow sk i  
Pełnom ocnik Zarządu Gł. do spraw  wyd. 

Lublin, ul. A kadem icka 12, Katedra B iochem ii
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Komunikat Nr 2 Komitetu Organizacyjnego IV Zjazdu Naukowego 
Polskiego Towarzystwa Epidemiologów i Lekarzy Chorób 

Zakaźnych

K om itet pow iadam ia, że w  dn. 16-18.IX .1966 r. odbędzie się w  B ia ­
łym stoku  IV Zjazd N aukow y P olskiego T ow arzystw a Epidem iologów
i L ekarzy Chorób Zakaźnych. Problem atyka naukow a Zjazdu:

1) W irusow e zapalenie w ątroby
2) W olna tem atyka
Pow iadam iam y, że tytu ły  prac do przedstaw ienia na Zjeździe wraz 

ze streszczeniam i, należy zgłaszać do dn. 28.11.1966 r., zaś prace do w y ­
głoszen ia  in extenso do dn. 31.III.1966 r., na adres: K om itet Organiza­
cyjny IV Zj. Pol. Tow. Epid. i Lek. Ch. Zak., B iałystok, ul. Sosnow a 5,
KI. Chor. Zakaźnych AMB.

Przew odniczący Zarządu G łównego Pol. Tow. Epid. i Lek. Ch. Zak. 
prof. dr med. K aro l S zym a ń sk i

Przew odniczący K om itetu O rganizacyjnego  
Doc. dr med. P iotr Boroń

Sekretarz K om itetu O rganizacyjnego  
Dr med. Danuta P rokopow icz
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granicznych „R uch” , W arszawa, W ronia 23 (tel. 20-46-83), konto PKO nr 
1-6-100.024. K oszt prenum eraty ze zlecen iem  w ysy łk i za granicę jest o 40% 
w yższy.

Czasopismo nabyw ać m ożna w e W zorcow ni W ydaw nictw  N aukow ych  PA N — 
Ossolineum  PWN, W arszawa, Pałac K ultury i N auki (w ysoki parter) oraz 
w następujących  K sięgarniach T echnicznych P .P. „Domu K siążk i” : 
Wrocław, u l. Św idnicka 8 Warszawa, u l. Św iętokrzyska 14
Łódź, ul. P iotrkow ska 45 B ydgoszcz, Stary R ynek 15
Poznań, u l. Paderew skiego 6 B iałystok , u l. Lipow a 43
Kraków, R ynek  G łów ny 36 Szczecin , A l. W ojska P olsk iego 29
K atow ice, ul. M łyńska 2 Opole, ul. Ozimska 8
Lublin, K rakow skie Przedm . 39
A rchiw alne egzem plarze można nabyw ać także w  P unkcie w ysy łk ow ym  
Prasy A rch iw alnej „R uch”, W arszawa, ul. Srebrna 12, konto  PKO nr 
114-6-700041 VII O/M.

TYLKO PRENUMERATA ZAPEWNIA
REGULARNE OTRZYMYWANIE CZASOPISM
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N ależy podaw ać kolejno: L. p., nazw isko autora i p ierw sze litery  im ion  
(podaje się nazw iska w szystk ich  autorów  w  kolejności podanej w  ory­
ginale), skrócony tytu ł czasopism a, tom (podkreślony), stronica i rok  
(w naw iasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. B iol. Chem. 202, 
793 (1953). W ykaz skrótów  tytu łów  czasopism  podają Post.  Biochem.,  7, 
601 (1961) Cytując książki należy podać kolejno: nazw isko i p ierw sze l i ­
tery im ion autora (ów), tytuł, m iejsce i rok w ydania; np.: P rzyłęcki S. 
J., Podręcznik C hem ii F izjologicznej, Łódź, 1947. C ytując artykuły  
w  pracy zbiorow ej należy podać po tytu le  tom i nazw iska w ydaw ców , 
oraz na końcu stronicę; np. Schneider W. C., w  M ethods in  Enzym o- 
logy, tom III, red. S. P. C olow ick i N. O. Kapłan, N ew  York, 1957, 
str. 680.
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