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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T O M  X I 1965 Z E S Z Y T  4

JA D W IG A  B R Y Ł A * I AN D RZEJ GARDAS*

Czynniki sprzęgające i wysokoenergetyczne pośredniki oksydacyjnej 
fosforylacji

Coupling Factors and High-Energy Intermediates of Oxidative Phosphorylation

The protein  factors coupling term inal electron transport and oxidative phos­
phorylation as w e ll as high energy interm ediates participating in  ox idative ph os­
phorylation are rev iew ed .

Zjawisko oksydacyjnej fosforylacji znane jest już od 25 lat (5, 33). 
Prowadzone badania pozwoliły na stw ierdzenie, że proces ten zachodzi 
w m itochondriach i jest ściśle sprzężony z transportem  elektronów  w łań­
cuchu oddechowym. Ustalono, że istn ieją  trzy  miejsca oksydacyjnej fos­
forylacji zlokalizowane w trzech różnych etapach przeniesienia elektro­
nów: 1) m iędzy NADH a cytochrom em  b, 2) m iędzy cytochrom em  b 
a cytochrom em  c, 3) m iędzy cytochrom em  c a tlenem  cząsteczkowym.

Każdy z tych  odcinków zawiera kilka przenośników elektronów  i do­
tychczas nie jest jeszcze dokładnie ustalone, k tó ry  z przenośników jest 
m iejscem  zam iany energii utleniania w energię chemiczną w ysokoener­
getycznego wiązania ATP.

Prow adzone w licznych laboratoriach badania doprowadziły do sfor­
m ułow ania przedstaw ionego na schemacie 1 hipotetycznego m echanizm u 
oksydacyjnej fosforylacji (62, 63).

A H 2  +  B +  I  —■ — A I  + B H 2  

A ~  I  + X -—  ^  A  +  I ~ X  

I ~ X  +  P —  -  I  + X ~ P

X ~ P  + A D P = ^ X  + A T P

Schem at 1. H ipotetyczny m echanizm  sprzężenia syntezy ATP z reakcjam i oksydo-
redukcji

Schem at ten  zakłada, że pierwszy w ysokoenergetyczny związek A ~ I  
pow staje podczas u tlenienia zredukowanego przenośnika elektronów  AH2 
przez u tlen iony  przenośnik B. Teoretycznie możliwe jest łączenie się

* Mgr, asysten t K atedry B iochem ii U niw ersytetu  W arszaw skiego.
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3 9 6 J. B R Y Ł A  I A . G A R D A S [2 ]

I albo z utlenioną form ą nośnika elektronów  (63), albo ze zredukow a­
ną (18). Większość autorów  przyjm uje jednak połączenie z form ą u tle­
nioną.

Z licznych doświadczeń wiadomo, że w  ściśle sprzężonych m itochon- 
driach p rzy  braku  ADP i ortofosforanu następuje zaham owanie oddycha­
nia, co jest tłum aczone związaniem  przenośnika elektronów  A przez I. 
Badania nad czynnikam i rozprzęgającym i i ham ującym i oksydacyjną 
fosforylację oraz reakcjam i w ym iany A TP-P i ATP-ADP w skazyw ały 
jednak, że A ~ I  n ie  bierze bezpośrednio udziału w syntezie ATP. Koniecz­
ne zatem  było wprowadzenie hipotetycznego związku X, k tó ry  wiążąc się 
z I uw alnia A, a następnie łącząc się z fosforanem  uw alnia I. Ufosforylo- 
w any związek X reagując z ADP daje ATP. Obszerne omówienie sche­
m atu  oksydacyjnej fosforylacji znaleźć można w jednym  z wcześniejszych 
num erów  Postępów Biochemii (81).

Istnienie wysokoenergetycznych pośredników zostało już w ykazane 
doświadczalnie, tak  np. zaobserwowano w m itochondriach pewne zjaw i­
ska wym agające dostarczenia energii, k tórej źródłem  niekoniecznie m u­
si być ATP (schemat 2). Takim procesem ' jest aktyw ny transport jonów 
przez błony m itochondrialne (14, 35) lub odwrócenie łańcucha oddecho­
wego (22, 64). Procesy te przebiegają nie tylko w obecności ATP, ale 
również w tedy, gdy synteza ATP jest zaham owana np. przez działanie 
oligomycyny, a także p rzy  braku ortofosforanu w m ieszaninie reakcyjnej. 
W skazuje to na istnienie nieufosforylowanych w ysokoenergetycznych po­
średników  i możliwość w ykorzystania ich energii bez przekształcenia 
w energię ATP.

Schem at 2. M ożliwość w ykorzystania w ysokoenergetycznych pośredników  oksyda­
cyjnej fosforylacji

W ostatnich latach zagadnienie izolowania i identyfikacji czynników 
sprzęgających i wysokoenergetycznych pośredników zajm uje główne 
miejsce w badaniach nad oksydacyjną fosforylacją. Postęp tych badań 
jest u trudniony na skutek złożoności samego procesu, katalizowanego 
przez kom pleksy enzym atyczne ściśle związane ze s tru k tu rą  m itochon- 
driów. Rozbicie tej s tru k tu ry  m ające na celu wyizolowanie pośredników 
może powodować pow staw anie artefaktów . Ponadto wysokoenergetycz­
ne pośredniki są związkami bardzo labilnym i o dużej aktyw ności czą­
steczkowej, co znacznie u trudnia  ich izolowanie.
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[3] O K S Y D A C Y JN A  F O SFO R Y L A C JA 397

I. Czynniki białkowe

W 1960 roku w  pracowni R a c k e r a  (41, 52) przez m echaniczne 
rozbicie m itochondriów otrzym ano fragm enty  utleniające substra ty  od­
dechowe, ale n ie  przeprow adzające oksydacyjnej fosforylacji. Z ekstrak tu  
rozbitych m itochondriów wyizolowano białko przyw racające tym  frag­
m entom  zdolność do przeprow adzania syntezy ATP. Na podstaw ie tych 
doświadczeń w ysunięto przypuszczenie, że białko to jest co najm niej 
składnikiem  kom pleksu sprzęgającego oksydacyjną fosforylację z tran s­
portem  elektronów . Ponieważ niew iele wiadomo o mechanizmie tego 
sprzęgania, tymczasowo nazwano je czynnikiem  sprzęgającym  i ozna­
czono symbolem  Fi. Dodanie czynnika F x do fragm entów  m itochondrial- 
nych, w których stosunek zestryfikowanego fosforanu do pobranego tle ­
nu (P:0), jest bliski zeru, w yw ołuje zwiększenie P :0  do około jedności. 
Stosunek P :0  jest m iarą oksydacyjnej fosforylacji i jego pom iar przed 
i po dodaniu czynników sprzęgających do fragm entów  m itochondrialnych 
jest jedynym  sposobem określania aktyw ności tych czynników.

Powstało pytanie, czy czynnik F x sprzęga oksydacyjną fosforylację 
we wszystkich trzech odcinkach łańcucha oddechowego, czy też jest spe­
cyficzny ty lko dla jednego. Odpowiedź na nie można było uzyskać m ie­
rząc stosunek P :0  przy  zastosowaniu różnych substratów  oddechowych. 
Jak  wiadomo najczęściej stosowanym i substratam i są: NADH, którego 
utlenienie jest związane z fosforylacją na wszystkich trzech etapach, 
•bursztynian — z dwiema na etapach 2) i 3) m iędzy cytochrom em  b — 
cytochromem  c — tlenem  oraz askorbinian, dający tylko jedną fosforyla- 
ję m iędzy cytochrom em  c a tlenem .

Badania wykazały, że stosunek P :0  w zrastał po dodaniu czyniiikaJE*. 
do niefosforylujących fragm entów  w taki sam sposób dla NADH i bursz- 
tynianu użytych jako substra ty  oddechowe, natom iast nie zwiększał się, 
jeżeli substratem  był askorbinian (50). W skazywało to na specyficzność 
czynnika Fi, przyw racającego fosforylację tylko m iędzy cytochrom em  b 
a cy tochrom eriT ^^

Czynnik F x poza sprzęganiem  oksydacyjnej fosforylacji jest koniecz­
ny do odwrócenia transportu  elektronów  we fragm entach m itochondrial­
nych i w ykazuje aktyw ność ATP-azy. ATP-aza ta  hydrolizuje również 
GTP, UTP, ITP, lecz nie hydrolizuje CTP.

Stosując inną technikę rozbijania m itochondriów otrzym ano inne czyn­
niki sprzęgające. Przez rozbicie m itochondriów ultradźw iękam i lub w  w y­
niku alkalicznej ekstrakcji w 0,02 M roztw orze am oniaku otrzym ano 
dwie frakcje: nierozpuszczalną — zaw ierającą fragm enty  m itochondrial- 
ne zdolne do u tlen ian ia  substratów  oddechowych, lecz nie katalizujące 
oksydacyjnej fosforylacji, oraz rozpuszczalną, z której wyizolowano po­
łączenia białkowe. Dodanie ich do niefosforylujących fragm entów  przy­
wracało tym  fragm entom  zdolność katalizow ania syntezy ATP. Białka
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3 9 8  J- B R Y Ł A  I A . G A R D A S

te  nazwano czynnikam i sprzęgającym i F3 i F 4 (20, 54). Z niefosforylujących 
fragm entów  m itochondrialnych w w yniku działania ultradźw iękam i, tra ­
w ienia trypsyną lub działania mocznika izolowano czynniki sprzęgające 
oznaczone symbolami F 0 i F 2 (52, 55). M etody otrzym yw ania różnych czyn­
ników zestawiono w tablicy 1, m etody otrzym yw ania fragm entów  nie­
fosforylujących, którym  wyizolowane czynniki przyw racają zdolność do 
fosforylacji — w tab licy  2.

T a b l i c a  1

M etody otrzym yw ania i w łasności czynników  sprzęgających oksydacyjną fosforylację

| N azwa
.

Metoda Własności

Czynnik Fj Rozbicie m itochondriów  w  ho- 
m ogenizatorze N ossala (41, 52)

A ktyw ność A T P-azy, konieczny dla  
oksydacyjnej fosforylacji, reakcji 
w ym iany A T P -P  i odw rócenia łań­
cucha oddechow ego w  P -fragm en-  
tach

 ̂ Czynnik F 2 Rozbicie ultradźw iękam i 
N -fragm entów  (52)

K onieczny dla oksydacyjnej fosfory­
lacji i reakcji w ym iany A T P -P  w  
N -S  fragm entach

' Czynnik F3
i Rozbicie u ltradźw iękam i 

m itochondriów  (54)
Stym uluje reakcję w ym iany A TP-P  
w P - i  T -fragm entach

1 Czynnik F4

•

A lkaliczna ekstrakcja m ito­
chondriów  (20)

K onieczny dla oksydacyjnej fo sfo ­
rylacji, reakcji w ym iany A T P -P  
i odw rócenia łańcucha oddechow e­
go w P -fragm entach

Czynnik F 0 Rozbicie ultradźw iękam i T -U - 
-fragm entów  (55)

Przywraca A T P -azie, w yizolow anej 
z m itochondriów  w rażliw ość na o li­
gom ycynę

Inhibitor
A T P-azy

!

A lkaliczna ekstrakcja m ito ­
chondriów  (52)

H am uje aktyw ność A TP-azy, nie 
w pływ ając jednak na oksydacyjną  
fosforylację.

Bardzo in teresującym  czynnikiem, wyizolowanym  z m itochondriów 
w pracowni R a c k e r  a jest czynnik F0 (56). P rzyw raca on ATP-azie 
wrażliwość na oligomycynę, u tlenia NADH i bursztynian, a po dodaniu 
czynników Fx i F 2 przyw raca oksydacyjną fosforylację, co praw da z n ie­
wielką w ydajnością (stosunek P :0  wynosi około 0,08). Byłby to zatem 
po raz pierwszy otrzym any rozpuszczalny układ, katalizujący utlenianie 
substratów  oddechowych sprzężone z syntezą ATP.
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R a c k e r  (57) wysuw a przypuszczenie, że tylko część wyizolowanych 
w jego pracow ni czynników bierze bezpośredni udział w oksydacyjnej 
fosforylacji, a część jest elem entam i struk turalnym i mitochondriów. Ta­
kim  białkiem  struk tu ra lnym  mógłby być czynnik F 4, k tó ry  ma wiele

T a b l i c a  2

M etody otrzym yw ania i w łasności n iefosforylujących fragm entów  m itochondrialnych

N azw a Metoda Własności

N -fragm einty R ozbicie m itochondriów  w  
hom ogenizatorze N ossala  
(41, 52)

K atalizują reakcję w ym iany A T P -P  
i oksydacyjną fosforylację na eta ­
pie cyt. b-cyt. c po dodaniu czynni­
ka Fj

■■ 1 ■ " 
N -S -fragm en ty Rozbicie ultradźw iękam i 

N -fragm entów  (41, 52)
K atalizują reakcję w ym iany A T P -P  
i oksydacyjną fosforylację na e ta ­
pie cyt. b-cyt. c po dodaniu czyn­
nika F x i F 2

T -fragm enty T raw ienie S-fragm entów *  
trypsyną (54)

K atalizują reakcję w ym iany A T P -P  
po dodaniu czynnika F 3

U -fragm enty Ekstrakcja S-fragm entów *  
2M roztw orem  m ocznika  
(54)

K atalizują reakcję w ym iany A T P -P  
i oksydacyjną fosforylację na eta ­
pie cyt. b-cyt. c po dodaniu czyn­
nika Fi

T -U -fragm en ty Ekstrakcja T -fragm entów  
2M roztw orem  mocznika  
(55)

■

Przyw racają ATP-aZie w rażliw ość  
na oligom ycynę

P -fragm enty

. .
R ozbicie u ltradźw iękam i 
m itochondriów  w  2°/o roz­
tw orze fosfo lip id ów  (20)

K atalizują reakcję w ym iany A T P -P  
i oksydacyjną fosforylację na e ta ­
pie N A D H -cyt. c po dodaniu czyn­
ników  F t i F 4

* S - f r a g m e n ty  o t r z y m y w a n e  p rz e z  ro z b ic ie  m ito c h o n d r ió w  u l t r a d ź w ię k a m i  (54) k a ta l i z u j ą  
o k s y d a c y jn ą  f o s f o r y l a c ję  b ez  d o d a n ia  c z y n n ik ó w  s p rz ę g a ją c y c h .

własności podobnych do własności struk tu ralnego  białka m itochondriów 
otrzym anego przez C r i d d l a  i współpracowników (cyt. wg 57).

Na podstaw ie różnic we wrażliwości na traw ienie trypsyną czynników 
sprzęgających oksydacyjną fosforylację, wyizolowanych oraz związa­
nych z błoną m itochondrialną, Racker (58) proponuje następujące ich 
ułożenie w błonie m itochondrialnej. Najbliżej powierzchni znajdow ałby
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się inhibitor ATP-azy i czynnik F 3, czynnik F 4 byłby zlokalizowany dalej, 
ponieważ po wyizolowaniu jest łatwo inaktyw ow any działaniem  trypsy- 
ny  a w  stanie związanym  bardzo trudno, a czynnik w rażliw y na oligo- 
m ycynę F 0 byłby ułożony najgłębiej, ponieważ dopiero w bardzo drastycz­
nych w arunkach jest inaktyw ow any przez trypsynę i mocznik.

P race prowadzone w  pracow ni L e h n i n g e r a  w ykazały, że reak­
cja w ym iany ĄTP-ADP zachodząca w m itochondjiach (70, 74) i frag­
m entach m itochondrialnych (21, 72, 73) jest ham ow ana przez 2,4-dwuni- 
trofenol, arsenian, oligomycynę, azydek oraz wówczas, gdy nośniki elek­
tronów  są zredukowane, tj. w obecności substra tu  oddechowego i cy­
janku. Około 50°/o aktyw ności enzymu katalizującego tę  w ym ianę daje 
się w yekstrahow ać 0,3 M roztw orem  siarczanu amonowego z m itochon- 
driów w ątroby  szczura (75). Stwierdzono, że po w yekstrahow aniu enzymu 
z fosforylujących fragm entów  m itochondrialnych wydajność oksydacyj­
nej fosforylacji m alała — stosunek P :0  m ierzony z (3-hydroksymaślanem 
jako substratem  spadał z 3 do około 2, zaś z askorbinianem  i egzogennym 
cytochrom em  c z 1 do 0. Enzym ten oczyszczono około 140 razy za pomocą 
frakcjonow ania ekstrak tu  siarczanem  amonowym  i chrom atografii na 
DEAE -celulozie i CM-celulozie (75). Jego dodanie do fragm entów  nie- 
fosforylujących przyw racało oksydacyjną fosforylację — z askorbinia­
nem  jako substratem  stosunek P :0  w zrastał do jedności. Ponieważ eks­
trakc ja  enzymu katalizującego w ym ianę ATP-ADP znosi fosforylację m ię­
dzy cytochrom em  c a tlenem , a jego dodanie ją przyw raca, uważa się, że 
jest on czynnikiem  sprzęgającym  syntezę ATP z transportem  elektronów  
w ostatnim  etapie przem ian łańcucha oddechowego.

Kinetyczne badania reakcji w ym iany ATP-ADP prowadzone na w y­
izolowanym enzymie wykazały, że jego aktyw ność zależy od stężenia 
ADP (rysunek 1).

mM ADP

Rys. 1. Zależności szybkości w ym iany A T P -A D P  od stężen ia  A D P (wg 26)
1. — b ez  d o d a tk ó w , 2. — z c y t. cred  3. — z c y t .  c red  i o l ig o m y c y n ą

\
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Początkowo ze w zrostem  stężenia ADP szybkość reakcji znacznie roś­
nie, osiąga maksimum  przy  stężeniu około 1 mM ADP a następnie spada. 
Taka zależność szybkości reakcji od stężenia substra tu  jest charak te ry ­
styczna dla inhibicji substratow ej i była in terpretow ana w przypadku 
esterazy acetylocholinowej (80) i dehydrogenazy fosfotriozy (82) jako 
dowód istnienia dwóch m iejsc przyłączenia substratu, różniących się 
w artościam i stałych dysocjacji. Hamowanie reakcji w ym iany ATP-ADP 
przez duże stężenia ADP można cofnąć przez dodanie zredukowanego 
cytochrom u c. Działa on w  tym  przypadku specyficznie i nie może być 
zastąpiony utlenionym  cytochrom em  c, album iną surowicy, czy hem o­
globiną. Efekt cytochrom u c jest znoszony przez oligomycynę. O trzy­
m ane w yniki nasuw ają przypuszczenie, że zredukow any cytochrom  c łą­
czy się z enzymem w ypierając ADP z drugiego miejsca przyczepu, 
a oligom ycyna ham uje pow staw anie kom pleksu cyt. cred-enzym  (26, 71).

W 1958 roku L i n n a n e (36) zaobserwował, że rozbicie m itochon- 
driów  ultradźw iękam i w  obecności ED TA  daje fosforylujące frag ­
m enty . Jednak  do m aksym alnej fosforylacji konieczne było dodanie roz­
puszczalnego białka wyizolowanego z supernatan tu . Dalsze badania do­
prow adziły do izolowania trzech czynników, oznaczonych num eram i I, II 
i III (F I, F II i F III) biorących udział w trzech kolejnych fosforylacjach 
(27). Czynnik III katalizuje reakcję w ym iany ATP-ADP i jest koniecz­
ny  do przeprow adzenia fosforylacji na etapie cyt. c-tlen (79). Jest to 
białko o masie cząsteczkowej około 35 000 (37, 76). W edług W e b s t e r a  
(77, 78, 79) tw orzy ono w ysokoenergetyczny kom pleks z cytochrom em  c, 
a następnie z fosforanem. Z kom pleksu tego fosforan przenoszony jest 
na ADP (schemat 3).

Fragment + c y t. c rec) ----------- ► Fragment ~  c y t  c

Fragment ~  cyt. c + F HI ----------► F U r ~ c y t . c +  Fragment

F Et ~  cyt. c + P ----------► F DI ~  P + cyt. cox

F I U — P +ADP ----------► F I E + A T P

Schem at 3. Proponow any przez W e b s t e r a  (72) m echanizm  oksydacyjnej fo s fo ­
rylacji zw iązanej z utlen ieniem  zredukow anego cytochrom u c

F r a g m e n t  — f r a g m e n t  m i to c h o n d r ia ln y ,  F  I I I  — c z y n n ik  s p rz ę g a ją c y  I I I

Czynnik F III w ykazuje bardzo podobne właściwości do związku w y­
izolowanego w pracow ni L e h n i n g e r a  (75). Nie stwierdzono jednak, 
czy białko otrzym ane przez Lehningera i współpracowników może tw o­
rzyć wysokoenergetyczny kompleks z cytochromem  c.

Czynnik II, wyizolowany przez B e y e r  a (6) jest białkiem  o masie 
cząsteczkowej 124 000. W edług tego autora bierze on udział w procesie 
fosforylacji oksydacyjnej na etapie cytochrom  b-cytochrom  c (7).

Czynnik I odgryw ałby analogiczną rolę w procesie syntezy ATP na
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etapie NADH, cytochrom  b, tworząc w ysokoenergetyczne połączenie 
z NAD (27, 65).

Udział NAD w oksydacyjnej fosforylacji w ykazał P i n c h o t (44, 45, 
46, 47, 48, 49, 59).

II. Czynniki niebiałkowe

W 1953 roku P i n c h o t  (44) badając układ enzym atyczny katalizu­
jący proces syntezy ATP związany z utlenianiem  NADH u bakterii Alca- 
ligenes jaecalis stw ierdził, że: dla powiązania fosforylacji z utlenianiem  
NADH konieczna jest obecność dwóch rozpuszczalnych czynników: term o- 
labilnego i term ostabilnego. Czynnik niew rażliw y na ciepło oczyszczono 
i zidentyfikowano jako oligonukleotyd typu  RNA, zaw ierający adeninę, 
guaninę i uracyl w stosunku m olam ym  2:1:1 (45). Związek ten  jest nie­
w rażliw y na RN-azę, co sugeruje, że nukleotyd urydylow y znajduje się 
na końcu łańcucha (46, 59). Oligonukleotyd ten oraz jony Mg2+ służą do 
połączenia składnika term olabilnego z fragm entem  zdolnym do u tlen ia­
nia NADH tworząc w  ten  sposób układ fosforylujący. Gdy aktyw ne frag­
m enty u tlen iają NADH w nieobecności P  i ADP, oddysocjow uje z nich 
do frakcji rozpuszczalnej wysokoenergetyczny pośrednik. Dlatego odwiro­
wane z takiego układu fragm enty mogą utleniać NADH, ale nie fosfory- 
lują. Zdolność do fosforylacji zostaje im przyw rócona dopiero po dodaniu 
supernatan tu  (47).

Pinchot (48,49) sugeruje, że pośrednik jest związkiem bogatym  
w energię i zawiera białko (enzym sprzęgający) połączone z NAD. Na po­
parcie swojej hipotezy przytacza następujące dane: 1) podczas izolowa­
nia kom pleksu wysokoenergetycznego białko jest trw ale związane z NAD, 
2) w czasie inkubacji tego kom pleksu z ortofosforanem  i ADP w ytw arzane 
są równoważne ilości NAD+ i ATP, 3) przyłączenie NAD+ do białka jest 
uw arunkow ane obecnością ATP. A utor ten  proponuje następującą kolej­
ność reakcji w procesie oksydacyjnej fosforylacji katalizow anej przez 
preparaty  z Alcaligenes jaecalis (schemat 4) (wg. 48, 49).

M g-E  + NADH + H + +  J o 2 ---------- * -  N A D ~ E  +  H20 + • ' \ / V '  Mg 1.

NAD~ E +  P = = = = =  P ~ E  + NAD+ 2.

p ~  E ---------- •»- P + E 3.

P —  E + AD P ^  *“  A T P  + E 4 -

r \ / v ^  Mg + E — -  M g -E  . 5 .

Schem at 4. Proponow any m echanizm  oksydacyjnej fosforylacji katalizow anej przez
preparaty z  A. faecalis  (wg 49)

•  — o k s y d a z a  N A D H , — o l ig o n u k le o ty d  ty p u  R N A
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Reakcja 1 przedstaw ia utlenienie NADH przez fosforylujący układ 
zaw ierający oksydazę NADH dołączoną do enzymu sprzęgającego (E) za 
pomocą specyficznego oligonukleotydu i magnezu. Utlenienie NADH 
sprzężone jest z utw orzeniem  wysokoenergetycznego pośrednika N A D ~ E  
i oddysocjowaniem  niefosforylującego fragm entu. W reakcji 2 zachodzi 
utw orzenie ufosforylowanego związku białkowego E ~ P . Reakcja 3 w ska­
zuje na nietrw ałość ufosforylowanego pośrednika. W reakcji 4 następuje 
połączenie E ~ P  z ADP z utw orzeniem  ATP i uwolnieniem  enzymu sprzę­
gającego. W reszcie w reakcji 5 następuje regeneracja fosforylującego 
kom pleksu z fragm entu  nieaktyw nego i enzymu sprzęgającego.

Synteza ATP przy  udziale wysokoenergetycznego pośrednika, ani też 
reakcja odw rotna, czyli dołączenie NAD+ do enzymu sprzęgającego 
w obecności ATP nie były  hamowane przez 2,4-dwunitrofenol (49). Nato­
m iast związek ten  uniem ożliwiał utw orzenie się kom pleksu NAD—E. 
Sugeruje to, że 2,4-dwunitrofenol nie rozszczepia wysokoenergetycznego 
pośrednika, lecz uniem ożliwia ponowne dołączenie niefosforylującego 
fragm entu  do enzym u sprzęgającego — reakcja 5 przebiegająca ze strony  
praw ej do lewej.

Schem at ten  tłum aczy również w iele obserwacji poczynionych nad 
procesem syntezy ATP w m itochondriach zwierzęcych. Stosunek P :0  ob­
serw owany w preparatach  z Alcaligenes jaecalis jest niższy od jedności. 
W celu w ytłum aczenia oksydacyjnej fosforylacji w  łańcuchu oddecho­
wym m itochondriów zwierzęcych należałoby wprowadzić dwa nowe po- 
średniki. M ogłyby one zawierać Co Q i cytochrom  c połączone ze specy­
ficznymi białkami. W ymianę ATP-ADP w m itochondriach zwierzęcych 
można tłum aczyć reakcją 4, a działanie m itochondrialnej ATP-azy w y­
daje się być uw arunkow ane rów naniam i 3 i 4.

Nieufosforylowany wysokoenergetyczny kompleks sugerow any przez 
P i n c h o t n ie jest jedyną pochodną NAD proponowaną jako po­
średnik oksydacyjnej fosforylacji. P u r v i s  (53) przyjm uje istnienie 
oprócz NAD i NADH trzeciej form y nazwanej przez niego „extra NAD”. 
Według tego au tora  podczas inkubacji m itochondriów z fosforanem  i ADP 
lub 2,4-dw unitrofenolem  ilość NAD reagująca z dehydrogenazą alkoholo­
wą jest większa od sum y wartości NAD+ +  NADH, oznaczonej w czasie 
zerowym. Purv is przyjm uje, że ta  dodatkowa ilość NAD została uwol­
niona z jakiegoś prekursora, k tó ry  nie reaguje z dehydrogenazą alkoho­
lową i którego s tru k tu ra  i funkcja nie zostały jeszcze ustalone. Związek 
ten m ógłby odpowiadać kompleksowi NAD—I — postulowanem u przez 
S 1 a t e r  a wysokoenergetycznem u pośrednikowi oksydacyjnej fosfory­
lacji (63).

G r i f f i t h s  (28, 30, 31) donosi o innym  pośredniku będącym  ufosfo- 
rylow aną form ą NAD, różną od NADP. Pośrednik ten  powstaje w ka ta ­
lizowanej przez m itochondria lub fragm enty  subm itochondrialne reakcji 
redukcji NAD przez bursztynian zachodzącej obecności fosforanu. Nie
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pow staje on, jeżeli m ieszanina inkubacyjna zawiera jako substraty : piro- 
gronian, jabłczan i glutam inian, powstaje w m ałych ilościach w przypad­
ku użycia a-ketoglutaranu i (3-hydroksymaślanu. W edług G riffithsa (30, 
31) pow stały pośrednik, izolowany z supernatan tu  za pomocą chrom ato­
grafii i elektroforezy po cieplnej denaturacji m itochondrialnego białka, 
jest pochodną NAD, absorbującą przy około 320 mpi i zaw ierającą rów no­
ważne ilości fosforanu i NAD. Tworzenie się tego związku jest ham owane 
przez am ytal, m alonian i antym ycynę, co wskazuje, że do jego pow staw a­
nia niezbędny jest transport elektronów.

Po inkubacji wydzielonego pośrednika z m itochondram i lub fragm en­
tam i m itochondriów w obecności ADP stwierdzono tworzenie się ATP 
i NADH, przy czym z dwóch moli pośrednika powstawał jeden mol 
NADH oraz mieszanina kilku pochodnych NAD (29). Jednym  z nich może 
być opisany po raz pierwszy przez K r e b s a  (19) kompleks NADH-X, 
drugi związek absorbujący w 295 mu może mieć budowę podobną do bu­
dowy produktu  kwasowej m odyfikacji NADH (15).

W oparciu o te dane G r i f f i t h s  (28) proponuje dla wydzielonej 
przez siebie, a postulowanej uprzednio przez B u r t o n a  i K a p ł a ­
n a  (15) oraz B a r l t r o p a  (4) ufosforylowanej pochodnej NADH budo­
wę I lub II, przy czym II jest form ą o tw artą  związku I.

H H H H
VH \ / \  H n

Przyłączenie fosforanu do NADH w pozycji 6 pierścienia nikotynam i- 
doadeninowego przyjm uje G r i f f i t h s  w  oparciu o spostrzeżenia C o- 
p e r a ,  N e u b e r t a  i C h a p l a i n a  (cyt. wg 28), k tórzy wykazali, że 
pochodna NAD z zablokowaną pozycją 6 przez grupę aminową, jest sil­
nym  inhibitorem  syntezy ufosforylowanego NADH.

W celu potw ierdzenia hipotezy, że ufosforylow ana pochodna NADH 
w ykry ta  przez G riffithsa bierze udział w oksydacyjnej fosforylacji, było 
konieczne zbadanie w pływ u czynników rozprzęgających na jej w ytw arza­
nie się i przem iany. Doświadczenia wykazały, że 2-4-dw unitrofenol ha­
m uje tworzenie się tej pochodnej, ale nie uniemożliwia jej przekształcenie 
do NADH i fosforanu, czy ATP. Oligomycyna nie ham uje tw orzenia się 
ufosforylow anej pochodnej NADH, ani jej rozszczepienia do NADH i fos­
foranu, lecz uniemożliwia reakcję przeniesienia reszty  fosforanowej z tego 
związku na ADP (28).

Tworzenie przez m itochondria w ysokoenergetycznej ufosforylowanej 
pochodnej NADH po inkubacji z bursztynianem  oraz powstawanie ATP
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z tego związku w reakcji w rażliw ej na oligomycynę sugerują, że może 
on być pośrednikiem  w procesie oksydacyjnej fosforylacji. Fakt, że pod­
czas inkubacji m itochandriów  z substratam i związanymi z NAD nie obser­
wowano powstawania tego pośrednika, nie jest dowodem sprzecznym 
z tym  przypuszczeniem. Można założyć, że w ynik ten jest skutkiem  usta­
wicznego „obrotu” ufosforylow anej pochodnej NADH, zachodzącego 
w obecności substratów  związanych z NAD.

Udział dw unukleotydu nikotynam idoadeninowego w procesie oksyda­
cyjnej fosforylacji p rzy jm uje również E s t a b r o o k  (24) na podstawie 
badań fluorym etrycznych. W 1958 roku C h a n c e  i B a l t s c h e f f s k y  
(16) zaobserwowali, że fluorescencja zredukowanego dw unukleotydu niko­
tynam idoadeninowego w m itochondriach jest o wiele intensyw niejsza niż

Rys. 2. M ożliw y m echanizm  aktyw acji im idazolu przez p ierścień pirydynow y NADH  
celem  utw orzenia fosfoim idazolu  (wg 24)

w roztw orach wodnych. W kilka lat później E s t a b r o o k  (23) i A v i - 
D o r  (3) stw ierdzili, że zredukow any dw unukleotyd nikotynam idoadeni- 
nowy fluoryzuje znacznie intensyw niej w m itochondriach niż w połącze­
niu z rozpuszczalnymi białkami enzym atycznym i (11, 61). W 1963 roku 
E s t a b r o o k  i współpracownicy (24) wykazali, że stopień podwyższe­
nia fluorescencji zależy od stanu m itochondriów (17). Przejście ze stanu 2 
(w k tó rym  czynnikiem  ograniczającym  oddychanie jest brak substratu) 
do stanu  4 (w którym  brak akceptora uniemożliwia oddychanie) jest zwią­
zane ze w zrostem  fluorescencji, sześć razy większym od w zrostu jakiego 
należałoby oczekiwać ze względu na zmianę stężenia NADH. W w arun­
kach intensyw nego oddychania zachodzącego w stanie 3, albo w w yniku 
działania czynników rozprzęgających oksydacyjną fosforylację flu ­
orescencja zmniejsza się do połowy w porów naniu z obserwowaną w sta­
nie 4. F ak ty  te wskazują, że podwyższenie fluorescencji może być wyw o­
łane przez niskoenergetyczny związek zaw ierający NADH. Nawiązując do 
obserwowanego przez T h e o r  e 11 a i McK i n 1 e y  - McK e e (68, 69) 
w zrostu intensyw ności fluorescencji emitowanej przez kom pleks NADH
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Dalsze obserwacje pozwoliły na w ysunięcie przypuszczenia, że wbudo­
wana w białko fosfohistydyna jest wysokoenergetycznym  pośrednikiem  
w procesie oksydacyjnej fosforylacji. Podczas inkubacji m itochondriów 
w obecności tlenu i radioaktyw nego fosforanu, ale bez ADP, następowało 
bardziej gwałtowne znakowanie fosforanem  histydyny niż w ew nątrzm i- 
tochondrialnego ATP (12). Fosforylację h istydyny obserwowano również 
w czasie inkubacji m itochondriów z ATP. Dodany 2,4-dwunitrofenol do 
m ieszaniny reakcyjnej uniem ożliwiał tw orzenie się fosfohistydyny przy 
udziale 32P, ale nie hamował jej powstawania, gdy donatorem  znakowa­
nego fosforanu było AT32P. Ponadto obserwowano wym ianę m iędzy fosfo- 
histydyną związaną z białkiem  a P  lub ATP (12, 42).

B o y e r  (43) sugeruje, że tw orzenie się ufosforylowanego pośrednika 
imidazolowego nie wiąże się bezpośrednio z reakcjam i u tleniania i re­
dukcji. Reakcje oksydoredukcyjne mogłyby być sprzężone z tworzeniem  
zaktywowanego związku zdolnego do łączenia się z P  dając w ten  sposób 
ufosforylow any imidazol, k tó ry  można również otrzym ać w w yniku dzia­
łania ATP.

Badania S l a t e r a  i współpracowników z 1964 roku (64) rzuciły 
nowe światło na rolę fosfohistydyny w  procesie oksydacyjnej fosforylacji. 
Zauważono mianowicie, że w doświadczeniach przeprow adzanych w 20°

z dehydrogenazą alkoholową po dodaniu imidazolu E s t a b r o o k  (24) 
przyjm uje, że intensyw na fluorescencja zredukowanego, dw unukleotydu 
nikotynam idoadeninowego obserwowana w m itochondriach jest wyw oła­
na przez trójskładnikow y kompleks: enzym*NADH «białko zaw ierające 
histydynę. Oddziaływanie m iędzy NADH a pierścieniem  imidazolowym 
histydyny — może zdaniem  Estabrooka powodować jego zaktywowanie, 
umożliwiające reakcję z fosforanem  z w ytw orzeniem  ugrupow ania fosfo- 
imidazolowego przy jednoczesnym  uwolnieniu NADH (rysunek 2).

Rolę pośrednika w oksydacyjnej fosforylacji przypisuje ufosforylow a- 
nej form ie histydyny również B o y e r  i współpracownicy (10, 12, 13, 42, 
43, 67). Badacze ci zaobserwowali w 1961 roku włączanie znakowanego 
fosforanu do frakcji białkowej m itochondriów (67). Po proteolitycznej 
i alkalicznej degradacji znakowanego m ateriału  izolowano związek, k tóry  
wykazywał w szystkie właściwości syntetycznej fosfohistydyny (12). Nie 
ustalono jednak czy fosforan w biologicznie czynnym  związku jest p rzy­
łączony do N-1 (wzór III) czy do N-3 (wzór IV) pierścienia imidazolowego 
histydyny.
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oligom ycyna ham owała ty lko w 50%  włączanie fosforanu do m itochon- 
drialnego ATP. Obliczenie stopnia inhibicji było utrudnione z dwóch 
względów, a mianowicie: 1) w obecności oligom ycyny zachodzi początko­
wo bardzo gw ałtow ne znakowanie, a dopiero później następuje znaczne 
zwolnienie tej reakcji, 2) w nieobecności oligomycyny znakowanie jest 
tak  gw ałtow ne przez pierwsze 10' sekund, że nie można obliczyć szyb­
kości początkowej tej reakcji.

Celem zm niejszenia szybkości włączania fosforanu do frakcji białko­
wej przeprowadzono oznaczenia w 0°. W tych w arunkach oligomycyna 
hamowała w 96—99% włączanie 32P do m itochondrialnego ATP, ale nie 
m iała w pływ u na znakowanie m ateriału  białkowego. W ykazano również, 
że w nieobecności oligomycyny szybkość znakowania fosfohistydyny w y­
nosiła tylko około 1,5% szybkości znakowania ATP. W oparciu o ten  fakt 
S later w ykluczył udział fosfohistydyny jako pośrednika występującego 
na głównej drodze oksydacyjnej fosforylacji i umieścił ją na drodze bocz­
nej, niew rażliw ej na oligomycynę (schemat 5).

Schem at 5. M iejsce fosfoh istydyny w  procesie oksydacyjnej fosforylacji w g S 1 a-
t e r a (64)

Takie umieszczenie fosfohistydyny jest zgodne z propozycją A h m e -  
d a  i J u d a h a ( l , 2 ) z l 9 6 1  roku odnośnie roli ufosforylowanych białek 
m itochondrialnych i zaw artej w nich energii w transporcie wody (2) i jo­
nów (32, 40, 51), przez błony m itochondrialne.

Stwierdzono również, że powstawanie fosfohistydyny zachodzi zarów­
no podczas inkubacji z fosforanem, jak i z ATP wyciągów otrzym anych 
w w yniku zamrożenia i odtajenia m itochandriów , przy czym proces ten  
nie zależy od transportu  elektronów. Spostrzeżenia te  wskazują na możli­
wość katalizow ania syntezy tego związku przez rozpuszczalny układ enzy­
m atyczny (43). O statnie badania grupy B o y e r  a nad rolą fosfohisty­
dyny (9) w skazują na obecność dwu różnych form  tego związku, przy 
czym fosfohistydyna otrzym yw ana z rozpuszczalnych wyciągów m ito­
chondrialnych (43) w ydaje się być ściśle związana z syntetazą burszty- 
ny lo~C oA  (39).

Rozważano również udział fosfolipidów w procesie oksydacyjnej fosfo­
rylacji. G a r b u s ,  D e L u c a ,  L o o m a n s ,  S t r o n g  (25) zauważyli 
gwałtowne włączanie fosforanu do frakcji lipidowej z wytw orzeniem  po­
łączenia o właściwościach ufosforylowanego analogu fosfoinozytydu. Re­
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akcja ta  nie było zależna od rodzaju dodanego substra tu  i nie była w raż­
liwa na oligomycynę, ale była ham owana w w arunkach  anaerobowych 
oraz w obecności cyjanku, azydku, antym ycyny i 2,4-dwunitrofenolu. 
Jednak ze względu na  15—20-krotnie szybsze znakowanie ATP niż lipi­
dów wyklucza się udział tych  związków jako pośredników w syntezie 
ATP.

III. Uwagi końcowe

Dotychczasowe w yniki badań nad izolowaniem i udziałem  wysoko­
energetycznych pośredników i czynników sprzęgających syntezę ATP 
z transportem  elektronów  pozwalają na w yjaśnienie w  pew nym  stopniu 
m echanizm u tego procesu. Można już określić w arunki, jakie powinien 
spełniać związek biorący bezpośredni udział w oksydacyjnej fosforylacji. 
Powinien on być zdolny do tw orzenia wysokoenergetycznego połączenia 
z ortofosforanem  w czasie funkcjonow ania łańcucha oddechowego lub 
W reakcji z ATP przy zablokowaniu transportu  elektronów . Pow inien 
przenosić grupę fosforanową na ADP z w ytw orzeniem  ATP, z szybkością 
równą szybkości oksydacyjnej fosforylacji.

Nie wszystkie opisane pośredniki w ydają się spełniać te  w arunki 
i prawdopodobnie nie wszystkie biorą bezpośredni udział w oksydacyjnej 
fosforylacji. Część z nich może być składnikam i s truk tu ra lnym i m ito- 
chondriów (57). Inne mogą uniemożliwiać w ykorzystanie wysokoenerge­
tycznych połączeń na innych drogach niż synteza ATP (34). Jeszcze inne 
są być może artefak tam i lub wysokoenergetycznym i połączeniam i dostar­
czającymi energii do innych procesów m etabolicznych. Nie można zapo­
minać o tym, że rozbicie m itochondriów powoduje zmianę wrażliwości 
na inhibitory  oksydacyjnej fosforylacji. I tak  zmienia się wrażliwość na 
atraktylozyd (83), ham uje on oksydacyjną fosforylację w yłącznie w ściśle 
sprzężonych m itochondriach, nie działa natom iast na fosforylujące frag ­
m enty  m itochondrialne i rozprzężone m itochondria. M itochondrialne frag ­
m enty  fosforylujące nie w ykazują zjawiska ścisłego sprzężenia i oprócz 
ADP fosforylują również GDP, UDP i IDP (38).

W ydaje się, że nagrom adzona ilość faktów  doświadczalnych w skazuje 
na to, że tymczasowa nazwa czynniki sprzęgające oksydacyjną fosforylację 
z transportem  elektronów  nie jest odpowiednia. Nazwa ta  m ylnie suge­
ru je  udział wyizolowanych związków w powstaw aniu pierwszego wysoko­
energetycznego wiązania, podczas gdy rzeczywiście biorą one udział 
w reakcjach przeniesienia energii z pierwszego wysokoenergetycznego po­
średnika do ATP. Ponieważ niektóre wyizolowane połączenia katalizują 
reakcje charakterystyczne dla syntetaz, B e y e r  (8) proponuje zmianę 
nazw y czynnik sprzęgający na syntetazę ATP.

Pani Profesor dr Irenie C h m i e l e w s k i e j  sk ładam y serdeczne podziękow a­
nie za pomoc i cenne uw agi w  trakcie przygotow yw ania artykułu.
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TO M  X I 1965 Z E S Z Y T  4

W OJCIECH ARDELT*

Biochemia latyryzmu

Biochemistry of Lathyrism

Som e disturbances of chem istry of connective (tissue in  lathyrism  are review ed. 
The possible 'mechanism of action of th e lathyrogens is discussed.

Podaw anie w  diecie dużych ilości niektórych roślin rodzaju Lathyrus  
wyw ołuje u kręgowców rozległe zm iany w obrębie układu nerwowego 
i tkanki łącznej. Dla uszkodzeń układu nerwowego, objaw iających się 
spastycznym i porażeniam i, wyw oływ anych m iędzy innym i przez L. sativus 
i L.cicera p rzy jęła się nazwa neurolatyryzm . Inna grupa roślin strącz­
kowych, m ianowicie pospolity groszek pachnący — L.odoratus, L .tingita- 
nus, L .h irsutus  i L.pusillus  w yw ołuje schorzenie tkanki łącznej opisy­
wane w lite ra tu rze  pod równorzędnym i nazwami: latyryzm  i osteolaty- 
ryzm. Pierw sza z tych nazw jest częściej używana.

W latyryżm ie zachodzą uszkodzenia w obrębie tkanek m ezenchym al- 
nych, przy czym szczególnie dotknięte są tkanki bogate w kolagen. W y­
stępują zaburzenia w zrostu chrząstek i kości (24, 45), nienorm alna łam li­
wość kości (21, 45), deform acje szkieletowe (1, 3, 21, 24, 45, 57, 70, 71, 72, 
76, 81) oraz ogólne osłabienie wiązadeł i ścięgien z następowym  wyw ich­
nięciem  i przem ieszczeniem  się stawów (71). Ponadto opisano jako objaw 
latyryzm u zw yrodnieniowe zm iany stawów (71), przepukliny (3, 24, 45, 
54, 71, 81) oraz tę tn iak i aorty  (3, 21, 45, 54, 70, 71, 81). Objawy te są 
m akroskopowym  wyrazem  uszkodzenia wszystkich składników tkanki 
łącznej.

Latyryzm  wzbudził duże zainteresowanie, bowiem stanowić może eks­
perym entalny model dla badań m etabolizm u składników tkanki łącznej, 
jak również patogenezy niektórych chorób tej tkanki u ludzi.

I. Związki latyrogenne

O działaniu L athyrus odoratus na tkankę łączną doniesiono po raz 
pierw szy w 1933 roku (24). W 1954 roku wyizolowano z L.pusillus  k ry ­

* Mgr, asystent Zakładu B iochem ii Instytutu  R eum atologicznego w  W arszaw ie.
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staliczną substancję zdolną do w yw oływ ania charakterystycznych zmian 
u szczurów (19). W tym  samym czasie wyizolowano krystaliczny  latyrogen 
z L.odoratus i zidentyfikowano go jako (3-(N-y-L)-glutamyloaminopropio- 
n itry l (56, 81, 82). Następnie okazało się, że reszta y-glutam ylow a nie ma 
zasadniczego znaczenia, a aktyw nym  związkiem jest [3-aminopropioni- 
try l (3, 98). W ystępuje on we wszystkich roślinach w yw ołujących uszko­
dzenia tkanki łącznej, nie zaw ierają go natom iast rośliny strączkow e w y­
w ołujące neurolatyryzm  (91). W ykazano następnie, że w ystępujący w przy­
rodzie am inoacetonitryl, jest potężniejszym  latyrogenem  niż (3-aminopro- 
p ionitry l (7, 89). Znaleziono również związki należące do innych niż n i­
try le  grup chemicznych a w ykazujące działanie latyrogenne. L e v e n e  
(50) sklasyfikował związki latyrogenne w czterech grupach: n itry le, u rei-

T a b l i c a  1

L atyrogeny

Grupa Związek Wzór

N itryle

U reidy
Hydrazydy

(3-aminopropionitryl 
A m inoacetonitryl 
M etyleno am inoacetonitryl 
Sem ikarbazyd
Hydrazyd kw asu izon ikotyno­
w ego

N H 2CH2CH2CN
NH2CH2CN

CH>=NCH2CN
N H 2NHCONH»

N H 2NHCO
I

1 II
\ N /

Hydrazyd kwasu nikotynowego  

Hydrazyd kw asu cyjanooctow ego

n h 2n h c o —

W
NH.NHCOCHiCN

Benzohydrazyd n h 2n h c o — i

Hydrazyny Wodzian hydrazyny n h 2n h 2h 2o

dy, hydrazydy i hydrazyny. Najczęściej stosowane latyrogeny zestawio­
no w tablicy 1 zachowując podział L evene’a. Poza tym i związkami w y­
m ienia się również m erkaptoetyloam inę i cystaminę, jednakże ich w łas­
ności latyrogenne nie są pewne (17).

Jak  widać z tablicy latyrogenne n itry le  z w yjątkiem  m etylenoam ino- 
acetonitry lu  m ają wolną grupę aminową. Aktywność uw arunkow ana jest 
obecnością tej grupy, np. (3-hydroksyam inopropionitryl i kwas cyjano- 
octowy są całkowicie pozbawione działania latyrogennego (46, 50). Za­
m iana grupy cyjanowej n itry li na grupę karboksylową lub estrow ą pro­
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wadzi również do u tra ty  zdolności w yw oływ ania latyryzm u (50). W łaś­
ciwości tej pozbawione są np. ester m etylow y glicyny, czy (3-alanina. 
Ustalono także, że dla aktyw ności sem ikarbazydu istotne jest ugrupo­
wanie ureidow e (NH2NH-CO-N), dla hydrazydów  — hydrazydow e 
(NH2NH-CO-C), zaś w przypadku wodzianu hydrazyny podstawienie k tó ­
regokolwiek z atomów wodoru powoduje s tra tę  właściwości latyrogen- 
nych (50).

II. Zmiany w  obrębie tkanki łącznej

Zm ianie w latyryzm ie ulegają w szystkie składniki tkanki łącznej: za­
równo kolagen — główne białko struk tura lne, jak i składniki niekolage- 
nowe czyli pozostałe białka włókienkowe i tzw. substancja podstawowa.

1. Z m iany sk ładników  niekolagenow ych

Najbardziej dram atyczne zm iany m ają m iejsce w aorcie i nasadowych 
chrząstkach długich kości. Głównymi składnikam i substancji podstawowej 
tych tkanek są sulfonowane m ukopolisacharydy, reprezentow ane przede 
w szystkim  przez izom ery siarczanu chondroityny. W ścianie aorty, przed 
w ytw orzeniem  się śródściennych krw iaw ień i tętniaków  następuje n a ­
grom adzanie się m ateriału, w ykazującego histochemiczne właściwości 
m ukopolisacharydów (8, 27, 42, 57, 76, 83, 100). W yniki te są zgodne z w y­
nikam i badań G r  a n t  a i współpracowników (27), którzy stw ierdzili 
w aorcie latyrycznych szczurów zwiększoną zawartość heksozamin i kw a­
sów uronowych. Odczyn m etachrom azji z błękitem  toluidynow ym  i jed ­
noczesna oporność na działanie jądrow ej hialuronidazy wskazują, że co 
najm niej część gromadzącego się m ateriału  jest siarczanem  chondroi­
tyny  B (8).

A kum ulacji m ukopolisacharydów tow arzyszy obserwowana m etodam i 
histologicznymi liza s tru k tu r elastycznych (blaszki i w łókna elastyny), po­
łączona z przerostem  i p roliferacją fibroblastów  (15, 57, 100). Opisane 
zjawiska zachodzą nie tylko w ścianie aorty, lecz także w ścianach tę tn ic  
płucnych i wieńcowych (96), oraz w zastawkach sercowych (8). M ukopoli­
sacharydy gromadzące się w zastawkach sercowych w odróżnieniu od 
odkładających się w aorcie są wrażliw e na działanie h ialuronidazy (8). 
Pochodzenie nadwyżki m ukopolisacharydów w aortach zwierząt laty rycz­
nych nie jest jasne. N iektórzy autorzy łączą odkładanie się tych sub­
stancji z depolim eryzacją substancji podstawowej (57), destrukcją ela­
stycznych elem entów ściany ao rty  (8) lub z ew entualnym  zmniejszeniem  
się syntezy elastyny — głównego białka podporowego układu naczynio­
wego (26). Zm iany te pow inny być związane z obniżeniem się zawartości 
elastyny w aortach latyrycznych  zwierząt, jednakże G r a n t  i w spół­
pracow nicy (27) wykazali, że w aortach szczurów dotkniętych la ty ryz-
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m em  elastyna, jak i kolagen w ystępują w ilościach praw idłowych. B ar­
dziej prawdopodobna w ydaje się ogólna nadprodukcja m ukopolisacha- 
rydów, zwłaszcza że zmianom w obszarze tkanki łącznej tow arzyszy 
znaczny wzrost poziomu m ukoproteidów w surowicy krw i (27, 83).

Podczas gdy w  aorcie rośnie ogólna ilość m ukopolisacharydów , 
w chrząstkach nasadowych długich kości zachodzi zjawisko odw rotne — 
zawartość heksozamin jest niższa niż w tkance praw idłow ej (5, 6). Spada 
również zawartość m ukopolisacharydów dających się strącić jako sole 
w apnia z protoelizatów tkanki otrzym anych działaniem  pepsyny, try p - 
syny i am ylazy (75). Zdolność syntezy heksozamin w hom ogenatach chrzą­
stek nasadowych latyrycznych szczurów ulega znacznemu obniżeniu w  po­
rów naniu z hom ogenatam i chrząstek prawidłowych. W doświadczeniu 
P e d r i n i  i P e d r i n i - M i l l e  (66), jeden gram  tkanki latyrycznych 
zwierząt, w środowisku glutam iny i glukozo-6-fosforanu syntetyzow ał 
w ciągu trzech  godzin 296 i^g heksozamin, podczas gdy jeden gram  tkanki 
praw idłowej w tych w arunkach w ytw arzał 1229 ^g tych związków. Tak 
więc zdolność syntezy heksozam in uległa obniżeniu o 76%.

Największe zm iany w chrząstce nasadowej latyrycznych szczurów za­
chodzą w obrębie strefy  dojrzew ania chondrocytów — substancja pod­
stawowa tej s tre fy  w ykazuje zmniejszone powinowactwo do barw ników  
charakterystycznych dla m ukopolisacharydów (34). Badania autoradiogra- 
ficzne wykazały, że przy  niezmienionej ogólnej zdolności tkanki do w y­
korzystania 35S-siarczanu nie zachodzi w strefie  dojrzew ania chondrocy­
tów w budow ywanie radioaktyw nej siarki (43). Ponieważ jednocześnie ma 
m iejsce w tym  obszarze gwałtowne w budow yw anie się znakowanych am i­
nokwasów w ysunięto hipotezę, że w latyryzm ie zablokowane jest tw o­
rzenie się kompleksów m ukopolisacharydów z białkam i typu niekolage- 
nowego, co może naw et prowadzić do uszkodzenia fibrogenezy (komplek­
som takim  przypisuje się rolę w procesie tw orzenia się włókien) (43). Ba­
danie in vitro  uw apnienia chrząstek nasadowych rachitycznych szczurów 
wykazało, że dodanie am inoacetonitrylu do środowiska reakcji nie ha­
m uje tego procesu, natom iast ulega on zaham owaniu w chrząstkach na­
sadowych szczurów, k tórym  podawano am inoacetonitryl (34). Chrząstka 
latyrycznych zwierząt nie ulega kalcyfikacji in  vitro  zarówno w śro­
dowisku syntetycznym , jak  i w surow icy krw i zdrowych zwierząt.

Substancja podstawowa skóry ulega w latyryzm ie m niejszym  uszko­
dzeniom niż substancja podstawowa aorty  i chrząstek nasadowych. Ob­
serw uje się tu  jedynie niew ielkie zwiększenie się frakcji siarczanów chon- 
dro ityny  oraz obniżenie się poziomu lipidów i rozpuszczalnych (nieko- 
lagenowych) białek (60).

Zm iany zachodzące w obrębie niekolagenowych składników tkank i 
łącznej w latyryzm ie są więc w ielokierunkow e i przebiegają z różnym  
natężeniem  w zależności od rodzaju tkanki.
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2. Zm iany kolagenu

Tkanki zwierząt, u k tórych  wywołano latyryzm , w ykazują charakte­
rystyczne zm iany własności m echanicznych. Zwiększa się ich rozciągli­
wość, natom iast w ytrzym ałość na rozryw anie ulega znacznemu obniże­
niu  (4, 21, 41, 47, 98). Zwróciło to uwagę badaczy na możliwość uszko­
dzenia kolagenu — składnika decydującego o własnościach mechanicz­
nych tkanki łącznej. Zawartość kolagenu w tkankach zwierząt latyrycz- 
nych nie odbiega jednak od norm y (12, 14, 20, 21, 47, 48). W ydaje się, że 
praw idłow a jest równie synteza tropokolagenu (16, 18, 20, 47). W skazują 
na to wyniki doświadczeń D a s l e r a  i współpracowników (18), którzy 
stw ierdzili w poliw inylowej gąbce im plantow anej pod skórę latyrycznym  
szczurom pow staw anie bezpostaciowego m ateriału  z typową dla kolagenu 
zawartocią hydroksyproliny, barwiącego się hem atoksyliną i eozyną. 
Stwierdzono również, że przekształcanie się znacznej proliny w hydroksy- 
prolinę zachodzi z praw idłow ą szybkością (86).

Kolagen latyrycznych zw ierząt w ykazuje ponadto szereg praw idło­
wych własności. Nie stw ierdzono zmian w  w ym iarach cząsteczkowych 
(31, 45, 61), konform acji (31), widmie w  podczerwieni i nadfiolecie (61), 
masie cząsteczkowej m onom eru (45, 47, 61), skręcalności optycznej (31, 
47), zawartości a-spirali (10), granicznej liczbie lepkości (31, 47, 61) oraz 
w tem peraturze skurczu cieplnego (31, 41). Badania składu chemicznego 
również nie wykazały zmian: stw ierdzono praw idłow y skład aminokwa- 
sowy (31, 54), zawartość grup e-aminowych i w iązań estrowych (61). Nie 
stw ierdzono również zwiększonej zawartości wolnych grup aminowych 
i karboksylowych lub też ketoimidowych, k tóra m ogłaby tłum aczyć 
zwiększoną w  porów naniu z norm ą absorpcję chrom u przez kolagen zwie­
rząt latyrycznych (60).

Mimo że w yniki badań, przeprowadzonych omówionymi metodami 
chemicznymi i fizykochem icznym i nie wskazyw ały na zm iany kolage­
nu w latyryzm ie, w 1958 roku niem al jednocześnie C l e m m o n s  (9) 
oraz L e v e n e  i G r o s s  (29, 47) w ykazali znacznie zwiększoną roz­
puszczalność kolagenu zw ierząt latyrycznych. Obserwacja ta została póź­
niej potwierdzona w szeregu pracowni (9, 18, 30, 45, 59, 61, 86). Kolagen 
daje się ekstrahow ać z tkanek praw idłowych wodnym i roztworam i soli, 
kwasów i zasad. Oziębiony roztw ór chlorku sodu ekstrahuje  z tkanek 
praw idłow ych większość nowo wytworzonego kolagenu, kw aśne roztwo­
ry, jak np. rozcieńczony kwas octowy i bufory  cytrynianow e usuw ają do­
datkowo starsze białko. Jednakże ilość składników dających się w ten 
sposób ekstrahować wynosi około 2°/o m asy kolagenu, olbrzym ia jego 
większość (około 98%) pozostaje w tych roztw orach nierozpuszczalna (37,
68). Stwierdzono, że 1 M roztw ór chlorku sodu rozpuszczający na zimno 
około 1% kolagenu praw idłow ych tkanek płodów kurzych, z tkanek la­
tyrycznych zwierząt ekstrahu je  około 40'°/o kolagenu kości, 60% kola­
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genu skóry i 40°/o kolagenu aorty  (47). Nadwyżka rozpuszczalnego kola­
genu w tkankach latyrycznych zw ierząt mogła być bądź to w ynikiem  
uszkodzenia dojrzałego kolagenu wytworzonego przed podaniem  laty ro- 
genu, bądź też w ytw arzania się — po podaniu latyrogenu — różnego od 
normalnego, rozpuszczalnego kolagenu.

Uzyskano szereg danych doświadczalnych, zgodnych zarówno z p ierw ­
szym (29, 47, 94), jak  i drugim  (20,86, 87, 93) przypuszczeniem. S tw ier­
dzono, że przy jednoczesnym  podaniu (3-aminopropionitrylu i znaczonej 
14C glicyny specyficzna aktywność rozpuszczalnej frakcji kolagenu pło­
dów kurzych była znacznie zwiększona w porów naniu z kontrolą i w yraź­
nie przewyższała specyficzną aktywnoć frakcji nierozpuszczalnej. Jeżeli 
natom iast znaczony am inokwas podano o 24 godziny wcześniej niż laty ro- 
gen, specyficzna aktywność frakcji rozpuszczalnej była niższa niż ak tyw ­
ność frakcji nierozpuszczalnej (86). Podobne wyniki, sugerujące, że nad­
w yżka rozpuszczalnego kolagenu pochodzi z nowo w ytw orzonych jego 
cząsteczek otrzym ano również w innej pracowni (87). Doświadczenia te  
wraz z wynikam i badań uszkodzonych tkanek w m ikroskopie elektrono­
w ym  nasunęły przypuszczenie, że w latyryzm ie zostaje zablokowane tw o­
rzenie się włókien z prawidłowo wytworzonego tropokolagenu (20, 51, 
86, 87). Wniosek ten  nie był jednak zgodny z w ynikam i innych autorów. 
Już w 1959 roku L e v e n e  i G r o s s  (47) w ykazali spadek zawartości 
frakcji nierozpuszczalnego kolagenu w skórze, aortach i kościach płodów 
kurzych traktow anych (3-aminopropionitrylem, podczas gdy u zwierząt 
kontrolnych następował stały  w zrost tej frakcji białkowej.

Dalsze badania tej samej grupy autorów  wskazywały, że fibroge- 
neza u latyrycznych zw ierząt przebiega praw idłowo (93, 94), natom iast 
istn ieją  liczne dowody w skazujące na uszkodzenie w iązań m iędzycząstecz- 
kowych we włóknach kolagenu. W łókna te są u latyrycznych zw ierząt 
cieńsze i słabsze od praw idłowych (21). Rozpuszczalny kolagen, zarówno 
praw idłow y (28, 35) jak i pochodzący od zwierząt latyrycznych (31, 36, 47, 
62) ma zdolność tworzenia in vitro  form  w łóknistych podczas dializy eks­
traktów , ogrzewania w tem peraturze około 38° oraz pod w pływ em  ATP. 
Jednak  w odróżnieniu od praw idłowych, typowe prążkow ane włókna 
kolagenu latyrycznych świnek m orskich wytw orzone podczas ogrzewania 
w tem peraturze 38° nie stają się nierozpuszczalne naw et po tygodniowej 
inkubacji (31). Tworzenie się włókien kolagenu latyrycznych zwierząt 
podczas dializy (agregacja typu „koniec do końca”) zachodzi z opóźnie­
niem  i w m niejszym  stopniu niż w przypadku kolagenu norm alnego (62), 
natom iast precypitacja pod wpływ em  ATP (agregacja typu  ,,bok do bo­
k u ”) w ydaje się być bardziej kom pletna, choć powstałe w ten  sposób 
agregaty  są cieńsze od praw idłowych (62).

Podczas denaturacji prawidłowego kolagenu w roztw orze (np. przez 
ogrzewanie w pH  poniżej 5,0 lub przez działanie mocznika) tw orzą się co 
najm niej dwa składniki niejednakow ej wielkości, zwane a- i (3-fragmen-
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tam i, przy czym drugi z nich szybciej sedym entuje w u ltra  wirówce (68). 
We frakcji kolagenu rozpuszczalnej w buforze cytrynianow ym  fragm enty  
te  w ystępują w  stosunku cząsteczkowym 2:1 (63), natom iast frakcja roz­
puszczalna w obojętnych solach zawiera głównie a-fragm enty  (64).

Porównawcza chrom atografia produktów  denaturacji rozpuszczalnego 
kolagenu z tkanek praw idłow ych i pochodzących od zwierząt laty rycz­
nych wykazała, że składają się one głównie z a-fragm entów  ze śladam i 
ty lko (3-fragmentów (53, 61). W ysunięto więc hipotezę, że w latyryzm ie 
ma miejsce uszkodzenie procesu wewnątrzcząsteczkowego wiązania k rzy ­
żowego (53).

Chrom atografia na karboksym etylocelulozie pozwoliła na rozdziele­
nie a- i (3-fragmentów z kwaśnego ekstrak tu  prawidłowego kolagenu na 
dwa różniące się składem  aminokwasowym  fragm enty  a, k tóre oznaczono 
symbolami ax i a2 oraz dwa różne fragm enty (3 oznaczone odpowiednio 
Pi i (32 (67, 68, 69). Analiza aminokwasów tych fragm entów wykazała, że 
(3x jest agregatem  jednego fragm entu  ax i jednego fragm entu a2, zaś (32 — 
dwóch fragm entów  (54, 68). W yniki tych doświadczeń razem  z faktem  
szybszego wbudow ywania się in vivo  znaczonej 14C glicyny do a- niż do 
(3-fragmentów (54) stały  się punktem  wyjścia hipotezy, że nowo w ytw o­
rzony kolagen składa się z dwóch fragm entów  o niew ielkiej masie czą­
steczkowej (ax i a2), k tóre w procesie dojrzew ania agregują do większych 
fragm entów ((3X i (32) drogą tw orzenia się w ew nątrzcząsteczkow ych w ią­
zań krzyżowych (1, 2). W ykazano później, że w produktach denaturacji 
kwaśnych ekstraktów  kolagenu znajdują się niew ielkie ilości wyżej za­
gregowanej form y — y-tropokolagenu — będącej trim erem  w stosunku do 
a-tropokolagenu (2). O statnio zaproponowano także zmianę oznaczenia (3X 
na Pi 2 (agregat ax i a2) oraz [32 na (3i x (agregat dwóch ax) (44).

III. Sposób działania latyrogenów

Mechanizm działania latyrogenów  nie jest dotychczas wyjaśniony. 
Nie wiadomo, k tó re  z w yw ołanych przez nie uszkodzeń tkanki łącznej 
należy uważać za pierwotne, a k tóre za w tórne. Jedni autorzy uważają, 
że zasadniczymi uszkodzeniami są zm iany w obrębie elastyny (8, 70, 97, 
100), inni — kolagenu (20,38,58,85,90), jeszcze inni — w obrębie sub­
stancji podstawowej (8, 34, 42, 57, 71, 73, 76). Nie wiadomo w jakim  sto­
sunku pozostają do siebie zm iany obserwowane w obrębie substancji pod­
stawowej i kolagenu i czy fibrogeneza zachodzi w tkance łącznej z udzia­
łem, czy bez udziału substancji niekolagenowych (43, 77).

W edług ostatnich poglądów kolagen jest w ytw arzany w ew nątrz fibro- 
blastu (chondroblastu lub osteoblastu) jako trójłańcuchow a cząsteczka
o masie około 360 000 (tropokolagen). Cząsteczka taka jest wydzielana 
do przestrzeni międzykomórkowej i tam  agreguje do form  w łóknistych, 
prawdopodobnie drogą nieenzym atyczną (77). W edług innej hipotezy do
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przestrzeni międzykomórkowej wydzielane są a-fragm enty, k tó re  na­
stępnie zespalają się w  trójłańcuchow ą cząsteczkę (23). F ragm enty  te 
reprezen tu ją  poszczególne łańcuchy polipeptydow e tropokolagenu; masa 
cząsteczkowa każdego z nich wynosi około 120 000. Jedna cząsteczka tro ­
pokolagenu składa się z dwóch łańcuchów ax i jednego łańcucha a2 (68,
69). Każdy łańcuch rozpada się pod wpływem  hydrazyny lub hydroksyla- 
m iny na cztery podjednostki o masie cząsteczkowej około 30 000, bez 
uw alniania grup aminowych (22). W yniki następnych badań prowadzo­
nych przez G a 11 o p a (23), pozwalają sądzić, że podjednostki te  są wią­
zane ze sobą w łańcuch przez trzy  pary  wiązań estrowych. Na rys. 1 po­
dany jest schem at budowy tropokolagenu wg Gallopa (23). Tworzą ją 
trzy  łańcuchy polipeptydow e o masie cząsteczkowej około 120 000 (dwa 
łańcuchy ax i jeden łańcuch a2). Każdy z nich składa się z czterech pod- 
jednostek o masie cząsteczkowej około 30 000.

Udział w tych wiązaniach biorą z jednej strony  grupa a-karboksylow a 
kwasu asparaginowego, stanowiącego C-końcowy aminokwas podjednost-

Rys. 1. Schem at budow y cząsteczki tropokolagenu (wg 23). O bjaśnienia w  tekście. 
S tr z a łk i  o z n a c z a ją  w ią z a n ia  e s tr o w e .  R ó ż n a  g ru b o ś ć  s t r z a ł e k  o b r a z u je  d w a  r o d z a je  w ią ­

z a ń  — z a -  a lb o  ^ -k a rb o k s y lo w ą  g r u p ą  k w a s u  a s p a ra g in o w e g o

ki oraz grupa (3-karboksylowa sąsiadującej z nim  reszty kwasu asparagi­
nowego, z drugiej strony praw dopodobnie hydroksylow e grupy składnika 
cukrowcowego, drugiej podjednostki, dołączonego do białkowego frag­
m entu  podjednostki O-glikozydowym wiązaniem przez resztę tyrozyny. 
Część cukrowcową stanowi heksoza połączona z nie zidentyfikow anym  do­
tąd  cukrowcem, k tó ry  praw dopodobnie jest źródłem  grupy aldehydowej 
odgrywającej rolę w tw orzeniu w iązań m iędzyłańcuchowych (23). Jedno 
z wiązań estrowych łączących dwie podjednostki jest bardziej reaktyw ne 
niż drugie i zdolne do transestryfikacji wewnątrzcząsteczkow ej z wytw o-

http://rcin.org.pl



[9] W. A R D ELT 421

rżeniem  wiązania z sąsiednim  łańcuchem  tropokolagenu, lub międzyczą- 
steczkowej — z łańcuchem  sąsiedniej cząsteczki. Rysunek 2 przedstaw ia 
hipotetyczny schem at dojrzew ania i starzenia się kolagenu w w yniku tw o­
rzenia się w ew nątrz- i m iędzycząsteczkowych wiązań krzyżowych, zgodny 
z proponowanym i przez G a 11 o p a (23) reakcjam i transestryfikacji. 
Proces ma charak ter transestry fikacji i zachodzi bez zwiększenia się licz­
by w iązań estrowych.

W ydaje się, że opisane uprzednio dwa możliwe defekty kolagenu w la- 
tyryzm ie (wewnątrzcząsteczkowy i międzycząsteczkowy) mogą wynikać

Qt «2 a, ^2  640

A J .

Rys. 2. Schem at dojrzew ania i starzenia się kolagenu (wg 23)
Z le w e j s t r o n y  — c z ą s te c z k a  t r o p o k o la g e n u  z w ią z a n ia m i w y łą c z n ie  w e w n ą tr z  ła ń c u c h o w y m i, 
w  ś ro d k u  — c z ą s te c z k a  t ro p o k o la g e n u  z d w o m a  w ią z a n ia m i m ię d z y ła ń c u c h o w y m i ( tw o rz y  s ię  
fo r m a  d w u ła ń c u c h o w a  0 ), z p r a w e j  — „ s t a r y ’’ k o la g e n  z m a k s y m a ln ą  i lo ś c ią  w e w n ą tr z -  i m ię -  

d z y ła ń c u c h o w y c h  w ią z a ń  k rz y ż o w y c h

z tego samego źródła — uszkodzenia procesu wiązania krzyżowego. 
W świetle przytoczonej hipotezy dojrzew ania kolagenu byłoby to uszko­
dzenie w zakresie reakcji transestryfikacji. Hipoteza ta  tłum aczy p ra­
widłową zawartość estrow ych w iązań w kolagenie latyrycznych zwierząt, 
bowiem w ytw arzanie w iązań krzyżow ych nie pociąga za sobą zwiększenia 
się ilości wiązań estrowych. Transestryfikację w obrębie w łókna kolagenu 
uważa G a 11 o p (23) za proces nieenzym atyczny. P rzy  założeniu, że w la- 
tyryzm ie powstaje praw idłow y tropokolagen, uszkodzenie procesu w ią­
zania krzyżowego mogłoby więc polegać na bezpośrednim  działaniu laty - 
rogenów na ugrupowania biorące udział w tw orzeniu wiązań estrowych 
w cząsteczce kolagenu.

Hipoteza prostej kom binacji chemicznej latyrogenów  z grupam i alde- 
dydowymi kolagenu powstała wcześniej niż sugestia transestryfikacji jako
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procesu odpowiedzialnego za wiązanie łańcuchów (51). W ykazano m iano­
wicie, że zwiększenie rozpuszczalności kolagenu wyw oływ ane przez h y ­
drazyd kwasu izonikotynowego może być in vivo  (49) i in vitro  (51) od­
w racane przez działanie pew nych aldehydów. N ajpotężniejsze działanie 
w ykazuje tu  aldehyd glicerolowy, k tóry  odwraca również działanie (3-ami- 
nopropionitrylu, wodzianu hydrazyny i sem ikarbazydu. Działanie alde­
hydów ma charak ter reakcji chemicznej, gdyż przebieg in terakcji jest 
zależny od czasu i tem pera tu ry  inkubacji oraz od stężenia aldehydu, a nie­
zależny od pH  środowiska, optycznej form y aldehydu i stanu m etabolicz­
nego komórek tkanki łącznej (jak np. zablokowania ciągu glikolitycznego 
jodooctanem  lub cyklu kwasów tró j karboksylowych cyjankiem  potasu). 
W ykazano również obecność w kolagenie nienasyconych ketonów lub al­
dehydów na podstawie reakcji z 2 ,4-dw unitrofenylohydrazyną (23, 51) 
i apresoliną (23). Pow stała więc hipoteza, że latyrogeny blokują ugrupo­
wania karbonylow e kolagenu zapobiegając w ten  sposób tw orzeniu się 
wiązań krzyżowych, a aldehydy odwracają działanie latyrogenów  w spo­
sób kom petycyjny (51). Takie działanie wym agałoby w budow yw ania co 
najm niej jednej cząsteczki latyrogenu na dwie cząsteczki kolagenu, jed ­
nakże badania rozmieszczenia radioaktyw nego (3-aminopropionytrylu i p ro ­
duktów7 jego przem iany w tkankach płodów kurzych prowadzone przez 
O r l o f a  i G r o s s a  (65) w ykazały wbudow ywanie się co najw yżej 
jednej cząsteczki tego n itry lu  na sto cząsteczek kolagenu.

Tak więc w ydaje się, że bezpośrednie połączenie latyrogenów  z kola­
genem nie może być uważane za przyczynę zwiększonej rozpuszczalności 
tego białka w latyryzm ie.

G a l l o p  (23) sugeruje, że latyrogeny mogą uszkadzać syntezę lub 
wbudow ywanie się do tropokolagenu związków karbonylow ych niezbęd­
nych dla procesów wiązania krzyżowego. Działanie takie m iałoby miejsce 
w ew nątrz fibroblastu i prowadziłoby do syntezy nieprawidłow ego tropo­
kolagenu. Obserwowane wcześniej obniżone wiązanie 2,4-dw unitrofenylo- 
hydrazyny przez kolagen zwierząt latyrycznych w porów naniu z norm al­
nym  może być odbiciem zmniejszonej zawartości cukrowców w tym  biał­
ku (51,60).

Dowody praw idłowej syntezy tropokolagenu w latyryzm ie są jedynie 
dowodami prawidłowej szybkości tego procesu. Chociaż skład am inokw a- 
sowy tropokolagenu latyrycznych zwierząt jest praw idłowy, to jednak 
subtelne substytucje reszt lub zm iany sekwencji mogą nie być uchw ytne 
dostępnym i dziś m etodami (93). Subtelne zmiany, w ystarczające do usz­
kodzenia procesu wiązania krzyżowego m ogłyby być odbiciem defektu 
m etabolizm u związków azotowych (45). Istnieje cały szereg faktów  w ska­
zujących na możliwość takiego uszkodzenia. Jak  już wspomniano, zasad­
nicze znaczenie d la aktywności latyrogenów ma obecność wolnej grupy 
aminowej. Po podaniu latyrogenów  zahamowana jest synteza heksozamin, 
oraz obniżone w ydalanie w moczu kwasu asparaginowego, kwasu g lu ta­
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minowego, seryny i m etioniny, a zwiększone — m etylohistydyny i h isty- 
dyny (101). Obniżona jest również pula wolnych iminokwasów (proliny 
i hydroksyproliny) w tkankach  latyrycznych płodów kurzych (40). 
Sprzeczne są dane na tem at wbudow ywania się w  latyryzm ie znakowa­
nego 15N chlorku amonu do tkanki łącznej (45, 80). W reszcie omówione 
uprzednio nieprawidłowości w m etabolizmie sulfonowanych m ukopoli- 
sacharydów, jak również fakt, że objaw y latyryzm u rozw ijają się wolniej 
u zw ierząt pozostających na diecie wysokobiałkowej (kazeina i żela ty­
na) (11, 13) lub wzbogaconej m etionią, cysteiną albo glutam iną (13), mogą 
być wyrazem  ogólnego uszkodzenia m etabolizm u związków azotowych 
w tym  schorzeniu. Z drugiej strony  w ydaje się, że metabolizm glutam iny, 
k tó ra  jest donorem grupy aminowej w syntezie heksozamin, jak również 
transam inacja nie są uszkodzone. Mózgowa synteza glutam iny i sercowa 
transam inaza nie są ham ow ane in vitro  przez n itry le  (45).

Stwierdzono, że niektóre pospolite enzym y proteolityczne jak pepsy­
na (79), trypsyna (33) i chym otrypsyna (55) mogą niszczyć w ew nątrz- 
cząsteczkowe wiązania krzyżow e (3-fragmentów rozpuszczalnego kolage­
nu. Na tej podstawie w ysunięto przypuszczenie (32, 93), że obserwowane 
w latyryzm ie uszkodzenia kolagenu mogą być wyw ołane działaniem  tk an ­
kowych proteaz uwolnionych z kom órek przez działanie latyrogenów. 
Hipoteza ta stanow iłaby zatem  pew ne uzupełnienie wspom nianej już h i­
potezy o pochodzeniu rozpuszczalnego kolagenu tkanek latyrycznych 
zw ierząt i uszkodzonego kolagenu normalnego.

Niewiele dla ustalenia m echanizm u działania latyrogenów  wnoszą ba­
dania przem iany tych związków w organizmie. Większość podanego zna­
kowanego 14C w grupie cyjanow ej (3-aminopropionitrylu jest w ydalana 
z ustro ju  w postaci niezm ienionej (101) lub jako nielatyrogenny kwas 
cyjanooctowy (52, 65, 74, 75, 92). Drobne ilości wprowadzonej w tym  
związku radioaktywności znaleziono w kolagenie (65, 88), sulfonowanych 
polisacharydach chrząstek nasadowych, białkach w ątroby, glikogenie, 
kreatyninie, allantoinie i kwasie hipurow ym  (74). W budowywanie się izo­
topowego atom u węgla z grupy cyjanow ej (3-aminopropionitrylu do trzech 
ostatnich związków oraz do seryny i glicyny białek w ątroby, sugeruje 
przekształcanie się grupy cyjanow ej w karboksylową. Z drugiej strony 
radioaktywność kwasu cyjanooctowego wskazuje na detoksykację zwią­
zaną z oksydacyjną deam inacją (45).

In teresujący jest w pływ  na rozwój latyryzm u niektórych substancji 
chemicznych o charakterze hormonów. Wiadomo, że hormon w zrostow y 
i luteotropow y potęgują objaw y tego schorzenia, zaś ACTH, kortykoste- 
roidy, tyroksyna i L -tró jjodotyronina ham ują rozw ijanie się laty rycz­
nych zmian (25, 75, 84, 85, 95, 99). Substancje te jednak działają w róż­
nym  stopniu na rozwój choroby wyw ołanej różnym i latyrogenam i. Może 
to wskazywać na niejednolitość działalnia różnych latyrogenów  (75, 95).
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L a ty r y z m  je s t  i n te r e s u ją c y m  m o d e le m  d o  b a d a ń  b io s y n te z y  i b io d e g r a ­
d a c j i  s k ła d n ik ó w  tk a n k i  łą c z n e j .  W ra z  z e k s p e r y m e n ta ln y m  s z k o r b u te m  
m o ż e  s łu ż y ć  w  p r a c a c h  n a d  w y ja ś n ie n ie m  m e c h a n iz m ó w  s y n te z y ,  d e p o -  
z y c ji ,  d o j r z e w a n ia  i s t a r z e n ia  s ię  k o la g e n u  —  g łó w n e g o  b ia łk a  p o d p o r o ­
w e g o  u s t r o ju .  U z y s k a n e  o b s e rw a c je  m o g ą  b y ć  ró w n ie ż  p o m o c n e  w  b a d a ­
n ia c h  n ie k tó r y c h  c h o ró b  k o ść c a  i u k ła d u  n a c z y n io w e g o . P o n ie w a ż  z m ia n y  
z a c h o d z ą c e  w  la ty r y z m ie  w  o b r ę b ie  k o la g e n u  s ą  p r z y n a jm n ie j  w  p e w n y m  
w y c in k u  p r z e c iw s ta w n e  d o  z m ia n  o b s e rw o w a n y c h  w  p r o c e s ie  s ta r z e n ia  
s ię  te g o  b ia łk a  (w  c z a s ie  s ta r z e n ia  s ię  k o la g e n u  n a r a s t a  ilo ść  w ią z a ń  k r z y ­
ż o w y c h )  w y n ik i  b a d a ń  te g o  s c h o rz e n ia  m o g ą  b y ć  r ó w n ie ż  u ż y te c z n e  
w  p r a c a c h  g e ro n to lo g ic z n y c h .
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Enzymy metabolizmu amin katecholowych

Enzymes of Catecholamine Metabolism

Enzym  es participating in  the anabolism , storage and eatabolisim of catecholam i- 
nes are review ed.

W ostatnich latach jesteśm y świadkam i bardzo żywego rozwoju ba­
dań nad przem ianam i w ustro ju  żywym amin katecholowych, znaczeniem 
w fizjologii i patologii oraz wpływem  czynników farm akologicznych na 
ich metabolizm. Podobnie jak w większości procesów biochemicznych, 
w przem ianach amin katecholowych biorą udział specyficzne enzymy. 
W referacie podano krótki przegląd wyników badań nad tym i enzy­
mami.

I. Enzymy anabolizmu

Opisana przez B l a s c h k o  (28) przypuszczalna kolejność reakcji syn­
tezy noradrenaliny i adrenaliny  została w zupełności potw ierdzona 
przez późniejsze badania. Nie ulega dziś wątpliwości, że główna droga 
syntezy zaczyna się od fenyloalaniny i przez tyrozynę, dw uhydroksyfe- 
nyloalaninę (DOPA), dopaminę oraz noradrenalinę doprowadza do adre­
naliny. Bezpośrednich dowodów dostarczyły zwłaszcza badania w ykona­
ne za pomocą związków znakowanych izotopowym węglem (14C) i t ry ­
tem  (3H). W prowadzenie do ustro ju  lub do izolowanych tkanek znako­
w anych fenyloalaniny, tyrozyny, DOPA lub dopam iny prow adzi do 
powstawania znakowanej noradrenaliny i adrenaliny (70, 107, 127, 143). 
Synteza noradrenaliny w ustro ju  zw ierząt wyższych i człowieka odby­
wa się w yłącznie w tkance nerwowej i chrom ochłonnej, zaś adrenaliny  
wyłącznie w tkance chrom ochłonnej (80), której kom órki em briogene- 
tycznie są odpowiednikami kom órek zwojowych. Pięcioczłonowy łańcuch
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syntezy wym aga szeregu aktyw atorów . W ysunięte zostały także hipotezy 
trzech alternatyw nych dróg syntezy, z których pierwsza m iałaby p ro ­
wadzić przez dekarboksylację tyrozyny do ty ram iny  (131) i u tlenienie 
tejże na dopaminę, druga — przez przekształcenie ty ram iny  w norsyne- 
frynę (oktopaminę) (87) i trzecia — przez hydroksylację DOPA z w y­
tw orzeniem  dw uhydroksyfenyloseryny i następczą jej dekarboksylację 
do noradrenaliny  (69).

U tlenianie fenyloalaniny do tyrozyny przez skraw ki rdzenia nadner­
czy wykazali F e l l m a n  i D e v l i n  (97). W ewnątrzkom órkowe um iej­
scowienie w nadnerczach hydroksylazy (oksydazy) fenyloalaniny nie jest 
dokładnie poznane (97). Natom iast w w ątrobie  szczura układ utleniający 
znajduje się we frakcji rozpuszczalnej hom ogenatu, przygotowanego za po­
mocą izotonicznego roztw oru chlorku potasu. Układ ten  złożony jest 
z dwóch różnych frakcji białkowych (94, 117), zredukowanego fosforanu 
dw unukleotydu nikotynam ido-adeninow ego (NADPH2) (93) oraz nie zi­
dentyfikowanego kofaktora (95). Jak  wiadomo, brak tej aktyw ności enzy­
m atycznej w w ątrobie u człowieka pociąga za sobą grom adzenie się we 
k rw i fenyloalaniny i w ydalanie jej w postaci dużych ilości kwasu feny- 
lopirogronowego, co w ystępuje w klinicznym  zespole fenyloketonurii.

W drugim  etapie syntezy amin katecholow ych tyrozyna jest u tleniana 
przez oksydazę tyrozyny (tyrozynazę) z w ytw orzeniem  DOPA (80). Zwią­
zek ten  nie jest norm alnym  składnikiem  białka i n ie zostaje dowożony 
z pokarm em, dlatego też musi zachodzić n ieustanna jego synteza w  ustro­
ju  (80). Tyrozynaza jest oksydazą fenolową (80). Chemicznie jest to białko 
m iedziowe w rażliw e na tlenek węgla i cyjanowodór. Ponieważ połączenia 
m iedziowokarbonylowe nie reagują na światło, ham ow anie tyrozynazy 
przez CO nie ulega zmianom pod w pływ em  prom ieni św ietlnych. Mono- 
fenole są atakow ane przez enzym po okresie indukcji, gdy enzym  i sub­
s tra t przez pewien czas stykały  się ze sobą i praw dopodobnie pew ne ilości 
monofenolu zostały utlenione do odpowiedniego orto-dw ufenolu, k tó ry  
następnie katalitycznie przyspiesza u tlenienie monofenolu. Działanie oksy­
dazy fenolowej na monofenole określane jest jako aktyw ność „krezola- 
zowa”, a na dwufenole jako aktyw ność „katecholazowa” (109).

Bierze się także pod uwagę możliwość nieenzym atycznego utleniania 
tyrozyny do DOPA przy  aktyw ow aniu tej reakcji przez kw as askorbi­
nowy (1). Duża zawartość kwasu askorbinowego w korze nadnerczy może 
nasuwać przypuszczenie słuszności tej hipotezy.

W 1956 roku K i r s c h n e r  i G o o d a l l  (98) po raz pierwszy bez­
spornie wykazali, że tyrozyna zostaje przekształcana w rdzeniu nadnerczy 
w  adrenalinę i noradrenalinę. Hom ogenaty rdzenia nadnerczy w m ałym  
stopniu zużytkow ują dodaną tyrozynę na w ytw arzanie noradrenaliny  i to 
ty lko we frakcji „cząstek”, podczas gdy supernatan t jest pod tym  wzglę­
dem  nieaktyw ny. W porów naniu z hom ogenatam i skraw ki rdzenia nad­
nerczy p rzetw arzają tyrozynę w  am iny katecholowe w ilości dziesięcio­
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krotnie większej, co przem aw ia za tym , że aktywność enzymu związana 
jest ze s truk tu ram i komórkowymi, k tó re  w procesie homogenizacji u le­
gają uszkodzeniu (97, 127). Tyrozynazę wyosobniono z robaka mącznego 
(Tenebrio m olitor) (126), z m ięsaka czemiaczkowego H ardinga-Passeya 
m yszy (78) i z różnych tkanek zw ierząt ssących (108).

Zw raca się uwagę na to, że utlenienie tyrozyny jest reakcją przebie­
gającą bardzo powoli w porów naniu z innym i etapam i syntezy amin 
katecholowych. Podawanie znakowanej tyrozyny do płynu przetaczane­
go przez wyosobnione nadnercza nie przyspiesza produkcji noradrenali­
ny, podczas gdy dopamina bardzo znacznie wzmaga jej syntezę (74). Dla­
tego proces hydroksylacji tyrozyny uw ażany jest za czynnik ogranicza­
jący szybkość całego procesu syntezy noradrenaliny i adrenaliny, po­
czynając od fenyloalaniny (80).

N astępny etap syntezy noradrenaliny i adrenaliny — dekarboksyla­
cja DOPA na dopaminę, katalizow ana przez dekarboksylazę dw uhydro- 
ksyfenyloalaniny, która została w ykry ta  przez H o 11 z a w nerce m or­
skiej świnki, a później w w ątrobie, jelitach i w  rdzeniu nadnerczy (80, 104, 
151) oraz w układzie nerw owym  środkowym  i obwodowym różnych zwie­
rząt (80). Ten sam enzym zdaje się dekarboksylować także 5-hydroksy- 
tryp to fan  do serotoniny (105) w hom ogenatach tkanek nie zaw ierających 
w w arunkach ustrojow ych serotoniny, jak  nerw y współczulne, rdzeń nad­
nerczy i inne. Także tkanki nie zaw ierające amin katecholowych, jak  ko­
m órki tuczne oraz rakow iaki są zdolne do dekarboksylacji nie tylko 5-hy- 
d roksytryptofanu, lecz także DOPA (32). Ostateczna odpowiedź, czy m a­
m y do czynienia z jednym , czy też z dwoma różnym i enzymami, będzie 
możliwa po uzyskaniu ich w  postaci krystalicznej. Przekształcenie DOPA 
w dopaminę zostało wykazane przez Holtza m.in. u ludzi (80). Po dożyl­
nym  w prow adzeniu około 40fl/o DOPA ukazało się w moczu w postaci 
dopaminy. Dekarboksylaza DOPA działa wyłącznie na lew oskrętny izo­
m er (80). Szybkość dekarboksylacji jest tak  znaczna, że na ogół, poza nie­
licznymi w yjątkam i, n ie  udaje się w ykryć DOPA w tkankach, a można 
jej obecność wykazać po podaniu inhibitora ham ującego dekarboksyla­
zę DOPA (74, 80). Frakcjonow ane w irow anie homogenatów tkankow ych 
wykazało, że enzym ten znajduje się w supem atancie (60, 97). P rodukt 
dekarboksylacji dopamina jest następnie m agazynowany w ziarnistoś- 
ciach kom órkowych (97). Stw ierdzono in vitro, że dekarboksylaza DOPA 
jest także w stanie dekarboksylować dw uhydroksyfenyloserynę (152). 
Koenzym em  dekarboksylazy DOPA jest fosforan-5-pirydoksalu (80). Ko- 
faktorem  zdaje się być Z n++ (140).

Między zawartością w tkance nerwowej noradrenaliny a aktyw nością 
dekarboksylazy DOPA istnieje znaczny stopień korelacji. Największą za­
w artość noradrenaliny  i najw iększą aktyw ność dekarboksylazy DOPA 
stw ierdzono we współczulnych zwojach i włóknach pozazwojowych, zaś 
w układzie środkow ym  w podwzgórzu (80).
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Można dodać, że dopamina pow staje także nieenzym atycznie, przy­
najm niej in  vitro, z ty ram iny  pod w pływ em  prom ieni pozafiołkowych, 
k tó re  aktyw izują w ytw arzanie nadtlenku wodoru. Tlen odszczepiany 
z H20 2 w  obecności kwasu askorbinowego przekształca tyram inę w dopa­
minę (80).

Inh ib ito ry  dekarboksylazy DOPA są liczne (48). N adm iar substratu  
(DOPA) lub jego analogi jak  a-m etylo-DOPA, a także a-m etylo-tyrozyna 
ham ują intensyw nie enzym przez wiązanie koenzymu. a-M etylo-DOPA 
stosowano próbnie w leczeniu nadciśnienia i zespołu rakow iaka (49). Nie­
znaczny dodatek izoniazydu do substra tu  chroni dekarboksylazę DOPA 
przed inaktyw acją, praw dopodobnie w  w yniku pow staw ania hydrazonu, 
k tóry  uodparnia koenzym (65, 120). Kwas fenylopirogronow y także ma 
hamować aktyw ność dekarboksylazy DOPA, w związku z czym być może 
pogłębione zostają zaburzenia m etaboliczne w fenyloketonurii (40).

Z innych inhibitorów  dekarboksylazy DOPA można wym ienić h y ­
drazydy (np. iproniazyd), hydrazyny, sem ikarbazydy, hydrazynoftalazy- 
ny, pochodne sulfonylomocznika, a także cynam onylosalicylany, szcze­
gólnie 5-(3-hydroksycynam onylo) salicylan oraz kwas 3,4-dw uhydroksy- 
cynam onow y (kwas kawowy). O statnie inhibitory  działają stosunkowo 
krótko, gdyż po 30-40 min. ulegają w tkankach  rozkładowi. Podanie zwie­
rzętom  in vitro  inhibitora dekarboksylazy DOPA powoduje brak  w zro­
stu  ciśnienia krw i po wprow adzeniu DOPA przy  zachowaniu reakcji na 
dopaminę, noradrenalinę i adrenalinę (48, 49).

C l a r k  wykazał, że na koncentrację dekarboksylazy DOPA w tk an ­
kach ma w pływ  szereg horm onów (48, 49). Tyroksyna i tró jjodotyronina 
zm niejszają aktywność tego enzymu w wątrobie. Tak samo w pływ a gło­
dowanie (81, 150). Zw ierzęta pozbawione nadnerczy i utrzym yw ane w do­
brym  stanie ogólnym przez podawanie dużych ilości chlorku sodowego nie 
reagują na w prow adzanie DOPA zwyżką ciśnienia krwi, p rzy  czym zacho­
wane są norm alne reakcje na adrenalinę, noradrenalinę i dopaminę. Po­
dawanie hydrokortyzonu z dezoksykortykosteronem  zdaje się norm alizo­
wać reakcję na DOPA. Aktywność dekarboksylazy DOPA u szczurów 
płci m ęskiej w ydaje się być wyższa niż u osobników żeńskich (48, 137).

N astępny etap syntezy, powstawanie noradrenaliny  z dopam iny jest 
katalizow any przez (3-oksydazę dopaminy. W prowadzenie grupy hydroksy­
lowej do łańcucha bocznego dopam iny wykazano zarówno w tkankach 
chrom ochłonnej i nerw ow ej, jak i w  ustro ju  zwierzęcym  jako całości 
(54, 72). Reakcja ta jest dość skom plikowana i na jej przebieg nie ma 
jednolitego poglądu. W edług B l a s c h k o  początkowo następuje odwo- 
dorowanie z powstaniem  układu chinonowego, a następnie przyłączenie 
wody (31). M a s s a r t  i V e r c a u t e r e n  (114) sugerują, że począt­
kowo zachodzi przyłączenie tlenu i pow staje orto-chinon, następnie 
przejście w para-chinon z w ytw orzeniem  grupy m etinow ej w łańcuchu 
bocznym i dalej przyłączenie wody z końcową hydroksylacją. W ten
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sposób w procesie hydroksylacji dopaminy zachodziłoby pośrednie pow­
staw anie związku chinono-metinowego, przy  czym wodór byłby pobiera­
ny nie ze środowiska, lecz z łańcucha bocznego, po czym następow ałoby 
przyłączenie wody.

N iedawno K i r s c h n e r  (96), a także L e v i n ,  L e v e n b e r g  
i K a u f m a n  (111) otrzym ali z nadnerczy wołu częściowo oczyszczoną 
(3-oksydazę dopaminy. Po w yekstrahow aniu wodą proszku acetonowego 
z nadnerczy wysolono enzym  siarczanem  amonu przy 35%  nasycenia. 
Oksydaza ta  hydroksyluje dopaminę w obecności kwasu askorbinowego 
i fumarowego, przy czym pow staje noradrenalina, kwas dehydroaskorbi- 
nowy i woda (111). Stwierdzono także konieczność ATP i dehydrogenazy 
glukozy. ATP może być zastąpiony przez inne trójfosforany purynow e lub 
pirym idynow e, ale połączenia dw u- i jednofosforanowe nie mogą zastąpić 
trójfosforanów . Dehydrogenaza glukozy może być zastąpiona w tym  
układzie przez katalazę. (3-Oksydaza dopam iny nie zdaje się być enzym em  
swoistym, gdyż hydroksyluje także inne związki w pozycji beta, np. 
(3-fenyloetyloaminę przeprow adza w (3-fenyloetanoloaminę (110). Proces 
hydroksylacji w nadnerczach jest szybki, gdyż nadnercza szeregu zwie­
rząt nie zaw ierają dopam iny lub mało (około 2%  ogółu amin katecholo­
wych) (32). Natom iast w tkance nerwowej hydroksylacja przebiega wol­
niej i można w niej znaleźć do 50%  dopaminy (56, 132, 147). Oksydaza 
dopam iny znajduje się w ew nątrz ziarnistości komórkowych (60, 71). Nie­
k tóre guzy chrom ochłonne nadnerczy nie posiadają zdolności hyęlroksy- 
lowania dopaminy, w klinice nazyw ają je guzami „nieczynnym i” (134).

W spółzawodniczącym inhibitorem  (3-oksydazy dopam iny jest brom ek 
eteru  cholino-2,6-ksylilowego (TM 10) (60), a także epinina (64). Do nie- 
współzawodniczących można zaliczyć adrenalon i p-hydroksyam fetam i- 
nę (63).

M etylowanie noradrenaliny i przekształcenie jej w adrenalinę zachodzi 
przy udziale S-adenozylom etioniny jako donora grup  m etylow ych (44). 
W stanach wzmożonej produkcji adrenaliny  jak  np. po dodaniu acetylo­
choliny, insuliny (43, 83) lub też w guzach chrom ochłonnych nadnerczy 
stw ierdza się w nadnerczach wolną hom ocystynę względnie hom ocystei- 
nę jako w yraz w yczerpyw ania się donora metylowego w w yniku bar­
dzo szybkiego m etylow ania noradrenaliny  (27). Ponieważ S-adenozylom e- 
tionina pow staje z m etioniny i ATP, p rzy  podawaniu czystej m etioniny 
do homogenatów niezbędna jest obecność ATP i M g++ (116). S-adenozylo- 
m etionina przyspiesza m etylow anie noradrenaliny  w stopniu znacznie 
większym niż ATP i m etionina (97). Reakcja m etylow ania noradrenaliny  
ma przebiegać zgodnie z działaniem  układów transm ety lu jących  opisa­
nych przez C a n t o n i e g o  (45, 46). In teresu jące jest spostrzeżenie 
V e r l y  e g o  z pracowni B a c q a ,  k tó ry  podając szczurom L-m etioninę 
podwójnie znakowaną w grupie  m etylow ej atom am i 14C i 3H stw ierdził, 
że grupa ta  przechodzi jako całość do choliny, natom iast grupa m etylow a
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k rea tyny  i adrenaliny ma większą zawartość 14C niż 3H. W yniki te  su­
gerują, że grupa m etylow a przenoszona jest z m etioniny do adrenaliny  
i k rea tyny  na drodze różnej od drogi zwykłej m etylacji (17).

Obecność układu m etylującego noradrenalinę w ykazano we frakcji 
płynnej homogenatów. Izolowane nadnercza cielęce perfundow ane zna­
kowaną tyrozyną zaw ierały znaczne ilości znakowanej noradrenaliny, 
a mało znakowanej adrenaliny, co zdaje się świadczyć, że proces m etylo- 
w ania zachodzący w  płynie protoplazm atycznym  jest niezbyt szybki. 
Może to być spowodowane także stosunkowo w olnym  przenikaniem  no­
radrenaliny  z ziarnistości do płynu. W ytworzona adrenalina również zo­
staje  w ziarnistościach. W ydaje się, że proces m etylow ania noradrenaliny  
zachodzi w czasie jej przechodzenia z jednych organelli kom órkowych 
do drugich (127). M etylacja noradrenaliny  ma m iejsce jedynie w rdze­
niu nadnerczy i w  tkankach podobnych, natom iast nie w ystępuje w tk an ­
ce nerwowej (115).

Podawanie dożylne znakowanej adrenaliny  lub perfuzja adrenaliną 
nadnerczy izolowanych nigdy nie pow oduje powstawania znakowanej no r­
adrenaliny. Stanowi to dowód, że odw rotna reakcja tzn. odm etylow anie 
w ustro ju  nie zachodzi (124).

W związku z w ysuniętym i hipotezam i a lternatyw nych dróg syntezy 
amin katecholowych należy podkreślić, że nie ma dowodów, aby ty ram i- 
nę, czy też fenyloetyloam inę można było uznać za p rekursory  noradrena­
liny. W badaniach M c G o o d a l l a  i K i r s c h n e r a  (67, 98) po do­
daniu znakowanej tyrozyny nie udało się wykazać ty ram iny  w homo- 
genatach nadnerczy. W ykazano również, że szczury nie mogą zużytkować 
wprowadzonej fenyloetyloam iny i ty ram iny  do syntezy amin katecho­
lowych (106). Nie ma także dowodów przem aw iających za istnieniem  d ru ­
giej drogi a lternatyw nej, gdyż w żadnych w arunkach nie stw ierdzono 
w tkankach ssaków obecności oktopam iny (97).

Trzeci w arian t syntezy poprzez dw uhydroksyfenyloserynę teoretycz­
nie jest możliwy, gdyż podana zwierzętom  dw uhydroksyfenyloseryna ule­
ga dekarboksylacji do noradrenaliny. W e r l e  i J i i n g t e n - S e l l  
(140) sądzą, że w ustrojach ssaków znajduje się swoista dekarboksylaza 
dw uhydroksyfenyloseryny. Jednak po w prow adzeniu inh ib itora dekarbo- 
ksylazy DOPA można stw ierdzić w  tkankach obecność DOPA, natom iast 
nie udało się wykazać obecności dw uhydroksyfenyloseryny. W ydaje się 
więc, że dw uhydroksyfenyloseryna nie pow staje ani w nadnerczach, ani 
w tkance nerw owej (97).

Z przedstaw ionych faktów wynika, że realną i pew ną jest jedynie 
przedstaw iona przez B l a s c h k o  droga syntezy: tyrozyna->D O PA —>-do- 
pam ina->noradrenalina->adrenalina.

M a g a z y n o w a n ie  a m in  k a te c h o lo w y c h  w  k o m ó r k a c h  z a c h o d z i w  z i a r ­
n is to ś c ia c h  o g ę s to ś c i ró ż n ią c e j  s ię  od  g ę s to ś c i  m ito c h o n d r ió w , p r z y  c z y m
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am iny te  są składowane w postaci osmotycznie i elektrochem icznie obo­
jętnej. M agazynowaniu amin i związanym z tym  enzymom szczególnie 
dużo uwagi poświęcili H i l l a r p  i współpracownicy (75).

Jak  zostało wykazane przez tych badaczy (58, 76), a następnie potw ier­
dzone przez innych (33, 34), noradrenalina i adrenalina są magazynowane 
w postaci zespolonej z ATP, przy czym na jedną cząsteczkę ATP przypada 
od 3 do 5, najczęściej 4 cząsteczki aminy. Dodatnie ładunki amin są zo­
bojętn iane przez ujem ne ładunki reszt fosforanowych ATP. W ziarnistoś- 
ciach m agazynujących am iny katecholowe znajduje się m ikrosom alny 
cytochrom  m (139). ATP nie jest w ytw arzany w ziarnistościach ze wzglę­
du na brak enzymów cyklu kwasów trójkarboksylow ych, lecz pochodzi 
z m itochondriów (136). W procesie uw alniania amin katecholowych z ziar­
nistości następuje jednoczesne oswabadzanie ATP przy zachowanym sto­
sunku cząsteczkowym aminy: ATP =  4:1 (133). W czasie rozpadu ziarni­
stości w  środowisku hipotonicznym  uw alniany ATP zostaje szybko roz­
k ładany przez ATP-azę oraz kinazę adenylanową. Prawdopodobnie oba 
te  enzym y są um iejscowione w błonie tych organelli (75). A ktyw atorem  
zarówno ATP-azy, jak i kinazy adenylanowej jest M g++ (75). ATP-aza 
jest ham ow ana przez salirgan i p-chlorortęciobenzoesan, a kinaza adenyla- 
nowa przez NaF (75). Jak  wykazano, w tych samych ziarnistościach komó­
rek nadnerczy magazynowane są noradrenalina, adrenalina i dopamina. 
Wobec tego proces m agazynowania nie zdaje się być swoisty (18, 20). Jak  
wiadomo, czynnikiem  farm akologicznym  przeciw działającym  m agazyno­
w aniu amin katecholowych jest rezerpina, przy  czym ta właściwość jest 
uw ażana za najistotniejsze działanie tego alkaloidu (19).

II. Enzymy katabolizmu i inaktywacji

Istnieje kilka dróg rozpadu i inaktyw acji amin katecholowych: 1) u tle­
nienie do adrenochrom u i m elanin, 2) odwodorowanie do adrenalonu i na­
stępne utlenienie do kwasu protokatechusowego, 3) dezam inacja przez 
oksydazę monoaminową (MĄO) i następnie O -m etylacja przez oksym etylo- 
transferazę katecholoam inową (COMT), 4) m etylacja przez COMT i na­
stępnie dezam inacja przez MAO, 5) sprzęganie amin katecholowych i ich 
produktów  rozpadu z kwasem  glukoronowym  lub siarkowym  (100).

Należy podkreślić, że układy enzym atyczne inaktyw ujące am iny ka­
techolowe działają znacznie wolniej i słabiej niż układ inaktyw ujący ace­
tylocholinę, tj. esteraza cholinowa. Dlatego też następstw a pobudzenia 
włókien cholinergicznych są ściśle zlokalizowane, podczas gdy pobudzenia 
adrenergiczne w ykazują tendencję do rozprzestrzeniania się na większych 
obszarach.

W łańcuchu przem ian adrenaliny do adrenochrom u zachodzi utlenienie 
do adrenochinonu i cyklizacja łańcucha bocznego z w ytw orzeniem  ukła-
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du indofenolowego. Przem iany te  mogą być aktyw ow ane przez układ oksy­
dazy cytochrom owej. W m ięśniach gładkich (z w yjątkiem  m ięśni jelit) 
w ykryto oksydazę katecholową u tlen iającą adrenalinę (lecz nie noradre­
nalinę) in vitro  do adrenochrom u (16), a w sercu szczura — układ en­
zym atyczny, ak tyw ny również in vitro, aktyw ow any przez m etale cięż­
kie, a ham ow any przez cyjanek potasu (82).

W edług H o f f  e r a  (77) w jednym  litrze osocza ludzkiego ma znaj­
dować się do 50 M-g adrenochrom u, co jednak nie zostało potw ierdzone 
przez innych autorów  (84, 141).

Szereg autorów uważa, że fenolazowy typ u tleniania adrenaliny  nie ma 
praktycznie większego znaczenia dla ogólnej przem iany am in katecho- 
lowych, gdyż w tkankach znajdują się czynniki redukujące, np. grupy 
sulfhydrylow e i kwas askorbinowy, chroniące am iny katecholow e przed 
tego typu utlenieniem , a także przed autooksydacją (36). Jednak w n ie­
których narządach, gdzie czynniki redukujące są praw dopodobnie mało 
operatyw ne względem adrenochinonu, np. w sercu, ten  rodzaj utleniania 
am in katecholowych może mieć duże miejscowe znaczenie (91). Obec­
ność enzymów katalizujących fenolazowy typ utleniania adrenaliny  
stw ierdzono również w nerce i w słabszym  stopniu w mózgu królika (92). 
A drenalina w osoczu może być także u tleniana przez białko miedziowe — 
ceruloplazminę, uważaną za główną oksydazę osocza, chociaż jej rola 
w katabolizm ie amin katecholowych do dziś dnia nie została w yjaśniona 
(144, 145). Również ferry tyna  in vitro  może wykazywać względem  ad re­
naliny aktywność fenolazową (36).

W łańcuchu przem ian adrenaliny przez adrenalon, dw uhydroksyfe- 
nyloglikol, aldehyd protokatechusow y do kwasu protokatechusowego m ia­
łaby działać w pierwszym  ogniwie hipotetyczna dehydrogenaza adrena­
liny (57), a w dalszych oksydaza m onoaminowa (MAO) i inne enzymy. A l­
dehyd będący produktem  utleniania adrenaliny  został znaleziony w  mo­
czu królików (148), kwas protokatechusow y w moczu m orskich świnek (88). 
Dehydrogenazę adrenaliny znaleźli I m a i z u m i  i K a w a m o t o  (85) 
w osoczu królików, jednakże innym  autorom  nie udało się stw ierdzić 
obecności tego enzymu ani w osoczu człowieka i królika, ani też w w y­
ciągach z w ątroby, serca, śledziony i mózgu (84, 146), chociaż u człowie­
ka w ykryw a się pewne ilości kwasu protokatechusowego w moczu po do­
daniu kwasu 3,4-dwuhydroksym igdałowego (66). A drenalon wyosobniono 
z moczu m orskich świnek (69, 85, 99) i z krw i królików  (77), natom iast 
po podaniu znaczonej adrenaliny człowiekowi nie znaleziono oznaczonego 
adrenalonu (7). Tak więc zarówno istnienie dehydrogenazy adrenaliny, 
jak i znaczenie przem ian amin katecholow ych poprzez adrenalon w ogól- 
noustrojow ym  m etabolizmie pozostaje zagadnieniem  otw artym .

Zwrócenie uwagi na proces dezam inacji amin katecholow ych łączy się 
z odkryciem  przez H a r e ’a (73) oksydazy tyram iny, k tóra jak stw ierdzili 
B l a s c h k o  i współpracownicy (37) u tlenia również adrenalinę i no ra­
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drenalinę do odpowiednich aldehydów. Dlatego nazwano ją później oksy­
dazą monoaminową (MAO). Jest to enzym o względnie małej swoistości, 
w rażliw y na ciepło, lecz dość sta ły  w niskiej tem peraturze (53). Optim um  
pH  dla enzymu waha się w dość szerokich granicach zależnie od rodzaju 
p rep ara tu  i substratu. Najczęściej leży w granicach środowiska słabo al­
kalicznego 7,1—7,5 (113). MAO zawiera jedną grupę sulf hydry  Iową n ie­
zbędną dla jej aktywności, a w centrum  aktyw nym  ma tylko jeden rodzaj 
receptorów  (84, 153).

Największe powinowactwo w ykazuje MAO względem serotoniny (135), 
następnie względem dopam iny i tyram iny, nieco słabsze w stosunku do 
noradrenaliny  i adrenaliny (125). Bierze także udział w katabolizm ie h i­
stam iny  (112).

Obecność MAO wykazano zarówno u kręgowców, jak i bezkręgowców 
(30, 35). W ustro ju  ludzkim  najw ięcej zawiera jej w ątroba, a następnie 
w  porządku m alejącym  serce, nerka, mózg i płuca. W mózgu najw ięcej 
MAO znajduje się w podwzgórzu. W ystępuje ona w  ziarnistościach ko­
m órkowych, przede wszystkim  w m itochondriach (55, 84).

Inhibitory  MAO są liczne i można je uszeregować w pięciu następu ją­
cych grupach (38, 119): 1) alkaloidy ru ty  stepowej, a więc harm an i jego 
pochodne — są to inh ib itory  odwracalne, o szybko m ijającym  działaniu; 
znacznym  in vitro, słabszym in v ivo ; 2) podstawione hydrazyny, hydrazo- 
ny  i hydrazydy: p-m etylofenylohydrazyna, fenyloizopropylohydrázyna, 
iproniazyd, nialamid, catron itp. — w ykazują one znaczną aktyw ność 
i długotrwałe, nieodw racalne działanie; 3) pochodne indolowe jak  2-hydro- 
ksytryptam ina, izoptryptam ina i inne; 4) pochodne fenyloetyloam iny jak 
tranylcyprom ina, am fetam ina, dezoksyam fetam ina i inne; 5) substancje 
różne, np. amid prokainy, im ipram ina i szereg innych środków psycho­
tropow ych, dezoksyfedryna, adrenalon.

Badania nad wpływem  inhibitorów  MAO na przem ianę am in bio­
gennych są bardzo liczne, a szczególnie dużo uwagi zwrócono na ham o­
wanie MAO przez iproniazyd. Okazało się, że jest on istotnie silnym  inh i­
bitorem  także in vitro  i to w obecności tlenu. Przypuszcza się, że n ie ­
odwracalne zahamowanie enzym u zachodzi na skutek odwodorowania 
iproniazydu w centrum  aktyw nym  enzymu (52). N adm iar substra tu  w po­
m iarach in vitro  stw arza możliwości rozpadu kom pleksu enzym -inhibitor, 
przy czym hamowanie staje  się odw racalne (62).

Biorąc pod uwagę dużą rolę, k tórą zaczęto przypisywać MAO w ka- 
tabolizowaniu amin katecholowych, należało się spodziewać, że po zaha­
m owaniu tego enzymu powinno następować zarówno gromadzenie się 
w tkankach amin endo- i egzogennych, jak również wzm aganie ich fizjo­
logicznego działania. Stwierdzono, że inhibitory  MAO (catron i inne) ha­
m ują także znikanie znakowanej noradrenaliny  z serca (10). Iproniazyd po­
dany in vivo  zmniejsza zdolność niektórych tkanek, np. w ątroby, nerek, 
mózgu i serca do inaktyw acji noradrenaliny  i adrenaliny. Po podaniu
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iproniazydu łącznie z am inam i katecholowym i w zrasta dw ukrotnie ich 
w ydalanie z moczem w postaci wolnej (84). Podanie samego iproniazydu 
nie prowadzi u człowieka, u kota i szczura do w zrostu w ydalania endogen­
nej noradrenaliny i adrenaliny  (47, 50); odmiennie zachowuje się ustrój 
m orskiej świnki (123). Tylko duże dawki iproniazydu, w ystarczające do 
zahamowania enzymu w 85— 100%-ach w yw ołują wzrost zawartości no­
radrenaliny w mózgu (61). Widocznie istnieje tam  nadm iar MAO, gdyż 
obecność jeszcze około 20°/o norm alnej aktyw ności zapewnia dostatecz­
ny rozpad noradrenaliny, tak  że nie gromadzi się ona w tkance.

Iproniazyd nie ma jednak w pływ u na niektóre tkanki, np. nie zwiększa 
działania adrenaliny i noradrenaliny  na trzecią powiekę kota (42, 68) 
i nie wpływa na zawartość noradrenaliny w krw i odpływającej ze śledzio­
ny w czasie drażnienia nerwów śledzionowych (41).

Wobec rozbieżności wyników badań wielu autorów  było zdania, że 
znaczenia MAO w katabolizm ie amin katecholowych nie można trak to ­
wać jako pewnik (15, 39, 86). Obecnie jednak p rzyjm uje się, że am iny 
katecholowe i inne biogenne am iny są inaktyw ow ane w  znacznym  stop­
niu przez MAO w tkankach, w których po podaniu inhibitora enzymu do­
chodzi do wzmożenia fizjologicznego działania am in (159). B rak tego 
zjawiska przem awia za tym , że w procesie inaktyw acji zachodzą inne 
przekształcenia amin, a przede wszystkim  m etylacja, W yrażono przy­
puszczenie (138), że główną czynnością MAO w w arunkach fizjologicznych, 
przynajm niej w mózgu, jest regulowanie w ew nątrzkom órkow ej zaw ar­
tości noradrenaliny i serotoniny, dzięki czemu odpływ amin z komórki 
w kierunku receptora może być przerw any. MAO może wpływać na za­
wartość noradrenaliny w mózgu poprzez działanie na dopaminę, która 
jest dla niej szczególnie dobrym  substratem  (138).

Po obciążeniu ustro ju  noradrenaliną i adrenaliną w zrasta w ydalanie 
w moczu m etoksypochodnych amin katecholowych (3, 4). A x e l r o d  (6) 
wychodząc z założenia, że S-adenozylometionina może być donorem  nie 
ty lko  grup N-m etylowych, lecz także O-m etylowych amin katecholo­
wych, inkubował adrenalinę z frakcją płynną szczurzej w ątroby  w obec­
ności S-adenozylom etioniny i w mieszanine reakcyjnej zidentyfikow ał me- 
toksyadrenalinę (m etadrenalinę) (9, 11). To stw ierdzenie wskazywało na 
istnienie enzymu O -m etylotransferazy katecholam inowej (COMT), ka ta­
lizującej przenoszenie grupy m etylowej aktyw nej m etioniny na grupę 
3-hydroksylową amin katecholowych.

A x e l r o d  i współpracownicy (5, 6, 12) uzyskali p repara ty  COMT 
oczyszczone około trzydziestokrotnie i wykazali, że w braku  S-adenozylo­
m etioniny i M g++ zachodzą ty lko ślady O-m etylowania. Mg++ może 
być zastąpiony szeregiem kationów dwuwartościowych, włącznie z Co++, 
M n++, Cd++, F e++ i N i++. Substratam i COMT są: adrenalina, noradre­
nalina, dopamina, dopa, kwas 3,4-dwuhydroksym igdałowy, jak również 
kilka katecholi syntetycznych. Enzym nie w ykazuje swoistości stereo­
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chem icznej i m etyluje zarów no lewo- jak i praw oskrętne izomery. W obec­
ności czynników blokujących grupy sulfhydrylow e, takich jak kwas 
jedno jodooctowy lub p-chlorortęciobenzoesan, O-m etylacja zostaje zaha­
mowana.

A x e l r o d  (6), biorąc pod uwagę swoistość COMT względem kate- 
choli i niezbędność jonów dwuwartościowych, w yraża przypuszczenie, 
że jony te  są czynnikiem  w iążącym  substra t poprzez dwie sąsiadujące 
g rupy hydroksylowe z enzymem. W enzym ie w miejscu wiązania znajduje 
się praw dopodobnie grupa sulfhydrylow a, gdyż czynniki blokujące tę 
grupę ham ują reakcję.

Z w yjątkiem  mięśni szkieletowych nie m ających zdolności O-m etylacji 
am in katecholow ych i m ięśnia sercowego posiadającego ftę zdolność 
w  stopniu m inim alnym , właściwość tę posiadają w szystkie tkanki. Obec­
ność COMT wykazano u w szystkich badanych dotychczas gatunków ssa­
ków (człowiek, małpa, krowa, Świnia, kot, i królik) (12). W ydaje się, że 
noradrenalina może ulegać w pierw  O -m etylowaniu i następnie dezami- 
nacji przez MAO, dając po utlenieniu  kwas 3-m etoksy-4-hydroksym igda- 
łow y (5).

Inhibitoram i COMT są pirogalol, kw ercetyna, glukocyjam ina, tró jh y - 
droksyfenyloalanina oraz związki amidu kwasu tropolonooctowego (8, 84). 
Bacą (14) już w 1936 roku zauważył, że drażnienie włókien współczulnych 
u kota po podaniu pirogalolu lub podanie adrenaliny  łącznie z piro­
galol em powoduje wzmożone efekty ze strony trzeciej powieki i ciśnienia 
krw i. Pod w pływ em  inhibitorów  COMT powstawanie m etoksyadrenaliny 
zostaje praw ie całkowicie zahamowane, przy czym półokres biologiczne­
go rozpadu noradrenaliny  in  vivo  jest tylko nieznacznie przedłużony, co 
świadczy o urucham ianiu a lternatyw nych  mechanizmów jej rozpadu (142). 
Równoczesne blokowanie obu znanych dróg rozpadu za pomocą iprohia- 
zydu i pirogalolu powoduje pow staw anie niezidentyfikow anych dotych­
czas produktów  m etabolizm u amin katecholow ych (128, 129).

Doświadczenia ze znakowanym i try tem  adrenaliną i noradrenaliną 
przeprow adzone na człowieku, kocie i m yszy w ykazały (13, 102), że około 
70% wprowadzonych 3H -adrenaliny  i 3H -noradrenaliny zostaje przekształ­
cone w metoksypochodne, z czego około 25%  ulega oksydacyjnej deza- 
m inacji i u tlenieniu do kw asu 3-metoksy-4-hydroksym igdałowego albo 
zredukow aniu do 3-m etoksy-4-hydroksyfenyloglikolu. Pozostałe ilości m e- 
toksypochodnych zostają w ydalane w postaci niezm ienionej lub sprzę­
żonej. Około 20°/o w strzykniętej adrenaliny  jest dezam inowane pierw ot­
nie, a dopiero w tórnie O -m etylow ane do kwasu 3-m etoksy-4-hydroksy- 
migdałowego.

Sprzęganie amin katecholow ych, jak  i bezpośrednich produktów  ich 
przem ian z kwasam i glukoronow ym  i siarkowym  zachodzi praw ie wyłącz­
nie w w ątrobie. U człowieka przew aża łączenie się z kwasem  siarkowym  
(103), u szczura — z glukoronow ym  (102, 130). Inkubacja m etoksyadrena-
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liny  lub m etoksynoradrenaliny z mikrosomami w ątroby  szczura i kwasem  
urydynodw ufosfoglukoronow ym  powoduje enzym atyczne pow staw anie 
związków sprzężonych dzięki odpowiedniej tran sfé razie obecnej w m i- 
krosom ach (6).

B i l l e w i c z - S t a n k i e w i c z  i w spółpracownicy (23) zauważyli, 
że w osoczu i surow icy krw i w ystępuje enzym katalizujący u tlenienie 
adrenaliny do adrenochrom u w obecności nad tlenku  wodoru. Nazwano 
go prowizorycznie „oksydazą adrenaliny” i opracowano m etodę jego ozna­
czania (89). Badany enzym różni się od czynników utleniających adrena­
linę w osoczu opisanym  przez innych autorów  (118, 121, 122). Z najdu je  
się on w (3-globulinach i nie jest identyczny z ceruloplazm iną, ferry tyną , 
katalazą i peroksydazą (23). W ykazano, że m iędzy aktyw nościam i ceru - 
loplazminy i ADO m ierzonym i w  tych samych surowicach nie m a kore­
lacji, bowiem w czasie przechowyw ania surow icy krw i świńskiej w tem p. 
2-4° w  ciągu 4 dni aktyw ność ceruloplazm iny (mierzona m etodą Ravina) 
nie ulegała zmianie, natom iast aktyw ność ADO ulega zanikowi. Po w y­
konanym  na bibule rozdziale elektroforetycznym  świeżej surowicy św iń­
skiej i kolejnym  natryskaniu  stężonym i roztw oram i adrenaliny i nad­
tlenku wodoru, widzi się w yraźne powstawanie adrenochrom u w pasm ach 
a- i (3-globulin. Po upływie około 80 godzin przechow yw ania w tem p. 
2-4° surowica tw orzy pasmo adrenochrom u o niezm ienionej in tensyw ­
ności w a-globulinach (zawierających ceruloplazminę), natom iast w (3-glo- 
bulinach adrenochrom  pow staje zaledwie w śladowej ilości. Roztwory ce­
ruloplazm iny i fe rry ty n y  o stężeniu przekraczającym  poziomy tych bia­
łek w osoczu nie w ykazują aktyw ności oksydazy adrenaliny.

Katalaza surow icy w w arunkach m etody pom iaru ADO zostaje inak- 
tywowana, a więc nie in terferu je  w oznaczaniu tego enzymu. A ktyw nej 
peroksydazy brak w osoczu i surow icy krw i (79), nie w ystępuje tam  
również cytochrom  i oksydaza cytochromowa. Ponadto w przeciw ieństw ie 
do ADO enzymy te są inaktyw ow ane przez cyjanek.

Oksydaza adrenaliny jest unieczynniana przez tlenek węgla, przy czym 
prom ienie św ietlne n ie m ają żadnego w pływ u na przebieg inaktyw acji. 
To stw ierdzenie wskazywałoby na to, że nie należy ona do grupy hemo- 
proteidów. Zależność aktywności enzymu od zm iennych stężeń substra tu  
(adrenaliny) wskazuje, że nasycenie enzymu substratem  następuje  stop­
niowo, uzyskując m aksim um  przy stężeniu około 0,1 inM adrenaliny/m l. 
S tała Michaelisa (KM) ADO osocza krw i ludzkiej dla adrenaliny, oznacza­
na m etodą L ineveaw era-B urka, wynosi 13,7-10-6 M/l i jest w ielokrotnie 
m niejsza od stałej MAO (9,4*10~4 M/l). To upoważnia do wnioskowania, 
że ADO posiada znaczne powinowactwo do adrenaliny i może być opera­
tyw na w ustro ju  w katabolizm ie amin katecholowych. P rzy  użyciu sta­
łych ilości substra tu  i zmiennego stężenia enzymu otrzym uje się krzyw ą 
aktyw ności w kształcie w yciągniętej lite ry  S. Optimum  tem pera tu ry  dla 
ADO (przy półgodzinnej inkubacji) znajduje się w granicach 36—51°, przy
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czym przy 80° zachodzi inaktyw acja  (23). Całość wyników przem aw ia za 
tym, że ADO jest raczej jednym  enzymem, a nie zespołem enzymów.

U przedstaw icieli ssaków i płazów (szczur, żaba) stwierdzono (22), że 
aktywność ADO u osobników m łodych jest niska i w zrasta z wiekiem, n a ­
tom iast u przedstaw iecil ptaków  (kura) enzym ten  w pierwszym  dniu 
życia m a pełną aktywność w łaściwą osobnikom dojrzałym.

N iektóre czynniki farm akologiczne i m onoam iny biogenne powodują 
charakterystyczne zmiany średniej aktyw ności ADO u szczura. A drena­
lina, noradrenalina, histam ina, rezerpina, w działaniu doraźnym  (1— 2 
godz.), jak  również iproniazyd podany jednorazowo zwiększają aktywność, 
efedryna i rezerpina w  działaniu przew lekłym  — obniżają, zaś atropina, 
dw uhydroergotoksyna i efedryna w działaniu doraźnym  nie w yw ierają 
w pływ u na tę  aktywność enzym atyczną (25).

Przew lekłe podawanie n iek tórych  hormonów zwłaszcza sterydow ych: 
hydrokortyzonu, etstradiolu (u samic) i testosteronu a także kortyko tro - 
piny, w yw ołuje obniżenie aktyw ności ADO u szczurów. Natomiast k a r­
mienie suszoną tarczycą wzmaga tę aktywność. Podobny efekt u samców 
powoduje kastracja  (21).

Czynniki powodujące stress, jak  np. ostre obciążenie zw ierząt w ysił­
kiem  fizycznym, umieszczenie w  niskiej lub wysokiej ciepłocie otoczenia, 
oddychanie w przestrzeni zam kniętej (hiperkapnia z hipoksją) powodują 
znam ienny w zrost średniej aktyw ności ADO (24, 26). Podskórne jednora­
zowe w strzyknięcie terpen tyny  prowadzi do kilkudniowego obniżenia 
aktyw ności tego enzymu, natom iast nie ma w pływu hipoksja bez h iper- 
kapnii ani podskórne w prow adzenie zawiesiny hodowli paciorkowca he- 
molizującego. Po przebyciu ostrego pobudzenia emocjonalnego u człowieka 
(studenci po egzaminie) stw ierdzano w yraźny, bardzo znam ienny spadek 
aktyw ności ADO (24).

W yjaśnienie m echanizm u zmian aktyw ności enzym atycznej ADO nie 
jest łatwe. W zrost aktyw ności w niektórych przypadkach może być w y­
razem indukow ania enzym u przez zwiększenie się ilości w tkankach lub 
mobilizowanie amin katecholowych. W ten sposób mogłyby działać pew ne 
środki farmakologiczne, jak  rezerpina, iproniazyd, efedryna, horm ony: 
adrenalina, noradrenalina i histam ina. Możliwe są również i inne m e­
chanizmy: hydrokortyzon jako czynnik wzm agający katabolizm  białka 
obniżałby koncentrację enzymu, tyroksyna jako hormon wzm agający 
przem ianę, mogłaby aktyw ować enzym. Oksydaza adrenaliny jest n a j­
prawdopodobniej w ytw arzana w w ątrobie, bowiem zatruw anie zw ierząt 
atofanem  zdaje się obniżać jej aktyw ność w osoczu. Z drugiej strony, 
nie udało się wykazać zwiększonej koncentracji enzymu w osoczu krw i 
odpływającej z w ątroby.

M echanizm y inaktyw acji amin katecholow ych są swoiste nie tylko 
dla różnych gatunków  zwierząt, ale także dla poszczególnych narządów.
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W ydaje się, że w ogólnej gospodarce amin katecholow ych ustro ju  n a j­
większe znaczenie odgrywa O-m etylacja. Natom iast w tkance mózgowej 
dużą rolę odgrywa dezam inacja oksydacyjna, a w  m ięśniu sercowym  — 
utlenianie chinonowe amin katecholowych. W związku z tym  hierarch ia 
poszczególnych enzymów w różnych narządach w ydaje się być różna.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TO M  X I 1965 Z E S Z Y T  4

A N TO N I M. DANCEWICZ*

Katabolizm hemoglobiny i przemiana barwników żółciowych

The Catabolism of Haemoglobin and Bile Pigments Metabolism

The recent findings in  the fie ld  of haem oglobin and b ile p igm ents catabolism  
are review ed .

Katabolizm  hem oglobiny nie jest jeszcze całkowicie wyjaśniony. Głów­
ny kierunek badań w tej dziedzinie skierow any jest obecnie na poznanie 
mechanizmów rozpadu hem oglobiny oraz czynników determ inujących ten  
rozpad. Badania stym ulow ane są znaczeniem, jakie dokładna znajomość 
tego procesu odgryw a w  diagnostyce i terap ii schorzeń, k tórym  tow arzy­
szą lub których główną przyczyną są zaburzenia norm alnego katabolizm u 
hemoglobiny i przem iany barw ników  żółciowych.

Tem atem  niniejszego artyku łu  są w yniki badań ostatniego dziesięcio­
lecia nad m echanizm em  rozpadu hemoglobiny. W pierwszych etapach 
rozpadu hem oproteid ten  zostaje utleniony, a następnie rozszczepiony ko­
lejno na trzy  składniki: globinę, żelazo i biliw erdynę powstałą z protopor- 
firyny. Dokładny m om ent oddzielenia globiny nie jest znany. Globina 
ulega odbudowie do aminokwasów, k tóre wchodząc w ogólnoustrojową 
pulę aminokwasów w ykorzystyw ane są ponownie do syntezy białka. 
Również żelazo w ykorzystyw ane jest pow tórnie przez ustrój. Natomiast 
p rotoporfiryna nie jest w ykorzystyw ana z powrotem  przez organizm 
zwierzęcy; jej pierścień, u tleniony już w pierwszych etapach degradacji 
hemoglobiny, po rozerw aniu i odłączeniu od żelaza i globiny tw orzy bili­
w erdynę, która ulega stopniowym  reakcjom  redukcji i u tlenienia tw o­
rząc m ieszaninę barw ników  żółciowych, w ydalaną z ustro ju  w raz z kałem.

I. Starzenie się erytrocytów i hemoglobiny

Hemoglobina jest proteidem , k tóry  nie znajduje się w stanie rów no­
wagi dynam icznej — raz utw orzona przebyw a w erytrocycie aż do mo­
m entu jego zniszczenia i dopiero wówczas ulega w ustro ju  zwierzęcym

* Dr, pracow nik Zakładu R adiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badań Ją­
drow ych, W arszawa.
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degradacji. W w arunkach  norm alnych zniszczenie ery trocy tu  następuje 
po jego zestarzeniu się, co u człowieka m a miejsce w około 120 dni od cza­
su pojawienia się dojrzałego e ry trocy tu  w krw i krążącej. O elim inacji s ta ­
rego ery trocytu  decyduje niew ątpliw ie pewien stan  k ry tyczny  jego s tru k ­
tu ry  i funkcji, do którego zbliża się on stopniowo w  m iarę starzenia. 
W niektórych w arunkach chorobowych stan  ten  może nastąpić o w iele 
wcześniej lub może być zdefiniow any nietypow ym i zmianam i ery trocytu . 
Zespół cech starych erytrocytów  oraz z grubsza charak ter zmian odpowie­
dzialnych za ich starzenie się można badać po ich uprzednim  oddzieleniu, 
dzięki różnicy gęstości, od młodych erytrocytów .

Z dotychczasowych badań wynika, iż w starzejącym  się erytrocycie 
ma miejsce zm niejszenie się czynności enzym atycznych, m iędzy innym i 
czynności aldolazy i izom erazy fosfoheksoz. W w yniku tych zmian nastę­
pu je  zmniejszenie się intensyw ności glikolitycznej starych erytrocytów , 
a tym  samym w yraźne zm niejszenie się w  nich intensyw ności przem ian 
energetycznych. Pociąga to  za sobą zm niejszenie się produkcji ATP, 
a w dalszej konsekwencji zaburzenie transportu  kationów i ogólne osła­
bienie funkcji aktyw nego transportu  związków organicznych przez błony 
struk tu ra lne  ery trocytu  (3). Inną charakterystyczną zmianą, odróżnia­
jącą stare ery trocyty  od m łodych jest zm niejszanie się zawartości lipidów 
w m iarę starzenia oraz zmniejszanie się objętości erytrocytów  — co jest 
równoznaczne ze zwiększeniem się ich gęstości (7).

Hemoglobina starych erytrocytów  również różni się od hem oglobiny 
młodych. W hem olizatach pochodzących ze starych erytrocytów  po prze­
prowadzeniu typowego rozdziału chrom atograficznego obserw uje się 
zwiększenie procentow e hem oglobiny A x kosztem hem oglobiny A2, stano­
wiącej norm alnie główną frakcję hem oglobiny (7, 39). Rezultat ten  sprzecz­
ny jest z przypuszczeniem  L i n g r e l  i B o r s o o k a ,  że m niejsza frakcja  
hemoglobiny — hemoglobina Ax może być postacią prekursorow ą hem o­
globiny (28).

D enaturacja alkaliczna i k rystalizacja przebiega w identyczny sposób 
dla hemoglobin starych i m łodych erytrocytów , chociaż R o s a  i L a ­
b i e  (40) zaobserwowali w toku starzenia się ery trocy tu  istotne zm iany 
w łańcuchach (3-hemoglobiny. Potw ierdza to W a l t e r  (49), w edług k tó­
rego w  hemoglobinie pochodzącej ze starych  erytocytów  osłabiona jest 
zdolność wiązania jonów chromu, do k tórych najw iększe powinowactwo 
w ykazują łańcuchy (3-hemoglobiny (29).

Hemoglobina ze starych erytrocytów  ma zmniejszoną zdolność do 
dysocjacji tlenu, a zwiększoną elektroujem ność i zawartość oksyhemoglo- 
biny. Nie stw ierdza się natom iast produktów  dalszego utlenienia hemo­
globiny, k tórych należałoby oczekiwać, gdyby ulegała ona nieodw racal­
nym  procesom degradacji w starzejących się erytrocytach. P roduk ty  ta ­
kie obserw uje się natom iast w ew nątrz e ry trocy tu  w  niektórych stanach 
chorobowych. Zwiększenie się zawartości m ethem oglobiny i pojaw ianie
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się tzw. ciałek Heinza w niektórych anemiach świadczy zdaniem J  a n  d 1 a, 
E n g l e ’a i A l l e n a  (21) o nieodw racalnym  utlenianiu hem oglobiny
i ew entualnie innych składników erytrocytu , inicjow anym  rodnikiem  wo­
dorotlenowym . Podobne p rodukty  pojaw iają się w erytrocytach podda­
nych in vitro  działaniu fenylohydrazyny lub innych środków hem olitycz- 
nych. Przypuszczenie,, że obecność zredukowanego glutationu jest n ie­
zbędna dla u trzym ania w ew nątrz ery trocytu  hemoglobiny w stanie zre­
dukowanym , nie zostało potw ierdzone w całej rozciągłości. Stw ierdzono 
bowiem, w  doświadczeniach in vitro, że GSH może chronić hemoglobinę 
przed utlenieniem  jedynie wówczas, kiedy dodatkowo w  układzie obecne 
jest białko o własnościach peroksydazowych, znajdujące się norm alnie 
w ery trocytach  (14). Jest to przypuszczalnie peroksydaza glutationowa. 
Przyczyną pojaw iania się produktów  utlenienia hemoglobiny w e ry tro ­
cytach może być zatem  zaham owanie czynności tego enzymu, a nie 
zm niejszenie się zawartości GSH.

W edług N i c h o l l s a  (34) istotną rolę w ochronie hem oglobiny przed 
utlenieniem  w ew nątrz e ry trocy tu  odgrywa katalaza i nienaruszoność 
błony kom órkowej, stanowiącej barierę chroniącą przed przeniknięciem  
nadm iaru  cząsteczek wody utlenionej do w nętrza erytrocytu . Stw ierdzo­
no, że katalaza krw inkow a zdolna jest usunąć 99 — 99,9%> wody utlenio­
nej przedostającej się w w arunkach norm alnych do erytrocytu.

II. Mechanizm pierwszych etapów degradacji hemoglobiny

W łaściwy m echanizm  pierwszych reakcji rozpadu hemoglobiny in vivo  
nie jest znany dotychczas. N iew ątpliw ie m ają one charakter utleniania, 
k tórem u podlega hemowa część hemoglobiny. Na podstawie badań w yko­
nanych in  vitro  przypuszcza się, że produktam i pośrednim i pomiędzy he­
m em (związanym z globiną lub wolnym) a pierwszym  barw nikiem  żół­
ciowym — biliw erdyną (V) są kolejne p rodukty  u tlenienia protoporfiryny  
w  grupie m etinow ej a (I) łączącej A i B pierścienie pirolowe. W yróżnia 
się tu  a-hydroksyhem  (II), a-ketohem  (III), k tó ry  odszczepiając cząsteczkę 
CO przekształca się w hipotetyczny w erdohem  (IV), z którego po oderw a­
niu się żelaza pow staje biliw erdyną. D enaturacja i odłączanie się globiny 
może nastąpić przed utlenianiem  porfiryny  lub na jednym  z dalszych 
etapów. W drugim  przypadku związkami pochodnymi hemoglobiny są 
choleglobiny (globina związana z hydroksy- lub ketohem em ) i wTerdoglo- 
bina (globina związana z werdohemem). Na schemacie 1 przedstaw iono 
fragm enty  kolejnych produktów  pośrednich rozerw ania m ostku a układu 
porfirynow ego w edług m echanizm u proponowanego przez A n n a n a
i M a s o n a  (1). O pierając się na w ynikach swoich doświadczeń w m ode­
lowym układzie z zastosowaniem  izotopu lsO autorzy ci sądzą, że u tle ­
nienie hem u hemoglobiny przebiega analogicznie do autooksydacji związ­
ków enolowych. W ydaje się, że i w  organizmach zwierzęcych rozpad he-
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m oglobiny przebiega przez podobne jeśli nie identyczne związki pośred­
nie (24, 25).

W w arunkach in vitro  degradacja hem oglobiny jest procesem u tle ­
nienia, do którego przebiegu niezbędny jest czynnik redukujący i woda 
utleniona, dodawana lub tworzona in situ, enzym atycznie. Używanym  
najczęściej czynnikiem  redukującym  jest kwas askorbinowy. W przypad­

Schem at 1. Schem at rozerw ania m ostku a -m etinow ego w  ipierścieniu porfirynow ym
(w g 1);

I  — f r a g m e n t  h e m u , I I  — f r a g m e n t  h y d r o k s y h e m u ,  I I I  — f r a g m e n t  k e to h e m u ,  IV  — f r a g m e n t  
w e rd o h e m u , V — f r a g m e n t  b i l iw e r d y n y ,  A  i B  p ie r ś c ie n ie  p iro lo w e  u k ła d u  p o r f i ry n o w e g o

h e m u , M  — m e ty l ,  W  — w in y l

ku użycia jako czynnika redukującego związków sulfhydrylow ych lub 
siarkowodoru pow stają sulfahemoglobiny, w których atom  siarki wiąże 
się z atom em  węgla m ostka m etinowego osłaniając go przed dalszym  utle­
nieniem. W obecności katalazy zielono zabarwione produkty  degradacji 
hem oglobiny (choleglobiny, werdoglobina, sulfahemoglobina) nie powsta­
ją, co sugeruje, że rozpad hem oglobiny związany jest z procesam i peroksy- 
dacji (6 ).

W obecności preparatów  w ątroby jedynie 20—25%  hem oglobiny ulega 
degradacji z W ytworzeniem barw ników  żółciowych. W związku z tym
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wysunięto przypuszczenie, że w wątrobie istnieje stan równowagi pomię­
dzy kilku układami wykorzystującymi lub rozkładającymi wodę utlenio­
ną, z których jednym jest utlenianie hemoglobiny (schemat 2). Nieobec-

Katalaza

Schem at 2. W spółzależność oksydacyjnego rozpadu hem oglobiny i innych procesów
zużyw ających w odę utlenioną

ność katalazy i peroksydazy glutationow ej sprzyjałaby oksydacyjnej prze­
m ianie hemoglobiny (30).

Pomimo iż schem at ten jest dość przekonyw ający, brak bezpośredniego 
dowodu wykazującego powiązanie procesu peroksydacji z oksydacyjną 
przem ianą hemoglobiny. W cześniejsze próby wykazania udziału H 20 2 

w procesie oksydacji hem oglobiny podjęte przez K e i 1 i n a (23) nie dały 
w yniku pozytywnego.

W ydaje się, że oksydacyjny autokatalityczny rozpad hem u hemoglo­
biny w w arunkach in vitro  nie ma charakteru  enzymatycznego, naw et 
w obecności preparatów  tkankow ych, aczkolwiek sądząc np. ze specy­
ficzności rozerwania układu porfirynow ego można przypuszczać, że in 
vivo  jest to reakcja enzymatyczna.

Jak już zaznaczono barw niki żółciowe spotyw ane w przyrodzie m ają 
s tru k tu rę  w ynikającą z rozerw ania układu porfirynow ego między pierś­
cieniami pirolowym i A i B. P u l l m a n  i P e r a u l t  (38) sugerowali, 
iż większa podatność a-m ostka m etinowego na rozerwanie może w ynikać 
z różnicy gęstości elektronow ej w stosunku do pozostałych mostków. 
Jednakże P e t r y k a ,  N i c h o l s o n  i G r a y  (36) nie wykazali uprzy­
wilejowania a-m ostka podczas u tleniania hem iny in vitro  do barw ników  
werdohemowych. Izolowane barw niki okazały się m ieszaniną izom erycz­
nych związków powstałych z rozerw ania układu porfirynow ego zarówno 
w pozycji a-m ostka, jak  i ¡3, y i ¿-mostków.

Mukleotydy ------ — hipoksantuna----------• -  ksaniuna kwas moczowy

Produkty utlenienia H2 O 
hemoglobiny

Pero ksy daza 
glutanionu

H20+l/2 02
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Enzym atyczny charak ter pierw szych reakcji rozpadu hem oglobiny in 
vivo  w ykazany został po raz pierw szy przez N a k a j i m ę  i w spółpra­
cowników (31) w 1963 roku. A utorzy ci stw ierdzili, że pierw szy etap 
utlenienia hem u hemoglobiny katalizow any jest przez enzym  typu  oksy- 
genaz, nazwany przez nich oksygenazą hemową m ostka a-m etinowego 
(heme a-m ethenyl oxygenase). Enzym  ten  znaleziono w w ątrobie i nerce, 
lecz nie stw ierdzono jego obecności w  śledzionie i szpiku kostnym . Dla 
swej pełnej czynności wym aga on obecności NADPH, Fe2+, oraz aktyw a­
to ra  zawartego w jądrach kom órkowych. Sam enzym zlokalizowany jest 
we frakcji rozpuszczalnych białek cytoplazm y. Białko tego enzym u jest 
bardzo wrażliwe na działanie pow ietrza, związki blokujące grupy -SH 
i związki chelatujące metale. Substra tam i odkrytego enzym u in  vitro  są 
kom pleksy hem u lub hemoglobiny: hem ochromogen pirydynow y lub 
kom pleks hemoglobiny z haptoglobiną. Natom iast wolna hemoglobina lub 
hem ina atakow ane są przez tę oksygenazę bardzo nieznacznie. A utorzy

Schem at 3. Poszczególne etapy rozpadu hem u katalizow ane przez oksygenazę h e­
mową m ostka a-m etinow ego proponow ane przez N a k a j i m ę  (32);

P i r  — p ir y d y n a ,  M — m e ty l ,  W  — w in y l ,  A  i B d w a  p ie r ś c i e n ie  p iro lo w e  u k ła d u  p o r f i ry n o w e g o
h e m u , V — f r a g m e n t  b i l iw e r d y n y
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sugerują (33), że kom pleks hemoglobiny z haptoglobiną jest natu ralnym  
substra tem  oksygenazy hemowej m ostka a-metinowego również w  w a­
runkach in vivo. Proponow any przez N a k a j i m ę  (32) m echanizm  oksy­
dacyjnego rozszczepienia układu porfirynow ego hemoglobiny do biliw er- 
dyny przedstaw iony jest na schemacie 3.

Przekształcenie c -> d w tym  schemacie jest wzorowane na m echa­
nizm ie utlenienia i rozerw ania wiązania C-C w pierścieniu indolowym pod 
wpływ em  oksygenazy tryptofanow ej. W yodrębniony przez autorów zwią­
zek d jest prekursorem  biliw erdyny. A utor przypuszcza, że następny 
etap reakcji polegający na oderw aniu tlenku węgla i pow staniu biliw er­
dyny jest również procesem  enzymatycznym.

III. Przemiany barwników żółciowych

Pierw szym  barw nikiem  żółciowym pow stającym  w toku degradacji 
składnika porfirynowego hemoglobiny jest biliw erdyna (VI). Barw nik ten  
pow staje w komórkach fagocytarnych układu siateczkowo-śródbłonko- 
wego, w  k tórych odbywają się pierwsze reakcje degradacji hemoglobiny. 
N ajpraw dopodobniej też w  tychże kom órkach biliw erdyna ulega redukcji 
do b ilirub iny  (VII) w reakcji katalizowanej przez bliżej niesprecyzow aną 
dehydrogenazę. W zory obydwóch barw ników podane są w postaci bi- 
slaktam ow ej jako bardziej zgodnej z rzeczywistą s tru k tu rą  związków 
hydroksypirolow ych (37).

COOHCOOH
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Z układu siateczkowo-śródbłonkowego bilirubina przedostaje się do 
krwi, gdzie tw orzy kom pleksy z białkam i osocza: album iną i 0 4 -globuliną. 
Obecność b ilirubiny w osoczu krw i można w ykryć za pomocą tzw. reakcji 
Van den Bergha, w  której odczynnikiem  jest dwuazowany kw as su lfan i- 
lowy w środowisku etanolu. W niektórych stanach chorobowych m ożna 
wykazać obecność b ilirubiny w osoczu reakcją Van den Bergha w  środo­
wisku wodnym, co nazwano reakcją bezpośrednią. Istota różnicy pom ię­
dzy barw nikiem  reagującym  bezpośrednio a barw nikiem  reagującym  po­
średnio z odczynnikiem  dwuazowym  długi czas pozostawała niew yjaśnio­
na. Dopiero w 1951 roku wykazano, że barw nikiem  rozpuszczalnym  w w o­
dzie i dającym  reakcję bezpośrednią jest pochodna bilirubiny, w k tó rej 
g rupy karboksylowe reszt kwasu propionowego są zestryfikow ane (52). 
W 1957 roku równocześnie i niezależnie od siebie wykazano, że rzekom y 
ester b ilirubiny jest w istocie dwuglukuronidem . W niektórych p rzypad­
kach obok dw uglukuronidu izolowano z osocza m onoglukuronid b iliru ­
biny (43). N iektórzy autorzy sądzą, że związek ten  jest kom pleksem  dw u­
glukuronidu b ilirubiny i wolnej b ilirubiny (51). Spraw a ta  nie jest roz­
strzygnięta. Oznaczenia rozróżniające ilość dw u- i m onoglukuronidów  
bilirubiny nie m ają większego znaczenia w praktyce diagnostycznej (1 1 ).

Łagodna hydroliza pochodnych bilirubiny izolowanych z żółci szczura 
wykazała, że są one mieszaniną, w skład której wchodzi 60—90'% gluku- 
ronidów i 10—40% estrów kwasu siarkowego (44). E stry  te nie poddają 
się działaniu (3-glukuronidazy i są trudno hydrolizowane środkam i che­
micznymi (20). W ydaje się jednak, że sprzęganie b ilirub iny  z kwasem  siar­
kowym jest specyficzne gatunkowo, gdyż jakkolw iek estry  te  znaleziono 
u szczura, nie wykazano ich obecności w żółci człowieka i psa (1 2 ).

Głównym i praw ie wyłącznym  miejscem sprzęgania b ilirubiny z kw a­
sem glukuronow ym  są kom órki w ątroby  (43), a siedliskiem  enzym u ka ta ­
lizującego tę reakcję — m ikrosomy (19,42), gdzie jak  wiadomo odbyw ają 
się również inne procesy detoksykacyjne. W łaściwym donatorem  reszty

ATP

ADP

. Glukoza

ADP

A TP

Schem at 4. Schem at syntezy glukuronidu b ilirubiny (wg 5)
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glukuronianow ej okazał się U D P-glukuronian. Schemat 4 podaje zapro­
ponowany przez B i l l i n g  i L a t h e  (5) przebieg syntezy glukuronidu 
bilirubiny.

Specyficzność transferazy  glukuronianow ej i jej niezależność od in ­
nych procesów detoksykacyjnych wykazali A r i a s  i J o h n s o n  (2) 
w  doświadczeniu in vivo, w  k tórym  mimo podania zwierzęciu nadm iaru  
N -acetylo-p-nitrofenolu wydalanego w postaci glukuronidu synteza glu- 
kuronidów  bilirub iny  nie ulegała zakłóceniu.

G lukuronidy b ilirub iny  w ydalane zostają do kanalików  żółciowych 
i w raz z żółcią do przewodu pokarmowego. W przypadku uszkodzenia 
apara tu  wydalniczego kom órek w ątrobow ych lub mechanicznego zablo­
kowania odpływu żółci g lukuronidy b ilirubiny przedostają się z pow ro­
tem  do krwioobiegu, gdzie dają się stw ierdzić jako barw niki reagujące 
bezpośrednio z odczynnikiem  Van den Bergha.

W przewodzie pokarm owym , w jego dalszych odcinkach, pod w pły­
wem układów dehydrogenazowych pałeczki okrężnicy bilirubina ulega 
stopniowej redukcji do związków grupy urobilinogenów, k tó re  w dalszym

B ILIW ER D YN Ą

B IL IR U B IN A

| + 2 H

DW U H YD R O BILIR UBIN A ----------------— ---------------- M EZO BILIR U BIN A

d - U r o b i l in a  U r o b i l i n a - K  S te rko b ilin a

Schem at 5. U proszczony schem at przem ian w ażniejszych, czteropirolow ych barw ni­
ków  żółciow ych

etapie ulegają utlenieniu  do związków grupy urobiliny. W zajemne zależ­
ności pom iędzy ważniejszym i czteropirolow ym i barw nikam i żółciowymi 
przedstaw iono na schem acie 5.

Ilościowy udział poszczególnych barw ników  w całej puli urobilinoidów 
w ydalanych z kałem  jest zm ienny i zależny od wielu czynników. W edług 
W a t s o n a (50) dokładna analiza składu urobilinoidów w ydalanych z ka­
łem  nie przedstaw ia większej w artości diagnostycznej. Tym niem niej 
badania tej grupy związków nie zostały jeszcze zakończone. Dopiero nie­
dawno np. udało się po raz pierw szy zredukow ać in vitro  b ilirubinę do 
sterkobilinogenu, łatwo utlenianego następnie do (± ) sterkobiliny. P ro­
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dukt ten w odróżnieniu od w ystępującej w  naturze odm iany lew oskrętnej 
jest m ieszaniną racemiczną (22). Drugi związek tej grupy d-urobilina w y­
stępuje w przyrodzie jedynie w postaci praw oskrętnej, zaś trzeci — uro- 
bilina IXa jest związkiem nieaktyw nym  optycznie.

IV. Bilans procesu rozpadu hemoglobiny

Ilość barw ników żółciowych w ydalanych z kałem  w ciągu doby przez 
osobnika zdrowego wynosi od 40 do 280 mg, średnio 140 mg, co odpowia­
da około 4  g hem oglobiny przy  założeniu, iż rozpad tego proteidu jest 
jedynym  źródłem  barw ników  żółciowych. Ta ilość stanowi tylko około 
7 5 %  hemoglobiny, k tóra ulega degradacji w ciągu doby przy  uw zględnie­
niu 120 dniowego okresu życia erytrocytu . Niezgodność tę  trudno  jest 
wytłum aczyć inaczej aniżeli przypuszczając, że istnieje oprócz omówionej 
inna droga rozpadu hemoglobiny, dotychczas niezbadana.

Hemoglobina w prowadzana ludziom do krwioobiegu w ilości 8 — 12 
g/dzień była praw ie w 95%  przekształcana w barw niki żółciowe (46). 
Również kontrola stopnia konw ersji hemoglobiny znakowanej 14C i 59Fe 
do bilirubiny wykazała, że jeśli ilość wprowadzanej do krwioobiegu he­
m oglobiny nie przekraczała zdolności w iązania jej w kom pleks z haptoglo- 
biną, to konw ersja wynosiła praw ie 100'°/o (35). Gdy jednak ilość w prow a­
dzanej hemoglobiny przekraczała zdolność jej w iązania z haptoglobiną 
lub gdy wprowadzano ery trocy ty  znakowane 51Cr zam iast hemoglobiny, 
wówczas konw ersja w bilirubinę oznaczaną w przetoce żółciowej w yno­
siła 63-80°/o (35).

A lternatyw na droga rozpadu hem u hemoglobiny w ystępuje przede 
w szystkim  w przypadkach hem olitycznej anemii, kiedy przetaczanie du­
żych ilości krw i nie prowadzi do równoważnego zwiększenia w ydalania 
barw ników  żółciowych, mimo iż przetoczona krew  szybko znika z obiegu.

Inna niedokładność obliczeń bilansowych katabolizm u hemoglobiny 
ujaw niła się po zastosowaniu znakowanej 15N glicyny do badania biosyn­
tezy hemoglobiny i długości życia erytrocytów . Równoczesne oznaczanie 
radioaktyw ności krw i krążącej i w ydalanych barw ników  żółciowych w y­
kazało, że już w pierwszych dniach po podaniu glicyny część jej zostaje 
wbudow ana do barw ników żółciowych. Wczesne pojaw ianie się znakowa­
nych barw ników żółciowych sugerowało istnienie innej, nie katabolicznej 
drogi ich powstawania. Ta część barw ników  żółciowych stanow iła 10-15°/o 
ilości barw ników w ydalanych przez zdrowego osobnika, jednak w pew­
nych stanach chorobowych obserwowano znaczne zwiększenie się procen­
towego udziału barw ników żółciowych wcześnie znakowanych. Schorze­
niam i tym i były: anemia złośliwa, porfiria wrodzona oraz bilirubinem ia 
wrodzona, określana w litera tu rze  anglosaskiej jako shunt hyperbiliru- 
binaemia, k tóra opisana po raz pierwszy w 1952 roku została dokładniej
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zbadana w 1959 roku (16). Duży w zrost wcześnie znakowanego sterkobili- 
nogenu stwierdzono rów nież w talassem ii (13).

Badania zm ierzające do w yjaśnienia m echanizm u pow staw ania barw ­
ników żółciowych inną drogą aniżeli przez rozpad hemoglobiny ze sta ­
rych erytrocytów  zapoczątkowali I s r a e l s  i współautorzy (15,17,18). 
Badając wbudow yw anie prekursorów  piroli do b ilirubiny stw ierdzili oni, 
że na krzyw ej radioaktyw ności barw ników  żółciowych można w yróżnić 
dwa wczesne m aksima i trzecie pojaw iające się dopiero w okresie rozpadu 
hem oglobiny ze starych erytrocytów  (po około 1 2 0  dniach od w prow a­
dzenia prekursora). Najwcześniejsze m aksim um  pojawia się w kilka go­
dzin po w prow adzeniu prekursora i nie zależy od intensywności proce­
sów krwiotwórczych. Drugie natom iast pojawia się w kilka dni po poda­
niu glicyny względnie kwasu (5-aminolewulinowego i jest zależne od in­
tensywności procesów erytropoezy. W 1965 roku w yniki te  potwierdzone 
zostały w badaniach na psach i ludziach, którym  podano znakowane 
p rekursory  hemu: glicynę, kwas d-am inolewulinowy i protoporfirynę, 
a następnie śledzono narastan ie  aktyw ności w produktach (hemoglobinie, 
hem ach niehem oglobinowych i barw nikach żółciowych) (45). Stw ierdzo­
no, że bezpośrednia inkorporacja prekursorów  do barw ników  żółciowych, 
nie związana z procesam i erytropoezy odbywa się w kom órkach w ątroby, 
a związkami pośrednim i barw ników  są hem y niehemoglobinowe. Nie na­
leży jednak zapominać o sugestii I s r a e l s a  i w spółautorów (15), 
według której istn ieje  kilka innych możliwości wczesnego pojaw iania się 
znakowanych barw ników  żółciowych po podaniu znakowanych prekurso­
rów hemu. Są to mianowicie: a) nadm ierne tw orzenie się hem u w stosun­
ku do produkcji globiny i natychm iastow e katabolizowanie jego nadm ia­
ru, b) bezpośrednia synteza b ilirubiny z prekursorów  hemu, c) w ew nątrz- 
szpikowa degradacja niedojrzałych lub wadliw ych form  erytrocytów , 
d) rozpad białek hemowych innych niż hemoglobina. Tak więc ustalenie 
m echanizm u tego bocznego toru pow staw ania bilirubiny i dalszych barw ­
ników żółciowych pozostaje spraw ą do rozwiązania.

W celu w yjaśnienia niezgodności bilansu rozpadu hemoglobiny w ysu­
wano również przypuszczenie, że część w ydalanych urobilinoidów może 
ulegać w końcowych odcinkach przew odu pokarmowego dalszej degra­
dacji do dw u- i monopiroli. Wiadomo, że głównym i produktam i wśród 
dwupirolow ych barw ników  żółciowych są związki typu m ezobilifuscyny. 
Szczegółowa analiza ilościowa zawartości urobilinogenów oraz mezobili- 
fuscyn w kale osób zdrowych w ykazała jednak, że barw niki dwupirolow e 
stanow ią zaledwie około 9°/o w ydalanych urobilirubinoidów  (8 ). W wielu 
stanach chorobowych stw ierdza się znaczne nieraz zmniejszenie ilości 
mezobilifuscyn, a tylko w niektórych nieznaczny wzrost w  stosunku do 
normy. Te wyniki analiz uzupełnione zostały badaniam i z zastosowaniem 
znakowanych prekursorów  hemu. Oznaczenia radioaktyw ności urobilino­
genów, m ezobilifuscyn i hem oglobiny krw i krążącej wykazały, że spora
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część wskaźnika izotopowego pojawia się bardzo wcześnie n ie tylko 
w czteropirolowych barw nikach żółciowych, lecz również w m ezobilifus- 
cynach (9). Najwcześniej w skaźnik izotopowy pojawia się w łaśnie w m e- 
zobilifuscynach, co oprócz anabolicznej drogi pow staw ania tych barw ni­
ków sugeruje, że mogą one stanowić prekursorow ą form ę barw ników  
czteropirolow ych pow stających nie z rozpadu hemoglobiny.

N iejednokrotnie sugerowano, że niedokładne bilansowanie się rozpadu 
hem oglobiny i w ydalania barw ników żółciowych może również w ynikać 
z ich przenikania przez ścianki jelit i w ydalania z moczem. Istotnie, 
w niektórych schorzeniach stw ierdza się zwiększenie zawartości urobili- 
nogenu w moczu, lecz u osobników zdrowych w ystępuje on w  moczu 
w ilościach śladowych. W yjaśnieniu absorpcji barw ników  żołciowych 
z je lit i ich dalszych losów poświęcono szereg prac, lecz dopiero użycie 
barw ników  żółciowych znakowanych izotopami pozwoliło na dokładniej­
sze badania w tym  zakresie. Okazało się, że znaczna część barw ników  jest 
absorbow ana przez ścianki jelit, lecz następnie w ydalana zostaje z po­
w rotem  poprzez w ątrobę do przewodu pokarmowego. W olna bilirubina 
podawana do dw unastnicy bardzo szybko odnajdyw ana była w osoczu 
i żółci, natom iast jej glukuronid przechodził przez ścianki jelit do krw io­
obiegu dopiero po hydrolizie i odszczepieniu kwasu glukuronowego (26). 
Podając znakowany 14C urobilinogen stwierdzono, że obiegowi jelitow o- 
w ątrobow em u ulega około 50%> tego barw nika podanego do dw unastnicy 
i około 20°/o wprowadzonego do jelita  grubego u szczurów. Podobne w y­
niki uzyskano w kilku przypadkach u ludzi (27). W ykazano, że większa 
część urobilinogenu zaabsorbowanego przez jelita  w ydalana jest z pow ro­
tem  z żółcią do przew odu pokarmowego, a jedynie w przypadkch zablo­
kowania aparatu  wydalniczego w ątroby zostaje on w ydalany z moczem. 
Zaobserwowano również w yraźną różnicę w  intensyw ności przem iany 
wolnej bilirubiny i jej glukuronidu w jelitach. P ierw szy z tych związków 
ulegał redukcji do urobilinogenu i przekształceniu w m ezobilifuscynę 
ty lko w nieznacznym  stopniu, natom iast glukuronid okazał się w łaści­
w ym  substratem  dehydrogenaz baktery jnych  w jelitach (10). K rążenie 
jelitow o-w ątrobow e barw ników  żółciowych nie w ydaje się zatem  w pły­
wać decydująco na bilans rozpadu hemoglobiny.

U stalenie alternatyw nej drogi rozpadu hemoglobiny w przypadkach 
istnienia dużych różnic pomiędzy ilością znikającej z krążenia hemoglo­
biny lub erytrocytów  a ilością tworzących się barw ników  żółciowych jest 
spraw ą oczekującą rozwiązania.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

P R Z E M Y SŁ A W  S Z A F R A Ń SK I* i STEF AN  KLITA**

Kwasy nukleinowe i biosynteza białka

Nucleic Acids and Protein Biosynthesis

The role of rybosom es, transfer-R N A  and m essenger-R N A  in the process of 
protein b iosynthesis is  rev iew ed .

O lbrzym i rozwój biochemii w  ciągu ostatniego dziesięciolecia spraw ił, 
że wiele procesów zachodzących w kom órce można przedstaw ić w  postaci 
reakcji chemicznych. Klasyczne prace B r a c h e t a  (14) oraz F r  a e n- 
k e l - C o n r a t a  i w spółpracowników (40) w ykazały bezspornie, że kwas 
rybonukleinow y (RNA) bierze udział w przekazyw aniu inform acji gene­
tycznej. Badania nad rekom binacją, m utacją i transform acją drobnoustro­
jów  (62) dostarczyły dowodów, że m ateriałem  genetycznym  jest kwas 
dezoksyrybonukleinow y (DNA). M ateriał ten  decyduje o specyfice każ­
dego żywego organizmu, określa jakościowy charak ter procesów zacho­
dzących w  komórce oraz ogranicza ich zmienność. Opierając się na p ra­
cach C h a r g a f f a  (23), W i 1 k i n s a (144) oraz P a u l i n g a  i C o ­
r e y  a (103), W a t s o n  i C r i c k  (141) zaproponowali dwuniciową 
s tru k tu rę  DNA posiadającą a try b u ty  m ateriału  genetycznego. Dzięki 
odpowiedniej sekwencji zasad, DNA zachow uje właściwą specyficzność, 
ulega replikacji poprzez enzym atyczną syntezę kom plem entarnej nici 
i podlega m utacjom  na zasadzie addycji, delecji czy też punktow ej w y­
m iany zasad. W arunki zew nętrzne mogą być powodem tych zmian, a po­
w stające m utacje s ta ją  się źródłem  selekcji i ewolucji organizmów. W y­
razem  tych zmian są różnice w pow stającym  w ustro ju  białku, którego 
s tru k tu ra  kontrolow ana jest przez aparat genetyczny.

Badania nad m echanizm em  replikacji DNA zapoczątkowane przez 
K o r n b e r g a  i innych (67) doprowadziły do w yjaśnienia au tokatali- 
tycznej roli DNA w tym  procesie. Dalszym ogniwem w zrozum ieniu prze­
kazyw ania inform acji zaw artej w DNA było wyizolowanie przez W e i s ­
s a  i N a k a m o t o  polim erazy RNA zależnej od DNA (143). Polim e-

* Doc. dr, pracow nik Instytutu  B iochem ii i B iofizyk i PA N  i Instytutu G ruźli­
cy, W arszawa.

** Mgr, asystent Instytutu  B iochem ii i B iofizyk i PAN, W arszawa.
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raza ta  kopiuje RNA na cząsteczce DNA jako m atrycy. Następnie B e e r -  
m a n n  i C l e v e r  (5) zaobserwowali, że podczas podziału jąder komó­
rek  m uszki owocowej pow stają w chromosomach pierścienie — pro tube­
ra n c je — k tó re  mogą być uw ażane za jednostkę genetyczną będącą 
w akcji. Stwierdzono, że pierścienie te  zbudowane są z nici DNA, na k tó ­
rych syntetyzow any jest RNA. Tak więc DNA k ieru je  syntezą RNA, a ten  
z kolei syntezą białek, a więc i enzymów, k tó re  katalizu ją  reakcje che­
miczne w  komórce.

Nagromadziło się wiele danych świadczących o tym , że rybosom y są 
m iejscem  syntezy białka (10, 16). Zaw ierają one znaczne ilości RNA, k tó­
ry  jak  przypuszczano mógł spełniać rolę inform atora w transk rypcji ge­
netycznej. Do 1961 roku przyjm owano, że rybosom y są s truk tu ram i zawie­
rającym i inform ację o budowie białka, zatem  musi być bardzo w iele rybo­
somów i ty le rodzajów RNA, ile rodzajów białek. Ten klasyczny model 
stał się bardzo w ątpliw y z chwilą gdy stwierdzono, że RNA rybosomów 
jest m ało zróżnicowany. W rybosom ach z Escherichia coli stw ierdzono 
zaledwie dwa rodzaje RNA — jeden o masie cząsteczkowej 560 000, drugi 
1 000 000. Tymczasem większość białek kom órkowych składa się z 100 
do 1 0 0 0  aminokwasów, co odpowiada masie cząsteczkowej 1 0  0 0 0  do 
100 000. Biosynteza tak  różnych białek na jednostajnej m atrycy  RNA 
rybosomów nie jest możliwa. Co więcej skład nukleotydow y DNA róż­
nych organizm ów znacznie odbiega od jednostajnego składu RNA rybo­
somów (6 ). Po zakażeniu kom órek bak tery jnych  fagiem  T 2 nie stw ierdzo­
no pow staw ania nowych rybosomów, podczas gdy synteza białka fago- 
wego przebiegała w pełni (16). Fakty  te  w ym agają zm iany poglądu na 
m echanizm  kontroli syntezy różnorodnych białek.

I. Kontrola przekazywania informacji genetycznej

Jest rzeczą dobrze znaną, że synteza szeregu białek u bakterii jest 
ściśle kontrolow ana i może zmieniać się w bardzo szerokich granicach. 
Dla większości indukow anych enzymów, z k tórych jednym  z najlepiej zba­
danych przypadków  jest (3-galaktozydaza (1 0 2 ), synteza ta  sięga 7°/o 
ogólnej ilości białek w ytw arzanych w  komórkach. Po dodaniu laktozy do 
hodowli E. coli synteza (3-galaktozydazy osiąga m aksim um  już po 2-3 min., 
co stanowi 4%-6°/o okresu generacji bakterii. Z kolei usunięcie induktora 
powoduje gw ałtow ne zahamowanie syntezy. K apitalne znaczenie m iały 
w yniki doświadczeń G r o s a  (49). W ykazał on, że hodowane z dodatkiem  
fluorouracylu  bakterie  w łączają go do RNA i produkują zmienione biał­
ka, co uwidoczniło się w  utracie aktyw ności (3-galaktozydazy.

W 1961 roku J a c o b  i M o n o d  (61) z Insty tu tu  Pasteura  w  Paryżu 
przedstaw ili hipotezę, według której każdy gen lub inaczej DNA cistro- 
nowy (65), odpowiedzialny za syntezę"]ednego określonego rodzaju b ial­
ska, działa jako m atryca w syntezie inform acyjnego RNA (mRNA) prze­
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kazując mu w ten sposób zakodowaną w DNA informację. U tworzony 
mRNA łączy się następnie z rybosomami, k tó re  uzyskują w ten  sposób 
dane o sekwencji aminokwasów w polipeptydzie. Dzięki pracom  C r  i c k a 
i współpracowników (31), N i r e n b e r g a  i M a t t h a e i  (91) oraz 
O c h o a  (96) wiem y dziś, że m iejsce każdego aminokwasu w  białku jest 
określone przez trójkę nukleotydów  zwaną trypletem  lub kodonem. 
T ryp lety  te są uszeregowane w odpowiedniej sekwencji na mRNA. Rysu­
nek 1 przedstaw ia schemat regulacyjnej funkcji DNA

Odcinki DNA odpowiedzialne za syntezę określonego białka, zwane 
cistronam i, ułożone obok siebie tw orzą operon. Czynność operonu jest 
regulow ana przez gen operatorow y, znajdujący się na jednym  z krańców

operon

Rys. 1. Schem at kontroli przekazyw ania inform acji genetycznej

operonu i ściśle z nim  związany. Może on występować w dwóch stanach: 
„o tw artym ” i „zam kniętym ”. Jeżeli operator jest „o tw arty”, każdy cistron 
operonu syntetyzuje mRNA. k tó ry  przekazuje uzyskaną inform ację dalej. 
O perator „zam yka się” gdy działa na niego specyficzny represor, k tó ry  
ma być produktem  genu regulatorowego. Aktywność represorów  zależa­
łaby od obecności w środowisku m etabolitów  zwanych efektoram i. W przy ­
padku syntezy enzymów indukow anych represor byłby unieczynniony 
przez efektor, co powodowałoby otwarcie operatora i stym ulację syntezy 
polipeptydów  odpowiadających cistronom  danego operonu. W przypadku 
represji enzymów odpowiedni efektor aktyw ow ałby działalność represora, 
powodując zamknięcie operatora i zaham owanie funkcji operonu.

Próby wyizolowania czy identyfikacji postulowanego represora lub 
naw et zrozum ienie m echanizm u jego działania nie dały oczekiwanych 
rezultatów . Początkowo przypuszczano, że ma on s tru k tu rę  polinukleoty- 
dową, trudno byłoby jednak wówczas zrozumieć w jaki sposób polinukle- 
otyd m ógłby rozpoznać w łaściw y efektor. Spostrzeżenie, że represor jest 
ciepłochw iejny i że m u tan ty  mogą zawierać represory  nieczułe na efek- 
tory, doprowadziło do założenia jego s tru k tu ry  białkowej. O pierając się 
na tym  przypuszczeniu J a c o b  i M o n o d  (61) założyli, że działanie 
represora, podobnie jak enzymu w zw rotnym  hamowaniu, jest zależne
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od m etabolitów powstających w łańcuchu reakcji, w k tórych bierze on 
udział. Represor ystępow ałby w dwóch allosterycznych odm ianach. Jedna 
z nich posiadałaby powinowactwo s truk tu ra lne  do określonej części lub 
pełnej sekwencji nukleotydow ej genu operatorowego,- druga — do odpo­
wiedniego m etabolitu — efektora. Kompleks efek tor-represor zm niejszał­
by powinowactwo tego ostatniego do operatora.

Z chwilą, kiedy stwierdzono, że inform acyjny RNA tw orzy z homolo­
gicznym DNA hybrydy, które dają się izolować, otw orzyły się m ożli­
wości zbadania działania efektora. Technika hybrydyzacji pozwala na 
w ydzielenie RNA, kom plem entarnego do odpowiedniej frakcji DNA za­
w ierającej w łaciwy operon (13, 52). Stosując tę technikę wykazano, że 
w  obecności odpowiedniego efektora bakterie  syntetyzow ały więcej 
mRNA niż w jego nieobecności. W yniki te potw ierdzają koncepcję, że 
czynność represora związana jest raczej z zaham owaniem  w ytw arzania 
mRNA, a nie z blokowaniem jego funkcji w biosyntezie białka.

Dane odnośnie wielkości inform acyjnego RNA w skazują, że jednostką 
syntetyzującą mRNA jest nie cistron, lecz operon (125). B ak tery jny  
mRNA zawiera około 1000 nukleotydów, eo odpowiada wielkości przecięt­
nego cistronu. N iektóre jednak mRNA są znacznie większe — mogą się 
składać z około 10 000 nukleotydów. W edług M a r t i n a  (79) operon za­
w ierający  cistrony kodujące syntezę dziesięciu różnych enzymów w ytw a­
rza tej wielkości jeden inform acyjny RNA. Tak więc kom pleks mRNA- 
-operon jest zdolny do syntezy tych polipeptydów, których inform acja 
jest zakodowana w danym  operonie.

Bardzo ciekawe są obserw acje dotyczące tzw. polarności operonu. 
Objawia się ona podczas m utacji, w w yniku której następuje  u tra ta  ak­
tywności jednego enzymu i równoczesny spadek aktyw ności innych, na­
leżących do tego samego operonu. Zjawisko to sugeru je zdefiniowaną 
kolejność ujaw niania się funkcji cistronów. Cistron, którego aktywność 
enzym atyczna została utracona, jest zawsze bliżej genu operatorowego 
niż inne, których aktywność enzym atyczna została tylko częściowo obni­
żona. W ymaga to niew ątpliw ie odpowiedniej kontroli replikacji m ateriału  
genetycznego i współdziałania między tym  m ateriałem  a czynnikami 
w ew nątrz- i zewnątrzkom órkowym i, które w pływ ałyby na sekwencję 
aktyw ności genetycznej.

II. Replikacja materiału genetycznego

Wraz z wyjaśnieniem  struk tu ry  DNA (141) pojawiło się wiele sugestii 
co do mechanizmu jego replikacji. M e s e l s o n  i S t a h l  (85) jedni 
z pierwszych wykazali, że duplikacja m ateriału  genetycznego zachodzi 
poprzez resyntezę pojedynczych nici DNA z utw orzeniem  dwóch nowych 
identycznych cząsteczek. Stosując komórki Escherichia coli znaczone 15N 
badacze ci stw ierdzili, że po okresie jednej generacji w środowisku zawie­
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rającym  14N pojaw iał się w kom órkach DNA, którego jedna nić znaczona 
była 15N, druga 14N. Po dwóch generacjach dwie cząsteczki DNA spośród 
czterech zaw ierały po jednej nici znaczonej 15N, zaś pozostałe dwie zbu­
dowane były  z 14N. Odkrycie przez K o r n b e r g a  polim erazy DNA 
i badania nad m echanizm em  jej działania (67) potw ierdziły wyniki Mesel- 
sona i Stahla. W ykazano, że polim eraza DNA z E. coli może resyntetyzo- 
wać podw ójną nić DNA w obecności czterech dezoksynukleozydotrój- 
fosforanów oraz częściowo nadtraw ionej pojedynczej nici jako wzorca (66). 
Dobudowana część DNA jest kow alencyjnie związana z resztą 3 '-hydro- 
ksylową wzorca. Odtworzony DNA ma zarówno własności fizykochemicz­
ne, jak  i zdolności transform acyjne takie same jak znakowany DNA. Jest 
bardzo możliwe, że dzięki polim erazie DNA kom órka zdolna jest do „re­
peracji” uszkodzonego pod w pływ em  prom ieni nadfioletowych DNA, za­
pobiegając w  ten  sposób m utacji lub śmierci (111).

Synteza DNA in vitro  w  obecności polim erazy DNA, czterech dezo- 
ksyrybonukleozydotrójfosforanów  i wzorca daje jednak DNA różniące się 
od natyw nego opornością na denaturację, rozgałęzioną s truk tu rą  i b ra ­
kiem  aktyw ności biologicznej (26, 66). Nie ma wątpliwości, że zarówno 
stan w jakim  znajdują  się cząsteczki DNA, jak  i mechanizm zapoczątko­
w ujący i kończący replikację są różne w w arunkach in vivo  i in vitro. 
O statnio wykazano, że genom bak tery jny  składa się z pojedynczych oraz 
pow tarzających się jednostek DNA (76). Jednostka taka posiada długość 
1 mm i zaw iera około 3 X 106 par zasad. Replikacja tak  dużej cząsteczki 
DNA w m ałej kom órce bak tery jnej stw arza niew ątpliw ie trudności w roz­
w ijaniu się podw ójnych nici, czego nie napotyka się w doświadczeniach 
in vitro  ze zdenaturow anym  DNA.

W ykazano, że do zainicjowania replikacji DNA in vivo  potrzebna jest 
biosynteza białka (53, 77). Zablokowanie biosyntezy białka nie powoduje 
w prawdzie zaham owania już rozpoczętego cyklu replikacji, nie zostaje on 
jednak powtórzony, póki synteza białka nie zostanie podjęta przez kom ór­
kę de novo. Sugeruje to, że biosynteza polipeptydu zapoczątkowuje rep li­
kację dwóch nici DNA, z k tórych  jedna m a zastąpić cząsteczkę DNA zu­
żytą w poprzedniej replikacji. Trudności w  zrozum ieniu duplikacji DNA 
in vivo  w ynikają również z budow y genomu. Składa się on z około 100 
długich nici DNA oddalonych od siebie o 40—60 A. Tak upakowana s tru k ­
tu ra  nie pozwala na swobodną penetrację enzymów potrzebnych do syn­
tezy inform acyjnego RNA. Jeżeli jednak synteza mRNA przebiega w tych 
w arunkach, to można sobie wyobrazić, że sprzyja ona rozw ijaniu się po­
dwójnego heliksu DNA. Z drugiej jednak strony  sytuacja taka u trudn ia  
n iew ątpliw ie uwolnienie się zsyntetyzow anej cząsteczki mRNA.

Prace z bakteriofagam i w  znacznym  stopniu ułatw iły  zrozum ienie 
procesów replikacji m ateriału  genetycznego. W ykazano, że bakterio­
fag 0  X 174 zaw ierający pojedynczą nić DNA, po dostaniu się do ko­
mórki E. coli przechodzi w form ę podwójnej nici (116). Przypuszcza się,
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że przejściowym  stadium  w tym  procesie jest kom pleks DNA faga 
z DNA komórkowym (131). N aśw ietlanie faga prom ieniam i nadfioleto­
wymi obniża ilość powstającego po zakażeniu kom órki dwuniciowego 
DNA. Replikacja form y dwuniciowej nie jest uzależniona od biosyntezy 
białka komórkowego i odbywa się najprawdopodobniej przy udziale kopiu­
jącego układu obecnego w  kom órce gospodarza. W jakiś czas po rozpo­
częciu syntezy dwuniciowego DNA zaczyna się synteza jednoniciowego, 
co sugeruje, że form a dw uniciow a odgrywa rolę w pow staw aniu DNA 
profaga.

Badania M a t s u b a r y ,  T a k a i  i T a k a g i  (80) w ykazały jednak, 
że dwuniciowy DNA nie jes t bezpośrednim  prekursorem  jednoniciowej 
formy, lecz prawdopodobnie asym etryczną m atrycą dla fagowego mRNA, 
odpowiedzialnego za syntezę białka fagowego i polim erazy odtw arzającej 
pojedynczą nić DNA faga. Za in terp re tac ją  tą  przem aw ia fakt, że naw et 
po rozpoczęciu syntezy podwójnej nici DNA, pojedyncza nić pow staje 
ty lko wtedy, gdy synteza białka przebiega de novo.

Mechanizm replikacji m ateria łu  genetycznego w irusa różni się nieco 
od wspomnianego. W ykazanie, że w bezkomórkowym układzie z E.coli fag 
f2 zaw ierający jednoniciow y RNA przekazuje inform ację o syntezie białka 
fagowego, jest dowodem, że RNA ten spełnia rolę inform atora (149). Nato­
m iast replikacja wirusowego RNA nie jest zależna od DNA kom órkowe­
go (148). A ktynom ycyna D. k tó ra  blokuje syntezę RNA zależną od DNA, 
ham uje replikację w irusów  zaw ierających DNA, nie w pływ a natom iast 
na nam nażanie w irusów  posiadających jednoniciowy RNA (46). Istnieją 
jednak i analogie w  przekazyw aniu inform acji genetycznej przez DNA 
i RNA. Podobnie jak  w przypadku faga zawierającego DNA, w irusow y 
RNA ulega w kom órce przekształceniu w zdolną do replikacji form ę dwu- 
niciową. Proces ten  zachodzi pod wpływem  syntetazy RNA — enzymu 
indukowanego w kom órkach E. coli pod wpływem  faga MS2. Enzym taki 
wyizolowano z zakażonych kom órek E. coli w  postaci kom pleksu z dwu- 
niciowym RNA faga (99). Kom pleks ten jest zdolny do syntezy fagowego 
RNA in vitro  bez dodatku RNA jako wzorca. W doświadczeniach ze zna­
czonymi 14C nukleozydotrójfosforanam i 85% radioaktyw ności zaw artej 
w RNA odnajdywano w jednej z nici podwójnego heliksu RNA (99). W ska­
zuje to, że nowo utw orzona cząsteczka RNA zastępuje odpowiadającą 
cząstkę w dwuniciowym  RNA. Tak więc replikacja RNA, podobnie jak 
opisywana poprzednio replikacja dwuniciowego DNA faga, jest asym e­
tryczna, tzn. tylko jedna nić jest kopiowana. Nie ma jednak powszechnej 
zgodności w wynikach uzyskanych in vitro  (78). Na podstaw ie opisanych 
badań O c h o a i współpracownicy (99) zaproponowali m echanizm  repli­
kacji fagowego RNA, k tó ry  schem atycznie przedstaw iony jest na rysun­
ku 2 .

Jednoniciowy RNA faga po dostaniu się do kom órki łączy się z rybo­
somami przekazując inform ację o syntezie białka fagowego i enzymów
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zaangażowanych w kopiowaniu RNA (enzym dobudowujący drugą nić 
RNA i syntetaza RNA współdziałająca z dwuniciowym  RNA). Po utw o­
rzeniu cząsteczki kom plem entarnej do fagowego RNA, powstaje forma 
dwuniciowa, k tóra przy udziale syntetazy RNA jest asym etrycznie kopio-

Rys. 2. Schem at replikacji fagow ego RNA (wg 99) 
a) k o m ó rk a ,  b) fa g , c) je d n o n ic io w y  R N A  fa g a ,  d) s y n te z a  p r z y  u d z ia le  ry b o s o m ó w  k o m ó rk o ­
w y c h  b ia łk a  fa g o w e g o  i e n z y m ó w  b io rą c y c h  u d z ia ł  w  r e p l ik a c j i  R N A  fa g a ,  e) u tw o rz e n ie  

z d o ln e j do  r e p l ik a c j i  p o d w ó jn e j  n ic i  R N A , f) r e p l ik a c ja  R N A  fa g a

wana z utworzeniem  jednoniciowego RNA faga. Replikacja ta odbywa się 
na zasadzie ciągłej w ym iany jednej nici form y dwuniciowej przez nowo 
zsyntetyzow aną cząsteczkę RNA. W ten sposób uwalnia się jednoniciowy 
RNA faga, k tóry  łącząc się z rybosom ami w polisomy przekazuje infor­
m acje o kolejnej syntezie kapsomerów i enzymów biorących udział w re ­
plikacji faga. Po zsyntetyzow aniu odpowiedniej ilości białka i RNA fago­
wego następuje  uform owanie cząsteczki faga.

W doświadczeniach in vivo  z bakteriam i i zwierzętam i wykazano, że 
pewna ilość DNA w rozw ijających się kom órkach istnieje w postaci zdol­
nej do replikacji form y m etatrw ałej (113). W zależności od w arunków  
izolowania DNA forma ta  przechodzi w postać natyw ną lub zdenaturo- 
waną. M etatrw ała postać DNA jest zaangażowana w syntezie DNA i n a j­
prawdopodobniej mRNA. Spostrzeżenia te są zgodne z ostatnim i w yni­
kami doświadczeń in vitro  wykazującym i, że DNA może istnieć w roz­
tw orze w form ie przejściowej m iędzy postacią natyw ną i zdenaturow a- 
ną (74).

Pierw szym  etapem biosyntezy białka jest aktyw acja aminokwasów 
(126). Polega ona na aktyw acji g rupy  karboksylow ej aminokwasu, k tóry  
łączy się następnie z niskocząsteczkowym  rozpuszczalnym  RNA (sRNA), 
określanym  często jako akceptorow y lub przenoszący (tRNA) (57, 64). 
W reakcji tej bierze udział ATP i enzym y aktyw ujące, dla k tórych po­
wszechnie przyjęła się nazwa syntetazy aminoacylo-sRNA (9, 10).

III. Przenoszący kwas rybonukleinowy
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Jeszcze przed odkryciem  relacji m iędzy sRNA i aminokwasami, 
w 1958 roku C r i c k  — na podstawie rozważań teoretycznych — opubli­
kował hipotezę znaną dziś pod nazwą „teorii adaptorow ej” (30). Uważał 
on, że jeśli istotnie RNA jest m atrycą, zapew niającą specyficzną sek­
wencję aminokwasów w syntetyzow anym  białku, to niezbędna jest 
w stępna reakcja między aminokwasem  i cząsteczką jakiegoś „adaptora”, 
k tó ry  m ógłby łatw iej „rozpoznać” właściwe dla am inokwasu miejsce na 
m atrycy  niż mało specyficzna reszta aminokwasowa.

Masa cząsteczki tRNA wynosi około 25 000, co odpowiada 70 nukleo- 
tydom  w łańcuchu. Jest on w procesach biosyntezy białka pośrednikiem  
m iędzy w olnym i aminokwasami a m atrycą, na  k tórej am inokwasy ulegają 
polim eryzacji do polipeptydu. Term in tRNA jest pojęciem bardziej do­
kładnym  niż sRNA i odnosi się do tej części rozpuszczalnych kwasów 
rybonukleinow ych, która zaangażowana jest w przenoszeniu am inokwa­
sów na rybosomy. Mimo to powszechnie jest stosowany skrót sRNA, pod 
k tórym  rozum iem y całość rozpuszczalnych kwasów nukleinowych.

P race prowadzone obecnie nad sRNA zm ierzają do rozwiązania trzech 
podstaw owych problemów: 1 ) w yjaśnienia ich budow y i lokalizacji cen­
trów  aktyw nych w ich łańcuchu, 2 ) w yjaśnienia m iejsca i mechanizmu 
ich biosyntezy, 3) wyjaśnienia ich specyficzności, w biosyntezie białka.

Ustalono, że na końcu łańcucha sRNA, do którego przyłącza się am i­
nokwas, w ystępuje tró jnukleotyd  o następującym  składzie: ...CpCpA (54). 
Przeciw legły kraniec cząsteczki sRNA zakończony jest kwasem 3 '-guany- 
lowym (115, 147). Te elem enty są wspólne dla każdego sRNA, niezależnie 
od jego pochodzenia i rodzaju przyłączonego aminokwasu. Tak więc spe­
cyficzność sRNA, tj. jego zdolność do reakcji najp ierw  z odpowiednim 
aminokwasem, a potem  z w łaściwym  antykodonem  na mRNA, określona 
być m usi sekwencją nukleotydów  w innych niż term inalne rejonach łań­
cucha. Jakkolw iek analiza oligonukleotydów otrzym anych z łańcucha 
sRNA pod działaniem  nukleaz n ie pozwalała początkowo na jednoznaczne 
ustalenie sekwencji nukleotydów, to jednak umożliwiła poznanie wielu 
jego fragm entów . Przykładem  może tu  być zaproponow any przez H o 1- 
1 e y a model cząsteczki sRNA z drożdży, specyficznego dla alaniny (59), 
lub podana przez C a n t o n i e g o  budowa „przeciętnego” sRNA z w ą­
troby królika (84). Dopiero odkrycie zjawiska selektywnego działania 
RN-azy T l z takadiastazy na łańcuch sRNA w temp. 0°, a także opraco­
w anie nowych metod rozdzielania oligonukleotydów, pozwoliło H o 1- 
1 e y ’owi i współpracownikom  bezbłędnie ustalić sekwencję wszystkich 
nukleotydów  w łańcuchu sRNA z drożdży, specyficznego dla alaniny (60). 
Badania w idm  dyfrakcyjnych cząsteczki sRNA wykazały w  niej obecność 
s tru k tu ry  dwuniciowej (18, 69). Stopień hiperchrom azji, a także wielkość 
zmian w  skręcalności optycznej podczas ogrzewania sRNA w rozcieńczo­
nych roztw orach soli pozwalają na wyliczenie, że 60—70% zasad łączy 
się w pary  mostkami wodorowymi i pozostaje w układzie dwunicio-
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w ym  (18, 41). Łańcuch jest więc zagięty mniej więcej w  połowie swej 
długości w  kształcie lite ry  U. Część zasad, pozostających w postaci poje­
dynczego łańcucha, tw orzy jedną lub  więcej pętli (18, 60). Rysunek 3 
przedstaw ia budowę cząsteczki „przeciętnego” sRNA z w ątroby  królika, 
oraz cząsteczki sRNA drożdży specyficznego dla alaniny.

W szystkie kw asy nukleinowe (z DNA włącznie) zaw ierają obok czte­
rech podstaw owych zasad także pew ną ilość ich pochodnych m etylowych. 
W sRNA wykazano obecność co najm niej dziesięciu różnych zm etylow a- 
nych zasad (35, 71). Co więcej, zaw iera on niezw ykły rybozyd, pseudo- 
urydynę, w  k tórej ryboza przyłączona jest do atom u węgla pierścienia 
p irym idyny  w położeniu 5 (25). Przytoczone fak ty  mogły nastręczać tru d - 
dności w in terp re tac ji m echanizm u syntezy sRNA na m atrycach DNA, 
ponieważ m odel W atsona i Cricka nie przew iduje możliwości określenia 
przez DNA m iejsca zm etyłowanych zasad i pseudourydyny. W ątpliwości 
te  zostały rozwiane, gdy S r i n i v a s a n  i B o r e k  znaleźli enzymy 
transm ety lu jące  zasady na poziomie polinukleotydu (124). W reakcji tej 
bierze udział adenozylometionina.

N i h e i  i C a n t o n i  stw ierdzili w ystępow anie nietypow ych zasad 
w obrębie jednoniciowej pętli sRNA (90). Można przypuszczać, że właśnie 
w tym  rejonie znajduje się try p le t odpowiedzialny za specyficzność wo-

Rys. 3. Sekw encja  nukleoitydów w  sRNA.
A  — b u d o w a  c z ą s te c z k i  „ p r z e c ię tn e g o ”  sR N A  z w ą t r o b y  k r ó l i k a  (w g 84), B  — c z ą s te c z k a  sR N A  

z d ro ż d ż y , s p e c y f ic z n e g o  dlla a la n in y  (w g 60)

bec mRNA. Obecność na tym  odcinku zm etylow anych zasad zapewnia 
być może niezbędną precyzję w procesie łączenia się kodonu z antykodo- 
nem. W konsekw encji centra odpowiedzialne za reakcję sRNA z odpo­
wiednim i syntetazam i oraz transferazam i aminoacylo-sRNA w inny znaj­
dować się w innych niż pętla rejonach cząsteczki.

W skom plikowanym  procesie biosyntezy polipeptydu, sRNA zajm uje 
szczególną pozycję. Musi on wykazywać określoną specyficzność wo­
bec enzymów przyłączających aminokwasy, wobec enzymów przeno-

http://rcin.org.pl



4 68 P. S Z A F R A Ń S K I I S. K L IT A [10]

szących i wreszcie wobec inform acyjnego RNA. W tej sy tuacji biosynteza 
sRNA musi być procesem wysoce specyficznym. Nie ustalono dotąd z całą 
pewnością jej m iejsca w komórce. Możliwość hybrydyzacji DNA-sRNA 
oraz jej specyficzność gatunkow a (47), jak również stw ierdzenie, że izolo­
wane jądra zdolne są włączać znakowane p rekursory  nukleotydów  do 
niskocząsteczkowych kwasów nukleinow ych (24) sugeru ją, że synteza 
sRNA zlokalizowana jest w jądrze. Jakkolw iek pogląd ten  zgodny jest 
z ogólnie p rzy jętą dziś koncepcją centralnej roli m atryc DNA w proce­
sach replikacji w komórce, nieco inną in terp retację  tego zagadnienia po­
daje C a n t o n i (83). Punktem  wyjścia jego hipotezy jest znaczne podo­
bieństwo własności fizykochem icznych sRNA z różnych organizmów. 
Aminoacylo-sRNA pochodzący z E. coli bierze np. udział w  syntezie hemo­
globiny prowadzonej in vitro  z rybosom ami z retikulocytów  królika (36). 
Tak więc synteza sRNA byłaby wysoce niespecyficzna. W arunkom  tym  
nie odpowiada m atryca DNA, w ykazująca duże zróżnicowanie gatunko­
we, czy naw et osobnicze. W ^konkluzji Cantoni w ysuw a możliwość auto-  
replikacji sRN^y.

Ciekawym przyczynkiem  do rozważań nad w ew nątrzkom órkow ą loka­
lizacją biosyntezy sRNA jest obserwacja, że pierwsza uchw ytna synteza 
sRNA podczas rozwoju embrionów jeżowca zbiega się z uform owaniem  

|  w jądrze jąderka, co następuje w stadium  gastru li (26, 27).
Synteza aminoacylo-sRNA, katalizow ana przez syntetazy posiadające 

co najm niej dwa aktyw ne centra, przebiega w dwóch etapach. Pierw szy 
etap  to aktyw acja aminokwasu polegająca na pow staw aniu kompleksu 
AM P-aminokwas-enzym  (58). Specyficzność na tym  etapie nie jest abso­
lutna, bowiem np. syntetaza izoleucylo-sRNA może tworzyć kompleks 
także z innym  aminokwasem  — w aliną, k tó ry  jednak rozpada się w obec­
ności sRNA specyficznego dla izoleucyny (94). Drugi etap polega na prze­
niesieniu reszty aminokwasu na sRNA i przyłączeniu jej do atom u węgla 
2' lub 3' końcowej reszty  adenozyny (145). W tym  drugim  etapie, wysoce 
specyficzny łańcuch sRNA bezbłędnie „rozpoznaje” w łaściwy dla niego 
aminokwas.

Syntetazy aminoacylo-RNA w ykazują specyficzność gatunkową. 
Oczyszczona syntetaza walilo-sRNA z drożdży „rozpoznaje” 10°/o— 15% 
specyficznego dla w aliny sRNA pochodzącego z E. coli. Taka sama synte­
taza otrzym ana z E. coli reaguje zaledwie z 3°/o— 6 %  odpowiedniego sRNA 
drożdżowego. Gdy źródłem syntetazy fenyloalanylo-sRNA jest E. coli, 
nie obserw uje się w ogóle przenoszenia fenyloalaniny na drożdżowy 
sRNA, zaś w sytuacji odwrotnej reakcja ta zachodzi z wydajnością l°/o— 
2°/o (6 8 ). W omówionych przykładach punktem  odniesienia były reakcje 
w  układach homologicznych, których wydajność przyjęto  za 100°/o. Brak 
kom petycji wśród aminokwasów o miejsce na określonym  sRNA wskazu­
je, że każdemu aminokwasowi odpowiada specyficzny sRNA. Co więcej, 
podczas prac nad frakcjonow aniem  sRNA odkryto w wielu przypadkach
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zjawisko jego heterogenności w stosunku do pojedynczego am inokwa­
su (34). Z pracy  B e r g a  (8 ) wynika, że otrzym any z E. coli sRNA spe­
cyficzny dla leucyny zawiera dwa typy  łańcuchów, różniące się sek­
w encją nukleotydów  w sąsiedztw ie końcowego tró jnukleotydu ... CpCpA. 
Stosując technikę rozdziału przeciwprądowego, udało się wykazać nie­
jednorodność całego szeregu frakcji sRNA specyficznych dla określonych 
aminokwasów. W przypadku rozdziału sRNA z E. coli B (45) otrzym ano 
pojedyncze frakcje dla 6  aminokwasów, podwójne dla 8 , zaś sRNA specy­
ficzny dla proliny składał się z 3, a dla leucyny naw et z 4 frakcji. Nie jest 
wykluczone, że heterogenność niektórych sRNA mogła być spowodowana 
uszkodzeniem łańcucha podczas p repara tyk i i rozdziału. W św ietle jednak 
badań E h r e n s t e i n a  i D a i s a  (37), którzy rozdzielili sRNA z E. coli 
specyficzny dla leucyny na 3 frakcje z zachowaniem aktywności w ukła­
dach z syntetycznym i polinukleotydam i, ewentualność taka w ydaje się 
mało prawdopodobna.

Przeniesienie aminoacylo-sRNA na m atrycę, czyli krok poprzedzający 
polim eryzację aminokwasów odbywa się przy udziale enzymów przeno­
szących, w ystępujących w rozpuszczalnej frakcji białek komórkowych. 
W reakcji te j aminoacylo-sRNA wiąże się zarówno z mRNA, jak i z rybo­
somami. Połączenie w pierwszym  przypadku zachodzi na zasadzie kom- 
plem entarności kodonu, do antykodonu. M echanizm ten  pod nazwą adap- 
torow ej teorii został zaproponow any przez C r i c k a ~ ( 3 0). Doświadczenia 
w ykazały (31), że fragm entem  odpowiedzialnym  w sRNA za właściwe 
przyłączenie do mRNA jest tró jka nukleotydów  zwana^ tryp le tem  lub 
kodonem .Kom plem entarna tró jka  nukleotydów w mRNA została nazw a­
na antykodonem .

Na przeniesienie aminoacylo-sRNA na m atrycę nie ma wpływ u s tru k ­
tu ra  przyłączonego aminokwasu. Słuszność tego poglądu wykazano na 
przykładzie włączania do białka alaniny przyłączonej do sRNA specyficz­
nego dla cysteiny (21). Również hybryd m ieszany szczawiooctan- 
-sRNAAsp, uzyskany za pomocą transam inacji kwasu asparaginowego przy­
łączonego do sRNA jest prawdopodobnie włączany do polipeptydu (127). 
Sposób połączenia aminoacylo-sRNA z rybosomami nie został bliżej w y­
jaśniony. Przyłączenie aminoacylo-sRNA do rybosomu wym aga obecności 
w układzie GTP, Mg++ a także jonów jednow artościowych jak K +, 
a zwłaszcza NH4+ (122). Są jednak doniesienia w ykazujące, że także po­
zbawiony aminokwasów sRNA może, w określonych w arunkach, łączyć 
się z rybosomami (3, 133). W przypadku rybosomów z E. coli, m iejscem  
przyłączenia cząsteczki sRNA jest podjednostka 50 S (19).

G rupę transferaz aminoacylo-sRNA z E. coli udało się ostatnio rozdzie­
lić na dwie dopełniające się w działaniu frakcje (2 ). F rakcja A zawiera 
prawdopodobnie polim erazę aminokwasów, natom iast frakcja B w ydaje 
się związana z funkcją GTP i byłaby odpowiedzialna za proces p rzy łą­
czania sRNA do rybosomów.
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Są liczne teorie na tem at roli GTP w procesie biosyntezy białka, 
według jednej z nich związek ten  może być odpowiedzialny za aktyw ację 
grupy aminowej aminokwasu związanego z sRNA. Ta niew ątpliw ie a tra k ­
cyjna hipoteza jest jednak niezgodna z obserw acją, że GTP rozpada się 
także pod nieobecność aminoacylo-sRNA w układzie (70).

IV. Informacyjny kwas rybonukleinowy

Pierw sze wskazówki, że w kom órkach E. coli zakażonych fagiem T 2 

pojawia się n ietrw ały  RNA podobny składem  nukleotydow ym  do DNA 
faga podali w  1958 roku V o l k i n ,  A s t r a  c h a n  i C o u n f r y m a n  
(138). O bserwacje te, jak również w yniki prac H a l l a  i S p i e g e l -  
m a n n a  i N o m u r y  (52, 93) doprowadziły do w ysunięcia hipotezy,^ 
że m atrycą w  syntezie białek jest RNA, którego sekw encja nukleotydow a 
kontrolow ana jest przez DNA. Zgodnie z tą  hipotezą frakcja  RNA, nazw a­
na m essenger — inform acyjny RNA (mRNA) powinna mieć skład i sek­
wencję nukleotydow ą odpowiadającą aktyw nem u odcinkowi DNA, a za­
tem  stanow ić może niew ielki tylko procent RNA komórkowego. P race 
późniejsze dostarczyły wiele dowodów na potw ierdzenie w ysuniętych 
przypuszczeń. W kom órkach bak tery jnych  zwierzęcych i roślinnych (105) 
wykazano obecności frakcji RNA odpowiadającej k ry te rium  mRNA. 
U E. coli jest on nietrw ały, a stała sedym entacji w aha się w granicach
14 S— 16 S. Zarówno drożdżowy mRNA, jak  i pochodzący z ziaren grochu 
jest także nietrw ały . W grućzołach jedw abnika morwowego natom iast 
mRNA w  okresie m aksym alnej syntezy fibroiny w ydaje się trw ały. Po­
dobnie jest w retikulocytach królika syntetyzujących głównie hemoglo­
binę. W kom órkach w ątrobow ych szczura, których czas generacji wynosi 
około roku, cytoplazm atyczny mRNA jest trw ały  co najm niej 40 godz. 
(106). Natom iast kom órki Bacillus subtilis o okresie generacji około 100 dni 
zaw ierają mRNA o półokresie trw an ia  2,5 m inut. Dane te wskazują, że 
czas trw ania  mRNA w różnych organizmach waha się w  szerokich g ra­
nicach i jest niezależny od okresu generacji komórek. Nie jest w ykluczo­
ne, że trw ałość mRNA naw et w tych sam ych kom órkach jest cechą zmien­
ną, co tłum aczyłoby kontrow ersy jne w yniki (136).

Liczne badania wykazały, że mRNA stanowi 1%— 4%> RNA kom órko­
wego. Jego masa cząsteczkowa zmienia się w  zależności od m asy zsynte- 
tyzowanego białka i np. w przypadku białka składającego się z 700 am i­
nokwasów wynosi około 6  X 1 0 5.

Istn ieje  szereg przekonujących dowodów aktyw ności biologicznej 
mRNA. D odatek — pochodzącej z E. coli, drożdży lub w irusa mozaiki 
tytoniow ej — frakcji bogatej w mRNA do bezkomórkowego układu 
z E. coli wzm aga kilkakrotnie syntezę białka (91). RNA ze środkowych 
odcinków gruczołów przędnych jedw abnika morwowego wzmaga włącza­
nie aminokwasów do białek w  układach z E. coli, w  proporcjach odpowia­
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dających zawartości aminokwasów w  serycynie (128). W yizolowany RNA 
z faga T2 przekazuje w układzie bezkom órkowym  z E. coli inform ację
0 syntezie białka faga.

Stosowane od kilku lat m etody hybrydyzacji mRNA (13, 120) otworzy­
ły możliwości badań nad m echanizm em  biosyntezy mRNA i genetycznym  
podobieństwem  różnych organizmów (82). O trzym ane wyniki pozwalają 
również wnioskować o k ierunku zmian ewolucyjnych. M c C a r t h y
1 B o l t o n  (81) stosując agarow ą m etodę hybrydyzacji sugerują, że ty l­
ko jedna nić DNA zaangażowana jest w transkrypcji. Nagromadza się 
jednak  coraz więcej danych świadczących, że form ą zdolną zarówno do 
replikacji, jak  i do syntezy mRNA w  kom órce jest dwuniciowy DNA (15). 
R i c h  (107) i Z u b a y  (150) w ysunęli hipotezę, według której synteza 
mRNA zachodzi na dwuniciowym  DNA z zachowaniem wiązań wodoro­
wych. Przyłączenie rybonukleotydów  odbywałoby się na zasadzie nowo 
utw orzonych wiązań wodorowych. Niedostatkiem  tej hipotezy jest brak 
w yjaśnienia sposobu uw alniania się zsyntetyzow anej cząsteczki mRNA 
od podwójnego heliksu DNA. A lternatyw ny model zaproponowany przez 
C h a m b e r l i n a  i B e r g a  (20) m a najw ięcej zwolenników. Zakłada on 
utw orzenie się kom pleksu dwuniciowej form y DNA z polim erazą w m iej­
scu, gdzie rozpoczynałaby się synteza mRNA. Przyłączenie to mogłoby 
zachodzić na jednym  z końców podwójnego łańcucha DNA z miejscowym 
rozerw aniem  nici. Kopiowanie mogłoby wówczas odbywać się równo­
cześnie z przesuw ającym  się rozryw aniem  wiązań wodorowych obu nici 
DNA i utw orzeniem  kom plem entarnego odcinka mRNA. Mechanizm ten 
byłby podobny do kopiowania pojedynczej nici DNA. Zsyntetyzowana 
cząsteczka mRNA m ogłaby wówczas odłączać się od heliksu DNA na za­
sadzie większego powinowactwa form y DNA-DNA w stosunku do hybry ­
du DNA-RNA. Nie jest jednak wykluczone, że uwolnienie to zachodzi na 
drodze enzym atycznej. W tym  przypadku istniałaby zasadnicza różnica 
w m echanizm ie działania polim erazy RNA i polim erazy DNA.

Pow staw anie kom pleksu DNA-RNA zostało potwierdzone in vitro  
z polim erazą RNA zależną od DNA (95).

Jednym  z podstaw owych problem ów genetyki m olekularnej jest m e­
chanizm  „odczytyw ania” odcinków mRNA odpowiadających określonym  
cząsteczkom białka. Innym i słowy w ykazanie w  jaki sposób jest oddzie­
lony cistron od cistronu pozw alający na to, że utw orzony na nich mRNA 
decyduje w e właściwym  momencie o rozpoczęciu i zakończeniu syntezy 
polipeptydu. Nie ma w  obecnej chwili definityw nej odpowiedzi na to py ­
tanie, niem niej jednak istn ieje  szereg wskazówek. Można przypuszczać, 
że szereg znalezionych osta tn io  aminokwasów związanych kow alencyjnie 
z DNA (100) odgrywa rolę przecinków  na operonie. To samo przypusz­
czenie m ożnaby odnieść do nietypow ych zasad, w ystępujących w cząstecz­
ce DNA. Ponadto badania s tru k tu ry  mRNA za pomocą dyfrakcji prom ie­
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ni X wskazują, że podobnie jak  sRNA może on w obrębie pojedynczej 
nici tworzyć odcinki dwuniciowe, k tó re  m ogłyby być przecinkam i dla 
m echanizm u odczytującego. Tę samą rolę m ogłyby spełniać „nonsen­
sowne” tryplety .

V. Rybosomy

Oprócz mRNA i sRNA, które w ystępują  jako wolne kwasy nukleino­
we, znajdujem y w komórce typ  kwasów nukleinowych, zawsze zw iązany 
ze specyficznym białkiem. Jak w ykazali P a l a d e  i S i e k e v i t z  (101), 
owe rybonukleoproteidy połączone w  zespoły w ystępują u ssaków we 
frakcji mikrosmowej kom órek, zaś u roślin i m ikroorganizm ów, k tórych 
kom órki pozbawione są endoplazm atycznego retikulum , zawieszone są 
luźno w  cytoplazmie, a część ich związana jest z błoną komórkową. Te 
zespoły rybonukleoproteidów  nazyw ano początkowo „granulam i” Pala- 
de’a lub cząstkami RNP (rybonukleoproteidowym i). Nazwę „rybosom y” 
zawdzięczamy R o b e r t s o w i  (112).

Rybosomy mogą dysocjować na podjednostki, mogą też tw orzyć przy 
udziale mRNA zespoły zwane polirybosom am i lub polisomami. Poświęca 
się im ostatnio wiele uwagi, ponieważ są uważane powszechnie za ak tyw ­
ne jednostki syntezy łańcucha peptydowego. Rybonukleoproteidow e 
cząstki o właściwościach rybosomów wyizolowano też  z m itochondriów 
i jąder.

Rybosomy m ają ksz ta łt bliski kulistem u. Średnica ich waha się, w  za­
leżności od pochodzenia, w granicach od 150 A do 350 A. Masę ryboso­
mów stanow ią głównie białka i kw asy nukleinowe, przy  czym proporcje 
przesunięte są nieco w k ierunku kwasów nukleinowych. Także i w  tym  
przypadku obserw ujem y pew ną zależność gatunkową.

Analiza N-końcowych aminokwasów białek rybosomów wykazała 47°/o 
m etioniny, 38% alaniny, 11% seryny i niew ielkie ilości pozostałych ami­
nokwasów. Skład am inokwasowy białka różnych pod jednostek ryboso­
mów jest bardzo zbliżony. Przeciętna masa cząsteczki białkowej wynosi 
25 000 (139).

W rybosomach z w ątroby  szczura znaleziono białko typu histonów od­
znaczające się wysoką zawartością aminokwasów zasadowych, niską zaś 
cysteiny i tryptofanu. Posiada ono niew ielką masę cząsteczkową i w y­
różnia się skłonnością do agregacji (29).

K w asy nukleinow e zaw arte w  rybosom ach w ykazują bardzo małe 
zróżnicowanie pod względem m asy cząsteczkowej. Kwas nukleinow y w y­
izolowany przez L i t t a u e r a  (72) z rybosomów E. coli, składał się 
z frakcji 16,5 S (65%) i 23,7 S (35%). RNA rybosomów z retikulocytów  
królika zawierał kom ponenty o stałych sedym entacji: 4 S, 17 S i 28,6 S 
(28), rybosomów z w ątroby  szczura: 16 S, 22 S (10'% całej ilości) i 28 S. 
Masy cząsteczkowe kwasów nukleinow ych 16 S i 22 S ustalono odpowied-
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nio jako 0,55 X 106 i 1,65 X 106 (104). Skład zasad rybosomowego RNA 
odbiega sk ładem  nukleotydow ym  od DNA (7,22) i podlega wahaniom  
ga tunkow ym . Skład zasad purynow ych w rybosomowym RNA z tkanek  
zw ierzęcych  wynosi około 50% całej ilości zasad (48), z m ikroorganizm ów 
natom iaslt dochodzi często do 60% (86).

Spośród wszystkich przebadanych jonów m etali, najw iększy w pływ  
na fu n k cje  rybosomów ma jon magnezowy. Rybosomy zawieszone w śro­
dowisku pozbawionym  jonów Mg2+ rozpadają się szybko na podjednost- 
ki, a za tem  jony te  regulują stopień ich agregacji. Magnez zapewnia rów ­
nież rybosom om  zdolność do przyłączania zarówno sRNA, jak i mRNA. 
W rybosom ach z grochu znaleziono jony wapnia (137). W apń nawet sku­
teczniej rniż magnez agreguje rybosom y (132), ma jednak m niejszy w pływ  
na w łączan ie  aminokwasów do białka w układach zaw ierających ryboso­
m y z E. co li (135), grochu (1) czy w ątroby szczura (56). Jony  m anganu, 
choć s ty m u lu ją  włączanie aminokwasów do rybosomów z E. coli, są jed ­
nak ty lko  w połowie tak  efektyw ne jak jony Mg2+ (135). Natomiast w s ta ­
bilizacji rybosom ów  z kiełków pszenicy i grochu, skuteczniejsza od sam e­
go m agnezu jest mieszanina jonów M n2+ i Mg2+ (75). Także jon kobaltu  
w ykazuje duże powinowactwo do rybosomów. Zauważono, że zaw ierająca 
go w itam ina  B12 jest silnie wiązana przez rybosom y z E. coli i L. leich- 
manii (63)).

Podobnie  jak jony m etali, poliam iny będące norm alnym i składnikam i 
kom órki m ogą silnie wiązać się z rybosomami. Trudno jest odpowiedzieć, 
czy ich obecność ma isto tny wpływ na funkcję i stabilność rybosomów. 
W rybosom ach z E. coli znaleziono putrescynę, sperm idynę, kadaw erynę 
i ślady sperm iny  (118). W ykazano, że obecność poliam in stym uluje w pew ­
nym  stopniu  włączanie aminokwasów do białek w układach zaw ierających 
rybosom y E.coli (89), drożdży (73) i w ątroby  szczura (56).

In teg ra lną  częścią rybosomów są enzymy nukleolityczne. W ryboso­
m ach z E.coli znaleziono RN-azę oraz fosfodwuesterazę rozkładającą RNA 
do 5 '-m ononukleotydów  (119). Oba te enzym y pozostają tak  długo nie­
aktyw ne, dopóki s tru k tu ra  rybosomu jest nienaruszona. W rybosom ach 
z E. coli w ykry to  ponadto polimerazę RNA (4), fosfatazę kwaśną (119) 
i aldolazę (38). Trudno jeszcze dziś uzasadnić obecność w rybosomach tak  
różnych enzymów. N iektóre z nich są prawdopodobnie zaadsorbowane, 
część jednak, jak  np. enzym y nukleolityczne, może brać udział w pro­
cesie biosyntezy polipeptydu. Rybosomy zaw ierają prawdopodobnie tak ­
że dezam inazy oraz nukleozydazy. Za hipotezą tą  przem aw iają obserw a­
cje, że z rybosom ów E. coli (129), a także z frakcji mikrosomowej i z ry ­
bosomów w ątroby  świnki m orskiej (130) uw alniają się zdezaminowane za­
sady azotowe i odpowiednie nukleozydy, pochodzące praw dopodobnie 
z rozkładu inform acyjnego RNA.

Prace S p i r i n a  i K i s s e l e v a  (121) rzuciły nieco św iatła na s tru k ­
tu rę  rybosomów. Jeżeli usunąć z nich RN-azę działaniem  0,5 N chlorku
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amonu, dysocjują one na podjednostki 50 S i 30 S. W środow isku pozba­
wionym m agnezu oraz o niewielkiej sile jonow ej, podjednostki 50 S i 30 S 
rozw ijają się z utworzeniem  pojedynczych nici rybonukleoproteidow ych,
o średnicy 30 A lub 40 A. Proces ten  je s t odw racalny i w obecności jo­
nów Mg2+ przywrócona zostaje pierw otna, upakowana i zorganizow ana 
struk tu ra  pod jednostek rybosomowych. Obraz m ikroskopow y podjed­
nostki 50 S wskazuje, że ma ona kształt cy lindra  o wysokości 1 2 0  A i śred­
nicy 160 A, na którego powierzchni w idać przebiegające rów nolegle do 
osi prążki odpowiadające skrętom  zwiniętego spiraln ie łańcucha rybonu- 
kleoproteidowego. Podobny kształt m ają podjednostki 30 S, są ty lko  bar­
dziej spłaszczone. Asocjacja podjednostek 30 S i 50 S w  rybosom  70 S 
powoduje istotną zmianę ich kształtu  polegającą na uw ypuklaniu  się czę­
ści dystalnych cylindrów. W skazuje to na dużą elastyczność s tru k tu ry  
rybosomu.

Do izolowania rybosomów stosowano początkowo m etody dość dra­
styczne: homogenizację tkanek, działanie roztw orów  dezoksycholanu itp. 
W 1963 roku H e n s h a w ,  B o j a r s k i  i H i a t t  (55) zauważyli, że ry ­
bosomy związane z endoplazm atycznym  retiku lum  są znacznie bardziej 
aktyw ne od rybosomów wydzielonych.

Równocześnie W a r n e r ,  K n o p f  i R i c h  (140) stosując łagodne 
m etody preparatyw ne, np. szok osm otyczny otrzym ali frakcję  rybo- 
somową o charakterystycznych skupiskach rybosomów. Zdjęcia w  m ikro­
skopie elektronow ym  wykazały, że skupiska te  (polisomy) pow stają na 
skutek połączenia rybosomów nicią kw asu nukleinowego, którym  jest 
najpraw dopodobniej mRNA. Za in te rp re tac ją  tą  przem aw ia szereg fak­
tów. Polisomy rozpadają się pod działaniem  RN-azy i detergentów , ich 
wytrzym ałość na urazy mechaniczne jest niew ielka, średnica łączącej ry ­
bosomy nici odpowiada wartościom  otrzym yw anym  dla wolnych łańcu­
chów RNA ( 1 0  A — 2 0  A), wreszcie nić ta  barw i się octanem  urynylu. 
Dalszych dowodów dostarczyły prace S p y r i d e s a  i L i p m a n n a  
(123) oraz G i l b e r t a  (43), k tórzy wykazali, że syntetyczne polinukleo- 
tydy  łatwo tw orzą agregaty z wolnym i rybosomami. Rybosom przyłączo­
ny  do łańcucha mRNA zajm uje odcinek o długości około 180 A, co odpo­
w iada szeregowi zbudowanem u z 27 reszt nukleotydów  (134).

Polisomy w yodrębniono już z różnych m ateriałów  zarówno pochodze­
nia roślinnego, jak  i zwierzęcego. Szczególnie duże polisomy znaleziono 
w kom órkach nowotworów złośliwych. R i c h i współpracownicy (109) 
otrzym ali z kom órek HeLa polisomy zaw ierające do 40 rybosomów. Po 
zainfekow aniu kom órek HeLa w irusem  polio, ilość rybosomów w poszcze­
gólnych polisomach w zrastała do 60 jednostek.

M iejsce wiązania mRNA i sRNA w rybosom ie jest ściśle zlokalizo­
wane, np. w  rybosomach z E. coli sRNA wiąże się z podjednostką 50 S, zaś 
mRNA — z podjednostką 30 S. W ten sposób pow stają specyficzne zes­
poły — polisomy.
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O m echanizm ie w spółdziałania rybosom u z mRNA i sRNA niewiele 
jeszcze wiadomo. W ielu zwolenników ma hipoteza R i c h a (108), według 
k tó rej rybosom  przesuw a się w zdłuż nici mRNA począwszy od określo­
nego jej końca. Podczas jego przesuw ania się wydłuża się polipeptyd syn­
tetyzow any  z dołączonych do rybosom ów aminoacylo-sRNA. Z badań nad 
syntezą hem oglobiny, wiemy, że pow staw anie polipeptydu odbywa się 
sukcesyw nie począwszy od N-końcowego aminokwasu (12, 33, 44). Do 
rosnącego polipeptydu przyłącza się now y aminoacylo-sRNA, pow staje 
w iązanie peptydow e z udziałem  grupy acylowej i grupy aminowej kolej­
nego am inokwasu, przy  czym uw alnia się sRNA. Pierwszorzędowa s tru k ­
tu ra  polipeptydu decyduje praw dopodobnie o drugo- i trzeciorzędow ej 
budowie białka (98), toteż pofałdowanie cząsteczki następować może już 
częściowo na rybosomie.

A gregacja polipeptydów  z w ytw orzeniem  natyw nego białka zachodzi 
już po ich odłączeniu się od rybosomów.

W badaniach nad m echanizm em  biosyntezy białka dużą rolę odgry­
w ają niektóre antybiotyki. Część z nich, jak  np. chlorom ycetyna i strep-' 
tomycyna, znalazły szerokie zastosowanie kliniczne, inne zaś, jak  np. 
purom ycyna, mimo braku aspektu praktycznego um ożliwiają poznanie 
mechanizmu ham ow anych przez siebie reakcji. Analogie s tru k tu ra ln e  
między purom ycyną i aminoacylo-sRNA stw orzyły podstawę do p rzy - 
puszczań, że an tybio tyk  ten  może działać na tym  etapie syntezy poli-

VI. Hamowanie biosyntezy białka
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peptydu (146). N a t h a n s  (87) sugeruje następujący  przebieg reakcji 
(rysunek 4).

Jako analog stru k tu ra ln y  aminokwasów purom ycyna reaguje swą 
wolną grupę aminową z aktyw ow aną grupą karboksylow ą tworzącego 
się peptydu uw alniając równocześnie cząsteczkę sRNA i blokując sukce­
sywne przyłączanie aminokwasów. Niedokończone peptydy z purom ycy- 
ną na końcu łańcucha zostały wyizolowane przez N a t h a n s a  (8 8 ). Dzia­
ła ona zarówno w układach bakteryjnych, jak  i zwierzęcych.

W przeciw ieństw ie do purom ycyny, działanie chloram fenikolu zależy 
od organizmu, z którego pochodzi układ syntetyzujący białka. A ntybio­
tyk  ten  w stężeniu 10~ 5 — 10~~4 M (które uzyskuje się in vivo) ham uje 
powstawanie polipeptydu w bezkomórkowych układach z bakterii w 75— 
90%, nie ham uje jednak biosyntezy białka w p reparatach  z tkanek zwie­
rzęcych (36) lub drożdży (117). Blokowanie polim eryzacji aminokwasów 
pod w pływ em  chloram fenikolu spowodowane jest prawdopodobnie reak­
cją antybiotyku z rybosomami, które tracą zdolność przyłączania mRNA. 
Przypuszczenie to wynikło z obserwacji, że w obecności chloram feni­
kolu nagrom adza się w kom órkach baktery jnych  RNA, przypom inający 
własnościami mRNA (51).

Istn ieją  sugestie, że chloram fenikol blokuje biosyntezę białka tylko 
wówczas, gdy następuje przyłączenie nowej cząsteczki mRNA do rybo­
somów. Ponieważ mRNA pochodzenia zwierzęcego jest zazwyczaj trw a­
ły, nie ma konieczności ciągłej jego w ym iany, tak  jak to ma miejsce 
w preparatach  bakteryjnych. Ta różnica w trw ałości inform acyjnych RNA 
obu układów może być przyczyną zróżnicowanej aktywności antybiotyku. 
Za słusznością tej hipotezy przem aw ia blokowanie syntezy przeciwciał 
pod w pływ em  chloram fenikolu (142). Również zastosowanie syntetycz­
nych polinukleotydów  zamiast homologicznego mRNA czyni układ po­
chodzenia zwierzęcego czułym na działanie chloram fenikolu (142).

M echanizm ham ow ania syntezy białka przez streptom ycynę jest jesz­
cze bardzo niejasny (17), jakkolw iek wykazano jej w pływ  na aktyw ność 
rybosomów (39). Przypuszcza się, że wiąże się ona trw ale  z cząstkam i 
30 S rybosomów (28, 32), wyw ołując zm iany związane z m echanizm em  
kodowania aminokwasów. Działanie streptom ycyny w yw ołane jest p raw ­
dopodobnie poliaminowym  charakterem  tego związku, ponieważ sperm ina 
i sperm idyna w yw ołują podobne efekty. Rybosomy pochodzące z bakterii 
opornych na działanie streptom ycyny są również niew rażliw e na wpływ 
tego antybiotyku w układach in vitro.

VII. Kodowanie aminokwasów

Dziś przyjm uje się powszechnie, zgodnie z sugestią Cricka (31), że 
inform acja genetyczna zakodowana jest w postaci tryp letów  o odpo­
wiedniej sekwencji zasad. Odczytywanie kodu odbywa się w jednym
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tylko kierunku, przy czym o początku decyduje najpraw dopodobniej gen 
operatorow y znajdujący się na jednym  z krańców  operonu (125).

Spostrzeżenie N i r e n b e r g a  i M a t t h a e i  (91), że syntetyczne 
polinukleotydy mogą kierować syntezą określonych polipeptydów w bez- 
kom órkowym  układzie z E. coli zapoczątkowało nowy okres w badaniach 
nad kodowaniem  aminokwasów. S tały się one możliwe dzięki odkryciu 
G r u n b e r g - M a n a g o ,  O r t i z a  i O c h o a  (50) fosforylazy poli- 
nukleotydow ej. Enzym ten syntetyzuje hom opolinukleotydy i kopoli- 
nukleotydy z rybonukleozydo-S^-dwufosforanów, z uwolnieniem  nieorga­
nicznego fosforanu. S truk tu ra  chemicznie zsyntetyzow anych polinukleo- 
tydów  jest identyczna z na tu ra lnym  RNA z w yjątkiem  nieuporządkow a­
nego rozmieszczenia zasad. Ta cecha syntetycznych polinukleotydów jest 
podstaw ą do obliczania trypletów  kodujących aminokwasy. W przypadku 
hom opolinukleotydów, jak  np. poli-U kierującego powstawaniem  polife- 
nyloalaniny, tryp le tem  kodującym  może być tylko UUU. Natom iast 
w przypadku kopolinukleotydów określenie tryp le tu  można wyliczyć ze 
stosunku m olarnego nukleotydów  użytych do syntezy. Jeżeli np. do otrzy­
m ania poli-UG użyto nukleotydy w  stosunku U do G jak 5:1, to pow sta­
jący kwas poliurydyloguanylow y ma również ten  sam stosunek zasad, 
j.ednak o nieuporządkow anym  rozmieszczeniu. Można jednak wyliczyć 
częstotliwość w ystępow ania różnych trypletów  w łańcuchu. W omawia­
nym  przypadku, częstotliwość w ystępow ania UUU określa się liczbą 125, 
UUG, UGU i GUU — 25, UGG, GUG i GGU — 5, a try p le tu  GGG — 
liczbą 1. Z częstotliwości w ystępow ania tryp letów  oblicza się stosunek 
częstotliwości dla m ożliwych w danym  przypadku trypletów  biorąc za 
odnośnik tryp le t UUU. A więc stosunek częstotliwości 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. Porów nując następnie stosunek w łą­
czania różnych aminokwasów (tzn. intensyw ność w łączania danego amino­
kwasu do intensywności włączania fenyloalaniny) do stosunku częstotli­
wości w ystępow ania tryp letów  w  polinukleotydzie możemy powiedzieć 
jaki try p le t odpowiedzialny jest za włączenie danego aminokwasu (96).

W ten sposób stosując bezkomórkowy układ z E. coli i syntetyczne po­
linukleotydy oraz znaczone am inokwasy określono try p le ty  dla 2 0  amino­
kwasów. Tablica 1 przedstaw ia 64 try p le ty  zebrane w  20 seriach oraz 
am inokwasy odpowiadające 46 trypletom  (98). Z w yjątkiem  AAA, UUU, 
CCC, w żadnym  z pozostałych trypletów  nie jest znana sekwencja nu- 
kleotydowa.

Puste m iejsca (kreski) są przeznaczone dla nieoznaczonych jeszcze 
aminokwasów, kodowanych przez przewidziane tryplety . Dla serii try p ­
letów  N r 5, 7, 8 , 10, 12, 14, 15, 18 znane są już wszystkie aminokwasy. 
Takie polinukleotydy pow inny syntetyzować ciągły łańcuch peptydowy. 
Z tablicy widać, że kod jest wysoce zdegenerowany. Przyczyną degene­
racji jest prawdopodobnie w ystępow anie różnych sRNA dla tego samego

http://rcin.org.pl



478 P. S Z A F R A Ń S K I I S. K L IT A [20]

aminokwasu. W takim  przypadku zamiana jednej zasady w drugą nie 
zawsze prow adziłaby do zam iany aminokwasu w białku. Tak więc z punktu  
widzenia ewolucji organizmów degeneracja kodu byłaby czynnikiem  sta ­
bilizującym  i zm niejszałaby częstotliwość m utacji. Bardzo ważną rolę 
w kodowaniu odgrywa drugorzędowa s tru k tu ra  polinukleotydu (97, 114).

T a b l i c a  1
T ryplety i odpow iadające im  ¡aminokwasy (wg 98)

Nr
serii

Tryplety Aminokwasy

1 AAA Liz
2 UUU Fen
3 CCC Pro
4 GGG —
5 AUU, UAU, UUA Tyr, Leu, Ileu
6 AGG, GAG, GGA 9 Gli, —
7 ACC, CAC, CC A His, Pro, Tre
8 U AA, AUA, AAU AspNH?, Liz, Ileu
9 UGG, GUG, GGU Try, Gli, —

10 UCC, CUC, CCU Ser, Pro, Leu
11 GA A, AGA, AAG Arg, — , Glu
12 GUU, UGU, UUG Cys, Leu, Wal
13 GCC, CGC, CCG Arg, Ala
14 CAA, ACA, AAC AspNH?, Tre, GluNH2
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, GluNH2

UCA, CAU, CUA Tre, Ileu, Asp^Ha
19 AGC, ACG, GAC y Ser, —

GCA, CAG, CGA Asp, Ąla, —
20 UGC, UCG, GUC — , Arg

GCU, CUG, CGU — , Ala, —

Poli-G odznaczający się dużą zdolnością do tw orzenia drugorzędowej 
s tru k tu ry  nie stym uluje włączania aminokwasów do białka, praw dopo­
dobnie z powodu braku reakcji z rybosomami.

Bardzo ciekawą technikę badania kodu aminokwasowego podali n ie­
dawno N i r e n b e r g  i L e d e r  (92). Polega ona na reakcji 14C-amino- 
acylo-sRNA z tró jnukleotydam i powiązanym i z rybosom ami izolowany­
mi z E. coli. Przyłączony do rybosomów tró jnukleotyd  spełnia rolę an- 
tykodonu, do którego przyłącza się w łaściwy sRNA. Za pomocą wspo­
m nianej techniki stwierdzono, że fenyloalanylo-sRNA jest kodowany 
przez UpUpC i UpUpU, serylo-sRNA — przez UpCpC i UpCpU, a prolilo- 
-sRNA — przez CpCpC i CpCpU. T rypletem  dla w aliny okazał się GpUpU, 
cysteiny UpGpU, a leucyny UpUpG. B e r n f i e l d  i N i r e n b e r g
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(1 1 ) sugerują, że przyczyną degeneracji kodu może być zm ienny końcowy 
3 '-nukleozyd w ystępujący obok pozostałych dwóch identycznych zasad 
w trypletach, np. XpYpU i XpYpC. Opisana m etoda jest 'bardzo szybka 
i dużo nadziei wiąże się z nią w  badaniach nad sekwencją zasad w tryp le ­
tach.

VIII. Uwagi końcowe

Sukcesy współczesnej biochemii kwasów nukleinow ych i białek spo­
wodowały, że jesteśm y coraz bliżsi ostatecznego w yjaśnienia skompliko­
wanego m echanizm u biosyntezy łańcucha polipeptydowego. Najwcześniej 
poznanym  etapem  biosyntezy białka była aktyw acja aminokwasów. Am i­
nokwasy, zaktyw owane w obecności ATP i odpowiednich syntetaz amino- 
acylo-sRNA, przenoszone są następnie na SRNA i przyłączane do niego 
w pozycji 2', 3' końcowej reszty adenozyny. Przeniesienie połączenia ami- 
nokwas-sRNA na mRNA katalizowane jest przez enzym y przenoszące, 
w ystępujące w rozpuszczalnej frakcji białek komórkowych. W ymagana 
jest tu  obecność GTP oraz jonów Mg2+. O statnim  etapem  biosyntezy poli- 
peptydu jest polim eryzacja aminokwasów przebiegająca na mRNA w obec­
ności enzymów polim eryzujących. S tru k tu ra  aminokwasu decyduje tylko
o specyficzności procesu jego aktyw acji. Dalsze reakcje związane z umiesz­
czeniem aminokwasu w odpowiednim m iejscu polipeptydu zależą już w y­
łącznie od budowy współdziałających ze sobą sRNA i mRNA. Inform a­
cyjny RNA, syntetyzow any na m atrycach z DNA, jest czynnikiem  de­
term inującym  właściwą kolejność aminokwasów w łańcuchu polipeptydo- 
wym. Oznacza to, że inform acja genetyczna zaw arta w DNA zostaje za­
kodowana w postaci odpowiedniej sekwencji nukleotydów  mRNA, na­
stępnie zaś „rozszyfrowana w procesie reakcji trójnukleotydow ego ko- 
donu mRNA z właściwym  antykodonem  aminoacylo-sRNA. Mechanizm 
ten  zapewnia ścisłą specyficzność syntetyzow anem u białku, a tym  sa­
m ym  dziedziczenie cech fizjologicznych i morfologicznych organizmów 
w następujących po sobie pokoleniach.

Znam y już funkcję dwóch spośród trzech partnerów  współpracujących 
ze sobą podczas syntezy polipeptydu: sRNA i mRNA. Tym trzecim  jest 
rybonukleoproteid zorganizowany w cząstkę zwaną rybosomem. Obecność 
rybosomów jest konieczna w procesie polim eryzacji aminokwasów, jed­
nak nie w szystko jeszcze wiadomo o ich roli. W ykazują one duże po­
winowactwo do mRNA, z k tórym  tworzą agregaty  (polisomy) uważane 
za jednostki funkcjonalne w  biosyntezie białka. Rybosomy łączą się też 
z aminoacylo-sRNA, a za jego pośrednictw em  z nowo powstającym  pep- 
tydem . Czy tylko ta  m echaniczna niejako funkcja „zbliżania” i p rzy­
trzym yw ania w  krytycznym  momencie reagujących ze sobą mRNA i ami- 
noacylo-sRNA jest cechą rybosomów — wykażą niew ątpliw ie badania 
najbliższych lat.
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ADDENDUM

W trakcie druku tego artykułu ukazała się praca N i r e n b e r g a  i innych  
(Proc. Natl. Acad. Sci. U. S., 53, 1161, 1965) zaw ierająca sekw encję nukleotydów  
w  64 trypletach, z których 45 przebadano eksperym entalnie, a pozostałe przew i­
dziano. D alsze prace N irenberga potw ierdziły  przew idyw ania teoretyczne. Obecnie 
już sekw encja  62 tryp letów  została potw ierdzona eksperym entaln ie (N irenberg — 
osobiste doniesienie). Pozostały jeszcze do potw ierdzenia tryplety GpGpA i GpGpG  
dla g licyny. N iektóre tryplety posiadają albo słabą aktyw ność w  stosunku do am ino­
kw asów , albo nie posiadają jej w cale i mogą być uw ażane za nonsensow ne. N ie  
jest jednak w ykluczone, że tryplety nonsensow ne na końcu łańcucha RNA mogą  
być odczytyw ane przez odpow iednie am inoacylo-sR N A  w ew nątrz łańcucha.

P. S. i S. K.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

K A ZIM IE R Z K LE C ZK O W SK I*

Drogi syntezy i rola metaboliczna karbamoilofosforanu

Synthesis and Metabolic Role of Carbamoylphosphate

B iosynthesis and m etabolic sign ifican ce of carbam oylphosphate in  anim als and 
plant are discussed.

Przed przeszło 30 la ty  K r e b s  i H e n s e l e i t  (26) wykazali ka ta ­
lityczną rolę cy tru liny  w syntezie mocznika. Potrzeba było jednak 20 lat 
badań do stw ierdzenia (18), że donorem  grupy karbam oilowej w syntezie 
cy tru liny  z orn ityny  jest karbam oilofosforan (CP) (I). W 1955 roku w p ra ­
cowni L i p m a n n a  (17) otrzym ano na drodze syntezy chemicznej sól 
dw ulitow ą karbam oilofosforanu zaw ierającą 60—80'% czystego składnika. 
W pięć lat później M e t z e n b e r g ,  M a r s h a l l  i C o h e n  (37) opra­
cowali m etodę p reparatyk i chemicznie czystego, krystalicznego karba­
m oilofosforanu w postaci soli dwuamonowej i dwusodowej.

o O
' II II

H 2N—C ~  O— P—O '

O
I

Związek ten  zawiera wysokoenergetyczne wiązanie fosforanowe, k tó­
rego energia jest w ykorzystyw ana w szeregu biologicznie ważnych prze­
m ian komórki. W ystępuje on w  w arunkach fizjologicznych w postaci dwu- 
anionu. W ysokoenergetyczne wiązanie karbam oilofosforanu, jak  w ykazały 
badania J o n e s  i L i p m a n n a  (19), jest o około 1,8 kkal wyższe od 
końcowego wiązania fosforanowego ATP. Własność ta  może tłum aczyć 
łatwość, z jaką przebiega synteza ATP z karbam oilofosforanu i ADP 
w obecności kinazy karbam inianow ej — enzymu w ystępującego u szere­
gu mikroorganizmów. Karbam oilofosforan jest bodaj jedynym  znanym  
niskocząsteczkowym związkiem o tak  wysokiej energii w iązania fosfora­
nowego, k tó ry  można otrzym ać na drodze chemicznej syntezy z nieorga­

* Doc., dr, docent Instytutu  B iochem ii i B iofizyki PAN, W arszawa. 
Stosow ane skróty: CP — karbam oilofosforan, AcG lu — N -acetyloglutam inian .
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nicznych składników. Poza tym  biosynteza karbam oilofosforanu jest jedy­
ną w swoim rodzaju przem ianą, k tóra łączy w sobie wiązanie C 0 2 i NH 3 

z równoczesną syntezą związku bogatego w energię.
Można przypuszczać, że w ykrycie chemicznej syntezy karbam oilo- 

fosforanu z nieorganicznych składników może w przyszłości odegrać isto t­
ną rolę w w yjaśnieniu dróg syntezy złożonych związków organicznych, 
które mogły dać początek pierw otnym  najprostszym  organizmom żywym 
na naszej planecie.

I. Drogi syntezy enzymatycznej

Poznano kilka dróg biosyntezy karbam oilofosforanu, zachodzącej przy 
udziale różnych substratów  i katalizowanej przez różne enzymy. Sub- 
stra tem  reakcji katalizowanej przez kinazę karbam inianow ą jest kwas 
karbam inowy, przez syntetazę karbam oilofosforanu — dw utlenek węgla 
i amoniak. Enzym y biorące udział w biosyntezie karbam oilofosforanu 
z innych substratów : asparaginy, puryn  i k rea tyn iny  nie zostały dotych­
czas wydzielone.

1. K inaza karbam inianow a (fosfotransferaza ATP: karbam ininian  EC 2.7.2.2.)

W ystępowanie kinazy karbam inianow ej stw ierdzili po raz pierw szy 
w 1955 roku J o n e s ,  S p e c t o r  i L i p m a n  (17,18) u Streptococcus 
faecalis. Chemiczna synteza karbam oilofosforanu i w ykrycie tego enzymu 
umożliwiły identyfikację tzw. „związku X ”, wyizolowanego w 1952 roku 
przez C o h e n a  i współpracowników (11) w trakcie badań nad syntezą 
cy tru liny  z orn ityny  w preparatach  z w ątroby  bydlęcej. Do syntezy k a r­
bamoilofosforanu przy udziale kinazy karbam inianow ej niezbędna jest 
obecność karbam inianu, ATP i jonów magnezu. Przem iana ta, przedsta­
wiona rów naniem  1 , jest odwracalna i równowaga jej jest przesunięta 
w kierunku syntezy ATP (4, 18, 19). Własność tę w ykorzystuje się przy 
stosowaniu układów wym agających system u regenerującego ATP (16, 38), 
jak również do otrzym yw ania znakowanych pochodnych nukleotydow ych 
wychodząc z 32P-karbam oilofosforanu (38).

Mg++
NH 2COO“ +  A T P ^ = ^ C P + A D P  1.

Kinaza karbam inianow a w ystępuje i u innych mikroorganizm ów, jak 
np. Streptoococcus lactis (40), Serratia marcescens (9), Pseudomonas, 
Clostridium, w drożdżach, Nostoc m uscorum  i N eurospora (6 ).

Z Serratia marcescens i Streptococcus faecalis otrzym ano częściowo 
oczyszczone p repara ty  kinazy karbam inianow ej (9, 38, 40). Mimo stosun­
kowo prostej procedury otrzym yw ania, brak jednak dotychczas system a­
tycznych danych o fizycznych i kinetycznych własnościach tego enzymu.
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Stwierdzono stabilizujący w pływ  0,5 M roztw oru siarczanu amonowego 
na częściowo oczyszczony p reparat kinazy karbam inianow ej (40). Enzym 
zinaktyw ow any w czasie dializy reaktyw uje się w środowisku 0,5 M siar­
czanu amonowego i jest bardziej odporny na ogrzewanie w tem peraturze 
do 60°. Czynnikiem  stabilizującym  są jony siarczanowe. O ptym alne w a­
runki dla działania kinazy karbam inianow ej są następujące: pH  w grani­
cach 8,5—8,8  dla syntezy karbam oilofosforanu i 7,4 dla reakcji w k ierun ­
ku odwrotnym , stężenie jonów magnezu od 1 X 10~ 3 do 2  X 10“3 M, 
ATP 4 m-M, NaHCOg 50 jiM, NH 4C1 IOOmM (4).

2. Syntetaza karbam oilofosforanu (fosforansferaza ATP: karbam inian (defosforylu-
jąca) EC 2.7.2.5.)

Syntetaza karbam oilofosforanu została w ykryta przez C o h e n a  
i współpracowników (5, 10) w w ątrobie ssaków dużo wcześniej niż kina- 
za karbam inianowa. Nie zdołano jednak wówczas zidentyfikować pow sta­
jącego produktu, stwierdzono jedynie, że do syntezy cy tru liny  z ornityny 
w preparatach  z w ątroby  ssaków niezbędna jest poza ornityną obecność 
amoniaku, jonów węglanowych, magnezu, ATP i specyficznej pochodnej 
kwasu glutaminowego, która później okazała się N -acetyloglutam inianem  
(AcGlu).,

Po w ykryciu w 1955 roku kinazy karbam inianow ej i otrzym aniu syn­
tetycznego karbam oilofosforanu (17) grupa C o h e n a  rozpoczęła syste­
m atyczne badania nad mechanizmem syntezy tego związku u zwierząt 
ureotelicznych. W ynikiem  tych badań było stw ierdzenie, że droga syn­
tezy karbam oilofosforanu u tych  zwierząt różni się od drogi stw ierdzonej 
przez grupę L i p m a n n a  u m ikroorganizm ów (35). W odróżnieniu od 
reakcji katalizowanej przez kinazę karbam inianową, reakcja katalizow a­
na przez syntetazę karbam oilofosforanu zużywa 2 mole ATP i wymaga 
obecności N -acetyloglutam inianu. L-Glutam inian, a-ketoglutaran, g luta- 
ran  i L-2 -hydroksyglutam inian są w tym  układzie współzawodniczymi 
inhibitoram i N -acetyloglutam inianu (7). Syntezę tę można przedstawić 
rów naniem  2 .

NH 4 +  HCO3 +  2ATP ♦ CP +  2ADP +  P 2.
A cG lu

W ykazano również, że synteza ta  jest dwustopniow a i zaproponowano n a­
stępujący schem at przem ian (równania 2a i 2b) (35).

ATP +  COa— -----» ADP +  P +  „aktyw ny CO2“ 2a.
A cG lu ^

M g++
ATP +  „aktywny C 0 2 +  NH 4 ; = = ±  ADP +  CP 2b.

A cG lu

Jak  widać reakcja 2a jest nieodw racalna, a reakcja 2b — odwracalna, 
wym aga jednak do przebiegu w k ierunku odw rotnym  50-krotnie wyższe­
go stężenia enzymu.

A ktyw atoram i syntezy karbam oilofosforanu w preparatach  i tkankach
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zwierzęcych mogą być N-acetylo-, N-chloroacetylo-, N-karbam oilo-, N- 
-propionylo- i N-form ylo-pochodne kwasu glutaminowego, jednakże jedy­
nym  natu raln ie  w ystępującym  aktyw atorem  tej syntezy jest N-acetylo- 
glu tam inian (14).

Zarówno m echanizm  syntezy karbam oilofosforanu w  obecności synte- 
tazy karbam oilofosforanu, jak i katalityczna rola N -acetyloglutam inianu 
w tej przem ianie nie zostały dotąd dokładnie wyjaśnione.

Zastosowanie lsO-wody i lsO-kwaśnego w ęglanu (20, 36, 44) wykazało, 
że bezpośrednim  donorem  atom u tlenu grupy fosforanowej karbam oilo­
fosforanu nie jest 180-w ody, lecz raczej jonu węglanowego. Na podstaw ie 
tych wyników J o n e s  (21) proponuje m echanizm  syntezy karbam oilo­
fosforanu, podany na schemacie 1.

W tym  ciągu reakcji karboksyacetyloglutam inian (III) jest w edług 
Jones (21) hipotetycznym  związkiem pośrednim  przem ian, w k tórych n a j­
pierw  ma miejsce fosforylacja dw uw ęglanu przy udziale ATP do karbo- 
ksylosforanu (II) i ADP, przy czym bezwodnikowy atom  tlenu  pochodzi 
z węglanu. Drugim etapem  tej przem iany jest przeniesienie reszty w ę­
glanowej na N -acetyloglutam inian z uwolnieniem  ortofosforanu. Pow sta­
ły karboksyacetyloglutam inian (III) w  trzecim  etapie w ym agającym  
udziału drugiej cząsteczki ATP ulega fosforylacji do hipotetycznej po­
chodnej fosforanowej karboksyacetyloglutam inianu (IV), k tó ra  ulega amo- 
nolizie z w ytw orzeniem  karbam oilofosforanu i uwolnieniem  acetyloglu- 
tam inianu.

J o n e s  i S p e c t o r  (20) sugerują, że „aktyw ny C 0 2” pojaw iający 
się w pierwszym  etapie syntezy mógłby mieć budowę V lub VI i pow sta­
wać zgodnie z rów naniem  3.
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OH COOH

I I 
o = c  c h 2 

I I
0  CH2

1 I+ H20 lub HsC—C=N—CH + H 2O 3.
I
COOH

VI

W związku V przyłączenie węglanu następowałoby do atomu azotu 
amidowego, w związku VI — do atom u tlenu  reszty acetylowej N-acetylo- 
glutam inianu.

W inny  sposób niż Jones i Spector tłum aczą udział N-acetylopochod- 
nych w reakcji katalizow anej przez syntezę karbam oilofosforanu S c h o o- 
l e r ,  F a h i e n  i C o h e n  (46). Stw ierdzili oni, że 2-acetoksyglutaran 
(VII) jest rów nie dobrym  aktyw atorem  tej syntezy jak i acetyloglutam i- 
nian, jakkolw iek nie zawiera atom u azotu. Fakt ten  wyklucza udział 
związku o budowie V proponowanego przez Jones i Spectora.

Z badań kinetycznych wynika, że związek aktyw ujący syntetazę k a r­
bam oilofosforanu m usi zawierać łańcuch pięciowęglowy glutaranu z ża­
cy lowanym  podstaw nikiem  w położeniu a w stosunku do jednej z grup 
karboksylowych. Ogólną struk tu rę  aktyw atora F a h i e n ,  S c h o o l e r ,  
G e h r a d  i C o h e n  (7) przedstaw iają wzorem VIII.

O c o o  o  c o o “
II I II I

CH3—C—O—CH R—C—X—CH
I I

(CH2)2 (CH2)a
I I
COO“ COO“

vii vm

Jedynie L-izom ery mogą być aktyw atoram i. Aktywność i stopień zwią­
zania enzym u z aktyw atorem  wzrasta, jeśli R jest grupą m etylową. 
Jeśli R jest grupą am inową jak np. w karbam oiloglutam inianie, to zw ią­
zek jest aktyw ny, ale wartość Kra wzrasta, podczas gdy w artość V max 
maleje. Jeśli R jest N H j—CH2— jak w glicyloglutam inianie, to związek 
taki jest inhibitorem  syntetazy karbam oilofosforanu ze stałą inhibicji po- 
pów nyw alną z Kra karbam oiloglutam inianu. Jeśli X jest atom em  tlenu  
jak w przypadku 2-acetoksyglutaranu, obserw uje się wzrost wartości K m  
w porów naniu z reakcją z N-acetyloglutam inianem . Jest to jedyna w ykry ­
walna zmiana w reaktyw ności obu tych związków w reakcji katalizow a­
nej przez syntetazę karbam oilofosforanu.

W dalszych badaniach kinetycznych nad syntetazą karbam oilofosfo­
ranu z w ątroby  żaby F a h i e n  i C o h e n  (8 ) stw ierdzili, że w  enzymie 
tym  w ystępują  dwa różne kinetycznie aktyw ne punkty  wiązania ATP.

7 P o s tę p y  B io c h e m ii http://rcin.org.pl
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W pierwszym  z nich ATP wiąże się w nieobecności N -acetyloglutam inia- 
nu, jednak obecność tego związku zwiększa stalą dysocjacji ATP w tym  
punkcie. Drugi ak tyw ny pu n k t wiązania ATP wym aga uprzedniego p rzy ­
łączenia N -acetyloglutam inianu.

Przem iana jednej cząsteczki ATP do AD P w syntezie jednej cząsteczki 
karbam oilofosforanu przy  udziale syntetazy  karbam oilofosforanu m a 
miejsce w czasie aktyw acji węglanu, drugiej — w  czasie fosforylacji „ak­
tywnego C 0 2”. Jony amonowe ham ują pierwszą przem ianę, a przyśpie­
szają drugą. W obecności jonów amonowych stała Michaelisa w iązania 
N -acetyloglutam inianu ma tę samą w artość liczbową co stała dysocjacji 
kom pleksu enzym -acetyloglutam inian, a stała M ichaelisa wiązania ATP 
w pierwszym  aktyw nym  punkcie (aktyw acja COz) jest rów na w artości 
stałej dysocjacji kom pleksu enzym-ATP. W nieobecności jonów amono­
w ych stałe M ichaelisa dla ATP w obu aktyw nych punktach są identyczne.

Jeszcze inną in terp re tac ję  udziału N -acetyloglutam inianu w reakcji 
zachodzącej przy udziale syn te tazy  karbam oilofosforanu w ysunęła 
w 1961 roku grupa C o h e n a  (30). Przypuszczają oni, że związek ten  nie 
uczestniczy w przem ianie jako przejściow y substrat, lecz ak tyw uje syn- 
tetazę karbam oilofosforanu drogą indukcji zm ian konform acyjnych trze­
ciorzędowej s tru k tu ry  enzymu z form y nieaktyw nej w aktyw ną.

Najlepszym  źródłem  syntetazy  karbam oilofosforanu jest w ątroba ża­
by (29). Enzym ten otrzym any z w ątroby  bydlęcej jest bardzo labilny 
i tru d n y  do oddzielenia od innych enzymów, a szczególnie miokinazy, 
k tóra przeszkadza w badaniach kinetycznych (34). Toteż badania fizycz­
nych i chem ic^iych własności syntetazy  karbam oilofosforanu prowadzo­
no głównie na enzymie z w ątroby  żaby, oczyszczonym w 90% (7, 8 , 30). 
Tak oczyszczona syntetaza karbam oilofosforanu ma stałą sedym entacji 
S20w równą 1 1 ,2 , punkt izoelektryczny w pH  6 , 5, masę cząsteczkową 
315 000. Z m asy cząsteczkowej i m aksym alnej specyficznej aktyw ności 
wyliczono, że aktywność m olekularna jest równa 840 moli syntetyzow a­
nego karbam oilofosforanu na mol enzymu w ciągu 1 m inuty  w 37° (30). 
Obliczono, że mol enzym u wiąże około 0,03 mola L-N -acetyloglutam inia- 
nu. Stosując hydroksybenzoesan rtęciow y w ykazano obecność 41—44 
grup SH na mol enzymu. P reinkubacja z acetyloglutam inianem  lub kar- 
bam oiloglutam inianem  zmniejsza ham ujący aktywność enzymu wpływ  
hydroksybenzoesanu rtęciowego. Obecność jonów K + w m ieszaninie inku- 
bacyjnej zwiększa powinowactwo syntetazy  karbam oilofosforanu do jo­
nów NH4+, c o  ma fizjologiczne uzasadnienie, związane ze stosunkowo 
niskim  poziomem am oniaku w  w ątrobie i jego toksycznością dla orga­
nizmu. Optimum  pH  dla syntetazy  karbam oilofosforanu z w ątroby  żaby 
wynosi 7,2—7,4.

http://rcin.org.pl



m K A R B A M O IL O F O S F O R A N 491

3. Syntetaza karbam oilofosforanu w ym agająca obecności L -glutam iny jako donora
azotu

W 1962 roku L e v e n b e r g  (27) wykazał, że specyficznym donorem 
azotu w syntezie grupy karbam oilowej cy tru liny  u Agaricus bisporus jest 
L-glutam ina. To samo stw ierdził K l e c z k o w s k i  (24, 25) badając dro­
gę biosyntezy grupy karbam oilowej cy tru liny  w hom ogenatach z kiełków 
grochu oraz w wyciągach z proszków acetonowych otrzym anych z k ieł­
ków grochu.

Na podstawie wyżej przytoczonych danych należało przyjąć możli­
wość w ystępow ania trzeciej drogi syntezy karbam oilofosforanu, w k tó­
rej specyficznym donorem  azotu jest grupa amidowa L-glutam iny. Droga 
ta  jest typowa dla wyższych grzybów (27) oraz jak  w ykazały badania 
K l e c z k o w s k i e g o  (25) również dla roślin wyższych. Enzym biorący 
udział w tej przem ianie nazwano również syntetazą karbam oilofosfora­
nu (2 1 ).

Nie stw ierdzono zasadniczych różnic w  zapotrzebow aniu na substra ty  
i ak tyw atory  dla preparatów  syntetazy karbam oilofosforanu z grzybów
i roślin wyższych. Optim um  pH  dla enzym u z obu źródeł mieści się w g ra­
nicach pH  7,4-7,7, D -glutam ina nie może zastąpić L-formy. W badaniach 
L e v e n b e r g a  (27) z p reparatem  z A. bisporus w optym alnym  pH, ak­
tywność syntezy cy tru liny  przy udziale jonu amonowego wynosiła za^- 
ledwie 1/16 aktyw ności otrzym yw anej p rzy  udziale L-glutaminy, zaś 
L-asparagina, jak  również pochodne L-glutam iny nie brały  udziału w tej 
reakcji. W podobnych badaniach na wyciągach z proszku acetonowego 
otrzym anego z kiełków grochu (25) stw ierdzono, że L-asparagina w yka­
zuje 30% aktywności L-glutaminy, a jon amonowy 9— 12%. Am idy kw a­
su benzoesowego, mrówkowego i bursztynow ego nie mogą zastąpić L - g l u ­

tam iny. O ptym alne stężenie L-glutam iny dla enzymu roślinnego wynosi 
10 M-M/ml. Wyższe od optym alnego stężenie L-glutam iny nie w pływ a-na 
szybkość reakcji. Dla aktyw ności obu preparatów  niezbędna jest obecność 
jonów M g++. Ich optym alne stężenie dla p repara tu  z roślin wynosi
15 M-M/ml, zaś inne dw uw artościow e kationy  w  tym  stężeniu dają: 
M n++— 25'%, Co++— 13%, N i++— ślady, M g++ +  Co++— 50%  ak tyw ­
ności w porów naniu z M g++ (25). W preparacie  z A. bisporus jony Co+ 
w stężeniu 6  X 10— 3 M zwiększają dw ukrotnie aktyw ność syntezy cy tu- 
liny  w  porównaniu z jonam i M g++, jony F e ++ dają 45%, jony M n++ — 
15% aktywności, a jony C a++, N i++ i Z n++ nie ak tyw ują wcale enzy­
mu (27). Poza tym  w przeciw ieństw ie do p repara tu  roślinnego jony F~ 
znacznie stabilizują enzym  z A. bisporus. Jak  w ynika z badań L e v e n ­
b e r g a  (27) żaden ze znanych nukleotydów  tró j fosforanowych nie może 
zastąpić ATP w  tej przem ianie.
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4. Inne m ożliw e drogi

Wykazano, że asparagina zdolna jest reagować z a-ketokw asem  dając 
w w yniku kwas a-ketobursztynam ow y (IX) zgodnie z rów naniem  4.

CO—NH2 CO—NH.
I I

c h 2 c h 2
I I
CHNHs 4- RCOCOO“ C =0 + R—CH—COÔ  4.
I I 1 +COO" COO' n h 3+

IX

C o h e n (6 ) sugeruje możliwość fosforolitycznego rozpadu kwasu a-ke- 
tobursztynam owego do pirogronianu i karbam oilofosforanu według rów ­
nania 5.

CO—n h 2
I

c h 2 c h 2
I I
C= 0  +  HPO42 —> C= 0  + CP 5.
I I

COO" COOH
IX

Pirogronian może być przekształcony w  szczawiooctan, a ten  z kolei 
w asparaginian. W ten  sposób istn iałaby cykliczna przem iana, k tó ra  mo­
głaby służyć do regeneracji karbam oilofosforanu z COz i amoniaku. Su­
gestia ta  wym aga jednak eksperym entalnego potw ierdzenia.

V a l e n t i n e  i W o l f e  (49, 50) podają, że Streptococcus allantoicus 
zdolny jest rozkładać allantoinę (X) do karbam oilofosforanu i kwasu oksa- 
mowego (XIV) (schemat 2). Produktam i pośrednim i byłyby: kwas allan- 
toinowy (XI), glioksylomocznik (XII) i kwas karbam oilooksam owy (XIII).

O H
II I

n h 2 c—n  n h 2 n h 2 n h 2
I I \  \  I I

0=C  C = 0  —> 0=C  COOH c = 0 —>0—C COOH (NAD)
\  I /  I I II I I
HN—C—N HN------ C------- NH N—C—OH

I I  I I I
H H H H H

x  x i  xn
O O O  NH,
II II II I

NHi—C—NH—C—C—OH +  H 3PO 4 ^  CP +  C =0

lub

COOH
XIII XIV

NH 2 COOH
/  I

0 = C  + C H O
\

n h 2
Schem at 2. M echanizm  rozkładu a ll an toiny do karbam oilofosforanu i kw asu

oksam ow ego (wg 49, 50)
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Możliwość fosforolitycznego rozpadu kwasu karbamoilooksamowego 
(oksalurowego) do karbam oilofosforanu stw ierdzono w szeregu tkanek 
włącznie z w ątrobą gołębia i szczupaka (6 ). Nie w ykryto  tej przem iany 
w tkankach ssaków. Jeśli się uwzględni, że ani w  w ątrobie gołębia, ani 
też szczupaka nie udało się w ykryć kinazy karbam inianow ej ani też syn­
tetazy  karbam oilofosforanu (48), a w ykryto  aktyw ną karbam oilotransfe- 
razę asparaginianową, to synteza karbam oilofosforanu na drodze rozkładu 
kw asu moczowego poprzez allantoinę nabiera szczególnego znaczenia dla 
tych organizmów. Tą drogą bowiem są one zdolne do zabezpieczenia syn­
tezy  kwasu karbam oiloasparaginowego, niezbędnego ogniwa w syntezie 
pirym idyn.

S z u l m a j s t e r  (48) stw ierdził, że wyciągi z Eubacterium  sarcosino- 
genum  są zdolne rozkładać k reatyninę (XV) z w ytw orzeniem  karbam oilo­
fosforanu i sarkozyny (XVI) zgodnie z rów naniem  6 .

y N H —CO ^
H N = C  j +  H P O i3 — > C P +  N H 2+— C H 2—COO~ +  N H 3 6. 

-----CH*
I

c h 3
XV XVI

Pośrednie stopnie przem iany nie zostały dotąd w ykryte, stwierdzono 
jednak, że atom  węgla grupy guanidynow ej k rea tyn iny  zostaje wbudo­
w any do karbam oilofosforanu.

K l e c z k o w s k i  (24) sugeruje możliwość udziału mocznika w syn­
tezie karbam oilofosforanu. Działaniem ureazy ulegałby on rozkładowi 
do am oniaku i karbam ininianu, a ten z kolei m ógłby ulegać fosforylacji 
w reakcji podobnej do reakcji syntezy karbam oilofosforanu katalizowa­
nej przez kinazę karbam inianow ą. Sugestia ta  w ym aga eksperym ental­
nego potwierdzenia.

II. Rola w metabolizmie

Jak  już wspom niano karbam oilofosforan jest donorem  grupy karba- 
moilowej w syntezie szeregu związków. Enzym y uczestniczące w tych 
przem ianach nazwano karbam oilotransferazam i. Pierw szym  w ykrytym  
enzymem z tej grupy jest karbam oilotransferaza om itynow a (karbamo- 
ilo transferaza karbam oilofosforan:L-ornityna EC 2.1.3.3) katalizująca syn­
tezę cy tru liny  zgodnie z rów naniem  7 (3, 11, 43).

NH3 NH2 
I I 

(CH2)3 c = o
I I

H2N—CH + C P ^  NH +  H0P032 +  H+ 7. 
! I 

COO (CH2)3 
I 

+H3N—CH

COO“
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Enzym ten w ykryto  u zw ierząt ureotelicznych (2), roślin (23, 45) i m i­
kroorganizm ów (6 ). Nie stw ierdzono jego obecności w w ątrobie ptaków , 
większości ryb i gadów (6 ).

C ytrulina jest związkiem pośrednim  w  cyklu ornitynow ym  — w ażnym  
ogniwie ogólnej przem iany azotowej u zw ierząt ureotelicznych, za po­
średnictw em  którego organizm  w ydala nadm iar niezm etabolizowanego, 
toksycznego dla organizm u amoniaku w postaci mocznika (22). Jest rów ­
nież ogniwem cyklu ornitynowego u roślin odgryw ającego w tych  orga­
nizmach inną rolę niż u zw ierząt (24). Jest wreszcie substra tem  w syn te­
zie argininy, będącej składnikiem  białek.

Drugim  niem niej istotnym  enzymem z te j g rupy  jest karbam oilotrans- 
feraza asparaginianowa (karbam oilotransferaza karbam oilofosforan: Lr 
-asparaginian EC 2.1.3.2), k tóra przenosi grupę karbam oilow ą na kwas 
L-asparaginow y w edług równania 8 .

COO” n h 2 c o c t
I I I

c h 2 c= o c h 2
1 * 1 1  +H 3N—CH + C P — >  N ------- CH +H O P O s2 +  H+ 8.
1 I I
COO" H COCT

W ytw orzony karbam oiloasparaginian jest p rekursorem  kwasu oroto- 
wego, ważnego ogniwa na drodze syntezy p irym idyn (41, 52). K arbam oilo­
transferaza asparaginianowa jest enzymem szeroko rozpowszechnionym 
w świecie organizmów żywych (6 , 31). S h e p h e r d s o n  i P a r d e e  
(47) otrzym ali ją  w postaci krystalicznej z indukow anego szczepu E. coli.

Enzym przenoszący grupę karbam oilową z karbam oilofosforanu na 
kw as oksamowy z w ytw orzeniem  kwasu karbam oilooksam owego wyizolo­
w ali V a l e n t i n e  i W o l f e  (49, 50) z Streptococcus allantoicus (rów­
nanie 9).

o o o o o 
¡I II Mg++ Ij || ||

HO—C—C—N H S +  CP HO—C—C—N—C—N H 2 +  HOPOä* +  H + 9.
I

H

W przeciw ieństw ie do karbam oilotransferazy asparaginianow ej i orni- 
tynow ej enzym ten  wym aga obecności jonów M g4 '1' (50).

K arbam ylację ß-alaniny do kwasu ß-ureidopropionowego (karbamoilo- 
-ß-alaniny) wykazali G r i s o l i a  i W a l l a c h  (12) w m itochondriach 
w ątroby  szczura oraz wyciągach bakteryjnych, (równanie 1 0 ).

O
II ' .

h 2c—n h 2 h 2c—n h —c—n h 2

c h 2 + c p ^ h 2c  + p  10.
I I

COOH COOH
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Poza karbam oilotransferazą asparaginianową, dla której nie w ykazano 
możliwości odw racalnej reakcji, w szystkie omówione transferazy  zdolne 
są katalizować zarów no syntezę związków karbam oilopochodnych z k a r­
bam oilofosforanu i odpowiedniego akceptora grupy karbam oilowej, jak  
również rozkładać te  związki do produktów  wyjściowych. Własność ta 
m a bardzo isto tne znaczenie dla szeregu m ikroorganizm ów zawierających 
kinazę karbam inianow ą.

Jak  już wspom niano kinaza karbam inianow a ma przesuniętą równo­
wagę zarówno kinetycznie, jak i term odynam icznie w kierunku syntezy 
ATP (19), co um ożliw ia m ikroorganizm om  zawierającym  ten enzym  w y­
korzystanie do syntezy ATP z ADP energii karbam oilofosforanu pow­
stałego w w yniku rozpadu związków karbam oilowych, takich jak  cy tru - 
lina, kw as karbam oilooksam ow y i karbamoilo-(3-alanina.

W ykorzystując ten  mechanizm Streptococcus faecalis, k tó ry  nie jest 
zdolny do syntezy arg in iny  z cytruliny, rozkłada argininę z podłoża

n h 2 n h 2
I H ,0  I HOPO ; 2 ADP

ę =NH W "  ? = °  cp ATP + NH.COO-
NH NH4 h  NH2~ R
I I
R R

R=(CH2)3—CH—COOH
I

NHi

Schem at 3. M echanizm  rozkładu argininy przez Streptococcus faecalis  (wg 1, 51)
1 — d e z im id a z a  a rg in in o w a ,  2 — k a r b a m o i lo t r a n s f e r a z a  o rn i ty n o w a ,  3 — k in a z a  k a r b a m in ia n o w a

[ U ]  K A R B A M O IL O F O S F O R A N  4 9 5

zużytkow ując energię wytworzonego karbam oilofosforanu do syntezy ATP 
według schem atu 3 (I, 51).

W podobny sposób Eubacterium  sarcosinogenum  w ykorzystuje do re ­
generacji ATP karbam oilofosforan pow stały w w yniku rozpadu k rea ty ­
niny (48), a Streptococcus allantoicus — z rozpadu kwasu karbam oilo- 
oksamowego (49, 50).

W ydaje się, że poznane dotychczas przem iany, w których bierze udział 
karbam oilofosforan, nie w yczerpują jego roli w metabolizmie. J o n e s  
(2 1 ) sugeruje możliwość reagowania karbam oilofosforanu z hydroksylo­
wym i grupam i z w ytw orzeniem  uretanów , jak  również z grupam i am i­
nowymi z w ytw orzeniem  ureidozwiązków. W przyrodzie znane są dwa 
związki O-karbam oilowe (grupa karbam oilowa połączona przez tlen). Są 
to karbam oilo-D -seryna (XVII) w ykry ta  u Streptom yces  (13) oraz an ty ­
biotyk novobiocyna produkowana przez Streptom yces spheroides i niveus  
(15). W edług sugestii L y n e n a  karbam oilofosforan uczestniczy w  syn­
tezie biotyny będąc donorem grupy ureidowej tego związku.
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N H 2
I c=o
0
[

c h 2

H 2N—CH
1

COOH
xvn

Jeśli się uwzględni, że karbam oilofosforan w ykryto  dopiero przed 
1 0  laty, można się spodziewać w niedalekiej przyszłości rozszerzenia n a ­
szych wiadomości o jego udziale w dalszych biologicznie ważnych prze­
m ianach komórki.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

G RZEGORZ R A C ZYŃ SK I*  i BO G U SŁAW  ZBIKOW SKI**  

Lipoaminokwasy i lipopeptydy

Lipo-amino acids and lipo-peptides

The occurence and structure o f lipo-am ino acids and lipo-peptides as w ell 
as their presum able sign ificance. in  nature are review ed .

W 1939 roku C h r  i s t  e n s e n (7) oraz F o l c h  i V a n  S l y k e ( 1 2 )  
ekstrahując osocze krw i rozpuszczalnikam i organicznymi, takim i jak  
e te r etylow y i naftow y zauważyli, że n iektóre am inokwasy przechodzą 
do fazy organicznej w raz z lipidami. Fakt ten  tłum aczono początkowo 
błędam i m etodycznym i, jak  również zdolnością rozpupszczania amino­
kwasów przez n iek tóre  lipidy. W 1950 roku W y n n  i W i l l i a m s  (60) 
badając skład am inokwasowy osocza krw i ludzkiej stw ierdzili, że oko­
ło 2 0 °/o azotu aminowego w ystępuje w  jego frakcji lipidowej i że dializa 
m ateriału  lipidowego n ie usuwa: seryny, glicyny, waliny, leucyny, kw a­
su asparaginowego i kwasu glutaminowego.

Zjawisko w ystępow ania w tłuszczowcach aminokwasów różnych od se­
ryny  wywołało duże zainteresowanie. Zagadnienie to  stało się przedm io­
tem  licznych badań, k tó re  doprowadziły do w yodrębnienia i scharakte­
ryzowania kilku typów  połączeń lipoaminokwasowych. Ogólnie, połącze­
nia te  można podzielić na lipoam inokwasy i lipopeptydy.

I. Lipoaminokwasy

Nazwę lipoaminokwas przypisuje się związkom, posiadającym  charak­
terystyczne własności fizyczne lipidów i zaw ierającym  pojedynczy am ino­
kwas połączony z częścią lipidową za pomocą grupy aminowej lub k a r­
boksylowej.

Tworzenie się lipoaminokwasów stw ierdzono w licznych preparatach  
tkanek i u mikroorganizmów. H e n d l e r  badał ich pow staw anie 
w skraw kach jajowodu kurzego (24, 25), G a b y  i współpracownicy (14, 
15, 16) w Pénicillium  chrysogenum , kom órkach nowotworowych i w ątro ­
bie, a H u n t e r  (32, 33, 34) — w protoplastach Bacillus m egaterium . 
Badania prow adzone przy użyciu radioaktyw nych aminokwasów dodawa­
nych do preparatów  kom órkowych w w arunkach sprzyjających m eta­

* Mgr, asystent K atedry Chem ii Ogólnej A kadem ii M edycznej w  W arszawie.
** Mgr, asystent tej samej K atedry.
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bolizmowi w ykazały w ystępowanie radioaktyw ności w surow ych lub  
oczyszczonych frakcjach ekstrahujących się rozpuszczalnikam i lipido­
wymi. Po hydrolizie frakcji lipidowej odzyskiw ano znaczone am inokw a­
sy w niezmienionej postaci.

W ykryto dwa rodzaje naturalnych  lipoaminokwasów: estry  am ino- 
kwasowe fosfatydyloglicerolu i N-acyloaminokwasy.

1. Estry am inokw asow e fosfa tyd y log licero lu

W 1962 roku badaczka angielska M a c f a r l a n e  (42) wyizolowała 
połączenia lipoaminokwasowe z hodowli Clostridium  welchii. Rozdziela­
jąc ekstrak t lipidowy bakterii na kolum nie z kwasu krzemowego przy  
w zrastającym  gradiencie stężenia m etanolu w  chloroform ie o trzym ała 
ona kilka frakcji fosfolipidowych, w których stosunek N:P wynosił 1:1. 
Podczas chrom atografii na bibule nasyconej kwasem  krzem owym , w ukła­
dzie: dwuizobutyloketon:kwas octowy:woda (40:20:3) wykazano, że w szy­
stkie te frakcje zaw ierają substancję lipidową o w artości R F zbliżonej 
do R f fosfatydyloglicerolu oraz reagują z ninhydryną. Widmo w pod­
czerwieni wydzielonych frakcji różniło się znacznie od w idm a fosfatydy­
loglicerolu wyizolowanego poprzednio przez badaczkę z Micrococcus lyso- 
deikticus  (40). A lkaliczna hydroliza przeprowadzona w bardzo łagodnych 
w arunkach dała glicerylofosforyloglicerol i aminokwasy, głównie: orni- 
tynę, lizynę i alaninę. Badanie zmian ilościowych P  i N podczas w ytrząsa­
nia roztw oru eterowego lipidu z rozcieńczonymi roztw oram i w odorotlen­
ku sodowego lub amonowego wykazało, że jednocześnie z uwolnieniem  
się aminokwasu (ubytkiem  azotu aminowego w fazie organicznej) nastę ­
puje w ytw arzanie się układu dwuglikolowego, zdolnego do w ytw arzania 
aldehydu mrówkowego pod działaniem  kwasu nadjodowego (tablica 1 ).

T a b l i c a  1

Rozkład estrów  am inokw asow ych fosfatydyloglicerolu  w  środow isku zasadow ym
(wg 42)

Doświadczenie
nr

Czynnik
hydrolityczny Czas

Składniki fazy eterowej 
w  ¡¿molach

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

15 „ 2,00 0,64 1,22
30 „ 1,58 0,43 1,06

O trzym ana pochodna DNF-lipidu uw alnia DN F-am inokwas w w y­
niku ogrzewania z 2°/o-owym roztw orem  K 2C 0 3, co wskazywało na is t­
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nienie wiązania estrowego pomiędzy aminokwasem  i I-rzędową gru­
pą alkoholową fosfatydyloglicerolu.

Na podstaw ie omówionych wyników M a c f a r l a n e  zapropono­
w ała dla w ydzielonych związków wzór I, w którym  Ri i R2 odpowiadają 
łańcuchom  węglowodorowym kwasów tłuszczowych, a R 3 — reszcie spe­
cyficznej aminokwasu. Q

c h 2—o —C

^ R i

I Z 3
CH—O—C

CH2—O ^  ¿ o  
p

CH2—o /  ^ o h
I

CH—OH

I />
CH2—O—C -C H ------R 3

I
n h 2

Podobne połączenia wyizolował H o u t s m u l l e r  i V a n  D e e -  
n  e n (30) z Bacillus cereus hodowanego na pożywce, do której dodano 
prom ieniotw órczy kwas ortofosforowy. D w ukrotny rozdział wyciągu 
lipidowego bakterii przeprow adzony na kolum nie z kwasu krzemowego 
w edług m etody opisanej przez H a v e r k a t e ,  H o u t s m u l l e r a
i V a n  D e e n e n a  (20), dał chrom atograficznie jednorodną substancję, 
k tó ra  zawierała znakowany 32P  i reagowała z ninhydryną. Ujemna reakcja 
z nad jodanem  wskazywała na brak w badanym  związku układu dwugliko- 
lowego. W w yniku alkalicznej i kwaśnej hydrolizy (5) związek ten  ulegał 
rozszczepieniu do glicerylofosforyloglicerolu, fosforanu glicerolu i o rn ity - 
ny. Lipoaminokwasowi otrzym anem u z B. cereus H outsm uller i Van 
Deenen przypisują budowę II, popartą doświadczeniem modelowym i ba­
daniem  enzymatycznym .

http://rcin.org.pl



5 0 2 G. R A C Z Y Ń S K I I B. Ż B IK O W S K I [4 ]

Nie znaleziono dotychczas w ystarczających dowodów, k tóre potw ier­
dziłyby w ystępow anie dwóch rodzajów estrów  am inokwasowych fosfa- 
tydyloglicerolu. Dotychczasowe dane nie pozwalają również na rozstrzyg­
nięcie, k tó ry  z dwóch proponowanych wzorów I czy II odpowiadałby 
rzeczywistej budowie tych połączeń.

W latach 1959— 1961 A x e l r o d ,  F u k u i  i H a i n i n g  (1, 13, 17, 
18) wyizolow ali z w ątroby szczura frakcję enzym atyczną, k tó ra  w obec­
ności akceptora lipidowego, takiego jak: kwas olejowy, kwas palm ityno­
wy lub a-m onooleinian, katalizow ała włączanie D,L-14C-fenyloalaniny oraz 
innych am inokwasów do frakcji lipidowej. O trzym ane w yniki włączenia 
znakowanej fenyloalaniny do różnych preparatów  lipidowych przedsta­
wiono w tab licy  2 .

W yniki te  były  trudne do in terp re tac ji ponieważ nie w skazyw ały jaki 
typ  reakcji katalizuje badany p repara t enzym atyczny. P róby chrom ato­
graficznego oczyszczenia produktu  wytworzonego z a-m onooleinianu i D,L- 
^14C -fenyloalaniny doprowadziły do wyizolowania nie zaw ierającej gli­
cerolu radioaktyw nej substancji, w której m olowy stosunek fenyloala­
n iny  do kw asu olejowego wynosił 1:1. W skazywało to, że badany pre­
para t enzym atyczny zawierał esterazę rozszczepiającą monooleinian, 
a w łaściw ą katalizow aną przecież reakcją jest w ytw orzenie N-acyloamino- 
kw asu (schem at 1 ).

2. N -acyloam inokw asy

T a b l i c a  2

W łączenie 14C -fenyloalan iny do czystych preparatów  lip i­
dow ych (wg 13)

Nazwa lipidu 14C-fenyloalanina włączona  
(impulsy/min)

Surow y ekstrakt lip idow y
a-M onooleinian
a-M onopalm itynian
T rójoleinian
Trójpaknitynian
K w as olejow y
K w as palm itynow y
L ecytyna

950
1670
535

25
25

2050
2315
1725

+  h 2o

Schem at 1. R eakcja am inokw asu z w yższym  kw asem  tłuszczow ym
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Słuszność wzoru, zaproponowanego dla wyizolowanej prom ieniotw ór­
czej substancji potwierdzono w następujący sposób. Ulega ona redukcji 
z glinowodorkiem  litu , dając po hydrolizie 2-am ino-3-fenylopropanol, zaś 
pod wpływem  karboksypeptydazy rozszczepia się do fenyloalaniny i kw a­
su olejowego. W ykazano również, że reakcja jest stereospecyficzna dla 
na tu ra lne j form y L-aminokwasu a fizostygm ina i dw uizopropylofluoro- 
fosforan ham ują jej przebieg.

Jakkolw iek opisane doświadczenia wskazały na możliwość biosyntezy 
ïn vivo  aminokwasów N-acylowanych wyższymi kwasami tłuszczowymi, 
to dopiero w 1963 roku badacze francuscy L a n e e l l e  M. A. i L a ­
n e  e 11 e G. (39) w yodrębnili związek o podobnej budowie. Podczas roz­
działu lipidów M ycobacterium  m etodą kolum nową na kwasie krzem owym  
wydzielili oni frakcję nie zaw ierającą fosforu, k tóra po hydrolizie uwol­
niła obok kwasów tłuszczowych ornitynę.

Widmo w podczerwieni tej frakcji wykazało obecność w iązania amido­
wego oraz łańcucha polimetylenowego. Połączenie między kwasem  tłusz­
czowym a aminokwasem  jest więc typu opisanego przez A x e l r o d a
i współpracowników.

II. Lipopeptydy

Zagadnienie lipopeptydów jest jeszcze m niej wyjaśnione niż zagad­
nienie lipoaminokwasów. W latach 1951— 1959 liczni badacze (2 , 4, 6 , 10, 
19, 22, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 55, 57, 58, 59) opisali w ystępow anie roz­
m aitych aminokwasów w hydrolizatach frakcji fosfolipidowych, sugeru­
jąc, że połączone peptydowo tw orzą one z lipidam i tak zwane lipopepty­
dy. Jedni z nich przyjm owali, że m iędzy dwoma głównymi składnikam i 
lipopeptydu w ystępuje połączenie typu jonowego, inni — typu  atomo­
wego.

W 1954 roku S c h r a d e ,  B e c k e r  i B o h l e  (52) badając lipidy 
surow icy krwi, w yodrębnili frakcję, w ytrącającą się acetonem  z roztwo­
ru  eterowego i charakteryzującą się wysokim stosunkiem  N :P wynoszą­
cym 5:1. Poddając tę frakcję badaniu chrom atograficznem u w układzie: 
butanol:kw as octowy:woda (4:1:5) rozdzielili ją na bibule na 4 n inhydryno- 
pozytyw ne pasma, k tóre barw iły  się również odczynnikiem  na cholinę
i reagow ały z czernią sudanową. Rechrom atografia w układzie: m etanol: 
kwas octowy:woda (98:1:1) pozwoliła na rozdzielenie pasma I (najm niej 
ruchliwego) na 5 frakcji, II na 3, III na 3, IV na 2 frakcje. Pełna hydro­
liza każdej z 13 tak  w yodrębnionych frakcji dała liczne am inokw asy (tab­
lica 3).

W peptydzie 4 stw ierdzono obecność glukozaminy. Zastosowanie dia­
lizy wobec wody wykazało, że z 13 peptydów  w ykrytych  początkowo, 
8  nie dializowało i poza nielicznym i w yjątkam i nie zm ieniły one swego 
składu aminokwasowego.
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W tym  samym  roku H a k o m o r i  (19) wyizolował z w ątroby  czło­
wieka lipopeptyd połączony z w ielocukrem , k tó ry  ham uje izoaglutynację 
erytrocytów . W edług tego badacza w związku tym  peptyd łączy się za 
pomocą C-końcowej grupy karboksylowej kwasu glutam inowego wiąza­
niem amidowym z grupą aminową fosfatydyloetanoloam iny, zaś za po-

T a b l i c a  3

W artości Rf lipopeptydów  surow icy krw i oraz ich skład am inokw asow y (w g 52)

Frakcja
Nr

Peptyd
Nr

U kład rozw ija­
jący: metanol: 
kw as octowy: 

woda ( 18: 1 : 1 )

Aminokwasy — Rodzaj

1 0,32 A sp-N H 2, Arg, Pro-OH, Pro, Fen, Tre

2 0,40 Asp, A sp -N H 2, A la, Fen, Ser, Wal, Arg, Leu, Pro

I 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 A sp-N H 2, Glu, Pro, iLeu, Fen

• 9 0,50 nor-Leu, nor-W al' Fen

m 10 0.70 A sp-N H 2, Asp, Ala, Ser, G lu-N H 2, Wal, Fen, Pro

11 0,85 A sp-N H 2, Asp, Ala, iLeu, nor-W al, nor-L eu, Fen

IV
12 < 0 ,5 Cys, Gli, Met, Ala, Fen

i 13 > 0 ,5 Cys, Ser, Gli, Tre, A la, Pro

mocą N-końcowej grupy, k tórą jest również cząsteczka kwasu glutam i­
nowego — z fragm entem  cukrowcowym.

Badania W e s t l e y a ,  W r e n a  i M i t c h e l l a  (55) nad fosfolipi­
dami w yodrębnionym i z Drosophila, jaja  kurzego, mózgu i nerki szczu­
ra, potw ierdziły występowanie lipopeptydów we frakcjach oczyszczonych 
za pomocą chrom atografii kolumnowej oraz elektroforezy. M etody te  
pozwoliły na usunięcie aminokwasów i peptydów nie związanych z lipi­
dami. Mimo to wydzielone frakcje  fosfolipidowe uw olniły po hydrolizie 
różne aminokwasy, np. z Drosophila: kw as asparaginowy, kw as glutam i­
nowy, cystynę, serynę, z jaja  kurzego: kwas asparaginowy, glutam inę, 
serynę, z mózgu szczura: kwas asparaginowy, kwas glutam inowy, serynę, 
a z nerki szczura: kwas asparaginowy, kwas glutam inowy, serynę i cy­
stynę.

W 1964 roku D e  K o n i g (38) oddzielił lipopeptydy Sardina ocella- 
ta od innych tłuszczowców m etodą chrom atografii kolumnowej na żelu
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krzemowym. Obecność składnika peptydowego wykazał on na drodze 
kwaśnej hydrolizy lipidów oraz badania zmian wolnego azotu aminowego 
przed i po hydrolizie. Działanie dw unitrofluorobenzenu na lipid i całko­
w ita hydroliza w kw asie solnym  dała DNF-pochodne seryny i etano- 
loaminy. E kstrakcja eterowego roztw oru fosfolipidów 0,1 N HC1 powo­
dowała przejście do roztw oru wodnego wszystkich ninhydrynopozytyw - 
nych związków oprócz dwóch wym ienionych, w skazując na ich nietrw ałe 
związanie z częścią lipidową. Na podstaw ie tych badań De Konig wnios­
kuje, że w  fosfolipidach istn ieją  wolne grupy aminowe seryny i etano- 
loaminy, a łańcuchy peptydow e łączą się z częścią lipidową wiązaniem  
jonowym.

Tak więc rodzaj w iązania m iędzy składnikiem  lipidowym  a peptydem  
w lipopeptydzie pozostaje nadal spraw ą dyskusyjną. W ydaje się, że w ią­
zanie to jest słabsze od atomowego, jednak na ty le  silne, że nie ulega ro­
zerw aniu w w yniku stosowania różnych układów rozpuszczalników w cza­
sie chrom atografii, dość szerokiego zakresu pH  w czasie elektroforezy, 
a zastosowanie dializy w skazuje na wielkocząsteczkowy charak ter tych 
połączeń.

III. Uwagi końcowe

W obecnej chwili możemy przyjąć istnienie połączeń aminokwasów
i peptydów  z tłuszczowcami za udowodnione. Synteza N-acyloam inokwa- 
sów odbywa się praw dopodobnie w żywej kom órce i nie wym aga ATP 
ani innych trójfosforanów  nukleozydów jako źródła energii. Przypuszcza 
się, że reakcja ta  jest typow a dla w ielu organizmów oraz przypisuje się 
jej rolę w usuw aniu szkodliwych wolnych kwasów tłuszczowych (44).

W 1964 roku H o u t s m u l l e r  i V a n  D e e n e n  (31) przypisali 
powstawanie estru  fosfatydyloglicerolu i lizyny u Streptococcus aureus 
reakcji katalizowanej przez nieznany dotąd układ enzym atyczny, którego 
optim um  działania przypada na pH  4,8—5,2. Gromadzenie się tego estru  
w pH  4,8 podczas w zrostu k u ltu ry  baktery jnej autorzy tłum aczą rolą 
fosfatydyloglicerolu w dostarczaniu lizyny do syntezy błody kom órko­
wej. Przypuszczenie to zgadza się ze spostrzeżeniem  M a c f a r l a n e  (44), 
która wykazała, że u G ram -dodatnich bakterii (Sarcina, Staphylococcus
i Lactobacillus), u których fosfatydyloglicerol jest podstawowym  fosfoli- 
pidem, tw orzenie estrów  am inokwasowych wiąże się ściśle z logarytm icz­
ną fazą wzrostu.

Istnieją również przypupszczenia, że połączenia lipoaminokwasowe od­
gryw ają rolę w transporcie aminokwasów przez błonę komórkową, względ­
nie biorą udział w syntezie białka (14, 15, 16, 24, 25, 26, 27, 28, 32, 33, 34). 
Brak jednak jest dostatecznych danych doświadczalnych na potw ierdzenie 
słuszności tych hipotez.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TO M ASZ G O ŁASZEW SKI*

Związki białkowo-cukrowcowe moczu ludzkiego

The Glycoproteins of Human Urine

Protein-carbohydrate com pounds of the hum an urine are review ed. Their 
properties, heterogenity  and possible functions are disscused.

W płynach ustrojow ych w ystępuje bogactwo związków o charakterze 
połączeń białek względnie peptydów  z cukrowcami. Znaczne ilości kom ­
pleksów białkowo-cukrowcowych znajdują się we krw i (12) oraz w tkance 
łącznej (58a). Znaleziono je jednak również i w innych płynach ustro jo­
wych, jak np. w płynie nasiennym  (4, 51, 95), ślinie (99), m leku (46) i po­
cie (89). Obfitym  źródłem  tych połączeń jest mocz. Jak  podają H a m e r -  
m a n ,  H a t c h ,  R e i f e  i B a r t z  (58), 80% ciał stałych niedializują- 
cych moczu ludzkiego stanow ią połączenia białkowo- lub peptydow o- 
-cukrowcowe. Podobną wartość podały M e j b a u m - K a t z e n e l l e n -  
b o g e n ,  M o r a w i e c k a  i D o b r y s z y c k a  (83), badając frakcję 
białkową moczu rozpuszczalną w kwasie sulfosalicylowym. Również 
B e r g g a r d  (10) podkreśla, że większa część substancji białkowych mo­
czu pozostaje w powiązaniu z cukrowcami. Jednakże dopiero od niedaw na 
daje się zauważyć szersze zainteresow anie związkami białkowo-cukrow - 
cowymi moczu. O trzym ane w yniki — podobnie jak  w yniki badań nad 
peptydam i moczu — są jeszcze zbyt rozbieżne i nie pozwalają na w y­
ciągnięcie jednoznacznych uogólnień. Przyczyną może być zarówno w iel­
ka heterogenność tych  związków, jak  i stosowanie różnorodnej techniki 
w ydzielania i oczyszczania, prowadzącej do otrzym yw ania bądź różnych 
m ieszanin, bądź destruktów  związków natyw nych.

I. Nazewnictwo

W moczu ludzkim  w ystępuje kilka grup związków, k tórych składnika­
mi są białka, w zględnie pep tydy  o różnej m asie cząsteczkowej oraz wę­
glowodany o różnym  składzie i o różnej długości łańcucha. Najogólniej

* Dr, st. asystent In sty tu tu  Biochemii i Biofizyki PAN, W arszawa.
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można te  związki podzielić na substancje dializujące i niedializujące (65, 
22), choć podział ten  będzie podziałem nieco arb itra lnym  — należałoby bo­
wiem sprecyzować jakość błony półprzepuszczalnej, użytej w danym  
przypadku (14). Typowe białka, w ykryw ane w moczu jak  album iny i glo­
buliny mogą być powiązane ze składnikam i węglowodanowym i (13, 54, 
74, 106, 107). Ich pozycja klasyfikacyjna nie nastręcza w zasadzie tru d ­
ności. Znacznie trudniej jest sklasyfikować białka o m niejszej od nich 
cząsteczce lub peptydy, połączone z cukrowcam i w przypadku, gdy skład­
nik cukrowcowy dom inuje nad peptydem .

Nazewnictwo poszczególnych klas związków białkowo-cukrowcowych 
ulegało licznym zmianom i do dziś nie jest sprecyzowane. Dlatego 
uwzględnione zostaną tylko najw ażniejsze propozycje.

Nazwą m ukopolisacharyd określił M e y e r  (cyt. wg 4) polisacharyd 
posiadający w  swym składzie heksozaminę. W edług tego au tora  kom pleksy 
m ukopolisacharydów z peptydam i, w k tórych zawartość heksozam in jest 
większa niż 4%>, stanow ią oddzielną klasę tzw. mukoidów lub m ukopro- 
teidów. Tego samego typu związki zaw ierające m niej niż 4'°/o heksozamin 
określił on m ianem  glikoproteidów. Do tej grupy należałyby np. albu­
m iny i globuliny powiązane z niew ielką resztą cukrowcową. Był to do­
godny podział, gdyż m ukoproteidy (mukoidy) w ytrącone etanolem  zacho­
w yw ały zdolność rozpuszczania się w wodzie, natom iast druga z w ym ie­
nionych grup — glikoproteidy własność tę traciły . Okazał się on jednak 
niew ystarczający.

Nieco odm ienną propozycję podziału kompleksów białkowocukrowco- 
wych podał W i n z l e r  (112). M ukopolisacharydy podzielił on na dwie 
grupy: obojętne — zawierające heksozaminę i obojętne m onocukry oraz 
kwaśne — zawierające heksozaminę i kwas uronowy, a także niekiedy 
kwas siarkowy. Oprócz tej grupy  w prowadził on grupę m ukoproteidów, 
tj. białek powiązanych z m ukopolisacharydam i. G likoproteidy podzielił 
na glikoidy — zaw ierające m ałe ilości heksozam in i m ukoidy — w czą­
steczce których w ystępują heksozam iny w  ilości większej niż 4l°/o. Po­
dobny podział zaproponował M o r g a n  (87). M ukoidami nazyw a on kom­
pleksy, w których dom inującym  (stanowiącym  powyżej 70°/o) składnikiem  
jest m ukopolisacharyd (jak np. kwas hialuronow y, chondroityno-siarczan, 
heparyna). Przykładem  takich połączeń byłyby substancje grupow e krwi. 
M ukoproteidam i nazywa M organ połączenia, w których dom inuje skład­
nik białkowy (peptydowy) nad cukrowcowym.

W 1956 roku M e y e r ,  D a v i d s o n ,  L i n k e r  i H o f f m a n  (84) 
wprowadzili podział oparty na różnicach w składzie chemicznym  skład­
nika cukrowego i pewnych jego własności (skręcalność optyczna, rozpusz­
czalność i podatność na działanie n iektórych enzymów). Skład chemiczny 
i własności wszystkich tych klas związków są szeroko dyskutow ane 
w wydanej niedawno m onografii B r i m a c o m b e ’a i W e b e r a  (31).*

W 1963 roku J  a e n 1 o z (59, 60), po gruntow nej dyskusji w gronie
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czołowych badaczy w  tej dziedzinie podzielił kom pleksy białkow o-cukrow - 
cowe i lipidowo-cukrowcowe na 4 główne grupy: I) związki zaw ierające 
składnik węglowodanowy słabo związany z polipeptydem , 2) analogiczny 
typ  związków ale z silnym  wiązaniem  kow alencyjnym  m iędzy obu skład­
nikami, 3) związki lipidowo-cukrowcowe i 4) związki cukrowcowo-lipido- 
wo-polipeptydowe. Dwie ostatnie grupy były często dawniej zaliczane 
niesłusznie do m ukopolisacharydów. Tak zwane kwaśne m ukopolisacha- 
rydy  określono m ianem  glikozaminoglikuronoglikanów, w yjaśniającym  
skład chemiczny tej grupy związków — są to bowiem polim ery heksoza- 
m iny powiązanej wiązaniem  glikozydowym z resztam i kwasu uronowego. 
Dla kwaśnych polisacharydów powiązanych z białkam i nie podano od­
dzielnej nazwy. Największą trudność spraw iła grupa druga obejm ująca 
w iele ważnych biologicznie substancji (substancje grupowe krwi, sub­
stancje sekrecyjne i inn.). Związki te różnią się między sobą nie tylko 
■stopniem spolim eryzowania ale i proporcją składników cukrowego i b iał­
kowego. Ich budowa nie jest w yjaśniona — nieznany jest kształt łańcu­
chów i sposób w iązania cukrów z częścią białkową. Zaproponowano dla 
tych połączeń nazwę ogólną — glikopeptydy, bez względu na to czy 
w skład ich wchodzą rzeczywiście peptydy o m ałej masie cząsteczkowej, 
czy też cząsteczki odpowiadające swymi własnościami białkom.

Dla uzupełnienia tego krótkiego przeglądu nazew nictw a kompleksów 
białkowo-cukrowcowych należy jeszcze dodać, że w litera tu rze  można 
spotkać nazwy odzwierciedlające skład chemiczny otrzym anych frakcji, 
jak  np. sulfosjalopolisacharydo-peptydy (18), bądź też nazw y odzwiercie­
dlające źródło, z którego dana frakcja została otrzym ana, np. urom ukoidy 
(z moczu) (68, 103), serom ukoidy (z surowicy) (41). Jak  słusznie zaznaczył 
Schm idt (98) term in m ukoproteid jest nazwą ogólną i może być stosowa­
ny  naw et w przypadku znacznej heterogenności połączeń białkow o-(pepty- 
dowo)-cukrowcowych w badanej tkance czy płynie ustrojowym .

II. Występowanie, heterogenność i skład

Pierw sze stw ierdzenie obecności m ateriału  białkowo-cukrowcowego 
w moczu ludzkim  zawdzięczamy M o e r n e r o w i  (cyt. wg 14) w ostat­
nich latach ubiegłego stulecia. W 40 lat później ukazały się dwie prace: 
J o r p e s a  i N o r  1 i n a (61) oraz F r e u d e n b e r g a  i E i c h e 1 a (44) 
donoszące o w ykryciu w moczu ludzkim  składników o charakterze połą­
czeń białkowo-cukrowcowych, w ykazujących aktywność substancji g ru ­
powych krwi. W 1938 roku K o b a y a s h i  (72) stw ierdził we frakcji 
składników moczu ulegających w ytrąceniu  octanem  ołowiu obecność 
dwóch frakcji polisacharydowych, zaś G u r i n ,  B a c h m a n  i W i l ­
s o n  (55) znaleźli w moczu ciężarnych kobiet horm on gonadotropinę —
o budowie polipeptydu połączonego ze składnikiem  cukrowcowym. Były 
to jednak prace wstępne, a okres pogłębionych studiów nad związkami
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białkowo-cukrowcowym i w moczu rozpoczął się dopiero na początku lat 
pięćdziesiątych. Przełom ową datą był rok 1950, kiedy to T a m  m 
i H o r  s f a 11 (100) wyizolowali z moczu frakcję  m ukoproteidow ą przez 
w ytrącenie alkoholem. Frakcja ta wykazywała pozytyw ną reakcję Mo- 
lischa, zawierała około 10°/o azotu, a jednocześnie okazała się inhibitorem  
wirusow ej hem aglutynacji erytrocytów  (50, 100). Ci sami autorzy zasto­
sowali później do w ytrącenia tej frakcji składników moczu 0,58 M chlo­
rek sodu, okazało się bowiem, iż zmniejsza w ydatnie on rozpuszczalność 
m ukroproteidów  w wodzie, podczas gdy tem pera tu ra  i pH  nie są w tym  
przypadku czynnikam i krytycznym i (101). O trzym ana frakcja  m ukopro- 
teidów okazała się elektroforetycznie homogenna (90), jej masa cząstecz­
kowa była rzędu 7 * 106 (102). Jak  w ykazały badania w  m ikroskopie elek­
tronow ym  cząsteczki wydzielonego m ukoproteidu m iały niezw ykle w y­
dłużony kształt, co w ydaje się być cechą ogólną tego typu  związków (91). 
Podobną substancję m ukoproteidow ą zaw ierającą około 20°/o cukrowców 
wydzielili również G o t t s c h a l k  i współpracownicy oraz podali bliż­
sze dane odnośnie jej składu chemicznego (1, 35, 47, 48, 49). Substancja ta 
zawiera galaktozę, heksozaminy, śladowe ilości fukozy oraz 2-karboksy- 
pirol (49, 88, 104, 105). Substancje tego typu  charakteryzują  się odpor­
nością term iczną (4, 43, 108), choć nie jest wykluczone, że podwyższona 
tem pera tu ra  oddziela od nich niskocząsteczkowy składnik (102). Ich cechą 
charakterystyczną jest niewrażliwość na czynniki powszechnie stosowane 
do w ytrącania białek, pomimo iż ilościowo głównym  ich składnikiem  jest 
część białkowa (2, 4, 43). Jedna z frakcji m ukoproteidów moczu w ykazuje 
własności urykazy (64). Nie jest wiadome pochodzenie tego enzymu, p rzy ­
puszcza się jednak, że pow staje on w nabłonku przewodów moczowych. 
Część peptydow a m ukoproteidów charakteryzuje się bardzo dużą zaw ar­
tością aminokwasów kw aśnych (68, 69, 81). W części cukrowcowej w ystę­
puje oprócz monoz kwas sjalowy (N-acetyloneuram inowy) (88), k tó ry  zo­
stał naw et z m ukoproteidów w ykrystalizow any (70, 71).

Dogodną m etodą w ykryw ania m ukoproteidów  w moczu jest elek tro­
foreza (57, 93, 106, 107). Rozdzielenie ich możliwe jest jednak dopiero po 
w stępnym  oczyszczeniu.

W 1954 roku A n d e r s o n  i M a cL a g a n (2) opracowali nową m e­
todę izolowania m ukoproteidów z moczu, polegała ona na absorpcji tych 
związków za pomocą kwasu benzoesowego. Oczyszczanie uzyskanej frakcji 
prowadzono przez kolejne jej w ytrącanie acetonem  z roztw oru wodnego 
(3, 4). F rakcja uzyskana przez A ndersona m iała podobne własności biolo­
giczne jak frakcja T a m m a  i H o r s f a l l a  — ham ow ała w irusow ą he- 
m aglutynację erytrocytów  (3,4,5). A nderson i MacLagan opracow ali 
także ilościową metodę oznaczania m ukoproteidów  przy  użyciu odczyn­
nika dwufenyloam inowego (4). Daje on chromogen z kwasem  sjalowym
o charakterystycznym  widm ie absorpcyjnym  z m aksim um  przy 530 mix
(110). Chromogen w ytw arzany z tym  odczynnikiem  przez 2-dezoksypen-
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tozy ma m aksim um  absorpcji przy  innej długości fali i nie przeszkadza 
w  oznaczaniu kwasu sjalowego (75). Stosując tę m etodę oznaczania m u- 
koproteidów można było stw ierdzić zwiększone ich wydzielanie w moczu 
w  różnych stanach patologicznych (14, 19, 20, 30, 34, 75, 82, 108, 109). 
W stanach nowotworowych zaobserwowano pojaw ianie się dodatkowej 
frakcji m ukoproteidów w moczu (85).

Dokładniejsze badania m ukoproteidów moczu w ykazały ich hetero- 
genność. Podobną heterogenność w ykazują frakcje m ukoproteidowe su­
row icy (41, 92). Różni autorzy zwracali uwagę na podobieństwo elektro- 
foretyczne frakcji uzyskiw anych z obu tych płynów ustrojow ych (11, 28, 
76). A n d e r s o n  i współpracoVnicy (6) badając heterogenność nie- 
dializujących składników m ukoproteidow ych wydzielonych z moczu 
stw ierdzili obecność 8 frakcji, dających rozdzielić się za pomocą chrom a­
tografii kolumnowej na DEAE-celulozie, B o y c e  i K i n g  (29) znaleźli 
6 frakcji w m ateriale o trzym anym  w podobny sposób. B o u r i l l o n  
i współpracownicy (23, 24, 25, 26) frakcjonując m ukoproteidy moczu a l­
koholem uzyskali 4 główne frakcje niedializujące. W szystkie one zawie­
rały  wysoki procent składnika cukrowego (50—80°/o), przy czym jego ilość 
była większa we frakcjach w ytrącających się przy wyższym stężeniu 
alkoholu. Natomiast ilość kwasu sjalowego m alała wraz ze wzrostem  cał­
kowitej ilości cukrowców.

Na dużą heterogenność składników białkowo-cukrowcowych moczu 
wskazują też prace prow adzone pod kierunkiem  B e r g g a r d a  (10,12, 
13, 14, 15, 73). W moczu norm alnym  znaleziono 20 różnych im m unoelek- 
troforetycznie składników białkowo-cukrowcowych. Dwa z nich Ba-a 
i Zn-(3 o charakterze glikoproteidowym  pochodzą prawdopodobnie z krw i 
(17). W edług Berggarda większość białek moczu pochodzących z  surowicy 
zawiera składnik cukrowcowy. Badacz ten rozfrakcjonował m ateriał nie- 
dializujący moczu na drodze u ltra filtrac ji i wykazał, że naw et frakcje
o podobnej wielkości cząsteczek poddane elektroforezie są heterogenne 
(14, 15). Ostatnio L u n d b l a d  i B e r g g a r d  (73) uzyskali kilka nisko- 
cząsteczkowych frakcji m ukoproteidow ych przy  użyciu Sephadex-G  25.

Również glikopeptydy w ytrącone z moczu octanem  ołowiu (56, 82) oka­
zały się niejednorodne — chrom atografia na żywicy jonowym iennej po­
zwoliła na otrzym anie kilku frakcji zawierających około 13°/o cukrów, 
lecz różniących się m iędzy sobą składem  aminokwasowym.

Składniki cukrowcowe m uko- i glikoproteidów są na ogół mało pozna­
ne. W ystępowanie kwasu chondroityno-siarkowego sugerowała w 1954 
roku K e r  b y  (62) po znalezieniu w hydrolizacie niedializującej frakcji 
moczu heksozamin oraz kwasu heksuronowego i siarczanu. Nieco później 
D i  F e r  a n t e  i R i c h  w ytrącili z moczu za pomocą brom ku ce- 
tylotrójm etyloam oniow ego frakcję zaw ierającą chondroitynosiarczan (37, 
38). Na powiązanie tego w ielocukrowca z białkiem  wskazywała u tra ta  
zdolności badanej frakcji w ybarw iania się błękitem  bromofenolowym

http://rcin.org.pl



5 1 4  G LIK O PR O T EID Y  M O CZU [6 ]

po zadziałaniu nań trypsyną (37). W yniki D i  F e r r a n t e  i R i c h a  
potwierdzili następnie H e r e m a n s  (57) i B e r g g a r d  (14). W y­
kazano elektroforetycznie trży  frakcje kw aśnych m ukopolisacharydów. 
Obecność heparyny w moczu była spraw ą sporną (8, 75), póki K i n g  
i w spółpracownicy (69) nie wydzielili z moczu jej pochodnej — siarczanu 
heparytyny. W obecności kwasu hialuronowego w moczu doniosła już 
dawniej K e r  b y (62) i D i F e r r a n t e  (36).

System atyczne badania m ateriału  białkowo-cukrowcowego w moczu 
przeprow adziła grupa pracująca pod kierunkiem  D i s c h e g o (40, 45, 96). 
Po oddzieleniu wysokospolim eryzowanych m ukoproteidów odpow iadają­
cych frakcji uzyskanej przez T a m m a  i H o r s f a l l a  (100), stw ier­
dzono obecność glikoproteidów niedializujących, lecz zdolnych do prze­
nikania przez błonę półprzepuszczalną pod zm niejszonym  ciśnieniem  
(ultrafiltracja). Te zdolne do u ltra filtrac ji glikoproteidy, stanow iące oko­
ło 90% całej frakcji niedializującej, rozdzielono za pomocą frakcjonow a­
nego w ytrącania na 4 frakcje; trzy  z nich w ytrącały  się przy różnym  stę­
żeniu alkoholu izopropylowego, czw arta — m ieszaniną tego alkoholu i ete­
ru. Z kolei te frakcje  poddawano elektroforezie uzyskując w każdym  
przypadku kilka podfrakcji (96). Jedna z nich zaw ierała kw as heksuro- 
nowy jako jedyny składnik części cukrowcowej (45). Jako w ynik końcowy 
autorzy ci uzyskali około czterdziestu różnych frakcji niedializującego 
m ateria łu  białkowo-cukrowcowego moczu.

Przeprow adzając szczegółową analizę poszczególnych frakcji elektro- 
foretycznych zwrócono przede w szystkim  uwagę na określenie stosun­
ków m olarnych poszczególnych składników części cukrowcowej. Dane te  
pozwalały bowiem łatw iej niż dane dotyczące części białkowej różnico­
wać uzyskane substancje i ew entualnie wyjaśniać ich pochodzenie. Za na- 
bardziej charakterystyczne uznano następujące stosunki: 1) fukozy do 
sum y galaktozy i mannozy, 2) galaktozy do mannozy, 3) glukozam iny do 
galaktozam iny oraz 4) sum y kwasu sjalowego i fukozy do całkow itej ilości 
heksoz. Poszczególne frakcje w ykazyw ały różnice wym ienionych stosun­
ków m olarnych, jednakże autorom  nie udało się wykazać ich podobieństwa 
do glikoproteidów pochodzących z innych płynów czy tkanek  — w y ją t­
kiem  były  jedynie glikopeptydy śluzu dwunastnicy.

Heterogenność nie jest cechą unikalną uromukoidów, podobną hetero- 
gennością charakteryzują się serom ukoidy (41, 92). Heterogenność urom u­
koidów można tłum aczyć przyjm ując, że pochodzą z wielu źródeł. Są jed­
nak sugestie (103), zwracające uwagę na to, że w  zależności od techniki 
izolowania możliwe jest uzyskiw anie różnych podjednostek większych 
cząsteczek wydzielonych przez Tamma i Horsfalla. W ydzielono frakcję
0 m asie cząsteczkowej dwa razy m niejszej niż m asa p repara tu  Tamma
1 Horsfalla (39, 80), jednakże n ie w ydaje się aby heterogenność muko­
proteidów  moczu dała się wyjaśnić wyłącznie w ystępow aniem  serii poli­
m erów o różnym  stopniu polim eryzacji (77, 78, 79, 80, 103). W ysoce hete-
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rogenny m ateriał o trzym any przez Dischego (40) i Berggarda (14, 15) był 
odm ienny niż uzyskany przez Tamma i H orsfalla (100).

Zestaw ienie m etod w ydzielania i rozdzielania uromukoidów, stosowa­
nych przez różnych autorów  podano na schemacie 1.

O dm ienny od podanych sposób w ydzielania m ukoproteidów zastoso­
wał B a a r  (9) do moczu pacjentów  poparzonych. Absorbował on nisko- 
cząsteczkowe substancje na węglu aktyw nym , a następnie w ym yw ał je 
kwasem  octowym. I w  tym  przypadku m ateriał okazał się n iejednorod­
ny — au tor uzyskał k ilka frakcji peptydow ych związanych z resztam i 
węglowodanowymi. Jednakże frakcja wydzielona z moczu traktow anego 
uprzednio węglem aktyw nym  w podwyższonej tem peraturze w ydaje się 
jednorodną. Nie ulega ona rozdziałowi na podfrakcje przy zastosowaniu 
chrom atografii kolum nowej na Sephadex  i chrom atografii bibułowej (42). 
Ta frakcja m ukoproteidów moczu — w przeciw ieństw ie do innych frakcji 
w ydzielonych dotychczas — wykazała przewagę aminokwasów zasado­
w ych i niew ielką ilość składników  cukrowcowych (43).

III. Pochodzenie

Obecność w moczu ludzkim  wielu związków o charakterze połączeń 
białkowo-cukrowcowych nie budzi już wątpliwości. Pam iętać trzeba jed­
nak, że nie jest w ykluczone w ystępow anie w nim  oprócz tych związków 
zarówno wolnych białek, jak i wolnych wielocukrowców (52). Jak  już 
wspomniano, w moczu patologicznym  ilość m ateriału  białkowo-cukrow - 
cowego ulega zwiększeniu, pojaw iają się nowe frakcje i obraz kom plikuje 
się jeszcze bardziej. N ieznane jest dotychczas źródło tych składników 
moczu, drogi, na k tórych one pow stają, ani znaczenie ich wydzielania 
dla organizmu. Mogą być one zarówno bezwartościowymi produktam i 
przem ian katabolicznych lub też być syntetyzow ane w jakim ś określonym  
celu, dla spełnienia określonych funkcji fizjologicznych czy biochemicz­
nych.

Liczni autorzy (11, 29, 63, 76) zwracali uwagę na podobieństwo n iek tó­
rych frakcji m ukoproteidow ych moczu i krwi. N iewątpliw ie pewne z tych 
związków dostają się do moczu z krw i (21). Należy jednak pamiętać, iż dla 
w ielu z nich krew  może być jedynie płynem  transportu jącym . Pew nym  
wyjaśnieniem  pochodzenia m ukoproteidow ych składników moczu mogą 
być obserwacje w zrostu ich ilości w  stanach patologicznych, związanych 
z silnym  uszkodzeniem tkanek. Przykładem  mogą tu  być oparzenia, kiedy 
to stw ierdzany jest ogólny w zrost ilości w ydalanych substancji azoto­
wych, doprowadzający naw et do ujem nego bilansu azotowego organizmu
(111). Jedną z przyczyn tego stanu  jest pojawienie się w moczu licznych 
produktów  rozpadu tkanki łącznej, o k tórej z kolei wiadomo, iż zawiera 
bogaty zestaw m ukopolisacharydów . Badanie frakcji m ukoproteidow ej 
moczu ludzi poparzonych może dać pew ną wskazówkę co do pochodzenia
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przynajm niej jej części peptydow ej (42). Okazało się bowiem, że zawiera 
ona znacznie podwyższoną — w  porów naniu z analogiczną frakcją m uko- 
proteidow ą moczu norm alnego — ilość hydroksylizyny, aminokwasu w y­
stępującego niem al wyłącznie w  tkance łącznej jako składnik kolage­
nu  (43).

W ydaje się, że związki cukrowcowo-białkowe w  moczu w pew nym  
stopniu są odbiciem procesów m etabolizm u i w ym iany zachodzących 
w tkance łącznej. Tkanka łączna może być głównym  źródłem  składników 
m ukoproteidow ych moczu, jednak niektóre z nich pochodzą p raw ­
dopodobnie z nabłonka przewodów moczowych (27, 53) lub z syste- 
m em u płciowego — obecność tego typu  substancji w płynie nasiennym  
była stw ierdzana już dawniej (4, 51, 95). O statnią możliwość potw ierdza 
w pewnej m ierze znacznie wyższa zawartość m ukoproteidów w moczu 
mężczyzn niż kobiet (4). Należy podkreślić, iż naw et uzyskanie podob­
nych frakcji z różnych tkanek  i płynów ustrojow ych nie pozwoliłoby na 
daleko idące wnioski — jak się bowiem okazało, w moczu wołu (33) w y­
stępu ją  m ukoproteidy o bardzo podobnych własnościach do frakcji o trzy ­
m anej przez Tamma i H orsfalla z moczu ludzkiego, ponadto obserw uje 
się dużą zmienność osobniczą składu niektórych frakcji tych związków.

Możliwość udziału przynajm niej n iektórych frakcji m ukoproteidów 
w jakichś bliżej jeszcze nieokreślonych przem ianach sugeruje intensyw ne 
włączanie znakowanej 14C-glukozam iny do nierozpuszczalnej w kwasie 
trójchlorooctow ym  frakcji z kom órek w ątroby  (86, 94). Piętnow ane 
związki w ykryw ano później w surowicy, we frakcji rozpuszczalnej w kw a­
sie trójchlorooctow ym . Ponadto purom ycyna, ham ująca syntezę białek, 
hamowała równocześnie włączanie glukozam iny do frakcji nierozpusz­
czalnej w kwasie trójchlorooctow ym . W ątroba w ydaje się być głównym 
organem  syntetyzującym  frakcje  m ukoproteidowe, k tó re  z niej dostają 
się do krwi. Jak  sugeruje ostatnio W i n z l e r  (113), w stanach pourazo­
wych czynniki hum oralne uw alniane z uszkodzonych tkanek mogą indu­
kować syntezę specyficznego dla m ukoproteidów inform acyjnego kwasu 
rybonukleinowego, w łaśnie w w ątrobie. Nie wiadomo jednak, na k tórym  
etapie syntezy białka następow ałoby przyłączenie części cukrowcowej do 
reszty  peptydow ej — czy proces ten  zachodziłby na m atrycy, czy po uw ol­
nieniu z niej gotowego peptydu. Nie można również wykluczyć przypusz­
czenia, że gotowy łańcuch oligosacharydowy m ógłby przyłączać kolejno 
poszczególne aminokwasy.

Brak również danych o fizjologicznej funkcji m ukoproteidów. W ysu­
nięto sugestię, że odgryw ają one rolę ochronną przeciw nadm iernem u 
tw orzeniu się kam ieni moczowych przez obudowywanie zarodzi w apnio­
wych (66, 113). D w ukrotnie jednak zwiększona ilość tych  substancji w m o­
czu cierpiących na kamicę nie jest zgodna z tym  przypuszczeniem  (7). 
Nie jest natom iast w ykluczony udział m ukoproteidów w transporcie sub­
stancji szkodliwych (113).
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

R Y S Z A R D  W IK TO R SC H RAM M * i H A L IN A  SCHRAM M ÓW  A**

Serotonina

Serotonin

The chem ical, pharm acological and physiological aspects a,s w ell as the 
m ethods of determ ination o f serotonin are presented.

Am iny biogenne, związki o charakterze w ybitnie zasadowym, z któ­
rych  najważniejsze są: alifatyczna IV-rzędowa zasada aminowa — acetylo­
cholina, katecholam iny — dopamina, noradrenalina (norepinefryna) 
i adrenalina (epinefryna), pochodna imidazolu — histam ina, oraz po­
chodna tryptofanu  — serotonina (5-hydroksytryptam ina) pełnią specy­
ficzną rolę w organizmach zw ierząt wyższych (86). Am iny te w ystępują 
w różnych tkankach i w ykazują bardzo silne i specyficzne działanie fa r- 
m akodynam iczne na tkankę nerw ową i niektóre rodzaje m ięśni gład­
kich (177). Z racji tego działania określa się je jako neurohorm ony lub 
horm ony neuro-m ięśniowe. Niezależnie od tej aktywności n iek tóre  z tych 
amin, jak  acetylocholina lub  histam ina, regulują w ydzielanie określo­
nych związków przez pew ne gruczoły dokrewne.

Drogi syntezy amin biogennych w organizmie żywym są stosunkowo 
proste i dobrze poznane. Acetylocholina jest syntetyzow ana przez spe­
cyficzny enzym w ystępujący  w mózgu, przenoszący grupę acetylow ą 
z acetylo-KoA i wiążący ją  z grupą alkoholową choliny. Histam ina pow ­
staje  przez dekarboksylację histydyny. Katecholam iny: dopamina, nora­
drenalina i adrenalina są produktam i kolejnego utleniania i — w etapie 
końcowym  — m etylacji fenyloalaniny. Serotonina wreszcie — podobnie 
jak  histam ina z h istydyny i dopam ina z dw uhydroksyfenyloalaniny — 
pow staje przez dekarboksylację 5-hydroksytryptofanu (83, 99, 127, 170). 
Schem at biosyntezy i przem ian serotoniny podany jest w artykule  Opień- 
skiej-B lauth  i Charęzińskiego (127).

Noradrenalina, adrenalina i histam ina znane są już od dawna i do­
czekały się w ielu obszernych opracowań (np. 58, 68). Dopamina, k tó rą

* Doc. dr, k ierow nik K atedry B iochem ii U niw ersytetu  im . A. M ickiew icza  
w  Poznaniu.

** Doc. dr, adiunkt K lin ik i Psychiatrycznej A kadem ii M edycznej w  Poznaniu.
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przez długi czas traktow ano jedynie jako związek przejściowy w syntezie 
noradrenaliny  i adrenaliny, nie odgryw ający żadnej roli fizjologicznej, 
okazała się być bardzo silnym  inhibitorem  przew odzenia im pulsów n e r­
wowych (120).

Badania centralnego układu nerwowego już od pewnego czasu w skazy­
w ały  na to, że jego praw idłowa lub niepraw idłow a czynność, p rzejaw iają­
ca się w postaci zaburzeń lub chorób psychicznych, może być związana 
z praw idłow ym  lub nieprawidłow ym  m etabolizm em  amin biogennych 
w mózgu (17, 28, 30, 31, 33, 42, 100, 136, 168, 184). Spośród tych  am in 
główną rolę przypisuje się najpóźniej z nich w ykry tej serotoninie, uw a­
żanej powszechnie za neurohorm on, aczkolwiek o niedokładnie jeszcze 
poznanym  działaniu (38, 46, 163, 179).

Serotonina (I) jest pochodną tryp to fanu  o nazwie system atycznej: 
3-(5-hydroksyindolilo)-etyloam ina lub 3-(|3-aminoetylo)-5-hydroksyindol.

Jest to związek chemicznie dosyć czynny. Będąc równocześnie fenolem  
i pierwszorzędową aminą alifatyczną ma własności am foteryczne i może 
zachowywać się jako zasada lub kwas. Jednakże stała dysocjacji jego grupy 
fenolowej jest znacznie niższa niż grupy aminowej, toteż w w arunkach  
fizjologicznych stężeń jonów wodorowych serotonina w ykazuje charak te r 
zasadowy i tw orzy sole z kwasami. Dopiero w pH powyżej 10 następuje  
stopniowa dysocjacja grupy fenolowej.

Chemiczna aktywność serotoniny związana jest z obecnością w jej 
cząsteczce układu indolowego, wchodzącego łatwo w  reakcje z aldehy­
dam i w położeniu 2 i ulegającego łatwo utlenianiu  z rozerw aniem  wiąza­
nia pomiędzy atom ami węgla 2 i 3, przy czym pow staje związek II. U tle­
nian iu  tem u sprzyja obecność grupy fenolowej w położeniu 5, natom iast 
zapobiega podstaw ienie atom u azotu w  położeniu 1 resztą alkilową.

Na drodze reakcji enzym atycznych, przebiegających w żywym  orga­
nizmie, np. pod działaniem  m onoaminooksydazy (MAO), zachodzi u tle ­
nianie pierwszorzędowej grupy aminowej serotoniny do grupy aldehy­
dowej i dalej do karboksylowej — pow staje kwas 5-hydroksyindoliloocto- 
w y  (III). Przem iana ta  zachodzi w  organizmie do końca w obecności e ry ­
trocytów; w razie ich braku lub m ałej ilości pow stały z serotoniny alde-

I. Własności chemiczne
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hyd 5-hydroksyindolilooctowy przechodzi w  5-hydroksytryptofol, 3-(|3- 
hydroksyetylo)-5-hydroksyindol (IV) (13).

Istn ieją też dane o możliwości hydroksylacji serotoniny w położeniu 6 
i w ytw orzeniu układu 5,6-dwuhydroksyindolowego zarówno in vitro, 
jak  in vivo. Układ tak i jest jednak bardzo nietrw ały , co ogromnie u tru d ­
nia zbadanie jego powstawania i przem ian (199).

Chemiczna synteza serotoniny może być przeprowadzona kilku me­
todami, przy  czym produktem  wyjściowym  jest najczęściej 5-benzylo- 
oksyindol. W historycznie pierwszej syntezie przeprowadzono ten  zwią­
zek w 5-benzylooksygraminę, a następnie w 3-cyjanom etylo-5-benzylo- 
oksyindol, k tó ry  zredukowano do 3-(|3-aminoetylo)-5-benzylooksyindolu, 
po czym usunięto resztę benzylową przez wodorowanie (79). Obecnie zwy­
kle kondensuje się 5-benzylooksyindol z chlorkiem  oksalilu na chloro­
wodorek kwasu 5-benzylooksyindolo-3-ketooctowego, k tó ry  działaniem  
am oniaku przekształca się w amid, a następnie grupy amidową i ketono­
wą redukuje  wodorkiem  litu i usuwa się resztę benzylową przez wodo­
rowanie (166).

Wolna serotonina jest łatwo rozpuszczalna w wodzie, natom iast tru d ­
no w większości pospolitych rozpuszczalników organicznych. N ajlepiej 
daje się ekstrahować z roztw oru wodnego n-butanolem  w pH 10, jednakże 
w  tych w arunkach pH  jest mało trw ała. Zw ykle uzyskuje się serotoninę 
w  postaci soli, przy czym najła tw iej krystalizu je jej sól z siarczanem  
kreatyniny. Ze względu na znaczną nietrw ałość roztworów serotoniny na­
leży je przygotowywać każdorazowo świeżo i chronić przed św iatłem  
i podwyższoną tem peraturą.

Z biologiczną aktyw nością serotoniny spotykano się już dosyć dawno, 
jednakże objaw y przez nią wyw oływ ane przypisyw ano adrenalinie. Po­
dobnie alkaloidy sporyszu, działające antagonistycznie w  stosunku do 
serotoniny, uważano początkowo1 za specyficzne antym etabolity  adrena­
liny (162).

II. Wykrycie i występowanie
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Po raz pierw szy zwrócił uwagę na serotoninę E r s p a m e r  w  1933 ro­
ku (178). Badacz ten  zainteresow ał się charakterystyczną reakcją barw ną 
srebrochłonnych kom órek śluzówki jelit. S tw ierdził on również, że w y­
ciągi acetonowe śluzówki jelit w ykazują działanie farm akodynam iczne na 
m ięśnie gładkie, powodując ich skurcz. Za pomocą testów  farm akologicz­
nych odróżnił związek powodujący to działanie od adrenaliny, a za po­
mocą reakcji barw nych wykazał w nim obecność pierścienia indolowego. 
Związek ten  nazwał enteram iną (48).

W 1948 roku R a p p o r t ,  G r e e n  i P a g e  wyizolowali serotoni­
nę z surow icy krw i bydlęcej (stąd nazwa związku) w postaci sprzężonej 
z siarczanem  k rea ty n in y  (143, 144). W rok później R a p p o r t  (142) 
podał jej w zór chemiczny, potw ierdzony w 1951 roku przez syntezę prze­
prowadzoną przez H a m l i n a  i F i s c h e r a  (79), a następnie przez in ­
nych badaczy (8, 80, 167). Serotonina okazała się identyczna z w ykry tą  
przez E r s p a m e r a  enteram iną (8, 53).

Serotonina w ystępuje dosyć powszechnie w organizm ach żywych, 
przede w szystkim  u zwierząt. Różni autorzy, w szczególności E r s p a ­
m e r  (51, 56), w ykazali jej obecność w ukwiałach, w jadzie węży, os 
i skorpionów, w skórze płazów, gruczołach śluzowych ośmiornic, w ślu­
zówce je lit oraz mózgu różnych kręgowców. W tkankach zw ierząt niż­
szych w ystępuje ona najprawdopodobniej w postaci siarczanu (104). W śród 
roślin znaleziono serotoninę w owocach banana (140) (które poza tym  
zaw ierają bardzo duże ilości noradrenaliny  oraz dopaminy, w ystępu ją­
cych co najw yżej w śladowych ilościach u innych roślin), w ananasach 
(54), w nerw ach liści cowhage, w babce, pomidorach, niektórych śliwkach 
i owocach avocado (171), w orzechach (121) oraz w ziem niakach (191), 
jednak w iele roślin w ydaje się nie zawierać jej w ogóle (171).

Zaw artość serotoniny w  tkankach zw ierząt wyższych jest bardzo róż­
na. Najwięcej w ystępuje jej w śluzówce jelit, gdzie zgromadzona jest 
w kom órkach srebrochłonnych, poza tym  w śledzionie, w  płytkach krw i 
i w szyszynce (75). Osocze zawiera bardzo m ałe ilości serotoniny (39), 
co powodowało duże trudności w jej ilościowym oznaczeniu (96, 172, 185, 
20 1 , 211 ).

W tkance nerw owej w ykryto  serotoninę w 1953 roku. Po raz p ierw ­
szy F l o r e y i  F l o r e y  (63) stw ierdzili jej obecność w zwojach gwiaź­
dzistych małża, a w krótce potem  znaleziono ją w mózgu ssaków (6, 169, 
209). Stosunkowo wysoka jest zawartość serotoniny w centralnym  uk ła­
dzie nerw ow ym  u małż, gdzie związek ten  jest zlokalizowany głównie 
w re tiku lum  endoplazm atycznym  (41, 74, 190, 211). U zw ierząt wyższych 
zaw artość serotoniny w różnych częściach mózgu w aha się w szerokich 
granicach: stosunkowo dużo jest jej w pniu mózgu i jądrach  m igdałow a­
tych, b rak  natom iast w móżdżku i substancji białej mózgu (7, 20, 25, 35, 
36, 37, 64, 66, 69, 100, 125, 184). P łyn mózgowo-rdzeniowy, z w yjątk iem  
niek tórych  stanów patologicznych, nie zawiera serotoniny (201).
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Serotonina w mózgu w ystępuje prawdopodobnie zarówno w form ie 
związanej, jak i wolnej (180) i nie jest wykluczone, że czynna jest w obu 
tych  postaciach, aczkolwiek niektórzy autorzy przypisują aktyw ność tylko 
postaci niezwiązanej (161). W mózgu zw ierząt obserw uje się w yraźnie róż­
nice gatunkow e w zawartości serotoniny. Działanie elektrow strząsów  po­
w oduje wzrost jej zawartości w mózgu, zwłaszcza w pniu mózgu (24).

Szczególnie dużo uwagi poświęcono zawartości serotoniny w synap­
sach (43, 44, 78, 117, 198). Okazało się, że w centralnym  układzie n e r­
wow ym  i w  synapsach ogromna jej większość związana jest w organellach 
kom órkow ych (78, 97, 102, 139, 151), a tylko nieznaczny procent w ystępuje 
w frakcji mikrosomowej i w  supem atancie (122, 150, 181, 192, 210).

Jak  stwierdzono u szczurów, zawartość serotoniny w szyszynce w yka­
zuje w yraźną ry tm ikę dobową: w zrost w dzień (maksimum po 8 godzi­
nach) i spadek w  nocy (minimum po 4 godzinach) (141). Rytm ika ta  jest 
kontrolow ana przez układ nerw owy współczulny i przecięcie nerw ów  
pom iędzy górnym  splotem  szyjnym  a szyszynką powoduje ustanie ry t­
m icznych zmian (62).

W ystępowanie serotoniny w tkankach lub organach niekoniecznie 
w iąże się z jej syntezą w tym  samym  miejscu. N ajlepszym  tego p r z y ­
kładem  są p łytki krw i, które mogą zawierać niem al tyle samo serotoni­
ny co śluzówka jelit, mimo że w przeciw ieństw ie do mózgu i śluzówki jelit 
n ie m ają zdolności jej syntetyzow ania (199). W ykazują one jednak zadzi­
w iającą zdolność w ychw ytyw ania serotoniny z otoczenia w obecności jo­
nów: potasowego i fosforanowego z w ykorzystaniem  energii ATP (22, 
186, 187).

Ta właściwość p ły tek  krw i powoduje, że serotonina w prowadzona do 
krw i n ie jest czynna farm akologicznie, gdyż zostaje przez nie nieom al 
natychm iast w ychw ytana. W przypadkach zranienia, gdy zostaje urucho­
m iony m echanizm  krzepnięcia krwi, następuje pękanie p łytek i uw alnia­
nie  z nich serotoniny. To jest powodem, że surowica, w przeciw ieństw ie 
do osocza, w yw ołuje skurcz naczyń. Uwolnienie serotoniny z p ły tek  krw i 
może in vitro  nastąpić także na skutek zm iany w arunków  osmotycznych 
przez rozcieńczenie zawiesiny płytek wodą destylowaną (199). N iektórzy 
badacze przypuszczają, że serotonina w płytkach w ystępuje w form ie 
soli z ATP (22). O możliwości wiązania serotoniny przez ATP pozwala 
przypuszczać fakt, że domięśniowe jej podanie obniża znacznie poziom 
ATP w mózgu (108).

III. Działanie fizjologiczne i farmakologiczne

Serotoninie przypisuje się u małż bezpośrednie działanie stym ulujące 
na cen tralny  układ nerw ow y oraz regulowanie czynności serca (85, 106, 
189,211). K o s z t o j a n c  i R ó z s a  (107) wykazali jej w pływ  na spon­
taniczną regulację bioelektrycznej aktyw ności splotów nerw ow ych,
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a S a l a n k i  (152) — na działanie kontrolne centralnego układu nerw o­
wego na napięcie mięśni.

U zw ierząt wyższych najw yraźniej zaznaczonym  działaniem  seroto- 
n iny  jest powodowanie skurczu m ięśni gładkich macicy, żołądka, jelit, 
naczyń krwionośnych i pęcherza (199). Istn ieją  poważne przesłanki w ska­
zujące na to, że działanie to związane jest z m echanizm em  odwracalnego 
cyklicznego przenikania przez błony kom órkowe jonów wapnia, powodu­
jących skurcz mięśni w połączeniu z układem  białko kurczliw e typu akto- 
m iozyn -— ATP (196, 199). Przypuszcza się, że serotonina łączy się w  bło­
nie kom órkowej z specyficznym  receptorem  lipidowym  na kompleks, k tó­
ry  umożliwią związanie jonów Ca2+ i przeprow adzenie ich przez błonę, 
uprzednio dla nich nieprzepuszczalną. Po przeniknięciu przez błonę na­
stępuje pod w pływ em  specyficznego enzym u rozkład całego kom pleksu 
na części składowe, tj. serotoninę, jony Ca2+ i lipid. Ten specyficzny re ­
ceptor lipidowy serotoniny jest najpraw dopodobniej gangliozydem  (45, 
199, 202, 203).

Analogiczny m echanizm  przy jm uje się dla w yjaśnienia skurczu m ięśni 
gładkich pod wpływem  adrenaliny, acetylocholiny i innych amin bio­
gennych. Specyficzność poszczególnych horm onów polega prawdopodobnie 
na specyficzności receptorów  lipidowych i enzymów rozkładających te 
kom pleksy (199). Serotonina w ykazuje również bardzo silne działanie in- 
hibicyjne kom petycyjne w fosforylacji oksydacyjnej (4).

Szereg efektów, jakie w yw ołuje w strzyknięcie serotoniny do organiz­
mu, jest wynikiem  skurczu mięśni gładkich. Należy tu ta j w zrost ciśnienia 
krwi, poprzedzony niekiedy jego chwilowym nagłym  spadkiem  (95, 130, 
132), w czym działanie serotoniny bardzo przypom ina działanie adrena­
liny. Skurcz naczyń powoduje z kolei zm niejszenie wydzielania wody 
przez nerki, co szczególnie łatwo daje się zauważyć u zw ierząt obciążo­
nych wodą (55). Równocześnie silny skurcz je lit i pęcherza pow oduje od­
dawanie moczu i kału (199). Serotonina w yw ołuje też w zrost przepusz­
czalności naczyń włoskowatych, co powoduje przechodzenie płynów do 
otaczających ją tkanek  (131).

Próbowano powiązać działanie serotoniny z kontrolą ciśnienia krwi, 
jednakże w ydaje się, że w  norm alnym  organizmie zależność taka nie 
istnieje, gdyż w prowadzenie naw et dużych ilości antym etabolitów  sero­
toniny  nie zmniejsza ciśnienia krw i (154, 207). Natom iast w stanach pato­
logicznego nadciśnienia te  same antym etabolity  powodują w yraźny spa­
dek ciśnienia krwi.

Neurofizjologicznie główną cechą serotoniny jest ham ow anie przewo­
dzenia bodźców nerw owych (118, 119). W ośrodku wzrokowym  działa ona 
co najm niej na trzy  odrębne centra (105).

Serotonina ma w ybitny  w pływ  na kom órki oligodendrogleju, k tóre nor­
m alnie w ykazują rytm iczne skurcze o okresie podobnym  do ruchów  mięśni 
gładkich: skurcz trw ający  około półtorej m inuty  i rozkurcz trw ający  około
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trzech  m inut (116). W hodowli in vitro  tych kom órek dodatek 5 t-ig se­
ro ton iny  na 1 ml hodowli powoduje silny skurcz tężcowy trw ający  oko­
ło 30 m inut (15, 16). Na odw rót — w neuronach hodowanych in vitro  
serotonina bardzo silnie wzmaga ruch cytoplazm y i zwiększa częstotli­
wość pulsujących ruchów tych  kom órek (70, 71, 72, 73).

Działanie serotoniny wprowadzonej do organizmu jest krótkotrw ałe, 
gdyż ulega ona szybko rozkładowi lub inaktyw acji. M onoaminooksydaza 
(MAO) utlenia jej pierwszorzędową grupę aminową, układ m ety lu jący  
przekształca jej grupę fenolową w  ester m etylowy, oksydazy rozszcze­
p iają pierścień pirolowy lub hydroksylują fenylow y (199).

Pomimo specyficznej łatwości przenikania przez błony plazm atyczne 
w ielu komórek, serotonina praktycznie nie przekracza bariery  krew -m ózg 
(159, 205, 206) i naw et znaczne zm iany jej stężenia we krw i nie odbijają 
się na jej zawartości w mózgu. Bariera ta zdaje się nie obejmować corpus 
callosum, w którym  M a r a z z i  i H a r t  w ykazali zm iany w  przew o­
dzeniu impulsów elektrycznych pod wpływ em  serotoniny wprowadzonej 
do tę tn icy  szyjnej (119). P rekurso r serotoniny — 5-hydroksytryptam ina 
przekracza natom iast tę barierę bez specjalnego tru d u  (20, 208). B ariera 
ta  w ystępuje najpraw dopodobniej w ściankach naczyń krw ionośnych 
mózgu i zawiera grupę enzymów rozkładających i inaktyw ujących sero- 
toninę, głównie monoaminooksydazę i m etylotransferazę (197).

W szeregu różnych schorzeń som atycznych obserw uje się odchylenia 
od norm y w zawartości serotoniny w ustro ju  w zględnie w poszczegól­
nych tkankach lub pew ne nieprawidłow ości w jej metabolizmie. Ma to  
m iejsce np. w różnych schorzeniach alergicznych (77, 175), w schorze­
niach w ątroby  (5), tyreotoksykozie (121), p rzy  nadciśnieniu (204) i zawale 
m ięśnia sercowego (125), w  artretyzm ie  reum atycznym  (84) i n iektórych 
schorzeniach przewodu pokarm owego (82, 98). Są to jednak na ogół 
odchylenia niew ielkie i mało charakterystyczne, uw arunkow ane głów­
nie zmianam i w aktyw ności monoam inooksydazy (82).

Jedynym  schorzeniem  związanym  z w yraźną nadprodukcją seroto­
n iny jest zespół rakowiaka, w k tórym  zmianom ulegają kom órki srebro- 
chłonne śluzówki jelit, będące głównym  m iejscem  syntezy serotoniny 
w organizmie (76, 109). Poziom serotoniny u krw i chorych na rakow iaka 
jelit może osiągnąć 10 ^ig/ml wobec norm alnego około 0,4 fig/ml (199). Po­
dobnie bardzo silnie w zrasta w ydzielanie z moczem kwasu 5-hydroksy- 
indolilooctowego, dochodząc do 400 mg dziennie wobec norm alnej w ar­
tości 2—5 mg (199). Rakowiaki innych narządów wyw ołują co najw yżej 
nieznaczne wahania w poziomie serotoniny (133, 134).

IV. Oznaczanie

Serotonina może być oznaczana w  ekstraktach tkankow ych m etodam i 
fizykochem icznym i (kolorym etrycznie lub fluorym etrycznie) albo też 
farmakologicznymi.
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Ekstrakcję serotoniny z tkanek  należy przeprowadzać w ten  sposób, 
aby zapobiec jej rozkładowi przez enzym y uw alniane równocześnie z ko­
mórek. Zazwyczaj hom ogenizuje się świeżą tkankę w trzech objętościach 
oziębionego acetonu, oddziela roztw ór i odparow uje aceton pod zm niej­
szonym ciśnieniem. Drugim  sposobem jest homogenizacja tkanki w  ozię­
bionym  rozcieńczonym (0,01—0,2 N) kwasie solnym  (160) lub w  roztworze 
wodnym  inhibitora enzymów rozkładających serotoninę — najczęściej 
iproniazydu (marsilidu), znanego inhibitora m onoam inooksydazy (199).

P rzy  oznaczaniu serotoniny m etodam i fizykochem icznym i konieczne 
jes t oddzielenie jej od innych mogących interferow ać związków, w szcze­
gólności 5-hydroksytryptofanu. Dokonuje się tego bądź na drodze chro­
m atograficznej, przepupszczając ekstrak t przez kolum nę anionitow ą (np. 
Dowex  50-W), z k tórej najpierw  eluuje się 5-hydroksytryptofan 0,02 M 
buforem  fosforanowym, a następnie serotoninę 0,01 N wodorotlenkiem  
sodowym, bądź drogą ekstrakcji różnym i rozpuszczalnikam i, z których 
najlepszym  okazał się n-butanol. Ekstrakcję przeprow adza się zazwy­
czaj jeden raz w pH  10, wysycając uprzednio fazę wodną chlorkiem  sodu. 
Z wyciągu butanolowego przeprowadza się następnie serotoninę do fazy 
wodnej przez dodanie heptanu  i 0,1 N kwasu solnego (19).

Serotonina daje w szystkie reakcje barw ne charakterystyczne dla 
związków indolowych, większość z tych reakcji nie nadaje się jednak do 
oznaczania jej zawartości w wyciągach tkankow ych (127, 128, 146, 147, 
148). Najczęściej stosowana m etoda kolorym etryczna polega na u tlenianiu 
serotoniny w roztworze w odnym  za pomocą kwasu azotowego i kwasu 
siarkowego i w yw ołaniu reakcji barw nej z a-nitrozo-(3-naftolem. Pow sta­
łe czerwono zabarwione połączenie można w yekstrahow ać i natężenie 
barw y oznaczyć w  zwykłym  kolorym etrze (174). Reakcja ta  jest dosyć 
specyficzna dla zasadowych połączeń 5-hydroksyindolilow ych, przy czym 
większość dających ją związków, in terferu jących  w oznaczaniu serotoni­
ny, może być wyelim inow ana przy oczyszczaniu n-butanolem . Poważną 
wadą tej m etody jest jej m ała „czułość (granica w ykryw alności seroto­
n iny =  10 f-ig), co w połączeniu z dużymi stratam i serotoniny przy eks­
trakcji i oczyszczaniu u trudn ia  jej stosowanie do oznaczania serotoniny 
w większości tkanek.

Metoda fluorescencyjna w ykorzystuje fakt, że serotonina naśw ietla­
na w roztworze wodnym  prom ieniow aniem  UV o długości fali 295 mu 
daje charakterystyczną fluorescencję o maksimach przy  długości fali 
332 mio, (silniejsza) i 550 mi^ (słabsze) (19, 23, 173, 174). Spośród związ­
ków w ystępujących razem  z serotoniną tę samą reakcję daje 5-hydroksy­
tryp to fan  i dlatego należy go uprzednio oddzielić na kolum nie jonitowej 
(194). Metoda ta pozwala na oznaczanie 1 kig serotoniny, a więc jest około 
10 razy czulsza od m etody kolorym etrycznej. Jednakże podobne reakcje 
fluorescencyjne dają także i inne am iny biogenne, np. noradrenalina (100, 
121). Histochemicznie można lokalizować rozmieszczenie monoamin, a więc
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i serotoniny w tkance w ykorzystując zjawisko w ystępowania fluorescen- 
cji w czasie ogrzewania z gazowym aldehydem  m rówkowym  (34, 57). 
Różne am iny w ykazują to zjawisko w różnych tem peraturach, co pozwala 
w pewnym  stopniu również i na ich identyfikację (57).

Najczulsze i wobec tego najczęściej stosowane są farmakologiczne me­
tody ilościowego oznaczania serotoniny. W szystkie one polegają na tym , 
że badana tkanka zanurzona w roztworze kurczy się po dodaniu do roz­
tw oru  niewielkich ilości serotoniny: Stopień kurczenia się tkanki jest pro­
porcjonalny do ilości serotoniny, może więc być zmierzony ilościowo
i porów nany z efektem  w yw ołanym  przez określoną ilość wyciągu tk an ­
kowego. Jako tkanek używa się: serca małża — jest to m etoda E r s p a -  
m e r a  i G h i r e t t i  (54) zmodyfikowana następnie przez W e 1 s h a 
(188), serca ślim aka winniczka (Helix pomatia) — m etoda S a l  a n  k i  
(152, 153), macicy szczura — m etoda E r s p a m e r a  (48, 50) zmody­
fikowana następnie przez G a d d u m a  i H a m e e d a  (67) oraz W o o 1-
1 e y a (196), jelita  grubego m yszy (40) oraz żołądka szczurzego----metoda
V a n e’a (176). Podobny efekt na te same tkanki wyw ołuje również ace­
tylocholina. W celu wyelim inow ania jej działania dodaje się do badanego 
roztw oru antagonistów acetylocholiny, np. atropiny. Czułość różnych m e­
tod ilościowego oznaczania serotoniny zestawiono w tabl. 1.

T a b l i c a  1

P orów nanie czułości różnych m etod ilościow ego oznaczania serotoniny (wg 199)

Metoda Ilość serotoniny 
wykrywana w  próbie (ug)

Kolorym etryczna (z a-n itrozo-p-naftolem ) 10
Fluor om etryczna 0,5 — 2,0
Farm akologiczna (serce małża) 0,01 — 0,1

„ (m acica szczura) 0,05 — 0,1
„ (żołądek szczura) 0,001 — 0,002

Zasadniczą zaletą m etod farm akologicznych jest to, że mogą być sto­
sowane przy użyciu nieoczyszczonych wyciągów tkankow ych, co ma szcze­
gólnie duże znaczenie w przypadku bardzo m ałych stężeń serotoniny, 
w których stra ty  horm onu spowodowane ekstrakcją, odparowywaniem  
rozpuszczalnika oraz w pływ em  pow ietrza mogą dochodzić do 90°/o (199). 
Należy jednak zwracać uwagę na możliwość wyw oływ ania analogicz­
nego efektu przez jony Ca2+, k tóre w większych stężeniach powodują sa­
m orzutnie skurcz tkanki. Działanie to jest szczególnie w yraźne w przy­
padku m acicy szczura i w ystępuje już p rzy  stężeniu 20 mg CaCl2 na litr  
(196). To też przy sporządzaniu roztworu, w  którym  zanurza się badaną 
tkankę, nie powinno się przekraczać tej w artości stężenia jonów Ca2+.
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V. Naturalne pochodne i analogi strukturalne

W organizmach zwierzęcych oprócz serotoniny w ystępują jeszcze jej 
pochodne, przede wszystkim  m elatonina (V) i bufotenina (VI).

M elatoninę wyizolowano z szyszynki w 1958 roku (110, 114), a w roku 
następnym  ustalono jej budowę jako O -m etylo-N -acetyloserotoniny (N- 
-acetylo-5-m etoksytryptam iny) (111). Nie wykluczone jest również jej 
w ystępow anie w nerw ach obwodowych (112), nie w ykryto  jej natom iast 
w innych tkankach. Działa ona antagonistycznie do horm onu pow odują­
cego rozszerzanie melanoforów w  skórze żaby (stąd nazwa), nie powoduje 
natom iast’skurczu m ięśni gładkich.

Rola m elatoniny w organizmie zwierzęcym  nie jest jasna:. W ystępo­
w anie jej w yłącznie w tkance nerw owej, w szczególności w szyszynce, 
sugeru je  jej rolę horm onalną w  działaniu układu nerwowego (9, 10, 111,
112, 113, 114, 127), aczkolwiek nie zostało to dotychczas udowodnione (199). 
Nie zostało też wyjaśnione, czy pow staje ona w tkance nerw ow ej na dro­
dze przem ian sarotoniny (N-acetylacja, O-m etylowanie) (29, 127), czy też, 
będąc w przeciw ieństw ie do serotoniny rozpuszczalną w tłuszczach, prze­
nika błony lipidowe tkanki nerw owej i ulega w niej enzym atycznem u 
przekształceniu w serotoninę (199).

Bufotenina (N-dwum etyloserotonina) w ykry ta  została po raz pierwszy 
w skórze ropuch (209), a następnie wyizolowana z tru jących  grzybów 
Am m anita  mappa (195), z cahobe beans z wybrzeży m orza K araibskie­
go (61) oraz z moczu ludzkiego, aczkolwiek niektórzy badacze są zdania, 
że w norm alnym  moczu w ystępuje jedynie m onom etyloserotonina (149). 
Bufotenina, jak również p rodukt jej dalszego m etylow ania — bufoteni- 
dyna (N-trójm etyloserotonina) są silnym i jadam i działającym i na tkankę 
nerwową; w yw ołują również skurcz mięśni gładkich.

W tkankach roślinnych w ystępuje cały szereg związków będących 
m niej lub więcej bliskimi analogami struk tu ra lnym i serotoniny i w yka­
zujących działanie psychom im etyczne i halucynogenne. Należą tu  przede 
w szystkim  alkaloidy sporyszu będące pochodnymi kwasu lizergowego (VII) 
(ergotam ina, ergotoksyna i inne, R =  peptyd) oraz bardzo blisko spo­
krew nione z nimi, nie w ystępujące w sporyszu, dw uetyloam id kwasu 
lizergowego (LSD) i dw uetyloam id kwasu bromolizergowego (BOL)
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(R =  — NH/C2H5/2), dalej psylocybina (VIII) i harm ina (IX) oraz alkaloidy
o bardziej złożonej budowie jak  ibogaina (X), yohim bina (XI) i rezer­
pina (XII).

0 = C —R

VI

PO3H2

O

Yin

N
*c h 3

W szystkie te  związki naturalne, jak  również cały szereg syntetycznych 
analogów struk tu ra lnych  serotoniny w ykazują u ludzi i zw ierząt w ybitne 
działanie psychotyczne, co pozwala wnioskować o roli jaką w zaburze­
niach psychicznych może wywoływać w ystępująca norm alnie w ustro ju  
ludzkim  serotonina (199).

VI. Hipoteza serotoninowa chorób psychicznych

Rolę serotoniny w  procesach psychicznych w ykazano dzięki stw ier­
dzeniu, że n iektóre jej an tym etabolity  w yw ołują u osób zdrowych p rze j­
ściowe zaburzenia psychiczne (205, 206). Pierw szym  poznanym  związkiem 
tego typu  był 2-m etylo-3-etylo-5-am inoindol (XIII) (204), a w  niedługim  
czasie otrzym ano ich cały szereg.

H3CO

OCH3

OCH3

OCH 3
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Wśród związków w ystępujących w naturze antym etabolitam i seroto­
n iny okazały się wym ienione już alkaloidy sporyszu, yohimibina, har- 
mina, ibogaina, rezerpina i psylocybina, będące silnym i środkam i psycho- 
m im etrycznym i (11, 12, 91, 124, 137, 138, 158, 161, 183). W oporciu o ich 
działanie na żywy organizm G a d d u m (64, 65) oraz W o o 11 e y
i S h aw (205, 206) zwrócili w latach 1953—54 uwagę na możliwość istn ie­
nia związku m iędzy serotoniną i zaburzeniam i psychicznymi. W o o 11 e y 
w ysunął też tzw. hipotezę serotoninową chorób psychicznych (199). Jego 
zdaniem zaburzenia w m etabolizm ie serotoniny w tkance nerw owej są 
odpowiedzialne za powstawanie odchyleń od norm y i schorzeń psychicz­

nych, a mianowicie nadm iar serotoniny w mózgu jest przyczyną schizo­
frenii, a niedobór serotoniny — przyczyną stanów depresyjnych.

Jako dowody przem aw iające za słusznością swojej hipotezy W o o 1-
1 e y przytacza następujące fakty.

1. W pływ serotoniny na hamowanie rytm icznych skurczów kom órek 
oligodendrogleju (15, 16). Komórki te  u chorych na schizofrenię i psychozę 
m aniakalno-depresyjną w ykazują w yraźne zmiany morfologiczne (47). 
Zaburzenie ich rytm icznej czynności i zwyrodnienie może upośledzać od­
żywianie sąsiadujących z nimi neuronów . Komórki oligodendrogleju 
zaw ierają ponadto szczególnie dużo pseudocholinesterazy (acylcholino 
acylhydrolazy), dla której serotonina i niektóre jej pochodne są silnym i 
inhibitorami.

2. Pogorszenie się stanu schizofreników przy podawaniu inhibitorów  
m onoaminooksydazy oraz prekursora  sero ton iny— 5-hydroksytrypto- 
fanu i na odwrót — popraw a stanu klinicznego w depresji po podawaniu 
inhibitorów  monoam inooksydazy (59, 115, 145, 200).

3. Popraw a stanu schizofreników przy podawaniu am idu kwasu niko­
tynowego. Związek ten  nie jest ani analogiem  struk turalnym , ani an ty - 
m etabolitem  serotoniny, jednak w jakiś sposób znosi jej działanie, np. 
powodujące skurcz mięśni gładkich lub biegunkę po w strzyknięciu 5-hy- 
droksytryptofanu, a równocześnie blokuje działalność monoaminooksy­
dazy (92).

4. Dodatni wpływ  rezerpiny — antym etabolitu  serotoniny — w schizo­
frenii.

5. W pływ chloroprom azyny (XIV), jednego z najczęściej stosowanych 
w schorzeniach psychicznych neuroleptyków . Związek ten, podobnie jak 
am id kwasu nikotynowego, nie jest ani analogiem struk tu ra lnym  ani
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antym etabolitem  serotoniny, jednak działa silnie antyserotoninowo w spo­
sób nieodw racalny (14). Działanie to  jest niewyjaśnione; wiąże się je 
z oddziaływaniem  na błonę kom órkową (81, 101).

6. Zm iany psychiczne w galaktozemii, w której nadm iar galaktozo-1- 
-fosforanu może powodować zaham owanie włączania galaktozy do lip i­
dów, a więc hamować syntezę gangliozydów będących specyficznym i 
receptoram i serotoniny w  błonie komórkowej (155).

Bardzo ciekawym i niedostatecznie jeszcze w yjaśnionym  zagadnieniem  
jest powiązanie niedorozwoju w fenyloketonurii z zaburzeniem  syntezy 
serotoniny. w mózgu (46). Fenyloalanina działa jako inhibitor przenosze­
nia 5-hydroksytryptofanu, prekursora serotoniny, przez barierę k rew — 
mózg (156, 157, 164) i jej nadm iar m ógłby być odpowiedzialny za bardzo 
znaczne obniżenie poziomu serotoniny w mózgu i związany z tym  nie­
dorozwój.

Hipoteza serotoninow a W oolleya posiada cały szereg punktów  niedo­
statecznie w yjaśnionych lub spornych. Zagadnienie roli serotoniny w za­
burzeniach psychicznych kom plikuje podobna rola katecholam in, h ista­
m iny i acetylocholiny. N oradrenalina w niektórych przypadkach działa 
zgodnie z serotoniną, w innych antagonistycznie. Rezerpina w ydaje się 
w tym  sam ym  stopniu usuwać z kory mózgowej serotoninę, jak i no ra­
drenalinę i jej działanie w stosunku do obu tych hormonów do dziś dnia 
nie jest wyjaśnione (26). Uspokajające działanie rezerpiny jest niw elo­
w ane w tej samej m ierze przez podawanie prekursora serotoniny — 5-hy­
droksytryptofanu, co i p rekursora  katecholam in — 2-hydroksyfenyloala- 
niny. W fenyloketonurii stw ierdza się w tkankach obniżenie poziomu 
zarówno serotoniny, jak  i adrenaliny  (135). W reszcie należy podkreślić, 
że silne psychom im etyki n ie zawsze są antym etabolitam i serotoniny, np. 
m eskalina jest analogiem  adrenaliny, a d itran  — acetylocholiny. Sporo za­
m ieszania wprowadza też ceruloplazm ina, białko pełniące rolę am ino- 
oksydazy w osoczu i p łynie mózgowo-rdzeniowym (18, 52, 123, 182), 
niszczące działalność serotoniny (123, 213), którego zawartość w krw i 
schizofreników w ydaje się być wyższa niż u zdrowych (3).

Nie ulega wątpliwości, że zakłócenie m etabolizm u któregokolwiek 
z neurohorm onów  musi w płynąć na działalność kory  mózgowej, a w efek­
cie spowodować zm iany psychiczne (46, 60). N iektórzy autorzy dopatru ją  
się źródeł zaburzeń psychicznych w wadliw ej przem ianie adrenaliny (87, 
88, 89, 90, 91, 93, 165), i i in i— acetylocholiny (1, 2), większość jednakże w i­
dzi je  w wadliwej przem ianie tryp to fanu  (29, 32, 33, 46, 199).

Postulow any dla zaburzeń psychicznych, w szczególności dla schizo­
fren ii biochemiczny defekt m etaboliczny może tkwić zarówno w psycho- 
toksynie, jak i w substancji receptorow ej (64), w każdym  razie należy go 
szukać w przem ianie m aterii kom órek mózgowych. Całkowite w yjaśnie­
nie zagadnienia byłoby m ożliw e jedynie przy przeprow adzeniu badań na 
świeżej tkance mózgowej zdrowych i chorych ludzi (201).
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

RECENZJE 

Recenzja książki Pteridine Chemistry

P terid ine  C hem istry ,  red. W olfgang P f 1 e i d e r er, Edward C. T a y l o r ,  Per- 
gam on Press, Sym posium  Publications D ivision , Oxford, England, X IX  +  535 str., 
1964, ceina 5 funtów .

Z tytułu sądząc Chemia P te ryd y n  jest podręcznikiem  dotyczącym  w ąskiej, 
śc iśle  ograniczonej dziedziny; okazuje się jednak, że jest czym ś w ięcej. Pozycja ta 
zaw iera m ateriały 3 M iędzynarodow ego Sym pozjum  pośw ięconego chem ii pterydyn, 
które odbyło s ię  w e w rześniu  1962 roku. w  NRF w  Stuttgarcie.

Już z pobieżnego zapoznania s ię  z treścią w idać, że jest to na pew no poży­
teczne dla specjalistów  podsum ow anie problem atyki z zakresu pterydyn, będące 
zarazem dla n iespecjalisty  lekturą w ręcz fascynującą. Różnorodne opracowania, 
obejm ujące w szystk ie  szczegółow e aspekty chem ii pterydyn, stanow ią rów nocześnie  
bogatą ilustrację ścisłej w ięzi m iędzy chem ią a biologią tych zw iązków  datu­
jącej się od czasów , kiedy ponad 75 lat tem u H o p k i n s  w yekstrahow ał barw ­
nik pterydynotwy ze skrzydeł m otyla.

N iespecjalista znajdzie bardzo interesujący w ykład w prow adzający S c h o p f a ,  
który rozw ijając w stęp n e odkrycia H opkinsa zapoczątkow ał w  1924 roku system a­
tyczne badania nad chem ią pterydyn. W ykład ten jest krótkim  przeglądem  roz­
w oju  chem ii pterydyn zaczynającym  się  od om ów ienia prac Hopkinsa nad w y ­
odrębnieniem  ze skrzydeł m otyli białego i  żółtego barw nika a kończącym  się  sfor­
m ułow aniem  szeregu aktualnych zagadnień czekających na rozw iązanie. Opraco­
w ane zostały praktycznie w szystk ie działy chem ii pterydyn i ich pochodnych  
z uw zględnieniem  biologii i enzym ologii. Znaleźć tu można prace w szystk ich  
chyba znanych specjalistów  i p ionierów  tej dziedziny.

N ie brakuje naw et krótkiego rozdziału o rozw oju w łaściw ej techniki m ikroana- 
lizy elem entarnej, napisanego przez J. F i  ld  e s  a, znanego australijsk iego sp e­
cjalisty  w  tym zakresie.

D la specjalistów , a także tych, którzy pracują w  dziedzinach zbliżonych, szcze­
góln ie cenne są obszerne, dosłow ne spraw ozdania z d yskusji prowadzonych po 
każdym  doniesieniu. W niektórych przypadkach część dyskusyjna jest tak rozbu­
dowana, że naw et przekracza objętością don iesien ia  oryginalne. Spraw ozdania z d y ­
skusji podnoszą w artość całej książki. C zytelnik zainteresow any tem atem  znaj­
dzie tu w ie le  pożytecznych inform acji — np. nie opublikow ane dane W o o d a 
dotyczące nieenzym atycznego term icznego przekształcenia 8-ryb ity lo-6 ,7-dw um etylo- 
lum azyny w  ryboflaw inę w  środow isku w odnym  (str. 460—461) oraz podobne dane 
P 1 a u t a d la tej sam ej reakcji katalizow anej enzym atycznie.

Warto chyba zacytow ać w yjątek  z końcow ego przem ów ienia przew odniczą­
cego Sym pozjum  E. C. T a y l o r a ,  który przypom niał, że w  pierw szym - S ym ­
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pozjum (Paryż, 1952) w zię ło  udział tylko 18 uczestników . Drugie Sym pozjum , zorga­
nizow ane w  Ciba Foundation w  Londynie w  1954 r. objęło już szeroki w achlarz 
zagadnień z zakresu chem ii, b iochem ii, biologii, m ikrobiologii i m edycznych zastoso­
wań pterydyn. A le naw et w  tym okresie .... kw as fo liow y był jedyną znaną w y stę ­
pującą w  przyrodzie pochodną pterydynow ą m ającą znaczenie w  m etabolizm ie, 
a prawdę m ów iąc n iezbyt w ie le  w iedziano o jego m etabolicznej roli. W czasie  
następnych ośm iu lat zyskaliśm y znaczną w iedzę o tych problem ach. Wraz z  poz­
naniem  innych w ystępujących w  przyrodzie pterydyn o aktyw ności koenzym atycz- 
nej stanęliśm y na progu now ego okresu rozw oju w  tej dziedzin ie”.

Organizatorom ostatniego Sym pozjum  i redaktorom  om aw ianej książki należy  
się szczególne uznanie za znakom itą treść i um iejętny sposób jej przedsta­
w ienia. W ydaje się, że pow inna ona trafić do szerokich kręgów  naukow ych odbior­
ców. W ydawcy, z kolei zasługują na uznanie ze w zględu na św ietny  papier i czcion ­
kę drukarską, które jeszcze bardziej zachęcają do lektury. Jest to  jedna z tych  
książek, które zasługują na poczesne m iejsce na półce pracow nika naukow ego  
zainteresow anego chem ią oraz biologią zw iązków  heterocyklicznych.

D. Shugar

Recenzja książki R. W. B a i 1 e y  — Oligosaccharides

R. W. B a i 1 e y Oligosaccharides, w yd. Pergam on Press, 1965 VII +  178 str.

Książka B a i 1 e y a ukazała się  jako czw arty tom sekcji b iochem icznej m ię­
dzynarodowej serii m onografii z zakresu biologii czystej i stosow anej. Podaje ona 
przegląd poznanych dotychczas k ilkocukrow ców  w ystępujących w  stanie w olnym  
oraz otrzym anych w w yniku syntezy i degradacji w ielocukrow ców  zarówno na dro­
dze chem icznej jak i enzym atycznej. Autor przyjm uje, że kilkocukrow ce są to zw iąz­
ki zbudowane z 10 lub m niej reszt cukrow ych, i stosuje dla nich nazw y zgodne 
skróconą nom enklaturą W helana, pozw alającą na w zględnie proste i jednoznaczne 
określenie zw iązków  w ieloskładnikow ych z grupy cukrowców. Cztery pierw sze roz­
działy autor pośw ięca zagadnieniom  ogólnym  om aw iając w nich zasady nom en­
klatury kilkocukrow ców , ich syntezę i hydrolizę, w ydzielanie, oczyszczanie i usta­
lanie struktury. W krótkim tym om ów ieniu autor uw zględnił przede w szystk im  m e­
tody now e podając dosyć obszerną b ibliografię. D alsze 7 rozdziałów  zaw iera kom ­
pletny spis znanych kilkocukrow ców  podzielonych na kilka grup z podaniem  ich 
charakterystyki i bibliografią. C harakterystyka zawiera: nazw ę skróconą w g  
W helana, nazw ę zw yczajow ą, ścisłą  nazw ę chem iczną zgodną z regułam i podanym i 
przez tow arzystw a chem iczne am erykańskie i brytyjskie, skręcalności w łaściw e  
zw iązków  oraz ich octanów  i innych pochodnych, tem peratury topnienia, charaktery­
stykę znanych pochodnych, sposób otrzym yw ania, jeżeli zw iązek otrzym ano w w y ­
niku syntezy chem icznej lub enzym atycznej ew entualn ie degradacji w ielocukrow - 
ców  i w reszcie w ystępow anie w  przyrodzie z dokładnym  podaniem  w szystk ich  źró­
deł, z których dany zw iązek w yizolow ano. W rozdziałach 4, 5 i 6 — om ówiono  
kilkocukrow ce hom ogenne pod w zględem  składników  cukrow ych, w  rozdziałach 7, 
8 i 9 — heterogenne, w  rozdziale 10 — zaw ierające am inocukry a w  11 — kw asy  
uronowe. Książka zaopatrzona jest w  trzy indeksy. P ierw szy z nich to  indeks k la ­
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sy fikacyjny  ułożony w edług sk ładników  cukrow ych uszeregow anych w  porządku 
alfabetycznym  (np. D -altroza, I-am ino-J-deoksy-D -g lukoza  itp.) na grupy. W każdej 
grupie stosuje się dalszy podział ze w zględu na: hom ogenność lub heterogenność, 
redukcyjność lub nieredukcyjność, zaw artość am inocukrów  i kwasóiw uronowych. 
Drugi indeks obejm uje nazw y zw yczajow e a trzeci to indeks ogólny. W sum ie k siąż­
ka B eileya jest podręczną encyklopedią w iadom ości o kilkocukrowcach.

Z. Ka spr zyk
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

Autoreferaty prac habilitacyjnych i doktorskich

Rola estrogenów w procesie wydalania i przemiany kwasu cytrynowego

LEON ZE L E W SK I

P racę w ykonano w  Zakładzie Chem ii B iologicznej A kadem ii M edycznej w  Gdańsku.

Recenzenci: Prof. dr. S. BYCZKOW SKI, prof. dr. M. GÓRSKI, 
prof. dr. I. MOCHNACKA

U chwała Rady W ydziału L ekarskiego AM w  Gdańsku z dnia 8. X. 1964 nadająca  
stopień naukow y docenta  b iochemii

Stw ierdzono, że estrogeny pow odują k ilkudniow e obniżenie w ydalan ia  kw asu  
cytrynow ego w  moczu sam ic norm alnych i po ow ariektom ii, jednodniow e obniżenie 
u sam ców norm alnych i po kastracji. U sam ic po obustronnej adrenalektom ii n ie  
w ystąp ił istotny spadek w ydalan ia  kw asu cytrynow ego po podaniu J7-|3-estra- 
diolu.

W ykazano, że estrogeny w yw ołu ją  spadek w ydalan ia  chlorku sodow ego w  m o­
czu, który jednak nie zaw sze jest rów noległy  d o  spadku w ydalan ia  kw asu cy try ­
nowego u szczurów  z zachow anym i nadnerczam i. Brak natom iast istotnego spadku  
w ydalania sodu i chlorków  po podaniu 17-|3-estradiolu u sam ic po obustronnej 
adrenalektom ii.

Estrogeny powodują zm niejszen ie w ydalan ia  potasu. Efekt ten jest w yw oła­
ny zm niejszaną ilością przyjętego pokarm u, gdyż stosunek w ydalonego potasu do 
azotu całkow itego w ydalonego  z m oczem  pozostaje n ie zm ieniony.

Stężen ie sodu, potasu i chlorków  osocza pozostaje n ie  zm ienione w  dniach  
w yw ołanego estrogenam i m aksym alnego spadku w ydalan ia  kw asu cytrynow ego  
m oczu.

Skojarzone podanie estrogenu i am idu kw asu n ikotynow ego w yw ołu je w zrost 
w ydalania kw asu cytrynowego- i a -k etok w asów  w  p ierw szym  dniu po iniekcji. 
W drugim  i trzecim  dniu obserw ow ano spadek w ydalan ia  kw asu cytrynow ego u sa ­
mic (norm alnych i po ow ariektom ii), podczas gdy sam ce (norm alne i po kastracji) 
reagują spadkiem  tylko w  trzecim  dniu.

Synteza kw asu cytrynow ego z kw asu pirogronow ego i szczaw iooctow ego przez  
hom ogenaty nerkow e i w ątrobow e szczurów  po in iek cji benzoesanu estradiolu  
i amidu kw asu n ikotynow ego jest zw iększona n iezależnie od tego czy zw ierzęta  za­
b ijano w  okresie wzrostu, czy spadku w ydalan ia  kw asu cytrynow ego in v ivo .  Za
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w zrost syntetyzow anego kw asu cytrynow ego odpow iedzialny jest amid kw asu n i­
kotynow ego.

N ajm niejsze stężen ie estrogenów  dodane in vitro, zdolne istotn ie ham ow ać u tle ­
n ianie kw asu cytrynow ego do kw asu a-ketoglutarow ego, w ynosi dla m itochon­
driów  10—5 M. U tlen ian ie 'kwasu cytrynow ego do kw asu a-ketoglutarow ego przez  
hom ogenaty i m itochondria otrzym ane z w ątroby i nerki szczurów  po podaniu  
estrogenów  in vivo  n ie różni się istotnie od w artości uzyskanych dla szczurów gru­
py kontrolnej.

U zyskane w yn ik i w skazują na to, że działanie estrogenów  w  procesie zm niej­
szonego w ydalan ia  kw asu  cytrynow ego w  moczu jest zw iązane ze zw iększoną reab ­
sorbe ją sodu i chlorków  przez nerki. Zm niejszone w ydalan ie k w asu ’ cytrynow ego, 
sodu i chlorków  po podaniu estrogenów  jest uzależnione od obecności nadnerczy, 
a n ie  gruczołów  płciow ych.

D yskutow ano, czy zm iany w yw ołane przez estrogeny są w yn ik iem  w tórnego  
zw iększonego działania horm onów  kory nadnerczy.

Rozprawę w ydrukow ano w  Acta Biologica et Medica Societatis Scientiarum  
Gedanensis 8, 325 (1964).

Przemiany grupy 6-aminowej kwasu adenylowego w mięśniach
różnych zwierząt

J E R Z Y  UM IASTOW SKI

Pracę w ykonano w  K atedrze Chem ii F izjologicznej A. M. w  Gdańsku

Promotor: docent dr M ARIUSZ ŻYDOWO

U chw ała Rady W ydziału Lekarskiego AM w  Gdańsku nadająca stopień naukow y  
doktora m edycyny z dnia 26 listopada 1964 roku

Badano rozpow szechnienie procesów  dezam inacji AM P oraz am inacji IMP 
w  m ięśniach kręgow ców  i bezkręgow ców .

A ktyw ność A M P-am inohydrolazy w ykazano w  m ięśniach dżdżow nicy, ślim aka  
w inniczka, raka, kraba, m inoga, karpia, węgorza, pstrąga, certy, żaby, żółw ia, jasz­
czurki, żm ii, gołębia, szczura, św inki m orskiej i człow ieka. A ktyw ność m ięśn i dżdżow ­
nicy, raka, kraba, m inoga, żółw ia, jaszczurki i człow ieka jest n iższa od aktyw ności 
m ięśni pozostałych zw ierząt. N ie udało się w ykazać aktyw ności badanego enzym u  
w  m ięśniach zw ieraczach szczeżui.

Proces am inacji IMP do AM P w ykazano w  m ięśniach człow ieka, gołębia, 
żółw ia  i żaby, natom iast n ie stw ierdzono go w  m ięśniach raka i krew etek. W yka­
zano, że produktem  pośrednim  am inacji w  m ięśniach żaby i gołębia jest kw as ade- 
nylobursztynow y.

Stw ierdzono, że m ięśnie zw ieracze szczeżui (które nie w ykazują aktyw ności A M P- 
-am inohydrolazy) w ykazują aktyw ność A TP-azy.
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W m ięśniach odwłoika raka w ykazano obecność endogennego kw asu 5'-ad en ylo- 
w ego, dającego się ekstrahow ać buforem  bursztynianow ym  o pH  6,0 w  ilości około  
4 ¡imoli na gram tkanki.

Praca była opublikow ana w  A cta  Biochim.Polon.  11, 459 (1964).

Lipidy cholinowe nerwów obwodowych ze szczególnym uwzględnieniem
lizolocytyny

J A N  P R Z YJE M SK I

Pracę w ykonano w  K atedrze C hem ii F izjologicznej A kadem ii M edycznej w  Gdańsku

Promotor: prof. dr WŁODZIMIERZ MOZOŁOWSKI

U chw ała R ady W ydziału L ekarskiego A kadem ii M edycznej w  Gdańsku z dnia  
23 k w ietn ia  1964 roku nadająca stopień naukow y doktora m edycyny

Celem  pracy było: a) porów nanie zaw artości lip idów  cholinow ych ze szcze­
gólnym  uw zględnien iem  lizo lecytyny  w  nerw ie kulszow ym , istocie białej i szarej 
u królika; b) ocena stopnia zależności poziom u lizolecytyny w  tkance nerw ow ej od 
zaw artości fosfolip idów ; nerw u kulszow ego człow ieka cytow anych w  p iśm ien n ic­
tw ie.

M ateriałem  dośw iadczalnym  były poszczególne części układu nerw ow ego k ró li­
ków  dom ow ych, oraz ludzki nerw  kulszow y uzyskany ze zw łok w zględnie podczas 
operacji. L ipidy ekstrahow ano układem  chloroform —m etanol 2:1 (v:v), a rozdzie­
lane na kolum nie z m ieszaniną kw as krzem ow y — H yflo Super Cel 2:1 (w:w), oraz 
na bibule im pregnow anej kw asem  krzem ow ym .

Zawartość fosfolip idów  w  nerw ie kulszow ym  królika, w istocie białej i rdzeniu  
przedłużonym  jest bardzo podobna i odpow iednio w yn osi 105,0; 101,0; 109,0 umo- 
li/gram  tkanki. W istocie szarej mózgu natom iast jest znacznie niższa i w ynosi 
58,6 um oli/gram  tkanki. We w szystk ich  częściach układu nerw ow ego królika lip idy  
cholinow e reprezentują około 50°/o fosforu lip idow ego. N erw  kulszow y, istota b ia ­
ła, rdzeń przedłużony, istota szara zaw ierają odpow iednio 0,46; 0,36; 0,33; 0,18 timo- 
li lizo lecytyny  na gram tkanki. U dział procentow y lizolecytyny  fosfo lip idów  ca łk o­
w itych n ie w ykazuje natom iast istonych różnic w  poszczególnych częściach układu  
nerw ow ego. W ydaje się być uzasadniony pogląd, że zaw arość lizolecytyny w  tkance 
nerw ow ej jest uzależniony od poziom u fosfolip idów .

Poziom fosfo lip idów  w  ludzkim  nerw ie kulszow ym , oczyszczonym  jedynie z ota­
czających go tkanek, jest n isk i i w ynosi 14,0—20,0 um oli/gram  tkanki. Podobne dane 
cytuje G. R. W e b s t e r  i R.  H.  S. T h o m p s o n .  W edług L o n g a  poziom  ten  
jest znacznie w yższy i sięga  100 ¿«moli/gram tkanki. Ilość fosfo lip id ów  bliską w ar­
tościom  podanym  przez Longa w ykazują izolow ane pęczki w łók ien  nerw ow ych . N er­
w y kulszow e z dwóch osobników  zaw ierały 70,0 i 83,0 umoli fosforu lip idow ego/gram  
tkanki. Z aw artość lizo lecytyny w e w łóknach tych nerw ów  w yn osiła  odpow iednio
0,31 i 0,33 ym oli na gram  tkanki. W artości te są blisko ośm iokrotnie w yższe od 
cytow anych przez G. R. W ebstera i R. H. S. Thompsona.
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Kwasy rybonukleinowe i rybonukleazy Paramecium caudatum
i Paramecium aurelia

M A R IA  GROSS

Pracę w ykonano w  K atedrze C hem ii Ogólnej i F izjologicznej A kadem ii M edycznej
w  Łodzi

Promotor: Prof. dr BRONISŁAW  FILIPOW ICZ

U chw ała Rady W ydziału L ekarskiego, A kadem ii M edycznej w  Łodzi nadająca 
stopień doktora m edycyny iz dnia 24 października 1964 r.

W pierw szym  etapie pracy, ustalono w arunki m asow ej hodow li pierw otniaków  
i otrzym yw ania ich w  ilościach um ożliw iających prow adzenie badań biochem icz­
nych. M asowe ku ltury prowadzono w spóln ie  z lek . Bogną S k o c z y l a s  w  Za­
kładzie B iologii D ośw iadczalnej Instytutu  im . M. N enckiego w  W arszaw ie.

Do izolow ania kw asów  rybonukleinow ych (RNA) zastosow ano m odyfikację po­
danych w  literaturze m etod fenolow ych . O trzym any R N A  frakcjonow ano siarcza­
nem  streptom ycyny. Obok zw ykle otrzym yw anych tą m etodą frakcji w ysok ospoli- 
m eryzow anego RNA (h-RNA) rozpuszczalnego w  1 M NaCl i frakcji RNA tw orzą­
cego rozpuszczalny kom pleks ze streptom ycyną (s-RN A), otrzym ano jeszcze frakcję  
RNA tw orzącego n ierozpuszczalny kom pleks ze streptom ycyną, ale rozpuszczalnego  
w  1 M NaCl. Po w yk luczen iu  m ożliw ości depolim  ery żującego działania rybonukleaz  
(RN-az) w  czasie trw ania preparatyki, oraz na podstaw ie sta łego w ystępow an ia  tej 
frakcji stw ierdzono, że nie jest ona artefaktem , lecz w ystępującą stale u tych p ier­
w otniaków  frakcją RNA. U stalono, że zaw artość R NA  oraz stosunek w zajem ny  
poszczególnych frakcji do siebie, w aha się znacznie w  zależności od stanu odży­
w ien ia  i rozwoju hodow li. h-R N A  oraz otrzym ana trzecia frakcja m ają podobne 
w łasności i zbliżony skład nukleotydow y, co  pozw ala przypuszczać, że obie te frak ­
cje pochodzą z jednego gródła — z rybosom ów  kom órkow ych. W składzie nukleo- 
tydow ym  RNA obu gatunków  p ierw otniaków , a szczególnie w  P aram ecium  aure­
lia stw ierdzono w ysok i stosunek puryn do pirym idyn.

Hom ogenaty Param ecium  caudatum  i P aram ecium  aurelia  m ają w ysoką ak tyw ­
ność rybonukleazy kw aśnej z optim um  działania w  pH  m iędzy 5 a 6. R N -azę P ara­
m ecium  aurelia  oczyszczano 20-krotnie stosując strącanie białek balastow ych siar­
czanem protam iny i w ysalan ie siarczanem  am onow ym . Tak oczyszczony enzym  
frakcjonow ano na kolum nie z C M -celulozy i otrzym ano d w ie  aktyw ne frakcje. 
Preparaty te były całkow icie w olne od enzym ów  tow arzyszących: dezoksyrybonu- 
kleazy, n iespecyficznej fosfodw uesterazy i n iespecyficznej nukleotydazy. Badane 
R N -azy są term olabilne, jednak w  m iarę oczyszczania stają s ię  coraz bardziej opor­
ne na działanie podw yższonej tem peratury. H am ujący w p ływ  jonów  m etali jest 
stosunkow o n iew ielk i za w yjątkiem  rtęci inaktyw ującej całkow icie, oraz jonów  
cynku, kobaltu i kadm u inaktyw ujących w  około 50'%>. EDTA, heparyna i strep to­
m ycyna n ie  w pływ ają na ich aktyw ność.

Stw ierdzono niską specyficzność badanych rybonukleaz. Rozkładają one zarówno  
polinukleotydy, poli U, jak i poli A, oraz nukleotyd graniczny. W ykazują w yższą  
aktyw ność w  stosunku do substratu otrzym anego z tego sam ego m ateriału, co stw ier­
dzono szczególnie w  stosunku do w ysokospolim eryzow anych frakcji RNA z P ara­
m ecium.
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Estry fosforanowe krwinek czerwonych w gośćcu przewlekłym
postępującym

JOZEFA LORENC

Pracę w ykonano w  K atedrze C hem ii Ogólnej i F izjologicznej A kadem ii M edycznej
w  Łodzi

Prom otor: Prof. dr BRONISŁAW  FILIPOW ICZ

U chw ala  Rady W ydziału L ekarskiego A kadem ii M edycznej w  Łodzi nadająca stopień  
naukow y doktora m edycyny z dn ia  30 m arca 1965 r.

Na zaburzenia przem iany w ęglow odanow ej u chorych na gościec przew lek ły  po­
stępujący zw rócił uw agę już P e m b e r t o n  w  1920 roku. W latach 1949—50 
H a y d u w ysunął su gestię , że zaburzenia te  uw arunkow ane są brakiem  od pow ied­
n iej ilości zw iązków  w ysokoenergetycznych  — szczególnie ATP. Jednakże badania  
poziom u ATP w e krw i pełnej u chorych z chorobam i kolagenow ym i, które przepro­
w adzili G y ó r k i  i  S a n d  e 11 stosując m etodę chrom atografii b ibułow ej, nie 
w ykazały  w yraźnych różnic w  zaw artości tych zw iązków  u ludzi zdrow ych i cho­
rych.

Założeniem  pracy było ponow ne spraw dzenie czy ogólnoustrojow e zaburzenia  
m etaboliczne u chorych na gościec p rzew lek ły  postępujący m ają w p ływ  na m eta­
bolizm  krw inki czerw onej. W tym celu przebadano' zaw artość nulkleotydów adeni- 
now ych i innych estrów  fosforanow ych krw inek czerw onych ludzi chorych i porów ­
nano je z zaw artością tych m etabolitów  w  krw inkach ludzi zdrowych. P ierw szy  
etap polegał na oznaczeniu sum y adeniny pochodzącej ze w szystk ich  zw iązków  ade- 
ninow ych, zaw artych w e  frakcji kw asorozpuszczalnej krw i żylnej. W badaniu s to ­
sow ano m etodę L e y k o, która polega na ekstrahow aniu adeniny kw asem  solnym  
z osadu srebrow ego puryn i spektrofotom etrycznym  lub polarograficznym  jej ozna­
czeniu. Przebadano 90 osób chorych na gościec przew lek ły  postępujący. Średnie  
w artości adeniny w yrażone w  m M /litr erytrocytów  są następujące: u chorych — 1,35, 
u zdrow ych — 1,68. Po opracow aniu statystycznym  okazało się, że u chorych poziom  
adeniny jest obniżony o około 19%. N ie stw ierdzono zależności zaw artości adeniny  
w e krw i od okresu chorobow ego ani od otrzym yw anego leku; jedynie leczenie so l-  
ganalem  w yw iera  m inim alny w p ływ  w  kierunku norm alizacji poziom u badanych  
zw iązków .

D rugi etap pracy polegał na rozfrakcjonow aniu estrów  fosforanow ych krw inek  
.czerwonych na kolum nie chrom atograficznej w ypełnionej .amonitem D o w ex  i w ed ług  
m etody B a r t l e t t a .  Stw ierdzono następujące różnice u ludzi chorych na gościec  
przew lek ły  postępujący w  porów naniu z grupą kontrolną osób zdrow ych: 1) ob n iże­
n ie  poziom u ATP o ok o ło  32%> — średnia w artość u  zdrow ych 0,92 nM /ml erytrocy­
tów , u chorych — 0,63 ¡.iM/ml erytrocytów ; 2) podw yższenie poziom u A D P o około  
30%> — średnia w artość u  zdrow ych 0,21 ¡.iM/ml erytrocytów , u chorych 0,28 nM /ml 
erytrocytów ; 3) obniżen ie zaw artości 2,3-DPG o około 37°/o— u zdrow ych 5,03 ¡.iM 
P/m l erytrocytów , u chorych 3,18 n-M P /m l erytrocytów ; 4) zw iększen ie zaw artości 
heksozodw ufosforanów  — u zdrow ych 0,57 n-M p /m l erytrocytów , u chorych 0,74 ^M 
P /m l erytrocytów .

Jak w ykazali liczni autorzy, m. in. B u e l l  (1930—35), później B i  s h o p ,  J o r -  
g e n s e n  i R o h d e w a l d ,  nukleotydy adeninow e zaw arte są ty lko w  krw inkach  
czerw onych, n ie w ystęp u ją  zupełn ie w  osoczu. W zw iązku z tym  w szystk ie  zm iany
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ich stężenia są odbiciem  procesów  toczących s ię  w e  w nętrzu  krw inki, a n ie  w skazują  
na w ym ianę zw iązków  adeninaw ych m iędzy krw ią a tkankam i otaczającym i. O trzy­
m ane w ynik i w skazują w ięc  na daleko posunięte zaburzenia m etabolizm u w  k rw in ­
kach czerw onych u chorych na gościec przew lek ły  postępujący — przede w szystk im  
glikolizy. W yniki te m ogłyby sugerow ać istn ienie jak iejś przeszkody m etabolicznej, 
która ham ow ałaby proces g likolizy  przed pow stan iem  aldehydu 3-fosfog liceryn o-  
w ego. M ogłyby to być zaburzenia w  aktyw ności enzym atycznej aldolazy lub izom e- 
razy fosfotriozy. W skazuje na to nagrom adzenie się  heksozodw ufosforanów  przy  
rów noczesnym  niedoborze 2,3-DPG.  Z kolei zm niejszona zaw artość 2,3-DPG w arun­
kuje n isk i poziom  A TP w  krw inkach i być m oże zaburzenia w  cyklu  fosfog licery-  
nianow ym , w ykrytym  przez R a p  o p o r t  a w  erytrocytach  ssaków.

Część w yn ik ów  została opublikowana: 1) J. L o r e n c ,  I K rajow y K ongres B io­
chem ii Łódź 1963. Streszczenie prac, str. 104; 2) J. L o r e n c ,  W.  L e y k o ,  Clinica  
Chimica A cta  9, 585 (1964).
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

Sprawozdania i komunikaty

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

M etabolizm  m itochondriów  stanow i przedm iot żyw ego zainteresow ania b ioch e­
m ików . O rganelle te są, jak w iadom o, m iejscem , gdzie zlokalizow ana jest w iększość  
w ew nątrzkom órkow ych procesów  oddechow ych i sprzężonej z utlenianiem  syntezy  
ATP. Badania ostatn ich  lat w ykazują ścisłą  żależność m iędzy m etabolizm em  m ito ­
chondriów  a ich strukturą, a ponadto coraz w yraźniej uw idocznia się w zajem ne  
pow iązanie i  w spółza leżn ość różnych procesów  przem iany m aterii zachodzących  
w  m itochondriach.

R egulacji procesów  m etabolicznych w  m itochondriach i ich zależności od stru k ­
tury pośw ięcone było  m iędzynarodow e sym pozjum , jak ie  odbyło się  w  Bari w e  
W łoszech w  końcu k w ietn ia  il,965 r. Organizatoram i sym pozjum  byli: prof. E. C. S l a ­
t e r  i  dr J. M. T a g e r z  Laboratorium  B iochem ii U n iw ersytetu  A m sterdam skie­
go oraz prof. E. Q u a g l i a r i e l l o  i dr S.  P a p a  z Instytutu Chem ii B io log icz­
nej U niw ersytetu  w  Bari. Sym pozjum  m iało  charakter zam knięty. W zięło w  nim  
udział około  60 zaproszonych b iochem ików  europejskich i dwóch am erykańskich. 
Sym pozjum  trw ało  6 dni. Przedstaw iono 34 referaty  dotyczące następujących zagad­
nień: 1) m orfologicznej i  b iochem icznej organizacji m itochondriów ; 2) regulacji w y ­
korzystyw ania  substratów , 3) regulacji transportu w odoru i przem ian energetycz­
nych, 4) aktyw ności syn tetycznej m itochondriów  i 5) w p ływ u  horm onów  i innych  
substancji.

Strukturę m itochondriów  om ów ił V. P. W h i t t a k e r .  G łów ną uw agę zw rócił 
on na zm iany zachodzące w  m itochondriach w  czasie ich izolacji oraz n a  znaczenie  
tzw. „podjednostek błon w ew n ętrzn ych ”, które zostały w ykryte k ilka lat tem u  
(H. F e r n a n d e z  - M o r a  n,  D.  F. P a r s o n s )  i którym  niektórzy b iochem icy  
(D. E. G r e e n ,  G. C h a n c e ,  E.  R a c k  e r )  przypisują istotną rolę w  transporcie  
elek tronów  lub w  sprzężonej z  nim fosforylacji. W h i t t a k e r  jest jednak zdania, 
że „podjednostki” te są artefaktam i w yn ik łym i ze zm ian zachodzących w  czasie  
izolow ania, a następnie u trw alania i barw ienia m itochondriów . N atom iast część  
dyskutantów  podtrzym yw ała pogląd, że .podjednostki” są strukturam i realn ie is t­
n iejącym i w  m itochondriach.

N astępne referaty  (D. P e t  t e ,  H. W. H e l d t  i M.  K l i n g e n b e r g )  d o ty ­
czyły przestrzeni w ew nątrzm itochondrialnych i lokalizacji w  nich enzym ów  i in ­
nych substancji. Jak się w ydaje, enzym y łańcucha oddechow ego zlokalizow ane są  
w  w ew nętrznych  błonach m itochondrialnych, w iększość dehydrogenaz cyklu  k w a­
sów  trójkarboksylow ych w  błonie zew nętrznej, natom iast nukleotydy adeninow e  
(A DP i ATP) w  m atrix .

E. C. S l a t e r  przedstaw ił przegląd obecnych teorii oksydacyjnej fosforylacji. 
W szystkie one, prócz teorii chem iosm otycznej M i t c h e l l a ,  przyjm ują w y stęp o ­
w an ie  w ysokoenergetycznych  n ieufosforylow anych  i u fosforylow anych in term ed ia-
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tów  o n ieznanej na razie budow ie. Istn ieje obecnie coraz w ięcej danych w sk azu ją­
cych, że pew ne endoergiczne procesy zachodzące w  m itochondriach m ogą w yk orzy­
styw ać te w łaśn ie interm ediaty  jako źródło energii. Ilustracją tego b yły  następne  
referaty, w  których w ykazyw ano, że transport jonów  przez błony m itochondrialne  
(J. B. C h a p p e l l ,  C. S. R o s s  i) i reakcja transhydrogenacji z NADH na N A D P  
(C. P. L e e )  mogą czerpać energię za<wartą w  interm ediatach fosforylacji. P rzed­
staw iono rów nież dane sugerujące, że synteza b iałek  (A. M. K r o o n )  i aktyw acja  
kw asów  tłuszczow ych w  m itochondriach (L. W o j t c z a k )  m ogą zachodzić kosztem  
w ysokoenergetycznych  intermediaitów.

Z upełnie inaczej tłum aczy m echanizm  oksydacyjnej fosfory lacji teoria chem io- 
sm otyczna P. M i t c h e l l a .  Odrzuca ona istn ien ie  substan cji pośredniczących  
m iędzy  transportem  elektronów  a syntezą ATP, jak rów nież pow staw anie w ysok o­
energetycznych interm ediatów . Przyjm uje natom iast anizotropow ość błon m itochon- 
drialnych, która sprawia-, że jony H+ mogą przenikać przez błony ty lk o  w jednym  
kierunku. Jony H+ pow stające w  w yn ik u  transportu elektronów  są  rów nież w yd zie­
lane tylko na jednej stronie błony m itochondrialnej. W w yn iku  tego w  odpow ied­
nich m iejscach błon m itochondrialnych pow stają w arunki sprzyjające łączeniu się  
A D P z ortofosforanem  z w ytw orzeniem  ATP.

Zagadnieniom  transportu jonów  w  m itochondriach oraz pęcznienia i skurczu  
m itochondriów  pośw ięcona była odrębna grupa referatów . W iadomo, że izolow ane 
m itochondria utlen iające substraty oddechow e w  obecności fosforanu i ADP, tzn. 
w  w arunkach, kiedy m ożliw a jest synteza ATP, n ie w ykazu ją  w ięk szych  zm ian  
m orfologicznych. Błona m itochondrialna ma w ów czas ograniczoną przepuszczalność  
w obec kationów. J. B. C h a p p e l l  stw ierdził, że antybiotyk gram icydyna znosi 
tę zdolność kontrolow ania przepuszczalności. W obecności jonów  potasow ych i fo s ­
foranow ych następuje w ów czas akum ulacja pierw szych z  nich w  m itochondriach, 
czem u tow arzyszy pęcznienie m itochondriów . A kum ulacja jonów  potasow ych  zacho­
dzi przeciw  gradientow i stężeń  i w ym aga dostarczenia energii; w  danym  przypadku  
jest to energia utlen iania substratów  oddechow ych. P ęczn ien ie m itochondriów  jest 
w edług  Chappella zjaw iskiem  w tórnym , zw iązanym  ze w zrostem  ciśn ienia osm o- 
tycznego w ew nątrz m itochondriów . Zarówno akum ulacja jonów  potasow ych jak 
i pęcznienie jest ham ow ane przez inhibitory oddechow e i przez substancje rozkła­
dające zw iązki w ysokoenergetyczne (np. 2,4-dw unitrofenol).

A kum ulacja w apnia w  m itochondriach om aw iana była przez C. S. R o s s i ’ego.  
Proces ten, podobnie jak grom adzenie jonów  potasow ych, w ym aga dostarczenia  
energii, której źródłem  m oże być albo u tlen ianie substratów , albo dodany ATP. 
Szczególnie pod w pływ em  ATP obserw uje się in tensyw ne grom adzenie wapnia, k tó­
ry następnie może odkładać s ię  w  m itochondriach pod postacią w idocznych w  m i­
kroskopie elektronow ym  ziarnistości zasadow ego fosforanu w apnia. N ie tylko gro­
m adzenie, ale i utrzym anie zakum ulow anego w apnia w e w nętrzu  m itochondriów  
w ym aga nakładu energii. V

D yskutow ano „fizjologiczność” opisanych tu zjaw isk . W ydaje się, że akum u­
lacja jonów  i pęcznienie m itochondriów  na m ałą skalę są odw racalne i są zależne 
od stanu funkcjonalnego łańcucha oddechow ego. N atom iast pęcznienie na dużą 
skalę w yw ołane np. działaniem  kw asów  tłuszczow ych, tyroksyny, glutationu lub  
ortofosforanu w  nieobecności substratów  oddechow ych prow adzi do n ieodw racal­
nego uszkodzenia błon m itochondrialnych. M itochondria takie m ogą się w praw dzie  
„kurczyć” pod w płyem  ATP, lecz — jak to podkreślano — skurcz ten n ie jest po­
w rotem  do form y w yjściow ej. W pew nych w arunkach sp ęczn iałe m itochondria nie 
kurczą się po dodaniu A TP (oraz M g++ i album iny surow iczej); konieczne jest 
w ów czas dodanie jeszcze pew nych substancji nazw anych czynnikam i skurczu. N ie­
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które z tych czynników  zostały zidentyfikow ane jako katalaza i peroksydaza gluta - 
tionow a (D. N e u b e r t  i  A.  W o j t c z a k )  oraz jako fosfolip idy inozytolow e  
i aktyw ne kw asy tłuszczow e (P. V. V i g n a  is ) .

N in iejsze spraw ozdanie zaw iera jedynie krótki przegląd niektórych referow a­
nych na sym pozjum  zagadnień. P ełny tek st w szystk ich  referatów  i d yskusji będzie  
opublikow any nakładem  firm y w ydaw niczej E lsevier (Amsterdam).

A. W ojtczak  i L. W ojtczak

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

Na w zór sym pozjum  na tem at enzym ów  hem atynow ych, które odbyło  się  
w  1959 r. Canberra (A ustralia), w  dniach 10— 15 czerw ca 1965 r. odbyło się  
w  A m sterdam ie (H olandia) sym pozjum  na tem at flaw in  i flaw oprotein . Protektorat 
nad sym pozjum  objęły: M iędzynarodow a U nia B iochem iczna (IUB) oraz K rólew ska  
A kadem ia Nauk Holandii, które pokryły — pierw sza koszty podróży, druga — koszt 
pobytu uczestn ików  sym pozjum .

O rganizatoram i sym pozjum  byli prof. E. C. S i a t  e r  z  U niw ersytetu  w  A m ­
sterdam ie oraz prof. C. V e e g e r z  U niw ersytetu  R olniczego w  W ageningen, przy  
w spółpracy K om itetu Doradczego w  osobach: H. B e i n e r t ,  B.  C h a n c e ,
P. H a n d l e r ,  P.  H e m m e r i c h ,  V.  M a s s e y  i R. K.  M o r t o n .  I Sym pozjum  
m iało charakter zam knięty i w zię ło  w  nim  udział 51 uczestników  z następujących  
krajów: U SA  — 26, H olandia — 12, W ielka Brytania — 2, N orw egia — 2, NRF — 2, 
Szw ecja — 2, W łochy — 2, Japonia — 1, P olska — 1, Szw ajcaria — 1, oraz 8 ob serw a­
torów  m. in. M. K a m e n ,  N.  O. K a p ł a n ,  L. S. M e r r i w  e 11 e r, B.  L. V a l l e .

W ciągu pięciu  dni obrad w ygłoszono 25 referatów  30 m inutow ych i przezna­
czono 30 m in. na dyskusję po każdym  referacie. T em atykę sym pozjum  można p o ­
dzielić na trzy grupy: 1) F izykochem ia flaw in  i flaw oprotein , 2) C harakterystyka  
i m echanizm  działania szeregu flaw oprotein  oraz 3) zreferow ane przez B. C h a n -  
c e’a spektrofotom etryczne, fluorym etryczne i k inetyczne badania flaw in  w  tk an ­
kach, zaw iesinach kom órek, m itochondriach i ich  fragm entach.

Obrady sym pozjum  w ykazały , że flaw oproteiny — pozornie m ało zróżnicowana  
grupa enzym ów  ok syd oredukcyjnych— w ykazują w ielką  różnorodność m echanizm ów  
działania. W arunkuje ją zarówno w ystępow an ie w  cząsteczce enzym u jednego lub  
dwu nukleotydów  flaw in ow ych  oraz m ożliw ość udziału flaw in  w  różnym stopniu  
utleniania (chinon, sem ichinon, hydrochinon) jak i to, że w iększość enzym ów  tej 
grupy zaw iera szereg dodatkow ych składników  takich jak Fe, Mo, grupy SH lub  
S-S, biorących udział w  katalizow anych reakcjach. Z tych  w zględów  w ie le  uw agi 
pośw ięcono w  czasie sym pozjum  fizykochem ii flaw in  i flaw oprotein . Złożoność dzia­
łania m etaloflaw oprotein  badanych przy użyciu techniki rezonansu param agnetycz­
nego (EPR, ESR) przedstaw ił H. B e i n e r t ,  p ionier badań w tej dziedzinie. Spra­
wom m etodycznym  techniki ESR w  zastosow aniu do badania flaw in  pośw ięcony  
był rów nież referat A. E h r e n b e r g a .  R olę kom pleksów  flaw inow ych  przeno­
szących ładunek i ich znaczen ie w  b iochem ii om ów ił E. M. K o s s o w e r .  
G. R.  D r y s d a l e  przedstaw ił w yn ik i trzech zastosow ań izotopów  wodoru do b a­
dań reakcji katalizow anych przez flaw iny: 1) stereospecyficzności flaw in  w  o d n ie ­
sieniu do substratu, 2) m echanizm u działania flaw in  i 3) pom iarów  różnej siły  
w iązań kow alencyjnych ciężkich izotopów  w odoru w  porów naniu z w odorem .

Przew ażająca część obrad sym pozjum  koncentrow ała się nad m echanizm em  
działania szeregu flaw oprotein  uprzednio w yizolow anych  i oczyszczonych. W ba­
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daniach tych bardzo często korzystano z najnow szych technik  jak ESR i pom iarów  
kinetycznych dokonyw anych w  czasie krótszym  niż sekunda przy użyciu tech n ik i 
stopflow.

Porów naw cze badania nad rolą aktyw nych sk ładników  w  cząsteczce oksydazy  
aldeh ydów  (2 FAD, 2 UQ10, 2 Mo, 8 Fe, 8 labilnych grup SH), Oksydazy ksantyno- 
w ej (2 FAD, 2 Mo, 8 Fe, 8 labilnych grup SH), i w  dehydrogenazie dw uhydrooro- 
tanu (1 FAD, 1 FMN, 2 Fe, 2 labilne grujpy SH) zreferow ał P. H a n d l e r .  D wa  
pierw sze enzym y isą typ ow ym i hydroksylazam i, poniew aż atom tlenu w prow adzony  
przez te enzym y do cząsteczki substratu pochodzi z  w ody. W ystępujący w  nich Mo 
jest kow alen cyjn ie  zw iązany z atom em  siarki i to w iązan ie jest akceptorem  jonu  
w odorkow ego (H_ ) z cząsteczki substratu.

Z badań R. C. B r a  y ’a nad składem  i m echanizm em  działania oksydazy ksan-  
tyn ow ej z  m leka w ynika, następująca sekw encja  transportu elektronów :

ksantyna -*■ Mo FAD ->■ Fe -> Oz

T echniką ESR stw ierdzono, że m echanizm  redukcji enzym u zależy od czynnika  
redukującego. Jeśli jest nim podsiarczyn (Na2S20 4) FAD  jest redukow any w cześniej 
niż Mo. Grupy SH biorą udział w  transporcie elektronów  i w  natyw nym  enzym ie  
w yd ają  się być ściśle zw iązane z  Mo.

Od pionierskich  prac B einerta (1956) nad udziałem  sem ich inonów  flaw in  (m aksi­
m um  absorpcji przy długości fa li około 570 mix) w  reakcjach katalizow anych przez  
flaw oproteiny, analiza w idm a absorpcyjnego flaw oprotein  sta ła  s ię  częstą m etodą  
badań. (np. dehydrogenazy lipoam idu, oksydazy D-aminokwasowej). Okazało się  
jednak, że nie zaw sze prążek ten  odpow iada sem ichinonow ej form ie enzym u. 
W przypadku peroksydazy NADH, referow anym  przez D o l i n a ,  tw orzeniu kom ­
pleksu  m iędzy enzym em  a substratem  tow arzyszą charakterystyczne zm iany w id ­
m a — w ygaszanie absorpcji przy długości fa li 450 mu (typow e dla w iększości f la ­
w in) i w zrost absorpcji przy d ługości fa li 540 mifA. K om pleks ten, aktyw ny k in e­
tycznie, jest w  przeciw ieństw ie do  sem ichinonu, stab ilny zarówno w  obecności nad­
m iaru substratu jak i substratu  i podsiarczynu. Badania V. M a s s e  y ’a i w sp ó ł­
pracow ników  pośw ięcone były  zagadnieniu czy zm iany w idm a absorpcyjnego f la ­
w oprotein  (dehydrogenazy lipoam idu, reduktazy glutationu, oksydazy D -am inokw a­
sow ej, oksydazy glukozy) po redukcji substratem  są w ynik iem  pow staw ania kom ­
p leksów  przenoszących ładunek czy (powstawaniu sem ich inonow ej form y flaw in .

O bserwow ane przez w ie lu  badaczy nieznaczny spadek (15— 18%) absorpcji przy  
długości fa li 460 m|x w  w yn iku  redukcji substratem  dehydrogenazy bursztyniano­
w ej, zdaje się znalazł w ytłum aczenie w  su gestii D. D e r  V a r t a n i a n  a. Potrójny  
kom pleks żelazo-flaw ina-siarka  w  dehydrogenazie bursztynianow ej przyjm uje dw a  
rów now ażniki redukcyjne (jako jon w odorkow y lub w  dw u jednoelek  tron ow ych  
etapach). Jednym  z nich zostaje zredukow ana flaw ina, drugim połączen ie żelaza  
z siarką. W w yniku tego przy pom iarach ESR obserw uje s ię  sygn a ł g =  2.01 cha­
rakterystyczny dla sem ichinonow ej form y flaw iny  oraz n iesym etryczny sygnał 
g =  1.94 dla połączenia żelaza z siarką.

C. V e e g e r przedstaw ił dane w ykazujące, że w spółzaw odniczę inhibitory d e­
hydrogenazy bursztynianow ej, oksydazy D -am inokw asow ej, oksydazy L -am inokw a- 
sow ej, tworzą kom pleksy, które przesuw ają odpow iednie prążki w idm a w  kierunku  
długich  lub krótkich fa l analogicznie do przesunięć obserw ow anych w  przypadku  
w iązania  się w olnych flaw in  z apoenzym em . Poniew aż inhib itory w spółzaw odniczę  
tych  enzym ów  posiadają zdolność oddaw ania elektronów , przypuszcza się , że obser­
w ow an e prążki są w yn ik iem  tw orzenia s ię  kom pleksów  przenoszących ładunek m ię ­
dzy inhibitorem  a flaw iną.

K. Y a g i m ów ił o sposobach otrzym yw ania w  form ie krysztalicznej kilku po­
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średników  w  reakcji katalizow anej przez oksydazę L -am inokw asow ą oraz podał ich  
charakterystykę spektralną.

Interesujące dane odnośn ie m echanizm u działania m ikrosam alnej oksydoreduk- 
tazy NADPH : cytochrom  c w  przenoszeniu elektronów  z substratu na akceptory  
przyjm ujące 1 elektron  (cytochrom  c, żelazicyjanek) i 2 elektrony np. 2 ,6-dw uchlo- 
rofenoloindofenol (DCIP) przedstaw ił H. K a m i n ,  W obu typach reakcji b ierze 
udział bądź flaw in a  zredukow ana całkow icie (FADH2) bądź zredukow ana tylko  
w  połow ie (FADH). N ie b ierze natom iast udziału form a utleniona flaw in y  (FAD). 
D la porów nania należy  tu w spom nieć o przedstaw ionych przez A. M e i  s t e r a  
i D.  W e l i n  e r a  badaniach nad w łasnościam i i m echanizm em  działania oksydazy  
L -am inokw asow ej z jadu w ęża  (Crotalus adamantus).  W cyklu katalitycznym  tego  
enzym u całkow ita redukcja enzym u nie m a m iejsca gdyż w  połow ie zredukow any  
enzym  (FADH) reaguje z tlenem  szybciej n iż całkow icie zredukow any. O bserwo­
w ana inhibicja substratow a jest spow odowana tw orzeniem  całkow icie zredukow a­
nej form y, która w olno reagując z tlenem  ham uje reakcję.

Ph. S t r i t t m a t t e r ,  który od szeregu lat prow adzi badania nad m ikroso- 
m alną oksydoreduktazą NADH: cytochrom  b5 referow ał w yn ik i dośw iadczeń, któ­
rych celem  była próba w yjaśn ien ia  jaka jest sekw encja  przeniesienia elektronów  
przez flaw oproteinę z  substratu oddającego 2 elektrony na akceptor przyjm ujący  
1 elektron jakim  jest hem . Badania dotyczyły g łów nie sposobu pow iązania hem u  
ze specyficznym  b iałk iem  oraz substratu z flaw oproteiną a także w spółdziałania  
tych dw u  białek — flaw oproteiny z cytochrom em  b5. Sekw encja  przeniesienia e lek ­
tronów  z substratu na akceptor zastała przedstaw iona w  in teresujący sposób sche­
m atycznie w  pięciu  reakcjach cząstkow ych.

Pokrew nym  zagadnieniem  b yły  badania nad m echanizm em  działania cytochro- 
mu b2 tj. dehydrogenazy l  ( +  ) m leezanow ej z tlen ow ych  drożdży piekarskich. Cechą 
charakterystyczną tego  enzym u jest w ystępow an ie w  nim  2 cząsteczek FMN i 2 czą­
steczek protohem u. B adania k in etyczn e w ykazały , że elektrony są przenoszone na 
obie grupy prostetyczne a z nich na szereg sztucznych akceptorów . Do całkow itej 
redukcji utlenionej form y enzym u potrzebne są  trzy elektrony (w przeliczeniu na 
jedną cząsteczkę hemu), przy czym  redukcja flaw in , praw dopodobnie poprzez po­
średnik sem ichinonow y, poprzedza w ew nątrz cząstkow e przeniesien ie elektronów  
na hem . Redukcja DCIP lub żelazicyjanku w ydaje s ię  przebiegać ty lko  przy udziale 
flaw iny.
Podsum ow aniem  k ilku letn ich  badań b y ł referat W. R. F r i s e l l a  nad flaw iną
przenoszącą elektrony (ETF). Enzym  ten bierze udział w  reakcji:
sarkozyna -► dehydrogenaza sarkozyny (flaw ina) -»  flaw ina  przenosząca elektrony

(ETF) ->  układ cytochrom ow y

Obie flaw oproteiny są zlokalizow ane w  rozpuszczalnej frakcji m itochondrialnej. 
ETF przekazuje elektrony n a  łańcuch po stron ie  substratow ej m iejsca w rażliw ego  
na antym ycynę. Stosując dehydrogenazę sarkozyny, ETF i preparat m itochondrialny  
pozbaw iany tych  enzym ów  zrekonstruow ano układ pierw otny utlen iający sarko- 
zynę. Stw ierdzono rów nież, że ETF m oże redukow ać N AD  w  reakcji w ym agającej 
energii A TP dostarczanej przez fosforylu jące cząstki m itochondriów  w ątroby szczu­
ra oraz w  obecności sarkozyny i dehydrogenazy sarkozynow ej. A utorzy przyjm ują, 
że funkcja  ETF jest analogiczna do funkcji dehydrogenazy np. bursztynianu, NADH  
lub a-glicerafosforanu przenoszących elektrony z substratów  na łańcuch oddecho­
w y. Zasadnicza różnica polega na lokalizacji ETF w  rozipuszczalnej frakcji m ito ­
chondriów .

Znana od dw udziestu  la t oksydaza glukozy okazała się enzym em , który jak  
w ykazali P. E. P  . S w o b o d a  i V.  M a s s e y  zaw iera d w ie  reszty fosforanow e
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(n ienależące do nukleotydów ), 16% w agow o cukrow ców  oraz składnik o n ieb iesk iej 
fluorescencji i silnej absorpcji przy d ługości fa li 340 mix. U w aża się, że składnik  
o podobnej fluorescencji może w ystępow ać w  w ielu  innych flaw oproteinach po­
n iew aż znaleziono go rów nież w  oksydazie ksantynow ej z m leka.

Na tem at dehydrogenazy NADH łańcucha oddechow ego w yizolow anych  i oczysz­
czonych w  trzech laboratoriach: T. E. K i n g a ,  B.  M a c  k l e r  a i T. P.  S i n-  
g e r a  zostały w ygłoszone przez tych badaczy trzy referaty. W spólna dyskusja  nad 
tym i referatam i w  zasadzie n ie w n iosła  w ięcej fak tów  niż to zasta ło  przedstaw ione  
przez autora niniejszego spraw ozdania (P o s tęp y  Biochem ii  10, V7 (1964). Zgodnie 
stw ierdzono natom iast, że m echanizm  przekształcenia cząsteczki dehydrogenazy
o dużej m asie, jaka praw dopodobnie w ystęp u je w  m itochondriach, w  dehydroge­
nazę NADH o m asie cząsteczki około  100 000 i zm ienionych w łasnościach  n ie jest 
w łaściw ie  znany i w ym aga dalszych badań.

M ateriały sym pozjum  zostaną opublikow ane w  form ie książkow ej przez w y ­
daw nictw o E lsevier  (Holandia).

Z. Kaniuga
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ERRATA

do zeszytu 3 tom u 11/1965 P ostęp ów  BiGchemii

w iersz jest pow inno być

Schem at 4 U D P -N -acetyloglukoza-
mina

N -acetyloglukozam ina

16 od dołu łańcuchy łańcuchy |3
13 od góry w iązania operatorow ych w iązania  genów  opera­

torow ych
Tablica 1 K was glutam inow y  

Kw as asparaginow y
K w as asparaginow y  
K was glutam inow y
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INFORMACJE I W SKAZÓW KI DLA AUTOROW

1. P o s tęp y  Biochem ii  publikują artykuły referatow e ze w szystk ich  dziedzin  b io ­
chem ii n ie  drukow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły  drukow ane w  Postępach  
Biochemii  n ie m ogą być bez zgody R edakcji publikow ane w  innych czasopism ach.

2. Prace należy przesyłać do R edakcji w  2 egzem plarzach m aszynopisu i w sze l­
kich załączników . P ow inny one odpow iadać podanym  dalej w skazów kom .

N ieodpow iedn io  p rzyg o tow a n e  m a szyn o p isy  lub za łączniki nie będą ro z p a try ­
w ane p rze z  R edakcję  i będą odsyłane A utorom .

3. M aszynopis pow in ien  być pisany jednostronnie z podw ójną interlin ią, z m ar­
ginesem  około 4 cm po lew ej stronie i około 1 cm  po praw ej stronie, oraz z n u m e­
racją stron. W tekście m aszynopisu n ie  należy robić żadnych podkreśleń  na m a­
szynie ani atram entem . Po tytu łach  w ydzielonych  n ie  należy staw iać kropek.

4. Na pierw szej stronie m aszynopisu  należy  zam ieścić tylko inform acje w  n a­
stępującej kolejności: im iona i nazw iska autorów , ty tu ł pracy (w języku polskim
i angielskim ), om ów ienie tem atu pracy (w  języku angielskim ), stopnie i ty tu ły  nau­
kow e autorów  w raz z nazw am i p laców ek  naukow ych.

Im iona należy  podaw ać w  pełnym  brzm ieniu. Przy każdym  nazw isku  pow inien  
znajdow ać się  odsyłacz gw iazdkow y do notki, tj. *, ** itd. (bez naw iasu).

O m ów ienie tem atu pracy m oże obejm ow ać najw yżej 5 w ierszy  m aszynopisu. 
Przekład na język angielsk i m oże być dokonany w  redakcji i  w  tym  przypadku  
należy pozostaw ić w olne m iejsce w  m aszynopisie, zaś na oddzielnej kartce dołączyć 
polski tekst om ów ienia.

Na dole p ierw szej strony m aszynopisu należy zam ieścić notki oznaczone odsyła­
czam i gw iazdkow ym i (jak przy nazw iskach). T ekst notki pow in ien  być podany n a­
stępująco: * Dr, adiunkt Zakładu Chem ii F izjologicznej A kadem ii M edycznej w  ...

5. W łaściw y tekst pracy rozpoczyna się  od drugiej strony m aszynopisu. W przy­
padku podziału tekstu  na rozdziały i podrozdziały należy ich tytu ły  oznaczyć od­
pow iednio num eracją rzym ską I., II. itd. oraz arabską 1., 2. itd. T ekstow e tytu ły  
(tj. n ie  w yd zielone z tekstu) n ie pow inny być num erow ane.

W tekście nie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków  ani schem atów. 
W tych przypadkach należy pozostaw ić w olny  w iersz m aszynopisu w  żądanym  
m iejscu  i odpow iednio oznaczyć, T ablica 1, Rys. 1, Schem at 1.

Ta sam a w skazów ka odnosi się do pojedynczych w zorów  chem icznych i innych. 
Żądane m iejsce w  w olnym  w ierszu  zaznacza się w ów czas odpow iednim  num erem  
w  naw iasach, do którego należy odw ołać się po odpow iednim  słow ie tekstu, np, 
kw as glutam inow y (I).

O dw oływ anie się w  tekście do notek  w yjaśn iających  m oże być stosow ane tylko  
w  w yjątkow ych przypadkach.
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6. C ytow aną literaturę należy w ypisać oddzielnie na ostatniej stronie (stronach) 
m aszynopisu, w ym ien iając pozycje w  alfabetycznej kolejności nazw isk autorów. 
W w ykazie  pow inny być podane kolejno: liczba porządkow a, nazw isko autora, 
pierw sze li 2 ry im ion, skrócony ty tu ł czasopism , tom  (podkreślony), stronica i rok 
w ydania  (w naw iasach), np. 3. Bogorad L., Granick S., J. B iol. Chem. 202, 793 (1953). 
N ależy w ym ien ić nazw iska w szystk ich  w spółautorów  w  kolejności podatiej w  orygi­
nalnej pracy.

W ykaz stosow anych skrótów  czasopism  podają Post. Biochem.  7 601 (1961).
D la cytow anych książek (nie czasopism ) należy podać kolejno: nazw isko i pierw sze  

litery  im ion autora, ty tu ł dzieła, m iejsce i rok w ydania, np. Przyłęcki S. J., Podręcznik  
chem ii fizjologicznej, Łódź 1947. W przypadku odw oływ ania  się do artykułu w  pracy  
zbiorow ej należy dodatkow o podać tom i nazw iska w yd aw ców  (redaktorów) dzieła  
po ty tu le  oraz na końcu — stronice, np. Schneider W. C., M ethods in Enzym ology, 
tom III, red. S. P. C olow ick i N. O. Kaplan, N ew  York 1957, str. 680.

P ow oływ an ie się w  tekście na odnośną pozycję cytow anej literatury następuje  
przez w ym ien ien ie  liczby porządkow ej pozycji w  naw iasach, np. (10).

7. Z ałączniki do pracy obejm ują tablice, rysunki, schem aty, w zory itp. W szystkie  
pow inny być oznaczone u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytułu  
pracy.

Tablice należy dołączyć na oddzielnych kartkach. Każda z nich pow inna być 
oznaczona z praw ej strony u góry kolejnym  num erem  arabskim , np. Tablica 1, 
oraz posiadać nagłów ek  opisujący jej treść, sens tablic pow inien  być zrozum iały bez 
odnoszenia się  do tekstu  pracy, a każda rubryka — zaopatrzona w  odpow iedni tytuł.

8. W szelkie rysunki, w ykresy i fotografie należy dołączyć do m aszynopisu w  po­
staci nadającej się  do reprodukcji lub przerysow ania. W szystkie te załączniki należy  
oznaczyć jako rysunki i zaopatrzyć u dołu kolejnym  num erem  arabskim  z podaniem  
w łaściw ego ustaw ienia, np. Rys. 1 (dół).

Podpisy pod rysunki pow inny być dołączone na oddzielnej kartce. Po tytu le należy  
podać odpow iednio objaśnienia lub uw agę (objaśnienia w  tekście).

9. Schem aty reakcji i pojedyncze w zory należy zam ieścić na oddzielnej kartce 
(kartkach). O znaczenia, których nie m oi. apisać n .aszynie, pow inny być bardzo 
w yraźnie naniesione czarnym  tuszem .

Schem aty należy oznaczyć u dołu kolejnym  num erem  arabskim , np. Schem at 1, 
oraz w łaściw ym  podpisem  ytuł i objaśnienia).

P ojedyncze w zory pow inny posiadać num ery rzym skie zgodne z num eracją 
w  tekście.

10. R edakcja zastrzega sobie m ożność uc niania skrótów  i popraw ek nie w p ły ­
w ających na treść pracy. W przypadku konieczności w prow adzenia zm ian w  treści od­
syła  się A utorow i egzem plarz pracy dla dokonania popraw ek; drugi — pozostaje 
w  aktach redakcji.

11. Autora obow iązuje korekta autorska, którą należy zwracać redakcji w  ciągu  
3 dni. K orektę należy w ykonać kolorow ym  (nie czerw onym ) ołów kiem .

K oszty spow odow ane zm ianam i tekstu w  korekcie, poza popraw kam i b łędów  
drukarskich, ponosi autor.

12. A rtykuły  są honorow ane w edług ustalonych staw ek. A utorzy otrzym ują 25 
bezpłatnych odbitek pracy. Żądanie w iększej ilości odbitek (płatnych) należy z g ło ­
sić p isem nie przy zw rocie korekty autorskiej.
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