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TOM XI 1965 ZESZYT 4

JADWIGA BRYLA* | ANDRZEJ GARDAS*

Czynniki sprzegajgce i wysokoenergetyczne posredniki oksydacyjnej
fosforylacji

Coupling Factors and High-Energy Intermediates of Oxidative Phosphorylation

The protein factors coupling terminal electron transport and oxidative phos-
phorylation as well as high energy intermediates participating in oxidative phos-
phorylation are reviewed.

Zjawisko oksydacyjnej fosforylacji znane jest juz od 25 lat (5, 33).
Prowadzone badania pozwolity na stwierdzenie, ze proces ten zachodzi
w mitochondriach i jest SciSle sprzezony z transportem elektronéw w tan-
cuchu oddechowym. Ustalono, ze istniejg trzy miejsca oksydacyjnej fos-
forylacji zlokalizowane w trzech r6znych etapach przeniesienia elektro-
noéw: 1) miedzy NADH a cytochromem b, 2) miedzy cytochromem b
a cytochromem ¢, 3) miedzy cytochromem c a tlenem czasteczkowym.

Kazdy z tych odcinkéw zawiera Kkilka przeno$nikdw elektronéw i do-
tychczas nie jest jeszcze doktadnie ustalone, ktéry z przenos$nikéw jest
miejscem zamiany energii utleniania w energie chemiczng wysokoener-
getycznego wigzania ATP.

Prowadzone w licznych laboratoriach badania doprowadzity do sfor-
mutowania przedstawionego na schemacie 1 hipotetycznego mechanizmu
oksydacyjnej fosforylacji (62, 63).

AH;+B+1 - — A |+BH:
A~ 1+ X -— " A+l~X
[~X +P — - | +X~P

X~P +ADP =AX +ATP

Schemat 1. Hipotetyczny mechanizm sprzezenia syntezy ATP z reakcjami oksydo-
redukcji

Schemat ten zaklada, ze pierwszy wysokoenergetyczny zwigzek A~
powstaje podczas utlenienia zredukowanego przeno$nika elektronéw AH2
przez utleniony przenosnik B. Teoretycznie mozliwe jest tgczenie sie

* Mgr, asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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| albo z utleniong forma nos$nika elektronéw (63), albo ze zredukowa-
ng (18). Wiekszo$¢ autoréw przyjmuje jednak potgczenie z formg utle-
niona.

Z licznych dosSwiadczen wiadomo, ze w $cisle sprzezonych mitochon-
driach przy braku ADP i ortofosforanu nastepuje zahamowanie oddycha-
nia, co jest ttumaczone zwigzaniem przenosnika elektronéw A przez |I.
Badania nad czynnikami rozprzegajacymi i hamujacymi oksydacyjng
fosforylacje oraz reakcjami wymiany ATP-P i ATP-ADP wskazywaty
jednak, ze A ~1 nie bierze bezposrednio udziatu w syntezie ATP. Koniecz-
ne zatem bylo wprowadzenie hipotetycznego zwigzku X, ktory wigzac sie
z | uwalnia A, a nastepnie tgczac sie z fosforanem uwalnia I. Ufosforylo-
wany zwigzek X reagujagc z ADP daje ATP. Obszerne omoOwienie sche-
matu oksydacyjnej fosforylacji znaleZz¢ mozna w jednym z wczes$niejszych
numeréw Postepéw Biochemii (81).

Istnienie wysokoenergetycznych pos$rednikéw zostato juz wykazane
doswiadczalnie, tak np. zaobserwowano w mitochondriach pewne zjawi-
ska wymagajgce dostarczenia energii, ktorej zrodtem niekoniecznie mu-
si byé ATP (schemat 2). Takim procesem'jest aktywny transport jonéw
przez btony mitochondrialne (14, 35) lub odwrdécenie tancucha oddecho-
wego (22, 64). Procesy te przebiegaja nie tylko w obecnosci ATP, ale
rowniez wtedy, gdy synteza ATP jest zahamowana np. przez dziatanie
oligomycyny, a takze przy braku ortofosforanu w mieszaninie reakcyjnej.
Wskazuje to na istnienie nieufosforylowanych wysokoenergetycznych po-
Srednikéw i mozliwos¢ wykorzystania ich energii bez przeksztatcenia
w energie ATP.

Schemat 2. Mozliwo$¢ wykorzystania wysokoenergetycznych posrednikéw oksyda-
cyjnej fosforylacji

W ostatnich latach zagadnienie izolowania i identyfikacji czynnikéw
sprzegajacych i wysokoenergetycznych posrednikéw zajmuje gtéwne
miejsce w badaniach nad oksydacyjng fosforylacjg. Postep tych badan
jest utrudniony na skutek ztozonoSci samego procesu, katalizowanego
przez kompleksy enzymatyczne $ci$le zwigzane ze strukturg mitochon-
driéw. Rozbicie tej struktury majace na celu wyizolowanie posrednikow
moze powodowaé powstawanie artefaktow. Ponadto wysokoenergetycz-
ne posredniki sa zwigzkami bardzo labilnymi o duzej aktywnosci cza-
steczkowej, co znacznie utrudnia ich izolowanie.
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I. Czynniki biatkowe

W 1960 roku w pracowni Rackera (41, 52) przez mechaniczne
rozbicie mitochondriow otrzymano fragmenty utleniajgce substraty od-
dechowe, ale nie przeprowadzajgce oksydacyjnej fosforylacji. Z ekstraktu
rozbitych mitochondriow wyizolowano biatko przywracajgce tym frag-
mentom zdolno$¢ do przeprowadzania syntezy ATP. Na podstawie tych
doSwiadczen wysunieto przypuszczenie, ze biatko to jest co najmniej
sktadnikiem kompleksu sprzegajgcego oksydacyjng fosforylacje z trans-
portem elektronéw. Poniewaz niewiele wiadomo o mechanizmie tego
sprzegania, tymczasowo nazwano je czynnikiem sprzegajacym i ozna-
czono symbolem Fi. Dodanie czynnika Fx do fragmentow mitochondrial-
nych, w ktérych stosunek zestryfikowanego fosforanu do pobranego tle-
nu (P:0), jest bliski zeru, wywotuje zwiekszenie P:0 do okoto jednosci.
Stosunek P:0 jest miarg oksydacyjnej fosforylacji i jego pomiar przed
i po dodaniu czynnikéw sprzegajacych do fragmentow mitochondrialnych
jest jedynym sposobem okreslania aktywnos$ci tych czynnikow.

Powstato pytanie, czy czynnik Fx sprzega oksydacyjng fosforylacje
we wszystkich trzech odcinkach tafcucha oddechowego, czy tez jest spe-
cyficzny tylko dla jednego. OdpowiedZz na nie mozna byto uzyskaé¢ mie-
rzac stosunek P:0 przy zastosowaniu réznych substratow oddechowych.
Jak wiadomo najczesciej stosowanymi substratami sg: NADH, ktorego
utlenienie jest zwigzane z fosforylacjg na wszystkich trzech etapach,
ebursztynian — z dwiema na etapach 2) i 3) miedzy cytochromem b —
cytochromem ¢ — tlenem oraz askorbinian, dajacy tylko jedng fosforyla-
je miedzy cytochromem c a tlenem.

Badania wykazaty, ze stosunek P:0 wzrastat po dodaniu czyniiikaJE*.
do niefosforylujagcych fragmentow w taki sam sposéb dla NADH i bursz-
tynianu uzytych jako substraty oddechowe, natomiast nie zwiekszat sie,
jezeli substratem byt askorbinian (50). Wskazywato to na specyficznos¢
czynnika Fi, przywracajacego fosforylacje tylko miedzy cytochromem b
a cytochromeriT/A?

Czynnik Fx poza sprzeganiem oksydacyjnej fosforylacji jest koniecz-
ny do odwrdécenia transportu elektronéw we fragmentach mitochondrial-
nych i wykazuje aktywno$¢ ATP-azy. ATP-aza ta hydrolizuje réwniez
GTP, UTP, ITP, lecz nie hydrolizuje CTP.

Stosujgc inng technike rozbijania mitochondriéw otrzymano inne czyn-
niki sprzegajgce. Przez rozbicie mitochondriéw ultradZzwiekami lub w wy-
niku alkalicznej ekstrakcji w 0,02 M roztworze amoniaku otrzymano
dwie frakcje: nierozpuszczalng — zawierajagcg fragmenty mitochondrial-
ne zdolne do utleniania substratdw oddechowych, lecz nie katalizujgce
oksydacyjnej fosforylacji, oraz rozpuszczalng, z ktdrej wyizolowano po-
taczenia biatkowe. Dodanie ich do niefosforylujgcych fragmentéw przy-
wracato tym fragmentom zdolno$¢ katalizowania syntezy ATP. Biatka
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te nazwano czynnikami sprzegajacymi F3i F4 (20, 54). Z niefosforylujgcych
fragmentéw mitochondrialnych w wyniku dziatania ultradzwiekami, tra-
wienia trypsyng lub dziatania mocznika izolowano czynniki sprzegajgce
oznaczone symbolami FOi F2 (52, 55). Metody otrzymywania réznych czyn-
nikow zestawiono w tablicy 1, metody otrzymywania fragmentow nie-
fosforylujacych, ktorym wyizolowane czynniki przywracajg zdolnos$é¢ do
fosforylacji — w tablicy 2.

Tablica 1

Metody otrzymywania i wtasnosci czynnikéw sprzegajacych oksydacyjng fosforylacje

Metoda

| Nazwa Wiasnosci
Czynnik Fj Rozbicie mitochondriéw w ho- Aktywno$¢ ATP-azy, konieczny dla
mogenizatorze Nossala (41, 52) oksydacyjnej fosforylacji, reakcji
wymiany ATP-P i odwrécenia tan-
cucha oddechowego w P-fragmen-
tach
~Czynnik F2 Rozbicie ultradZzwiekami Konieczny dla oksydacyjnej fosfory-
N-fragmentow (52) lacji i reakcji wymiany ATP-P w
N-S fragmentach
iCzynnik F3 Rozbicie ultradzwiekami Stymuluje reakcje wymiany ATP-P
mitochondriow (54) w P- i T-fragmentach
1Czynnik F4 Alkaliczna ekstrakcja mito- Konieczny dla oksydacyjnej fosfo-
chondriéw (20) rylacji, reakcji wymiany ATP-P
i odwrdcenia tancucha oddechowe-
go w P-fragmentach
Czynnik FO Rozbicie ultradZwiekami T-U- Przywraca ATP-azie, wyizolowanej
-fragmentéw (55) z mitochondriéw wrazliwo$¢ na oli-
gomycyne
Inhibitor Alkaliczna ekstrakcja mito- Hamuje aktywno$¢ ATP-azy, nie
ATP-azy chondridéw (52) wptywajac jednak na oksydacyjng

fosforylacje.

Bardzo interesujacym czynnikiem, wyizolowanym z mitochondriéw
w pracowni Rackera jest czynnik FO (56). Przywraca on ATP-azie
wrazliwo$¢ na oligomycyne, utlenia NADH i bursztynian, a po dodaniu
czynnikéw Fxi F2przywraca oksydacyjng fosforylacje, co prawda z nie-
wielkg wydajnoscig (stosunek P:0 wynosi okoto 0,08). Bytby to zatem
po raz pierwszy otrzymany rozpuszczalny uktad, katalizujgcy utlenianie
substratow oddechowych sprzezone z syntezg ATP.
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Racker (57) wysuwa przypuszczenie, ze tylko cze$¢ wyizolowanych
w jego pracowni czynnikOdw bierze bezpos$redni udzial w oksydacyjnej
fosforylacji, a czes¢ jest elementami strukturalnymi mitochondriéw. Ta-
kim biatkiem strukturalnym maogtby by¢ czynnik F4, ktéry ma wiele

Tablica 2

Metody otrzymywania i wtasnos$ci niefosforylujacych fragmentéw mitochondrialnych

Nazwa

N-fragmeinty

m m"

N-S-fragmenty

T-fragmenty

U-fragmenty

T-U-fragmenty

P-fragmenty

Metoda

Rozbicie mitochondriéow w
homogenizatorze Nossala
(41, 52)

Rozbicie ultradzwigkami
N-fragmentow (41, 52)

Trawienie S-fragmentéw™
trypsyna (54)

Ekstrakcja S-fragmentow*
2M roztworem mocznika
(54)

Ekstrakcja T-fragmentow
2M roztworem mocznika
(55)

|
Rozbicie ultradzwiekami
mitochondriéw w 2°00 roz-
tworze fosfolipidéw (20)

Wiasnosci

Katalizujg reakcje wymiany ATP-P
i oksydacyjna fosforylacje na eta-
pie cyt. b-cyt. ¢ po dodaniu czynni-
ka Fj

Katalizujg reakcje wymiany ATP-P
i oksydacyjnag fosforylacje na eta-
pie cyt. b-cyt. ¢ po dodaniu czyn-
nika Fxi F2

Katalizujg reakcje wymiany ATP-P
po dodaniu czynnika F3

Katalizujg reakcje wymiany ATP-P
i oksydacyjng fosforylacje na eta-
pie cyt. b-cyt. ¢ po dodaniu czyn-
nika Fi

Przywracaja ATP-aZie wrazliwos$é
na oligomycyne

Katalizujg reakcje wymiany ATP-P
i oksydacyjng fosforylacje na eta-
pie NADH-cyt. ¢ po dodaniu czyn-

nikéw Ft i F4

* S-fragmenty otrzymywane przez rozbhicie mitochondriéw ultradzwiekami (54) katalizuja
oksydacyjng fosforylacje bez dodania czynnikéw sprzegajacych.

wiasnosci podobnych do wiasnosci strukturalnego biatka mitochondriow
otrzymanego przez Criddla i wspétpracownikéw (cyt. wg 57).

Na podstawie réznic we wrazliwosci na trawienie trypsyng czynnikéw
sprzegajacych oksydacyjng fosforylacje, wyizolowanych oraz zwigza-
nych z btong mitochondrialng, Racker (58) proponuje nastepujace ich
utozenie w btonie mitochondrialnej. Najblizej powierzchni znajdowatby
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sie inhibitor ATP-azy i czynnik F3 czynnik F4 bytby zlokalizowany dalej,
poniewaz po wyizolowaniu jest tatwo inaktywowany dziataniem trypsy-
ny a w stanie zwigzanym bardzo trudno, a czynnik wrazliwy na oligo-
mycyne FObyiby utozony najgtebiej, poniewaz dopiero w bardzo drastycz-
nych warunkach jest inaktywowany przez trypsyne i mocznik.

Prace prowadzone w pracowni Lehningera wykazaly, ze reak-
cja wymiany ATP-ADP zachodzgca w mitochondjiach (70, 74) i frag-
mentach mitochondrialnych (21, 72, 73) jest hamowana przez 2,4-dwuni-
trofenol, arsenian, oligomycyne, azydek oraz wéwczas, gdy nosniki elek-
tronéw sg zredukowane, tj. w obecnosci substratu oddechowego i cy-
janku. Okoto 50°/0 aktywnosci enzymu katalizujagcego te wymiane daje
sie wyekstrahowa¢ 0,3 M roztworem siarczanu amonowego z mitochon-
driow watroby szczura (75). Stwierdzono, ze po wyekstrahowaniu enzymu
z fosforylujacych fragmentow mitochondrialnych wydajno$é oksydacyj-
nej fosforylacji malata — stosunek P:0 mierzony z (3-hydroksymaslanem
jako substratem spadat z 3 do okoto 2, za$ z askorbinianem i egzogennym
cytochromem c z 1 do 0. Enzym ten oczyszczono okoto 140 razy za pomoca
frakcjonowania ekstraktu siarczanem amonowym i chromatografii na
DEAE-celulozie i CM-celulozie (75). Jego dodanie do fragmentow nie-
fosforylujacych przywracato oksydacyjng fosforylacje — z askorbinia-
nem jako substratem stosunek P:0 wzrastat do jednos$ci. Poniewaz eks-
trakcja enzymu katalizujagcego wymiane ATP-ADP znosi fosforylacje mie-
dzy cytochromem c a tlenem, a jego dodanie jg przywraca, uwaza sie, ze
jest on czynnikiem sprzegajacym synteze ATP z transportem elektronéw
w ostatnim etapie przemian tancucha oddechowego.

Kinetyczne badania reakcji wymiany ATP-ADP prowadzone na wy-
izolowanym enzymie wykazaly, ze jego aktywnos$¢ zalezy od stezenia
ADP (rysunek 1).

mM ADP

Rys. 1. Zaleznosci szybkosci wymiany ATP-ADP od stezenia ADP (wg 26)
1. — bez dodatkéw, 2. — z cyt. cred 3. — z cyt. cred i oligomycyng
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Poczatkowo ze wzrostem stezenia ADP szybkos$¢ reakcji znacznie ros-
nie, osigga maksimum przy stezeniu okoto 1 mM ADP a nastepnie spada.
Taka zalezno$¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu jest charaktery-
styczna dla inhibicji substratowej i byta interpretowana w przypadku
esterazy acetylocholinowej (80) i dehydrogenazy fosfotriozy (82) jako
dowdéd istnienia dwoch miejsc przytaczenia substratu, rdznigcych sie
wartoSciami statych dysocjacji. Hamowanie reakcji wymiany ATP-ADP
przez duze stezenia ADP mozna cofng¢ przez dodanie zredukowanego
cytochromu c. Dziata on w tym przypadku specyficznie i nie moze by¢
zastgpiony utlenionym cytochromem c, albuming surowicy, czy hemo-
globing. Efekt cytochromu c jest znoszony przez oligomycyne. Otrzy-
mane wyniki nasuwaja przypuszczenie, ze zredukowany cytochrom c ia-
czy sie z enzymem wypierajgc ADP z drugiego miejsca przyczepu,
a oligomycyna hamuje powstawanie kompleksu cyt. cred-enzym (26, 71).

W 1958 roku Linnane (36) zaobserwowal, ze rozbicie mitochon-
driow ultradzwiekami w obecnosci EDTA daje fosforylujgce frag-
menty. Jednak do maksymalnej fosforylacji konieczne byto dodanie roz-
puszczalnego biatka wyizolowanego z supernatantu. Dalsze badania do-
prowadzity do izolowania trzech czynnikéw, oznaczonych numerami I, 1l
i 111 (F1, FI1li F ) bioragcych udziat w trzech kolejnych fosforylacjach
(27). Czynnik Il katalizuje reakcje wymiany ATP-ADP i jest koniecz-
ny do przeprowadzenia fosforylacji na etapie cyt. c-tlen (79). Jest to
biatko o masie czgsteczkowej okoto 35000 (37, 76). Wedlug Webstera
(77, 78, 79) tworzy ono wysokoenergetyczny kompleks z cytochromem ¢,
a nastepnie z fosforanem. Z kompleksu tego fosforan przenoszony jest
na ADP (schemat 3).

Fragment +cyt. crec) s » Fragment~ cytc
Fragment~ cyt.c + FHl = ----mememe » FUr~cyt.c+ Fragment
FEt~ cytc+P - > F DI~ P+ cyt. cox
FIU—P +ADP e » FIE+ATP

Schemat 3. Proponowany przez Webstera (72) mechanizm oksydacyjnej fosfo-
rylacji zwigzanej z utlenieniem zredukowanego cytochromu c
Fragment — fragment mitochondrialny, F IIl — czynnik sprzegajacy Il

Czynnik F Il wykazuje bardzo podobne wiasciwosci do zwigzku wy-
izolowanego w pracowni Lehningera (75). Nie stwierdzono jednak,
czy biatko otrzymane przez Lehningera i wspdtpracownikéw moze two-
rzy¢ wysokoenergetyczny kompleks z cytochromem c.

Czynnik Il, wyizolowany przez Beyera (6) jest biatkiem o masie
czasteczkowej 124 000. Wedtug tego autora bierze on udzial w procesie
fosforylacji oksydacyjnej na etapie cytochrom b-cytochrom c (7).

Czynnik | odgrywatby analogiczng role w procesie syntezy ATP na



etapie NADH, cytochrom b, tworzac wysokoenergetyczne potaczenie
z NAD (27, 65).

Udziat NAD w oksydacyjnej fosforylacji wykazat Pinch ot (44, 45,
46, 47, 48, 49, 59).

Il. Czynniki niebiatkowe

W 1953 roku Pinchot (44) badajac uktad enzymatyczny katalizu-
jacy proces syntezy ATP zwigzany z utlenianiem NADH u bakterii Alca-
ligenes jaecalis stwierdzit, ze: dla powigzania fosforylacji z utlenianiem
NADH konieczna jest obecno$é dwdch rozpuszczalnych czynnikéw: termo-
labilnego i termostabilnego. Czynnik niewrazliwy na ciepto oczyszczono
i zidentyfikowano jako oligonukleotyd typu RNA, zawierajgcy adenine,
guanine i uracyl w stosunku molamym 2:1:1 (45). Zwigzek ten jest nie-
wrazliwy na RN-aze, co sugeruje, ze nukleotyd urydylowy znajduje sie
na koncu tancucha (46, 59). Oligonukleotyd ten oraz jony Mg2+ stuzg do
potgczenia skiadnika termolabilnego z fragmentem zdolnym do utlenia-
nia NADH tworzac w ten sposéb uktad fosforylujagcy. Gdy aktywne frag-
menty utleniajg NADH w nieobecnosci P i ADP, oddysocjowuje z nich
do frakcji rozpuszczalnej wysokoenergetyczny posrednik. Dlatego odwiro-
wane z takiego uktadu fragmenty moga utlenia¢ NADH, ale nie fosfory-
lujg. Zdolno$¢ do fosforylacji zostaje im przywrécona dopiero po dodaniu
supernatantu (47).

Pinchot (48,49) sugeruje, ze posrednik jest zwigzkiem bogatym
w energie i zawiera biatko (enzym sprzegajacy) potagczone z NAD. Na po-
parcie swojej hipotezy przytacza nastepujace dane: 1) podczas izolowa-
nia kompleksu wysokoenergetycznego biatko jest trwale zwigzane z NAD,
2) w czasie inkubacji tego kompleksu z ortofosforanem i ADP wytwarzane
sg rownowazne ilosci NAD+ i ATP, 3) przytaczenie NAD+ do biatka jest
uwarunkowane obecno$ciag ATP. Autor ten proponuje nastepujaca kolej-
no$¢ reakcji w procesie oksydacyjnej fosforylacji katalizowanej przez
preparaty z Alcaligenes jaecalis (schemat 4) (wg. 48, 49).

Mg-E + NADH +H++ J 0 2 -mrmmmr *. NAD~E + H20+ «'\/V ' Mg 1.
NAD~E+ P ===== P~E + NAD+ 2.
p~ E «e-o» P+ E 3.
P—E+ADPA  * ATP +E 4-
r\/vr Mg+E — - Mg-E .5 .

Schemat 4. Proponowany mechanizm oksydacyjnej fosforylacji katalizowanej przez
preparaty z A. faecalis (wg 49)
¢« — oksydaza NADH, — oligonukleotyd typu RNA
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Reakcja 1 przedstawia utlenienie NADH przez fosforylujacy uktad
zawierajagcy oksydaze NADH dotgczong do enzymu sprzegajgcego (E) za
pomocg specyficznego oligonukleotydu i magnezu. Utlenienie NADH
sprzezone jest z utworzeniem wysokoenergetycznego posrednika NAD~E
i oddysocjowaniem niefosforylujgcego fragmentu. W reakcji 2 zachodzi
utworzenie ufosforylowanego zwigzku biatkowego E~P. Reakcja 3 wska-
zuje na nietrwato$¢ ufosforylowanego posrednika. W reakcji 4 nastepuje
potaczenie E~P z ADP z utworzeniem ATP i uwolnieniem enzymu sprze-
gajagcego. Wreszcie w reakcji 5 nastepuje regeneracja fosforylujgcego
kompleksu z fragmentu nieaktywnego i enzymu sprzegajacego.

Synteza ATP przy udziale wysokoenergetycznego posrednika, ani tez
reakcja odwrotna, czyli dotgczenie NAD+ do enzymu sprzegajacego
w obecnosci ATP nie byty hamowane przez 2,4-dwunitrofenol (49). Nato-
miast zwigzek ten uniemozliwiat utworzenie sie kompleksu NAD—E.
Sugeruje to, ze 2,4-dwunitrofenol nie rozszczepia wysokoenergetycznego
posrednika, lecz uniemozliwia ponowne dotgczenie niefosforylujgcego
fragmentu do enzymu sprzegajacego — reakcja 5 przebiegajgca ze strony
prawej do lewej.

Schemat ten ttumaczy réwniez wiele obserwacji poczynionych nad
procesem syntezy ATP w mitochondriach zwierzecych. Stosunek P:0 ob-
serwowany w preparatach z Alcaligenes jaecalis jest nizszy od jednosci.
W celu wytlumaczenia oksydacyjnej fosforylacji w tancuchu oddecho-
wym mitochondriow zwierzecych nalezatoby wprowadzi¢ dwa nowe po-
Sredniki. Mogtyby one zawiera¢ Co Q i cytochrom ¢ potgczone ze specy-
ficznymi biatkami. Wymiane ATP-ADP w mitochondriach zwierzecych
mozna tlumaczy¢ reakcjg 4, a dziatanie mitochondrialnej ATP-azy wy-
daje sie by¢é uwarunkowane réwnaniami 3 i 4.

Nieufosforylowany wysokoenergetyczny kompleks sugerowany przez
Pinchot nie jest jedyng pochodng NAD proponowang jako po-
$rednik oksydacyjnej fosforylacji. Purvis (53) przyjmuje istnienie
oprocz NAD i NADH trzeciej formy nazwanej przez niego ,extra NAD”.
Wedtug tego autora podczas inkubacji mitochondriéw z fosforanem i ADP
lub 2,4-dwunitrofenolem ilos¢ NAD reagujgca z dehydrogenazg alkoholo-
wg jest wieksza od sumy wartosci NAD+ + NADH, oznaczonej w czasie
zerowym. Purvis przyjmuje, ze ta dodatkowa ilos¢ NAD zostata uwol-
niona z jakiego$ prekursora, ktdry nie reaguje z dehydrogenazg alkoho-
lowg i ktorego struktura i funkcja nie zostaty jeszcze ustalone. Zwigzek
ten mégtby odpowiadaé kompleksowi NAD—I — postulowanemu przez
Slatera wysokoenergetycznemu posrednikowi oksydacyjnej fosfory-
lacji (63).

Griffiths (28, 30, 31) donosi o innym posredniku bedgcym ufosfo-
rylowang formg NAD, rézng od NADP. Posrednik ten powstaje w kata-
lizowanej przez mitochondria lub fragmenty submitochondrialne reakcji
redukcji NAD przez bursztynian zachodzacej obecnosci fosforanu. Nie
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powstaje on, jezeli mieszanina inkubacyjna zawiera jako substraty: piro-
gronian, jabtczan i glutaminian, powstaje w matych ilosciach w przypad-
ku uzycia a-ketoglutaranu i (3-hydroksymaslanu. Wedtug Griffithsa (30,
31) powstaty posrednik, izolowany z supernatantu za pomocg chromato-
grafii i elektroforezy po cieplnej denaturacji mitochondrialnego biatka,
jest pochodng NAD, absorbujaca przy okoto 320 mpi i zawierajagca réwno-
wazne ilosci fosforanu i NAD. Tworzenie sie tego zwigzku jest hamowane
przez amytal, malonian i antymycyne, co wskazuje, ze do jego powstawa-
nia niezbedny jest transport elektronéw.

Po inkubacji wydzielonego posrednika z mitochondrami lub fragmen-
tami mitochondriéw w obecnosci ADP stwierdzono tworzenie sie ATP
i NADH, przy czym z dwéch moli posrednika powstawat jeden mol
NADH oraz mieszanina kilku pochodnych NAD (29). Jednym z nich moze
by¢ opisany po raz pierwszy przez Krebsa (19) kompleks NADH-X,
drugi zwigzek absorbujagcy w 295 mu moze mie¢ budowe podobng do bu-
dowy produktu kwasowej modyfikacji NADH (15).

W oparciu o te dane Griffiths (28) proponuje dla wydzielonej
przez siebie, a postulowanej uprzednio przez Burtona i Kapta-
na (15) oraz Barltropa (4) ufosforylowanej pochodnej NADH budo-
we | lub Il, przy czym 1l jest forma otwartg zwigzku 1.

H H H H
H\ >/\ Hn

Przytaczenie fosforanu do NADH w pozycji 6 pierScienia nikotynami-
doadeninowego przyjmuje Griffiths w oparciu o spostrzezenia C o-
pera, Neuberta i Chaplaina (cyt. wg 28), ktérzy wykazali, ze
pochodna NAD z zablokowang pozycja 6 przez grupe aminowsg, jest sil-
nym inhibitorem syntezy ufosforylowanego NADH.

W celu potwierdzenia hipotezy, ze ufosforylowana pochodna NADH
wykryta przez Griffithsa bierze udziat w oksydacyjnej fosforylacji, byto
konieczne zbadanie wptywu czynnikéw rozprzegajacych na jej wytwarza-
nie sie i przemiany. DoSwiadczenia wykazaly, ze 2-4-dwunitrofenol ha-
muje tworzenie sie tej pochodnej, ale nie uniemozliwia jej przeksztatcenie
do NADH i fosforanu, czy ATP. Oligomycyna nie hamuje tworzenia sie
ufosforylowanej pochodnej NADH, ani jej rozszczepienia do NADH i fos-
foranu, lecz uniemozliwia reakcje przeniesienia reszty fosforanowej z tego
zwigzku na ADP (28).

Tworzenie przez mitochondria wysokoenergetycznej ufosforylowanej
pochodnej NADH po inkubacji z bursztynianem oraz powstawanie ATP
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z tego zwigzku w reakcji wrazliwej na oligomycyne sugerujg, ze moze
on by¢ posrednikiem w procesie oksydacyjnej fosforylacji. Fakt, ze pod-
czas inkubacji mitochandriéw z substratami zwigzanymi z NAD nie obser-
wowano powstawania tego posrednika, nie jest dowodem sprzecznym
z tym przypuszczeniem. Mozna zatozy¢, ze wynik ten jest skutkiem usta-
wicznego ,obrotu” ufosforylowanej pochodnej NADH, zachodzacego
w obecnoS$ci substratéw zwigzanych z NAD.

Udziat dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego w procesie oksyda-
cyjnej fosforylacji przyjmuje réwniez Estabrook (24) na podstawie
badan fluorymetrycznych. W 1958 roku Chance i Baltscheffsky
(16) zaobserwowali, ze fluorescencja zredukowanego dwunukleotydu niko-
tynamidoadeninowego w mitochondriach jest o wiele intensywniejsza niz

Rys. 2. Mozliwy mechanizm aktywacji imidazolu przez pierscien pirydynowy NADH
celem utworzenia fosfoimidazolu (wg 24)

w roztworach wodnych. W kilka lat p6zniej Estabrook (23) i Avi-
Dor (3) stwierdzili, ze zredukowany dwunukleotyd nikotynamidoadeni-
nowy fluoryzuje znacznie intensywniej w mitochondriach niz w potacze-
niu z rozpuszczalnymi biatkami enzymatycznymi (11, 61). W 1963 roku
Estabrook i wspotpracownicy (24) wykazali, ze stopien podwyzsze-
nia fluorescencji zalezy od stanu mitochondriow (17). Przejscie ze stanu 2
(w ktorym czynnikiem ograniczajgcym oddychanie jest brak substratu)
do stanu 4 (w ktérym brak akceptora uniemozliwia oddychanie) jest zwig-
zane ze wzrostem fluorescencji, sze$¢ razy wiekszym od wzrostu jakiego
nalezatoby oczekiwa¢ ze wzgledu na zmiane stezenia NADH. W warun-
kach intensywnego oddychania zachodzacego w stanie 3, albo w wyniku
dziatania czynnikdw rozprzegajacych oksydacyjng fosforylacje flu-
orescencja zmniejsza sie do potowy w poréwnaniu z obserwowang w sta-
nie 4. Fakty te wskazujg, ze podwyzszenie fluorescencji moze by¢ wywo-
tane przez niskoenergetyczny zwigzek zawierajacy NADH. Nawiazujac do
obserwowanego przez Theorella i McKinley-McKee (68, 69)
wzrostu intensywnosci fluorescencji emitowanej przez kompleks NADH
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z dehydrogenazg alkoholowa po dodaniu imidazolu Estabrook (24)
przyjmuje, ze intensywna fluorescencja zredukowanego, dwunukleotydu
nikotynamidoadeninowego obserwowana w mitochondriach jest wywota-
na przez tréjsktadnikowy kompleks: enzym*NADH «biatko zawierajace
histydyne. Oddziatywanie miedzy NADH a pierscieniem imidazolowym
histydyny — moze zdaniem Estabrooka powodowaé jego zaktywowanie,
umozliwiajgce reakcje z fosforanem z wytworzeniem ugrupowania fosfo-
imidazolowego przy jednoczesnym uwolnieniu NADH (rysunek 2).

Role posSrednika w oksydacyjnej fosforylacji przypisuje ufosforylowa-
nej formie histydyny réwniez Boyer i wspoOtpracownicy (10, 12, 13, 42,
43, 67). Badacze ci zaobserwowali w 1961 roku wigczanie znakowanego
fosforanu do frakcji biatkowej mitochondriow (67). Po proteolitycznej
i alkalicznej degradacji znakowanego materiatu izolowano zwiazek, ktéry
wykazywat wszystkie whasciwosci syntetycznej fosfohistydyny (12). Nie
ustalono jednak czy fosforan w biologicznie czynnym zwigzku jest przy-
taczony do N-1 (wzdr IIl) czy do N-3 (wzér 1V) pierscienia imidazolowego
histydyny.

Dalsze obserwacje pozwolity na wysuniecie przypuszczenia, ze whudo-
wana w biatko fosfohistydyna jest wysokoenergetycznym posrednikiem
w procesie oksydacyjnej fosforylacji. Podczas inkubacji mitochondriow
w obecnosci tlenu i radioaktywnego fosforanu, ale bez ADP, nastepowato
bardziej gwattowne znakowanie fosforanem histydyny niz wewnatrzmi-
tochondrialnego ATP (12). Fosforylacje histydyny obserwowano réwniez
w czasie inkubacji mitochondriow z ATP. Dodany 2,4-dwunitrofenol do
mieszaniny reakcyjnej uniemozliwiat tworzenie sie fosfohistydyny przy
udziale 3P, ale nie hamowat jej powstawania, gdy donatorem znakowa-
nego fosforanu byto AT3P. Ponadto obserwowano wymiane miedzy fosfo-
histydyng zwigzang z biatkiem a P lub ATP (12, 42).

Boyer (43) sugeruje, ze tworzenie sie ufosforylowanego posrednika
imidazolowego nie wigze sie bezposrednio z reakcjami utleniania i re-
dukcji. Reakcje oksydoredukcyjne mogtyby by¢ sprzezone z tworzeniem
zaktywowanego zwigzku zdolnego do #gczenia sie z P dajac w ten sposéb
ufosforylowany imidazol, ktéry mozna rowniez otrzyma¢ w wyniku dzia-
tania ATP.

Badania Slatera i wspoOtpracownikdw z 1964 roku (64) rzucity
nowe $wiatto na role fosfohistydyny w procesie oksydacyjnej fosforylacji.
Zauwazono mianowicie, ze w doswiadczeniach przeprowadzanych w 20°



[13] OKSYDACYJNA FOSFORYLACJA 407

oligomycyna hamowata tylko w 50% wigczanie fosforanu do mitochon-
drialnego ATP. Obliczenie stopnia inhibicji byto utrudnione z dwdch
wzgleddw, a mianowicie: 1) w obecnosci oligomycyny zachodzi poczatko-
wo bardzo gwaltowne znakowanie, a dopiero pdzniej nastepuje znaczne
zwolnienie tej reakcji, 2) w nieobecnos$ci oligomycyny znakowanie jest
tak gwattowne przez pierwsze 10'sekund, ze nie mozna obliczy¢ szyb-
kosci poczatkowej tej reakcji.

Celem zmniejszenia szybkosci wiaczania fosforanu do frakcji biatko-
wej przeprowadzono oznaczenia w 0°. W tych warunkach oligomycyna
hamowata w 96—99% wigczanie 3P do mitochondrialnego ATP, ale nie
miata wpltywu na znakowanie materiatu biatkowego. Wykazano réwniez,
ze w nieobecnosci oligomycyny szybko$¢ znakowania fosfohistydyny wy-
nosita tylko okoto 1,5% szybko$ci znakowania ATP. W oparciu o ten fakt
Slater wykluczyt udziat fosfohistydyny jako posrednika wystepujacego
na gtéwnej drodze oksydacyjnej fosforylacji i umieScit jg na drodze bocz-
nej, niewrazliwej na oligomycyne (schemat 5).

Schemat 5. Miejsce fosfohistydyny w procesie oksydacyjnej fosforylacji wg S la-
tera (64)

Takie umieszczenie fosfohistydyny jest zgodne z propozycjag Ahme -
da i Judaha(l,2)z1961 roku odnosnie roli ufosforylowanych biatek
mitochondrialnych i zawartej w nich energii w transporcie wody (2) i jo-
néw (32, 40, 51), przez btony mitochondrialne.

Stwierdzono réwniez, ze powstawanie fosfohistydyny zachodzi zarow-
no podczas inkubacji z fosforanem, jak i z ATP wyciggéw otrzymanych
w wyniku zamrozenia i odtajenia mitochandriow, przy czym proces ten
nie zalezy od transportu elektronéw. Spostrzezenia te wskazujg na mozli-
wos¢ katalizowania syntezy tego zwigzku przez rozpuszczalny uktad enzy-
matyczny (43). Ostatnie badania grupy Boyera nad rolg fosfohisty-
dyny (9) wskazujg na obecnos¢ dwu rdéznych form tego zwigzku, przy
czym fosfohistydyna otrzymywana z rozpuszczalnych wyciggéw mito-
chondrialnych (43) wydaje sie by¢ $cisle zwigzana z syntetazg burszty-
nylo~CoA (39).

Rozwazano rowniez udziat fosfolipidow w procesie oksydacyjnej fosfo-
rylacji. Garbus, DelLuca, Loomans, Strong (25 zauwazyli
gwattowne wiaczanie fosforanu do frakcji lipidowej z wytworzeniem po-
taczenia o witasciwosciach ufosforylowanego analogu fosfoinozytydu. Re-
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akcja ta nie byto zalezna od rodzaju dodanego substratu i nie byta wraz-
liwa na oligomycyne, ale byla hamowana w warunkach anaerobowych
oraz w obecnos$ci cyjanku, azydku, antymycyny i 2,4-dwunitrofenolu.
Jednak ze wzgledu na 15—20-krotnie szybsze znakowanie ATP niz lipi-
déw wyklucza sie udziat tych zwigzkéw jako posrednikéw w syntezie
ATP.

I11. Uwagi kohcowe

Dotychczasowe wyniki badan nad izolowaniem i udziatem wysoko-
energetycznych posrednikéw i czynnikow sprzegajacych synteze ATP
z transportem elektroné6w pozwalajg na wyjasnienie w pewnym stopniu
mechanizmu tego procesu. Mozna juz okresli¢ warunki, jakie powinien
spetnia¢ zwigzek biorgcy bezposredni udziat w oksydacyjnej fosforylacji.
Powinien on by¢ zdolny do tworzenia wysokoenergetycznego potgczenia
z ortofosforanem w czasie funkcjonowania taficucha oddechowego lub
W reakcji z ATP przy zablokowaniu transportu elektronéw. Powinien
przenosi¢ grupe fosforanowg na ADP z wytworzeniem ATP, z szybkoscig
rowng szybkosci oksydacyjnej fosforylacji.

Nie wszystkie opisane posredniki wydaja sie spetniaé¢ te warunki
i prawdopodobnie nie wszystkie biorg bezposredni udziat w oksydacyjnej
fosforylacji. Cze$¢ z nich moze by¢ skiadnikami strukturalnymi mito-
chondriéw (57). Inne mogg uniemozliwia¢ wykorzystanie wysokoenerge-
tycznych potgczen na innych drogach niz synteza ATP (34). Jeszcze inne
sq by¢ moze artefaktami lub wysokoenergetycznymi potgczeniami dostar-
czajagcymi energii do innych procesdw metabolicznych. Nie mozna zapo-
mina¢ o tym, ze rozbicie mitochondriébw powoduje zmiane wrazliwosci
na inhibitory oksydacyjnej fosforylacji. | tak zmienia sie wrazliwo$¢ na
atraktylozyd (83), hamuje on oksydacyjng fosforylacje wytgcznie w $cisle
sprzezonych mitochondriach, nie dziata natomiast na fosforylujgce frag-
menty mitochondrialne i rozprzezone mitochondria. Mitochondrialne frag-
menty fosforylujace nie wykazuja zjawiska $cistego sprzezenia i oprécz
ADP fosforylujg rowniez GDP, UDP i IDP (38).

Wydaje sie, ze nagromadzona ilo$¢ faktow doswiadczalnych wskazuje
na to, ze tymczasowa nazwa czynniki sprzegajace oksydacyjng fosforylacje
z transportem elektronéw nie jest odpowiednia. Nazwa ta mylnie suge-
ruje udziat wyizolowanych zwigzkéw w powstawaniu pierwszego wysoko-
energetycznego wigzania, podczas gdy rzeczywiscie biorg one udziat
w reakcjach przeniesienia energii z pierwszego wysokoenergetycznego po-
Srednika do ATP. Poniewaz niektdre wyizolowane potgczenia katalizujg
reakcje charakterystyczne dla syntetaz, Beyer (8 proponuje zmiane
nazwy czynnik sprzegajgcy na syntetaze ATP.

Pani Profesor dr Irenie Chmielewskiej sktadamy serdeczne podziekowa-
nie za pomoc i cenne uwagi w trakcie przygotowywania artykutu.
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TOM XI 1965 ZESZYT 4

WOJCIECH ARDELT*

Biochemia latyryzmu

Biochemistry of Lathyrism

Some disturbances of chemistry of connective (tissue in lathyrism are reviewed.
The possible ‘'mechanism of action of the lathyrogens is discussed.

Podawanie w diecie duzych ilosci niektdrych roslin rodzaju Lathyrus
wywotuje u kregowcow rozlegte zmiany w obrebie uktadu nerwowego
i tkanki tgcznej. Dla uszkodzen ukiadu nerwowego, objawiajgcych sie
spastycznymi porazeniami, wywotywanych miedzy innymi przez L. sativus
i L.cicera przyjeta sie nazwa neurolatyryzm. Inna grupa roslin stragcz-
kowych, mianowicie pospolity groszek pachnacy — L.odoratus, L.tingita-
nus, L.hirsutus i L.pusillus wywotuje schorzenie tkanki tgcznej opisy-
wane w literaturze pod réwnorzednymi nazwami: latyryzm i osteolaty-
ryzm. Pierwsza z tych nazw jest czeSciej uzywana.

W latyryzmie zachodzg uszkodzenia w obrebie tkanek mezenchymal-
nych, przy czym szczeg6lnie dotkniete sg tkanki bogate w kolagen. Wy-
stepujg zaburzenia wzrostu chrzastek i kosci (24, 45), nienormalna tamli-
wos¢ kosci (21, 45), deformacje szkieletowe (1, 3, 21, 24, 45, 57, 70, 71, 72,
76, 81) oraz ogolne ostabienie wigzadet i Sciegien z nastepowym wywich-
nieciem i przemieszczeniem sie stawdw (71). Ponadto opisano jako objaw
latyryzmu zwyrodnieniowe zmiany stawow (71), przepukliny (3, 24, 45,
54, 71, 81) oraz tetniaki aorty (3, 21, 45, 54, 70, 71, 81). Objawy te s3
makroskopowym wyrazem uszkodzenia wszystkich sktadnikéw tkanki
tacznej.

Latyryzm wzbudzit duze zainteresowanie, bowiem stanowi¢ moze eks-
perymentalny model dla badahn metabolizmu sktadnikéw tkanki tgcznej,
jak réwniez patogenezy niektérych chordb tej tkanki u ludzi.

I. Zwiazki latyrogenne

o] dziataniu Lathyrus odoratus na tkanke tgczng doniesiono po raz
pierwszy w 1933 roku (24). W 1954 roku wyizolowano z L.pusillus kry-

* Mgr, asystent Zaktadu Biochemii Instytutu Reumatologicznego w Warszawie.
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staliczng substancje zdolng do wywotywania charakterystycznych zmian
u szczurow (19). W tym samym czasie wyizolowano krystaliczny latyrogen
z L.odoratus i zidentyfikowano go jako (3-(N-y-L)-glutamyloaminopropio-
nitryl (56, 81, 82). Nastepnie okazalo sie, ze reszta y-glutamylowa nie ma
zasadniczego znaczenia, a aktywnym zwigzkiem jest [3-aminopropioni-
tryl (3, 98). Wystepuje on we wszystkich roslinach wywotujgcych uszko-
dzenia tkanki tacznej, nie zawierajg go natomiast rosliny strgczkowe wy-
wotujgce neurolatyryzm (91). Wykazano nastepnie, ze wystepujgcy w przy-
rodzie aminoacetonitryl, jest potezniejszym latyrogenem niz (3-aminopro-
pionitryl (7, 89). Znaleziono réwniez zwigzki nalezace do innych niz ni-
tryle grup chemicznych a wykazujgce dziatanie latyrogenne. Levene
(50) sklasyfikowat zwigzki latyrogenne w czterech grupach: nitryle, urei-

Tablica 1
Latyrogeny
Grupa Zwigzek Wzér
Nitryle (3-aminopropionitryl NHXHXHXN
Aminoacetonitryl NH2ZZH2CN
Metylenoaminoacetonitryl CH>=NCHZXN
Ureidy Semikarbazyd NH:NHCONH>»
Hydrazydy Hydrazyd kwasu izonikotyno- NHXNHCO
wego |
1 I
\ N/
Hydrazyd kwasu nikotynowego nhhhco—
w
Hydrazyd kwasu cyjanooctowego NH.NHCOCHICN
Benzohydrazyd nhhhco— i
Hydrazyny  Wodzian hydrazyny nhZhhh 2o

dy, hydrazydy i hydrazyny. NajczeSciej stosowane latyrogeny zestawio-
no w tablicy 1 zachowujgc podziat Levene’a. Poza tymi zwigzkami wy-
mienia sie réwniez merkaptoetyloamine i cystamine, jednakze ich wias-
nosci latyrogenne nie sg pewne (17).

Jak wida¢ z tablicy latyrogenne nitryle z wyjatkiem metylenoamino-
acetonitrylu majg wolng grupe aminowa. Aktywnos$¢ uwarunkowana jest
obecnoscig tej grupy, np. (3-hydroksyaminopropionitryl i kwas cyjano-
octowy sg catkowicie pozbawione dziatania latyrogennego (46, 50). Za-
miana grupy cyjanowej nitryli na grupe karboksylowg lub estrowg pro-
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wadzi rowniez do utraty zdolnosci wywotywania latyryzmu (50). Witas-
ciwosci tej pozbawione sg np. ester metylowy glicyny, czy (3-alanina.
Ustalono takze, ze dla aktywnos$ci semikarbazydu istotne jest ugrupo-
wanie ureidowe (NH2NH-CO-N), dla hydrazydow — hydrazydowe
(NH2NH-CO-C), zas w przypadku wodzianu hydrazyny podstawienie kté-
regokolwiek z atomoéw wodoru powoduje strate wiasciwosci latyrogen-
nych (50).

Il. Zmiany w obrebie tkanki tgcznej

Zmianie w latyryzmie ulegajg wszystkie sktadniki tkanki tacznej: za-
réowno kolagen — gtdwne biatko strukturalne, jak i sktadniki niekolage-
nowe czyli pozostate biatka wtokienkowe i tzw. substancja podstawowa.

1. Zmiany sktadnikéw niekolagenowych

Najbardziej dramatyczne zmiany majg miejsce w aorcie i nasadowych
chrzastkach diugich kosci. Gtownymi sktadnikami substancji podstawowej
tych tkanek sg sulfonowane mukopolisacharydy, reprezentowane przede
wszystkim przez izomery siarczanu chondroityny. W $cianie aorty, przed
wytworzeniem sie $rédSciennych krwiawiend i tetniakdw nastepuje na-
gromadzanie sie materiatu, wykazujgcego histochemiczne witasciwosci
mukopolisacharydow (8, 27, 42, 57, 76, 83, 100). Wyniki te sg zgodne z wy-
nikami badaA Granta i wspoipracownikow (27), ktérzy stwierdzili
w aorcie latyrycznych szczuréw zwiekszong zawarto$¢ heksozamin i kwa-
séw uronowych. Odczyn metachromazji z btekitem toluidynowym i jed-
noczesna opornos$¢ na dziatanie jadrowej hialuronidazy wskazujg, ze co
najmniej cze$¢ gromadzacego sie materiatu jest siarczanem chondroi-
tyny B (8).

Akumulacji mukopolisacharydéw towarzyszy obserwowana metodami
histologicznymi liza struktur elastycznych (blaszki i wtdkna elastyny), po-
taczona z przerostem i proliferacjg fibroblastow (15, 57, 100). Opisane
zjawiska zachodzg nie tylko w Scianie aorty, lecz takze w Scianach tetnic
ptucnych i wiencowych (96), oraz w zastawkach sercowych (8). Mukopoli-
sacharydy gromadzace sie w zastawkach sercowych w odréznieniu od
odktadajacych sie w aorcie sg wrazliwe na dziatanie hialuronidazy (8).
Pochodzenie nadwyzki mukopolisacharydéw w aortach zwierzat latyrycz-
nych nie jest jasne. Niektérzy autorzy iacza odktadanie sie tych sub-
stancji z depolimeryzacjg substancji podstawowej (57), destrukcjg ela-
stycznych elementéw $ciany aorty (8) lub z ewentualnym zmniejszeniem
sie syntezy elastyny — gtdwnego biatka podporowego uktadu naczynio-
wego (26). Zmiany te powinny by¢é zwigzane z obnizeniem sie zawartosci
elastyny w aortach latyrycznych zwierzat, jednakze Grant i wspot-
pracownicy (27) wykazali, ze w aortach szczurow dotknietych latyryz-
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mem elastyna, jak i kolagen wystepujg w ilosciach prawidtowych. Bar-
dziej prawdopodobna wydaje sie ogdlna nadprodukcja mukopolisacha-
rydéw, zwiaszcza ze zmianom w obszarze tkanki gcznej towarzyszy
znaczny wzrost poziomu mukoproteidow w surowicy krwi (27, 83).

Podczas gdy w aorcie ros$nie og6lna ilos¢ mukopolisacharydéw,
w chrzastkach nasadowych ditugich kosci zachodzi zjawisko odwrotne —
zawarto$¢ heksozamin jest nizsza niz w tkance prawidtowej (5, 6). Spada
réwniez zawarto$¢ mukopolisacharydéw dajacych sie strgci¢ jako sole
wapnia z protoelizatow tkanki otrzymanych dziataniem pepsyny, tryp-
syny i amylazy (75). Zdolno$¢ syntezy heksozamin w homogenatach chrzg-
stek nasadowych latyrycznych szczuréw ulega znacznemu obnizeniu w po-
rbwnaniu z homogenatami chrzgstek prawidtowych. W dosSwiadczeniu
Pedrini i Pedrini-Mille (66), jeden gram tkanki latyrycznych
zwierzat, w S$rodowisku glutaminy i glukozo-6-fosforanu syntetyzowat
w ciggu trzech godzin 296 i"g heksozamin, podczas gdy jeden gram tkanki
prawidtowej w tych warunkach wytwarzat 1229 ~g tych zwigzkow. Tak
wiec zdolnos$¢ syntezy heksozamin ulegta obnizeniu o 76%.

Najwieksze zmiany w chrzgstce nasadowej latyrycznych szczuréw za-
chodzg w obrebie strefy dojrzewania chondrocytdw — substancja pod-
stawowa tej strefy wykazuje zmniejszone powinowactwo do barwnikow
charakterystycznych dla mukopolisacharydéw (34). Badania autoradiogra-
ficzne wykazaly, ze przy niezmienionej ogolnej zdolnosci tkanki do wy-
korzystania 3S-siarczanu nie zachodzi w strefie dojrzewania chondrocy-
téw wbudowywanie radioaktywnej siarki (43). Poniewaz jednocze$nie ma
miejsce w tym obszarze gwattowne wbhudowywanie sie znakowanych ami-
nokwaséw wysunieto hipoteze, ze w latyryzmie zablokowane jest two-
rzenie sie kompleks6w mukopolisacharydéw z biatkami typu niekolage-
nowego, co moze nawet prowadzi¢ do uszkodzenia fibrogenezy (komplek-
som takim przypisuje sie role w procesie tworzenia sie wtokien) (43). Ba-
danie in vitro uwapnienia chrzastek nasadowych rachitycznych szczuréw
wykazato, ze dodanie aminoacetonitrylu do srodowiska reakcji nie ha-
muje tego procesu, natomiast ulega on zahamowaniu w chrzgstkach na-
sadowych szczurdéw, ktdrym podawano aminoacetonitryl (34). Chrzastka
latyrycznych zwierzat nie ulega kalcyfikacji in vitro zaréwno w $ro-
dowisku syntetycznym, jak i w surowicy krwi zdrowych zwierzat.

Substancja podstawowa skéry ulega w latyryzmie mniejszym uszko-
dzeniom niz substancja podstawowa aorty i chrzgstek nasadowych. Ob-
serwuje sie tu jedynie niewielkie zwiekszenie sie frakcji siarczanéw chon-
droityny oraz obnizenie sie poziomu lipidow i rozpuszczalnych (nieko-
lagenowych) biatek (60).

Zmiany zachodzace w obrebie niekolagenowych sktadnikow tkanki
tacznej w latyryzmie sg wiec wielokierunkowe i przebiegaja z réznym
natezeniem w zaleznosci od rodzaju tkanki.
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2. Zmiany kolagenu

Tkanki zwierzat, u ktorych wywotano latyryzm, wykazujg charakte-
rystyczne zmiany wiasnosci mechanicznych. Zwieksza sie ich rozciagli-
wos¢, natomiast wytrzymatosé na rozrywanie ulega znacznemu obnize-
niu (4, 21, 41, 47, 98). Zwrécito to uwage badaczy na mozliwos$¢ uszko-
dzenia kolagenu — sktadnika decydujgcego o wiasnosciach mechanicz-
nych tkanki tgcznej. Zawarto$¢ kolagenu w tkankach zwierzat latyrycz-
nych nie odbiega jednak od normy (12, 14, 20, 21, 47, 48). Wydaje sie, ze
prawidtowa jest rdwnie synteza tropokolagenu (16, 18, 20, 47). Wskazuja
na to wyniki doswiadczen Daslera i wspétpracownikow (18), ktorzy
stwierdzili w poliwinylowej gabce implantowanej pod skére latyrycznym
szczurom powstawanie bezpostaciowego materiatu z typowa dla kolagenu
zawartocig hydroksyproliny, barwigcego sie hematoksyling i eozyna.
Stwierdzono réwniez, ze przeksztatcanie sie znacznej proliny w hydroksy-
proline zachodzi z prawidtowa szybkoscig (86).

Kolagen latyrycznych zwierzat wykazuje ponadto szereg prawidto-
wych wiasnosci. Nie stwierdzono zmian w wymiarach czgsteczkowych
(31, 45, 61), konformacji (31), widmie w podczerwieni i nadfiolecie (61),
masie czasteczkowej monomeru (45, 47, 61), skrecalnosci optycznej (31,
47), zawarto$ci a-spirali (10), granicznej liczbie lepkosci (31, 47, 61) oraz
w temperaturze skurczu cieplnego (31, 41). Badania sktadu chemicznego
réwniez nie wykazaly zmian: stwierdzono prawidtowy sktad aminokwa-
sowy (31, 54), zawarto$¢ grup e-aminowych i wigzan estrowych (61). Nie
stwierdzono réwniez zwiekszonej zawartosci wolnych grup aminowych
i karboksylowych lub tez ketoimidowych, ktéra mogtaby ttumaczyé
zwigkszong w poréwnaniu z normg absorpcje chromu przez kolagen zwie-
rzat latyrycznych (60).

Mimo ze wyniki badan, przeprowadzonych omowionymi metodami
chemicznymi i fizykochemicznymi nie wskazywaty na zmiany kolage-
nu w latyryzmie, w 1958 roku niemal jednocze$nie Clemmons (9
oraz Levene i Gross (29, 47) wykazali znacznie zwiekszong roz-
puszczalno$¢ kolagenu zwierzat latyrycznych. Obserwacja ta zostata p6z-
niej potwierdzona w szeregu pracowni (9, 18, 30, 45, 59, 61, 86). Kolagen
daje sie ekstrahowac z tkanek prawidtowych wodnymi roztworami soli,
kwasow i zasad. Oziebiony roztwor chlorku sodu ekstrahuje z tkanek
prawidtowych wiekszo$¢ nowo wytworzonego kolagenu, kwasne roztwo-
ry, jak np. rozcieiczony kwas octowy i bufory cytrynianowe usuwajg do-
datkowo starsze biatko. Jednakze ilo$¢ skiadnikow dajgcych sie w ten
sposob ekstrahowaé wynosi okoto 2°/0 masy kolagenu, olbrzymia jego
wiekszo$¢ (okoto 98%) pozostaje w tych roztworach nierozpuszczalna (37,
68). Stwierdzono, ze 1 M roztw6r chlorku sodu rozpuszczajgcy na zimno
okoto 1% kolagenu prawidtowych tkanek ptodéw kurzych, z tkanek la-
tyrycznych zwierzat ekstrahuje okoto 40°/o kolagenu kosci, 60% kola-
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genu skory i 40°/o kolagenu aorty (47). Nadwyzka rozpuszczalnego kola-
genu w tkankach latyrycznych zwierzat mogta byé badz to wynikiem
uszkodzenia dojrzatego kolagenu wytworzonego przed podaniem latyro-
genu, badZz tez wytwarzania sie — po podaniu latyrogenu — rdéznego od
normalnego, rozpuszczalnego kolagenu.

Uzyskano szereg danych doswiadczalnych, zgodnych zaréwno z pierw-
szym (29, 47, 94), jak i drugim (20,86, 87, 93) przypuszczeniem. Stwier-
dzono, ze przy jednoczesnym podaniu (3-aminopropionitrylu i znaczonej
1C glicyny specyficzna aktywno$¢ rozpuszczalnej frakcji kolagenu pto-
doéw kurzych byta znacznie zwiekszona w poréwnaniu z kontrolg i wyraz-
nie przewyzszata specyficzng aktywnoé frakcji nierozpuszczalnej. Jezeli
natomiast znaczony aminokwas podano o 24 godziny wczesniej niz latyro-
gen, specyficzna aktywnos$é frakcji rozpuszczalnej byta nizsza niz aktyw-
no$¢ frakcji nierozpuszczalnej (86). Podobne wyniki, sugerujace, ze nad-
wyzka rozpuszczalnego kolagenu pochodzi z nowo wytworzonych jego
czasteczek otrzymano réwniez w innej pracowni (87). DosSwiadczenia te
wraz z wynikami badan uszkodzonych tkanek w mikroskopie elektrono-
wym nasunety przypuszczenie, ze w latyryzmie zostaje zablokowane two-
rzenie sie witokien z prawidlowo wytworzonego tropokolagenu (20, 51,
86, 87). Wniosek ten nie byt jednak zgodny z wynikami innych autordw.
Juz w 1959 roku Levene i Gross (47) wykazali spadek zawartosSci
frakcji nierozpuszczalnego kolagenu w skorze, aortach i kosciach ptodéw
kurzych traktowanych (3-aminopropionitrylem, podczas gdy u zwierzat
kontrolnych nastepowat staty wzrost tej frakcji biatkowej.

Dalsze badania tej samej grupy autorow wskazywaty, ze fibroge-
neza u latyrycznych zwierzat przebiega prawidtowo (93, 94), natomiast
istniejg liczne dowody wskazujgce na uszkodzenie wigzah miedzyczastecz-
kowych we wioknach kolagenu. Widkna te sg u latyrycznych zwierzat
ciensze i stabsze od prawidtowych (21). Rozpuszczalny kolagen, zaréwno
prawidtowy (28, 35) jak i pochodzacy od zwierzat latyrycznych (31, 36, 47,
62) ma zdolno$¢ tworzenia in vitro form widknistych podczas dializy eks-
traktow, ogrzewania w temperaturze okoto 38° oraz pod wptywem ATP.
Jednak w odr6znieniu od prawidtowych, typowe prazkowane widkna
kolagenu latyrycznych swinek morskich wytworzone podczas ogrzewania
w temperaturze 38° nie stajg sie nierozpuszczalne nawet po tygodniowej
inkubacji (31). Tworzenie sie widkien kolagenu latyrycznych zwierzat
podczas dializy (agregacja typu ,koniec do kornca”) zachodzi z op6znie-
niem i w mniejszym stopniu niz w przypadku kolagenu normalnego (62),
natomiast precypitacja pod wptywem ATP (agregacja typu ,bok do bo-
ku”) wydaje sie by¢ bardziej kompletna, choé powstate w ten sposéb
agregaty sg ciensze od prawidtowych (62).

Podczas denaturacji prawidtowego kolagenu w roztworze (np. przez
ogrzewanie w pH ponizej 5,0 lub przez dziatanie mocznika) tworzg sie co
najmniej dwa sktadniki niejednakowej wielkosci, zwane a- i (3-fragmen-
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tami, przy czym drugi z nich szybciej sedymentuje w ultrawiréwce (68).
We frakcji kolagenu rozpuszczalnej w buforze cytrynianowym fragmenty
te wystepujg w stosunku czasteczkowym 2:1 (63), natomiast frakcja roz-
puszczalna w obojetnych solach zawiera gtdwnie a-fragmenty (64).

Poréwnawcza chromatografia produktéw denaturacji rozpuszczalnego
kolagenu z tkanek prawidtowych i pochodzgcych od zwierzat latyrycz-
nych wykazata, ze sktadajg sie one gtdwnie z a-fragmentéw ze Sladami
tylko (3-fragmentéow (53, 61). Wysunieto wiec hipoteze, ze w latyryzmie
ma miejsce uszkodzenie procesu wewnagtrzczgsteczkowego wigzania krzy-
zowego (53).

Chromatografia na karboksymetylocelulozie pozwolita na rozdziele-
nie a- i (3-fragmentéw z kwasnego ekstraktu prawidtowego kolagenu na
dwa roznigce sie sktadem aminokwasowym fragmenty a, ktdre oznaczono
symbolami ax i a2 oraz dwa rézne fragmenty @ oznaczone odpowiednio
Pi i @ (67, 68, 69). Analiza aminokwasow tych fragmentow wykazata, ze
(X jest agregatem jednego fragmentu axi jednego fragmentu a2 za$ @—
dwéch fragmentéw (54, 68). Wyniki tych doSwiadczen razem z faktem
szybszego wbudowywania sie in vivo znaczonej 14C glicyny do a- niz do
(3-fragmentéw (54) staty sie punktem wyjscia hipotezy, ze nowo wytwo-
rzony kolagen sktada sie z dwdch fragmentow o niewielkiej masie czg-
steczkowej (ax i a2, ktore w procesie dojrzewania agreguja do wiekszych
fragmentéw (3Xi (@) droga tworzenia sie wewnatrzczasteczkowych wig-
zan krzyzowych (1, 2. Wykazano po6zniej, ze w produktach denaturacji
kwasnych ekstraktéw kolagenu znajdujg sie niewielkie ilosci wyzej za-
gregowanej formy — y-tropokolagenu — bedacej trimerem w stosunku do
a-tropokolagenu (2). Ostatnio zaproponowano takze zmiane oznaczenia (X
na Pi2 (agregat ax i a2 oraz [@ na (3 x (agregat dwdch ax (44).

I1l. Spos6b dziatania latyrogenéw

Mechanizm dziatania latyrogendw nie jest dotychczas wyjasniony.
Nie wiadomo, ktére z wywotanych przez nie uszkodzen tkanki tgcznej
nalezy uwaza¢ za pierwotne, a ktére za wtorne. Jedni autorzy uwazajg,
ze zasadniczymi uszkodzeniami sg zmiany w obrebie elastyny (8, 70, 97,
100), inni — kolagenu (20,38,58,85,90), jeszcze inni—w obrebie sub-
stancji podstawowej (8, 34, 42, 57, 71, 73, 76). Nie wiadomo w jakim sto-
sunku pozostajg do siebie zmiany obserwowane w obrebie substancji pod-
stawowej i kolagenu i czy fibrogeneza zachodzi w tkance tgcznej z udzia-
tem, czy bez udziatu substancji niekolagenowych (43, 77).

Wedtug ostatnich poglagdéw kolagen jest wytwarzany wewnatrz fibro-
blastu (chondroblastu lub osteoblastu) jako tréjtancuchowa czgsteczka
0 masie okoto 360 000 (tropokolagen). Czasteczka taka jest wydzielana
do przestrzeni miedzykomdérkowej i tam agreguje do form witdknistych,
prawdopodobnie droga nieenzymatyczng (77). Wedtug innej hipotezy do
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przestrzeni miedzykomorkowej wydzielane sg a-fragmenty, ktére na-
stepnie zespalajg sie w tréjtancuchowg czasteczke (23). Fragmenty te
reprezentujg poszczegélne tancuchy polipeptydowe tropokolagenu; masa
czasteczkowa kazdego z nich wynosi okoto 120 000. Jedna czgsteczka tro-
pokolagenu skiada sie z dwoéch tafcuchow ax i jednego tancucha a2 (68,
69). Kazdy tancuch rozpada sie pod wptywem hydrazyny lub hydroksyla-
miny na cztery podjednostki o masie czasteczkowej okoto 30 000, bez
uwalniania grup aminowych (22). Wyniki nastepnych badan prowadzo-
nych przez Gallop a (23), pozwalajg sadzi¢, ze podjednostki te sg wig-
zane ze sobg w tancuch przez trzy pary wigzan estrowych. Na rys. 1 po-
dany jest schemat budowy tropokolagenu wg Gallopa (23). Tworzg ja
trzy tancuchy polipeptydowe o masie czgsteczkowej okoto 120 000 (dwa
tancuchy ax i jeden tancuch a2. Kazdy z nich sktada sie z czterech pod-
jednostek o masie czgsteczkowej okoto 30 000.

Udziat w tych wigzaniach biorg z jednej strony grupa a-karboksylowa
kwasu asparaginowego, stanowigcego C-koncowy aminokwas podjednost-

Rys. 1 Schemat budowy czgsteczki tropokolagenu (wg 23). Objasnienia w tekscie.

Strzatki oznaczaja wigzania estrowe. Ro6zna grubo$¢ strzatek obrazuje dwa rodzaje wig-
zan — za- albo ~-karboksylowa grupa kwasu asparaginowego

ki oraz grupa (3-karboksylowa sgsiadujgcej z nim reszty kwasu asparagi-
nowego, z drugiej strony prawdopodobnie hydroksylowe grupy skitadnika
cukrowcowego, drugiej podjednostki, dotgczonego do biatkowego frag-
mentu podjednostki O-glikozydowym wigzaniem przez reszte tyrozyny.
Cze$¢ cukrowcowag stanowi heksoza potgczona z nie zidentyfikowanym do-
tad cukrowcem, ktory prawdopodobnie jest zrédtem grupy aldehydowej
odgrywajacej role w tworzeniu wigzan miedzytaficuchowych (23). Jedno
z wiazan estrowych taczacych dwie podjednostki jest bardziej reaktywne
niz drugie i zdolne do transestryfikacji wewnatrzczasteczkowej z wytwo-
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rzeniem wigzania z sasiednim taricuchem tropokolagenu, lub miedzycza-
steczkowej — z tafcuchem sasiedniej czasteczki. Rysunek 2 przedstawia
hipotetyczny schemat dojrzewania i starzenia sie kolagenu w wyniku two-
rzenia sie¢ wewnatrz- i miedzyczasteczkowych wigzan krzyzowych, zgodny
z proponowanymi przez Gallopa (23) reakcjami transestryfikacji.
Proces ma charakter transestryfikacji i zachodzi bez zwiekszenia sie licz-
by wigzan estrowych.

Wydaje sie, ze opisane uprzednio dwa mozliwe defekty kolagenu w la-
tyryzmie (wewnatrzczasteczkowy i miedzyczasteczkowy) mogg wynikaé

Q2a ~2 640
Al.

Rys. 2. Schemat dojrzewania i starzenia si¢ kolagenu (wg 23)

Z lewej strony — czasteczka tropokolagenu z wigzaniami wytagcznie wewnatrz tancuchowymi,
w $rodku — czasteczka tropokolagenu z dwoma wigzaniami miedzytancuchowymi (tworzy sie
forma dwutancuchowa 0), z prawej — ,stary” kolagen z maksymalng iloSciag wewnatrz- i mie-

dzytancuchowych wigzan krzyzowych

z tego samego zrodta — uszkodzenia procesu wigzania krzyzowego.
W Swietle przytoczonej hipotezy dojrzewania kolagenu bytoby to uszko-
dzenie w zakresie reakcji transestryfikacji. Hipoteza ta tlumaczy pra-
widtowg zawarto$¢ estrowych wigzan w kolagenie latyrycznych zwierzat,
bowiem wytwarzanie wigzan krzyzowych nie pocigga za sobg zwiekszenia
sie ilosci wigzan estrowych. Transestryfikacje w obrebie witdkna kolagenu
uwaza G allop (23) za proces nieenzymatyczny. Przy zatozeniu, ze w la-
tyryzmie powstaje prawidtowy tropokolagen, uszkodzenie procesu wig-
zania krzyzowego mogtoby wiec polega¢ na bezposSrednim dziataniu laty-
rogenéw na ugrupowania biorgce udziat w tworzeniu wigzan estrowych
w czasteczce kolagenu.

Hipoteza prostej kombinacji chemicznej latyrogenéw z grupami alde-
dydowymi kolagenu powstata wczesniej niz sugestia transestryfikacji jako
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procesu odpowiedzialnego za wigzanie fancuchéw (51). Wykazano miano-
wicie, ze zwiekszenie rozpuszczalnosci kolagenu wywotywane przez hy-
drazyd kwasu izonikotynowego moze by¢ in vivo (49) i in vitro (51) od-
wracane przez dziatanie pewnych aldehydéw. Najpotezniejsze dziatanie
wykazuje tu aldehyd glicerolowy, ktéry odwraca réwniez dziatanie (3-ami-
nopropionitrylu, wodzianu hydrazyny i semikarbazydu. Dziatanie alde-
hydéw ma charakter reakcji chemicznej, gdyz przebieg interakcji jest
zalezny od czasu i temperatury inkubacji oraz od stezenia aldehydu, a nie-
zalezny od pH S$rodowiska, optycznej formy aldehydu i stanu metabolicz-
nego komérek tkanki tgcznej (jak np. zablokowania ciggu glikolitycznego
jodooctanem lub cyklu kwaséw trojkarboksylowych cyjankiem potasu).
Wykazano rowniez obecno$¢ w kolagenie nienasyconych ketonéw lub al-
dehydéw na podstawie reakcji z 2,4-dwunitrofenylohydrazyng (23, 51)
i apresoling (23). Powstata wiec hipoteza, ze latyrogeny blokujg ugrupo-
wania karbonylowe kolagenu zapobiegajac w ten sposdb tworzeniu sie
wigzan krzyzowych, a aldehydy odwracajg dziatanie latyrogenéw w spo-
s6b kompetycyjny (51). Takie dziatanie wymagatoby wbudowywania co
najmniej jednej czasteczki latyrogenu na dwie czgsteczki kolagenu, jed-
nakze badania rozmieszczenia radioaktywnego (3-aminopropionytrylu i pro-
duktow?7 jego przemiany w tkankach ptodéw kurzych prowadzone przez
Orlofa i Grossa (65 wykazaly wbudowywanie sie¢ co najwyzej
jednej czasteczki tego nitrylu na sto czasteczek kolagenu.

Tak wiec wydaje sie, ze bezposrednie potgczenie latyrogenow z kola-
genem nie moze by¢ uwazane za przyczyne zwiekszonej rozpuszczalnosci
tego biatka w latyryzmie.

Gallop (23) sugeruje, ze latyrogeny moga uszkadza¢ synteze lub
wbudowywanie sie do tropokolagenu zwigzkéw karbonylowych niezbed-
nych dla proceséw wigzania krzyzowego. Dziatanie takie mialoby miejsce
wewnatrz fibroblastu i prowadzitoby do syntezy nieprawidtowego tropo-
kolagenu. Obserwowane wczesniej obnizone wigzanie 2,4-dwunitrofenylo-
hydrazyny przez kolagen zwierzat latyrycznych w poréwnaniu z normal-
nym moze by¢ odbiciem zmniejszonej zawartosci cukrowcéw w tym biat-
ku (51,60).

Dowody prawidtowej syntezy tropokolagenu w latyryzmie sg jedynie
dowodami prawidtowej szybkosci tego procesu. Chociaz sktad aminokwa-
sowy tropokolagenu latyrycznych zwierzat jest prawidlowy, to jednak
subtelne substytucje reszt lub zmiany sekwencji moga nie by¢ uchwytne
dostepnymi dzi§ metodami (93). Subtelne zmiany, wystarczajace do usz-
kodzenia procesu wigzania krzyzowego mogtyby by¢é odbiciem defektu
metabolizmu zwigzkow azotowych (45). Istnieje caly szereg faktow wska-
zujacych na mozliwos$¢ takiego uszkodzenia. Jak juz wspomniano, zasad-
nicze znaczenie dla aktywnosci latyrogendw ma obecno$¢ wolnej grupy
aminowej. Po podaniu latyrogendw zahamowana jest synteza heksozamin,
oraz obnizone wydalanie w moczu kwasu asparaginowego, kwasu gluta-
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minowego, seryny i metioniny, a zwiekszone — metylohistydyny i histy-
dyny (101). Obnizona jest réwniez pula wolnych iminokwaséw (proliny
i hydroksyproliny) w tkankach latyrycznych ptodéw kurzych (40).
Sprzeczne sg dane na temat wbudowywania sie w latyryzmie znakowa-
nego 1N chlorku amonu do tkanki fgcznej (45, 80). Wreszcie omowione
uprzednio nieprawidtowosci w metabolizmie sulfonowanych mukopoli-
sacharydow, jak réwniez fakt, ze objawy latyryzmu rozwijajg sie wolniej
u zwierzat pozostajgcych na diecie wysokobiatkowej (kazeina i zelaty-
na) (11, 13) lub wzbogaconej metionia, cysteing albo glutaming (13), moga
by¢ wyrazem ogolnego uszkodzenia metabolizmu zwigzkéw azotowych
w tym schorzeniu. Z drugiej strony wydaje sie, ze metabolizm glutaminy,
ktéra jest donorem grupy aminowej w syntezie heksozamin, jak rowniez
transaminacja nie sg uszkodzone. Mé6zgowa synteza glutaminy i sercowa
transaminaza nie sg hamowane in vitro przez nitryle (45).

Stwierdzono, ze niektdre pospolite enzymy proteolityczne jak pepsy-
na (79), trypsyna (33) i chymotrypsyna (55) mogg niszczy¢ wewnatrz-
czasteczkowe wigzania krzyzowe (3-fragmentéw rozpuszczalnego kolage-
nu. Na tej podstawie wysunieto przypuszczenie (32, 93), ze obserwowane
w latyryzmie uszkodzenia kolagenu mogg by¢ wywotane dziataniem tkan-
kowych proteaz uwolnionych z komérek przez dziatanie latyrogenow.
Hipoteza ta stanowitaby zatem pewne uzupetnienie wspomnianej juz hi-
potezy o pochodzeniu rozpuszczalnego kolagenu tkanek latyrycznych
zwierzat i uszkodzonego kolagenu normalnego.

Niewiele dla ustalenia mechanizmu dziatania latyrogenéw wnoszg ba-
dania przemiany tych zwigzkdw w organizmie. Wiekszo$¢ podanego zna-
kowanego 1C w grupie cyjanowej (3-aminopropionitrylu jest wydalana
z ustroju w postaci niezmienionej (101) lub jako nielatyrogenny kwas
cyjanooctowy (52, 65, 74, 75, 92). Drobne ilosci wprowadzonej w tym
zwigzku radioaktywnosci znaleziono w kolagenie (65, 88), sulfonowanych
polisacharydach chrzgstek nasadowych, biatkach watroby, glikogenie,
kreatyninie, allantoinie i kwasie hipurowym (74). Wbhudowywanie sie izo-
topowego atomu wegla z grupy cyjanowej (3-aminopropionitrylu do trzech
ostatnich zwigzkéw oraz do seryny i glicyny biatek watroby, sugeruje
przeksztatcanie sie grupy cyjanowej w karboksylowg. Z drugiej strony
radioaktywnos¢ kwasu cyjanooctowego wskazuje na detoksykacje zwig-
zang z oksydacyjng deaminacja (45).

Interesujacy jest wpltyw na rozwdj latyryzmu niektorych substancji
chemicznych o charakterze hormondéw. Wiadomo, ze hormon wzrostowy
i luteotropowy potegujg objawy tego schorzenia, za§ ACTH, kortykoste-
roidy, tyroksyna i L-tréjjodotyronina hamujg rozwijanie sie latyrycz-
nych zmian (25, 75, 84, 85, 95, 99). Substancje te jednak dzialaja w roz-
nym stopniu na rozwdj choroby wywotanej roznymi latyrogenami. Moze
to wskazywaé na niejednolito$¢ dziatalnia réznych latyrogenéw (75, 95).
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Latyryzm jest interesujagcym modelem do badan biosyntezy i biodegra-
dacji sktadnikéw tkanki tacznej. Wraz z eksperymentalnym szkorbutem
moze stuzy¢ w pracach nad wyjasnieniem mechanizméw syntezy, depo-
zycji, dojrzewania i starzenia sie kolagenu — gtownego biatka podporo-
wego ustroju. Uzyskane obserwacje mogg by¢ rowniez pomocne w bada-
niach niektédrych choréb kos$éca i uktadu naczyniowego. Poniewaz zmiany
zachodzace w latyryzmie w obrebie kolagenu sg przynajmniej w pewnym
wycinku przeciwstawne do zmian obserwowanych w procesie starzenia
sie tego biatka (w czasie starzenia sie kolagenu narasta ilo$¢ wigzan krzy-
zowych) wyniki badah tego schorzenia mogg by¢ réwniez uzyteczne
w pracach gerontologicznych.
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JAROSLAW BILLEWICZ-STANKIEW1CZ*

Enzymy metabolizmu amin katecholowych

Enzymes of Catecholamine Metabolism

Enzymes participating in the anabolism, storage and eatabolisim of catecholami-
nes are reviewed.

W ostatnich latach jesteSmy Swiadkami bardzo zywego rozwoju ba-
dan nad przemianami w ustroju zywym amin katecholowych, znaczeniem
w fizjologii i patologii oraz wptywem czynnikow farmakologicznych na
ich metabolizm. Podobnie jak w wiekszo$ci procesow biochemicznych,
w przemianach amin katecholowych biorg udziat specyficzne enzymy.
W referacie podano krotki przeglad wynikéw badan nad tymi enzy-
mami.

I. Enzymy anabolizmu

Opisana przez Blaschko (28) przypuszczalna kolejnosé reakcji syn-
tezy noradrenaliny i adrenaliny zostala w zupetlnoSci potwierdzona
przez poOzniejsze badania. Nie ulega dzi$ watpliwosci, ze gtéwna droga
syntezy zaczyna sie od fenyloalaniny i przez tyrozyne, dwuhydroksyfe-
nyloalanine (DOPA), dopamine oraz noradrenaline doprowadza do adre-
naliny. Bezpos$rednich dowodéw dostarczyty zwtaszcza badania wykona-
ne za pomoca zwigzkéw znakowanych izotopowym weglem (14C) i try-
tem (3H). Wprowadzenie do ustroju lub do izolowanych tkanek znako-
wanych fenyloalaniny, tyrozyny, DOPA lub dopaminy prowadzi do
powstawania znakowanej noradrenaliny i adrenaliny (70, 107, 127, 143).
Synteza noradrenaliny w ustroju zwierzat wyzszych i cztowieka odby-
wa sie wylgcznie w tkance nerwowej i chromochtonnej, zas adrenaliny
wytgcznie w tkance chromochtonnej (80), ktérej komorki embriogene-
tycznie sg odpowiednikami komorek zwojowych. Pieciocztonowy tahcuch

* Prof. dr med., jkierownik Katedry i Zaktadu Patologii Og6lnej i Doswiad-
czalnej Akademii Medycznej w Lublinie,
liny, COMT — O-metylotransferaza katecholaminowa.

Stosowane skroty: MAO — oksydaza monoaminowa, ADO — oksydaza adrena-
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syntezy wymaga szeregu aktywatorow. Wysuniete zostaty takze hipotezy
trzech alternatywnych drég syntezy, z ktérych pierwsza miataby pro-
wadzié¢ przez dekarboksylacje tyrozyny do tyraminy (131) i utlenienie
tejze na dopamine, druga — przez przeksztatcenie tyraminy w norsyne-
fryne (oktopamine) (87) i trzecia — przez hydroksylacje DOPA z wy-
tworzeniem dwuhydroksyfenyloseryny i nastepcza jej dekarboksylacje
do noradrenaliny (69).

Utlenianie fenyloalaniny do tyrozyny przez skrawki rdzenia nadner-
czy wykazali Fellman i Devlin (97). Wewnatrzkomo6rkowe umiej-
scowienie w nadnerczach hydroksylazy (oksydazy) fenyloalaniny nie jest
doktadnie poznane (97). Natomiast w watrobie szczura uktad utleniajacy
znajduje sie we frakcji rozpuszczalnej homogenatu, przygotowanego za po-
mocg izotonicznego roztworu chlorku potasu. Uklad ten ziozony jest
z dwoch roznych frakcji biatkowych (94, 117), zredukowanego fosforanu
dwunukleotydu nikotynamido-adeninowego (NADPH2 (93) oraz nie zi-
dentyfikowanego kofaktora (95). Jak wiadomo, brak tej aktywnos$ci enzy-
matycznej w watrobie u czlowieka pocigga za sobg gromadzenie sie we
krwi fenyloalaniny i wydalanie jej w postaci duzych ilosci kwasu feny-
lopirogronowego, co wystepuje w klinicznym zespole fenyloketonurii.

W drugim etapie syntezy amin katecholowych tyrozyna jest utleniana
przez oksydaze tyrozyny (tyrozynaze) z wytworzeniem DOPA (80). Zwiga-
zek ten nie jest normalnym skiadnikiem biatka i nie zostaje dowozony
z pokarmem, dlatego tez musi zachodzié nieustanna jego synteza w ustro-
ju (80). Tyrozynaza jest oksydazg fenolowg (80). Chemicznie jest to biatko
miedziowe wrazliwe na tlenek wegla i cyjanowoddr. Poniewaz potgczenia
miedziowokarbonylowe nie reagujg na S$wiatto, hamowanie tyrozynazy
przez CO nie ulega zmianom pod wptywem promieni $wietlnych. Mono-
fenole sg atakowane przez enzym po okresie indukcji, gdy enzym i sub-
strat przez pewien czas stykaly sie ze soba i prawdopodobnie pewne ilosci
monofenolu zostaty utlenione do odpowiedniego orto-dwufenolu, ktdry
nastepnie katalitycznie przyspiesza utlenienie monofenolu. Dziatanie oksy-
dazy fenolowej na monofenole okre$lane jest jako aktywno$¢ ,krezola-
zowa”, a na dwufenole jako aktywnos$¢ ,katecholazowa” (109).

Bierze sie takze pod uwage mozliwo$¢ nieenzymatycznego utleniania
tyrozyny do DOPA przy aktywowaniu tej reakcji przez kwas askorbi-
nowy (1). Duza zawarto$¢ kwasu askorbinowego w korze nadnerczy moze
nasuwac przypuszczenie stusznosci tej hipotezy.

W 1956 roku Kirschner i Goodall (98) po raz pierwszy bez-
spornie wykazali, ze tyrozyna zostaje przeksztatcana w rdzeniu nadnerczy
w adrenaline i noradrenaline. Homogenaty rdzenia nadnerczy w matym
stopniu zuzytkowujg dodang tyrozyne na wytwarzanie noradrenaliny i to
tylko we frakcji ,,czastek”, podczas gdy supernatant jest pod tym wzgle-
dem nieaktywny. W porownaniu z homogenatami skrawki rdzenia nad-
nerczy przetwarzajg tyrozyne w aminy katecholowe w ilosci dziesiecio-
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krotnie wiekszej, co przemawia za tym, ze aktywno$é enzymu zwigzana
jest ze strukturami komorkowymi, ktdre w procesie homogenizacji ule-
gajg uszkodzeniu (97, 127). Tyrozynaze wyosobniono z robaka macznego
(Tenebrio molitor) (126), z miesaka czemiaczkowego Hardinga-Passeya
myszy (78) i z réznych tkanek zwierzat ssgcych (108).

Zwraca sie uwage na to, ze utlenienie tyrozyny jest reakcja przebie-
gajacg bardzo powoli w poréwnaniu z innymi etapami syntezy amin
katecholowych. Podawanie znakowanej tyrozyny do ptynu przetaczane-
go przez wyosobnione nadnercza nie przyspiesza produkcji noradrenali-
ny, podczas gdy dopamina bardzo znacznie wzmaga jej synteze (74). Dla-
tego proces hydroksylacji tyrozyny uwazany jest za czynnik ogranicza-
jacy szybkos$¢ catego procesu syntezy noradrenaliny i adrenaliny, po-
czynajac od fenyloalaniny (80).

Nastepny etap syntezy noradrenaliny i adrenaliny — dekarboksyla-
cja DOPA na dopamineg, katalizowana przez dekarboksylaze dwuhydro-
ksyfenyloalaniny, ktéra zostata wykryta przez Hollza w nerce mor-
skiej swinki, a pdzniej w watrobie, jelitach i w rdzeniu nadnerczy (80, 104,
151) oraz w uktadzie nerwowym $rodkowym i obwodowym réznych zwie-
rzat (80). Ten sam enzym zdaje sie dekarboksylowac takze 5-hydroksy-
tryptofan do serotoniny (105) w homogenatach tkanek nie zawierajacych
w warunkach ustrojowych serotoniny, jak nerwy wspotczulne, rdzen nad-
nerczy i inne. Takze tkanki nie zawierajgce amin katecholowych, jak ko-
morki tuczne oraz rakowiaki sg zdolne do dekarboksylacji nie tylko 5-hy-
droksytryptofanu, lecz takze DOPA (32). Ostateczna odpowiedz, czy ma-
my do czynienia z jednym, czy tez z dwoma roéznymi enzymami, bedzie
mozliwa po uzyskaniu ich w postaci krystalicznej. Przeksztatcenie DOPA
w dopamine zostato wykazane przez Holtza m.in. u ludzi (80). Po dozyl-
nym wprowadzeniu okoto 40flo DOPA ukazalo sie w moczu w postaci
dopaminy. Dekarboksylaza DOPA dziatla wytgcznie na lewoskretny izo-
mer (80). Szybkos$¢ dekarboksylacji jest tak znaczna, ze na og6t, poza nie-
licznymi wyjatkami, nie udaje sie wykry¢ DOPA w tkankach, a mozna
jej obecno$¢ wykaza¢ po podaniu inhibitora hamujgcego dekarboksyla-
ze DOPA (74, 80). Frakcjonowane wirowanie homogenatéw tkankowych
wykazato, ze enzym ten znajduje sie w supematancie (60, 97). Produkt
dekarboksylacji dopamina jest nastepnie magazynowany w ziarnistos-
ciach komérkowych (97). Stwierdzono in vitro, ze dekarboksylaza DOPA
jest takze w stanie dekarboksylowaé dwuhydroksyfenyloseryne (152).
Koenzymem dekarboksylazy DOPA jest fosforan-5-pirydoksalu (80). Ko-
faktorem zdaje sie by¢ Zn++ (140).

Miedzy zawarto$cig w tkance nerwowej noradrenaliny a aktywnoscig
dekarboksylazy DOPA istnieje znaczny stopien korelacji. Najwiekszg za-
warto$¢ noradrenaliny i najwieksza aktywno$¢ dekarboksylazy DOPA
stwierdzono we wspoétczulnych zwojach i widknach pozazwojowych, za$
w uktadzie srodkowym w podwzgdrzu (80).
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Mozna dodaé, ze dopamina powstaje takze nieenzymatycznie, przy-
najmniej in vitro, z tyraminy pod wpltywem promieni pozafiotkowych,
ktore aktywizujg wytwarzanie nadtlenku wodoru. Tlen odszczepiany
z HD 2w obecnosci kwasu askorbinowego przeksztatca tyramine w dopa-
mine (80).

Inhibitory dekarboksylazy DOPA sag liczne (48). Nadmiar substratu
(DOPA) lub jego analogi jak a-metylo-DOPA, a takze a-metylo-tyrozyna
hamuja intensywnie enzym przez wigzanie koenzymu. a-Metylo-DOPA
stosowano prébnie w leczeniu nadci$nienia i zespotu rakowiaka (49). Nie-
znaczny dodatek izoniazydu do substratu chroni dekarboksylaze DOPA
przed inaktywacjg, prawdopodobnie w wyniku powstawania hydrazonu,
ktéry uodparnia koenzym (65, 120). Kwas fenylopirogronowy takze ma
hamowaé aktywno$¢ dekarboksylazy DOPA, w zwigzku z czym by¢ moze
pogtebione zostajg zaburzenia metaboliczne w fenyloketonurii (40).

Z innych inhibitorow dekarboksylazy DOPA mozna wymieni¢ hy-
drazydy (np. iproniazyd), hydrazyny, semikarbazydy, hydrazynoftalazy-
ny, pochodne sulfonylomocznika, a takze cynamonylosalicylany, szcze-
golnie 5-(3-hydroksycynamonylo) salicylan oraz kwas 3,4-dwuhydroksy-
cynamonowy (kwas kawowy). Ostatnie inhibitory dziatajg stosunkowo
krotko, gdyz po 30-40 min. ulegajg w tkankach rozktadowi. Podanie zwie-
rzetom in vitro inhibitora dekarboksylazy DOPA powoduje brak wzro-
stu ci$nienia krwi po wprowadzeniu DOPA przy zachowaniu reakcji na
dopamine, noradrenaline i adrenaline (48, 49).

Clark wykazat, ze na koncentracje dekarboksylazy DOPA w tkan-
kach ma wptyw szereg hormonow (48, 49). Tyroksyna i trojjodotyronina
zmniejszajg aktywno$¢ tego enzymu w watrobie. Tak samo wptywa gto-
dowanie (81, 150). Zwierzeta pozbawione nadnerczy i utrzymywane w do-
brym stanie og6lnym przez podawanie duzych ilosci chlorku sodowego nie
reagujg na wprowadzanie DOPA zwyzkga ci$nienia krwi, przy czym zacho-
wane sg normalne reakcje na adrenaling, noradrenaline i dopamine. Po-
dawanie hydrokortyzonu z dezoksykortykosteronem zdaje sie normalizo-
waé reakcje na DOPA. Aktywnos$é dekarboksylazy DOPA u szczurow
ptci meskiej wydaje sie by¢ wyzsza niz u osobnikéw zenskich (48, 137).

Nastepny etap syntezy, powstawanie noradrenaliny z dopaminy jest
katalizowany przez (3-oksydaze dopaminy. Wprowadzenie grupy hydroksy-
lowej do tancucha bocznego dopaminy wykazano zarowno w tkankach
chromochtonnej i nerwowej, jak i w ustroju zwierzecym jako catosSci
(54, 72). Reakcja ta jest do$¢ skomplikowana i na jej przebieg nie ma
jednolitego pogladu. Wedtlug Blaschko poczatkowo nastepuje odwo-
dorowanie z powstaniem uktadu chinonowego, a nastepnie przytgczenie
wody (31). Massart i Vercauteren (114) sugeruja, ze poczat-
kowo zachodzi przytagczenie tlenu i powstaje orto-chinon, nastepnie
przejscie w para-chinon z wytworzeniem grupy metinowej w ancuchu
bocznym i dalej przytgczenie wody z koncowg hydroksylacjg. W ten
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sposéb w procesie hydroksylacji dopaminy zachodzitoby pos$rednie pow-
stawanie zwigzku chinono-metinowego, przy czym wodor bytby pobiera-
ny nie ze $rodowiska, lecz z tancucha bocznego, po czym nastepowatoby
przytgczenie wody.

Niedawno Kirschner (96), a takze Levin, Levenberg
i Kaufman (111) otrzymali z nadnerczy wolu czeSciowo oczyszczong
(3-oksydaze dopaminy. Po wyekstrahowaniu wodg proszku acetonowego
z nadnerczy wysolono enzym siarczanem amonu przy 35% nasycenia.
Oksydaza ta hydroksyluje dopamine w obecnosci kwasu askorbinowego
i fumarowego, przy czym powstaje noradrenalina, kwas dehydroaskorbi-
nowy i woda (111). Stwierdzono takze konieczno$¢ ATP i dehydrogenazy
glukozy. ATP moze by¢ zastgpiony przez inne trojfosforany purynowe lub
pirymidynowe, ale potgczenia dwu- i jednofosforanowe nie mogg zastgpic
trojfosforandw. Dehydrogenaza glukozy moze by¢ zastgpiona w tym
uktadzie przez katalaze. (3-Oksydaza dopaminy nie zdaje sie by¢é enzymem
swoistym, gdyz hydroksyluje takze inne zwiazki w pozycji beta, np.
(3-fenyloetyloamine przeprowadza w (3-fenyloetanoloamine (110). Proces
hydroksylacji w nadnerczach jest szybki, gdyz nadnercza szeregu zwie-
rzat nie zawierajg dopaminy lub mato (okoto 2% ogdtu amin katecholo-
wych) (32). Natomiast w tkance nerwowej hydroksylacja przebiega wol-
niej i mozna w niej znalezé do 50% dopaminy (56, 132, 147). Oksydaza
dopaminy znajduje sie wewnagtrz ziarnisto$ci komorkowych (60, 71). Nie-
ktore guzy chromochtonne nadnerczy nie posiadaja zdolnosci hyelroksy-
lowania dopaminy, w Kklinice nazywaja je guzami ,nieczynnymi” (134).

Wspétzawodniczacym inhibitorem (3-oksydazy dopaminy jest bromek
eteru cholino-2,6-ksylilowego (TM 10) (60), a takze epinina (64). Do nie-
wspoétzawodniczagcych mozna zaliczy¢ adrenalon i p-hydroksyamfetami-
ne (63).

Metylowanie noradrenaliny i przeksztatcenie jej w adrenaline zachodzi
przy udziale S-adenozylometioniny jako donora grup metylowych (44).
W stanach wzmozonej produkcji adrenaliny jak np. po dodaniu acetylo-
choliny, insuliny (43, 83) lub tez w guzach chromochtonnych nadnerczy
stwierdza sie w nadnerczach wolng homocystyne wzglednie homocystei-
ne jako wyraz wyczerpywania sie donora metylowego w wyniku bar-
dzo szybkiego metylowania noradrenaliny (27). Poniewaz S-adenozylome-
tionina powstaje z metioniny i ATP, przy podawaniu czystej metioniny
do homogenatéw niezbedna jest obecnos¢ ATP i Mg++ (116). S-adenozylo-
metionina przyspiesza metylowanie noradrenaliny w stopniu znacznie
wiekszym niz ATP i metionina (97). Reakcja metylowania noradrenaliny
ma przebiega¢ zgodnie z dziataniem ukladéw transmetylujgcych opisa-
nych przez Cantoniego (45 46). Interesujgce jest spostrzezenie
Verly ego z pracowni Bacqa, ktdry podajgc szczurom L-metionineg
podwdjnie znakowang w grupie metylowej atomami 14C i 3H stwierdzit,
ze grupa ta przechodzi jako cato$¢ do choliny, natomiast grupa metylowa
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kreatyny i adrenaliny ma wiekszg zawarto$¢ 14C niz 3H. Wyniki te su-
gerujg, ze grupa metylowa przenoszona jest z metioniny do adrenaliny
i kreatyny na drodze rdznej od drogi zwyktej metylacji (17).

Obecnos$¢ uktadu metylujgcego noradrenaline wykazano we frakcji
ptynnej homogenatéw. Izolowane nadnercza cielece perfundowane zna-
kowang tyrozyng zawieraly znaczne ilosci znakowanej noradrenaliny,
a mato znakowanej adrenaliny, co zdaje sie $wiadczy¢, ze proces metylo-
wania zachodzacy w ptynie protoplazmatycznym jest niezbyt szybki.
Moze to by¢ spowodowane takze stosunkowo wolnym przenikaniem no-
radrenaliny z ziarnisto$ci do ptynu. Wytworzona adrenalina réwniez zo-
staje w ziarnisto$ciach. Wydaje sie, ze proces metylowania noradrenaliny
zachodzi w czasie jej przechodzenia z jednych organelli komorkowych
do drugich (127). Metylacja noradrenaliny ma miejsce jedynie w rdze-
niu nadnerczy i w tkankach podobnych, natomiast nie wystepuje w tkan-
ce nerwowej (115).

Podawanie dozylne znakowanej adrenaliny lub perfuzja adrenaling
nadnerczy izolowanych nigdy nie powoduje powstawania znakowanej nor-
adrenaliny. Stanowi to dowdd, ze odwrotna reakcja tzn. odmetylowanie
w ustroju nie zachodzi (124).

W zwigzku z wysunietymi hipotezami alternatywnych drdg syntezy
amin katecholowych nalezy podkresli¢, ze nie ma dowoddw, aby tyrami-
ne, czy tez fenyloetyloamine mozna byto uzna¢ za prekursory noradrena-
liny. W badaniach McGoodalla i Kirschnera (67, 98) po do-
daniu znakowanej tyrozyny nie udato sie wykaza¢ tyraminy w homo-
genatach nadnerczy. Wykazano réwniez, ze szczury nie mogg zuzytkowaé
wprowadzonej fenyloetyloaminy i tyraminy do syntezy amin katecho-
lowych (106). Nie ma takze dowoddéw przemawiajgcych za istnieniem dru-
giej drogi alternatywnej, gdyz w zadnych warunkach nie stwierdzono
w tkankach ssakéw obecnosci oktopaminy (97).

Trzeci wariant syntezy poprzez dwuhydroksyfenyloseryne teoretycz-
nie jest mozliwy, gdyz podana zwierzetom dwuhydroksyfenyloseryna ule-
ga dekarboksylacji do noradrenaliny. Werle i Jiingten-Sell
(140) sadza, ze w ustrojach ssakéw znajduje sie swoista dekarboksylaza
dwuhydroksyfenyloseryny. Jednak po wprowadzeniu inhibitora dekarbo-
ksylazy DOPA mozna stwierdzi¢ w tkankach obecnos¢ DOPA, natomiast
nie udato sie wykaza¢ obecnosci dwuhydroksyfenyloseryny. Wydaje sie
wiec, ze dwuhydroksyfenyloseryna nie powstaje ani w nadnerczach, ani
w tkance nerwowej (97).

Z przedstawionych faktéw wynika, ze realng i pewng jest jedynie
przedstawiona przez Blaschko droga syntezy: tyrozyna->DOPA—-do-
pamina->noradrenalina->adrenalina.

Magazynowanie amin katecholowych w komérkach zachodzi w ziar-
nistosciach o gestosci réznigcej sie od gestosci mitochondriow, przy czym
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aminy te sg sktadowane w postaci osmotycznie i elektrochemicznie obo-
jetnej. Magazynowaniu amin i zwigzanym z tym enzymom szczegO6lnie
duzo uwagi poswiecili Hillarp i wspodtpracownicy (75).

Jak zostato wykazane przez tych badaczy (58, 76), a nastepnie potwier-
dzone przez innych (33, 34), noradrenalina i adrenalina sg magazynowane
w postaci zespolonej z ATP, przy czym na jedng czasteczke ATP przypada
od 3 do 5, najczeSciej 4 czasteczki aminy. Dodatnie tadunki amin sg zo-
bojetniane przez ujemne tadunki reszt fosforanowych ATP. W ziarnisto$-
ciach magazynujacych aminy katecholowe znajduje sie mikrosomalny
cytochrom m (139). ATP nie jest wytwarzany w ziarnisto$ciach ze wzgle-
du na brak enzymoéw cyklu kwaséw tréjkarboksylowych, lecz pochodzi
z mitochondriéw (136). W procesie uwalniania amin katecholowych z ziar-
nisto$ci nastepuje jednoczesne oswabadzanie ATP przy zachowanym sto-
sunku czasteczkowym aminy: ATP = 4:1 (133). W czasie rozpadu ziarni-
stosci w Srodowisku hipotonicznym uwalniany ATP zostaje szybko roz-
ktadany przez ATP-aze oraz kinaze adenylanowg. Prawdopodobnie oba
te enzymy sg umiejscowione w btonie tych organelli (75). Aktywatorem
zarobwno ATP-azy, jak i kinazy adenylanowej jest Mg++ (75). ATP-aza
jest hamowana przez salirgan i p-chlororteciobenzoesan, a kinaza adenyla-
nowa przez NaF (75). Jak wykazano, w tych samych ziarnisto$ciach komé-
rek nadnerczy magazynowane sg noradrenalina, adrenalina i dopamina.
Wobec tego proces magazynowania nie zdaje sie by¢ swoisty (18, 20). Jak
wiadomo, czynnikiem farmakologicznym przeciwdziatajgcym magazyno-
waniu amin katecholowych jest rezerpina, przy czym ta wiasciwos$é jest
uwazana za najistotniejsze dziatanie tego alkaloidu (19).

Il. Enzymy katabolizmu i inaktywacji

Istnieje kilka drég rozpadu i inaktywacji amin katecholowych: 1) utle-
nienie do adrenochromu i melanin, 2) odwodorowanie do adrenalonu i na-
stepne utlenienie do kwasu protokatechusowego, 3) dezaminacja przez
oksydaze monoaminowga (MAO) i nastepnie O-metylacja przez oksymetylo-
transferaze katecholoaminowg (COMT), 4) metylacja przez COMT i na-
stepnie dezaminacja przez MAO, 5) sprzeganie amin katecholowych i ich
produktdw rozpadu z kwasem glukoronowym lub siarkowym (100).

Nalezy podkresli¢, ze uktady enzymatyczne inaktywujgce aminy ka-
techolowe dziatajg znacznie wolniej i stabiej niz ukiad inaktywujacy ace-
tylocholine, tj. esteraza cholinowa. Dlatego tez nastepstwa pobudzenia
widkien cholinergicznych sg $cisle zlokalizowane, podczas gdy pobudzenia
adrenergiczne wykazujg tendencje do rozprzestrzeniania sie na wiekszych
obszarach.

W tancuchu przemian adrenaliny do adrenochromu zachodzi utlenienie
do adrenochinonu i cyklizacja taficucha bocznego z wytworzeniem ukta-
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du indofenolowego. Przemiany te moga by¢ aktywowane przez uktad oksy-
dazy cytochromowej. W mieé$niach gtadkich (z wyjatkiem miesni jelit)
wykryto oksydaze katecholowg utleniajgcg adrenaline (lecz nie noradre-
naling) in vitro do adrenochromu (16), a w sercu szczura — uktad en-
zymatyczny, aktywny rowniez in vitro, aktywowany przez metale ciez-
kie, a hamowany przez cyjanek potasu (82).

Wedlug Hoffera (77) w jednym litrze osocza ludzkiego ma znaj-
dowac sie do 50 mg adrenochromu, co jednak nie zostalo potwierdzone
przez innych autoréw (84, 141).

Szereg autorow uwaza, ze fenolazowy typ utleniania adrenaliny nie ma
praktycznie wiekszego znaczenia dla og6lnej przemiany amin Kkatecho-
lowych, gdyz w tkankach znajduja sie czynniki redukujace, np. grupy
sulfhydrylowe i kwas askorbinowy, chronigce aminy katecholowe przed
tego typu utlenieniem, a takze przed autooksydacjg (36). Jednak w nie-
ktérych narzadach, gdzie czynniki redukujgce sg prawdopodobnie mato
operatywne wzgledem adrenochinonu, np. w sercu, ten rodzaj utleniania
amin katecholowych moze mie¢ duze miejscowe znaczenie (91). Obec-
no$¢ enzymow Kkatalizujgcych fenolazowy typ utleniania adrenaliny
stwierdzono réwniez w nerce i w stabszym stopniu w moézgu krolika (92).
Adrenalina w osoczu moze by¢ takze utleniana przez biatko miedziowe —
ceruloplazmine, uwazang za gtéwnag oksydaze osocza, chociaz jej rola
w katabolizmie amin katecholowych do dzi$ dnia nie zostata wyjasniona
(144, 145). Rowniez ferrytyna in vitro moze wykazywaé¢ wzgledem adre-
naliny aktywnos¢ fenolazowg (36).

W tancuchu przemian adrenaliny przez adrenalon, dwuhydroksyfe-
nyloglikol, aldehyd protokatechusowy do kwasu protokatechusowego mia-
taby dziata¢ w pierwszym ogniwie hipotetyczna dehydrogenaza adrena-
liny (57), a w dalszych oksydaza monoaminowa (MAO) i inne enzymy. Al-
dehyd bedacy produktem utleniania adrenaliny zostat znaleziony w mo-
czu krélikow (148), kwas protokatechusowy w moczu morskich swinek (88).
Dehydrogenaze adrenaliny znalezli Imaizumi i Kawamoto (85
w osoczu krolikéw, jednakze innym autorom nie udato sie stwierdzic¢
obecnosci tego enzymu ani w osoczu cztowieka i krélika, ani tez w wy-
ciggach z watroby, serca, Sledziony i mézgu (84, 146), chociaz u cztowie-
ka wykrywa sie pewne ilosci kwasu protokatechusowego w moczu po do-
daniu kwasu 3,4-dwuhydroksymigdatowego (66). Adrenalon wyosobniono
z moczu morskich swinek (69, 85, 99) i z krwi krolikéw (77), natomiast
po podaniu znaczonej adrenaliny cztowiekowi nie znaleziono oznaczonego
adrenalonu (7). Tak wiec zar6éwno istnienie dehydrogenazy adrenaliny,
jak i znaczenie przemian amin katecholowych poprzez adrenalon w o0gol-
noustrojowym metabolizmie pozostaje zagadnieniem otwartym.

Zwrécenie uwagi na proces dezaminacji amin katecholowych tgczy sie
z odkryciem przez Hare’a (73) oksydazy tyraminy, ktéra jak stwierdzili
Blaschko i wspétpracownicy (37) utlenia réwniez adrenaline i nora-
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drenaline do odpowiednich aldehydéw. Dlatego nazwano jg pdézniej oksy-
dazg monoaminowg (MAO). Jest to enzym o wzglednie matej swoistosci,
wrazliwy na ciepto, lecz dos¢ staty w niskiej temperaturze (53). Optimum
pH dla enzymu waha sie w do$¢ szerokich granicach zaleznie od rodzaju
preparatu i substratu. Najczesciej lezy w granicach srodowiska stabo al-
kalicznego 7,1—7,5 (113). MAO zawiera jedng grupe sulfhydrylowg nie-
zbedng dla jej aktywnosci, a w centrum aktywnym ma tylko jeden rodzaj
receptorow (84, 153).

Najwieksze powinowactwo wykazuje MAO wzgledem serotoniny (135),
nastepnie wzgledem dopaminy i tyraminy, nieco stabsze w stosunku do
noradrenaliny i adrenaliny (125). Bierze takze udziat w katabolizmie hi-
staminy (112).

Obecno$¢ MAO wykazano zaréwno u kregowcow, jak i bezkregowcdw
(30, 35). W ustroju ludzkim najwiecej zawiera jej watroba, a nastepnie
w porzagdku malejgcym serce, nerka, mézg i ptuca. W mobzgu najwiecej
MAO znajduje sie w podwzg6rzu. Wystepuje ona w ziarnistosciach ko-
morkowych, przede wszystkim w mitochondriach (55, 84).

Inhibitory MAO sg liczne i mozna je uszeregowa¢ w pieciu nastepuja-
cych grupach (38, 119): 1) alkaloidy ruty stepowej, a wiec harman i jego
pochodne — sg to inhibitory odwracalne, o szybko mijajacym dziataniu;
znacznym in vitro, stabszym in vivo; 2) podstawione hydrazyny, hydrazo-
ny i hydrazydy: p-metylofenylohydrazyna, fenyloizopropylohydrazyna,
iproniazyd, nialamid, catron itp. — wykazujg one znaczng aktywnos$¢
i dtugotrwate, nieodwracalne dziatanie; 3) pochodne indolowe jak 2-hydro-
ksytryptamina, izoptryptamina i inne; 4) pochodne fenyloetyloaminy jak
tranylcypromina, amfetamina, dezoksyamfetamina i inne; 5) substancje
rézne, np. amid prokainy, imipramina i szereg innych $rodkow psycho-
tropowych, dezoksyfedryna, adrenalon.

Badania nad wptywem inhibitor6ow MAO na przemiang amin bio-
gennych sa bardzo liczne, a szczeg6lnie duzo uwagi zwrécono na hamo-
wanie MAO przez iproniazyd. Okazato sie, ze jest on istotnie silnym inhi-
bitorem takze in vitro i to w obecnosci tlenu. Przypuszcza sie, ze nie-
odwracalne zahamowanie enzymu zachodzi na skutek odwodorowania
iproniazydu w centrum aktywnym enzymu (52). Nadmiar substratu w po-
miarach in vitro stwarza mozliwosci rozpadu kompleksu enzym-inhibitor,
przy czym hamowanie staje sie odwracalne (62).

Bioragc pod uwage duzag role, ktérg zaczeto przypisywa¢ MAO w Kka-
tabolizowaniu amin katecholowych, nalezato sie spodziewac, ze po zaha-
mowaniu tego enzymu powinno nastepowaé zar6wno gromadzenie sie
w tkankach amin endo- i egzogennych, jak rowniez wzmaganie ich fizjo-
logicznego dziatania. Stwierdzono, ze inhibitory MAO (catron i inne) ha-
muja takze znikanie znakowanej noradrenaliny z serca (10). Iproniazyd po-
dany in vivo zmniejsza zdolno$¢ niektérych tkanek, np. watroby, nerek,
mozgu i serca do inaktywacji noradrenaliny i adrenaliny. Po podaniu
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iproniazydu tgcznie z aminami katecholowymi wzrasta dwukrotnie ich
wydalanie z moczem w postaci wolnej (84). Podanie samego iproniazydu
nie prowadzi u cztowieka, u kota i szczura do wzrostu wydalania endogen-
nej noradrenaliny i adrenaliny (47, 50); odmiennie zachowuje sie ustrgj
morskiej Swinki (123). Tylko duze dawki iproniazydu, wystarczajace do
zahamowania enzymu w 85—100%-ach wywotujg wzrost zawarto$ci no-
radrenaliny w mézgu (61). Widocznie istnieje tam nadmiar MAO, gdyz
obecnos$¢ jeszcze okoto 20°/o normalnej aktywno$ci zapewnia dostatecz-
ny rozpad noradrenaliny, tak ze nie gromadzi sie ona w tkance.

Iproniazyd nie ma jednak wptywu na niektdre tkanki, np. nie zwieksza
dziatania adrenaliny i noradrenaliny na trzecig powieke kota (42, 68)
i nie wptywa na zawarto$¢ noradrenaliny w krwi odptywajacej ze $ledzio-
ny w czasie draznienia nerwéw $ledzionowych (41).

Wobec rozbieznosci wynikdw badan wielu autorow byto zdania, ze
znaczenia MAO w katabolizmie amin katecholowych nie mozna trakto-
wac jako pewnik (15, 39, 86). Obecnie jednak przyjmuje sie, ze aminy
katecholowe i inne biogenne aminy sg inaktywowane w znacznym stop-
niu przez MAO w tkankach, w ktérych po podaniu inhibitora enzymu do-
chodzi do wzmozenia fizjologicznego dziatania amin (159). Brak tego
zjawiska przemawia za tym, ze w procesie inaktywacji zachodzag inne
przeksztatcenia amin, a przede wszystkim metylacja, Wyrazono przy-
puszczenie (138), ze gtéwng czynnosciag MAO w warunkach fizjologicznych,
przynajmniej w mozgu, jest regulowanie wewnatrzkomérkowej zawar-
tosci noradrenaliny i serotoniny, dzieki czemu odptyw amin z komorki
w kierunku receptora moze by¢ przerwany. MAO moze wptywacé na za-
warto$¢ noradrenaliny w mozgu poprzez dziatanie na dopamine, ktora
jest dla niej szczegdlnie dobrym substratem (138).

Po obcigzeniu ustroju noradrenaling i adrenaling wzrasta wydalanie
w moczu metoksypochodnych amin katecholowych (3, 4). Axelrod (6)
wychodzac z zatozenia, ze S-adenozylometionina moze by¢ donorem nie
tylko grup N-metylowych, lecz takze O-metylowych amin katecholo-
wych, inkubowat adrenaline z frakcja ptynng szczurzej watroby w obec-
nosci S-adenozylometioniny i w mieszanine reakcyjnej zidentyfikowat me-
toksyadrenaling (metadrenaline) (9, 11). To stwierdzenie wskazywato na
istnienie enzymu O-metylotransferazy katecholaminowej (COMT), kata-
lizujgcej przenoszenie grupy metylowej aktywnej metioniny na grupe
3-hydroksylowag amin katecholowych.

Axelrod i wspbipracownicy (5, 6, 12) uzyskali preparaty COMT
oczyszczone okoto trzydziestokrotnie i wykazali, ze w braku S-adenozylo-
metioniny i Mg++ zachodza tylko S$lady O-metylowania. Mg++ moze
by¢ zastapiony szeregiem kationdw dwuwarto$ciowych, wigcznie z Co++,
Mn++, Cd++, Fe++ i Ni++. Substratami COMT sa: adrenalina, noradre-
nalina, dopamina, dopa, kwas 3,4-dwuhydroksymigdatowy, jak réwniez
kilka katecholi syntetycznych. Enzym nie wykazuje swoistosci stereo-
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chemicznej i metyluje zarowno lewo- jak i prawoskretne izomery. W obec-
nosci czynnikow blokujacych grupy sulfhydrylowe, takich jak kwas
jednojodooctowy lub p-chlororteciobenzoesan, O-metylacja zostaje zaha-
mowana.

Axelrod (6), biorgc pod uwage swoistos¢ COMT wzgledem kate-
choli i niezbedno$¢ jonéw dwuwartoSciowych, wyraza przypuszczenie,
ze jony te sg czynnikiem wigzgcym substrat poprzez dwie sasiadujgce
grupy hydroksylowe z enzymem. W enzymie w miejscu wigzania znajduje
sie¢ prawdopodobnie grupa sulfhydrylowa, gdyz czynniki blokujace te
grupe hamujg reakcje.

Z wyjatkiem miesni szkieletowych nie majgcych zdolnosci O-metylacji
amin katecholowych i mie$nia sercowego posiadajacego fte zdolnos¢
w stopniu minimalnym, witasciwos$¢ te posiadajg wszystkie tkanki. Obec-
nos¢ COMT wykazano u wszystkich badanych dotychczas gatunkéw ssa-
kéw (cztowiek, matpa, krowa, Swinia, kot, i krélik) (12). Wydaje sie, ze
noradrenalina moze ulega¢ wpierw O-metylowaniu i nastepnie dezami-
nacji przez MAO, dajgc po utlenieniu kwas 3-metoksy-4-hydroksymigda-
towy (5).

Inhibitorami COMT sa pirogalol, kwercetyna, glukocyjamina, tréjhy-
droksyfenyloalanina oraz zwigzki amidu kwasu tropolonooctowego (8, 84).
Bacg (14) juz w 1936 roku zauwazyt, ze draznienie widkien wspotczulnych
u kota po podaniu pirogalolu lub podanie adrenaliny #gcznie z piro-
galolem powoduje wzmozone efekty ze strony trzeciej powieki i ci$nienia
krwi. Pod wptywem inhibitorow COMT powstawanie metoksyadrenaliny
zostaje prawie catkowicie zahamowane, przy czym potokres biologiczne-
go rozpadu noradrenaliny in vivo jest tylko nieznacznie przedtuzony, co
Swiadczy o uruchamianiu alternatywnych mechanizmoéw jej rozpadu (142).
Réwnoczesne blokowanie obu znanych drég rozpadu za pomocg iprohia-
zydu i pirogalolu powoduje powstawanie niezidentyfikowanych dotych-
czas produktow metabolizmu amin katecholowych (128, 129).

Doswiadczenia ze znakowanymi trytem adrenaling i noradrenaling
przeprowadzone na cztowieku, kocie i myszy wykazaty (13, 102), ze okoto
70% wprowadzonych 3H-adrenaliny i 3H-noradrenaliny zostaje przeksztat-
cone w metoksypochodne, z czego okoto 25% ulega oksydacyjnej deza-
minacji i utlenieniu do kwasu 3-metoksy-4-hydroksymigdatowego albo
zredukowaniu do 3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikolu. Pozostate iloSci me-
toksypochodnych zostajg wydalane w postaci niezmienionej lub sprze-
zonej. Okoto 20°/o wstrzyknietej adrenaliny jest dezaminowane pierwot-
nie, a dopiero wtornie O-metylowane do kwasu 3-metoksy-4-hydroksy-
migdatowego.

Sprzeganie amin katecholowych, jak i bezposrednich produktow ich
przemian z kwasami glukoronowym i siarkowym zachodzi prawie wytgcz-
nie w watrobie. U cztowieka przewaza tgczenie sie z kwasem siarkowym
(103), u szczura — z glukoronowym (102, 130). Inkubacja metoksyadrena-
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liny lub metoksynoradrenaliny z mikrosomami watroby szczura i kwasem
urydynodwufosfoglukoronowym powoduje enzymatyczne powstawanie
zwigzkOw sprzezonych dzieki odpowiedniej transférazie obecnej w mi-
krosomach (6).

Billewicz-Stankiewicz i wspo6tpracownicy (23) zauwazyli,
ze w osoczu i surowicy krwi wystepuje enzym Kkatalizujagcy utlenienie
adrenaliny do adrenochromu w obecnosci nadtlenku wodoru. Nazwano
go prowizorycznie ,,oksydazg adrenaliny” i opracowano metode jego ozna-
czania (89). Badany enzym rozni sie od czynnikow utleniajgcych adrena-
line w osoczu opisanym przez innych autoréw (118, 121, 122). Znajduje
sie on w (3-globulinach i nie jest identyczny z ceruloplazming, ferrytyna,
katalazg i peroksydazg (23). Wykazano, ze miedzy aktywnos$ciami ceru-
loplazminy i ADO mierzonymi w tych samych surowicach nie ma kore-
lacji, bowiem w czasie przechowywania surowicy krwi swinskiej w temp.
2-4° w ciggu 4 dni aktywno$¢ ceruloplazminy (mierzona metodg Ravina)
nie ulegata zmianie, natomiast aktywno$¢ ADO ulega zanikowi. Po wy-
konanym na bibule rozdziale elektroforetycznym S$wiezej surowicy Swin-
skiej i kolejnym natryskaniu stezonymi roztworami adrenaliny i nad-
tlenku wodoru, widzi sie wyrazne powstawanie adrenochromu w pasmach
a- i (3-globulin. Po uptywie okoto 80 godzin przechowywania w temp.
2-4° surowica tworzy pasmo adrenochromu o niezmienionej intensyw-
nosci w a-globulinach (zawierajacych ceruloplazmineg), natomiast w (3-glo-
bulinach adrenochrom powstaje zaledwie w $ladowej iloSci. Roztwory ce-
ruloplazminy i ferrytyny o stezeniu przekraczajgcym poziomy tych bia-
tek w osoczu nie wykazujg aktywnosci oksydazy adrenaliny.

Katalaza surowicy w warunkach metody pomiaru ADO zostaje inak-
tywowana, a wiec nie interferuje w oznaczaniu tego enzymu. Aktywnej
peroksydazy brak w osoczu i surowicy krwi (79), nie wystepuje tam
rowniez cytochrom i oksydaza cytochromowa. Ponadto w przeciwieAstwie
do ADO enzymy te sg inaktywowane przez cyjanek.

Oksydaza adrenaliny jest unieczynniana przez tlenek wegla, przy czym
promienie Swietlne nie majag zadnego wptywu na przebieg inaktywacji.
To stwierdzenie wskazywatoby na to, ze nie nalezy ona do grupy hemo-
proteidow. Zalezno$¢ aktywnos$ci enzymu od zmiennych stezef substratu
(adrenaliny) wskazuje, ze nasycenie enzymu substratem nastepuje stop-
niowo, uzyskujagc maksimum przy stezeniu okoto 0,1 inM adrenaliny/ml.
Stata Michaelisa (KM ADO osocza krwi ludzkiej dla adrenaliny, oznacza-
na metodg Lineveawera-Burka, wynosi 13,7-10-6 M/l i jest wielokrotnie
mniejsza od statej MAO (9,4*10~4 M/I). To upowaznia do wnioskowania,
ze ADO posiada znaczne powinowactwo do adrenaliny i moze by¢ opera-
tywna w ustroju w katabolizmie amin katecholowych. Przy uzyciu sta-
tych ilosci substratu i zmiennego stezenia enzymu otrzymuje sie krzywa
aktywnosci w ksztatcie wyciggnietej litery S. Optimum temperatury dla
ADO (przy pétgodzinnej inkubacji) znajduje sie w granicach 36—51°, przy
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czym przy 80° zachodzi inaktywacja (23). Cato$¢ wynikdw przemawia za
tym, ze ADO jest raczej jednym enzymem, a nie zespotem enzymow.

U przedstawicieli ssakéw i ptazéw (szczur, zaba) stwierdzono (22), ze
aktywno$¢ ADO u osobnikow mtodych jest niska i wzrasta z wiekiem, na-
tomiast u przedstawiecil ptakdw (kura) enzym ten w pierwszym dniu
zycia ma petng aktywnos$é wiasciwg osobnikom dojrzatym.

Niektére czynniki farmakologiczne i monoaminy biogenne powoduja
charakterystyczne zmiany $redniej aktywnosci ADO u szczura. Adrena-
lina, noradrenalina, histamina, rezerpina, w dziataniu doraznym (1—2
godz.), jak réwniez iproniazyd podany jednorazowo zwiekszajg aktywnos¢,
efedryna i rezerpina w dziataniu przewlektym — obnizajg, za$ atropina,
dwuhydroergotoksyna i efedryna w dziataniu doraznym nie wywierajg
wptywu na te aktywnos$é enzymatyczng (25).

Przewlekte podawanie niektorych hormondéw zwiaszcza sterydowych:
hydrokortyzonu, etstradiolu (u samic) i testosteronu a takze kortykotro-
piny, wywotuje obnizenie aktywnos$ci ADO u szczur6w. Natomiast kar-
mienie suszong tarczycg wzmaga te aktywnos$¢. Podobny efekt u samcow
powoduje kastracja (21).

Czynniki powodujace stress, jak np. ostre obcigzenie zwierzat wysit-
kiem fizycznym, umieszczenie w niskiej lub wysokiej cieptocie otoczenia,
oddychanie w przestrzeni zamknietej (hiperkapnia z hipoksjg) powoduja
znamienny wzrost Sredniej aktywnosci ADO (24, 26). Podskérne jednora-
zowe wstrzykniecie terpentyny prowadzi do kilkudniowego obnizenia
aktywnos$ci tego enzymu, natomiast nie ma wptywu hipoksja bez hiper-
kapnii ani podskérne wprowadzenie zawiesiny hodowli paciorkowca he-
molizujacego. Po przebyciu ostrego pobudzenia emocjonalnego u cztowieka
(studenci po egzaminie) stwierdzano wyrazny, bardzo znamienny spadek
aktywnosci ADO (24).

Wyjasnienie mechanizmu zmian aktywnos$ci enzymatycznej ADO nie
jest tatwe. Wzrost aktywnosci w niektdrych przypadkach moze by¢ wy-
razem indukowania enzymu przez zwigkszenie sie ilosci w tkankach lub
mobilizowanie amin katecholowych. W ten sposéb mogtyby dziata¢ pewne
srodki farmakologiczne, jak rezerpina, iproniazyd, efedryna, hormony:
adrenalina, noradrenalina i histamina. Mozliwe sg rowniez i inne me-
chanizmy: hydrokortyzon jako czynnik wzmagajgcy katabolizm biatka
obnizatby koncentracje enzymu, tyroksyna jako hormon wzmagajacy
przemiane, mogtaby aktywowa¢ enzym. Oksydaza adrenaliny jest naj-
prawdopodobniej wytwarzana w watrobie, bowiem zatruwanie zwierzat
atofanem zdaje sie obniza¢ jej aktywnos$¢ w osoczu. Z drugiej strony,
nie udato sie wykazaé zwiekszonej koncentracji enzymu w osoczu Krwi
odptywajacej z watroby.

Mechanizmy inaktywacji amin katecholowych sg swoiste nie tylko
dla réznych gatunkéw zwierzat, ale takze dla poszczeg6lnych narzadéw.
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Wydaje sie, ze w ogdlnej gospodarce amin katecholowych ustroju naj-
wieksze znaczenie odgrywa O-metylacja. Natomiast w tkance mdzgowej
duzg role odgrywa dezaminacja oksydacyjna, a w mie$niu sercowym —
utlenianie chinonowe amin katecholowych. W zwigzku z tym hierarchia
poszczeg6lnych enzyméw w réznych narzadach wydaje sie byé rézna.
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ANTONI M. DANCEWICZ*

Katabolizm hemoglobiny i przemiana barwnikéw zotciowych

The Catabolism of Haemoglobin and Bile Pigments Metabolism

The recent findings in the field of haemoglobin and bile pigments catabolism
are reviewed.

Katabolizm hemoglobiny nie jest jeszcze catkowicie wyjasniony. Gtow-
ny kierunek badan w tej dziedzinie skierowany jest obecnie na poznanie
mechanizmoéw rozpadu hemoglobiny oraz czynnikéw determinujacych ten
rozpad. Badania stymulowane sg znaczeniem, jakie doktadna znajomosc
tego procesu odgrywa w diagnostyce i terapii schorzen, ktorym towarzy-
szg lub ktérych gtéwng przyczyng sg zaburzenia normalnego katabolizmu
hemoglobiny i przemiany barwnikéw zo6tciowych.

Tematem niniejszego artykutu sa wyniki badan ostatniego dziesiecio-
lecia nad mechanizmem rozpadu hemoglobiny. W pierwszych etapach
rozpadu hemoproteid ten zostaje utleniony, a nastepnie rozszczepiony ko-
lejno na trzy sktadniki: globine, zelazo i biliwerdyne powstatg z protopor-
firyny. Dokladny moment oddzielenia globiny nie jest znany. Globina
ulega odbudowie do aminokwaséw, ktére wchodzagc w ogoélnoustrojowg
pule aminokwas6éw wykorzystywane sg ponownie do syntezy biatka.
Rowniez zelazo wykorzystywane jest powtdrnie przez ustrdj. Natomiast
protoporfiryna nie jest wykorzystywana z powrotem przez organizm
zwierzecy; jej pierscien, utleniony juz w pierwszych etapach degradacji
hemoglobiny, po rozerwaniu i odtgczeniu od zelaza i globiny tworzy bili-
werdyne, ktéra ulega stopniowym reakcjom redukcji i utlenienia two-
rzagc mieszanine barwnikéw zoétciowych, wydalang z ustroju wraz z katem.

I. Starzenie sie erytrocytéw i hemoglobiny

Hemoglobina jest proteidem, ktéry nie znajduje sie w stanie réwno-
wagi dynamicznej —raz utworzona przebywa w erytrocycie az do mo-
mentu jego zniszczenia i dopiero woéwczas ulega w ustroju zwierzecym

* Dr, pracownik Zaktadu Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Ja-
drowych, Warszawa.
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degradacji. W warunkach normalnych zniszczenie erytrocytu nastepuje
po jego zestarzeniu sig, co u cztowieka ma miejsce w okoto 120 dni od cza-
su pojawienia sie dojrzatego erytrocytu w krwi kragzgcej. O eliminacji sta-
rego erytrocytu decyduje niewatpliwie pewien stan krytyczny jego struk-
tury i funkcji, do ktdrego zbliza sie on stopniowo w miare starzenia.
W niektérych warunkach chorobowych stan ten moze nastagpi¢ o wiele
wczesniej lub moze by¢ zdefiniowany nietypowymi zmianami erytrocytu.
Zespot cech starych erytrocytéw oraz z grubsza charakter zmian odpowie-
dzialnych za ich starzenie sie mozna badac¢ po ich uprzednim oddzieleniu,
dzieki réznicy gestosci, od miodych erytrocytow.

Z dotychczasowych badan wynika, iz w starzejgcym sie erytrocycie
ma miejsce zmniejszenie sie czynnosSci enzymatycznych, miedzy innymi
czynnosci aldolazy i izomerazy fosfoheksoz. W wyniku tych zmian naste-
puje zmniejszenie sie intensywnos$ci glikolitycznej starych erytrocytow,
a tym samym wyrazne zmniejszenie sie w nich intensywnosci przemian
energetycznych. Pociaga to za sobg zmniejszenie sie produkcji ATP,
a w dalszej konsekwencji zaburzenie transportu kationéw i ogo6lne osta-
bienie funkcji aktywnego transportu zwigzkéw organicznych przez btony
strukturalne erytrocytu (3). Inng charakterystyczng zmiang, odrdznia-
jaca stare erytrocyty od miodych jest zmniejszanie sie zawartosci lipidéw
w miare starzenia oraz zmniejszanie sie objetosci erytrocytow — co jest
rbwnoznaczne ze zwiekszeniem sie ich gestosci (7).

Hemoglobina starych erytrocytéw réwniez rézni sie od hemoglobiny
mtodych. W hemolizatach pochodzacych ze starych erytrocytow po prze-
prowadzeniu typowego rozdzialu chromatograficznego obserwuje sie
zwiekszenie procentowe hemoglobiny Ax kosztem hemoglobiny A2 stano-
wigcej normalnie gtéwna frakcje hemoglobiny (7, 39). Rezultat ten sprzecz-
ny jest zprzypuszczeniem Lingrel i Borsooka, ze mniejsza frakcja
hemoglobiny — hemoglobina Ax moze by¢ postacig prekursorowa hemo-
globiny (28).

Denaturacja alkaliczna i krystalizacja przebiega w identyczny sposéb
dla hemoglobin starych i mtodych erytrocytéw, chociaz Rosa i La-
bie (40) zaobserwowali w toku starzenia sie erytrocytu istotne zmiany
w tancuchach (3-hemoglobiny. Potwierdza to Walter (49), wedtug kto-
rego w hemoglobinie pochodzacej ze starych erytocytéw ostabiona jest
zdolno$¢ wigzania jonow chromu, do ktérych najwieksze powinowactwo
wykazujg tafcuchy (3-hemoglobiny (29).

Hemoglobina ze starych erytrocytéw ma zmniejszong zdolno$¢ do
dysocjacji tlenu, a zwiekszong elektroujemnos$¢ i zawarto$¢ oksyhemoglo-
biny. Nie stwierdza sie natomiast produktéw dalszego utlenienia hemo-
globiny, ktérych nalezatoby oczekiwaé, gdyby ulegata ona nieodwracal-
nym procesom degradacji w starzejacych sie erytrocytach. Produkty ta-
kie obserwuje sie natomiast wewnatrz erytrocytu w niektdrych stanach
chorobowych. Zwiekszenie sie zawarto$ci methemoglobiny i pojawianie
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sie tzw. ciatek Heinza w niektérych anemiach $wiadczy zdaniem Jan d 1a,
Englea i Allena (21) o nieodwracalnym utlenianiu hemoglobiny
i ewentualnie innych sktadnikéw erytrocytu, inicjowanym rodnikiem wo-
dorotlenowym. Podobne produkty pojawiajg sie w erytrocytach podda-
nych in vitro dziataniu fenylohydrazyny lub innych $rodkéw hemolitycz-
nych. Przypuszczenie,, ze obecno$¢ zredukowanego glutationu jest nie-
zbedna dla utrzymania wewnatrz erytrocytu hemoglobiny w stanie zre-
dukowanym, nie zostatlo potwierdzone w catej rozciggtosci. Stwierdzono
bowiem, w doswiadczeniach in vitro, ze GSH moze chroni¢ hemoglobine
przed utlenieniem jedynie wdwczas, kiedy dodatkowo w uktadzie obecne
jest biatko o wilasnosciach peroksydazowych, znajdujgce sie normalnie
w erytrocytach (14). Jest to przypuszczalnie peroksydaza glutationowa.
Przyczyna pojawiania sie produktow utlenienia hemoglobiny w erytro-
cytach moze byé zatem zahamowanie czynnosci tego enzymu, a nie
zmniejszenie sie zawartosci GSH.

Wedtug Nichollsa (34) istotng role w ochronie hemoglobiny przed
utlenieniem wewnatrz erytrocytu odgrywa katalaza i nienaruszonosé
btony komorkowej, stanowigcej bariere chronigcg przed przeniknieciem
nadmiaru czgsteczek wody utlenionej do wnetrza erytrocytu. Stwierdzo-
no, ze katalaza krwinkowa zdolna jest usungé¢ 99 — 99,9%> wody utlenio-
nej przedostajgcej sie w warunkach normalnych do erytrocytu.

Il. Mechanizm pierwszych etap6w degradacji hemoglobiny

Wiasciwy mechanizm pierwszych reakcji rozpadu hemoglobiny in vivo
nie jest znany dotychczas. Niewatpliwie majag one charakter utleniania,
ktéremu podlega hemowa cze$¢ hemoglobiny. Na podstawie badarn wyko-
nanych in vitro przypuszcza sie, ze produktami posrednimi pomiedzy he-
mem (zwigzanym z globing lub wolnym) a pierwszym barwnikiem z061-
ciowym — biliwerdyng (V) sq kolejne produkty utlenienia protoporfiryny
w grupie metinowej a (l) taczacej A i B pierscienie pirolowe. Wyrdznia
sie tu a-hydroksyhem (Il), a-ketohem (lll), ktéry odszczepiajgc czasteczke
CO przeksztatca sie w hipotetyczny werdohem (1V), z ktérego po oderwa-
niu sie zelaza powstaje biliwerdyng. Denaturacja i odtgczanie sie globiny
moze nastgpi¢ przed utlenianiem porfiryny lub na jednym z dalszych
etapdw. W drugim przypadku zwigzkami pochodnymi hemoglobiny sg
choleglobiny (globina zwigzana z hydroksy- lub ketohemem) i wErdoglo-
bina (globina zwigzana z werdohemem). Na schemacie 1 przedstawiono
fragmenty kolejnych produktow posrednich rozerwania mostku a uktadu
porfirynowego wedtug mechanizmu proponowanego przez Annana
i Masona (1). Opierajac sie na wynikach swoich doswiadczen w mode-
lowym uktadzie z zastosowaniem izotopu IsO autorzy ci sadza, ze utle-
nienie hemu hemoglobiny przebiega analogicznie do autooksydacji zwigz-
kéw enolowych. Wydaje sie, ze i w organizmach zwierzecych rozpad he-
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moglobiny przebiega przez podobne je$li nie identyczne zwigzki pos$red-
nie (24, 25).

W warunkach in vitro degradacja hemoglobiny jest procesem utle-
nienia, do ktérego przebiegu niezbedny jest czynnik redukujgcy i woda
utleniona, dodawana lub tworzona in situ, enzymatycznie. Uzywanym
najczesciej czynnikiem redukujagcym jest kwas askorbinowy. W przypad-

Schemat 1. Schemat rozerwania mostku a-metinowego w ipierscieniu porfirynowym

(wg 1);
| — fragment hemu, Il — fragment hydroksyhemu, Il — fragment ketohemu, IV — fragment
werdohemu, V — fragment biliwerdyny, A i B pierécienie pirolowe uktadu porfirynowego

hemu, M — metyl, W — winyl

ku uzycia jako czynnika redukujgcego zwigzkéw sulfhydrylowych lub
siarkowodoru powstajg sulfahemoglobiny, w ktdrych atom siarki wigze
sie z atomem wegla mostka metinowego ostaniajagc go przed dalszym utle-
nieniem. W obecnosci katalazy zielono zabarwione produkty degradacji
hemoglobiny (choleglobiny, werdoglobina, sulfahemoglobina) nie powsta-
jg, co sugeruje, ze rozpad hemoglobiny zwigzany jest z procesami peroksy-
dacji (s).

W obecnosci preparatow watroby jedynie 20—25% hemoglobiny ulega
degradacji z Wytworzeniem barwnikéw zétciowych. W zwiagzku z tym
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wysunieto przypuszczenie, ze w watrobie istnieje stan réwnowagi pomie-
dzy kilku ukfadami wykorzystujgcymi lub rozkiadajacymi wode utlenio-
na, z ktérych jednym jest utlenianie hemoglobiny (schemat 2). Nieobec-

Mukleotydy -——— hipoksantuna--—-—--—--¢ - ksaniuna kwas moczowy

Produkty utlenienia H.0
hemoglobiny

Peroksydaza
glutanionu

H0+1/2 02

Katalaza

Schemat 2. Wspotzalezno$¢ oksydacyjnego rozpadu hemoglobiny i innych proceséw
zuzywajacych wode utleniong

no$¢ katalazy i peroksydazy glutationowej sprzyjataby oksydacyjnej prze-
mianie hemoglobiny (30).

Pomimo iz schemat ten jest do$¢ przekonywajacy, brak bezposredniego
dowodu wykazujgcego powigzanie procesu peroksydacji z oksydacyjna
przemiang hemoglobiny. Wczesniejsze proby wykazania udziatu H20:2
w procesie oksydacji hemoglobiny podjete przez Keilina (23) nie daty
wyniku pozytywnego.

Wydaje sie, ze oksydacyjny autokatalityczny rozpad hemu hemoglo-
biny w warunkach in vitro nie ma charakteru enzymatycznego, nawet
w obecnosci preparatow tkankowych, aczkolwiek sgdzac np. ze specy-
ficznosci rozerwania uktadu porfirynowego mozna przypuszczaé, ze in
vivo jest to reakcja enzymatyczna.

Jak juz zaznaczono barwniki zbéiciowe spotywane w przyrodzie majg
strukture wynikajaca z rozerwania uktadu porfirynowego miedzy piers-
cieniami pirolowymi A i B. Pullman i Perault (38) sugerowali,
iz wieksza podatno$¢ a-mostka metinowego na rozerwanie moze wynikaé
z roznicy gestosci elektronowej w stosunku do pozostatych mostkow.
Jednakze Petryka, Nicholson i Gray (36) nie wykazali uprzy-
wilejowania a-mostka podczas utleniania heminy in vitro do barwnikéw
werdohemowych. lzolowane barwniki okazaly sie mieszaning izomerycz-
nych zwigzkéw powstatych z rozerwania uktadu porfirynowego zaréwno
w pozycji a-mostka, jak i i3 y i ¢-mostkow.
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Enzymatyczny charakter pierwszych reakcji rozpadu hemoglobiny in
vivo wykazany zostat po raz pierwszy przez Nakajime i wspotpra-
cownikow (31) w 1963 roku. Autorzy ci stwierdzili, ze pierwszy etap
utlenienia hemu hemoglobiny katalizowany jest przez enzym typu oksy-
genaz, nazwany przez nich oksygenazag hemowg mostka a-metinowego
(heme a-methenyl oxygenase). Enzym ten znaleziono w watrobie i nerce,
lecz nie stwierdzono jego obecnosci w $ledzionie i szpiku kostnym. Dla
swej petnej czynnosci wymaga on obecnosci NADPH, Fe2+, oraz aktywa-
tora zawartego w jadrach komdérkowych. Sam enzym zlokalizowany jest
we frakcji rozpuszczalnych biatek cytoplazmy. Biatko tego enzymu jest
bardzo wrazliwe na dziatanie powietrza, zwigzki blokujgce grupy -SH
i zwigzki chelatujgce metale. Substratami odkrytego enzymu in vitro sa
kompleksy hemu lub hemoglobiny: hemochromogen pirydynowy Ilub
kompleks hemoglobiny z haptoglobing. Natomiast wolna hemoglobina lub
hemina atakowane sg przez te oksygenaze bardzo nieznacznie. Autorzy

Schemat 3. Poszczeg6lne etapy rozpadu hemu katalizowane przez oksygenaze he-
mowg mostka a-metinowego proponowane przez Nakajime (32);
Pir — pirydyna, M — metyl, W — winyl, A i B dwa pierécienie pirolowe uktadu porfirynowego
hemu, V — fragment biliwerdyny
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sugeruja (33), ze kompleks hemoglobiny z haptoglobing jest naturalnym
substratem oksygenazy hemowej mostka a-metinowego réwniez w wa-
runkach in vivo. Proponowany przez Nakajime (32) mechanizm oksy-
dacyjnego rozszczepienia uktadu porfirynowego hemoglobiny do biliwer-
dyny przedstawiony jest na schemacie 3.

Przeksztatcenie c¢c->d w tym schemacie jest wzorowane na mecha-
nizmie utlenienia i rozerwania wigzania C-C w pierscieniu indolowym pod
wptywem oksygenazy tryptofanowej. Wyodrebniony przez autoréw zwig-
zek d jest prekursorem biliwerdyny. Autor przypuszcza, ze nastepny
etap reakcji polegajacy na oderwaniu tlenku wegla i powstaniu biliwer-
dyny jest réwniez procesem enzymatycznym.

Il. Przemiany barwnikéw zotciowych

Pierwszym barwnikiem zétciowym powstajacym w toku degradacji
sktadnika porfirynowego hemoglobiny jest biliwerdyna (VI). Barwnik ten
powstaje w komérkach fagocytarnych uktadu siateczkowo-$rédbtonko-
wego, w ktérych odbywajg sie pierwsze reakcje degradacji hemoglobiny.
Najprawdopodobniej tez w tychze komdérkach biliwerdyna ulega redukcji
do bilirubiny (VII) w reakcji katalizowanej przez blizej niesprecyzowang
dehydrogenaze. Wzory obydwoéch barwnikéw podane sg w postaci bi-
slaktamowej jako bardziej zgodnej z rzeczywistg strukturg zwigzkéw
hydroksypirolowych (37).

COOHCOOH
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Z uktadu siateczkowo-$rodbtonkowego bilirubina przedostaje sie do
krwi, gdzie tworzy kompleksy z biatkami osocza: albuming i o4-globuling.
Obecnos¢ bilirubiny w osoczu krwi mozna wykry¢ za pomocg tzw. reakcji
Van den Bergha, w ktérej odczynnikiem jest dwuazowany kwas sulfani-
lowy w $rodowisku etanolu. W niektérych stanach chorobowych mozna
wykazaé obecno$¢ bilirubiny w osoczu reakcjg Van den Bergha w $rodo-
wisku wodnym, co nazwano reakcjg bezposrednia. Istota réznicy pomie-
dzy barwnikiem reagujacym bezposrednio a barwnikiem reagujagcym po-
$rednio z odczynnikiem dwuazowym dtugi czas pozostawata niewyjasnio-
na. Dopiero w 1951 roku wykazano, ze barwnikiem rozpuszczalnym w wo-
dzie i dajacym reakcje bezposredniag jest pochodna bilirubiny, w ktérej
grupy karboksylowe reszt kwasu propionowego sg zestryfikowane (52).
W 1957 roku réwnocze$nie i niezaleznie od siebie wykazano, ze rzekomy
ester bilirubiny jest w istocie dwuglukuronidem. W niektérych przypad-
kach obok dwuglukuronidu izolowano z osocza monoglukuronid biliru-
biny (43). Niektdrzy autorzy sadza, ze zwigzek ten jest kompleksem dwu-
glukuronidu bilirubiny i wolnej bilirubiny (51). Sprawa ta nie jest roz-
strzygnieta. Oznaczenia rozrézniajgce ilos¢ dwu- i monoglukuronidow
bilirubiny nie majg wiekszego znaczenia w praktyce diagnostycznej (11).

tagodna hydroliza pochodnych bilirubiny izolowanych z zékci szczura
wykazata, ze sg one mieszaning, w skfad ktérej wchodzi 60—90'% gluku-
ronidéw i 10—40% estrow kwasu siarkowego (44). Estry te nie poddaja
sie dziataniu (3-glukuronidazy i sg trudno hydrolizowane $rodkami che-
micznymi (20). Wydaje sie jednak, ze sprzeganie bilirubiny z kwasem siar-
kowym jest specyficzne gatunkowo, gdyz jakkolwiek estry te znaleziono
u szczura, nie wykazano ich obecnosci w z6tci cztowieka i psa (12).

Gtownym i prawie wylgcznym miejscem sprzegania bilirubiny z kwa-
sem glukuronowym sg komorki watroby (43), a siedliskiem enzymu kata-
lizujagcego te reakcje — mikrosomy (19,42), gdzie jak wiadomo odbywaja
sie rowniez inne procesy detoksykacyjne. Witasciwym donatorem reszty

ATP .Glukoza

ADP ADP

ATP

Schemat 4. Schemat syntezy glukuronidu bilirubiny (wg 5)



[9] KATABOLIZM HEMOGLOBINY 453

glukuronianowej okazat sie UDP-glukuronian. Schemat 4 podaje zapro-
ponowany przez Billing i Lathe (5 przebieg syntezy glukuronidu
bilirubiny.

Specyficznos¢ transferazy glukuronianowej i jej niezaleznosé od in-
nych proceséw detoksykacyjnych wykazali Arias i Johnson (2
w doswiadczeniu in vivo, w ktdrym mimo podania zwierzeciu nadmiaru
N-acetylo-p-nitrofenolu wydalanego w postaci glukuronidu synteza glu-
kuronidéw bilirubiny nie ulegata zaki6ceniu.

Glukuronidy bilirubiny wydalane zostajg do kanalikéw zéiciowych
i wraz z z6tciag do przewodu pokarmowego. W przypadku uszkodzenia
aparatu wydalniczego komorek watrobowych lub mechanicznego zablo-
kowania odptywu z6ici glukuronidy bilirubiny przedostajg sie z powro-
tem do krwioobiegu, gdzie dajg sie stwierdzi¢ jako barwniki reagujace
bezposrednio z odczynnikiem Van den Bergha.

W przewodzie pokarmowym, w jego dalszych odcinkach, pod wpty-
wem uktadéw dehydrogenazowych pateczki okreznicy bilirubina ulega
stopniowej redukcji do zwigzkéw grupy urobilinogenéw, ktére w dalszym

BILIWERDYNA

BILIRUBINA
[+2H

DWUHYDROBILIRUBINA MEZOBILIRUBINA

d-Urobilina Urobilina-K Sterkobilina

Schemat 5. Uproszczony schemat przemian wazniejszych, czteropirolowych barwni-
kéw zétciowych

etapie ulegajg utlenieniu do zwigzkéw grupy urobiliny. Wzajemne zalez-
nosci pomiedzy wazniejszymi czteropirolowymi barwnikami zotciowymi
przedstawiono na schemacie 5.

lloSciowy udziat poszczegblnych barwnikéw w catej puli urobilinoidow
wydalanych z katem jest zmienny i zalezny od wielu czynnikéw. Wedtug
W atsona (50) doktadna analiza sktadu urobilinoidow wydalanych z ka-
tem nie przedstawia wiekszej wartosci diagnostycznej. Tym niemniegj
badania tej grupy zwigzkéw nie zostaty jeszcze zakoriczone. Dopiero nie-
dawno np. udato sie po raz pierwszy zredukowac in vitro bilirubine do
sterkobilinogenu, tatwo utlenianego nastepnie do () sterkobiliny. Pro-
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dukt ten w odréznieniu od wystepujacej w naturze odmiany lewoskretnej
jest mieszanina racemiczng (22). Drugi zwigzek tej grupy d-urobilina wy-
stepuje w przyrodzie jedynie w postaci prawoskretnej, za$ trzeci — uro-
bilina 1Xa jest zwigzkiem nieaktywnym optycznie.

IV. Bilans procesu rozpadu hemoglobiny

llos¢ barwnikéw zéiciowych wydalanych z kalem w ciggu doby przez
osobnika zdrowego wynosi od 40 do 280 mg, $srednio 140 mg, co odpowia-
da okoto 2 g hemoglobiny przy zatozeniu, iz rozpad tego proteidu jest
jedynym Zréditem barwnikéw zéiciowych. Ta ilo$¢ stanowi tylko okoto
75% hemoglobiny, ktéra ulega degradacji w ciggu doby przy uwzglednie-
niu 120 dniowego okresu zycia erytrocytu. Niezgodno$¢ te trudno jest
wyttumaczyé inaczej anizeli przypuszczajac, ze istnieje oprécz omowionej
inna droga rozpadu hemoglobiny, dotychczas niezbadana.

Hemoglobina wprowadzana ludziom do krwioobiegu w ilosci s—12
g/dzien byta prawie w 95% przeksztalcana w barwniki zo6tciowe (46).
Réwniez kontrola stopnia konwersji hemoglobiny znakowanej 14C i 5Fe
do bilirubiny wykazata, ze jesli iloS¢ wprowadzanej do krwioobiegu he-
moglobiny nie przekraczata zdolnosci wigzania jej w kompleks z haptoglo-
bina, to konwersja wynosita prawie 100°/o (35). Gdy jednak ilos¢ wprowa-
dzanej hemoglobiny przekraczata zdolnos$¢ jej wigzania z haptoglobing
lub gdy wprowadzano erytrocyty znakowane 5ICr zamiast hemoglobiny,
wowczas konwersja w bilirubine oznaczang w przetoce zbétciowej wyno-
sita 63-80°/0 (35).

Alternatywna droga rozpadu hemu hemoglobiny wystepuje przede
wszystkim w przypadkach hemolitycznej anemii, kiedy przetaczanie du-
zych ilosci krwi nie prowadzi do réwnowaznego zwiekszenia wydalania
barwnikow zotciowych, mimo iz przetoczona krew szybko znika z obiegu.

Inna niedoktadno$¢ obliczen bilansowych katabolizmu hemoglobiny
ujawnita sie po zastosowaniu znakowanej 15N glicyny do badania biosyn-
tezy hemoglobiny i dtugosci zycia erytrocytdw. Roéwnoczesne oznaczanie
radioaktywnosci krwi krazacej i wydalanych barwnikéw zo6tciowych wy-
kazato, ze juz w pierwszych dniach po podaniu glicyny cze$¢ jej zostaje
wbudowana do barwnikéw zdiciowych. Wczesne pojawianie sie znakowa-
nych barwnikéw z6tciowych sugerowato istnienie innej, nie katabolicznej
drogi ich powstawania. Ta cze$¢ barwnikéw zotciowych stanowita 10-15°/0
ilosci barwnikow wydalanych przez zdrowego osobnika, jednak w pew-
nych stanach chorobowych obserwowano znaczne zwiekszenie sie procen-
towego udziatu barwnikéw zétciowych wczesnie znakowanych. Schorze-
niami tymi byty: anemia ziosSliwa, porfiria wrodzona oraz bilirubinemia
wrodzona, okre$lana w literaturze anglosaskiej jako shunt hyperbiliru-
binaemia, ktora opisana po raz pierwszy w 1952 roku zostata doktadniej
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zbadana w 1959 roku (16). Duzy wzrost wczes$nie znakowanego sterkobili-
nogenu stwierdzono réwniez w talassemii (13).

Badania zmierzajagce do wyjasnienia mechanizmu powstawania barw-
nikow zoéiciowych inng droga anizeli przez rozpad hemoglobiny ze sta-
rych erytrocytow zapoczatkowali Israels i wspdtautorzy (15,17,18).
Badajgc wbudowywanie prekursoréow piroli do bilirubiny stwierdzili oni,
ze na krzywej radioaktywnosci barwnikéw zéiciowych mozna wyréznic
dwa wczesne maksima i trzecie pojawiajgce sie dopiero w okresie rozpadu
hemoglobiny ze starych erytrocytow (po okoto 120 dniach od wprowa-
dzenia prekursora). Najwczes$niejsze maksimum pojawia sie w kilka go-
dzin po wprowadzeniu prekursora i nie zalezy od intensywnosci proce-
séw krwiotworczych. Drugie natomiast pojawia sie w kilka dni po poda-
niu glicyny wzglednie kwasu (5-aminolewulinowego i jest zalezne od in-
tensywnosci procesOw erytropoezy. W 1965 roku wyniki te potwierdzone
zostaty w badaniach na psach i ludziach, ktorym podano znakowane
prekursory hemu: glicyne, kwas d-aminolewulinowy i protoporfiryne,
a nastepnie sledzono narastanie aktywnosci w produktach (hemoglobinie,
hemach niehemoglobinowych i barwnikach zo6iciowych) (45). Stwierdzo-
no, ze bezposrednia inkorporacja prekursorow do barwnikéw zdtciowych,
nie zwigzana z procesami erytropoezy odbywa sie w komoérkach watroby,
a zwigzkami posrednimi barwnikéw sg hemy niehemoglobinowe. Nie na-
lezy jednak zapomina¢ o sugestii Israelsa i wspotautorow (15),
wedtug ktorej istnieje kilka innych mozliwos$ci wczesnego pojawiania sie
znakowanych barwnikéw zéiciowych po podaniu znakowanych prekurso-
row hemu. Sg to mianowicie: a) nadmierne tworzenie sie hemu w stosun-
ku do produkcji globiny i natychmiastowe katabolizowanie jego nadmia-
ru, b) bezposrednia synteza bilirubiny z prekursorow hemu, c¢) wewnatrz-
szpikowa degradacja niedojrzatych lub wadliwych form erytrocytow,
d) rozpad biatek hemowych innych niz hemoglobina. Tak wiec ustalenie
mechanizmu tego bocznego toru powstawania bilirubiny i dalszych barw-
nikow zotciowych pozostaje sprawg do rozwigzania.

W celu wyjasnienia niezgodnosci bilansu rozpadu hemoglobiny wysu-
wano rowniez przypuszczenie, ze cze$¢ wydalanych urobilinoidéw moze
ulega¢ w koncowych odcinkach przewodu pokarmowego dalszej degra-
dacji do dwu- i monopiroli. Wiadomo, ze gtdwnymi produktami wsréd
dwupirolowych barwnikdw zotciowych sg zwiazki typu mezobilifuscyny.
Szczegb6towa analiza iloSciowa zawartosci urobilinogendw oraz mezobili-
fuscyn w kale os6b zdrowych wykazata jednak, ze barwniki dwupirolowe
stanowig zaledwie okoto 9°0 wydalanych urobilirubinoidéw (s). W wielu
stanach chorobowych stwierdza sie znaczne nieraz zmniejszenie ilosci
mezobilifuscyn, a tylko w niektérych nieznaczny wzrost w stosunku do
normy. Te wyniki analiz uzupetnione zostaty badaniami z zastosowaniem
znakowanych prekursord6w hemu. Oznaczenia radioaktywnosci urobilino-
gendw, mezobilifuscyn i hemoglobiny krwi krazacej wykazaty, ze spora
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cze$¢ wskaznika izotopowego pojawia sie bardzo wczesnie nie tylko
w czteropirolowych barwnikach zétciowych, lecz réwniez w mezobilifus-
cynach (9). Najwczesniej wskaznik izotopowy pojawia sie wiasnie w me-
zobilifuscynach, co oprocz anabolicznej drogi powstawania tych barwni-
kéw sugeruje, ze mogg one stanowi¢ prekursorowg forme barwnikéw
czteropirolowych powstajagcych nie z rozpadu hemoglobiny.

Niejednokrotnie sugerowano, ze niedoktadne bilansowanie sie rozpadu
hemoglobiny i wydalania barwnikéw zétciowych moze rowniez wynikac
z ich przenikania przez $cianki jelit i wydalania z moczem. Istotnie,
w niektérych schorzeniach stwierdza sie zwiekszenie zawartosci urobili-
nogenu w moczu, lecz u osobnikdw zdrowych wystepuje on w moczu
w ilosciach s$ladowych. Wyjasnieniu absorpcji barwnikéw zolciowych
z jelit i ich dalszych loséw poswiecono szereg prac, lecz dopiero uzycie
barwnikow zdéiciowych znakowanych izotopami pozwolito na doktadniej-
sze badania w tym zakresie. Okazato sig, ze znaczna cze$¢ barwnikéw jest
absorbowana przez $cianki jelit, lecz nastepnie wydalana zostaje z po-
wrotem poprzez watrobe do przewodu pokarmowego. Wolna bilirubina
podawana do dwunastnicy bardzo szybko odnajdywana byla w osoczu
i zOkci, natomiast jej glukuronid przechodzit przez $cianki jelit do krwio-
obiegu dopiero po hydrolizie i odszczepieniu kwasu glukuronowego (26).
Podajac znakowany 14C urobilinogen stwierdzono, ze obiegowi jelitowo-
watrobowemu ulega okoto 50%> tego barwnika podanego do dwunastnicy
i okoto 20°/0 wprowadzonego do jelita grubego u szczuréw. Podobne wy-
niki uzyskano w kilku przypadkach u ludzi (27). Wykazano, ze wieksza
cze$¢ urobilinogenu zaabsorbowanego przez jelita wydalana jest z powro-
tem z zO6tcig do przewodu pokarmowego, a jedynie w przypadkch zablo-
kowania aparatu wydalniczego watroby zostaje on wydalany z moczem.
Zaobserwowano réwniez wyrazng réznice w intensywnosci przemiany
wolnej bilirubiny i jej glukuronidu w jelitach. Pierwszy z tych zwiazkow
ulegat redukcji do urobilinogenu i przeksztatceniu w mezobilifuscyne
tylko w nieznacznym stopniu, natomiast glukuronid okazat sie wtasci-
wym substratem dehydrogenaz bakteryjnych w jelitach (10). Krazenie
jelitowo-watrobowe barwnikéw zdéiciowych nie wydaje sie zatem wptly-
wac decydujgco na bilans rozpadu hemoglobiny.

Ustalenie alternatywnej drogi rozpadu hemoglobiny w przypadkach
istnienia duzych r6znic pomiedzy iloScig znikajgcej z kragzenia hemoglo-
biny lub erytrocytow a iloscig tworzacych sie barwnikdw zo6tciowych jest
sprawg oczekujgcg rozwigzania.
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PRZEMYSLAW SZAFRANSKI* i STEFAN KLITA**

Kwasy nukleinowe i biosynteza biatka

Nucleic Acids and Protein Biosynthesis

The role of rybosomes, transfer-RNA and messenger-RNA in the process of
protein biosynthesis is reviewed.

Olbrzymi rozw0j biochemii w ciggu ostatniego dziesieciolecia sprawit,
ze wiele procesow zachodzgcych w komérce mozna przedstawi¢ w postaci
reakcji chemicznych. Klasyczne prace Bracheta (14) oraz Fraen-
kel-Conrata iwspdtpracownikdw (40) wykazaly bezspornie, ze kwas
rybonukleinowy (RNA) bierze udziat w przekazywaniu informacji gene-
tycznej. Badania nad rekombinacjg, mutacjg i transformacjg drobnoustro-
jow (62) dostarczyty dowoddéw, ze materiatem genetycznym jest kwas
dezoksyrybonukleinowy (DNA). Materiat ten decyduje o specyfice kaz-
dego zywego organizmu, okre$la jakosciowy charakter proceséw zacho-
dzacych w komdrce oraz ogranicza ich zmienno$¢. Opierajac sie na pra-
cach Chargaffa (23), Wilkinsa (144) oraz Paulinga i Co-
rey a (103, Watson i Crick (141) zaproponowali dwuniciowg
strukture DNA posiadajgcg atrybuty materialu genetycznego. Dzieki
odpowiedniej sekwencji zasad, DNA zachowuje witasciwg specyficznosé,
ulega replikacji poprzez enzymatyczng synteze komplementarnej nici
i podlega mutacjom na zasadzie addycji, delecji czy tez punktowej wy-
miany zasad. Warunki zewnetrzne moga by¢ powodem tych zmian, a po-
wstajagce mutacje stajg sie zrodtem selekcji i ewolucji organizméw. Wy-
razem tych zmian sg réznice w powstajacym w ustroju biatku, ktérego
struktura kontrolowana jest przez aparat genetyczny.

Badania nad mechanizmem replikacji DNA zapoczatkowane przez
Kornberga i innych (67) doprowadzity do wyjasnienia autokatali-
tycznej roli DNA w tym procesie. Dalszym ogniwem w zrozumieniu prze-
kazywania informacji zawartej w DNA byto wyizolowanie przez Weis-
sa | Nakamoto polimerazy RNA zaleznej od DNA (143). Polime-
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cy, Warszawa.
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raza ta kopiuje RNA na czasteczce DNA jako matrycy. Nastepnie Beer-
mann i Clever (5 zaobserwowali, ze podczas podziatu jagder komo-
rek muszki owocowej powstajg w chromosomach pierScienie — protube-
rancje— ktore moga by¢ uwazane za jednostke genetyczng bedaca
w akcji. Stwierdzono, ze pierScienie te zbudowane sg z nici DNA, na kto-
rych syntetyzowany jest RNA. Tak wiec DNA kieruje synteza RNA, a ten
z kolei syntezg biatek, a wiec i enzymow, ktére katalizujg reakcje che-
miczne w komorce.

Nagromadzito sie wiele danych $wiadczacych o tym, ze rybosomy sg
miejscem syntezy biatka (10, 16). Zawierajg one znaczne ilosci RNA, kto-
ry jak przypuszczano mogt spetnia¢ role informatora w transkrypcji ge-
netycznej. Do 1961 roku przyjmowano, ze rybosomy sg strukturami zawie-
rajacymi informacje o budowie biatka, zatem musi by¢ bardzo wiele rybo-
somow i tyle rodzajow RNA, ile rodzajow biatek. Ten klasyczny model
stal sie bardzo watpliwy z chwilg gdy stwierdzono, ze RNA rybosoméw
jest mato zréznicowany. W rybosomach z Escherichia coli stwierdzono
zaledwie dwa rodzaje RNA — jeden o masie czasteczkowej 560 000, drugi
1000 000. Tymczasem wiekszo$¢ biatek komérkowych skitada sie z 100
do 1000 aminokwaséw, co odpowiada masie czgsteczkowej 10 ooo do
100 000. Biosynteza tak rdznych biatek na jednostajnej matrycy RNA
rybosoméw nie jest mozliwa. Co wiecej skiad nukleotydowy DNA réz-
nych organizméw znacznie odbiega od jednostajnego sktadu RNA rybo-
somow (s). Po zakazeniu komorek bakteryjnych fagiem T2 nie stwierdzo-
no powstawania nowych rybosomdw, podczas gdy synteza biatka fago-
wego przebiegata w peini (16). Fakty te wymagajg zmiany pogladu na
mechanizm kontroli syntezy r6znorodnych biatek.

I. Kontrola przekazywania informacji genetycznej

Jest rzeczg dobrze znanag, ze synteza szeregu biatek u bakterii jest
$ciS$le kontrolowana i moze zmienia¢ sie w bardzo szerokich granicach.
Dla wiekszosci indukowanych enzymdéw, z ktérych jednym z najlepiej zba-
danych przypadkéw jest (3-galaktozydaza (102), synteza ta siega 7°/0
ogélnej ilosci biatek wytwarzanych w komdrkach. Po dodaniu laktozy do
hodowli E. coli synteza (3-galaktozydazy osigga maksimum juz po 2-3 min.,
co stanowi 4%-6°/0 okresu generacji bakterii. Z kolei usuniecie induktora
powoduje gwattowne zahamowanie syntezy. Kapitalne znaczenie miaty
wyniki doswiadczen Grosa (49). Wykazat on, ze hodowane z dodatkiem
fluorouracylu bakterie wigczajg go do RNA i produkujg zmienione biat-
ka, co uwidocznito sie w utracie aktywnosci (3-galaktozydazy.

W 1961 roku Jacob i Monod (61) z Instytutu Pasteura w Paryzu
przedstawili hipoteze, wedtug ktérej kazdy gen lub inaczej DNA cistro-
nowy (65), odpowiedzialny za synteze"]ednego okreSlonego rodzaju bial-
ska, dziata jako matryca w syntezie informacyjnego RNA (mRNA) prze-
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kazujagc mu w ten sposéb zakodowang w DNA informacje. Utworzony
MmRNA 1t3czy sie nastepnie z rybosomami, ktore uzyskujag w ten sposob
dane o sekwencji aminokwaséw w polipeptydzie. Dzieki pracom Cricka
i wspétpracownikéw (31), Nirenberga i Matthaei (91) oraz
Ochoa (96) wiemy dzi$, ze miejsce kazdego aminokwasu w biatku jest
okreslone przez trojke nukleotydow zwang trypletem lub kodonem.
Tryplety te sg uszeregowane w odpowiedniej sekwencji na mRNA. Rysu-
nek 1 przedstawia schemat regulacyjnej funkcji DNA

Odcinki DNA odpowiedzialne za synteze okresSlonego biatka, zwane
cistronami, utozone obok siebie tworzg operon. Czynno$¢ operonu jest
regulowana przez gen operatorowy, znajdujacy sie na jednym z krancéw

operon

Rys. 1. Schemat kontroli przekazywania informacji genetycznej

operonu i scisle z nim zwigzany. Moze on wystepowa¢ w dwoch stanach:
Lotwartym” i ,,zamknietym”. Jezeli operator jest , otwarty”, kazdy cistron
operonu syntetyzuje mRNA. ktory przekazuje uzyskang informacje dalej.
Operator ,zamyka sie” gdy dziata na niego specyficzny represor, ktory
ma by¢ produktem genu regulatorowego. Aktywno$¢ represoréw zaleza-
taby od obecnosci w Srodowisku metabolitow zwanych efektorami. W przy-
padku syntezy enzymdw indukowanych represor bytby unieczynniony
przez efektor, co powodowatoby otwarcie operatora i stymulacje syntezy
polipeptydow odpowiadajgcych cistronom danego operonu. W przypadku
represji enzymow odpowiedni efektor aktywowatby dziatalno$¢ represora,
powodujagc zamkniecie operatora i zahamowanie funkcji operonu.
Préoby wyizolowania czy identyfikacji postulowanego represora lub
nawet zrozumienie mechanizmu jego dziatania nie daty oczekiwanych
rezultatbw. Poczatkowo przypuszczano, ze ma on strukture polinukleoty-
dowa, trudno bytoby jednak woéwczas zrozumie¢ w jaki sposéb polinukle-
otyd mogtby rozpozna¢ wiasciwy efektor. Spostrzezenie, ze represor jest
cieptochwiejny i ze mutanty moga zawieraé represory nieczute na efek-
tory, doprowadzito do zatozenia jego struktury biatkowej. Opierajac sie
na tym przypuszczeniu Jacob i Monod (61) zatozyli, ze dziatanie
represora, podobnie jak enzymu w zwrotnym hamowaniu, jest zalezne
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od metabolitow powstajgcych w tancuchu reakcji, w ktérych bierze on
udziat. Represor ystepowatby w dwoch allosterycznych odmianach. Jedna
z nich posiadataby powinowactwo strukturalne do okre$lonej czesci lub
petnej sekwencji nukleotydowej genu operatorowego,- druga — do odpo-
wiedniego metabolitu — efektora. Kompleks efektor-represor zmniejszat-
by powinowactwo tego ostatniego do operatora.

Z chwilg, kiedy stwierdzono, ze informacyjny RNA tworzy z homolo-
gicznym DNA hybrydy, ktore dajg sie izolowaé, otworzyty sie mozli-
wosci zbadania dziatania efektora. Technika hybrydyzacji pozwala na
wydzielenie RNA, komplementarnego do odpowiedniej frakcji DNA za-
wierajacej wilaciwy operon (13, 52). Stosujagc te technike wykazano, ze
w obecnosci odpowiedniego efektora bakterie syntetyzowaly wiecej
mRNA niz w jego nieobecnosci. Wyniki te potwierdzajg koncepcje, ze
czynno$¢ represora zwigzana jest raczej z zahamowaniem wytwarzania
mRNA, a nie z blokowaniem jego funkcji w biosyntezie biatka.

Dane odnosnie wielkosci informacyjnego RNA wskazuja, ze jednostka
syntetyzujagcg mRNA jest nie cistron, lecz operon (125). Bakteryjny
MRNA zawiera okoto 1000 nukleotydéw, eo odpowiada wielkoS$ci przeciet-
nego cistronu. Niektére jednak mRNA sg znacznie wieksze — moga sie
sktada¢ z okoto 10 000 nukleotydow. Wedtug Martina (79) operon za-
wierajacy cistrony kodujace synteze dziesieciu réznych enzymow wytwa-
rza tej wielkoSci jeden informacyjny RNA. Tak wiec kompleks mRNA-
-operon jest zdolny do syntezy tych polipeptydow, ktdrych informacja
jest zakodowana w danym operonie.

Bardzo ciekawe sg obserwacje dotyczace tzw. polarnosci operonu.
Objawia sie ona podczas mutacji, w wyniku ktérej nastepuje utrata ak-
tywnosci jednego enzymu i réwnoczesny spadek aktywnosci innych, na-
lezagcych do tego samego operonu. Zjawisko to sugeruje zdefiniowang
kolejnos¢ ujawniania sie funkcji cistronow. Cistron, ktérego aktywnosé
enzymatyczna zostata utracona, jest zawsze blizej genu operatorowego
niz inne, ktérych aktywno$¢ enzymatyczna zostata tylko czesciowo obni-
zona. Wymaga to niewatpliwie odpowiedniej kontroli replikacji materiatu
genetycznego i wspoétdziatania miedzy tym materiatem a czynnikami
wewnatrz- i zewngtrzkomdérkowymi, ktére wptywatyby na sekwencje
aktywnos$ci genetycznej.

Il. Replikacja materiatu genetycznego

Wraz z wyjasnieniem struktury DNA (141) pojawito sie wiele sugestii
co do mechanizmu jego replikacji. Meselson i Stahl (85) jedni
z pierwszych wykazali, ze duplikacja materiatu genetycznego zachodzi
poprzez resynteze pojedynczych nici DNA z utworzeniem dwéch nowych
identycznych czasteczek. Stosujagc komaérki Escherichia coli znaczone 15N
badacze ci stwierdzili, ze po okresie jednej generacji w Srodowisku zawie-
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rajacym 14N pojawiat sie w komorkach DNA, ktérego jedna ni¢ znaczona
byta 19N, druga 14N. Po dwd6ch generacjach dwie czasteczki DNA sposréd
czterech zawieraty po jednej nici znaczonej 19N, za$ pozostate dwie zbu-
dowane byty z MN. Odkrycie przez Kornberga polimerazy DNA
i badania nad mechanizmem jej dziatania (67) potwierdzity wyniki Mesel-
sona i Stahla. Wykazano, ze polimeraza DNA z E. coli moze resyntetyzo-
waé podwojng nié DNA w obecnosci czterech dezoksynukleozydotréj-
fosforandéw oraz cze$ciowo nadtrawionej pojedynczej nici jako wzorca (66).
Dobudowana czes¢ DNA jest kowalencyjnie zwigzana z resztg 3'-hydro-
ksylowag wzorca. Odtworzony DNA ma zaréwno witasnosci fizykochemicz-
ne, jak i zdolnoSci transformacyjne takie same jak znakowany DNA. Jest
bardzo mozliwe, ze dzieki polimerazie DNA komorka zdolna jest do ,re-
peracji” uszkodzonego pod wptywem promieni nadfioletowych DNA, za-
pobiegajac w ten sposéb mutacji lub $mierci (111).

Synteza DNA in vitro w obecnos$ci polimerazy DNA, czterech dezo-
ksyrybonukleozydotrojfosforanéw i wzorca daje jednak DNA roznigce sie
od natywnego opornoscia na denaturacje, rozgateziong strukturg i bra-
kiem aktywnos$ci biologicznej (26, 66). Nie ma watpliwosci, ze zaréwno
stan w jakim znajdujg sie czasteczki DNA, jak i mechanizm zapoczgtko-
wujacy i konczacy replikacje sa r6zne w warunkach in vivo i in vitro.
Ostatnio wykazano, ze genom bakteryjny skilada sie z pojedynczych oraz
powtarzajagcych sie jednostek DNA (76). Jednostka taka posiada dtugos$é
1 mm i zawiera okoto 3 X 106 par zasad. Replikacja tak duzej czasteczki
DNA w matej komdrce bakteryjnej stwarza niewatpliwie trudnosci w roz-
wijaniu sie podwojnych nici, czego nie napotyka sie w doswiadczeniach
in vitro ze zdenaturowanym DNA.

Wykazano, ze do zainicjowania replikacji DNA in vivo potrzebna jest
biosynteza biatka (53, 77). Zablokowanie biosyntezy biatka nie powoduje
wprawdzie zahamowania juz rozpoczetego cyklu replikacji, nie zostaje on
jednak powtdrzony, pdki synteza biatka nie zostanie podjeta przez komor-
ke de novo. Sugeruje to, ze biosynteza polipeptydu zapoczatkowuje repli-
kacje dwoch nici DNA, z ktérych jedna ma zastgpi¢ czasteczke DNA zu-
zyta w poprzedniej replikacji. Trudnosci w zrozumieniu duplikacji DNA
in vivo wynikajg rdwniez z budowy genomu. Skiada sie on z okoto 100
dtugich nici DNA oddalonych od siebie 0 40—60 A. Tak upakowana struk-
tura nie pozwala na swobodng penetracje enzyméw potrzebnych do syn-
tezy informacyjnego RNA. Jezeli jednak synteza mRNA przebiega w tych
warunkach, to mozna sobie wyobrazi¢, ze sprzyja ona rozwijaniu sie po-
dwdjnego heliksu DNA. Z drugiej jednak strony sytuacja taka utrudnia
niewatpliwie uwolnienie sie zsyntetyzowanej czagsteczki mRNA.

Prace z bakteriofagami w znacznym stopniu ufatwity zrozumienie
proceséw replikacji materialu genetycznego. Wykazano, ze bakterio-
fag 0 X 174 zawierajacy pojedyncza ni¢ DNA, po dostaniu sie do ko-
morki E. coli przechodzi w forme podwdjnej nici (116). Przypuszcza sie,
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ze przejsciowym stadium w tym procesie jest kompleks DNA faga
z DNA komérkowym (131). Naswietlanie faga promieniami nadfioleto-
wymi obniza ilo$¢ powstajgcego po zakazeniu komoérki dwuniciowego
DNA. Replikacja formy dwuniciowej nie jest uzalezniona od biosyntezy
biatka komorkowego i odbywa sie najprawdopodobniej przy udziale kopiu-
jacego uktadu obecnego w komérce gospodarza. W jaki$ czas po rozpo-
czeciu syntezy dwuniciowego DNA zaczyna sie synteza jednoniciowego,
co sugeruje, ze forma dwuniciowa odgrywa role w powstawaniu DNA
profaga.

Badania Matsubary, Takai i Takagi (80) wykazaty jednak,
ze dwuniciowy DNA nie jest bezposrednim prekursorem jednoniciowej
formy, lecz prawdopodobnie asymetryczng matrycg dla fagowego mRNA,
odpowiedzialnego za synteze biatka fagowego i polimerazy odtwarzajgcej
pojedynczg ni¢ DNA faga. Za interpretacjg tg przemawia fakt, ze nawet
po rozpoczeciu syntezy podwdjnej nici DNA, pojedyncza ni¢ powstaje
tylko wtedy, gdy synteza biatka przebiega de novo.

Mechanizm replikacji materiatu genetycznego wirusa rozni sie nieco
od wspomnianego. Wykazanie, ze w bezkomérkowym uktadzie z E.coli fag
f2 zawierajacy jednoniciowy RNA przekazuje informacje o syntezie biatka
fagowego, jest dowodem, ze RNA ten spetnia role informatora (149). Nato-
miast replikacja wirusowego RNA nie jest zalezna od DNA komorkowe-
go (148). Aktynomycyna D. ktora blokuje synteze RNA zalezng od DNA,
hamuje replikacje wiruséw zawierajagcych DNA, nie wptywa natomiast
na namnazanie wiruso6w posiadajagcych jednoniciowy RNA (46). Istniejg
jednak i analogie w przekazywaniu informacji genetycznej przez DNA
i RNA. Podobnie jak w przypadku faga zawierajagcego DNA, wirusowy
RNA ulega w komdrce przeksztatceniu w zdolng do replikacji forme dwu-
niciowg. Proces ten zachodzi pod wplywem syntetazy RNA — enzymu
indukowanego w komoérkach E. coli pod wptywem faga MS2. Enzym taki
wyizolowano z zakazonych komorek E. coli w postaci kompleksu z dwu-
niciowym RNA faga (99). Kompleks ten jest zdolny do syntezy fagowego
RNA in vitro bez dodatku RNA jako wzorca. W dosSwiadczeniach ze zna-
czonymi 1C nukleozydotréjfosforanami 85% radioaktywnos$ci zawartej
w RNA odnajdywano w jednej z nici podwdjnego heliksu RNA (99). Wska-
zuje to, ze nowo utworzona czasteczka RNA zastepuje odpowiadajgca
czastke w dwuniciowym RNA. Tak wiec replikacja RNA, podobnie jak
opisywana poprzednio replikacja dwuniciowego DNA faga, jest asyme-
tryczna, tzn. tylko jedna ni¢ jest kopiowana. Nie ma jednak powszechnej
zgodnosci w wynikach uzyskanych in vitro (78). Na podstawie opisanych
badan Ochoa i wspdtpracownicy (99) zaproponowali mechanizm repli-
kacji fagowego RNA, ktoéry schematycznie przedstawiony jest na rysun-
ku 2.

Jednoniciowy RNA faga po dostaniu sie do komaérki taczy sie z rybo-
somami przekazujac informacje o syntezie biatka fagowego i enzymoéw
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zaangazowanych w kopiowaniu RNA (enzym dobudowujacy druga nic
RNA i syntetaza RNA wspotdziatajgca z dwuniciowym RNA). Po utwo-
rzeniu czasteczki komplementarnej do fagowego RNA, powstaje forma
dwuniciowa, ktdra przy udziale syntetazy RNA jest asymetrycznie kopio-

Rys. 2. Schemat replikacji fagowego RNA (wg 99)

a) komérka, b) fag, c) jednoniciowy RNA faga, d) synteza przy udziale rybosomoéw komédrko-
wych biatka fagowego i enzyméw biorgcych udziat w replikacji RNA faga, e) utworzenie
zdolnej do replikacji podwéjnej nici RNA, f) replikacja RNA faga

wana z utworzeniem jednoniciowego RNA faga. Replikacja ta odbywa sie
na zasadzie ciggtej wymiany jednej nici formy dwuniciowej przez nowo
zsyntetyzowang czasteczke RNA. W ten sposob uwalnia sie jednoniciowy
RNA faga, ktéry faczac sie z rybosomami w polisomy przekazuje infor-
macje o kolejnej syntezie kapsomerdéw i enzymow biorgcych udziat w re-
plikacji faga. Po zsyntetyzowaniu odpowiedniej iloSci biatka i RNA fago-
wego nastepuje uformowanie czasteczki faga.

W doswiadczeniach in vivo z bakteriami i zwierzetami wykazano, ze
pewna ilos¢ DNA w rozwijajgcych sie komorkach istnieje w postaci zdol-
nej do replikacji formy metatrwatej (113). W zaleznosci od warunkow
izolowania DNA forma ta przechodzi w postaé natywng lub zdenaturo-
wang. Metatrwata postac DNA jest zaangazowana w syntezie DNA i naj-
prawdopodobniej mRNA. Spostrzezenia te sg zgodne z ostatnimi wyni-
kami doswiadczen in vitro wykazujacymi, ze DNA moze istnie¢ w roz-
tworze w formie przejsciowej miedzy postacig natywng i zdenaturowa-
ng (74).

I11. Przenoszacy kwas rybonukleinowy

Pierwszym etapem biosyntezy biatka jest aktywacja aminokwaséw
(126). Polega ona na aktywacji grupy karboksylowej aminokwasu, ktdry
taczy sie nastepnie z niskoczgsteczkowym rozpuszczalnym RNA (sRNA),
okreslanym czesto jako akceptorowy Ilub przenoszacy (tRNA) (57, 64).
W reakcji tej bierze udziat ATP i enzymy aktywujagce, dla ktérych po-
wszechnie przyjeta sie nazwa syntetazy aminoacylo-sRNA (9, 10).
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Jeszcze przed odkryciem relacji miedzy sRNA i aminokwasami,
w 1958 roku Crick —na podstawie rozwazan teoretycznych — opubli-
kowat hipoteze znang dzi§ pod nazwg ,teorii adaptorowej” (30). Uwazat
on, ze je$li istotnie RNA jest matryca, zapewniajaca specyficzng sek-
wencje aminokwaséw w syntetyzowanym biatku, to niezbedna jest
wstepna reakcja miedzy aminokwasem i czasteczka jakiego$ ,adaptora”,
ktory mégtby tatwiej ,rozpoznaé” witasciwe dla aminokwasu miejsce na
matrycy niz mato specyficzna reszta aminokwasowa.

Masa czasteczki tRNA wynosi okoto 25 000, co odpowiada 70 nukleo-
tydom w tancuchu. Jest on w procesach biosyntezy biatka posrednikiem
miedzy wolnymi aminokwasami a matryca, na ktérej aminokwasy ulegaja
polimeryzacji do polipeptydu. Termin tRNA jest pojeciem bardziej do-
ktadnym niz sRNA i odnosi sie do tej czesci rozpuszczalnych kwaséw
rybonukleinowych, ktéra zaangazowana jest w przenoszeniu aminokwa-
séw na rybosomy. Mimo to powszechnie jest stosowany skrdt sRNA, pod
ktéorym rozumiemy cato$¢ rozpuszczalnych kwaséw nukleinowych.

Prace prowadzone obecnie nad SRNA zmierzajg do rozwigzania trzech
podstawowych problemdw: 1) wyjasnienia ich budowy i lokalizacji cen-
trow aktywnych w ich tancuchu, 2) wyjasnienia miejsca i mechanizmu
ich biosyntezy, 3) wyjasnienia ich specyficznosci, w biosyntezie biatka.

Ustalono, ze na koncu tafcucha sRNA, do ktorego przytacza sie ami-
nokwas, wystepuje tréjnukleotyd o nastepujgcym skiadzie: ...CpCpA (54).
Przeciwlegty kraniec czasteczki SRNA zakoriczony jest kwasem 3'-guany-
lowym (115, 147). Te elementy sg wspoOlne dla kazdego sRNA, niezaleznie
od jego pochodzenia i rodzaju przytgczonego aminokwasu. Tak wiec spe-
cyficzno$¢ sRNA, tj. jego zdolno$¢ do reakcji najpierw z odpowiednim
aminokwasem, a potem z wiasciwym antykodonem na mRNA, okreslona
by¢ musi sekwencja nukleotydéw w innych niz terminalne rejonach tan-
cucha. Jakkolwiek analiza oligonukleotydow otrzymanych =z fancucha
SRNA pod dziataniem nukleaz nie pozwalata poczatkowo na jednoznaczne
ustalenie sekwencji nukleotydéw, to jednak umozliwita poznanie wielu
jego fragmentéw. Przyktadem moze tu by¢ zaproponowany przez H o 1-
ley a model czasteczki SRNA z drozdzy, specyficznego dla alaniny (59),
lub podana przez Cantoniego budowa ,przecietnego” sRNA z wa-
troby krélika (84). Dopiero odkrycie zjawiska selektywnego dziatania
RN-azy Tl z takadiastazy na tancuch sRNA w temp. 0° a takze opraco-
wanie nowych metod rozdzielania oligonukleotydow, pozwolito H o 1-
1ey’owi i wspéipracownikom bezbtednie ustali¢c sekwencje wszystkich
nukleotydéw w taincuchu sRNA z drozdzy, specyficznego dla alaniny (60).
Badania widm dyfrakcyjnych czasteczki SRNA wykazaly w niej obecnos¢
struktury dwuniciowej (18, 69). StopieA hiperchromazji, a takze wielko$¢é
zmian w skrecalnosci optycznej podczas ogrzewania SRNA w rozcienczo-
nych roztworach soli pozwalajg na wyliczenie, ze 60—70% zasad taczy
sie w pary mostkami wodorowymi i pozostaje w uktadzie dwunicio-
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wym (18, 41). tancuch jest wiec zagiety mniej wiecej w polowie swej
dtugosci w ksztalcie litery U. Cze$¢ zasad, pozostajagcych w postaci poje-
dynczego tancucha, tworzy jedng lub wiecej petli (18, 60). Rysunek 3
przedstawia budowe czasteczki ,,przecietnego” sRNA z watroby krdlika,
oraz czasteczki SRNA drozdzy specyficznego dla alaniny.

Wszystkie kwasy nukleinowe (z DNA wiacznie) zawierajg obok czte-
rech podstawowych zasad takze pewng ilos¢ ich pochodnych metylowych.
W sRNA wykazano obecno$é co najmniej dziesieciu réznych zmetylowa-
nych zasad (35, 71). Co wiecej, zawiera on niezwykty rybozyd, pseudo-
urydyne, w ktdérej ryboza przytaczona jest do atomu wegla pierscienia
pirymidyny w potozeniu 5 (25). Przytoczone fakty mogty nastreczaé trud-
dnosci w interpretacji mechanizmu syntezy sRNA na matrycach DNA,
poniewaz model Watsona i Cricka nie przewiduje mozliwosci okreslenia
przez DNA miejsca zmetytowanych zasad i pseudourydyny. Watpliwosci
te zostaty rozwiane, gdy Srinivasan i Borek znalezli enzymy
transmetylujgce zasady na poziomie polinukleotydu (124). W reakcji tej
bierze udziat adenozylometionina.

Nihei i Cantoni stwierdzili wystepowanie nietypowych zasad
w obrebie jednoniciowej petli SRNA (90). Mozna przypuszczac, ze whadnie
w tym rejonie znajduje sie tryplet odpowiedzialny za specyficznosé wo-

Rys. 3. Sekwencja nukleoitydéw w sRNA.

A — budowa czgsteczki ,przecietnego” sRNA z watroby krdlika (wg 84), B — czasteczka sRNA
z drozdzy, specyficznego dlla alaniny (wg 60)

bec mRNA. Obecno$¢ na tym odcinku zmetylowanych zasad zapewnia
by¢ moze niezbedna precyzje w procesie tgczenia sie kodonu z antykodo-
nem. W konsekwencji centra odpowiedzialne za reakcje sRNA z odpo-
wiednimi syntetazami oraz transferazami aminoacylo-sRNA winny znaj-
dowac¢ sie w innych niz petla rejonach czasteczki.

W skomplikowanym procesie biosyntezy polipeptydu, sRNA zajmuje
szczegO6lng pozycje. Musi on wykazywaé okre$long specyficznosé wo-
bec enzymoéw przytgczajacych aminokwasy, wobec enzymdw przeno-
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szacych i wreszcie wobec informacyjnego RNA. W tej sytuacji biosynteza
SRNA musi by¢ procesem wysoce specyficznym. Nie ustalono dotad z calg
pewnoscig jej miejsca w komdrce. Mozliwos¢ hybrydyzacji DNA-sRNA
oraz jej specyficzno$¢ gatunkowa (47), jak rowniez stwierdzenie, ze izolo-
wane jadra zdolne sg wigcza¢ znakowane prekursory nukleotydéw do
niskoczasteczkowych kwasow nukleinowych (24) sugeruja, ze synteza
SRNA zlokalizowana jest w jadrze. Jakkolwiek poglad ten zgodny jest
z ogolnie przyjeta dzi$ koncepcja centralnej roli matryc DNA w proce-
sach replikacji w komérce, nieco inng interpretacje tego zagadnienia po-
daje Cantoni (83). Punktem wyjscia jego hipotezy jest znaczne podo-
bienstwo witasnosci fizykochemicznych sRNA z réznych organizméw.
Aminoacylo-sRNA pochodzacy z E. coli bierze np. udziat w syntezie hemo-
globiny prowadzonej in vitro z rybosomami z retikulocytéw krdélika (36).
Tak wiec synteza sRNA bytaby wysoce niespecyficzna. Warunkom tym
nie odpowiada matryca DNA, wykazujgca duze zrdoznicowanie gatunko-
we, czy nawet osobnicze. W”konkluzji Cantoni wysuwa mozliwos$¢ auto-
replikacji sRN"y.

Ciekawym przyczynkiem do rozwazan nad wewngtrzkomdrkowg loka-
lizacjg biosyntezy sRNA jest obserwacja, ze pierwsza uchwytna synteza
SRNA podczas rozwoju embrionéw jezowca zbiega sie z uformowaniem
w jadrze jaderka, co nastepuje w stadium gastruli (26, 27).

Synteza aminoacylo-sRNA, katalizowana przez syntetazy posiadajgce
co najmniej dwa aktywne centra, przebiega w dwdch etapach. Pierwszy
etap to aktywacja aminokwasu polegajgca na powstawaniu kompleksu
AMP-aminokwas-enzym (58). Specyficzno$¢ na tym etapie nie jest abso-
lutna, bowiem np. syntetaza izoleucylo-sRNA moze tworzyé kompleks
takze z innym aminokwasem — waling, ktory jednak rozpada sie w obec-
nosci SRNA specyficznego dla izoleucyny (94). Drugi etap polega na prze-
niesieniu reszty aminokwasu na sRNA i przytgczeniu jej do atomu wegla
2' lub 3' koncowej reszty adenozyny (145). W tym drugim etapie, wysoce
specyficzny tancuch sRNA bezbtednie ,rozpoznaje” wiasciwy dla niego
aminokwas.

Syntetazy aminoacylo-RNA wykazujg specyficzno$¢ gatunkowa.
Oczyszczona syntetaza walilo-sSRNA z drozdzy ,rozpoznaje” 10°/0—15%
specyficznego dla waliny sRNA pochodzacego z E. coli. Taka sama synte-
taza otrzymana z E. coli reaguje zaledwie z 3°/0—6% odpowiedniego sSRNA
drozdzowego. Gdy zrodiem syntetazy fenyloalanylo-sSRNA jest E. coli,
nie obserwuje sie w ogole przenoszenia fenyloalaniny na drozdzowy
SRNA, za$§ w sytuacji odwrotnej reakcja ta zachodzi z wydajnoscig I°/o—
2°/o (68). W omdwionych przyktadach punktem odniesienia byty reakcje
w uktadach homologicznych, ktorych wydajnos¢ przyjeto za 100°/0. Brak
kompetycji wsréd aminokwasdw o miejsce na okreslonym sRNA wskazu-
je, ze kazdemu aminokwasowi odpowiada specyficzny sRNA. Co wiecej,
podczas prac nad frakcjonowaniem sRNA odkryto w wielu przypadkach
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zjawisko jego heterogennosci w stosunku do pojedynczego aminokwa-
su (34). Z pracy Berga (8) wynika, ze otrzymany z E. coli SRNA spe-
cyficzny dla leucyny zawiera dwa typy tancuchow, rdznigce sie sek-
wencjg nukleotydow w sasiedztwie koncowego tréjnukleotydu ... CpCpA.
Stosujac technike rozdziatu przeciwpragdowego, udato sie wykazaé nie-
jednorodnos$¢ catego szeregu frakcji sRNA specyficznych dla okres$lonych
aminokwaséw. W przypadku rozdziatlu sRNA z E. coli B (45) otrzymano
pojedyncze frakcje dla ¢ aminokwaséw, podwdjne dla s, za§ SRNA specy-
ficzny dla proliny sktadat sie z 3, a dla leucyny nawet z 4 frakcji. Nie jest
wykluczone, ze heterogennos¢ niektérych sRNA mogta by¢ spowodowana
uszkodzeniem tancucha podczas preparatyki i rozdziatu. W $Swietle jednak
badan Ehrensteina i Daisa (37), ktorzy rozdzielili SRNA z E. coli
specyficzny dla leucyny na 3 frakcje z zachowaniem aktywnosci w ukta-
dach z syntetycznymi polinukleotydami, ewentualno$é taka wydaje sie
mato prawdopodobna.

Przeniesienie aminoacylo-sRNA na matryce, czyli krok poprzedzajacy
polimeryzacje aminokwaséw odbywa sie przy udziale enzymdw przeno-
szacych, wystepujacych w rozpuszczalnej frakcji biatek komérkowych.
W reakcji tej aminoacylo-sRNA wigze sie zar6wno z mRNA, jak i z rybo-
somami. Potgczenie w pierwszym przypadku zachodzi na zasadzie kom-
plementarnosci kodonu, do antykodonu. Mechanizm ten pod nazwa adap-
torowej teorii zostat zaproponowany przez Cricka~(30). Doswiadczenia
wykazaty (31), ze fragmentem odpowiedzialnym w sSRNA za wilasciwe
przytagczenie do mRNA jest trojka nukleotydow zwana” trypletem lub
kodonem .Komplementarna trojka nukleotydow w mRNA zostata nazwa-
na antykodonem.

Na przeniesienie aminoacylo-sSRNA na matryce nie ma wptywu struk-
tura przytaczonego aminokwasu. Stusznos¢ tego pogladu wykazano na
przyktadzie witaczania do biatka alaniny przytaczonej do sRNA specyficz-
nego dla cysteiny (21). Roéwniez hybryd mieszany szczawiooctan-
-SRNAAsp, uzyskany za pomocg transaminacji kwasu asparaginowego przy-
taczonego do sRNA jest prawdopodobnie wigczany do polipeptydu (127).
Spos6b potaczenia aminoacylo-sRNA z rybosomami nie zostat blizej wy-
jasniony. Przytaczenie aminoacylo-sRNA do rybosomu wymaga obecnosci
w uktadzie GTP, Mg++ a takze jonow jednowartosciowych jak K+,
a zwitaszcza NH4+ (122). Sg jednak doniesienia wykazujgce, ze takze po-
zbawiony aminokwaséw sRNA moze, w okreslonych warunkach, #aczyé
sie z rybosomami (3, 133). W przypadku rybosomow z E. coli, miejscem
przytaczenia czasteczki sSRNA jest podjednostka 50 S (19).

Grupe transferaz aminoacylo-sRNA z E. coli udato sie ostatnio rozdzie-
lic na dwie dopetniajgce sie w dziataniu frakcje (2). Frakcja A zawiera
prawdopodobnie polimeraze aminokwaséw, natomiast frakcja B wydaje
sie zwigzana z funkcja GTP i bytaby odpowiedzialna za proces przyta-
czania sRNA do rybosomow.
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Sg liczne teorie na temat roli GTP w procesie biosyntezy biatka,
wedtug jednej z nich zwigzek ten moze by¢ odpowiedzialny za aktywacje
grupy aminowej aminokwasu zwigzanego z SRNA. Ta niewatpliwie atrak-
cyjna hipoteza jest jednak niezgodna z obserwacja, ze GTP rozpada sie
takze pod nieobecno$¢ aminoacylo-sRNA w ukiadzie (70).

IV. Informacyjny kwas rybonukleinowy

Pierwsze wskazowki, ze w komoérkach E. coli zakazonych fagiem T2
pojawia sie nietrwaty RNA podobny skiadem nukleotydowym do DNA
faga podali w 1958 roku Volkin, Astrachan i Counfryman
(138). Obserwacje te, jak rowniez wyniki prac Halla i Spiegel-
manna i Nomury (52, 93) doprowadzity do wysuniecia hipotezy,”
ze matrycg w syntezie biatek jest RNA, ktorego sekwencja nukleotydowa
kontrolowana jest przez DNA. Zgodnie z tg hipotezg frakcja RNA, nazwa-
na messenger — informacyjny RNA (mRNA) powinna mie¢ sktad i sek-
wencje nukleotydowg odpowiadajgcg aktywnemu odcinkowi DNA, a za-
tem stanowié moze niewielki tylko procent RNA komérkowego. Prace
pézniejsze dostarczyty wiele dowodow na potwierdzenie wysunietych
przypuszczen. W komorkach bakteryjnych zwierzecych i roslinnych (105)
wykazano obecnosci frakcji RNA odpowiadajgcej kryterium mRNA.
U E. coli jest on nietrwaly, a stata sedymentacji waha sie w granicach
14 S—16 S. Zaréwno drozdzowy mRNA, jak i pochodzacy z ziaren grochu
jest takze nietrwaly. W gruczotach jedwabnika morwowego natomiast
MRNA w okresie maksymalnej syntezy fibroiny wydaje sie trwaly. Po-
dobnie jest w retikulocytach krolika syntetyzujagcych gtéwnie hemoglo-
bine. W komorkach watrobowych szczura, ktérych czas generacji wynosi
okoto roku, cytoplazmatyczny mRNA jest trwaly co najmniej 40 godz.
(106). Natomiast komorki Bacillus subtilis o okresie generacji okoto 100 dni
zawierajg mMRNA o pdtokresie trwania 2,5 minut. Dane te wskazujg, ze
czas trwania mRNA w réznych organizmach waha sie w szerokich gra-
nicach i jest niezalezny od okresu generacji komérek. Nie jest wykluczo-
ne, ze trwato$¢ mMRNA nawet w tych samych komoérkach jest cechg zmien-
ng, co ttumaczytoby kontrowersyjne wyniki (136).

Liczne badania wykazaty, ze mRNA stanowi 1%—4%> RNA komdrko-
wego. Jego masa czagsteczkowa zmienia sie w zaleznoSci od masy zsynte-
tyzowanego biatka i np. w przypadku biatka sktadajgcego sie z 700 ami-
nokwasdéw wynosi okoto & X 105

Istnieje szereg przekonujacych dowodéw aktywnosSci biologicznej
MmRNA. Dodatek — pochodzgcej z E. coli, drozdzy lub wirusa mozaiki
tytoniowej — frakcji bogatej w mRNA do bezkomérkowego uktadu
z E. coli wzmaga kilkakrotnie synteze biatka (91). RNA ze srodkowych
odcink6éw gruczotéow przednych jedwabnika morwowego wzmaga wigcza-
nie aminokwasow do biatek w uktadach z E. coli, w proporcjach odpowia-
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dajagcych zawartosci aminokwaséw w serycynie (128). Wyizolowany RNA
z faga T2 przekazuje w uktadzie bezkomdrkowym z E. coli informacje
0 syntezie biatka faga.

Stosowane od kilku lat metody hybrydyzacji mRNA (13, 120) otworzy-
ty mozliwosci badan nad mechanizmem biosyntezy mRNA i genetycznym
podobienstwem réznych organizméw (82). Otrzymane wyniki pozwalaja
rowniez wnioskowaé¢ o kierunku zmian ewolucyjnych. McCarthy
1 Bolton (81) stosujagc agarowg metode hybrydyzacji sugeruja, ze tyl-
ko jedna ni¢ DNA zaangazowana jest w transkrypcji. Nagromadza sie
jednak coraz wiecej danych $wiadczacych, ze forma zdolng zaréwno do
replikacji, jak i do syntezy mRNA w komorce jest dwuniciowy DNA (15).
Rich (107) i Zubay (150) wysuneli hipoteze, wedtug ktérej synteza
MRNA zachodzi na dwuniciowym DNA z zachowaniem wigzahn wodoro-
wych. Przytgczenie rybonukleotyddw odbywaloby sie na zasadzie nowo
utworzonych wigzan wodorowych. Niedostatkiem tej hipotezy jest brak
wyjasnienia sposobu uwalniania sie zsyntetyzowanej czasteczki mRNA
od podwojnego heliksu DNA. Alternatywny model zaproponowany przez
Chamberlina i Berga (20) ma najwiecej zwolennikéw. Zaktada on
utworzenie sie kompleksu dwuniciowej formy DNA z polimerazag w miej-
scu, gdzie rozpoczynataby sie synteza mRNA. Przyigczenie to mogtoby
zachodzi¢ na jednym z kohAcéw podwdjnego tarnicucha DNA z miejscowym
rozerwaniem nici. Kopiowanie mogtoby wéwczas odbywac sie réwno-
czesnie z przesuwajacym sie rozrywaniem wigzan wodorowych obu nici
DNA i utworzeniem komplementarnego odcinka mRNA. Mechanizm ten
bytby podobny do kopiowania pojedynczej nici DNA. Zsyntetyzowana
czasteczka mMRNA mogtaby wéwczas odtgczaé sie od heliksu DNA na za-
sadzie wiekszego powinowactwa formy DNA-DNA w stosunku do hybry-
du DNA-RNA. Nie jest jednak wykluczone, ze uwolnienie to zachodzi na
drodze enzymatycznej. W tym przypadku istniataby zasadnicza réznica
w mechanizmie dziatania polimerazy RNA i polimerazy DNA.

Powstawanie kompleksu DNA-RNA zostatlo potwierdzone in vitro
z polimerazg RNA zalezng od DNA (95).

Jednym z podstawowych probleméw genetyki molekularnej jest me-
chanizm ,,odczytywania” odcinkéw mRNA odpowiadajgcych okreslonym
czasteczkom biatka. Innymi stowy wykazanie w jaki spos6b jest oddzie-
lony cistron od cistronu pozwalajacy na to, ze utworzony na nich mRNA
decyduje we witasciwym momencie o rozpoczeciu i zakonczeniu syntezy
polipeptydu. Nie ma w obecnej chwili definitywnej odpowiedzi na to py-
tanie, niemniej jednak istnieje szereg wskazowek. Mozna przypuszczaé,
ze szereg znalezionych ostatnio aminokwaséw zwigzanych kowalencyjnie
z DNA (100) odgrywa role przecinkéw na operonie. To samo przypusz-
czenie moznaby odnie$¢ do nietypowych zasad, wystepujacych w czastecz-
ce DNA. Ponadto badania struktury mRNA za pomocg dyfrakcji promie-
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ni X wskazujg, ze podobnie jak SRNA moze on w obrebie pojedynczej
nici tworzyé odcinki dwuniciowe, ktore mogtyby by¢é przecinkami dla
mechanizmu odczytujagcego. Te samg role mogtyby spetnia¢ ,,nonsen-
sowne” tryplety.

V. Rybosomy

Oprocz mRNA i sRNA, ktore wystepujg jako wolne kwasy nukleino-
we, znajdujemy w komorce typ kwaséw nukleinowych, zawsze zwigzany
ze specyficznym biatkiem. Jak wykazali Palade i Siekevitz (101),
owe rybonukleoproteidy potgczone w zespoly wystepujg u ssakéw we
frakcji mikrosmowej komaorek, zas u roslin i mikroorganizmow, ktorych
komorki pozbawione sg endoplazmatycznego retikulum, zawieszone sg
luzno w cytoplazmie, a cze$¢ ich zwigzana jest z btong komoérkowa. Te
zespoty rybonukleoproteidow nazywano poczatkowo ,granulami” Pala-
de’a lub czastkami RNP (rybonukleoproteidowymi). Nazwe ,rybosomy”
zawdzieczamy Robertsowi (112).

Rybosomy moga dysocjowaé na podjednostki, mogg tez tworzy¢ przy
udziale mRNA zespoty zwane polirybosomami lub polisomami. Poswieca
sie im ostatnio wiele uwagi, poniewaz sg uwazane powszechnie za aktyw-
ne jednostki syntezy ‘tancucha peptydowego. Rybonukleoproteidowe
czastki o witasciwosciach rybosomoéw wyizolowano tez z mitochondriéw
i jader.

Rybosomy maja ksztatt bliski kulistemu. Srednica ich waha sie, w za-
leznosci od pochodzenia, w granicach od 150 A do 350 A. Mase ryboso-
mow stanowig gtownie biatka i kwasy nukleinowe, przy czym proporcje
przesuniete sg nieco w kierunku kwaséw nukleinowych. Takze i w tym
przypadku obserwujemy pewng zalezno$¢ gatunkowa.

Analiza N-koncowych aminokwaséw biatek rybosoméw wykazata 47°/o
metioniny, 38% alaniny, 11% seryny i niewielkie iloSci pozostatych ami-
nokwaséw. Skiad aminokwasowy biatka réznych podjednostek ryboso-
mow jest bardzo zblizony. Przecietna masa czasteczki biatkowej wynosi
25 000 (139).

W rybosomach z watroby szczura znaleziono biatko typu histonéw od-
znaczajgce sie wysokg zawartoScig aminokwaséw zasadowych, niskg za$
cysteiny i tryptofanu. Posiada ono niewielkg mase czasteczkowg i wy-
réznia sie sktonnoscig do agregacji (29).

Kwasy nukleinowe zawarte w rybosomach wykazujg bardzo mate
zroznicowanie pod wzgledem masy czasteczkowej. Kwas nukleinowy wy-
izolowany przez Littauera (72) z rybosomoéw E. coli, sktadat sie
z frakcji 16,5 S (65%) i 23,7 S (35%). RNA rybosoméw z retikulocytow
krdolika zawierat komponenty o statych sedymentacji: 4S, 17S i 286 S
(28), rybosoméw z watroby szczura: 16S, 22 S (10'% catej ilosci) i 28 S.
Masy czasteczkowe kwaséw nukleinowych 16 S i 22 S ustalono odpowied-
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nio jako 0,55 X 106 i 1,65 X 106 (104). Skfad zasad rybosomowego RNA
odbiega sktadem nukleotydowym od DNA (7,22) i podlega wahaniom
gatunkowym. Skiad zasad purynowych w rybosomowym RNA z tkanek
zwierzecych wynosi okoto 50% catej ilosci zasad (48), z mikroorganizméw
natomiaslt dochodzi czesto do 60% (86).

Sposrod wszystkich przebadanych jonéw metali, najwiekszy wptyw
na funkcje rybosomow ma jon magnezowy. Rybosomy zawieszone w $ro-
dowisku pozbawionym jonoéw Mg2+ rozpadaja sie szybko na podjednost-
ki, a zatem jony te regulujg stopien ich agregacji. Magnez zapewnia réw-
niez rybosomom zdolno$¢ do przytgczania zarowno sRNA, jak i mRNA.
W rybosomach z grochu znaleziono jony wapnia (137). Wapn nawet sku-
teczniej rniz magnez agreguje rybosomy (132), ma jednak mniejszy wptyw
na wiaczanie aminokwaséw do biatka w uktadach zawierajagcych ryboso-
my z E. coli (135), grochu (1) czy watroby szczura (56). Jony manganu,
choé stymulujg wtaczanie aminokwaséw do rybosoméw z E. coli, sg jed-
nak tylko w potowie tak efektywne jak jony Mg2+ (135). Natomiast w sta-
bilizacji rybosomow z kietkéw pszenicy i grochu, skuteczniejsza od same-
go magnezu jest mieszanina jonéw Mn2+ i Mg2+ (75). Takze jon kobaltu
wykazuje duze powinowactwo do rybosomdéw. Zauwazono, ze zawierajgca
go witamina B12 jest silnie wigzana przez rybosomy z E. coli i L. leich-
manii (63)).

Podobnie jak jony metali, poliaminy bedace normalnymi sktadnikami
komorki moga silnie wigza¢ sie z rybosomami. Trudno jest odpowiedziec,
czy ich obecno$¢ ma istotny wptyw na funkcje i stabilno$¢ rybosoméw.
W rybosomach z E. coli znaleziono putrescyne, spermidyne, kadaweryne
i slady sperminy (118). Wykazano, ze obecno$¢ poliamin stymuluje w pew-
nym stopniu wigczanie aminokwaséw do biatek w uktadach zawierajgcych
rybosomy E.coli (89), drozdzy (73) i watroby szczura (56).

Integralng czescia rybosoméw sa enzymy nukleolityczne. W ryboso-
mach z E.coli znaleziono RN-aze oraz fosfodwuesteraze rozktadajgcg RNA
do 5-mononukleotydéw (119). Oba te enzymy pozostajg tak diugo nie-
aktywne, dopoki struktura rybosomu jest nienaruszona. W rybosomach
z E. coli wykryto ponadto polimeraze RNA (4), fosfataze kwasng (119)
i aldolaze (38). Trudno jeszcze dzi$ uzasadni¢ obecnos¢ w rybosomach tak
roznych enzymow. Niektére z nich sg prawdopodobnie zaadsorbowane,
cze$¢ jednak, jak np. enzymy nukleolityczne, moze braé udziat w pro-
cesie biosyntezy polipeptydu. Rybosomy zawieraja prawdopodobnie tak-
ze dezaminazy oraz nukleozydazy. Za hipotezg ta przemawiajg obserwa-
cje, ze z rybosomow E. coli (129), a takze z frakcji mikrosomowej i z ry-
bosoméw watroby Swinki morskiej (130) uwalniajg sie zdezaminowane za-
sady azotowe i odpowiednie nukleozydy, pochodzace prawdopodobnie
z rozktadu informacyjnego RNA.

Prace Spirina i Kisseleva (121) rzucity nieco Swiatta na struk-
ture rybosomow. Jezeli usung¢ z nich RN-aze dziataniem 0,5 N chlorku

6 Postepy Biochemii
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amonu, dysocjujg one na podjednostki 50 S i 30 S. W $rodowisku pozba-
wionym magnezu oraz o niewielkiej sile jonowej, podjednostki 50 S i 30 S
rozwijajg sie z utworzeniem pojedynczych nici rybonukleoproteidowych,
o Srednicy 30 A lub 40 A. Proces ten jest odwracalny i w obecnosci jo-
néw Mg2+ przywrécona zostaje pierwotna, upakowana i zorganizowana
struktura podjednostek rybosomowych. Obraz mikroskopowy podjed-
nostki 50 S wskazuje, ze ma ona ksztatt cylindra o wysokosci 120 A i $red-
nicy 160 A, na ktdrego powierzchni wida¢ przebiegajgce rownolegle do
osi prazki odpowiadajgce skretom zwinietego spiralnie tancucha rybonu-
kleoproteidowego. Podobny ksztatt majg podjednostki 30 S, sg tylko bar-
dziej sptaszczone. Asocjacja podjednostek 30 S i 50 S w rybosom 70 S
powoduje istotng zmiane ich ksztattu polegajgcg na uwypuklaniu sie cze-
§ci dystalnych cylindrow. Wskazuje to na duzg elastyczno$¢ struktury
rybosomu.

Do izolowania rybosomdéw stosowano poczatkowo metody do$¢ dra-
styczne: homogenizacje tkanek, dziatanie roztworéw dezoksycholanu itp.
W 1963 roku Henshaw, Bojarski i Hiatt (55) zauwazyli, ze ry-
bosomy zwigzane z endoplazmatycznym retikulum sg znacznie bardziej
aktywne od rybosoméw wydzielonych.

Roéwnocze$nie Warner, Knopf i Rich (140) stosujac tagodne
metody preparatywne, np. szok osmotyczny otrzymali frakcje rybo-
somowag o charakterystycznych skupiskach rybosoméw. Zdjecia w mikro-
skopie elektronowym wykazaty, ze skupiska te (polisomy) powstajg na
skutek polgczenia rybosomow nicig kwasu nukleinowego, ktorym jest
najprawdopodobniej mRNA. Za interpretacjg tg przemawia szereg fak-
téw. Polisomy rozpadajg sie pod dziataniem RN-azy i detergentdéw, ich
wytrzymatos¢ na urazy mechaniczne jest niewielka, Srednica taczacej ry-
bosomy nici odpowiada wartosciom otrzymywanym dla wolnych tancu-
chéw RNA o A — 20 A), wreszcie ni¢ ta barwi sie octanem urynylu.
Dalszych dowodéw dostarczyty prace Spyridesa i Lipmanna
(123) oraz Gilberta (43), ktdrzy wykazali, ze syntetyczne polinukleo-
tydy fatwo tworzg agregaty z wolnymi rybosomami. Rybosom przytaczo-
ny do tancucha mRNA zajmuje odcinek o dtugosci okoto 180 A, co odpo-
wiada szeregowi zbudowanemu z 27 reszt nukleotydéw (134).

Polisomy wyodrebniono juz z réznych materiatdw zaréwno pochodze-
nia roslinnego, jak i zwierzecego. Szczegdlnie duze polisomy znaleziono
w komorkach nowotworéw ztosliwych. Rich i wspdipracownicy (109)
otrzymali z komo6rek HelLa polisomy zawierajagce do 40 rybosomow. Po
zainfekowaniu komdrek HelLa wirusem polio, ilo$¢ rybosoméw w poszcze-
golnych polisomach wzrastata do 60 jednostek.

Miejsce wigzania mMRNA i sRNA w rybosomie jest $cisle zlokalizo-
wane, np. w rybosomach z E. coli SRNA wigze sie z podjednostkg 50 S, za$
MRNA — z podjednostka 30 S. W ten sposéb powstajg specyficzne zes-
poty — polisomy.
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@) mechanizmie wspoétdziatania rybosomu z mRNA i sRNA niewiele
jeszcze wiadomo. Wielu zwolennik6w ma hipoteza Rich a (108), wedtug
ktérej rybosom przesuwa sie wzdtuz nici mRNA poczawszy od okreslo-
nego jej konca. Podczas jego przesuwania sie wydtuza sie polipeptyd syn-
tetyzowany z dotgczonych do rybosoméw aminoacylo-sRNA. Z badan nad
syntezg hemoglobiny, wiemy, ze powstawanie polipeptydu odbywa sie
sukcesywnie poczagwszy od N-koAcowego aminokwasu (12, 33, 44). Do
rosngcego polipeptydu przytacza sie nowy aminoacylo-sSRNA, powstaje
wigzanie peptydowe z udziatem grupy acylowej i grupy aminowej kolej-
nego aminokwasu, przy czym uwalnia sie SRNA. Pierwszorzedowa struk-
tura polipeptydu decyduje prawdopodobnie o drugo- i trzeciorzedowej
budowie biatka (98), totez pofatdowanie czasteczki nastepowaé moze juz
cze$ciowo na rybosomie.

Agregacja polipeptydow z wytworzeniem natywnego biatka zachodzi
juz po ich odigczeniu sie od rybosomow.

VI. Hamowanie biosyntezy biatka

W badaniach nad mechanizmem biosyntezy biatka duzg role odgry-
wajg niektdre antybiotyki. Cze$¢ z nich, jak np. chloromycetyna i strep-'
tomycyna, znalazty szerokie zastosowanie Kkliniczne, inne za$, jak np.
puromycyna, mimo braku aspektu praktycznego umozliwiajg poznanie
mechanizmu hamowanych przez siebie reakcji. Analogie strukturalne
miedzy puromycyng i aminoacylo-sRNA stworzyty podstawe do przy-
puszczan, ze antybiotyk ten moze dziata¢ na tym etapie syntezy poli-
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peptydu (146). Nathans (87) sugeruje nastepujacy przebieg reakcji
(rysunek 4).

Jako analog strukturalny aminokwaséw puromycyna reaguje swg
wolng grupe aminowa z aktywowang grupg karboksylowa tworzacego
sie peptydu uwalniajac rownoczes$nie czasteczke sRNA i blokujac sukce-
sywne przytaczanie aminokwasow. Niedokonczone peptydy z puromycy-
ng na koncu fancucha zostaty wyizolowane przez Nathansa (ss). Dzia-
ta ona zar6wno w uktadach bakteryjnych, jak i zwierzecych.

W przeciwienstwie do puromycyny, dziatanie chloramfenikolu zalezy
od organizmu, z ktérego pochodzi uktad syntetyzujacy biatka. Antybio-
tyk ten w stezeniu 10-s — 10--2+ M (ktére uzyskuje sie in vivo) hamuje
powstawanie polipeptydu w bezkomérkowych uktadach z bakterii w 75—
90%, nie hamuje jednak biosyntezy biatka w preparatach z tkanek zwie-
rzecych (36) lub drozdzy (117). Blokowanie polimeryzacji aminokwaséw
pod wptywem chloramfenikolu spowodowane jest prawdopodobnie reak-
cja antybiotyku z rybosomami, ktére tracg zdolno$¢ przytgczania mRNA.
Przypuszczenie to wynikto z obserwacji, ze w obecnosci chloramfeni-
kolu nagromadza sie w komdrkach bakteryjnych RNA, przypominajacy
witasnosciami mRNA (51).

Istniejg sugestie, ze chloramfenikol blokuje biosynteze biatka tylko
wowczas, gdy nastepuje przytgczenie nowej czgsteczki mRNA do rybo-
somow. Poniewaz mRNA pochodzenia zwierzecego jest zazwyczaj trwa-
ty, nie ma koniecznosci ciagtej jego wymiany, tak jak to ma miejsce
w preparatach bakteryjnych. Ta r6znica w trwatosci informacyjnych RNA
obu uktadéw moze byé przyczyna zréznicowanej aktywnos$ci antybiotyku.
Za stusznoscig tej hipotezy przemawia blokowanie syntezy przeciwciat
pod wptywem chloramfenikolu (142). Réwniez zastosowanie syntetycz-
nych polinukleotydoéw zamiast homologicznego mRNA czyni uktad po-
chodzenia zwierzecego czutym na dziatanie chloramfenikolu (142).

Mechanizm hamowania syntezy biatka przez streptomycyne jest jesz-
cze bardzo niejasny (17), jakkolwiek wykazano jej wptyw na aktywnos¢
rybosomdéw (39). Przypuszcza sie, ze wigze sie ona trwale z czastkami
30 S rybosomoéw (28, 32), wywotujac zmiany zwigzane z mechanizmem
kodowania aminokwasdw. Dziatanie streptomycyny wywotane jest praw-
dopodobnie poliaminowym charakterem tego zwigzku, poniewaz spermina
i spermidyna wywotujg podobne efekty. Rybosomy pochodzgce z bakterii
opornych na dziatanie streptomycyny sg réwniez niewrazliwe na wplyw
tego antybiotyku w ukiadach in vitro.

VIIl. Kodowanie aminokwasow

Dzi$ przyjmuje sie powszechnie, zgodnie z sugestig Cricka (31), ze
informacja genetyczna zakodowana jest w postaci trypletow o odpo-
wiedniej sekwencji zasad. Odczytywanie kodu odbywa sie w jednym
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tylko kierunku, przy czym o poczgtku decyduje najprawdopodobniej gen
operatorowy znajdujacy sie na jednym z krancéw operonu (125).

Spostrzezenie Nirenberga i Matthaei (91), ze syntetyczne
polinukleotydy moga kierowaé syntezg okreslonych polipeptydéw w bez-
komoérkowym ukitadzie z E. coli zapoczatkowato nowy okres w badaniach
nad kodowaniem aminokwasOw. Staty sie one mozliwe dzieki odkryciu
Grunberg-Manago, Ortiza i Ochoa (50) fosforylazy poli-
nukleotydowej. Enzym ten syntetyzuje homopolinukleotydy i kopoli-
nukleotydy z rybonukleozydo-S”-dwufosforanéw, z uwolnieniem nieorga-
nicznego fosforanu. Struktura chemicznie zsyntetyzowanych polinukleo-
tydow jest identyczna z naturalnym RNA z wyjatkiem nieuporzagdkowa-
nego rozmieszczenia zasad. Ta cecha syntetycznych polinukleotydéw jest
podstawg do obliczania trypletéw kodujgcych aminokwasy. W przypadku
homopolinukleotydéw, jak np. poli-U kierujgcego powstawaniem polife-
nyloalaniny, trypletem kodujacym moze by¢ tylko UUU. Natomiast
w przypadku kopolinukleotydéw okreSlenie trypletu mozna wyliczy¢ ze
stosunku molarnego nukleotydéw uzytych do syntezy. Jezeli np. do otrzy-
mania poli-UG uzyto nukleotydy w stosunku U do G jak 5:1, to powsta-
jacy kwas poliurydyloguanylowy ma rowniez ten sam stosunek zasad,
j.ednak o nieuporzagdkowanym rozmieszczeniu. Mozna jednak wyliczy¢
czestotliwo$¢ wystepowania réznych trypletéw w tancuchu. W omawia-
nym przypadku, czestotliwo$¢ wystepowania UUU okresla sie liczbg 125,
UUG, UGU i GUU — 25, UGG, GUG i GGU — 5, a trypletu GGG —
liczbg 1. Z czestotliwos$ci wystepowania trypletow oblicza sie stosunek
czestotliwosci dla mozliwych w danym przypadku trypletéw biorgc za
odnos$nik tryplet UUU. A wiec stosunek czestotliwosci dla UUU wynosi
125:125= 1, dla UUG, UGU, GUU 125:25=5, dla UGG, GUG, GGU —
125:5= 25, dla GGG — 125:1= 125. Poréwnujac nastepnie stosunek wig-
czania réznych aminokwas6w (tzn. intensywnos$¢ wigczania danego amino-
kwasu do intensywnos$ci wigczania fenyloalaniny) do stosunku czestotli-
wosci wystepowania trypletbw w polinukleotydzie mozemy powiedziec
jaki tryplet odpowiedzialny jest za wiaczenie danego aminokwasu (96).

W ten spos6b stosujac bezkomdrkowy uktad z E. coli i syntetyczne po-
linukleotydy oraz znaczone aminokwasy okreslono tryplety dla 20 amino-
kwasow. Tablica 1 przedstawia 64 tryplety zebrane w 20 seriach oraz
aminokwasy odpowiadajace 46 trypletom (98). Z wyjatkiem AAA, UUU,
CCC, w zadnym z pozostatych trypletow nie jest znana sekwencja nu-
kleotydowa.

Puste miejsca (kreski) sa przeznaczone dla nieoznaczonych jeszcze
aminokwasow, kodowanych przez przewidziane tryplety. Dla serii tryp-
letbw Nr 5, 7, 8, 10, 12, 14, 15, 18 znane sg juz wszystkie aminokwasy.
Takie polinukleotydy powinny syntetyzowac ciggty tancuch peptydowy.
Z tablicy widaé, ze kod jest wysoce zdegenerowany. Przyczyng degene-
racji jest prawdopodobnie wystepowanie réznych sRNA dla tego samego
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aminokwasu. W takim przypadku zamiana jednej zasady w druga nie
zawsze prowadzitaby do zamiany aminokwasu w biatku. Tak wiec z punktu
widzenia ewolucji organizmoéw degeneracja kodu bytaby czynnikiem sta-
bilizujgcym i zmniejszataby czestotliwo$s¢ mutacji. Bardzo wazng role
w kodowaniu odgrywa drugorzedowa struktura polinukleotydu (97, 114).

Tablica 1
Tryplety i odpowiadajgce im jaminokwasy (wg 98)

Nr

B Tryplety Aminokwasy
serii
1 AAA Liz
2 uuu Fen
3 CCC Pro
4 GGG —
5 AUU, UAU, UUA Tyr, Leu, lleu
6 AGG, GAG, GGA 9 Gli, —
7 ACC, CAC, CCA His, Pro, Tre
8 UAA, AUA, AAU AspNH?, Liz, lleu
9 UGG, GUG, GGU  Try, Gli, —
10 UCC, CUC, CCU  Ser, Pro, Leu
1 GAA, AGA, AAG Arg, —, Glu
12 GUU, UGU, UUG Cys, Leu, Wal
13 GCC, CGC, CCG Arg, Ala
14 CAA, ACA, AAC AspNH?, Tre, GIuNH2
15 CUU, UCU, UuC Ser, Fen, Leu
16 CGG, GCG, GGC  —, Gli, —
17 AUG, AGU, UAG Glu, Met, —
UGA, GAU, GUA —, —, Asp
18 AUC, ACU, UAC His, Tyr, GIuUNH2
UCA, CAU, CUA Tre, lleu, Asp~Ha
19 AGC, ACG, GAC y Ser, —
GCA, CAG, CGA Asp, Ala, —
20 UGC, UCG, GUC —, Arg
GCU, CUG, cCGU  —, Ala, —

Poli-G odznaczajacy sie duzg zdolno$cig do tworzenia drugorzedowej
struktury nie stymuluje wigczania aminokwaséw do biatka, prawdopo-
dobnie z powodu braku reakcji z rybosomami.

Bardzo ciekawg technike badania kodu aminokwasowego podali nie-
dawno Nirenberg i Leder (92). Polega ona na reakcji 14C-amino-
acylo-sRNA z tréjnukleotydami powigzanymi z rybosomami izolowany-
mi z E. coli. Przytgczony do rybosomow tréjnukleotyd speinia role an-
tykodonu, do ktdrego przylacza sie wiasciwy sRNA. Za pomocg wspo-
mnianej techniki stwierdzono, Zze fenyloalanylo-sRNA jest kodowany
przez UpUpC i UpUpU, serylo-sRNA — przez UpCpC i UpCpU, a prolilo-
-SRNA — przez CpCpC i CpCpU. Trypletem dla waliny okazat sie GpUpU,
cysteiny UpGpU, a leucyny UpUpG. Bernfield i Nirenberg
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(11) sugeruja, ze przyczyna degeneracji kodu moze byé zmienny koncowy
s'-nukleozyd wystepujacy obok pozostatych dwéch identycznych zasad
w trypletach, np. XpYpU i XpYpC. Opisana metoda jest 'bardzo szybka
i duzo nadziei wiaze sie z nig w badaniach nad sekwencjg zasad w tryple-
tach.

VIII. Uwagi koncowe

Sukcesy wspotczesnej biochemii kwasow nukleinowych i biatek spo-
wodowatly, ze jesteSmy coraz blizsi ostatecznego wyjasnienia skompliko-
wanego mechanizmu biosyntezy faincucha polipeptydowego. Najwcze$niej
poznanym etapem biosyntezy biatka byta aktywacja aminokwaséw. Ami-
nokwasy, zaktywowane w obecnosci ATP i odpowiednich syntetaz amino-
acylo-sRNA, przenoszone sg nastepnie na SRNA i przytgczane do niego
w pozycji 2', 3' koncowej reszty adenozyny. Przeniesienie potgczenia ami-
nokwas-sSRNA na mRNA katalizowane jest przez enzymy przenoszjace,
wystepujace w rozpuszczalnej frakcji biatek komdérkowych. Wymagana
jest tu obecno$¢ GTP oraz jonéw Mg2+. Ostatnim etapem biosyntezy poli-
peptydu jest polimeryzacja aminokwasoéw przebiegajagca na mRNA w obec-
nosci enzymow polimeryzujgcych. Struktura aminokwasu decyduje tylko
o specyficznos$ci procesu jego aktywacji. Dalsze reakcje zwigzane z umiesz-
czeniem aminokwasu w odpowiednim miejscu polipeptydu zalezg juz wy-
tacznie od budowy wspédtdziatajacych ze sobg sRNA i mRNA. Informa-
cyjny RNA, syntetyzowany na matrycach z DNA, jest czynnikiem de-
terminujacym witasciwg kolejnosé aminokwaséw w tancuchu polipeptydo-
wym. Oznacza to, ze informacja genetyczna zawarta w DNA zostaje za-
kodowana w postaci odpowiedniej sekwencji nukleotydow mRNA, na-
stepnie za$ ,rozszyfrowana w procesie reakcji tréjnukleotydowego ko-
donu mRNA z wiasciwym antykodonem aminoacylo-sRNA. Mechanizm
ten zapewnia Scistg specyficzno$¢ syntetyzowanemu biatku, a tym sa-
mym dziedziczenie cech fizjologicznych i morfologicznych organizméw
w nastepujgcych po sobie pokoleniach.

Znamy juz funkcje dwoch sposrdd trzech partneréw wspdtpracujgcych
ze sobg podczas syntezy polipeptydu: sRNA i mRNA. Tym trzecim jest
rybonukleoproteid zorganizowany w czastke zwang rybosomem. Obecnos$é
rybosoméw jest konieczna w procesie polimeryzacji aminokwasow, jed-
nak nie wszystko jeszcze wiadomo o ich roli. Wykazujg one duze po-
winowactwo do mRNA, z ktérym tworza agregaty (polisomy) uwazane
za jednostki funkcjonalne w biosyntezie biatka. Rybosomy 1aczg sie tez
z aminoacylo-sRNA, a za jego posrednictwem z nowo powstajgcym pep-
tydem. Czy tylko ta mechaniczna niejako funkcja ,zblizania” i przy-
trzymywania w krytycznym momencie reagujagcych ze sobg mRNA i ami-
noacylo-sRNA jest cechg rybosoméw — wykaza niewatpliwie badania
najblizszych lat.
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ADDENDUM

W trakcie druku tego artykulu ukazala sie¢ praca Nirenberga i innych
(Proc. Natl. Acad. Sci. U. S., 53, 1161, 1965) zawierajagca sekwencje nukleotydéw
w 64 trypletach, z ktérych 45 przebadano eksperymentalnie, a pozostate przewi-
dziano. Dalsze prace Nirenberga potwierdzity przewidywania teoretyczne. Obecnie
juz sekwencja 62 trypletéw zostata potwierdzona eksperymentalnie (Nirenberg —
osobiste doniesienie). Pozostaly jeszcze do potwierdzenia tryplety GpGpA i GpGpG
dla glicyny. Niektdre tryplety posiadajg albo staba aktywnos$¢ w stosunku do amino-
kwaséw, albo nie posiadajg jej wcale i moga by¢ uwazane za nonsensowne. Nie
jest jednak wykluczone, ze tryplety nonsensowne na koncu tancucha RNA moga
by¢ odczytywane przez odpowiednie aminoacylo-sRNA wewnatrz tancucha.

P.S. i S. K.



p O S T E P Y B I 0O C H E M 1 1

TOM XI 1965 ZESZYT 4

KAZIMIERZ KLECZKOWSKI*

Drogi syntezy i rola metaboliczna karbamoilofosforanu

Synthesis and Metabolic Role of Carbamoylphosphate

Biosynthesis and metabolic significance of carbamoylphosphate in animals and
plant are discussed.

Przed przeszto 30 laty Krebs i Henseleit (26) wykazali kata-
lityczng role cytruliny w syntezie mocznika. Potrzeba byto jednak 20 lat
badan do stwierdzenia (18), ze donorem grupy karbamoilowej w syntezie
cytruliny z ornityny jest karbamoilofosforan (CP) (I). W 1955 roku w pra-
cowni Lipmanna (17) otrzymano na drodze syntezy chemicznej sol
dwulitowg karbamoilofosforanu zawierajgcg 60—80'% czystego skiadnika.
W pie¢ lat pézniej Metzenberg, Marshall i Cohen (37) opra-
cowali metode preparatyki chemicznie czystego, krystalicznego karba-
moilofosforanu w postaci soli dwuamonowej i dwusodowej.
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Zwigzek ten zawiera wysokoenergetyczne wigzanie fosforanowe, kto-
rego energia jest wykorzystywana w szeregu biologicznie waznych prze-
mian komorki. Wystepuje on w warunkach fizjologicznych w postaci dwu-
anionu. Wysokoenergetyczne wigzanie karbamoilofosforanu, jak wykazaty
badania Jones i Lipmanna (19), jest o okoto 1,8 kkal wyzsze od
koncowego wigzania fosforanowego ATP. Wilasno$¢ ta moze ttumaczyé
tatwosé, z jaka przebiega synteza ATP z karbamoilofosforanu i ADP
w obecnosci kinazy karbaminianowej — enzymu wystepujagcego u szere-
gu mikroorganizméw. Karbamoilofosforan jest bodaj jedynym znanym
niskoczasteczkowym zwigzkiem o tak wysokiej energii wigzania fosfora-
nowego, ktéory mozna otrzymaé na drodze chemicznej syntezy z nieorga-

* Doc., dr, docent Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
Stosowane skroty: CP — karbamoilofosforan, AcGlu — N-acetyloglutaminian.
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nicznych sktadnikéw. Poza tym biosynteza karbamoilofosforanu jest jedy-
ng w swoim rodzaju przemiang, ktora tagczy w sobie wigzanie C02 i NHs
z réwnoczesng syntezg zwigzku bogatego w energie.

Mozna przypuszcza¢, ze wykrycie chemicznej syntezy karbamoilo-
fosforanu z nieorganicznych sktadnikéw moze w przysztosci odegrac istot-
na role w wyjasnieniu drég syntezy ztozonych zwigzkéw organicznych,
ktore mogly da¢ poczatek pierwotnym najprostszym organizmom zywym
na naszej planecie.

I. Drogi syntezy enzymatycznej

Poznano kilka drog biosyntezy karbamoilofosforanu, zachodzacej przy
udziale réznych substratow i katalizowanej przez rdzne enzymy. Sub-
stratem reakcji katalizowanej przez kinaze karbaminianowg jest kwas
karbaminowy, przez syntetaze karbamoilofosforanu — dwutlenek wegla
i amoniak. Enzymy bioragce udzial w biosyntezie karbamoilofosforanu
z innych substratéw: asparaginy, puryn i kreatyniny nie zostaly dotych-
czas wydzielone.

1. Kinaza karbaminianowa (fosfotransferaza ATP: karbamininian EC 2.7.2.2)

Wystepowanie kinazy karbaminianowej stwierdzili po raz pierwszy
w 1955 roku Jones, Spector i Lipman (17,18) u Streptococcus
faecalis. Chemiczna synteza karbamoilofosforanu i wykrycie tego enzymu
umozliwity identyfikacje tzw. ,,zwigzku X", wyizolowanego w 1952 roku
przez Cohena i wspoltpracownikow (11) w trakcie badan nad syntezg
cytruliny z ornityny w preparatach z watroby bydlecej. Do syntezy kar-
bamoilofosforanu przy udziale kinazy karbaminianowej niezbedna jest
obecnos$¢ karbaminianu, ATP i jonbw magnezu. Przemiana ta, przedsta-
wiona rownaniem 1, jest odwracalna i rownowaga jej jest przesunieta
w kierunku syntezy ATP (4, 18, 19). Wiasnos$¢ te wykorzystuje sie przy
stosowaniu uktadéw wymagajgcych systemu regenerujagcego ATP (16, 38),
jak réwniez do otrzymywania znakowanych pochodnych nukleotydowych
wychodzac z 32P-karbamoilofosforanu (38).

Mg++
NH.COO“+ ATPA=~"CP+ADP 1

Kinaza karbaminianowa wystepuje i u innych mikroorganizmdw, jak
np. Streptoococcus lactis (40), Serratia marcescens (9), Pseudomonas,
Clostridium, w drozdzach, Nostoc muscorum i Neurospora (s).

Z Serratia marcescens i Streptococcus faecalis otrzymano czeSciowo
oczyszczone preparaty kinazy karbaminianowej (9, 38, 40). Mimo stosun-
kowo prostej procedury otrzymywania, brak jednak dotychczas systema-
tycznych danych o fizycznych i kinetycznych wiasnosciach tego enzymu.
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Stwierdzono stabilizujagcy wptyw 0,5 M roztworu siarczanu amonowego
na czeSciowo oczyszczony preparat kinazy karbaminianowej (40). Enzym
zinaktywowany w czasie dializy reaktywuje sie w $rodowisku 0,5 M siar-
czanu amonowego i jest bardziej odporny na ogrzewanie w temperaturze
do 60°. Czynnikiem stabilizujagcym sa jony siarczanowe. Optymalne wa-
runki dla dziatania kinazy karbaminianowej sg nastepujace: pH w grani-
cach 8,5—s,s dla syntezy karbamoilofosforanu i 7,4 dla reakcji w kierun-
ku odwrotnym, stezenie jonéw magnezu od 1 X 10-3 do 2 X 103 M,
ATP 4mM NaHCOg 50 jiM, NH4Cl 100mM (4).

2. Syntetaza karbamoilofosforanu (fosforansferaza ATP: karbaminian (defosforylu-
jaca) EC 27.25)

Syntetaza karbamoilofosforanu zostata wykryta przez Cohena
i wspoOtpracownikéw (5, 10) w watrobie ssakéw duzo wcze$niej niz kina-
za karbaminianowa. Nie zdotano jednak woéwczas zidentyfikowaé powsta-
jacego produktu, stwierdzono jedynie, ze do syntezy cytruliny z ornityny
w preparatach z watroby ssakéw niezbedna jest poza ornityng obecnos¢
amoniaku, jonéw weglanowych, magnezu, ATP i specyficznej pochodnej
kwasu glutaminowego, ktdra p6Zniej okazata sie N-acetyloglutaminianem
(AcGlu).,

Po wykryciu w 1955 roku kinazy karbaminianowej i otrzymaniu syn-
tetycznego karbamoilofosforanu (17) grupa Cohena rozpoczeta syste-
matyczne badania nad mechanizmem syntezy tego zwigzku u zwierzat
ureotelicznych. Wynikiem tych badahA byto stwierdzenie, ze droga syn-
tezy karbamoilofosforanu u tych zwierzat rozni sie od drogi stwierdzonej
przez grupe Lipmanna u mikroorganizmow (35). W odrdznieniu od
reakcji katalizowanej przez kinaze karbaminianowa, reakcja katalizowa-
na przez syntetaze karbamoilofosforanu zuzywa 2 mole ATP i wymaga
obecnosci N-acetyloglutaminianu. L-Glutaminian, a-ketoglutaran, gluta-
ran i L-2-hydroksyglutaminian sg w tym ukladzie wspdétzawodniczymi
inhibitorami N-acetyloglutaminianu (7). Synteze te mozna przedstawic
réwnaniem 2.

NH.+ HCOs+ 2ATP ¢CP+ 2ADP+ P 2
AcGlu

Wykazano réwniez, ze synteza ta jest dwustopniowa i zaproponowano na-
stepujacy schemat przemian (réwnania 2a i 2b) (35).

ATP + COaTCaa--»ADP + P+ ,aktywny CO-* 2a.
Mg+

ATP + ,aktywny C0.+ NH. ;==|1r ADP + CP 2b.
AcGlu

Jak wida¢ reakcja 2a jest nieodwracalna, a reakcja 2b — odwracalna,
wymaga jednak do przebiegu w kierunku odwrotnym 50-krotnie wyzsze-
go stezenia enzymu.

Aktywatorami syntezy karbamoilofosforanu w preparatach i tkankach
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zwierzecych moga by¢ N-acetylo-, N-chloroacetylo-, N-karbamoilo-, N-
-propionylo- i N-formylo-pochodne kwasu glutaminowego, jednakze jedy-
nym naturalnie wystepujgcym aktywatorem tej syntezy jest N-acetylo-
glutaminian (14).

Zaréwno mechanizm syntezy karbamoilofosforanu w obecnosci synte-
tazy karbamoilofosforanu, jak i katalityczna rola N-acetyloglutaminianu
w tej przemianie nie zostaly dotad doktadnie wyjasnione.

Zastosowanie IsO-wody i IsO-kwasnego weglanu (20, 36, 44) wykazato,
ze bezposrednim donorem atomu tlenu grupy fosforanowej karbamoilo-
fosforanu nie jest 18-wody, lecz raczej jonu weglanowego. Na podstawie
tych wynikébw Jones (21) proponuje mechanizm syntezy karbamoilo-
fosforanu, podany na schemacie 1

W tym ciggu reakcji karboksyacetyloglutaminian (IIl) jest wedtug
Jones (21) hipotetycznym zwigzkiem posrednim przemian, w ktérych naj-
pierw ma miejsce fosforylacja dwuweglanu przy udziale ATP do karbo-
ksylosforanu (II) i ADP, przy czym bezwodnikowy atom tlenu pochodzi
z weglanu. Drugim etapem tej przemiany jest przeniesienie reszty we-
glanowej na N-acetyloglutaminian z uwolnieniem ortofosforanu. Powsta-
ty karboksyacetyloglutaminian (Ill) w trzecim etapie wymagajacym
udziatu drugiej czgsteczki ATP ulega fosforylacji do hipotetycznej po-
chodnej fosforanowej karboksyacetyloglutaminianu (1V), ktéra ulega amo-
nolizie z wytworzeniem karbamoilofosforanu i uwolnieniem acetyloglu-
taminianu.

Jones i Spector (20) sugerujg, ze ,aktywny CO02’ pojawiajacy
sie w pierwszym etapie syntezy maégitby mie¢ budowe V lub VI i powsta-
waé zgodnie z réwnaniem 3.
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OH  COOH
0:(:I Clhz
d éHz
+HD b HC—C=N—CH +H0 3
dooH
Vi

W zwigzku V przytaczenie weglanu nastepowatoby do atomu azotu
amidowego, w zwigzku VI — do atomu tlenu reszty acetylowej N-acetylo-
glutaminianu.

W inny sposob niz Jones i Spector ttumaczg udziat N-acetylopochod-
nych w reakcji katalizowanej przez synteze karbamoilofosforanu Sch oo-
ler, Fahien i Cohen (46). Stwierdzili oni, ze 2-acetoksyglutaran
(VII) jest rdwnie dobrym aktywatorem tej syntezy jak i acetyloglutami-
nian, jakkolwiek nie zawiera atomu azotu. Fakt ten wyklucza udziat
zwigzku o budowie V proponowanego przez Jones i Spectora.

Z badan kinetycznych wynika, ze zwiazek aktywujacy syntetaze kar-
bamoilofosforanu musi zawiera¢ tancuch piecioweglowy glutaranu z za-
cylowanym podstawnikiem w potozeniu a w stosunku do jednej z grup
karboksylowych. Ogo6lna strukture aktywatora Fahien, Schooler,
Gehrad i Cohen (7) przedstawiajg wzorem VIII.

O coo 0 coo”“
CH H R—&—X H
(&Hz)z (E:Haa
éOO“ (IZOO“
vii vm

Jedynie L-izomery mogg by¢ aktywatorami. Aktywnos$¢ i stopieh zwig-
zania enzymu z aktywatorem wzrasta, jesli R jest grupg metylowa.
Jesli R jest grupa aminowg jak np. w karbamoiloglutaminianie, to zwia-
zek jest aktywny, ale warto$¢ Kra wzrasta, podczas gdy wartos¢ V mex
maleje. JesSli R jest NHj—CH2— jak w glicyloglutaminianie, to zwigzek
taki jest inhibitorem syntetazy karbamoilofosforanu ze stala inhibicji po-
péwnywalng z Kra karbamoiloglutaminianu. Je$li X jest atomem tlenu
jak w przypadku 2-acetoksyglutaranu, obserwuje sie wzrost wartosci Km
W porowBaniamiireakcjg z N-acetyloglutaminianem. Jest to jedyna wykry-
walna zmiana w reaktywnos$ci obu tych zwigzkéw w reakcji katalizowa-
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W pierwszym z nich ATP wigze sie w nieobecnosci N-acetyloglutaminia-
nu, jednak obecno$¢ tego zwigzku zwieksza stalg dysocjacji ATP w tym
punkcie. Drugi aktywny punkt wigzania ATP wymaga uprzedniego przy-
taczenia N-acetyloglutaminianu.

Przemiana jednej czasteczki ATP do ADP w syntezie jednej czasteczki
karbamoilofosforanu przy udziale syntetazy karbamoilofosforanu ma
miejsce w czasie aktywacji weglanu, drugiej — w czasie fosforylacji ,ak-
tywnego CO02’. Jony amonowe hamujg pierwszg przemiane, a przyspie-
szaja druga. W obecnosci jonéw amonowych stata Michaelisa wigzania
N-acetyloglutaminianu ma te samg warto$¢ liczbowg co stata dysocjacji
kompleksu enzym-acetyloglutaminian, a stata Michaelisa wigzania ATP
w pierwszym aktywnym punkcie (aktywacja COZz) jest réwna wartosci
statej dysocjacji kompleksu enzym-ATP. W nieobecnos$ci jonéw amono-
wych state Michaelisa dla ATP w obu aktywnych punktach sg identyczne.

Jeszcze inng interpretacje udziatu N-acetyloglutaminianu w reakcji
zachodzacej przy udziale syntetazy karbamoilofosforanu wysuneta
w 1961 roku grupa Cohena (30). Przypuszczajg oni, ze zwigzek ten nie
uczestniczy w przemianie jako przejSciowy substrat, lecz aktywuje syn-
tetaze karbamoilofosforanu drogg indukcji zmian konformacyjnych trze-
ciorzedowej struktury enzymu z formy nieaktywnej w aktywna.

Najlepszym Zrodtem syntetazy karbamoilofosforanu jest watroba za-
by (29). Enzym ten otrzymany z watroby bydlecej jest bardzo labilny
i trudny do oddzielenia od innych enzyméw, a szczegblnie miokinazy,
ktdra przeszkadza w badaniach kinetycznych (34). Totez badania fizycz-
nych i chemic”iych wiasnosci syntetazy karbamoilofosforanu prowadzo-
no gtdwnie na enzymie z watroby zaby, oczyszczonym w 90% (7, s, 30).
Tak oczyszczona syntetaza karbamoilofosforanu ma stalg sedymentacji
S2w réwng 11,2, punkt izoelektryczny w pH 6,5 mase czasteczkowy
315 000. Z masy czasteczkowej i maksymalnej specyficznej aktywnoSci
wyliczono, ze aktywno$é molekularna jest rowna 840 moli syntetyzowa-
nego karbamoilofosforanu na mol enzymu w ciggu 1 minuty w 37° (30).
Obliczono, ze mol enzymu wigze okoto 0,03 mola L-N-acetyloglutaminia-
nu. Stosujac hydroksybenzoesan rteciowy wykazano obecno$¢ 41—44
grup SH na mol enzymu. Preinkubacja z acetyloglutaminianem lub kar-
bamoiloglutaminianem zmniejsza hamujgcy aktywno$¢ enzymu wplyw
hydroksybenzoesanu rteciowego. Obecnos$¢ jonéw K+ w mieszaninie inku-
bacyjnej zwieksza powinowactwo syntetazy karbamoilofosforanu do jo-
néw NH4+, <o ma fizjologiczne uzasadnienie, zwigzane ze stosunkowo
niskim poziomem amoniaku w watrobie i jego toksycznoscig dla orga-
nizmu. Optimum pH dla syntetazy karbamoilofosforanu z watroby zaby
wynosi 7,2—7,4.
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3. Syntetaza karbamoilofosforanu wymagajgca obecnosci L-glutaminy jako donora
azotu

W 1962 roku Levenberg (27) wykazat, ze specyficznym donorem
azotu w syntezie grupy karbamoilowej cytruliny u Agaricus bisporus jest
L-glutamina. To samo stwierdzit Kleczkowski (24, 25) badajagc dro-
ge biosyntezy grupy karbamoilowej cytruliny w homogenatach z kietkdw
grochu oraz w wyciggach z proszkow acetonowych otrzymanych z kiet-
kéw grochu.

Na podstawie wyzej przytoczonych danych nalezato przyja¢é mozli-
wosé wystepowania trzeciej drogi syntezy karbamoilofosforanu, w kto-
rej specyficznym donorem azotu jest grupa amidowa L-glutaminy. Droga
ta jest typowa dla wyzszych grzybéw (27) oraz jak wykazaly badania
Kleczkowskiego (25) réwniez dla ro$lin wyzszych. Enzym bioracy
udziat w tej przemianie nazwano réwniez syntetazg karbamoilofosfora-
nu (21).

Nie stwierdzono zasadniczych réznic w zapotrzebowaniu na substraty
i aktywatory dla preparatdw syntetazy karbamoilofosforanu z grzybéw
i roslin wyzszych. Optimum pH dla enzymu z obu Zrédet miesci sie w gra-
nicach pH 7,4-7,7, D-glutamina nie moze zastgpi¢ L-formy. W badaniach
Levenberga (27) z preparatem z A. bisporus w optymalnym pH, ak-
tywnos$¢ syntezy cytruliny przy udziale jonu amonowego wynosita za™
ledwie 1/16 aktywnosci otrzymywanej przy udziale L-glutaminy, za$
L-asparagina, jak réwniez pochodne L-glutaminy nie braty udziatlu w tej
reakcji. W podobnych badaniach na wyciggach z proszku acetonowego
otrzymanego z kietkbw grochu (25) stwierdzono, ze L-asparagina wyka-
zuje 30% aktywnosci L-glutaminy, a jon amonowy 9—12%. Amidy kwa-
su benzoesowego, mréwkowego i bursztynowego nie moga zastagpi¢ L-giu-
taminy. Optymalne stezenie L-glutaminy dla enzymu roslinnego wynosi
10 M-M/ml. Wyzsze od optymalnego stezenie L-glutaminy nie wptywa-na
szybkos¢ reakcji. Dla aktywnosci obu preparatéw niezbedna jest obecnos¢
jonow Mg++. Ich optymalne stezenie dla preparatu z roslin wynosi
15 M-M/ml, za$ inne dwuwartosciowe kationy w tym stezeniu daja:
Mn++— 25'%, Co++— 13%, Ni++— $lady, Mg++ + Co++— 50% aktyw-
nosci w poréwnaniu z Mg++ (25). W preparacie z A. bisporus jony Co+
w stezeniu ¢ X 10- 3 M zwiekszajg dwukrotnie aktywno$¢ syntezy cytu-
liny w poréwnaniu z jonami Mg++, jony Fe++ dajg 45%, jony Mn++ —
15% aktywnosci, a jony Ca++, Ni++ i Zn++ nie aktywujg wcale enzy-
mu (27). Poza tym w przeciwiefistwie do preparatu roslinnego jony F~
znacznie stabilizujg enzym z A. bisporus. Jak wynika z badahn Leven-
berga (27) zaden ze znanych nukleotydéw trdjfosforanowych nie moze
zastagpi¢c ATP w tej przemianie.

7*
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4. Inne mozliwe drogi

Wykazano, ze asparagina zdolna jest reagowac z a-ketokwasem dajac
w wyniku kwas a-ketobursztynamowy (I1X) zgodnie z réwnaniem 4.

CO—NH2 CO—NH.
clh 2 c rll 2
CIEHNHS 4- RCOCOO* C :0I + R—CH—COO™ 4,
¢oo ¢oor dn3
IX

Cohen (6) sugeruje mozliwos¢ fosforolitycznego rozpadu kwasu a-ke-
tobursztynamowego do pirogronianu i karbamoilofosforanu wedtug row-
nania 5.

CO—h2
clh 2 ch2
CII=0 + HPO42—>C|)=O + CP 5.
door dooH
IX

Pirogronian moze by¢ przeksztalcony w szczawiooctan, a ten z kolei
w asparaginian. W ten sposéb istniataby cykliczna przemiana, ktéra mo-
gtaby stuzy¢ do regeneracji karbamoilofosforanu z COz i amoniaku. Su-
gestia ta wymaga jednak eksperymentalnego potwierdzenia.

Valentine i Wolfe (49, 50) podajg, ze Streptococcus allantoicus
zdolny jest rozktadac allantoine (X) do karbamoilofosforanu i kwasu oksa-
mowego (XIV) (schemat 2). Produktami posrednimi bytyby: kwas allan-
toinowy (XI1), glioksylomocznik (XI1) i kwas karbamoilooksamowy (XIII).

OH
[
nh2 c—n nh2 nh2 nh2
| I\ \ I _&
0=C C=0 —>0=C COOH c=0—>0 COCH (NAD)
\ L/ | l [ |
HN—C—N HN------ C------- NH N—C—OH
I 1 | |
H H H H H
X Xi xn
(0] OO0 NH,
I [ |
NHi—C—NH—C—C—OH+ H:PO.~ CP+ C=0
COOH
X1l XV
lub
NH2 COOH
/ |
0=C +CHO
\
nh?2
Schemat 2. Mechanizm rozktadu allantoiny do karbamoilofosforanu i kwasu

oksamowego (wg 49, 50)



191 KARBAMOILOFOSFORAN 493

Mozliwos¢ fosforolitycznego rozpadu kwasu karbamoilooksamowego
(oksalurowego) do karbamoilofosforanu stwierdzono w szeregu tkanek
wiacznie z watrobg gotebia i szczupaka (s). Nie wykryto tej przemiany
w tkankach ssakow. Jesli sie uwzgledni, ze ani w watrobie gotebia, ani
tez szczupaka nie udato sie wykry¢ kinazy karbaminianowej ani tez syn-
tetazy karbamoilofosforanu (48), a wykryto aktywng karbamoilotransfe-
raze asparaginianowag, to synteza karbamoilofosforanu na drodze rozkiadu
kwasu moczowego poprzez allantoine nabiera szczegdélnego znaczenia dla
tych organizméw. Tg droga bowiem sg one zdolne do zabezpieczenia syn-
tezy kwasu karbamoiloasparaginowego, niezbednego ogniwa w syntezie
pirymidyn.

Szulmajster (48) stwierdzit, ze wyciggi z Eubacterium sarcosino-
genum sg zdolne rozktadaé¢ kreatynine (XV) z wytworzeniem karbamoilo-
fosforanu i sarkozyny (XVI) zgodnie z ré6wnaniem s.

yNH—CO n
HN=C j + HPOi3—>CP + NH2—CH2—-COO~ + NH3 6.
----- CH*
|
ch3
XV XV1

Posrednie stopnie przemiany nie zostaty dotgd wykryte, stwierdzono
jednak, ze atom wegla grupy guanidynowej kreatyniny zostaje wbudo-
wany do karbamoilofosforanu.

Kleczkowski (24) sugeruje mozliwo$¢ udziatu mocznika w syn-
tezie karbamoilofosforanu. Dziataniem ureazy ulegatby on rozkiadowi
do amoniaku i karbamininianu, a ten z kolei mdgtby ulega¢ fosforylacji
w reakcji podobnej do reakcji syntezy karbamoilofosforanu katalizowa-
nej przez kinaze karbaminianowg. Sugestia ta wymaga eksperymental-
nego potwierdzenia.

Il. Rola w metabolizmie

Jak juz wspomniano karbamoilofosforan jest donorem grupy karba-
moilowej w syntezie szeregu zwigzkOw. Enzymy uczestniczace w tych
przemianach nazwano karbamoilotransferazami. Pierwszym wykrytym
enzymem z tej grupy jest karbamoilotransferaza omitynowa (karbamo-
ilotransferaza karbamoilofosforan:L-ornityna EC 2.1.3.3) katalizujgca syn-
teze cytruliny zgodnie z rdwnaniem 7 (3, 11, 43).

NH3 NH2
((|3H2)3 c|: 0
HZN—(IZH +CPA I\IIH + HOPO2+ H+ 7.
oo Has
+H3\I—CIIH

Coo*
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Enzym ten wykryto u zwierzat ureotelicznych (2), roslin (23, 45) i mi-
kroorganizmow (s). Nie stwierdzono jego obecno$ci w watrobie ptakow,
wiekszosci ryb i gadéw (s).

Cytrulina jest zwigzkiem posrednim w cyklu ornitynowym — waznym
ogniwie ogdlnej przemiany azotowej u zwierzat ureotelicznych, za po-
Srednictwem ktdrego organizm wydala nadmiar niezmetabolizowanego,
toksycznego dla organizmu amoniaku w postaci mocznika (22). Jest row-
niez ogniwem cyklu ornitynowego u ro$lin odgrywajacego w tych orga-
nizmach inng role niz u zwierzat (24). Jest wreszcie substratem w synte-
zie argininy, bedacej sktadnikiem biatek.

Drugim niemniej istotnym enzymem z tej grupy jest karbamoilotrans-
feraza asparaginianowa (karbamoilotransferaza karbamoilofosforan: Lr
-asparaginian EC 2.1.3.2), ktdra przenosi grupe karbamoilowg na kwas
L-asparaginowy wedlug réwnania s.

CcCO0O” nh2 coct
| | |
ch?2 c=o ch?2
* 1 1
HN—CH *cpPl . Ni— CH +HOPOSs2+ H+ 8.
1 | |
COoO" H COCT

Wytworzony karbamoiloasparaginian jest prekursorem kwasu oroto-
wego, waznego ogniwa na drodze syntezy pirymidyn (41, 52). Karbamoilo-
transferaza asparaginianowa jest enzymem szeroko rozpowszechnionym
w Swiecie organizmdéw zywych (s, 31). Shepherdson i Pardee
(47) otrzymali jag w postaci krystalicznej z indukowanego szczepu E. coli.

Enzym przenoszacy grupe karbamoilowg z karbamoilofosforanu na
kwas oksamowy z wytworzeniem kwasu karbamoilooksamowego wyizolo-
wali Valentine i Wolfe (49, 50) z Streptococcus allantoicus (row-
nanie 9).

0O 0O 0
i Mg++ il I
HO—C—C—NHS+ CP HO—C—C—N—C—NH2+ HOPO&* + H+ 9

|
H

W przeciwienstwie do karbamoilotransferazy asparaginianowej i orni-
tynowej enzym ten wymaga obecnos$ci jonéw Mgs 1 (50).

Karbamylacje R-alaniny do kwasu B-ureidopropionowego (karbamoilo-
-B-alaniny) wykazali Grisolia i Wallach (12) w mitochondriach
watroby szczura oraz wyciggach bakteryjnych, (réwnanie 10).

(@]

I
hZz—nh?2 hZ—h—c—nh?2
ch?2 +cp” hZ +p 10.

| I
COOH COOH



[U] KARBAMOILOFOSFORAN 495

Poza karbamoilotransferazg asparaginianowag, dla ktérej nie wykazano
mozliwosci odwracalnej reakcji, wszystkie omoéwione transferazy zdolne
sg katalizowac zarowno synteze zwigzkéw karbamoilopochodnych z kar-
bamoilofosforanu i odpowiedniego akceptora grupy karbamoilowej, jak
rowniez rozktadaé te zwiazki do produktow wyjsciowych. Wiasnosé ta
ma bardzo istotne znaczenie dla szeregu mikroorganizméw zawierajacych
kinaze karbaminianowa.

Jak juz wspomniano kinaza karbaminianowa ma przesunietg réwno-
wage zaréwno kinetycznie, jak i termodynamicznie w kierunku syntezy
ATP (19), co umozliwia mikroorganizmom zawierajagcym ten enzym wy-
korzystanie do syntezy ATP z ADP energii karbamoilofosforanu pow-
stalego w wyniku rozpadu zwigzkéw karbamoilowych, takich jak cytru-
lina, kwas karbamoilooksamowy i karbamoilo-(3-alanina.

Wykorzystujagc ten mechanizm Streptococcus faecalis, ktory nie jest
zdolny do syntezy argininy z cytruliny, rozkiada arginine z podtoza

nh2 nh2
| HO 1 HOPO;2 ADP
e=NHW " ?2=° cp ATP + NH.COO-
NH NH4 h NH2~ R
| |
R R
R=(CH23—CH—COOH

|
NHi

Schemat 3. Mechanizm rozkladu argininy przez Streptococcus faecalis (wg 1, 51)

1 — dezimidaza argininowa, 2 — karbamoilotransferaza ornitynowa, 3 — kinaza karbaminianowa

zuzytkowujac energie wytworzonego karbamoilofosforanu do syntezy ATP
wedtug schematu 3 (I, 51).

W podobny sposdb Eubacterium sarcosinogenum wykorzystuje do re-
generacji ATP karbamoilofosforan powstaly w wyniku rozpadu kreaty-
niny (48), a Streptococcus allantoicus — z rozpadu kwasu karbamoilo-
oksamowego (49, 50).

Wydaje sie, ze poznane dotychczas przemiany, w ktérych bierze udziat
karbamoilofosforan, nie wyczerpujg jego roli w metabolizmie. Jones
(21) sugeruje mozliwo$¢ reagowania karbamoilofosforanu z hydroksylo-
wymi grupami z wytworzeniem uretanéw, jak réwniez z grupami ami-
nowymi z wytworzeniem ureidozwigzkéw. W przyrodzie znane sg dwa
zwiazki O-karbamoilowe (grupa karbamoilowa potaczona przez tlen). Sg
to karbamoilo-D-seryna (XVII) wykryta u Streptomyces (13) oraz anty-
biotyk novobiocyna produkowana przez Streptomyces spheroides i niveus
(15). Wedtug sugestii Lynena karbamoilofosforan uczestniczy w syn-
tezie biotyny bedac donorem grupy ureidowej tego zwigzku.
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NH2

|
c=0

0
c[h 2
H2N—CH
1
COOH
xvn

Jesli sie uwzgledni, ze karbamoilofosforan wykryto dopiero przed
laty, mozna sie spodziewa¢ w niedalekiej przysztoSci rozszerzenia na-

szych wiadomosci o jego udziale w dalszych biologicznie waznych prze-
mianach komorki.
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TOM XI 1965 ZESZYT 4

GRZEGORZ RACZYNSKI* i BOGUSLAW ZBIKOWSKI**
Lipoaminokwasy i lipopeptydy

Lipo-amino acids and lipo-peptides

The occurence and structure of lipo-amino acids and lipo-peptides as well
as their presumable significance. in nature are reviewed.

W 1939 roku Christensen (7)oraz Folch i Van Slyke(12)
ekstrahujgc osocze krwi rozpuszczalnikami organicznymi, takimi jak
eter etylowy i naftowy zauwazyli, ze niektore aminokwasy przechodza
do fazy organicznej wraz z lipidami. Fakt ten tlumaczono poczatkowo
btedami metodycznymi, jak réwniez zdolnoScig rozpupszczania amino-
kwasow przez niektore lipidy. W 1950 roku Wynn i Williams (60)
badajgc sktad aminokwasowy osocza krwi ludzkiej stwierdzili, ze oko-
to 20°/0 azotu aminowego wystepuje w jego frakcji lipidowej i ze dializa
materiatu lipidowego nie usuwa: seryny, glicyny, waliny, leucyny, kwa-
su asparaginowego i kwasu glutaminowego.

Zjawisko wystepowania w tluszczowcach aminokwaséw réznych od se-
ryny wywotato duze zainteresowanie. Zagadnienie to stato sie przedmio-
tem licznych badan, ktére doprowadzity do wyodrebnienia i scharakte-
ryzowania kilku typow potgczen lipoaminokwasowych. Ogdlnie, potgcze-
nia te mozna podzieli¢ na lipoaminokwasy i lipopeptydy.

I. Lipoaminokwasy

Nazwe lipoaminokwas przypisuje sie zwigzkom, posiadajagcym charak-
terystyczne wiasnosci fizyczne lipidow i zawierajagcym pojedynczy amino-
kwas potaczony z czeScig lipidowa za pomoca grupy aminowej lub kar-
boksylowej.

Tworzenie sie lipoaminokwaséw stwierdzono w licznych preparatach
tkanek i u mikroorganizméw. Hendler badat ich powstawanie
w skrawkach jajowodu kurzego (24, 25), Gaby i wspotpracownicy (14,
15, 16) w Pénicillium chrysogenum, komorkach nowotworowych i watro-
bie, a Hunter (32, 33, 34) — w protoplastach Bacillus megaterium.
Badania prowadzone przy uzyciu radioaktywnych aminokwaséw dodawa-
nych do preparatow komorkowych w warunkach sprzyjajagcych meta-

* Mgr, asystent Katedry Chemii Og6lnej Akademii Medycznej w Warszawie.
** Mgr, asystent tej samej Katedry.
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bolizmowi wykazaty wystepowanie radioaktywnosci w surowych lub
oczyszczonych frakcjach ekstrahujagcych sie rozpuszczalnikami lipido-
wymi. Po hydrolizie frakcji lipidowej odzyskiwano znaczone aminokwa-
Sy w niezmienionej postaci.

Wykryto dwa rodzaje naturalnych lipoaminokwasdw: estry amino-
kwasowe fosfatydyloglicerolu i N-acyloaminokwasy.

1. Estry aminokwasowe fosfatydyloglicerolu

W 1962 roku badaczka angielska Macfarlane (42) wyizolowata
potgczenia lipoaminokwasowe z hodowli Clostridium welchii. Rozdziela-
jac ekstrakt lipidowy bakterii na kolumnie z kwasu krzemowego przy
wzrastajgcym gradiencie stezenia metanolu w chloroformie otrzymata
ona kilka frakcji fosfolipidowych, w ktérych stosunek N:P wynosit 1:1.
Podczas chromatografii na bibule nasyconej kwasem krzemowym, w ukita-
dzie: dwuizobutyloketon:kwas octowy:woda (40:20:3) wykazano, ze wszy-
stkie te frakcje zawierajg substancje lipidowg o wartosci RF zblizonej
do Rf fosfatydyloglicerolu oraz reagujg z ninhydryng. Widmo w pod-
czerwieni wydzielonych frakcji réznito sie znacznie od widma fosfatydy-
loglicerolu wyizolowanego poprzednio przez badaczke z Micrococcus lyso-
deikticus (40). Alkaliczna hydroliza przeprowadzona w bardzo tagodnych
warunkach data glicerylofosforyloglicerol i aminokwasy, gtéwnie: orni-
tyne, lizyne i alanine. Badanie zmian ilosciowych P i N podczas wytrzgsa-
nia roztworu eterowego lipidu z rozcieficzonymi roztworami wodorotlen-
ku sodowego lub amonowego wykazato, ze jednocze$nie z uwolnieniem
sie aminokwasu (ubytkiem azotu aminowego w fazie organicznej) naste-
puje wytwarzanie sie uktadu dwuglikolowego, zdolnego do wytwarzania
aldehydu mréwkowego pod dziataniem kwasu nadjodowego (tablica 1).

Tablica 1
Rozktad estréw aminokwasowych fosfatydyloglicerolu w $rodowisku zasadowym
(wg 42)
o . . Sktadniki fazy eterowej
Doswiadczenie Czyr?nlk Cras w jzmolach
nr hydrolityczny
P N aminowy HCHO
1 IN NHtOH 0 1,61 1,60 0,14
20° 2 godz. 1,26 0,20 0,93
2 0,05N NaOH 0 2,06 2,07 0,16
40° 5 min. 2,03 1,14 0,98
5 2,00 0,64 1,22
30 1,58 0,43 1,06

Otrzymana pochodna DNF-lipidu uwalnia DNF-aminokwas w wy-
niku ogrzewania z 2°/o-owym roztworem K2C03 co wskazywato na ist-
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nienie wigzania estrowego pomiedzy aminokwasem i I-rzedowg gru-
pa alkoholowg fosfatydyloglicerolu.

Na podstawie omdwionych wynikéw Macfarlane zapropono-
wata dla wydzielonych zwigzkéw wzdr I, w ktérym Ri i R2 odpowiadajg
tancuchom weglowodorowym kwaséw tluszczowych, a Rs — reszcie spe-
cyficznej aminokwasu. Q

ch2—o—C
ARi
Z3
CH—0O—C
CH2-O"™ (o

p
CH2—o/ ~oh

|
CH—OH

| />
CH2-0—C -CH-—-R3

|
nh?2

Podobne potgczenia wyizolowat Houtsmuller i Van Dee-
nen (30) z Bacillus cereus hodowanego na pozywce, do ktérej dodano
promieniotworczy kwas ortofosforowy. Dwukrotny rozdziat wyciggu
lipidowego bakterii przeprowadzony na kolumnie z kwasu krzemowego
wedtug metody opisanej przez Haverkate, Houtsmullera
i Van Deenena (20), dat chromatograficznie jednorodng substancje,
ktora zawierata znakowany 3P i reagowata z ninhydryng. Ujemna reakcja
z nadjodanem wskazywata na brak w badanym zwigzku uktadu dwugliko-
lowego. W wyniku alkalicznej i kwasnej hydrolizy (5) zwigzek ten ulegat
rozszczepieniu do glicerylofosforyloglicerolu, fosforanu glicerolu i ornity-
ny. Lipoaminokwasowi otrzymanemu z B. cereus Houtsmuller i Van

Deenen przypisujg budowe Il, popartg doswiadczeniem modelowym i ba-
daniem enzymatycznym.
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Nie znaleziono dotychczas wystarczajacych dowodéw, ktére potwier-
dzityby wystepowanie dwoch rodzajow estrow aminokwasowych fosfa-
tydyloglicerolu. Dotychczasowe dane nie pozwalajg réwniez na rozstrzyg-
niecie, ktory z dwoch proponowanych wzordw | czy Il odpowiadatby
rzeczywistej budowie tych potaczen.

2. N-acyloaminokwasy

W latach 1959—1961 Axelrod, Fukui i Haining (1, 13, 17,
18) wyizolowali z watroby szczura frakcje enzymatyczna, ktéra w obec-
nosci akceptora lipidowego, takiego jak: kwas olejowy, kwas palmityno-
wy lub a-monooleinian, katalizowata wigczanie D,L-14C-fenyloalaniny oraz
innych aminokwasow do frakcji lipidowej. Otrzymane wyniki wigczenia
znakowanej fenyloalaniny do rdznych preparatow lipidowych przedsta-
wiono w tablicy 2.

Tablica 2

Wiaczenie 1AC-fenyloalaniny do czystych preparatéw lipi-
dowych (wg 13)

C-fenyloalanina wigczona

Nazwa lipidu ’ .
(impulsy/min)

Surowy ekstrakt lipidowy 950
a-Monooleinian 1670
a-Monopalmitynian 535
Tréjoleinian 25
Troéjpaknitynian 25
Kwas olejowy 2050
Kwas palmitynowy 2315
Lecytyna 1725

Wyniki te byty trudne do interpretacji poniewaz nie wskazywaty jaki
typ reakcji katalizuje badany preparat enzymatyczny. Proby chromato-
graficznego oczyszczenia produktu wytworzonego z a-monooleinianu iD,L-
MaC-fenyloalaniny doprowadzity do wyizolowania nie zawierajacej gli-
cerolu radioaktywnej substancji, w ktorej molowy stosunek fenyloala-
niny do kwasu olejowego wynosit 1:1. Wskazywato to, ze badany pre-
parat enzymatyczny zawieratl esteraze rozszczepiajacg monooleinian,
a whasciwg katalizowang przeciez reakcjg jest wytworzenie N-acyloamino-
kwasu (schemat 1).

+ h2

Schemat 1 Reakcja aminokwasu z wyzszym kwasem ttuszczowym
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Stuszno$¢ wzoru, zaproponowanego dla wyizolowanej promieniotwor-
czej substancji potwierdzono w nastepujacy sposéb. Ulega ona redukcji
z glinowodorkiem litu, dajac po hydrolizie 2-amino-3-fenylopropanol, za$
pod wptywem karboksypeptydazy rozszczepia sie do fenyloalaniny i kwa-
su olejowego. Wykazano réwniez, ze reakcja jest stereospecyficzna dla
naturalnej formy L-aminokwasu a fizostygmina i dwuizopropylofluoro-
fosforan hamujg jej przebieg.

Jakkolwiek opisane doswiadczenia wskazaty na mozliwo$¢é biosyntezy
in vivo aminokwaséw N-acylowanych wyzszymi kwasami tluszczowymi,
to dopiero w 1963 roku badacze francuscy Laneelle M. A. i La-
ne elle G. (39) wyodrebnili zwigzek o podobnej budowie. Podczas roz-
dziatu lipidow Mycobacterium metodg kolumnowg na kwasie krzemowym
wydzielili oni frakcje nie zawierajacg fosforu, ktéra po hydrolizie uwol-
nita obok kwasow ttuszczowych ornityne.

Widmo w podczerwieni tej frakcji wykazato obecnos$é wigzania amido-
wego oraz tancucha polimetylenowego. Potgczenie miedzy kwasem tusz-
czowym a aminokwasem jest wiec typu opisanego przez Axelroda
i wspoOtpracownikow.

Il. Lipopeptydy

Zagadnienie lipopeptydéw jest jeszcze mniej wyjasnione niz zagad-
nienie lipoaminokwaséw. W latach 1951—1959 liczni badacze (2, 4, s, 10,
19, 22, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 55, 57, 58, 59) opisali wystepowanie roz-
maitych aminokwasow w hydrolizatach frakcji fosfolipidowych, sugeru-
jac, ze potaczone peptydowo tworza one z lipidami tak zwane lipopepty-
dy. Jedni z nich przyjmowali, ze miedzy dwoma gtownymi sktadnikami
lipopeptydu wystepuje potaczenie typu jonowego, inni — typu atomo-
wego.

W 1954 roku Schrade, Becker i Bohle (52) badajac lipidy
surowicy krwi, wyodrebnili frakcje, wytracajacg sie acetonem z roztwo-
ru eterowego i charakteryzujgcg sie wysokim stosunkiem N:P wynoszg-
cym 5:1. Poddajac te frakcje badaniu chromatograficznemu w uktadzie:
butanol:kwas octowy:woda (4:1:5) rozdzielili ja na bibule na 4 ninhydryno-
pozytywne pasma, ktore barwily sie rédwniez odczynnikiem na choline
i reagowaly z czernig sudanowg. Rechromatografia w ukladzie: metanol:
kwas octowy:woda (98:1:1) pozwolita na rozdzielenie pasma | (najmniej
ruchliwego) na 5 frakcji, Il na 3, Ill na 3, IV na 2 frakcje. Petna hydro-
liza kazdej z 13 tak wyodrebnionych frakcji data liczne aminokwasy (tab-
lica 3).

W peptydzie 4 stwierdzono obecno$¢ glukozaminy. Zastosowanie dia-
lizy wobec wody wykazato, ze z 13 peptydéw wykrytych poczatkowo,
8 nie dializowato i poza nielicznymi wyjatkami nie zmienity one swego
sktadu aminokwasowego.
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W tym samym roku Hakomori (19) wyizolowatl z watroby czio-
wieka lipopeptyd potaczony z wielocukrem, ktéry hamuje izoaglutynacje
erytrocytow. Wedtug tego badacza w zwigzku tym peptyd taczy sie za
pomocg C-koricowej grupy karboksylowej kwasu glutaminowego wigza-
niem amidowym z grupa aminowg fosfatydyloetanoloaminy, za$ za po-

Tablica 3
Wartosci Rf lipopeptydéow surowicy krwi oraz ich skiad aminokwasowy (wg 52)

Uktad rozwija-

Frakcja Peptyd jacy: metanol:
Nr Nr kwas octowy:
woda (18:1:1)

Aminokwasy — Rodzaj

1 0,32 Asp-NH2 Arg, Pro-OH, Pro, Fen, Tre
2 0,40 Asp, Asp-NH2 Ala, Fen, Ser, Wal, Arg, Leu, Pro
1 3 0,48 Glu, Ala, Wal, Tre, Tyr
4 0,68 Gli, wal
5 0,68 Ala, Glu, Gli, nor-Leu, Ser
6 0,44 Glu, Gli, Leu, Fen, Ser, Tre
u 7 0,61 Cys, Asp, Orn, Pro-OH, Tre, Wal, iLeu, Fen
8 0,78 Asp-NH2 Glu, Pro, iLeu, Fen
« 9 0,50 nor-Leu, nor-Wal' Fen
m 10 0.70 Asp-NH2 Asp, Ala, Ser, Glu-NH2 Wal, Fen, Pro
u 0,85 Asp-NH2 Asp, Ala, iLeu, nor-Wal, nor-Leu, Fen
12 <0,5 Cys, Gli, Met, Ala, Fen
v i 13 >0,5 Cys, Ser, Gli, Tre, Ala, Pro

mocg N-koncowej grupy, ktérg jest réwniez czagsteczka kwasu glutami-
nowego — z fragmentem cukrowcowym.

Badania Westleya, Wrena i Mitchella (55 nad fosfolipi-
dami wyodrebnionymi z Drosophila, jaja kurzego, mézgu i nerki szczu-
ra, potwierdzity wystepowanie lipopeptydéw we frakcjach oczyszczonych
za pomocg chromatografii kolumnowej oraz elektroforezy. Metody te
pozwolity na usuniecie aminokwaséw i peptydéw nie zwigzanych z lipi-
dami. Mimo to wydzielone frakcje fosfolipidowe uwolnity po hydrolizie
rézne aminokwasy, np. z Drosophila: kwas asparaginowy, kwas glutami-
nowy, cystyne, seryne, z jaja kurzego: kwas asparaginowy, glutamine,
seryne, z mozgu szczura: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, seryne,
a z nerki szczura: kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, seryne i cy-
styne.

W 1964 roku De Konig (38) oddzielit lipopeptydy Sardina ocella-
ta od innych ttuszczowcow metodg chromatografii kolumnowej na zelu
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krzemowym. Obecno$¢ skladnika peptydowego wykazat on na drodze
kwasnej hydrolizy lipidéw oraz badania zmian wolnego azotu aminowego
przed i po hydrolizie. Dziatanie dwunitrofluorobenzenu na lipid i catko-
wita hydroliza w kwasie solnym data DNF-pochodne seryny i etano-
loaminy. Ekstrakcja eterowego roztworu fosfolipidéw 0,1 N HC1l powo-
dowata przejscie do roztworu wodnego wszystkich ninhydrynopozytyw-
nych zwigzkow oprocz dwdch wymienionych, wskazujgc na ich nietrwate
zwigzanie z czeScig lipidowa. Na podstawie tych badan De Konig wnios-
kuje, ze w fosfolipidach istniejg wolne grupy aminowe seryny i etano-
loaminy, a tancuchy peptydowe taczg sie z czescig lipidowag wigzaniem
jonowym.

Tak wiec rodzaj wigzania miedzy skiadnikiem lipidowym a peptydem
w lipopeptydzie pozostaje nadal sprawg dyskusyjng. Wydaje sie, ze wig-
zanie to jest stabsze od atomowego, jednak na tyle silne, ze nie ulega ro-
zerwaniu w wyniku stosowania réznych uktadéw rozpuszczalnikéw w cza-
sie chromatografii, do$¢ szerokiego zakresu pH w czasie elektroforezy,
a zastosowanie dializy wskazuje na wielkoczasteczkowy charakter tych
potaczen.

I11. Uwagi konhcowe

W obecnej chwili mozemy przyjaé istnienie potgczen aminokwasow
i peptydéw z tluszczowcami za udowodnione. Synteza N-acyloaminokwa-
séw odbywa sie prawdopodobnie w zywej komérce i nie wymaga ATP
ani innych tréjfosforandw nukleozydéw jako Zrédta energii. Przypuszcza
sie, ze reakcja ta jest typowa dla wielu organizmoéw oraz przypisuje sie
jej role w usuwaniu szkodliwych wolnych kwasow tluszczowych (44).

W 1964 roku Houtsmuller i Van Deenen (31) przypisali
powstawanie estru fosfatydyloglicerolu i lizyny u Streptococcus aureus
reakcji katalizowanej przez nieznany dotad uktad enzymatyczny, ktérego
optimum dziatania przypada na pH 4,8—5,2. Gromadzenie sie tego estru
w pH 4,8 podczas wzrostu kultury bakteryjnej autorzy ttumaczg rolg
fosfatydyloglicerolu w dostarczaniu lizyny do syntezy btody komérko-
wej. Przypuszczenie to zgadza sie ze spostrzezeniem Macfarlane (44),
ktéra wykazata, ze u Gram-dodatnich bakterii (Sarcina, Staphylococcus
i Lactobacillus), u ktérych fosfatydyloglicerol jest podstawowym fosfoli-
pidem, tworzenie estrdw aminokwasowych wigze sie $cisle z logarytmicz-
ng fazg wzrostu.

Istniejg réwniez przypupszczenia, ze potgczenia lipoaminokwasowe od-
grywaja role w transporcie aminokwas6w przez btone komérkowa, wzgled-
nie biorg udziat w syntezie biatka (14, 15, 16, 24, 25, 26, 27, 28, 32, 33, 34).
Brak jednak jest dostatecznych danych doswiadczalnych na potwierdzenie
stusznosci tych hipotez.

8 Postepy Biochemii
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TOM XI 1965 ZESZYT 4

TOMASZ GOLASZEWSKI*

Zwigzki biatkowo-cukrowcowe moczu ludzkiego

The Glycoproteins of Human Urine

Protein-carbohydrate compounds of the human urine are reviewed. Their
properties, heterogenity and possible functions are disscused.

W ptynach ustrojowych wystepuje bogactwo zwigzkéw o charakterze
potgczen biatek wzglednie peptydéw z cukrowcami. Znaczne ilosci kom-
plekséw biatkowo-cukrowcowych znajduja sie we krwi (12) oraz w tkance
tacznej (58a). Znaleziono je jednak réwniez i w innych ptynach ustrojo-
wych, jak np. w ptynie nasiennym (4, 51, 95), $linie (99), mleku (46) i po-
cie (89). Obfitym zrddiem tych potgczen jest mocz. Jak podajg Hamer -
man, Hatch, Reife i Bartz (58), 80% cial statych niedializujg-
cych moczu ludzkiego stanowiag potgczenia biatkowo- lub peptydowo-
-cukrowcowe. Podobng warto$¢ podaty Mejbaum-Katzenellen-
bogen, Morawiecka i Dobryszycka (83), badajagc frakcje
biatkowag moczu rozpuszczalng w kwasie sulfosalicylowym. Réwniez
Berggard (10) podkresla, ze wieksza cze$¢ substancji biatkowych mo-
czu pozostaje w powigzaniu z cukrowcami. Jednakze dopiero od niedawna
daje sie zauwazyC szersze zainteresowanie zwigzkami biatkowo-cukrow-
cowymi moczu. Otrzymane wyniki — podobnie jak wyniki badan nad
peptydami moczu — sg jeszcze zbyt rozbiezne i nie pozwalajg na wy-
ciggniecie jednoznacznych uogélnied. Przyczyng moze by¢ zarowno wiel-
ka heterogenno$¢ tych zwigzkdéw, jak i stosowanie réznorodnej techniki
wydzielania i oczyszczania, prowadzacej do otrzymywania badz réznych
mieszanin, badZ destruktéw zwigzkéw natywnych.

I. Nazewnictwo
W moczu ludzkim wystepuje kilka grup zwigzkéw, ktérych sktadnika-

mi sg biatka, wzglednie peptydy o réznej masie czasteczkowej oraz we-
glowodany o réznym skiadzie i o réznej diugosci taricucha. Najogoélniej

* Dr, st. asystent Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
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mozna te zwigzki podzieli¢ na substancje dializujace i niedializujgce (65,
22), cho¢ podziat ten bedzie podziatem nieco arbitralnym — nalezatoby bo-
wiem sprecyzowal jako$¢ bilony péiprzepuszczalnej, uzytej w danym
przypadku (14). Typowe biatka, wykrywane w moczu jak albuminy i glo-
buliny moga by¢ powigzane ze skitadnikami weglowodanowymi (13, 54,
74, 106, 107). Ich pozycja klasyfikacyjna nie nastrecza w zasadzie trud-
nosci. Znacznie trudniej jest sklasyfikowa¢ biatka o mniejszej od nich
czasteczce lub peptydy, potaczone z cukrowcami w przypadku, gdy sktad-
nik cukrowcowy dominuje nad peptydem.

Nazewnictwo poszczegdlnych klas zwigzkéw biatkowo-cukrowcowych
ulegato licznym zmianom i do dzi§ nie jest sprecyzowane. Dlatego
uwzglednione zostang tylko najwazniejsze propozycje.

Nazwa mukopolisacharyd okreslit Meyer (cyt. wg 4) polisacharyd
posiadajacy w swym sktadzie heksozamine. Wedtug tego autora kompleksy
mukopolisacharydéw z peptydami, w ktérych zawarto$¢ heksozamin jest
wieksza niz 4%, stanowig oddzielng klase tzw. mukoidéw lub mukopro-
teiddw. Tego samego typu zwiazki zawierajgce mniej niz 4°/o heksozamin
okres$lit on mianem glikoproteidéw. Do tej grupy nalezatyby np. albu-
miny i globuliny powigzane z niewielkg resztg cukrowcowg. Byt to do-
godny podziat, gdyz mukoproteidy (mukoidy) wytracone etanolem zacho-
wywatly zdolno$¢ rozpuszczania sie w wodzie, natomiast druga z wymie-
nionych grup — glikoproteidy witasnos¢ te tracity. Okazat sie on jednak
niewystarczajacy.

Nieco odmienng propozycje podziatu kompleksow biatkowocukrowco-
wych podat Winzler (112). Mukopolisacharydy podzielit on na dwie
grupy: obojetne — zawierajagce heksozamine i obojetne monocukry oraz
kwasne — zawierajgce heksozamine i kwas uronowy, a takze niekiedy
kwas siarkowy. Oprdcz tej grupy wprowadzit on grupe mukoproteidow,
tj. biatek powigzanych z mukopolisacharydami. Glikoproteidy podzielit
na glikoidy — zawierajagce mate ilosci heksozamin i mukoidy —w cza-
steczce ktdrych wystepujg heksozaminy w ilosci wiekszej niz 4P/o. Po-
dobny podziat zaproponowat Morgan (87). Mukoidami nazywa on kom-
pleksy, w ktérych dominujagcym (stanowigcym powyzej 70°/0) sktadnikiem
jest mukopolisacharyd (jak np. kwas hialuronowy, chondroityno-siarczan,
heparyna). Przyktadem takich potgczen bytyby substancje grupowe krwi.
Mukoproteidami nazywa Morgan potaczenia, w ktdérych dominuje sktad-
nik biatkowy (peptydowy) nad cukrowcowym.

W 1956 roku Meyer, Davidson, Linker i Hoffman (84)
wprowadzili podziat oparty na réznicach w sktadzie chemicznym skiad-
nika cukrowego i pewnych jego witasnosci (skrecalno$¢ optyczna, rozpusz-
czalno$¢ i podatnos$¢ na dziatanie niektérych enzymoéw). Skiad chemiczny
i whasnosci wszystkich tych klas zwigzkdw sa szeroko dyskutowane
w wydanej niedawno monografii Brimacombe’a i Webera (31).*

W 1963 roku Jaenloz (59, 60), po gruntownej dyskusji w gronie
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czotowych badaczy w tej dziedzinie podzielit kompleksy biatkowo-cukrow-
cowe i lipidowo-cukrowcowe na 4 gtowne grupy: 1) zwigzki zawierajgce
sktadnik weglowodanowy stabo zwigzany z polipeptydem, 2) analogiczny
typ zwigzkéw ale z silnym wigzaniem kowalencyjnym miedzy obu skiad-
nikami, 3) zwigzki lipidowo-cukrowcowe i 4) zwiazki cukrowcowo-lipido-
wo-polipeptydowe. Dwie ostatnie grupy byty czesto dawniej zaliczane
niestusznie do mukopolisacharydéw. Tak zwane kwasne mukopolisacha-
rydy okreslono mianem glikozaminoglikuronoglikandw, wyjasniajacym
sktad chemiczny tej grupy zwigzkéw — sg to bowiem polimery heksoza-
miny powigzanej wigzaniem glikozydowym z resztami kwasu uronowego.
Dla kwasnych polisacharydéw powigzanych z biatkami nie podano od-
dzielnej nazwy. Najwiekszg trudno$¢ sprawita grupa druga obejmujgca
wiele waznych biologicznie substancji (substancje grupowe krwi, sub-
stancje sekrecyjne i inn.). Zwigzki te ro6znig sie miedzy sobg nie tylko
mstopniem spolimeryzowania ale i proporcjg sktadnikéw cukrowego i biat-
kowego. Ich budowa nie jest wyjasniona — nieznany jest ksztalt tancu-
chéw i sposob wigzania cukrow z czescig biatkowa. Zaproponowano dla
tych potaczenn nazwe ogdlng — glikopeptydy, bez wzgledu na to czy
w sktad ich wchodzg rzeczywiscie peptydy o matej masie czasteczkowej,
czy tez czasteczki odpowiadajgce swymi witasnosciami biatkom.

Dla uzupetnienia tego krétkiego przegladu nazewnictwa kompleksow
biatkowo-cukrowcowych nalezy jeszcze doda¢, ze w literaturze mozna
spotka¢ nazwy odzwierciedlajgce sktad chemiczny otrzymanych frakcji,
jak np. sulfosjalopolisacharydo-peptydy (18), badZ tez nazwy odzwiercie-
dlajgce zrodto, z ktorego dana frakcja zostata otrzymana, np. uromukoidy
(z moczu) (68, 103), seromukoidy (z surowicy) (41). Jak stusznie zaznaczyt
Schmidt (98) termin mukoproteid jest nazwg 0g6lng i moze by¢ stosowa-
ny nawet w przypadku znacznej heterogennos$ci potaczen biatkowo-(pepty-
dowo)-cukrowcowych w badanej tkance czy ptynie ustrojowym.

Il. Wystepowanie, heterogennos$¢ i skiad

Pierwsze stwierdzenie obecnosci materiatu biatkowo-cukrowcowego
w moczu ludzkim zawdzieczamy Moernerowi (cyt. wg 14) w ostat-
nich latach ubiegtego stulecia. W 40 lat pdézniej ukazaly sie dwie prace:
Jorpesa i Norlina (61) oraz Freudenberga i Eichela (44
donoszace o wykryciu w moczu ludzkim skiadnikéw o charakterze pota-
czen biatkowo-cukrowcowych, wykazujacych aktywnos$¢ substancji gru-
powych krwi. W 1938 roku Kobayashi (72) stwierdzit we frakcji
sktadnikow moczu ulegajgcych wytrgceniu octanem otowiu obecnosc
dwéch frakcji polisacharydowych, za§ Gurin, Bachman i Wil-
son (55) znalezli w moczu ciezarnych kobiet hormon gonadotroping —
0 budowie polipeptydu potgczonego ze sktadnikiem cukrowcowym. Byty
to jednak prace wstepne, a okres pogtebionych studiow nad zwigzkami
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biatkowo-cukrowcowymi w moczu rozpoczat sie dopiero na poczatku lat
pieédziesigtych. Przetomowgag datg byt rok 1950, kiedy to Tamm
i Horsfall (100) wyizolowali z moczu frakcje mukoproteidowg przez
wytrgcenie alkoholem. Frakcja ta wykazywata pozytywng reakcje Mo-
lischa, zawierata okoto 10°/0 azotu, a jednoczes$nie okazata sie inhibitorem
wirusowej hemaglutynacji erytrocytow (50, 100). Ci sami autorzy zasto-
sowali p6zniej do wytrgcenia tej frakcji sktadnikow moczu 0,58 M chlo-
rek sodu, okazato sie bowiem, iz zmniejsza wydatnie on rozpuszczalnos¢
mukroproteiddw w wodzie, podczas gdy temperatura i pH nie sg w tym
przypadku czynnikami krytycznymi (101). Otrzymana frakcja mukopro-
teidow okazata sie elektroforetycznie homogenna (90), jej masa czastecz-
kowa byta rzedu 7*106 (102). Jak wykazaly badania w mikroskopie elek-
tronowym czasteczki wydzielonego mukoproteidu miaty niezwykle wy-
dtuzony ksztatt, co wydaje sie byé cechg og6lng tego typu zwigzkéw (91).
Podobna substancje mukoproteidowga zawierajacg okoto 20°/0 cukrowcow
wydzielili réwniez Gottschalk i wspotpracownicy oraz podali bliz-
sze dane odnosnie jej sktadu chemicznego (1, 35, 47, 48, 49). Substancja ta
zawiera galaktoze, heksozaminy, $ladowe ilosci fukozy oraz 2-karboksy-
pirol (49, 88, 104, 105). Substancje tego typu charakteryzujg sie odpor-
noscig termiczng (4, 43, 108), cho¢ nie jest wykluczone, ze podwyzszona
temperatura oddziela od nich niskoczasteczkowy sktadnik (102). Ich cecha
charakterystyczng jest niewrazliwo$¢ na czynniki powszechnie stosowane
do wytrgcania biatek, pomimo iz ilosSciowo gtéwnym ich skiadnikiem jest
czes¢ biatkowa (2, 4, 43). Jedna z frakcji mukoproteidow moczu wykazuje
witasnosci urykazy (64). Nie jest wiadome pochodzenie tego enzymu, przy-
puszcza sie jednak, ze powstaje on w nabtonku przewodéw moczowych.
Czes¢ peptydowa mukoproteidéw charakteryzuje sie bardzo duzg zawar-
toscig aminokwaséw kwasnych (68, 69, 81). W czesci cukrowcowej wyste-
puje oprécz monoz kwas sjalowy (N-acetyloneuraminowy) (88), ktory zo-
stat nawet z mukoproteidéw wykrystalizowany (70, 71).

Dogodng metoda wykrywania mukoproteidow w moczu jest elektro-
foreza (57, 93, 106, 107). Rozdzielenie ich mozliwe jest jednak dopiero po
wstepnym oczyszczeniu.

W 1954 roku Anderson i MacLagan (2) opracowali nowg me-
tode izolowania mukoproteidow z moczu, polegata ona na absorpcji tych
zwigzkdw za pomocg kwasu benzoesowego. Oczyszczanie uzyskanej frakcji
prowadzono przez kolejne jej wytragcanie acetonem z roztworu wodnego
(3, 4). Frakcja uzyskana przez Andersona miata podobne wiasnosci biolo-
giczne jak frakcja Tamma i Horsfalla —hamowata wirusowg he-
maglutynacje erytrocytéw (3,4,5). Anderson i MaclLagan opracowali
takze ilosciowg metode oznaczania mukoproteidéw przy uzyciu odczyn-
nika dwufenyloaminowego (4). Daje on chromogen z kwasem sjalowym
o charakterystycznym widmie absorpcyjnym z maksimum przy 530 mix
(110). Chromogen wytwarzany z tym odczynnikiem przez 2-dezoksypen-
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tozy ma maksimum absorpcji przy innej dlugosci fali i nie przeszkadza
w oznaczaniu kwasu sjalowego (75). Stosujac te metode oznaczania mu-
koproteidow mozna byto stwierdzi¢ zwiekszone ich wydzielanie w moczu
w roznych stanach patologicznych (14, 19, 20, 30, 34, 75, 82, 108, 109).
W stanach nowotworowych zaobserwowano pojawianie sie dodatkowej
frakcji mukoproteidow w moczu (85).

Doktadniejsze badania mukoproteiddw moczu wykazaly ich hetero-
gennos$¢. Podobng heterogenno$¢ wykazuja frakcje mukoproteidowe su-
rowicy (41, 92). Rdzni autorzy zwracali uwage na podobieAstwo elektro-
foretyczne frakcji uzyskiwanych z obu tych ptyndéw ustrojowych (11, 28,
76). Anderson i wspoOtpracoVnicy (6) badajac heterogennos$é nie-
dializujgcych sktadnikow mukoproteidowych wydzielonych z moczu
stwierdzili obecno$¢ 8 frakcji, dajacych rozdzieli¢ sie za pomocg chroma-
tografii kolumnowej na DEAE-celulozie, Boyce i King (29) znalezli
6 frakcji w materiale otrzymanym w podobny sposéb. Bourillon
i wspoOtpracownicy (23, 24, 25, 26) frakcjonujac mukoproteidy moczu al-
koholem uzyskali 4 gtéwne frakcje niedializujgce. Wszystkie one zawie-
raty wysoki procent sktadnika cukrowego (50—=80°/0), przy czym jego ilos¢
byta wieksza we frakcjach wytragcajacych sie przy wyzszym stezeniu
alkoholu. Natomiast ilos¢ kwasu sjalowego malata wraz ze wzrostem cat-
kowitej ilosci cukrowcow.

Na duzg heterogennos$¢ sktadnikow biatkowo-cukrowcowych moczu
wskazujg tez prace prowadzone pod kierunkiem Berggarda (10,12,
13, 14, 15, 73). W moczu normalnym znaleziono 20 réznych immunoelek-
troforetycznie sktadnikéw biatkowo-cukrowcowych. Dwa z nich Ba-a
i Zn-(3 o charakterze glikoproteidowym pochodzg prawdopodobnie z krwi
(17). Wedtug Berggarda wiekszo$¢ biatek moczu pochodzacych z surowicy
zawiera sktadnik cukrowcowy. Badacz ten rozfrakcjonowat materiat nie-
dializujgcy moczu na drodze ultrafiltracji i wykazat, ze nawet frakcje
o0 podobnej wielko$ci czasteczek poddane elektroforezie sg heterogenne
(14, 15). Ostatnio Lundblad i Berggard (73) uzyskali kilka nisko-
czasteczkowych frakcji mukoproteidowych przy uzyciu Sephadex-G 25.

Réwniez glikopeptydy wytragcone z moczu octanem otowiu (56, 82) oka-
zaty sie niejednorodne — chromatografia na zywicy jonowymiennej po-
zwolita na otrzymanie kilku frakcji zawierajagcych okoto 13°/0 cukréw,
lecz réznigcych sie miedzy sobg sktadem aminokwasowym.

Sktadniki cukrowcowe muko- i glikoproteidéw sg na og6t mato pozna-
ne. Wystepowanie kwasu chondroityno-siarkowego sugerowata w 1954
roku Kerby (62) po znalezieniu w hydrolizacie niedializujgcej frakcji
moczu heksozamin oraz kwasu heksuronowego i siarczanu. Nieco pdzniej
Di Ferante i Rich wytragcili z moczu za pomocg bromku ce-
tylotréjmetyloamoniowego frakcje zawierajgcg chondroitynosiarczan (37,
38). Na powigzanie tego wielocukrowca z biatkiem wskazywata utrata
zdolno$ci badanej frakcji wybarwiania sie biekitem bromofenolowym
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po zadziataniu nan trypsyna (37). Wyniki Di Ferrante i Richa
potwierdzili nastepnie Heremans (57) i Berggard (14). Wy-
kazano elektroforetycznie trzy frakcje kwasnych mukopolisacharyddw.
Obecno$é heparyny w moczu byta sprawag sporng (8, 75), péki King
i wspdipracownicy (69) nie wydzielili z moczu jej pochodnej — siarczanu
heparytyny. W obecno$ci kwasu hialuronowego w moczu doniosta juz
dawniej Kerby (62 i Di Ferrante (36).

Systematyczne badania materiatu biatkowo-cukrowcowego w moczu
przeprowadzita grupa pracujgca pod kierunkiem Disch eg o (40, 45, 96).
Po oddzieleniu wysokospolimeryzowanych mukoproteidéw odpowiadaja-
cych frakcji uzyskanej przez Tamma i Horsfalla (100), stwier-
dzono obecno$¢ glikoproteidow niedializujgcych, lecz zdolnych do prze-
nikania przez blone poéiprzepuszczalng pod zmniejszonym ci$nieniem
(ultrafiltracja). Te zdolne do ultrafiltracji glikoproteidy, stanowigce oko-
to 90% catej frakcji niedializujacej, rozdzielono za pomoca frakcjonowa-
nego wytragcania na 4 frakcje; trzy z nich wytrgcaty sie przy réznym ste-
zeniu alkoholu izopropylowego, czwarta — mieszaning tego alkoholu i ete-
ru. Z kolei te frakcje poddawano elektroforezie uzyskujgc w kazdym
przypadku kilka podfrakcji (96). Jedna z nich zawierata kwas heksuro-
nowy jako jedyny skiadnik czesci cukrowcowej (45). Jako wynik koncowy
autorzy ci uzyskali okoto czterdziestu réznych frakcji niedializujgcego
materiatu biatkowo-cukrowcowego moczu.

Przeprowadzajgc szczeg6towg analize poszczeg6lnych frakcji elektro-
foretycznych zwrocono przede wszystkim uwage na okreSlenie stosun-
kéw molarnych poszczegdlnych skiadnikéw czesci cukrowcowej. Dane te
pozwalaty bowiem fatwiej niz dane dotyczgce czesci biatkowej rdznico-
waé uzyskane substancje i ewentualnie wyjasniaé ich pochodzenie. Za na-
bardziej charakterystyczne uznano nastepujgce stosunki: 1) fukozy do
sumy galaktozy i mannozy, 2) galaktozy do mannozy, 3) glukozaminy do
galaktozaminy oraz 4) sumy kwasu sjalowego i fukozy do catkowitej ilosci
heksoz. Poszczegdlne frakcje wykazywaty réznice wymienionych stosun-
kéw molarnych, jednakze autorom nie udato sie wykazac ich podobienistwa
do glikoproteiddw pochodzacych z innych ptynéw czy tkanek — wyjat-
kiem byty jedynie glikopeptydy $luzu dwunastnicy.

Heterogennos$é nie jest cechg unikalng uromukoidéw, podobng hetero-
gennoscig charakteryzuja sie seromukoidy (41, 92). Heterogenno$¢ uromu-
koidéw mozna ttumaczy¢ przyjmujac, ze pochodzg z wielu zrodet. Sa jed-
nak sugestie (103), zwracajace uwage na to, ze w zaleznosci od techniki
izolowania mozliwe jest uzyskiwanie r6znych podjednostek wiekszych
czasteczek wydzielonych przez Tamma i Horsfalla. Wydzielono frakcje
0 masie czasteczkowej dwa razy mniejszej niz masa preparatu Tamma
1 Horsfalla (39, 80), jednakze nie wydaje sie aby heterogenno$¢ muko-
proteidow moczu data sie wyjasni¢ wytgcznie wystepowaniem serii poli-
meréw o réznym stopniu polimeryzacji (77, 78, 79, 80, 103). Wysoce hete-
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rogenny materiat otrzymany przez Dischego (40) i Berggarda (14, 15) byt
odmienny niz uzyskany przez Tamma i Horsfalla (100).

Zestawienie metod wydzielania i rozdzielania uromukoidéw, stosowa-
nych przez réznych autoré6w podano na schemacie 1

Odmienny od podanych sposob wydzielania mukoproteidéw zastoso-
wal Baar (9) do moczu pacjentéw poparzonych. Absorbowal on nisko-
czasteczkowe substancje na weglu aktywnym, a nastepnie wymywat je
kwasem octowym. | w tym przypadku materiat okazat sie niejednorod-
ny — autor uzyskat kilka frakcji peptydowych zwigzanych z resztami
weglowodanowymi. Jednakze frakcja wydzielona z moczu traktowanego
uprzednio weglem aktywnym w podwyzszonej temperaturze wydaje sie
jednorodng. Nie ulega ona rozdziatowi na podfrakcje przy zastosowaniu
chromatografii kolumnowej na Sephadex i chromatografii bibutowej (42).
Ta frakcja mukoproteidow moczu — w przeciwieAstwie do innych frakcji
wydzielonych dotychczas — wykazata przewage aminokwaséw zasado-
wych i niewielkg ilo$¢ sktadnikéw cukrowcowych (43).

I11. Pochodzenie

Obecno$é w moczu ludzkim wielu zwigzkéw o charakterze potaczen
biatkowo-cukrowcowych nie budzi juz watpliwosci. Pamietaé¢ trzeba jed-
nak, ze nie jest wykluczone wystepowanie w nim oprocz tych zwigzkéw
zarowno wolnych biatek, jak i wolnych wielocukrowcow (52). Jak juz
wspomniano, w moczu patologicznym ilo$¢ materiatu biatkowo-cukrow-
cowego ulega zwiekszeniu, pojawiaja sie nowe frakcje i obraz komplikuje
sie jeszcze bardziej. Nieznane jest dotychczas zrédio tych skiadnikéw
moczu, drogi, na ktorych one powstajg, ani znaczenie ich wydzielania
dla organizmu. Moga by¢ one zaréwno bezwartoSciowymi produktami
przemian katabolicznych lub tez byé syntetyzowane w jakim$ okreSlonym
celu, dla spetnienia okreSlonych funkcji fizjologicznych czy biochemicz-
nych.

Liczni autorzy (11, 29, 63, 76) zwracali uwage na podobiefAstwo niekto-
rych frakcji mukoproteidowych moczu i krwi. Niewatpliwie pewne z tych
zwiazkow dostajg sie do moczu z krwi (21). Nalezy jednak pamietaé, iz dla
wielu z nich krew moze byé jedynie ptynem transportujgcym. Pewnym
wyjasnieniem pochodzenia mukoproteidowych skiadnikéw moczu mogg
by¢ obserwacje wzrostu ich ilosci w stanach patologicznych, zwigzanych
z silnym uszkodzeniem tkanek. Przyktadem moga tu by¢ oparzenia, kiedy
to stwierdzany jest ogdlny wzrost ilosci wydalanych substancji azoto-
wych, doprowadzajgcy nawet do ujemnego bilansu azotowego organizmu
(111). Jedng z przyczyn tego stanu jest pojawienie sie w moczu licznych
produktdw rozpadu tkanki tgcznej, o ktorej z kolei wiadomo, iz zawiera
bogaty zestaw mukopolisacharydow. Badanie frakcji mukoproteidowej
moczu ludzi poparzonych moze da¢ pewng wskazdwke co do pochodzenia
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przynajmniej jej czesci peptydowej (42). Okazato sie bowiem, ze zawiera
ona znacznie podwyzszong — w porownaniu z analogiczng frakcjg muko-
proteidowg moczu normalnego — ilos¢ hydroksylizyny, aminokwasu wy-
stepujgcego niemal wytgcznie w tkance #gcznej jako sktadnik kolage-
nu (43).

Wydaje sie, ze zwigzki cukrowcowo-biatkowe w moczu w pewnym
stopniu sga odbiciem procesow metabolizmu i wymiany zachodzacych
w tkance tacznej. Tkanka tgczna moze by¢ gtownym Zzrédiem skiadnikéw
mukoproteidowych moczu, jednak niektére z nich pochodzg praw-
dopodobnie z nabtonka przewodéw moczowych (27, 53) lub z syste-
memu piciowego — obecno$¢ tego typu substancji w ptynie nasiennym
byta stwierdzana juz dawniej (4, 51, 95). Ostatnia mozliwo$¢ potwierdza
w pewnej mierze znacznie wyzsza zawarto$¢ mukoproteidébw w moczu
mezczyzn niz kobiet (4). Nalezy podkresli¢, iz nawet uzyskanie podob-
nych frakcji z roznych tkanek i ptynow ustrojowych nie pozwolitoby na
daleko idgce wnioski — jak sie bowiem okazato, w moczu wotu (33) wy-
stepuja mukoproteidy o bardzo podobnych wiasnosciach do frakcji otrzy-
manej przez Tamma i Horsfalla z moczu ludzkiego, ponadto obserwuje
sie duzg zmienno$¢ osobniczg skiadu niektdrych frakcji tych zwigzkow.

Mozliwo$é udziatu przynajmniej niektérych frakcji mukoproteidéw
w jakich$ blizej jeszcze nieokreslonych przemianach sugeruje intensywne
wigczanie znakowanej 14C-glukozaminy do nierozpuszczalnej w kwasie
tréjchlorooctowym frakcji z komorek watroby (86, 94). Pietnowane
zwigzki wykrywano pézniej w surowicy, we frakcji rozpuszczalnej w kwa-
sie trojchlorooctowym. Ponadto puromycyna, hamujgca synteze biatek,
hamowata réwnocze$nie wiaczanie glukozaminy do frakcji nierozpusz-
czalnej w kwasie tréjchlorooctowym. Watroba wydaje sie by¢ gtownym
organem syntetyzujagcym frakcje mukoproteidowe, ktdre z niej dostaja
sie do krwi. Jak sugeruje ostatnio Winzler (113), w stanach pourazo-
wych czynniki humoralne uwalniane z uszkodzonych tkanek mogg indu-
kowac synteze specyficznego dla mukoproteidéw informacyjnego kwasu
rybonukleinowego, wtasnie w watrobie. Nie wiadomo jednak, na ktédrym
etapie syntezy biatka nastepowatoby przytaczenie czesci cukrowcowej do
reszty peptydowej — czy proces ten zachodzitby na matrycy, czy po uwol-
nieniu z niej gotowego peptydu. Nie mozna réwniez wykluczy¢ przypusz-
czenia, ze gotowy tancuch oligosacharydowy mogtby przytaczaé kolejno
poszczegOlne aminokwasy.

Brak réwniez danych o fizjologicznej funkcji mukoproteidow. Wysu-
nieto sugestie, ze odgrywajg one role ochronng przeciw nadmiernemu
tworzeniu sie kamieni moczowych przez obudowywanie zarodzi wapnio-
wych (66, 113). Dwukrotnie jednak zwiekszona ilo$¢ tych substancji w mo-
czu cierpigcych na kamice nie jest zgodna z tym przypuszczeniem (7).
Nie jest natomiast wykluczony udziat mukoproteidow w transporcie sub-
stancji szkodliwych (113).
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Serotonina

Serotonin

The chemical, pharmacological and physiological aspects as well as the
methods of determination of serotonin are presented.

Aminy biogenne, zwigzki o charakterze wybitnie zasadowym, z Kkto-
rych najwazniejsze sg: alifatyczna 1V-rzedowa zasada aminowa — acetylo-
cholina, katecholaminy — dopamina, noradrenalina (norepinefryna)
i adrenalina (epinefryna), pochodna imidazolu — histamina, oraz po-
chodna tryptofanu — serotonina (5-hydroksytryptamina) petnig specy-
ficzng role w organizmach zwierzat wyzszych (86). Aminy te wystepuja
w réznych tkankach i wykazujg bardzo silne i specyficzne dziatanie far-
makodynamiczne na tkanke nerwowg i niektére rodzaje miesni gtad-
kich (177). Z racji tego dziatania okresla sie je jako neurohormony lub
hormony neuro-miesniowe. Niezaleznie od tej aktywnosci niektore z tych
amin, jak acetylocholina lub histamina, reguluja wydzielanie okres$lo-
nych zwigzkéw przez pewne gruczoty dokrewne.

Drogi syntezy amin biogennych w organizmie zywym sg stosunkowo
proste i dobrze poznane. Acetylocholina jest syntetyzowana przez spe-
cyficzny enzym wystepujacy w mabzgu, przenoszacy grupe acetylowa
z acetylo-KoA i wigzacy jg z grupa alkoholowg choliny. Histamina pow-
staje przez dekarboksylacje histydyny. Katecholaminy: dopamina, nora-
drenalina i adrenalina sg produktami kolejnego utleniania i — w etapie
koncowym — metylacji fenyloalaniny. Serotonina wreszcie — podobnie
jak histamina z histydyny i dopamina z dwuhydroksyfenyloalaniny —
powstaje przez dekarboksylacje 5-hydroksytryptofanu (83, 99, 127, 170).
Schemat biosyntezy i przemian serotoniny podany jest w artykule Opien-
skiej-Blauth i Charezinskiego (127).

Noradrenalina, adrenalina i histamina znane sg juz od dawna i do-
czekaty sie wielu obszernych opracowan (np. 58, 68). Dopamina, ktdra
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przez dlugi czas traktowano jedynie jako zwigzek przejsciowy w syntezie
noradrenaliny i adrenaliny, nie odgrywajacy zadnej roli fizjologicznej,
okazata sie by¢ bardzo silnym inhibitorem przewodzenia impulséw ner-
wowych (120).

Badania centralnego uktadu nerwowego juz od pewnego czasu wskazy-
waty na to, ze jego prawidtowa lub nieprawidtowa czynno$¢, przejawiaja-
ca sie w postaci zaburzen lub chordb psychicznych, moze by¢ zwigzana
z prawidtowym lub nieprawidtowym metabolizmem amin biogennych
w mézgu (17, 28, 30, 31, 33, 42, 100, 136, 168, 184). Sposrdod tych amin
gtdwng role przypisuje sie najp6zniej z nich wykrytej serotoninie, uwa-
zanej powszechnie za neurohormon, aczkolwiek o niedoktadnie jeszcze
poznanym dziataniu (38, 46, 163, 179).

I. Wtasnosci chemiczne

Serotonina (l) jest pochodng tryptofanu o nazwie systematycznej:
3-(5-hydroksyindolilo)-etyloamina lub 3-(|3-aminoetylo)-5-hydroksyindol.

Jest to zwigzek chemicznie dosy¢ czynny. Bedac réwnocze$nie fenolem
i pierwszorzedowg aming alifatyczng ma wiasnosci amfoteryczne i moze
zachowywac sie jako zasada lub kwas. Jednakze stata dysocjacji jego grupy
fenolowej jest znacznie nizsza niz grupy aminowej, totez w warunkach
fizjologicznych stezen jondw wodorowych serotonina wykazuje charakter
zasadowy i tworzy sole z kwasami. Dopiero w pH powyzej 10 nastepuje
stopniowa dysocjacja grupy fenolowej.

Chemiczna aktywnos$¢ serotoniny zwigzana jest z obecnoScig w jej
czgsteczce uktadu indolowego, wchodzacego tatwo w reakcje z aldehy-
dami w potozeniu 2 i ulegajgcego tatwo utlenianiu z rozerwaniem wigza-
nia pomiedzy atomami wegla 2 i 3, przy czym powstaje zwigzek Il. Utle-
nianiu temu sprzyja obecno$¢ grupy fenolowej w potozeniu 5, natomiast
zapobiega podstawienie atomu azotu w potozeniu 1 resztg alkilowa.

Na drodze reakcji enzymatycznych, przebiegajacych w zywym orga-
nizmie, np. pod dzialaniem monoaminooksydazy (MAO), zachodzi utle-
nianie pierwszorzedowej grupy aminowej serotoniny do grupy aldehy-
dowej i dalej do karboksylowej — powstaje kwas 5-hydroksyindoliloocto-
wy (Ill). Przemiana ta zachodzi w organizmie do kofica w obecnosci ery-
trocytéw; w razie ich braku lub matej ilosci powstaty z serotoniny alde-
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hyd 5-hydroksyindolilooctowy przechodzi w 5-hydroksytryptofol, 3-(|3-
hydroksyetylo)-5-hydroksyindol (1V) (13).

Istniejg tez dane o mozliwosci hydroksylacji serotoniny w potozeniu 6
i wytworzeniu uktadu 5,6-dwuhydroksyindolowego zaréwno in vitro,
jak in vivo. Uklad taki jest jednak bardzo nietrwaty, co ogromnie utrud-
nia zbadanie jego powstawania i przemian (199).

Chemiczna synteza serotoniny moze by¢ przeprowadzona kilku me-
todami, przy czym produktem wyjsciowym jest najczesciej 5-benzylo-
oksyindol. W historycznie pierwszej syntezie przeprowadzono ten zwig-
zek w 5-benzylooksygramine, a nastepnie w 3-cyjanometylo-5-benzylo-
oksyindol, ktory zredukowano do 3-(|]3-aminoetylo)-5-benzylooksyindolu,
po czym usunieto reszte benzylowg przez wodorowanie (79). Obecnie zwy-
kle kondensuje sie 5-benzylooksyindol z chlorkiem oksalilu na chloro-
wodorek kwasu 5-benzylooksyindolo-3-ketooctowego, ktdry dziataniem
amoniaku przeksztatca sie w amid, a nastepnie grupy amidowa i ketono-
wg redukuje wodorkiem litu i usuwa sie reszte benzylowg przez wodo-
rowanie (166).

Wolna serotonina jest tatwo rozpuszczalna w wodzie, natomiast trud-
no w wiekszo$ci pospolitych rozpuszczalnikéw organicznych. Najlepiej
daje sie ekstrahowac z roztworu wodnego n-butanolem w pH 10, jednakze
w tych warunkach pH jest mato trwata. Zwykle uzyskuje sie serotonine
w postaci soli, przy czym najtatwiej krystalizuje jej s6l z siarczanem
kreatyniny. Ze wzgledu na znaczng nietrwato$¢ roztwordéw serotoniny na-
lezy je przygotowywaé kazdorazowo S$wiezo i chroni¢ przed S$wiattem
i podwyzszong temperatura.

Il. Wykrycie i wystepowanie

Z biologiczng aktywnoscig serotoniny spotykano sie juz dosy¢ dawno,
jednakze objawy przez nig wywotywane przypisywano adrenalinie. Po-
dobnie alkaloidy sporyszu, dziatajgce antagonistycznie w stosunku do
serotoniny, uwazano poczgtkowolza specyficzne antymetabolity adrena-
liny (162).

[
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Po raz pierwszy zwrécit uwage na serotonine Erspamer w 1933 ro-
ku (178). Badacz ten zainteresowat sie charakterystyczng reakcja barwng
srebrochtonnych komérek Sluzéwki jelit. Stwierdzit on rowniez, ze wy-
ciggi acetonowe $luzowki jelit wykazujg dziatanie farmakodynamiczne na
miesnie gtadkie, powodujgc ich skurcz. Za pomocg testéw farmakologicz-
nych odréznit zwigzek powodujgcy to dziatanie od adrenaliny, a za po-
mocg reakcji barwnych wykazat w nim obecnos$¢ pierscienia indolowego.
Zwiagzek ten nazwat enteraming (48).

W 1948 roku Rapport, Green i Page wyizolowali serotoni-
ne z surowicy krwi bydlecej (stad nazwa zwigzku) w postaci sprzezonej
z siarczanem kreatyniny (143, 144). W rok pézniej Rapport (142)
podat jej wzor chemiczny, potwierdzony w 1951 roku przez synteze prze-
prowadzong przez Hamlina i Fischera (79), a nastepnie przez in-
nych badaczy (8, 80, 167). Serotonina okazala sie identyczna z wykrytg
przez Erspamera enteraming (8, 53).

Serotonina wystepuje dosy¢ powszechnie w organizmach zywych,
przede wszystkim u zwierzat. R6zni autorzy, w szczeg6lnosci Erspa-
mer (51, 56), wykazali jej obecno$¢ w ukwiatach, w jadzie wezy, os
i skorpionow, w skérze ptazéw, gruczotach $luzowych od$miornic, w $lu-
zowce jelit oraz moézgu rdznych kregowcoéw. W tkankach zwierzat niz-
szych wystepuje ona najprawdopodobniej w postaci siarczanu (104). Wsrod
roslin znaleziono serotonine w owocach banana (140) (ktére poza tym
zawieraja bardzo duze ilosci noradrenaliny oraz dopaminy, wystepuja-
cych co najwyzej w $ladowych iloSciach u innych roélin), w ananasach
(54), w nerwach lisci cowhage, w babce, pomidorach, niektérych sliwkach
i owocach avocado (171), w orzechach (121) oraz w ziemniakach (191),
jednak wiele roslin wydaje sie nie zawiera¢ jej w ogole (171).

Zawarto$¢ serotoniny w tkankach zwierzat wyzszych jest bardzo rdz-
na. Najwiecej wystepuje jej w Sluzéwece jelit, gdzie zgromadzona jest
w komérkach srebrochtonnych, poza tym w $ledzionie, w ptytkach krwi
i w szyszynce (75). Osocze zawiera bardzo mate ilosci serotoniny (39),
co powodowato duze trudnosci w jej iloSciowym oznaczeniu (96, 172, 185,
201, 211).

W tkance nerwowej wykryto serotonine w 1953 roku. Po raz pierw-
szy Floreyi Florey (63) stwierdzili jej obecno$¢ w zwojach gwiaz-
dzistych matza, a wkrotce potem znaleziono jg w moézgu ssakow (6, 169,
209). Stosunkowo wysoka jest zawarto$¢ serotoniny w centralnym ukita-
dzie nerwowym u matz, gdzie zwigzek ten jest zlokalizowany gtdwnie
w retikulum endoplazmatycznym (41, 74, 190, 211). U zwierzat wyzszych
zawartos¢ serotoniny w roznych czesciach mézgu waha sie w szerokich
granicach: stosunkowo duzo jest jej w pniu mozgu i jadrach migdatowa-
tych, brak natomiast w mézdzku i substancji biatej mézgu (7, 20, 25, 35,
36, 37, 64, 66, 69, 100, 125, 184). Ptyn mdbzgowo-rdzeniowy, z wyjatkiem
niektérych stanéw patologicznych, nie zawiera serotoniny (201).
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Serotonina w mdzgu wystepuje prawdopodobnie zardwno w formie
zwigzanej, jak i wolnej (180) i nie jest wykluczone, ze czynna jest w obu
tych postaciach, aczkolwiek niektérzy autorzy przypisujg aktywnos$¢ tylko
postaci niezwigzanej (161). W mdzgu zwierzat obserwuje sie wyraznie roz-
nice gatunkowe w zawartosci serotoniny. Dziatanie elektrowstrzagséw po-
woduje wzrost jej zawartosci w mozgu, zwiaszcza w pniu moézgu (24).

Szczego6lnie duzo uwagi poswiecono zawarto$ci serotoniny w synap-
sach (43, 44, 78, 117, 198). Okazato sie, ze w centralnym ukladzie ner-
wowym i w synapsach ogromna jej wiekszo$¢ zwigzana jest w organellach
komdrkowych (78, 97, 102, 139, 151), a tylko nieznaczny procent wystepuje
w frakcji mikrosomowej i w supematancie (122, 150, 181, 192, 210).

Jak stwierdzono u szczurdw, zawarto$¢ serotoniny w szyszynce wyka-
zuje wyrazng rytmike dobowa: wzrost w dzieA (maksimum po 8 godzi-
nach) i spadek w nocy (minimum po 4 godzinach) (141). Rytmika ta jest
kontrolowana przez uktad nerwowy wspoétczulny i przeciecie nerwéw
pomiedzy gérnym splotem szyjnym a szyszynkg powoduje ustanie ryt-
micznych zmian (62).

Wystepowanie serotoniny w tkankach lub organach niekoniecznie
wigze sie z jej syntezg w tym samym miejscu. Najlepszym tego przy-
ktadem sg ptytki krwi, ktére mogg zawiera¢ niemal tyle samo serotoni-
ny co $luzéwka jelit, mimo ze w przeciwienstwie do mézgu i Sluzéwki jelit
nie majg zdolnosci jej syntetyzowania (199). Wykazujg one jednak zadzi-
wiajgcg zdolno$¢ wychwytywania serotoniny z otoczenia w obecnosci jo-
néw: potasowego i fosforanowego z wykorzystaniem energii ATP (22,
186, 187).

Ta wiasciwosé ptytek krwi powoduje, ze serotonina wprowadzona do
krwi nie jest czynna farmakologicznie, gdyz zostaje przez nie nieomal
natychmiast wychwytana. W przypadkach zranienia, gdy zostaje urucho-
miony mechanizm krzepniecia krwi, nastepuje pekanie ptytek i uwalnia-
nie z nich serotoniny. To jest powodem, ze surowica, w przeciwienstwie
do osocza, wywotuje skurcz naczyn. Uwolnienie serotoniny z ptytek krwi
moze in vitro nastgpi¢ takze na skutek zmiany warunkéw osmotycznych
przez rozcieficzenie zawiesiny plytek woda destylowang (199). Niektdrzy
badacze przypuszczaja, ze serotonina w ptytkach wystepuje w formie
soli z ATP (22). O mozliwosci wigzania serotoniny przez ATP pozwala

przypuszcza¢ fakt, ze domiesniowe jej podanie obniza znacznie poziom
ATP w mézgu (108).

I11. Dziatanie fizjologiczne i farmakologiczne

Serotoninie przypisuje sie u matz bezposrednie dziatanie stymulujace
na centralny ukfad nerwowy oraz regulowanie czynnoS$ci serca (85, 106,
189,211). Kosztojanc i Rézsa (107) wykazali jej wptyw na spon-
taniczng regulacje bioelektrycznej aktywnosci splotow nerwowych,
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a Salanki (152) — na dziatanie kontrolne centralnego uktadu nerwo-
wego na napiecie miesni.

U zwierzat wyzszych najwyrazniej zaznaczonym dziataniem seroto-
niny jest powodowanie skurczu mies$ni gtadkich macicy, zotadka, jelit,
naczyn krwionos$nych i pecherza (199). Istniejg powazne przestanki wska-
zujace na to, ze dziatanie to zwigzane jest z mechanizmem odwracalnego
cyklicznego przenikania przez btony komdérkowe jonéw wapnia, powodu-
jacych skurcz miesni w potgczeniu z uktadem biatko kurczliwe typu akto-
miozyn — ATP (196, 199). Przypuszcza sie, ze serotonina tgczy sie w bio-
nie komdrkowej z specyficznym receptorem lipidowym na kompleks, kto-
ry umozliwig zwigzanie jonéw Ca2+ i przeprowadzenie ich przez bione,
uprzednio dla nich nieprzepuszczalng. Po przeniknieciu przez btone na-
stepuje pod wptywem specyficznego enzymu rozkiad catego kompleksu
na czesci sktadowe, tj. serotonine, jony Ca2+ i lipid. Ten specyficzny re-
ceptor lipidowy serotoniny jest najprawdopodobniej gangliozydem (45,
199, 202, 203).

Analogiczny mechanizm przyjmuje sie dla wyjasnienia skurczu miesni
gtadkich pod wpltywem adrenaliny, acetylocholiny i innych amin bio-
gennych. Specyficznosé poszczegdlnych hormonoéw polega prawdopodobnie
na specyficznosci receptoréow lipidowych i enzyméw rozktadajagcych te
kompleksy (199). Serotonina wykazuje réwniez bardzo silne dziatanie in-
hibicyjne kompetycyjne w fosforylacji oksydacyjnej (4).

Szereg efektdéw, jakie wywotuje wstrzykniecie serotoniny do organiz-
mu, jest wynikiem skurczu miesni gtadkich. Nalezy tutaj wzrost ci$nienia
krwi, poprzedzony niekiedy jego chwilowym nagtym spadkiem (95, 130,
132), w czym dzialanie serotoniny bardzo przypomina dziatanie adrena-
liny. Skurcz naczyn powoduje z kolei zmniejszenie wydzielania wody
przez nerki, co szczegblnie tatwo daje sie zauwazy¢ u zwierzat obcigzo-
nych wodga (55). Réwnoczesnie silny skurcz jelit i pecherza powoduje od-
dawanie moczu i katu (199). Serotonina wywotuje tez wzrost przepusz-
czalnosci naczyn wioskowatych, co powoduje przechodzenie ptynéw do
otaczajacych jag tkanek (131).

Prébowano powiazaé dziatanie serotoniny z kontrolg cisnienia krwi,
jednakze wydaje sig, ze w normalnym organizmie zalezno$¢ taka nie
istnieje, gdyz wprowadzenie nawet duzych ilosci antymetabolitow sero-
toniny nie zmniejsza ci$nienia krwi (154, 207). Natomiast w stanach pato-
logicznego nadcis$nienia te same antymetabolity powoduja wyrazny spa-
dek cisnienia krwi.

Neurofizjologicznie gtéwng cechag serotoniny jest hamowanie przewo-
dzenia bodzcow nerwowych (118, 119). W o$rodku wzrokowym dziata ona
co najmniej na trzy odrebne centra (105).

Serotonina ma wybitny wptyw na komorki oligodendrogleju, ktdre nor-
malnie wykazujg rytmiczne skurcze o okresie podobnym do ruchow miesni
gtadkich: skurcz trwajgcy okoto p6ttorej minuty i rozkurcz trwajgcy okoto
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trzech minut (116). W hodowli in vitro tych komérek dodatek 5 tig se-
rotoniny na 1 ml hodowli powoduje silny skurcz tezcowy trwajacy oko-
to 30 minut (15, 16). Na odwrét — w neuronach hodowanych in vitro
serotonina bardzo silnie wzmaga ruch cytoplazmy i zwieksza czestotli-
wos$é pulsujagcych ruchow tych komérek (70, 71, 72, 73).

Dziatanie serotoniny wprowadzonej do organizmu jest krdtkotrwate,
gdyz ulega ona szybko rozkiadowi lub inaktywacji. Monoaminooksydaza
(MAO) utlenia jej pierwszorzedowg grupe aminowga, uktad metylujacy
przeksztatca jej grupe fenolowa w ester metylowy, oksydazy rozszcze-
piajg pierscien pirolowy lub hydroksylujg fenylowy (199).

Pomimo specyficznej tatwosci przenikania przez btony plazmatyczne
wielu komorek, serotonina praktycznie nie przekracza bariery krew-moézg
(159, 205, 206) i nawet znaczne zmiany jej stezenia we krwi nie odbijaja
sie na jej zawartosci w mozgu. Bariera ta zdaje sie nie obejmowacé corpus
callosum, w ktorym Marazzi i Hart wykazali zmiany w przewo-
dzeniu impulséw elektrycznych pod wptywem serotoniny wprowadzonej
do tetnicy szyjnej (119). Prekursor serotoniny — 5-hydroksytryptamina
przekracza natomiast te bariere bez specjalnego trudu (20, 208). Bariera
ta wystepuje najprawdopodobniej w $ciankach naczyhA krwiono$nych
moézgu i zawiera grupe enzymoéw rozktadajgcych i inaktywujgcych sero-
toning, gtéwnie monoaminooksydaze i metylotransferaze (197).

W szeregu roznych schorzen somatycznych obserwuje sie odchylenia
od normy w zawarto$ci serotoniny w ustroju wzglednie w poszczeg6l-
nych tkankach lub pewne nieprawidtowosci w jej metabolizmie. Ma to
miejsce np. w rdznych schorzeniach alergicznych (77, 175), w schorze-
niach watroby (5), tyreotoksykozie (121), przy nadci$nieniu (204) i zawale
miesnia sercowego (125), w artretyzmie reumatycznym (84) i niektérych
schorzeniach przewodu pokarmowego (82, 98). Sg to jednak na ogét
odchylenia niewielkie i mato charakterystyczne, uwarunkowane gtéw-
nie zmianami w aktywnos$ci monoaminooksydazy (82).

Jedynym schorzeniem zwigzanym z wyrazng nadprodukcjg seroto-
niny jest zesp6t rakowiaka, w ktérym zmianom ulegajg komorki srebro-
chtonne S$luzéwki jelit, bedace gtdwnym miejscem syntezy serotoniny
w organizmie (76, 109). Poziom serotoniny u krwi chorych na rakowiaka
jelit moze osiggnaé 10 “~ig/ml wobec normalnego okoto 0,4 fig/ml (199). Po-
dobnie bardzo silnie wzrasta wydzielanie z moczem kwasu 5-hydroksy-
indolilooctowego, dochodzac do 400 mg dziennie wobec normalnej war-
tosci 2—5 mg (199). Rakowiaki innych narzadow wywotujg co najwyzej
nieznaczne wahania w poziomie serotoniny (133, 134).

1V. Oznaczanie

Serotonina moze by¢ oznaczana w ekstraktach tkankowych metodami
fizykochemicznymi (kolorymetrycznie lub fluorymetrycznie) albo tez
farmakologicznymi.
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Ekstrakcje serotoniny z tkanek nalezy przeprowadzaé w ten sposéb,
aby zapobiec jej rozktadowi przez enzymy uwalniane réwnocze$nie z ko-
morek. Zazwyczaj homogenizuje sie Swiezg tkanke w trzech objetosciach
oziebionego acetonu, oddziela roztwdér i odparowuje aceton pod zmniej-
szonym ci$nieniem. Drugim sposobem jest homogenizacja tkanki w ozie-
bionym rozcieiczonym (0,01—0,2 N) kwasie solnym (160) lub w roztworze
wodnym inhibitora enzymdw rozktadajgcych serotonine — najczesciej
iproniazydu (marsilidu), znanego inhibitora monoaminooksydazy (199).

Przy oznaczaniu serotoniny metodami fizykochemicznymi konieczne
jest oddzielenie jej od innych mogacych interferowac¢ zwigzkéw, w szcze-
g6lnosci 5-hydroksytryptofanu. Dokonuje sie tego badZz na drodze chro-
matograficznej, przepupszczajac ekstrakt przez kolumne anionitowa (np.
Dowex 50-W), z ktorej najpierw eluuje sie 5-hydroksytryptofan 0,02 M
buforem fosforanowym, a nastepnie serotoning 0,01 N wodorotlenkiem
sodowym, badZ droga ekstrakcji r6znymi rozpuszczalnikami, z ktérych
najlepszym okazat sie n-butanol. Ekstrakcje przeprowadza sie zazwy-
czaj jeden raz w pH 10, wysycajac uprzednio faze wodng chlorkiem sodu.
Z wyciggu butanolowego przeprowadza sie nastepnie serotonine do fazy
wodnej przez dodanie heptanu i 0,1 N kwasu solnego (19).

Serotonina daje wszystkie reakcje barwne charakterystyczne dla
zwiagzkow indolowych, wiekszo$¢ z tych reakcji nie nadaje sie jednak do
oznaczania jej zawarto$ci w wyciggach tkankowych (127, 128, 146, 147,
148). NajczesSciej stosowana metoda kolorymetryczna polega na utlenianiu
serotoniny w roztworze wodnym za pomocg kwasu azotowego i kwasu
siarkowego i wywotaniu reakcji barwnej z a-nitrozo-(3-naftolem. Powsta-
te czerwono zabarwione potgczenie mozna wyekstrahowac¢ i natezenie
barwy oznaczyé w zwykiym kolorymetrze (174). Reakcja ta jest dosy¢
specyficzna dla zasadowych potaczen 5-hydroksyindolilowych, przy czym
wiekszos$¢ dajacych ja zwiazkoéw, interferujgcych w oznaczaniu serotoni-
ny, moze by¢ wyeliminowana przy oczyszczaniu n-butanolem. Powazna
wadg tej metody jest jej mata ,czutos¢ (granica wykrywalnosci seroto-
niny = 10 fig), co w potgczeniu z duzymi stratami serotoniny przy eks-
trakcji i oczyszczaniu utrudnia jej stosowanie do oznaczania serotoniny
w wiekszosci tkanek.

Metoda fluorescencyjna wykorzystuje fakt, ze serotonina naswietla-
na w roztworze wodnym promieniowaniem UV o diugosci fali 295 mu
daje charakterystyczng fluorescencje o maksimach przy dtugosci fali
332 mio, (silnigjsza) i 550 mi® (stabsze) (19, 23, 173, 174). Sposréd zwigz-
kéw wystepujagcych razem z serotoning te samg reakcje daje 5-hydroksy-
tryptofan i dlatego nalezy go uprzednio oddzieli¢ na kolumnie jonitowej
(194). Metoda ta pozwala na oznaczanie 1 kig serotoniny, a wiec jest okoto
10 razy czulsza od metody kolorymetrycznej. Jednakze podobne reakcje
fluorescencyjne daja takze i inne aminy biogenne, np. noradrenalina (100,
121). Histochemicznie mozna lokalizowac¢ rozmieszczenie monoamin, a wiec
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i serotoniny w tkance wykorzystujagc zjawisko wystepowania fluorescen-
cji w czasie ogrzewania z gazowym aldehydem mrowkowym (34, 57).
Ro6zne aminy wykazujg to zjawisko w réznych temperaturach, co pozwala
w pewnym stopniu rowniez i na ich identyfikacje (57).

Najczulsze i wobec tego najczesciej stosowane sg farmakologiczne me-
tody iloSciowego oznaczania serotoniny. Wszystkie one polegajag na tym,
ze badana tkanka zanurzona w roztworze kurczy sie po dodaniu do roz-
tworu niewielkich ilosSci serotoniny: Stopief kurczenia sie tkanki jest pro-
porcjonalny do ilosci serotoniny, moze wiec by¢ zmierzony ilosciowo
i porownany z efektem wywotanym przez okre$long ilo$¢ wyciggu tkan-
kowego. Jako tkanek uzywa sie: serca matza — jest to metoda Erspa-
mera i Ghiretti (54) zmodyfikowana nastepnie przez Welsha
(188), serca $limaka winniczka (Helix pomatia) — metoda Sal an ki
(152, 153), macicy szczura — metoda Erspamera (48, 50) zmody-
fikowana nastepnie przez Gadduma i Hameeda (67) oraz Woo1-
ley a (196), jelita grubego myszy (40) oraz zotgdka szczurzego----metoda
V ane’a (176). Podobny efekt na te same tkanki wywotuje rdwniez ace-
tylocholina. W celu wyeliminowania jej dziatania dodaje sie do badanego
roztworu antagonistdw acetylocholiny, np. atropiny. Czuto$¢ r6znych me-
tod iloSciowego oznaczania serotoniny zestawiono w tabl. 1

Tablica 1

Poréwnanie czuto$ci réznych metod ilosciowego oznaczania serotoniny (wg 199)

Metoda llos¢ seroton!ny
wykrywana w proébie (ug)

Kolorymetryczna (z a-nitrozo-p-naftolem) 10

Fluorometryczna 05—20

Farmakologiczna (serce matza) 0,01 — 0,1
(macica szczura) 0,05 — 0,1
(zotadek szczura) 0,001 — 0,002

Zasadniczg zaleta metod farmakologicznych jest to, ze moga by¢ sto-
sowane przy uzyciu nieoczyszczonych wyciggéw tkankowych, co ma szcze-
go6lnie duze znaczenie w przypadku bardzo matych stezehA serotoniny,
w ktdrych straty hormonu spowodowane ekstrakcjg, odparowywaniem
rozpuszczalnika oraz wptywem powietrza moga dochodzi¢ do 90°/0 (199).
Nalezy jednak zwraca¢ uwage na mozliwo$¢ wywotlywania analogicz-
nego efektu przez jony Ca2+, ktére w wiekszych stezeniach powodujg sa-
morzutnie skurcz tkanki. Dziatanie to jest szczeg6lnie wyrazne w przy-
padku macicy szczura i wystepuje juz przy stezeniu 20 mg CaCl2 na litr
(196). To tez przy sporzadzaniu roztworu, w ktérym zanurza sie badang
tkanke, nie powinno sie przekracza¢ tej wartosci stezenia jonow Ca2+.
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V. Naturalne pochodne i analogi strukturalne

W organizmach zwierzecych oprécz serotoniny wystepujg jeszcze jej
pochodne, przede wszystkim melatonina (V) i bufotenina (VI).

Melatonine wyizolowano z szyszynki w 1958 roku (110, 114), a w roku
nastepnym ustalono jej budowe jako O-metylo-N-acetyloserotoniny (N-
-acetylo-5-metoksytryptaminy) (111). Nie wykluczone jest réwniez jej
wystepowanie w nerwach obwodowych (112), nie wykryto jej natomiast
w innych tkankach. Dziata ona antagonistycznie do hormonu powoduja-
cego rozszerzanie melanoforow w skdrze zaby (stad nazwa), nie powoduje
natomiast’skurczu mieéni gtadkich.

Rola melatoniny w organizmie zwierzecym nie jest jasna:. Wystepo-
wanie jej wylgcznie w tkance nerwowej, w szczegdlnoSci w szyszynce,
sugeruje jej role hormonalng w dziataniu ukfadu nerwowego (9, 10, 111,
112, 113, 114, 127), aczkolwiek nie zostato to dotychczas udowodnione (199).
Nie zostato tez wyjasnione, czy powstaje ona w tkance nerwowej na dro-
dze przemian sarotoniny (N-acetylacja, O-metylowanie) (29, 127), czy tez,
bedagc w przeciwieAstwie do serotoniny rozpuszczalng w ttuszczach, prze-
nika btony lipidowe tkanki nerwowej i ulega w niej enzymatycznemu
przeksztatceniu w serotonine (199).

Bufotenina (N-dwumetyloserotonina) wykryta zostata po raz pierwszy
w skérze ropuch (209), a nastepnie wyizolowana z trujacych grzybow
Ammanita mappa (195), z cahobe beans z wybrzezy morza Karaibskie-
go (61) oraz z moczu ludzkiego, aczkolwiek niektérzy badacze sg zdania,
ze w normalnym moczu wystepuje jedynie monometyloserotonina (149).
Bufotenina, jak rowniez produkt jej dalszego metylowania — bufoteni-
dyna (N-tr6jmetyloserotonina) sg silnymi jadami dziatajgcymi na tkanke
nerwowg; wywotujg rowniez skurcz miesni ghadkich.

W tkankach roslinnych wystepuje caly szereg zwigzkéw bedacych
mniej lub wiecej bliskimi analogami strukturalnymi serotoniny i wyka-
zujacych dziatanie psychomimetyczne i halucynogenne. Nalezg tu przede
wszystkim alkaloidy sporyszu bedace pochodnymi kwasu lizergowego (VII)
(ergotamina, ergotoksyna i inne, R = peptyd) oraz bardzo blisko spo-
krewnione z nimi, nie wystepujace w sporyszu, dwuetyloamid kwasu
lizergowego (LSD) i dwuetyloamid kwasu bromolizergowego (BOL)
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(R = —NH/C2HY2), dalej psylocybina (VIII) i harmina (IX) oraz alkaloidy
0 bardziej ztozonej budowie jak ibogaina (X), yohimbina (XI) i rezer-
pina (XII).

0=C—R POsH2
@)
*th3
N
VI Yin
H3CO
OCH3
OCHs
OCH3

Wszystkie te zwigzki naturalne, jak réwniez catly szereg syntetycznych
analogéw strukturalnych serotoniny wykazujg u ludzi i zwierzat wybitne
dziatanie psychotyczne, co pozwala wnioskowac¢ o roli jakag w zaburze-
niach psychicznych moze wywolywaé¢ wystepujgca normalnie w ustroju
ludzkim serotonina (199).

V1. Hipoteza serotoninowa choréb psychicznych

Role serotoniny w procesach psychicznych wykazano dzieki stwier-
dzeniu, ze niektdre jej antymetabolity wywotujg u os6b zdrowych przej-
Sciowe zaburzenia psychiczne (205, 206). Pierwszym poznanym zwigzkiem
tego typu byt 2-metylo-3-etylo-5-aminoindol (XII1) (204), a w niedtugim
czasie otrzymano ich caty szereg.
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Wsrdéd zwigzkéw wystepujgcych w naturze antymetabolitami seroto-
niny okazaty sie wymienione juz alkaloidy sporyszu, yohimibina, har-
mina, ibogaina, rezerpina i psylocybina, bedace silnymi $rodkami psycho-
mimetrycznymi (11, 12, 91, 124, 137, 138, 158, 161, 183). W oporciu o ich
dziatanie na zywy organizm Gaddum (64,65 oraz Woolley
i Shaw (205, 206) zwrdcili w latach 1953—54 uwage na mozliwos¢ istnie-
nia zwigzku miedzy serotoning i zaburzeniami psychicznymi. Woolley
wysunat tez tzw. hipoteze serotoninowa choréb psychicznych (199). Jego
zdaniem zaburzenia w metabolizmie serotoniny w tkance nerwowej s3
odpowiedzialne za powstawanie odchyleh od normy i schorzehA psychicz-

nych, a mianowicie nadmiar serotoniny w mozgu jest przyczyng schizo-
frenii, a niedobdr serotoniny — przyczyng stanéw depresyjnych.

Jako dowody przemawiajace za stusznosScig swojej hipotezy W oo 1-
ley przytacza nastepujace fakty.

1. Wplyw serotoniny na hamowanie rytmicznych skurczow komorek
oligodendrogleju (15, 16). Komarki te u chorych na schizofrenie i psychoze
maniakalno-depresyjng wykazujg wyrazne zmiany morfologiczne (47).
Zaburzenie ich rytmicznej czynnoS$ci i zwyrodnienie moze upoS$ledza¢ od-
zywianie sasiadujacych z nimi neuronéw. Komorki oligodendrogleju
zawierajg ponadto szczegOlnie duzo pseudocholinesterazy (acylcholino
acylhydrolazy), dla ktorej serotonina i niektére jej pochodne sg silnymi
inhibitorami.

2. Pogorszenie sie stanu schizofrenikow przy podawaniu inhibitoréw
monoaminooksydazy oraz prekursora serotoniny— 5-hydroksytrypto-
fanu i na odwrdt — poprawa stanu klinicznego w depresji po podawaniu
inhibitorow monoaminooksydazy (59, 115, 145, 200).

3. Poprawa stanu schizofrenikow przy podawaniu amidu kwasu niko-
tynowego. Zwigzek ten nie jest ani analogiem strukturalnym, ani anty-
metabolitem serotoniny, jednak w jaki$ sposéb znosi jej dziatanie, np.
powodujace skurcz mieéni gtadkich lub biegunke po wstrzyknieciu 5-hy-
droksytryptofanu, a réwnoczesnie blokuje dziatalno§¢ monoaminooksy-
dazy (92).

4. Dodatni wptyw rezerpiny — antymetabolitu serotoniny — w schizo-
frenii.

5 Wptyw chloropromazyny (XI1V), jednego z najcze$ciej stosowanych
w schorzeniach psychicznych neuroleptykow. Zwigzek ten, podobnie jak
amid kwasu nikotynowego, nie jest ani analogiem strukturalnym ani
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antymetabolitem serotoniny, jednak dziata silnie antyserotoninowo w spo-
s6b nieodwracalny (14). Dziatanie to jest niewyjasnione; wigze sie je
z oddziatywaniem na btone komérkowg (81, 101).

6. Zmiany psychiczne w galaktozemii, w ktérej nadmiar galaktozo-1-
-fosforanu moze powodowaé zahamowanie wigczania galaktozy do lipi-
déw, a wiec hamowal synteze gangliozyddw bedacych specyficznymi
receptorami serotoniny w btonie komoérkowej (155).

Bardzo ciekawym i niedostatecznie jeszcze wyjasnionym zagadnieniem
jest powigzanie niedorozwoju w fenyloketonurii z zaburzeniem syntezy
serotoniny. w mozgu (46). Fenyloalanina dziata jako inhibitor przenosze-
nia 5-hydroksytryptofanu, prekursora serotoniny, przez bariere krew—
mozg (156, 157, 164) i jej nadmiar mogiby byé odpowiedzialny za bardzo
znaczne obnizenie poziomu serotoniny w moézgu i zwigzany z tym nie-
dorozwdj.

Hipoteza serotoninowa Woolleya posiada caly szereg punktow niedo-
statecznie wyjasnionych lub spornych. Zagadnienie roli serotoniny w za-
burzeniach psychicznych komplikuje podobna rola katecholamin, hista-
miny i acetylocholiny. Noradrenalina w niektorych przypadkach dziata
zgodnie z serotoning, w innych antagonistycznie. Rezerpina wydaje sie
w tym samym stopniu usuwaé z kory mébzgowej serotonine, jak i nora-
drenaline i jej dziatanie w stosunku do obu tych hormondéw do dzi$ dnia
nie jest wyjasnione (26). Uspokajajgce dziatanie rezerpiny jest niwelo-
wane w tej samej mierze przez podawanie prekursora serotoniny — 5-hy-
droksytryptofanu, co i prekursora katecholamin — 2-hydroksyfenyloala-
niny. W fenyloketonurii stwierdza sie w tkankach obnizenie poziomu
zarbwno serotoniny, jak i adrenaliny (135). Wreszcie nalezy podkreslié,
ze silne psychomimetyki nie zawsze sg antymetabolitami serotoniny, np.
meskalina jest analogiem adrenaliny, a ditran — acetylocholiny. Sporo za-
mieszania wprowadza tez ceruloplazmina, biatko pelnigce role amino-
oksydazy w osoczu i ptynie mobzgowo-rdzeniowym (18, 52, 123, 182),
niszczace dziatalno$¢ serotoniny (123, 213), ktérego zawarto$¢ w krwi
schizofrenikéw wydaje sie by¢é wyzsza niz u zdrowych (3).

Nie ulega watpliwosci, ze zaktocenie metabolizmu ktéregokolwiek
z neurohormonéw musi wptynac¢ na dziatalnosé kory moézgowej, a w efek-
cie spowodowac¢ zmiany psychiczne (46, 60). Niektdrzy autorzy dopatrujg
sie zrédet zaburzen psychicznych w wadliwej przemianie adrenaliny (87,
88, 89, 90, 91, 93, 165), iiini— acetylocholiny (1, 2), wiekszo$¢ jednakze wi-
dzi je w wadliwej przemianie tryptofanu (29, 32, 33, 46, 199).

Postulowany dla zaburzen psychicznych, w szczegdlnosci dla schizo-
frenii biochemiczny defekt metaboliczny moze tkwi¢ zar6wno w psycho-
toksynie, jak i w substancji receptorowej (64), w kazdym razie nalezy go
szuka¢ w przemianie materii komdrek mézgowych. Catkowite wyjasnie-
nie zagadnienia bytoby mozliwe jedynie przy przeprowadzeniu badah na
Swiezej tkance mézgowej zdrowych i chorych ludzi (201).
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Recenzja ksigzki Pteridine Chemistry

Pteridine Chemistry, red. Wolfgang Pfleiderer, Edward C. Taylor, Per-

gamon Press, Symposium Publications Division, Oxford, England, XIX + 535 str.,
1964, ceina 5 funtow.

Z tytutu sadzac Chemia Pterydyn jest podrecznikiem dotyczagcym waskiej,
$ciSle ograniczonej dziedziny; okazuje sie jednak, ze jest czym$ wiecej. Pozycja ta
zawiera materiaty 3 Miedzynarodowego Sympozjum poswieconego chemii pterydyn,
ktére odbyto sie we wrze$niu 1962 roku. w NRF w Stuttgarcie.

Juz z pobieznego zapoznania sie z trescig wida¢, ze jest to na pewno pozy-
teczne dla specjalistow podsumowanie problematyki z zakresu pterydyn, bedace
zarazem dla niespecjalisty lekturga wrecz fascynujaca. Ro6znorodne opracowania,
obejmujace wszystkie szczeg6towe aspekty chemii pterydyn, stanowig réwnoczes$nie
bogata ilustracje $cistej wiezi miedzy chemig a biologia tych zwigzkéw datu-
jacej sie od czaséw, kiedy ponad 75 lat temu Hopkins wyekstrahowatl barw-
nik pterydynotwy ze skrzydet motyla.

Niespecjalista znajdzie bardzo interesujgcy wyktad wprowadzajacy Schopfa,
ktory rozwijajac wstepne odkrycia Hopkinsa zapoczatkowat w 1924 roku systema-
tyczne badania nad chemig pterydyn. Wyktad ten jest krétkim przeglagdem roz-
woju chemii pterydyn zaczynajacym sie od oméwienia prac Hopkinsa nad wy-
odrebnieniem ze skrzydet motyli biatego i z6ttego barwnika a konczacym sie sfor-
mutowaniem szeregu aktualnych zagadnien czekajgcych na rozwigzanie. Opraco-
wane zostaly praktycznie wszystkie dzialy chemii pterydyn i ich pochodnych
z uwzglednieniem biologii i enzymologii. Znalezé tu mozna prace wszystkich
chyba znanych specjalistdw i pionieréow tej dziedziny.

Nie brakuje nawet kroétkiego rozdziatu o rozwoju wtasciwej techniki mikroana-
lizy elementarnej, napisanego przez J. Fild es a, znanego australijskiego spe-
cjalisty w tym zakresie.

Dla specjalistéw, a takze tych, ktérzy pracujg w dziedzinach zblizonych, szcze-
g6lnie cenne sa obszerne, dostowne sprawozdania z dyskusji prowadzonych po
kazdym doniesieniu. W niektérych przypadkach cze$¢ dyskusyjna jest tak rozbu-
dowana, ze nawet przekracza objetoscig doniesienia oryginalne. Sprawozdania z dy-
skusji podnosza warto$¢ catej ksigzki. Czytelnik zainteresowany tematem znaj-
dzie tu wiele pozytecznych informacji — np. nie opublikowane dane Wooda
dotyczace nieenzymatycznego termicznego przeksztatcenia 8-rybitylo-6,7-dwumetylo-
lumazyny w ryboflawine w $rodowisku wodnym (str. 460—461) oraz podobne dane
Plauta dla tej samej reakcji katalizowanej enzymatycznie.

Warto chyba zacytowa¢ wyjatek z koncowego przeméwienia przewodnicza-
cego Sympozjum E. C. Taylora, ktéry przypomnial, ze w pierwszym- Sym-
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pozjum (Paryz, 1952) wzieto udziat tylko 18 uczestnikéw. Drugie Sympozjum, zorga-
nizowane w Ciba Foundation w Londynie w 1954 r. objeto juz szeroki wachlarz
zagadnien z zakresu chemii, biochemii, biologii, mikrobiologii i medycznych zastoso-
wan pterydyn. Ale nawet w tym okresie ...kwas foliowy byt jedyna znang wyste-
pujaca w przyrodzie pochodna pterydynowag majacg znaczenie w metabolizmie,
a prawde mowiac niezbyt wiele wiedziano o jego metabolicznej roli. W czasie
nastepnych o$miu lat zyskaliSmy znaczng wiedze o tych problemach. Wraz z poz-
naniem innych wystepujacych w przyrodzie pterydyn o aktywnos$ci koenzymatycz-
nej staneliSmy na progu nowego okresu rozwoju w tej dziedzinie”.
Organizatorom ostatniego Sympozjum i redaktorom omawianej ksigzki nalezy
sie szczeg6lne wuznanie za znakomitg tre$¢ i umiejetny sposéb jej przedsta-
wienia. Wydaje sig, ze powinna ona trafi¢ do szerokich kregéw naukowych odbior-
cow. Wydawcy, z kolei zastuguja na uznanie ze wzgledu na $wietny papier i czcion-
ke drukarska, ktére jeszcze bardziej zachecaja do lektury. Jest to jedna z tych
ksigzek, Kktére zastuguja na poczesne miejsce na poOtce pracownika naukowego
zainteresowanego chemig oraz biologiag zwigzkéw heterocyklicznych.

D. Shugar

Recenzja ksigzki R. W. B ailey — Oligosaccharides

R. W. B ailey Oligosaccharides, wyd. Pergamon Press, 1965 VII + 178 str.

Ksigzka B ailey a ukazata sie jako czwarty tom sekcji biochemicznej mie-
dzynarodowej serii monografii z zakresu biologii czystej i stosowanej. Podaje ona
przeglad poznanych dotychczas kilkocukrowcéw wystepujgcych w stanie wolnym
oraz otrzymanych w wyniku syntezy i degradacji wielocukrowcow zaréwno na dro-
dze chemicznej jak i enzymatycznej. Autor przyjmuje, ze kilkocukrowce sg to zwigz-
ki zbudowane z 10 lub mniej reszt cukrowych, i stosuje dla nich nazwy zgodne
skrocong nomenklaturg Whelana, pozwalajaca na wzglednie proste i jednoznaczne
okres$lenie zwigzkow wielosktadnikowych z grupy cukrowcéw. Cztery pierwsze roz-
dziaty autor poswieca zagadnieniom ogélnym omawiajagc w nich zasady nomen-
klatury kilkocukrowcoéw, ich synteze i hydrolize, wydzielanie, oczyszczanie i usta-
lanie struktury. W kréotkim tym omowieniu autor uwzglednit przede wszystkim me-
tody nowe podajac dosyé obszerng bibliografie. Dalsze 7 rozdziatbw zawiera kom-
pletny spis znanych kilkocukrowcoéw podzielonych na kilka grup z podaniem ich
charakterystyki i bibliografia. Charakterystyka zawiera: nazwe skrocong wg
Whelana, nazwe zwyczajowa, $cista nazwe chemiczng zgodng z regutami podanymi
przez towarzystwa chemiczne amerykanskie i brytyjskie, skrecalnosci wtasciwe
zwigzkow oraz ich octanéw i innych pochodnych, temperatury topnienia, charaktery-
styke znanych pochodnych, sposéb otrzymywania, jezeli zwigzek otrzymano w wy-
niku syntezy chemicznej lub enzymatycznej ewentualnie degradacji wielocukrow-
cow i wreszcie wystepowanie w przyrodzie z doktadnym podaniem wszystkich Zro-

det, z ktérych dany zwigzek wyizolowano. W rozdziatach 4, 5 i 6 — omo6wiono
kilkocukrowce homogenne pod wzgledem sktadnikéw cukrowych, w rozdziatach 7,
8 i 9 — heterogenne, w rozdziale 10 — zawierajgce aminocukry a w 11 — kwasy

uronowe. Ksigzka zaopatrzona jest w trzy indeksy. Pierwszy z nich to indeks kla-
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syfikacyjny utozony wedtug sktadnikéw cukrowych uszeregowanych w porzadku
alfabetycznym (np. D-altroza, l-amino-J-deoksy-D-glukoza itp.) na grupy. W kazdej
grupie stosuje sie dalszy podziat ze wzgledu na: homogennos$¢ lub heterogennosc¢,
redukcyjno$¢ lub nieredukcyjnos$é, zawartos¢ aminocukréw i kwaséiw uronowych.
Drugi indeks obejmuje nazwy zwyczajowe a trzeci to indeks ogélny. W sumie ksigz-
ka Beileya jest podreczng encyklopedia wiadomosci o kilkocukrowcach.

Z. Kasprzyk
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TOM XI 1965 ZESZYT 4

Autoreferaty prac habilitacyjnych i doktorskich

Rola estrogenéw w procesie wydalania i przemiany kwasu cytrynowego

LEON ZELEWSKI

Prace wykonano w Zaktadzie Chemii Biologicznej Akademii Medycznej w Gdansku.

Recenzenci: Prof. dr. S. BYCZKOWSKI, prof. dr. M. GORSKI,
prof. dr. I. MOCHNACKA

Uchwata Rady Wydzialu Lekarskiego AM w Gdansku z dnia 8. X. 1964 nadajgca
stopien naukowy docenta biochemii

Stwierdzono, ze estrogeny powoduja kilkudniowe obnizenie wydalania kwasu
cytrynowego w moczu samic normalnych i po owariektomii, jednodniowe obnizenie
u samcéw normalnych i po kastracji. U samic po obustronnej adrenalektomii nie
wystgpit istotny spadek wydalania kwasu cytrynowego po podaniu J7-|3-estra-
diolu.

Wykazano, ze estrogeny wywotujg spadek wydalania chlorku sodowego w mo-
czu, ktéry jednak nie zawsze jest rownolegty do spadku wydalania kwasu cytry-
nowego u szczuréw z zachowanymi nadnerczami. Brak natomiast istotnego spadku
wydalania sodu i chlorkéw po podaniu 17-|3-estradiolu u samic po obustronnej
adrenalektomii.

Estrogeny powodujg zmniejszenie wydalania potasu. Efekt ten jest wywota-
ny zmniejszang iloscig przyjetego pokarmu, gdyz stosunek wydalonego potasu do
azotu catkowitego wydalonego z moczem pozostaje nie zmieniony.

Stezenie sodu, potasu i chlorkéw osocza pozostaje nie zmienione w dniach
wywotanego estrogenami maksymalnego spadku wydalania kwasu cytrynowego
moczu.

Skojarzone podanie estrogenu i amidu kwasu nikotynowego wywotuje wzrost
wydalania kwasu cytrynowego- i a-ketokwaséw w pierwszym dniu po iniekcji.
W drugim i trzecim dniu obserwowano spadek wydalania kwasu cytrynowego u sa-
mic (normalnych i po owariektomii), podczas gdy samce (normalne i po kastracji)
reaguja spadkiem tylko w trzecim dniu.

Synteza kwasu cytrynowego z kwasu pirogronowego i szczawiooctowego przez
homogenaty nerkowe i watrobowe szczuréw po iniekcji benzoesanu estradiolu
i amidu kwasu nikotynowego jest zwiekszona niezaleznie od tego czy zwierzeta za-
bijano w okresie wzrostu, czy spadku wydalania kwasu cytrynowego in vivo. Za

11 Postepy Biochemii
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wzrost syntetyzowanego kwasu cytrynowego odpowiedzialny jest amid kwasu ni-
kotynowego.

Najmniejsze stezenie estrogenéw dodane in vitro, zdolne istotnie hamowac utle-
nianie kwasu cytrynowego do kwasu a-ketoglutarowego, wynosi dla mitochon-
driéw 10—5 M. Utlenianie ‘kwasu cytrynowego do kwasu a-ketoglutarowego przez
homogenaty i mitochondria otrzymane z watroby i nerki szczuréw po podaniu
estrogendw in vivo nie rézni sie istotnie od wartosci uzyskanych dla szczuréw gru-
py kontrolnej.

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze dziatanie estrogen6éw w procesie zmniej-
szonego wydalania kwasu cytrynowego w moczu jest zwigzane ze zwiekszong reab-
sorbejg sodu i chlorkéw przez nerki. Zmniejszone wydalanie kwasu’cytrynowego,
sodu i chlorkéw po podaniu estrogenéw jest uzaleznione od obecno$ci nadnerczy,
a nie gruczotéw piciowych.

Dyskutowano, czy zmiany wywotane przez estrogeny sga wynikiem wtérnego
zwiekszonego dziatania hormonéw kory nadnerczy.

Rozprawe wydrukowano w Acta Biologica et Medica Societatis Scientiarum
Gedanensis 8, 325 (1964).

Przemiany grupy 6-aminowej kwasu adenylowego w miesniach
réznych zwierzat

JERZY UMIASTOWSKI

Prace wykonano w Katedrze Chemii Fizjologicznej A. M. w Gdansku
Promotor: docent dr MARIUSZ ZYDOWO

Uchwata Rady Wydzialu Lekarskiego AM w Gdansku nadajgca stopien naukowy
doktora medycyny z dnia 26 listopada 1964 roku

Badano rozpowszechnienie proceséw dezaminacji AMP oraz aminacji IMP
w miesniach kregowcow i bezkregowcdw.

Aktywno$¢ AMP-aminohydrolazy wykazano w mie$niach dzdzownicy, $limaka
winniczka, raka, kraba, minoga, karpia, wegorza, pstraga, certy, zaby, zétwia, jasz-
czurki, zmii, gotebia, szczura, swinki morskiej i cztowieka. Aktywnos$¢ mies$ni dzdzow-
nicy, raka, kraba, minoga, z6twia, jaszczurki i cztowieka jest nizsza od aktywnosci
miegsni pozostatych zwierzat. Nie udato sie wykaza¢ aktywnos$ci badanego enzymu
w mie$niach zwieraczach szczezui.

Proces aminacji IMP do AMP wykazano w mies$niach cztowieka, gotebia,
z6twia i zaby, natomiast nie stwierdzono go w mie$niach raka i krewetek. Wyka-
zano, ze produktem posSrednim aminacji w mie$niach zaby i gotebia jest kwas ade-
nylobursztynowy.

Stwierdzono, ze mies$nie zwieracze szczezui (ktére nie wykazujg aktywnosci AMP-
-aminohydrolazy) wykazujg aktywnos$¢ ATP-azy.
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W miesniach odwloika raka wykazano obecno$¢ endogennego kwasu 5'-adenylo-
wego, dajgcego sie ekstrahowaé¢ buforem bursztynianowym o pH 6,0 w ilosci okoto
4 jimoli na gram tkanki.

Praca byta opublikowana w Acta Biochim.Polon. 11, 459 (1964).

Lipidy cholinowe nerwéw obwodowych ze szczegdlnym uwzglednieniem
lizolocytyny

JAN PRZYJEMSKI

Prace wykonano w Katedrze Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Promotor: prof. dr WLODZIMIERZ MOZOLOWSKI

Uchwata Rady Wydzialu Lekarskiego Akademii Medycznej w Gdansku z dnia
23 kwietnia 1964 roku nadajgca stopien naukowy doktora medycyny

Celem pracy byto: a) poréwnanie zawartosci lipidéw cholinowych ze szcze-
gélnym uwzglednieniem lizolecytyny w nerwie kulszowym, istocie biatej i szarej
u krolika; b) ocena stopnia zaleznosci poziomu lizolecytyny w tkance nerwowej od
zawartosci fosfolipidow; nerwu kulszowego cztowieka cytowanych w piSmiennic-
twie.

Materiatem doswiadczalnym byty poszczegdlne czesci uktadu nerwowego kroli-
kéw domowych, oraz ludzki nerw kulszowy uzyskany ze zwiok wzglednie podczas
operacji. Lipidy ekstrahowano uktadem chloroform—metanol 2:1 (v:v), a rozdzie-
lane na kolumnie z mieszaning kwas krzemowy — Hyflo Super Cel 2:1 (w:w), oraz
na bibule impregnowanej kwasem krzemowym.

Zawarto$¢ fosfolipidow w nerwie kulszowym kroélika, w istocie biatej i rdzeniu
przedtuzonym jest bardzo podobna i odpowiednio wynosi 105,0; 101,0; 109,0 umo-
li/fgram tkanki. W istocie szarej moézgu natomiast jest znacznie nizsza i wynosi
58,6 umoli/gram tkanki. We wszystkich czesciach uktadu nerwowego kroélika lipidy
cholinowe reprezentuja okoto 50°/0 fosforu lipidowego. Nerw kulszowy, istota bia-
fa, rdzen przedituzony, istota szara zawierajag odpowiednio 0,46; 0,36; 0,33; 0,18 timo-
li lizolecytyny na gram tkanki. Udziat procentowy lizolecytyny fosfolipidéw catko-
witych nie wykazuje natomiast istonych réznic w poszczegélnych czes$ciach uktadu
nerwowego. Wydaje sie by¢ uzasadniony poglad, ze zawaro$¢ lizolecytyny w tkance
nerwowej jest uzalezniony od poziomu fosfolipidéw.

Poziom fosfolipidéw w ludzkim nerwie kulszowym, oczyszczonym jedynie z ota-
czajacych go tkanek, jest niski i wynosi 14,0—20,0 umoli/gram tkanki. Podobne dane
cytuje G. R. Webster i RR. H S. Thompson. Wedlug Longa poziom ten
jest znacznie wyzszy i siega 100 ¢«moli/gram tkanki. llo$¢ fosfolipidéw bliskg war-
tosSciom podanym przez Longa wykazuja izolowane peczki widkien nerwowych. Ner-
wy kulszowe z dwéch osobnikéw zawieraty 70,0 i 83,0 umoli fosforu lipidowego/gram
tkanki. Zawarto$¢ lizolecytyny we wiéknach tych nerwéw wynosita odpowiednio
0,31 i 0,33 ymoli na gram tkanki. Wartosci te sa blisko o$Smiokrotnie wyzsze od
cytowanych przez G. R. Webstera i R. H. S. Thompsona.

i
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Kwasy rybonukleinowe i rybonukleazy Paramecium caudatum
i Paramecium aurelia

MARIA GROSS

Prace wykonano w Katedrze Chemii Ogdlnej i Fizjologicznej Akademii Medycznej
w todzi

Promotor: Prof. dr BRONISLAW FILIPOWICZ

Uchwata Rady Wydzialu Lekarskiego, Akademii Medycznej w +todzi nadajgca
stopien doktora medycyny iz dnia 24 pazdziernika 1964 r.

W pierwszym etapie pracy, ustalono warunki masowej hodowli pierwotniakéw
i otrzymywania ich w iloSciach umozliwiajgcych prowadzenie badan biochemicz-
nych. Masowe kultury prowadzono wspdlnie z lek. Bogng Skoczylas w Za-
ktadzie Biologii Doswiadczalnej Instytutu im. M. Nenckiego w Warszawie.

Do izolowania kwaséw rybonukleinowych (RNA) zastosowano modyfikacje po-
danych w literaturze metod fenolowych. Otrzymany RNA frakcjonowano siarcza-
nem streptomycyny. Obok zwykle otrzymywanych tg metoda frakcji wysokospoli-
meryzowanego RNA (h-RNA) rozpuszczalnego w 1 M NaCl i frakcji RNA tworza-
cego rozpuszczalny kompleks ze streptomycyna (s-RNA), otrzymano jeszcze frakcje
RNA tworzacego nierozpuszczalny kompleks ze streptomycyna, ale rozpuszczalnego
w 1 M NaCl. Po wykluczeniu mozliwosci depolimeryzujacego dziatania rybonukleaz
(RN-az) w czasie trwania preparatyki, oraz na podstawie stalego wystepowania tej
frakcji stwierdzono, ze nie jest ona artefaktem, lecz wystepujacg stale u tych pier-
wotniakéw frakcja RNA. Ustalono, ze zawarto$¢ RNA oraz stosunek wzajemny
poszczego6lnych frakcji do siebie, waha sie znacznie w zalezno$ci od stanu odzy-
wienia i rozwoju hodowli. h-RNA oraz otrzymana trzecia frakcja majg podobne
wtasnosci i zblizony sktad nukleotydowy, co pozwala przypuszcza¢, ze obie te frak-
cje pochodza z jednego grodita — z rybosomoéw komérkowych. W skitadzie nukleo-
tydowym RNA obu gatunkéw pierwotniakéw, a szczeg6lnie w Paramecium aure-
lia stwierdzono wysoki stosunek puryn do pirymidyn.

Homogenaty Paramecium caudatum i Paramecium aurelia majg wysoka aktyw-
no$¢ rybonukleazy kwasnej z optimum dziatania w pH miedzy 5 a 6. RN-aze Para-
mecium aurelia oczyszczano 20-krotnie stosujgc stracanie biatek balastowych siar-
czanem protaminy i wysalanie siarczanem amonowym. Tak oczyszczony enzym
frakcjonowano na kolumnie z CM-celulozy i otrzymano dwie aktywne frakcje.
Preparaty te byly catkowicie wolne od enzymoéw towarzyszacych: dezoksyrybonu-
kleazy, niespecyficznej fosfodwuesterazy i niespecyficznej nukleotydazy. Badane
RN-azy sg termolabilne, jednak w miare oczyszczania stajg si¢ coraz bardziej opor-
ne na dziatanie podwyzszonej temperatury. Hamujacy wplyw jonéw metali jest
stosunkowo niewielki za wyjatkiem rteci inaktywujacej catkowicie, oraz jonow
cynku, kobaltu i kadmu inaktywujgcych w okoto 50%. EDTA, heparyna i strepto-
mycyna nie wptywajg na ich aktywnos¢.

Stwierdzono niskg specyficzno$¢ badanych rybonukleaz. Rozktadajg one zaréwno
polinukleotydy, poli U, jak i poli A, oraz nukleotyd graniczny. Wykazujg wyzsza
aktywno$¢ w stosunku do substratu otrzymanego z tego samego materiatu, co stwier-
dzono szczegblnie w stosunku do wysokospolimeryzowanych frakcji RNA z Para-
mecium.
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Estry fosforanowe krwinek czerwonych w gosécu przewleklym
postepujgcym

JOZEFA LORENC

Prace wykonano w Katedrze Chemii Og6lnej i Fizjologicznej Akademii Medycznej
w todzi

Promotor: Prof. dr BRONISLAW FILIPOWICZ

Uchwala Rady Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej w todzi nadajgca stopien
naukowy doktora medycyny z dnia 30 marca 1965 r.

Na zaburzenia przemiany weglowodanowej u chorych na gosciec przewlekty po-
stepujacy zwr6cit uwage juz Pemberton w 1920 roku. W latach 1949—50
Haydu wysunat sugestie, ze zaburzenia te uwarunkowane sg brakiem odpowied-
niej ilosci zwigzkdw wysokoenergetycznych — szczegélnie ATP. Jednakze badania
poziomu ATP we krwi petnej u chorych z chorobami kolagenowymi, ktére przepro-

wadzili Gyorki i Sand ell stosujgc metode chromatografii bibutowej, nie
wykazaty wyraznych rdznic w zawartosci tych zwigzkéw u ludzi zdrowych i cho-
rych.

Zatozeniem pracy bylo ponowne sprawdzenie czy ogdlnoustrojowe zaburzenia
metaboliczne u chorych na gosciec przewlekty postepujacy majg wptyw na meta-
bolizm krwinki czerwonej. W tym celu przebadano' zawarto$¢ nulkleotydéw adeni-
nowych i innych estréw fosforanowych krwinek czerwonych ludzi chorych i poréw-
nano je z zawartoscig tych metabolitow w krwinkach ludzi zdrowych. Pierwszy
etap polegat na oznaczeniu sumy adeniny pochodzacej ze wszystkich zwigzkéw ade-
ninowych, zawartych we frakcji kwasorozpuszczalnej krwi zylnej. W badaniu sto-
sowano metode L eyko, ktéra polega na ekstrahowaniu adeniny kwasem solnym
z osadu srebrowego puryn i spektrofotometrycznym lub polarograficznym jej ozna-
czeniu. Przebadano 90 oséb chorych na gosciec przewlekly postepujgcy. Srednie
wartosci adeniny wyrazone w mM/litr erytrocytéw sg nastepujace: u chorych — 1,35,
u zdrowych — 1,68. Po opracowaniu statystycznym okazato sie, ze u chorych poziom
adeniny jest obnizony o okoto 19%. Nie stwierdzono zalezno$ci zawarto$ci adeniny
we krwi od okresu chorobowego ani od otrzymywanego leku; jedynie leczenie sol-
ganalem wywiera minimalny wptyw w kierunku normalizacji poziomu badanych
zwigzkow.

Drugi etap pracy polegat na rozfrakcjonowaniu estrow fosforanowych krwinek
.czerwonych na kolumnie chromatograficznej wypetnionej .amonitem Dowex i wedtug
metody Bartletta. Stwierdzono nastepujgce réznice u ludzi chorych na gosciec
przewlekty postepujacy w poréwnaniu z grupg kontrolng oséb zdrowych: 1) obnize-
nie poziomu ATP o okoto 3%>— $rednia warto$¢ u zdrowych 0,92 nM/ml erytrocy-
tow, u chorych — 0,63 j.iM/ml erytrocytéw; 2) podwyzszenie poziomu ADP o okoto
30%>— $rednia warto$¢ u zdrowych 0,21 j.iM/ml erytrocytéw, u chorych 0,28 nM/ml
erytrocytéw; 3) obnizenie zawartosci 2,3-DPG o okoto 37°/o— u zdrowych 5,03 jiM
P/ml erytrocytéw, u chorych 3,18 nMP/ml erytrocytéw; 4) zwiekszenie zawartosci
heksozodwufosforanéw — u zdrowych 0,57 n-Mp/ml erytrocytéw, u chorych 0,74 "M
P/ml erytrocytow.

Jak wykazali liczni autorzy, m.in. Buell (1930—35), p6zniej Bishop, Jor-
gensen i Rohdewald, nukleotydy adeninowe zawarte sg tylko w krwinkach
czerwonych, nie wystepujag zupetnie w osoczu. W zwigzku z tym wszystkie zmiany
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ich stezenia sg odbiciem proceséw toczgcych sie we wnetrzu krwinki, a nie wskazuja
na wymiane zwiazkéw adeninawych miedzy krwig a tkankami otaczajacymi. Otrzy-
mane wyniki wskazujg wiec na daleko posuniete zaburzenia metabolizmu w krwin-
kach czerwonych u chorych na gosciec przewlekly postepujacy — przede wszystkim
glikolizy. Wyniki te mogtyby sugerowaé istnienie jakiej$ przeszkody metabolicznej,
ktéra hamowataby proces glikolizy przed powstaniem aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego. Mogtyby to by¢ zaburzenia w aktywnos$ci enzymatycznej aldolazy lub izome-
razy fosfotriozy. Wskazuje na to nagromadzenie sie heksozodwufosforanéw przy
rownoczesnym niedoborze 2,3-DPG. Z kolei zmniejszona zawarto$¢ 2,3-DPG warun-
kuje niski poziom ATP w krwinkach i by¢ moze zaburzenia w cyklu fosfoglicery-
nianowym, wykrytym przez Rapoport a w erytrocytach ssakéw.

Czes¢ wynikow zostata opublikowana: 1) J. Lorenc, | Krajowy Kongres Bio-
chemii £6dz 1963. Streszczenie prac, str. 104; 2) J. Lorenc, W. Leyko, Clinica
Chimica Acta 9, 585 (1964).
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Sprawozdania i komunikaty

Sprawozdanie z Miedzynarodowego Sympozjum na temat regulacji metabolizmu
w mitochondriach, Bari (Witochy) 26 kwietnia — 1 maja 1965 r.

Metabolizm mitochondriéw stanowi przedmiot zywego zainteresowania bioche-
mikéw. Organelle te sg, jak wiadomo, miejscem, gdzie zlokalizowana jest wiekszo$¢
wewnatrzkomérkowych proceséw oddechowych i sprzezonej z utlenianiem syntezy
ATP. Badania ostatnich lat wykazujg $cistg zalezno$¢ miedzy metabolizmem mito-
chondriéw a ich struktura, a ponadto coraz wyrazniej uwidocznia sie wzajemne
powigzanie i wspdtzalezno$¢ rdéznych proceséw przemiany materii zachodzacych
w mitochondriach.

Regulacji procesow metabolicznych w mitochondriach i ich zaleznosci od struk-
tury poswiecone byto miedzynarodowe sympozjum, jakie odbyto sie w Bari we
Wioszech w konhcu kwietnia il,965 r. Organizatorami sympozjum byli: prof. E.C. Sla-
ter i dr J. M. Tager z Laboratorium Biochemii Uniwersytetu Amsterdamskie-
go oraz prof. E. Quagliariello i dr S. Papa z Instytutu Chemii Biologicz-
nej Uniwersytetu w Bari. Sympozjum miato charakter zamkniety. Wzieto w nim
udziat okoto 60 zaproszonych biochemikdw europejskich i dwéch amerykanskich.
Sympozjum trwato 6 dni. Przedstawiono 34 referaty dotyczace nastepujacych zagad-
nien: 1) morfologicznej i biochemicznej organizacji mitochondridéw; 2) regulacji wy-
korzystywania substratéw, 3) regulacji transportu wodoru i przemian energetycz-
nych, 4) aktywnosci syntetycznej mitochondriéw i 5) wptywu hormonéw i innych
substancji.

Strukture mitochondriéw omoéwit V. P. Whittaker. Gtéwnag uwage zwrocit
on na zmiany zachodzace w mitochondriach w czasie ich izolacji oraz na znaczenie
tzw. ,podjednostek bion wewnetrznych”, ktére zostaly wykryte kilka lat temu
(H. Fernandez -Moran, D. F. Parsons) i ktéorym niektérzy biochemicy
(D. E. Green, G. Chance, E. Rack er) przypisujg istotng role w transporcie
elektronéw lub w sprzezonej z nim fosforylacji. Whittaker jest jednak zdania,
ze ,podjednostki” te sg artefaktami wyniktymi ze zmian zachodzacych w czasie
izolowania, a nastepnie utrwalania i barwienia mitochondriéw. Natomiast cze$¢
dyskutantow podtrzymywata poglad, ze .podjednostki” sg strukturami realnie ist-
niejacymi w mitochondriach.

Nastepne referaty (D. Pette, H. . W. Heldt i M. Klingenberg) doty-
czyly przestrzeni wewnagtrzmitochondrialnych i lokalizacji w nich enzyméw i in-
nych substancji. Jak sie wydaje, enzymy tahncucha oddechowego zlokalizowane sg
w wewnetrznych btonach mitochondrialnych, wiekszo$¢ dehydrogenaz cyklu kwa-
sow trdjkarboksylowych w blonie zewnetrznej, natomiast nukleotydy adeninowe
(ADP i ATP) w matrix.

E. C. Slater przedstawit przeglad obecnych teorii oksydacyjnej fosforylacji.
W szystkie one, précz teorii chemiosmotycznej Mitchella, przyjmujg wystepo-
wanie wysokoenergetycznych nieufosforylowanych i ufosforylowanych intermedia-
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tow o nieznanej na razie budowie. Istnieje obecnie coraz wiecej danych wskazuja-
cych, ze pewne endoergiczne procesy zachodzace w mitochondriach mogg wykorzy-
stywac te witasnie intermediaty jako zrddio energii. llustracjg tego byly nastepne
referaty, w ktérych wykazywano, ze transport jonéw przez btony mitochondrialne
(J. B. Chappell, C S Ross i) i reakcja transhydrogenacji z NADH na NADP
(C. P. Lee) moga czerpaC energie za<warta w intermediatach fosforylacji. Przed-
stawiono rowniez dane sugerujace, ze synteza biatek (A. M. Kroon) i aktywacja
kwasow ttuszczowych w mitochondriach (L. Wojtczak) moga zachodzi¢ kosztem
wysokoenergetycznych intermediaitow.

Zupetnie inaczej ttumaczy mechanizm oksydacyjnej fosforylacji teoria chemio-
smotyczna P. Mitchella. Odrzuca ona istnienie substancji posredniczacych
miedzy transportem elektronéw a syntezg ATP, jak réwniez powstawanie wysoko-
energetycznych intermediatéw. Przyjmuje natomiast anizotropowo$¢ bton mitochon-
drialnych, ktéra sprawia-, ze jony H+ moga przenika¢ przez btony tylko w jednym
kierunku. Jony H+ powstajace w wyniku transportu elektronéw sg réwniez wydzie-
lane tylko na jednej stronie btony mitochondrialnej. W wyniku tego w odpowied-
nich miejscach bton mitochondrialnych powstajg warunki sprzyjajace #aczeniu sie
ADP z ortofosforanem z wytworzeniem ATP.

Zagadnieniom transportu jonéw w mitochondriach oraz pecznienia i skurczu
mitochondriéw poswiecona byta odrebna grupa referatow. Wiadomo, ze izolowane
mitochondria utleniajace substraty oddechowe w obecnosci fosforanu i ADP, tzn.
w warunkach, kiedy mozliwa jest synteza ATP, nie wykazuja wiekszych zmian
morfologicznych. Blona mitochondrialna ma wdwczas ograniczong przepuszczalno$é
wobec kationdéw. J. B. Chappell stwierdzil, ze antybiotyk gramicydyna znosi
te zdolno$¢ kontrolowania przepuszczalno$ci. W obecnosci jonéw potasowych i fos-
foranowych nastepuje woéwczas akumulacja pierwszych z nich w mitochondriach,
czemu towarzyszy pecznienie mitochondriéw. Akumulacja jonéw potasowych zacho-
dzi przeciw gradientowi stezen i wymaga dostarczenia energii; w danym przypadku
jest to energia utleniania substratow oddechowych. Pecznienie mitochondriow jest
wedtug Chappella zjawiskiem wtérnym, zwigzanym ze wzrostem ci$nienia osmo-
tycznego wewnatrz mitochondriéw. Zardéwno akumulacja jonéw potasowych jak
i pecznienie jest hamowane przez inhibitory oddechowe i przez substancje rozkta-
dajgce zwigzki wysokoenergetyczne (np. 2,4-dwunitrofenol).

Akumulacja wapnia w mitochondriach omawiana byta przez C. S. Rossi’ego.
Proces ten, podobnie jak gromadzenie jonow potasowych, wymaga dostarczenia
energii, ktorej zroditem moze by¢ albo utlenianie substratéw, albo dodany ATP.
Szczegblnie pod wptywem ATP obserwuje sie intensywne gromadzenie wapnia, kto-
ry nastepnie moze odktada¢ sie w mitochondriach pod postaciag widocznych w mi-
kroskopie elektronowym ziarnisto$ci zasadowego fosforanu wapnia. Nie tylko gro-
madzenie, ale i utrzymanie zakumulowanego wapnia we wnetrzu mitochondriéw
wymaga naktadu energii. Vv

Dyskutowano ,fizjologiczno$¢” opisanych tu zjawisk. Wydaje sie, ze akumu-
lacja jonow i pecznienie mitochondriow na matg skale sg odwracalne i sg zalezne
od stanu funkcjonalnego tancucha oddechowego. Natomiast pecznienie na duza
skale wywotane np. dziataniem kwaséw ttuszczowych, tyroksyny, glutationu Ilub
ortofosforanu w nieobecnos$ci substratéw oddechowych prowadzi do nieodwracal-
nego uszkodzenia bton mitochondrialnych. Mitochondria takie moga sie wprawdzie
»kurczy¢” pod wptyem ATP, lecz — jak to podkres$lano — skurcz ten nie jest po-
wrotem do formy wyjsciowej. W pewnych warunkach speczniate mitochondria nie
kurcza sie po dodaniu ATP (oraz Mg++ i albuminy surowiczej); konieczne jest
wowczas dodanie jeszcze pewnych substancji nazwanych czynnikami skurczu. Nie-
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ktore z tych czynnikéw zostaty zidentyfikowane jako katalaza i peroksydaza gluta-
tionowa (D. Neubert i A Wojtczak) oraz jako fosfolipidy inozytolowe
i aktywne kwasy ttuszczowe (P. V. Vigna is).

Niniejsze sprawozdanie zawiera jedynie krotki przeglad niektérych referowa-
nych na sympozjum zagadnien. Peiny tekst wszystkich referatow i dyskusji bedzie
opublikowany naktadem firmy wydawniczej Elsevier (Amsterdam).

A. Wojtczak i L. Wojtczak

Sprawozdanie z sympozjum na temat flawin i flawoprotein, 10—15 czerwca
1965 r., Amsterdam

Na wzdr sympozjum na temat enzyméw hematynowych, ktére odbyto sie
w 1959 r. Canberra (Australia), w dniach 10—15 czerwca 1965 r. odbyto sie
w Amsterdamie (Holandia) sympozjum na temat flawin i flawoprotein. Protektorat
nad sympozjum objety: Miedzynarodowa Unia Biochemiczna (IUB) oraz Kroélewska
Akademia Nauk Holandii, ktére pokryty — pierwsza koszty podro6zy, druga — koszt
pobytu uczestnikéw sympozjum.

Organizatorami sympozjum byli prof. E. C. Siat er z Uniwersytetu w Am-
sterdamie oraz prof. C. Veeger z Uniwersytetu Rolniczego w Wageningen, przy
wspotpracy Komitetu Doradczego w osobach: H. Beinert, B. Chance,

P. Handler, P. Hemmerich, V. Massey i R K Morton. | Sympozjum

miato charakter zamkniety i wzieto w nim udziat 51 uczestnikdw z nastepujacych
krajow: USA — 26, Holandia — 12, Wielka Brytania — 2, Norwegia — 2, NRF — 2,
Szwecja — 2, Wiochy — 2, Japonia — 1, Polska — 1, Szwajcaria — 1, oraz 8 obserwa-
tor6w m.in. M. Kamen, N. OO Kaptan, L S  Merriweller, B. L. Valle.

W ciagu pieciu dni obrad wygtoszono 25 referatéw 30 minutowych i przezna-
czono 30 min. na dyskusje po kazdym referacie. Tematyke sympozjum mozna po-
dzieli¢ na trzy grupy: 1) Fizykochemia flawin i flawoprotein, 2) Charakterystyka
i mechanizm dziatania szeregu flawoprotein oraz 3) zreferowane przez B. Chan-
ce’a spektrofotometryczne, fluorymetryczne i kinetyczne badania flawin w tkan-
kach, zawiesinach komérek, mitochondriach i ich fragmentach.

Obrady sympozjum wykazaty, ze flawoproteiny — pozornie mato zréznicowana
grupa enzymoéw oksydoredukcyjnych— wykazujg wielkg réznorodno$¢ mechanizmoéw
dziatania. Warunkuje jg zaréwno wystepowanie w czasteczce enzymu jednego lub
dwu nukleotydéw flawinowych oraz mozliwo$¢ udziatu flawin w réznym stopniu
utleniania (chinon, semichinon, hydrochinon) jak i to, ze wiekszo$¢ enzymoéw tej
grupy zawiera szereg dodatkowych skitadnikéw takich jak Fe, Mo, grupy SH Ilub
S-S, biorgcych udziat w katalizowanych reakcjach. Z tych wzgledéw wiele uwagi
poswiecono w czasie sympozjum fizykochemii flawin i flawoprotein. Ztozono$¢ dzia-
tania metaloflawoprotein badanych przy uzyciu techniki rezonansu paramagnetycz-
nego (EPR, ESR) przedstawit H. Beinert, pionier badan w tej dziedzinie. Spra-
wom metodycznym techniki ESR w zastosowaniu do badania flawin posSwiecony
byt réwniez referat A. Ehrenberga. Role komplekséw flawinowych przeno-
szacych tadunek i ich znaczenie w biochemii oméwit E. M. Kossower.
G. R. Drysdale przedstawit wyniki trzech zastosowan izotopéw wodoru do ba-
dan reakcji katalizowanych przez flawiny: 1) stereospecyficznosci flawin w odnie-
sieniu do substratu, 2) mechanizmu dziatania flawin i 3) pomiaréw roznej sity
wigzan kowalencyjnych ciezkich izotopéw wodoru w poréwnaniu z wodorem.

Przewazajaca cze$¢ obrad sympozjum koncentrowata si¢ nad mechanizmem
dziatania szeregu flawoprotein uprzednio wyizolowanych i oczyszczonych. W ba-
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daniach tych bardzo czesto korzystano z najnowszych technik jak ESR i pomiardéw
kinetycznych dokonywanych w czasie krétszym niz sekunda przy uzyciu techniki
stopflow.

Poréwnawcze badania nad rolg aktywnych skitadnikéw w czgsteczce oksydazy
aldehydéw (2 FAD, 2 UQI10 2 Mo, 8 Fe, 8 labilnych grup SH), Oksydazy ksantyno-
wej (2 FAD, 2 Mo, 8 Fe, 8 labilnych grup SH), i w dehydrogenazie dwuhydrooro-
tanu (1 FAD, 1 FMN, 2 Fe, 2 labilne grujpy SH) zreferowat P. Handler. Dwa
pierwsze enzymy isg typowymi hydroksylazami, poniewaz atom tlenu wprowadzony
przez te enzymy do czasteczki substratu pochodzi z wody. Wystepujacy w nich Mo
jest kowalencyjnie zwigzany z atomem siarki i to wigzanie jest akceptorem jonu
wodorkowego (H_) z czgsteczki substratu.

Z badan R.C. Bra y’a nad sktadem i mechanizmem dziatania oksydazy ksan-
tynowej z mleka wynika, nastepujgca sekwencja transportu elektronéw:

ksantyna -m Mo FAD ->m Fe -> Oz

Technika ESR stwierdzono, ze mechanizm redukcji enzymu zalezy od czynnika
redukujacego. Jes$li jest nim podsiarczyn (Na2S20 4 FAD jest redukowany wczesniej
niz Mo. Grupy SH biorg udziat w transporcie elektronéw i w natywnym enzymie
wydaja sie byc¢ $cisle zwiagzane z Mo.

Od pionierskich prac Beinerta (1956) nad udziatem semichinondéw flawin (maksi-
mum absorpcji przy diugosci fali okoto 570 mix) w reakcjach katalizowanych przez
flawoproteiny, analiza widma absorpcyjnego flawoprotein stata sie czesta metoda
badan. (np. dehydrogenazy lipoamidu, oksydazy D-aminokwasowej). Okazato sie
jednak, ze nie zawsze prazek ten odpowiada semichinonowej formie enzymu.
W przypadku peroksydazy NADH, referowanym przez Dolina, tworzeniu kom-
pleksu miedzy enzymem a substratem towarzyszg charakterystyczne zmiany wid-
ma — wygaszanie absorpcji przy diugosci fali 450 mu (typowe dla wigkszosci fla-
win) i wzrost absorpcji przy diugosci fali 540 mfA Kompleks ten, aktywny kine-
tycznie, jest w przeciwienstwie do semichinonu, stabilny zaréwno w obecnos$ci nad-
miaru substratu jak i substratu i podsiarczynu. Badania V. Masse y’a i wspot-
pracownikéw posSwiecone byly zagadnieniu czy zmiany widma absorpcyjnego fla-
woprotein (dehydrogenazy lipoamidu, reduktazy glutationu, oksydazy D-aminokwa-
sowej, oksydazy glukozy) po redukcji substratem sg wynikiem powstawania kom-
plekséw przenoszacych tadunek czy (powstawaniu semichinonowej formy flawin.

Obserwowane przez wielu badaczy nieznaczny spadek (15—18%) absorpcji przy
dtugosci fali 460 m|x w wyniku redukcji substratem dehydrogenazy bursztyniano-
wej, zdaje sie znalazt wyttlumaczenie w sugestii D. Der Vartanian a Potréjny
kompleks zelazo-flawina-siarka w dehydrogenazie bursztynianowej przyjmuje dwa
rownowazniki redukcyjne (jako jon wodorkowy lub w dwu jednoelektronowych
etapach). Jednym z nich zostaje zredukowana flawina, drugim potgczenie zelaza
z siarkag. W wyniku tego przy pomiarach ESR obserwuje si¢ sygnat g = 2.01 cha-
rakterystyczny dla semichinonowej formy flawiny oraz niesymetryczny sygnat
g = 1.94 dla potaczenia zelaza z siarka.

C. Veeger przedstawit dane wykazujgce, ze wsp6tzawodnicze inhibitory de-
hydrogenazy bursztynianowej, oksydazy D-aminokwasowej, oksydazy L-aminokwa-
sowej, tworzg kompleksy, ktére przesuwajg odpowiednie prazki widma w kierunku
dtugich lub krétkich fal analogicznie do przesunie¢ obserwowanych w przypadku
wigzania sie wolnych flawin z apoenzymem. Poniewaz inhibitory wspétzawodnicze
tych enzyméw posiadajg zdolno$¢ oddawania elektronéw, przypuszcza sie, ze obser-
wowane prazki sg wynikiem tworzenia sie kompleksé6w przenoszacych tadunek mie-
dzy inhibitorem a flawing.

K. Yagi moéwit o sposobach otrzymywania w formie krysztalicznej kilku po-
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Srednikéw w reakcji katalizowanej przez oksydaze L-aminokwasowg oraz podat ich
charakterystyke spektralng.

Interesujace dane odno$nie mechanizmu dziatania mikrosamalnej oksydoreduk-
tazy NADPH: cytochrom c w przenoszeniu elektronéw z substratu na akceptory
przyjmujace 1 elektron (cytochrom c, zelazicyjanek) i 2 elektrony np. 2,6-dwuchlo-
rofenoloindofenol (DCIP) przedstawit H. Kamin, W obu typach reakcji bierze
udziat badz flawina zredukowana catkowicie (FADH2 badZz zredukowana tylko
w potowie (FADH). Nie bierze natomiast udziatlu forma utleniona flawiny (FAD).
Dla poréwnania nalezy tu wspomnie¢ o przedstawionych przez A. Meistera
i D. Welin era badaniach nad wtasno$ciami i mechanizmem dziatania oksydazy
L-aminokwasowej z jadu weza (Crotalus adamantus). W cyklu katalitycznym tego
enzymu catkowita redukcja enzymu nie ma miejsca gdyz w potowie zredukowany
enzym (FADH) reaguje z tlenem szybciej niz catkowicie zredukowany. Obserwo-
wana inhibicja substratowa jest spowodowana tworzeniem catkowicie zredukowa-
nej formy, ktéra wolno reagujgc z tlenem hamuje reakcje.

Ph. Strittmatter, ktéry od szeregu lat prowadzi badania nad mikroso-
malng oksydoreduktaza NADH: cytochrom b5 referowat wyniki doswiadczen, ktoé-
rych celem byta préba wyjasnienia jaka jest sekwencja przeniesienia elektronow
przez flawoproteing z substratu oddajgacego 2 elektrony na akceptor przyjmujacy
1 elektron jakim jest hem. Badania dotyczyly gtéwnie sposobu powigzania hemu
ze specyficznym biatkiem oraz substratu z flawoproteing a takze wspétdziatania
tych dwu biatek — flawoproteiny z cytochromem b5 Sekwencja przeniesienia elek-
tronéw z substratu na akceptor zastata przedstawiona w interesujgacy sposob sche-
matycznie w pieciu reakcjach czastkowych.

Pokrewnym zagadnieniem byty badania nad mechanizmem dziatania cytochro-
mu b2tj. dehydrogenazy 1 (+) mleezanowej z tlenowych drozdzy piekarskich. Cecha
charakterystyczng tego enzymu jest wystepowanie w nim 2 czasteczek FMN i 2 cza-
steczek protohemu. Badania kinetyczne wykazaly, ze elektrony sg przenoszone na
obie grupy prostetyczne a z nich na szereg sztucznych akceptoréw. Do catkowitej
redukcji utlenionej formy enzymu potrzebne sg trzy elektrony (w przeliczeniu na
jedng czasteczke hemu), przy czym redukcja flawin, prawdopodobnie poprzez po-
Srednik semichinonowy, poprzedza wewnatrz czastkowe przeniesienie elektrondéw
na hem. Redukcja DCIP lub zelazicyjanku wydaje sie przebiega¢ tylko przy udziale
flawiny.

Podsumowaniem kilkuletnich badan byt referat W.R. Frisella nad flawing
przenoszaca elektrony (ETF). Enzym ten bierze udziat w reakecji:

sarkozyna -» dehydrogenaza sarkozyny (flawina) -» flawina przenoszaca elektrony
(ETF) -> uktad cytochromowy

Obie flawoproteiny sa zlokalizowane w rozpuszczalnej frakcji mitochondrialnej.
ETF przekazuje elektrony na fancuch po stronie substratowej miejsca wrazliwego
na antymycyne. Stosujac dehydrogenaze sarkozyny, ETF i preparat mitochondrialny
pozbawiany tych enzymoéw zrekonstruowano ukiad pierwotny utleniajgcy sarko-
zyne. Stwierdzono réwniez, ze ETF moze redukowaé¢ NAD w reakcji wymagajacej
energii ATP dostarczanej przez fosforylujace czgstki mitochondriéw watroby szczu-
ra oraz w obecnos$ci sarkozyny i dehydrogenazy sarkozynowej. Autorzy przyjmujg,
ze funkcja ETF jest analogiczna do funkcji dehydrogenazy np. bursztynianu, NADH
lub a-glicerafosforanu przenoszacych elektrony z substratéw na tancuch oddecho-
wy. Zasadnicza réznica polega na lokalizacji ETF w rozipuszczalnej frakcji mito-
chondriow.

Znana od dwudziestu lat oksydaza glukozy okazata sie enzymem, ktéry jak
wykazali P.E.P .Swoboda i V. Massey zawiera dwie reszty fosforanowe
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(nienalezace do nukleotyddéw), 16% wagowo cukrowcow oraz sktadnik o niebieskiej
fluorescencji i silnej absorpcji przy diugosci fali 340 mix. Uwaza sie, ze skiadnik
0 podobnej fluorescencji moze wystepowaé w wielu innych flawoproteinach po-
niewaz znaleziono go réwniez w oksydazie ksantynowej z mleka.

Na temat dehydrogenazy NADH fancucha oddechowego wyizolowanych i oczysz-
czonych w trzech laboratoriach: T. E. Kinga, B. Mac klera i T. P. Sin-
gera zostaly wygloszone przez tych badaczy trzy referaty. Wspo6lna dyskusja nad
tymi referatami w zasadzie nie wniosta wiecej faktow niz to zastato przedstawione
przez autora niniejszego sprawozdania (Postepy Biochemii 10, V7 (1964). Zgodnie
stwierdzono natomiast, ze mechanizm przeksztatcenia czasteczki dehydrogenazy
o0 duzej masie, jaka prawdopodobnie wystepuje w mitochondriach, w dehydroge-
naze NADH o masie czgsteczki okoto 100 000 i zmienionych wtasnosciach nie jest
wiasciwie znany i wymaga dalszych badan.

Materialy sympozjum zostang opublikowane w formie ksigzkowej przez wy-
dawnictwo Elsevier (Holandia).

Z. Kaniuga
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do zeszytu 3 tomu 11/1965 Postep6éw BiGchemii

wiersz

Schemat 4

16 od dotu
13 od gory

Tablica 1

jest powinno by¢

UDP-N-acetyloglukoza- N-acetyloglukozamina
mina

tancuchy tancuchy 3

wigzania operatorowych wigzania genéw opera-
torowych

Kwas glutaminowy Kwas asparaginowy

Kwas asparaginowy Kwas glutaminowy



INFORMACJE | WSKAZOWKI DLA AUTOROW

1. Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich dziedzin bio-
chemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty drukowane w Postepach
Biochemii nie mogg by¢ bez zgody Redakcji publikowane w innych czasopismach.

2. Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji w 2 egzemplarzach maszynopisu i wszel-
kich zatacznikéw. Powinny one odpowiada¢ podanym dalej wskazéwkom.

Nieodpowiednio przygotowane maszynopisy lub zatgczniki nie beda rozpatry-
wane przez Redakcje i bedg odsytane Autorom.

3. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostronnie z podwdéjna interlinia, z mar-
ginesem okoto 4 cm po lewej stronie i okoto 1 cm po prawej stronie, oraz z nume-
racjag stron. W tek$cie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych podkres$len na ma-
szynie ani atramentem. Po tytutach wydzielonych nie nalezy stawia¢ kropek.

4. Na pierwszej stronie maszynopisu nalezy zamies$ci¢ tylko informacje w na-
stepujacej kolejnosci: imiona i nazwiska autoréw, tytut pracy (w jezyku polskim
i angielskim), omoéwienie tematu pracy (w jezyku angielskim), stopnie i tytuty nau-
kowe autoréw wraz z nazwami placowek naukowych.

Imiona nalezy podawa¢ w petnym brzmieniu. Przy kazdym nazwisku powinien
znajdowac sie odsytacz gwiazdkowy do notki, tj. * ** itd. (bez nawiasu).

Omowienie tematu pracy moze obejmowaé najwyzej 5 wierszy maszynopisu.
Przektad na jezyk angielski moze byé¢ dokonany w redakcji i w tym przypadku
nalezy pozostawi¢ wolne miejsce w maszynopisie, za$ na oddzielnej kartce dotgczy¢
polski tekst omoéwienia.

Na dole pierwszej strony maszynopisu nalezy zamiesci¢ notki oznaczone odsyta-
czami gwiazdkowymi (jak przy nazwiskach). Tekst notki powinien byé¢ podany na-
stepujaco: * Dr, adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w

5. Wtasciwy tekst pracy rozpoczyna sie od drugiej strony maszynopisu. W przy-
padku podziatu tekstu na rozdziaty i podrozdzialy nalezy ich tytuly oznaczy¢ od-
powiednio numeracjg rzymska I., Il. itd. oraz arabska 1., 2. itd. Tekstowe tytuty
(tj. nie wydzielone z tekstu) nie powinny by¢ numerowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw ani schematow.
W tych przypadkach nalezy pozostawi¢ wolny wiersz maszynopisu w zadanym
miejscu i odpowiednio oznaczyé, Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1

Ta sama wskazéwka odnosi sie do pojedynczych wzoréw chemicznych i innych.
Zadane miejsce w wolnym wierszu zaznacza si¢ wowczas odpowiednim numerem
w nawiasach, do ktérego nalezy odwota¢ sie po odpowiednim stowie tekstu, np,
kwas glutaminowy (I).

Odwotywanie sie w tekscie do notek wyjasniajagcych moze by¢ stosowane tylko
w wyjatkowych przypadkach.
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6. Cytowang literature nalezy wypisa¢ oddzielnie na ostatniej stronie (stronach)
maszynopisu, wymieniajgc pozycje w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba porzadkowa, nazwisko autora,
pierwsze li ory imion, skrécony tytut czasopism, tom (podkreslony), stronica i rok
wydania (w nawiasach), np. 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202, 793 (1953).
Nalezy wymienié¢ nazwiska wszystkich wspétautoréw w kolejnosci podatiej w orygi-
nalnej pracy.

Wykaz stosowanych skrétéw czasopism podaja Post. Biochem. 7 601 (1961).

Dla cytowanych ksigzek (nie czasopism) nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze
litery imion autora, tytut dzieta, miejsce i rok wydania, np. Przytecki S. J., Podrecznik
chemii fizjologicznej, £6dz 1947. W przypadku odwotywania sie do artykutu w pracy
zbiorowej nalezy dodatkowo podaé¢ tom i nazwiska wydawcow (redaktoréw) dzieta
po tytule oraz na koncu — stronice, np. Schneider W. C., Methods in Enzymology,
tom Il1, red. S. P. Colowick i N. O. Kaplan, New York 1957, str. 680.

Powotywanie sie w tek$cie na odnosng pozycje cytowanej literatury nastepuje
przez wymienienie liczby porzadkowej pozycji w nawiasach, np. (10).

7. Zalaczniki do pracy obejmujg tablice, rysunki, schematy, wzory itp. Wszystkie
powinny by¢ oznaczone u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tablice nalezy dotaczy¢ na oddzielnych kartkach. Kazda z nich powinna by¢
oznaczona z prawej strony u goéry kolejnym numerem arabskim, np. Tablica 1,
oraz posiadaé¢ nagtéwek opisujacy jej tresé, sens tablic powinien byé zrozumiaty bez
odnoszenia sie do tekstu pracy, a kazda rubryka — zaopatrzona w odpowiedni tytut.

8. Wszelkie rysunki, wykresy i fotografie nalezy dotgczy¢ do maszynopisu w po-
staci nadajgcej sie do reprodukcji lub przerysowania. Wszystkie te zatgczniki nalezy
oznaczy¢ jako rysunki i zaopatrzy¢ u dotu kolejnym numerem arabskim z podaniem
wiasciwego ustawienia, np. Rys. 1 (dét).

Podpisy pod rysunki powinny by¢ dotaczone na oddzielnej kartce. Po tytule nalezy
poda¢ odpowiednio objasnienia lub uwage (objasnienia w tekscie).

9. Schematy reakcji i pojedyncze wzory nalezy zamie$ci¢ na oddzielnej kartce
(kartkach). Oznaczenia, ktérych nie moi. apisa¢ n .aszynie, powinny by¢ bardzo
wyraznie naniesione czarnym tuszem.

Schematy nalezy oznaczyé u dotu kolejnym numerem arabskim, np. Schemat 1,
oraz wtasciwym podpisem ytut i objasnienia).

Pojedyncze wzory powinny posiada¢ numery rzymskie zgodne z numeracja
w tekscie.

10. Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ uc niania skrotéow i poprawek nie wpty-
wajacych na tres¢ pracy. W przypadku koniecznosci wprowadzenia zmian w tresci od-
syta sie Autorowi egzemplarz pracy dla dokonania poprawek; drugi — pozostaje
w aktach redakcji.

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktéra nalezy zwraca¢ redakcji w ciggu
3 dni. Korekte nalezy wykona¢ kolorowym (nie czerwonym) otéwkiem.

Koszty spowodowane zmianami tekstu w korekcie, poza poprawkami biedéw
drukarskich, ponosi autor.

12. Artykuty sg honorowane wedtug ustalonych stawek. Autorzy otrzymujag 25
bezptatnych odbitek pracy. Zadanie wiekszej ilosci odbitek (ptatnych) nalezy zgto-
si¢ pisemnie przy zwrocie korekty autorskiej.
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