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ZBIGNIEW KANIUGA * JADWIGA BRYLA **

Odwracalno$¢ reakcji przenoszenia elektronéw i energii
w tancuchu oddechowym

Reversal of the Respiratory Chain

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

Several aspects of the reversibility of electron and energy transfer in the
respiratory chain as well as methods and properties of investigated materials are
reviewed and discussed.

. Wprowadzenie

taczenie sie wodoru substratowego z tlenem katalizowane w uktadach
biologicznych przez enzymy ftancucha oddechowego zwigzane jest ze
znacznym spadkiem energii. W ukiadach sprzezonych procesowi temu
towarzyszy fosforylacja, w wyniku ktoérej energia utleniania zostaje
przeksztatcona w energie wigzania pirofosforanowego w ATP.

Zaktadajac, ze po dostarczeniu energii mogtoby nastapi¢ odwrocenie
procesu utleniania, tj. przeniesienie elektronéw w kierunku substratu
i redukcja zwigzkéw o nizszym potencjale oksydoredukcyjnym, Krebs
i wsp. (55, 109) rozwazali mozliwo$¢ odwracalnos$ci nastepujgcej reakcji:

FpH2-- 2cyt. c+++ - ADP + P*='Fp + 2cyt.c++ ATP + HD 1

W zrost stezenia ATP (powstajacego w | i Il miejscu fosforylacji w tan-
cuchu oddechowym) przesuwatby rownowage reakcji w kierunku na lewo.
Wigzanie pirofosforanowe ATP spetniatoby tu role energetycznego tacz-
nika miedzy réznymi ukladami oksydoredukcyjnymi, przy czym ilos¢

* Doc. dr, Kierownik Zaktadu Enzymatyki Katedry Biochemii Uniwersytetu
Warszawskiego.
** Mgr, asystent Zaktadu Enzymatyki Katedry Biochemii Uniwersytetu War-
szawskiego.
Wykaz stosowanych skrétow: PMS — metylosiarczan N-metylofenazyniowy,
TPMD — tetrametylo-p-fenylenodwuamina, DNP — 2,4-dwunitrofenol, TTA —4,4,4-
tréjfluoro-1-(2-tiofeno)-2,2-butan-2,3-dion, NQNO — N-tlenek hydroksychinoliny.
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energii uwolnionej w reakcji zamiany ATP na ADP zalezataby od sto-
sunku [ATP]/[ADP].

Chance i Williams (46) podjeli proby potwierdzenia tego przy-
puszczenia dla pokrewnej reakcji:

NADH + Fp+ P + ADPANAD+ + ATP + FpH2 2

Proby odwrdécenia tej reakcji nie powiodty sie jednak nawet przy stosun-
ku [ATP]/{ADP] rzedu 104, a szybkos¢ i wydajnos$¢ fosforylacji oksydacyj-
nej okazata sie niezalezna od stosunku [ATP]/[ADP] w granicach 102— 104
Uzyskane wyniki sktonity autorow do podtrzymania panujgcej wéwczas
teorii, ze reakcja miedzy ADP i noé$nikami tafcucha jest zasadniczo nie-
odwracalna, mimo ze fakty te byty sprzeczne z wynikami badan nad
odwracalno$cig reakcji czastkowych oksydacyjnej fosforylacji, jak wy-
miana miedzy ATP i 3P, ATP—ADP i 180 2—H2 (119, 120) (por. artykut
Wojtczaka 168).

Z obliczen termodynamicznych dla reakcji w uktadach biologicznych
zZwyczajowo przyjmowano, ze np. tworzenie NADH zachodzi w reakcji
egzoergicznej, w ktorej wolna energia uktadu oksydoredukcyjnego
(AH2-> A) jest wystarczajagco ujemna w stosunku do nukleotydow, aby
redukcja NAD przebiegata bez doptywu energii z zewnatrz (13). Totez
obserwacja Chance:’a i Hollungera (16, 32), ze NAD+ (E6 =
= —0,32V) ulega redukcji po dodaniu bursztynianu (EO = 0,00V) byta
zaskakujgca, poniewaz reakcja taka termodynamicznie jest niemozliwa
bez wktadu energii. Spostrzezenie to zapoczatkowato w tatach 1959— 1960
intensywne badania, prowadzone gtéwnie w pracowniach Chance’a, Klin-
genberga, Slatera i Ernstera, nad reakcjami przeniesienia elektronow
w kierunku substratu wbrew réznicy potencjatu oksydoredukcyjnego,
przy wykorzystaniu energii ATP lub wysokoenergetycznych posrednikéw
oksydacyjnej fosforylacji (por. artykut Bryty i Gardasa (11)).

Badania nad tym procesem nazywanym potocznie ,,odwréceniem fan-
cucha oddechowego i oksydacyjnej fosforylacji” wykazaty, nie tylko, ze
substraty o wyzszym potencjale oksydoredukcyjnym moga by¢ wykorzy-
stane do redukcji nukleotydéw nikotynamidoadeninowych i innych ukta-
dow oksydoredukcyjnych, ale rowniez, ze energia wysokoenergetycznych
posrednikéw oksydacyjnej fosforylacji wytworzonych w jednych miejscach
taricucha oddechowego moze by¢ przeniesiona i wykorzystana w innych,
z catkowitym pominieciem udziatu ATP. Wskazuje to, zgodnie ze znanymi
zaleznosciami termodynamicznymi, ze odwrdcenie przeniesienia elektro-
néw jest zwigzane z odwracalnoscig oksydacyjnej fosforylacji.

Il. Odwracalno$¢ oksydacyjnej fosforylacji
1. Chemiczny mechanizm fosforylacji *)
Chemiczna teoria oksydacyjnej fosforylacji przyjmuje, ze podobnie jak
w przypadku fosforylacji substratowej energia reakcji oksydoredukcyj-
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nych w tancuchu oddechowym zostaje zachowana w formie zwiazku
bogatego w energie. W przeciwienstwie do tego, postulowana ostatnio przez
Mitchella (126a-e) chemiosmotyczna teoria oksydacyjnej (i fotosyntetycz-
nej) fosforylacji, ttumaczac te procesy na zupeinie odmiennej zasadzie,
nie uznaje istnienia wysokoenergetycznych posrednikéw i przypisuje
istotng role tzw. potencjatowi btony mitochondrialnej, ktéry wykorzysty-
wany jest do syntezy ATP. Chociaz obecnie nie ma dostatecznych danych
pozwalajgcych przyja¢, zgodnie z pierwszg lub drugg teorig, ze energia jest
gromadzona tylko w formie wysokoenergetycznych posrednikow lub
tylko potencjatu btony mitochondrialnej, to jednak dotychczasowe badania
nad odwracalnoscig tancucha oddechowego sg ttumaczone udziatem wyso-
koenergetycznych posrednikéw w tym procesie.

Podstawowym zatozeniem chemicznej teorii fosforylacji jest poglad,
ze wysokoenergetyczne zwigzki zawierajgce skiadniki tancucha oddecho-
wego sg posrednikami w taricuchu reakcji prowadzacym od utleniania do
syntezy ATP. Mechanizm tego procesu mozna wyrazi¢ ogélnym schematem
zaproponowanym jeszcze w 1953 r. przez Slatera (144) i przedstawianym
rowniez obecnie (147, 148, 149).

Utlenienie: AH2+B  A+BH2 AH2+B+C A~c +BH2 (3
A~C +P +ADPA=": A+C+ATP  (4)
Fosforylacja: App+p  ATP
Rys. 1. Sprzezenie utleniania z fosforylacjg (148)

Zwigzek C jest potrzebny do przeniesienia wodoru z donora AH2 na
akceptor B. Utleniony produkt A pozostaje zwigzany w formie wysoko-
energetycznego posrednika A ~ C, ktoéry w obecnosci ADP i P rozpada
sige na A i C z utworzeniem ATP.

Dalsze badania wykazaly, ze reakcja 4 jest sumag reakcji czastkowych.
Fakt, ze arsenian w przeciwienstwie do DNP nie; cofa zahamowania od-
dychania przez oligomycyne doprowadzity Estabrooka (66) oraz
Huijinga i Slatera (83) do wniosku, ze A ~ C nie reaguje bhez-
posrednio z P i ze w procesie oksydacyjnej fosforylacji bierze udziat drugi
posrednik D:

A C+H+D"AfC D 5
Wiekszo$¢ badaczy przyjmuje obecnie, ze wysokoenergetyczny posrednik
typu C ~ D réwniez nie reaguje bezposrednio z P i ADP, ale ze tworzy
sie najpierw ufosforylowany posrednik D ~ P, (okre$lany czesto réwniez
jako X ~ P) **

* Szczeg6towy przeglad badan nad mechanizmem oksydacyjnej fosforylacji
ogtosit ostatnio Slater (149a).

** Wysokoenergetyczne posredniki oksydacyjnej fosforylacji oznaczone przez
Slatera (83 1499 A~ C, C~D i D~P odpowiadajg poprzednim symbolom
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ktory dopiero w reakcji z ADP tworzy ATP
D~ P+ ADP” C+ D+ ATP 7

Zatem miedzy pierwotng, dostarczajacg energii reakcjg oksydoreduk-
cyjng a syntezg ATP istniejg przynajmniej dwa wysokoenergetyczne po-
$redniki nieufosforylowane (~C i ~D) i jeden ufosforylowany (~P).
Przyjmuje sie, ze zasadniczo w kazdym miejscu tanicucha oddechowego
reakcje oksydacyjnej fosforylacji przebiegajg wedtug tego samego mecha-
nizmu. Wskazuje na to miedzy innymi mozno$¢ wykorzystania energii po-
Srednikdw wytworzonych w jednym miejscu do odwrdcenia reakcji oksy-
doredukcyjnych w innym miejscu tancucha oraz wyniki badaiA z zastoso-
waniem czynnikéw rozprzegajacych i inhibitordw przenoszenia energii.

2. Wplyw czynnikéw rozprzegajacych i inhibitorow

Od dawna wiadomo byto, ze dwunitrofenol stymuluje oddychanie
catych komdrek a réwnocze$nie hamuje rézne ich funkcje wymagajace
energii (146), jednak dopiero w 1948 r. Loomis i-Lipmann (122)
wykazali, ze dwunitrofenol rozprzega fosforylacje od utleniania. Utlenia-
nie przebiega wdwczas z maksymalng szybkoscig rowniez w nieobecnosci
ADP i P, ale nawet w ich obecnosci fosforylacja nie zachodzi (122). Mozna
to wyttumaczy¢ przyjmujac poglad (113), ze DNP powoduje rozpad wy-
sokoenergetycznego posrednika nieufosforylowanego, wskutek czego ADP
i P nie sa potrzebne w reakcji oddychania. Poniewaz reakcja posrednika
z ADP i P jest odwracalna, dwunitrofenol aktywuje ATP-aze i powoduje
rozpad ATP (114).

Oligomycyna zastosowana po raz pierwszy w 1958 roku przez Lar-
dy ’ego iwsp. (115) jest silnym inhibitorem oddychania w S$cisle sprze-
zonych mitochondriach, hamujgc przede wszystkim fosforylacje, nato-
miast zahamowanie utleniania jest wtérnym skutkiem dziatania na sprze-
zone z oddychaniem reakcje fosforylacji. W luznie sprzezonych lub roz-
przezonych mitochondriach, a takze w czgstkach submitochondrialnych
oligomycyna nie hamuje transportu elektronéw (66, 83). Antybiotyk ten
hamuje katalizowane przez mitochondria reakcje wymiany miedzy fosfo-
ranem nieorganicznym i ATP (112, 115) oraz tlenu miedzy resztg fosfora-
nowg a wodg (112), a takze reakcje ATP-azy aktywowanej przez r6zne
czynniki (112) miedzy innymi przez arsenian (5).

Jesli przyja¢, ze oligomycyna hamuje reakcje 6, wodwczas DNP musi
dziata¢ przed etapem, w ktorym P bierze udzial w ciggu reakcyjnym

Myersa i Slatera (127) A~ 1,1~ X iX ~Poraz Chance’a i William-
sa (46) pierwszy: NADH ~ I, b+2~ I, ¢c+2~ |, drugi X ~1 i trzeci X ~P oraz
Ernstera (60) C~ I, I ~ X, X ~ P.
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(112). Wskazuje, na to fakt, ze w obecnosci dwunitrofenolu oligomycyna
nie hamuje oddychania, poniewaz przebiega ono niezaleznie od fosforylacji
(rysunek 2), hamuje natomiast ATP-aze aktywowang przez DNP, gdyz
hamuje reakcje miedzy ATP a nieufosforylowanym wysokoenergetycznym
posrednikiem.

AH2+B A+BH2

2 4-dwunitrofenol  VIIIIIIIfi>

Oligomycyna Xl [

ADP +P ATP
Rys. 2. Wptyw oligomycyny w obecnosci 2,4-dwunitrofenolu (148)

Dowodami istnienia w oksydacyjnej fosforylacji posrednika typu ~P
sg obserwacje Crane’a i Lipmanna (15 potwierdzone ostatnio
przez Ter Wellego i Slatera (164), ze w nieobecnosci ADP
fosforan hamuje stymulowane arsenianem utlenianie. Dodanie DNP lub
ADP cofa zahamowanie. Arsenian i fosforan wspdizawodniczg wiec
0 miejsce w oksydacyjnej fosforylacji. Poniewaz fosforan reaguje aktyw-
niej, arsenian w obecnosci fosforanu ma niewielki wptyw na stosunek
P :O. Arsenian aktywuje ATP-aze, jednak dziata ona wolno w pordwnaniu
z ATP-azg aktywowang dwunitrofenolem lub w poréwnaniu z szybkoscig
oddychania w obecnosci arsenianu i ADP. Te wyniki zdajg sie jednoczesnie
wskazywac, ze trwaty zwigzek typu ~P powstaje jako posrednik w re-
akcji 6. Arsenian rozprzega wiec reagujac z nieufosforylowanym wysoko-
energetycznym posrednikiem (149). Jednak w przeciwienstwie do dwu-
nitrofenolu (115) arsenian nie znosi hamujgcego wptywu oligomycyny na
oddychanie $cisle sprzezone (66, 83, 146), oligomycyna za$, jak wspom-
niano, hamuje ATP-aze stymulowang arsenianem (5). Te cechy wskazujg,
ze réwniez oligomycyna dziata przed wejsciem w reakcje P i pozwalajg .
zroznicowaé przypuszczalne miejsca dziatania czynnikow rozprzegajgcych
(rysunek 3).

Utlenianie

Fosforylacja \ i Oligomycyna

Rys. 3. Przypuszczalne miejsca dziatania 2,4-dwunitrofenolu, arsenianu i oligomy-
cyny
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Zdaniem Sanadiego (141) jest mozliwe, ze fosforan, arsenian
i oligomycyna dziatajg w tym samym miejscu a rdéznica polega tylko
w ich powinowactwie do enzymu i posrednika.

Zaréwno DNP jak i oligomycyna wydajg sie dziata¢ na wszystkie trzy
miejsca fosforylacji w tancuchu oddechowym, w odréznieniu od bardziej
specyficznego dziatania amytalu (38) i alkiloguanidyn (136) hamujgcych
w pierwszym miejscu fosforylacji, NQNO i hydrolapacholu (2-hydroksy-
-3/3-metylo-2-butylo/-i,4-naftochinon) (82) hamujgcych w drugim i syn-
talinu (dekametylenodwuguanidyna) (71) — hamujagcym w trzecim miejscu
fosforylaciji.

3. Stany metaboliczne mitochondriéw

Szybko$é oddychania i fosforylacji zalezy nie tylko od stezenia substra-
tu i tlenu, ale takze od stezenia ADP, P i produktu reakcji ATP. Anali-
zujac wptyw tych czynnikéw na aktywno$¢ oddechowa mitochondridw
i stan oksydoredukcyjny skitadnikéw tancucha Chance i Williams
(43, 46) wyrdznili pie¢ standw metabolicznych mitochondriéw. Stan 1 cha-
rakteryzuje sie brakiem substratu i ADP. Stan 2— to warunki, w ktdrych
brak tylko substratu zarowno egzo- jak i endogennego. W tym stanie mito-
chondria sg ,labilne”, a sktadniki tancucha prawie catkowicie utlenione.
W obecnosci wszystkich niezbednych sktadnikow mitochondria sg w sta-
nie 3. Jest to stan intensywnego oddychania i fosforylacji okreslany czesto
jako ,stan aktywny”. Czynnikiem ograniczajgcym oddychanie jest sam
tancuch oddechowy. Mimo znacznych zmian poziomu ADP stan oksydo-
redukcyjny cytochroméw pozostaje staty. Stan 4 okre$lany przez Chance’a
jako ,,stan spoczynku”, a przez Klingenberga jako ,stan kontrolowany”
charakteryzuje sie powolnym oddychaniem, poniewaz brak jest ADP.
W warunkach beztlenowych mitochondria sg w stanie 5. W warunkach
dynamicznej rownowagi w stanie 3 nosniki sa w posrednim stopniu zre-
dukowane, przy czym stopien zredukowania maleje od nukleotydow niko-
tynamidoadeninowych do tlenu. Znacznie wyzszy stopiefd redukcji nosni-
kéw obserwuje sie w stanie 4 (kontrolowanym), a w nieobecnosci tlenu
nosniki sg catkowicie, zredukowane. Stan 3 i 4 oraz przejscie jednego
w drugi sg wazne dosSwiadczalnie.

4. Kontrola oddechowa

Zaobserwowana przez Lardy’ego i Wellmana (114) zaleznos¢
szybkosci oddychania od stezenia ADP zostata nastepnie szczeg6towo zba-
dana przez Chance’a i Williamsa (43, 46), ktorzy regulacje od-
dychania przez ADP (lub P) okreslili jako ,kontrole oddechowg”. Zja-
wisko to ttumaczono jako nagromadzanie sie w stanie kontrolowanym
posrednikéw niezdolnych do transportu elektrondw. Rozpad tych poia-
czen pod wptywem ADP i P lub czynnikéw rozprzegajacych przywraca
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oddychanie (17, 46). Obserwacje te sktonity Chance’a (17) do za-
proponowania mechanizmu regulacji opartego na kinetyce reakcji.

Miarg kontroli oddechowej jest stosunek szybkosci oddychania w stanie
aktywnym (po dodaniu ADP) do szybkosci w staniei kontrolowanym gdy
w wyniku wyczerpania ADP oddychanie zmalato. Sci$le sprzezone mito-
chondria majg bardzo wysoka kontrole oddechowg np. przy utlenianiu
glutaminianu stosunek ten wynosi od 5 do 10 a przy utlenianiu burszty-
nianu od 3 do 4 (31). Mitochondria luzno sprzezone majg niewielkg kon-
trole oddechowa lub zupetnie nie reaguja na dodanie ADP. Nie ma jednak
Scistego zwigzku ilosciowego miedzy kontrolg oddechowg a stosunkiem
P : O (120). Wysoka warto$¢ kontroli oddechowej jest lepszym kryterium
nienaruszalnosci struktury mitochondridw niz wysoki stosunek P : O (120).

Klingenberg wykazat, ze réwniez stezenie ATP moze regulowac¢ od-
dychanie. Stwierdzit on, ze niskg kontrole oddechowg w przypadku utle-
niania np. fosforanu glicerolu lub bursztynianu mozna zwiekszy¢ dodajac
najpierw ATP, ktore czesSciowo przyhamowuje oddychanie (z rownoczes-
nym zwiekszeniem redukcji NAD+) a nastepnie dodajagc ADP lub P (87r
96) (rysunek 4).

Na tej podstawie Klingenberg uwaza (87, 90, 96, 97), ze kontrola odde-
chowa ma charakter termodynamiczny, tzn. w mitochondriach utrzymuje
sie rwnowaga dynamiczna pomiedzy réwnowaga oksydoredukcyjng sktad-
nikow tancucha oddechowego a tzw. ,potencjatem fosforylacyjnym” tj.

ré&{)ram—

Rys. 4. Wptyw ATP na kontrole oddechowga i redukcje NAD+ (96)
Liczby nad krzywa zapisu polarograficznego wyrazajg szybko$¢ oddychania w ugramatomacti
tlenu na sekunde
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stosunkiem [ATP]/[ADP] [P]. Stad tez wynika jego poglad, ze kontrola
oddechowa jest waznym fizjologicznym przyktadem odwracalnosci oksy-
dacyjnej fosforylacji.

5. Wplyw ATP na stan oksydoredukcyjny skiadnikéw tancucha oddechowego

Badania stopnia redukcji poszczeg6lnych skiadnikéw tahcucha w réz-
nych stanach metabolicznych okazaty sie pomocne w zrozumieniu réwno-
wagi oksydoredukcyjnej w catym tancuchu uwarunkowanej ATP. Rysu-
nek 5 przedstawia wplyw ATP na stan oksydoredukcyjny sktadnikow
fancucha. W nieobecnosci ATP stopien redukcji sktadnikoéw tahncucha
spada tylko nieznacznie od NAD f do cytochromu a. Pod wptywem ATP,
tj. przy czesSciowym zahamowaniu oddychania, stopien zredukowania
sktadnikdw maleje dos¢ wyraznie od NAD+ do cytochromu a (zstepujacy
typ gradientu).

Inny obraz obserwuje sie gdy oddychanie, jest zahamowane (np. w obec-
nosci -CN lub w warunkach beztlenowych). Woéwczas w obecnosci ATP
i substratu utleniajgcego NADH (rysunek 6) tancuch oddechowy zostaje
»otwarty” dla przyjecia rownowaznikow redukcyjnych przez substrat.
W tych warunkach sktadniki tancucha wykazujg wstepujacy gradient
zredukowania tym wiekszy im nizsze jest stezenie ATP. W doswiadcze-
niach tego typu wykazano miedzy innymi odwrocony transport elektro-
néw w rejonie enzyméw flawinowych i cytochroméw z wyjatkiem cyto-
chromu a3 (22, 23, 99, 102).

Metaboliczny stan mitochondriow znajduje odbicie w stanie oksydo-
redukcyjnym sktadnikéw tancucha oddechowego. Jak wida¢ z rysunku 7

Rys. 5. Wptyw ATP na stan oksydoredukcyj- Rys. 6. Wpltyw ATP na stan oksy-
ny sktadnikéow tancucha oddechowego (101) doredukcyjny sktadnikéw tancucha
Mitochondria watroby szczura utleniajace a-glicero W uktadzie ,zamknietym” (cyjan-
fosforan kiem) mitochondriéw watroby szczu-
ra (102). Jako akceptora elektronow

uzyto szczawiooctanu
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w stanie rozprezonym obserwuje sie gradient wstepujacy, natomiast za-
rowno w stanie kontrolowanym jak i aktywnym — zstepujacy (12, 94).
Wedlug Klingenberga i Schollmeyera (98) zstepujacy gra-
dient zaréwno w stanie aktywnym jak i w stanie kontrolowanym dowodzi,
ze w obu stanach o kontroli oddechowej i stanie oksydoredukcyjnym tan-

Rys. 7. Stopien zredukowania sktadnikow tancucha oddechowego w réznych stanach
metabolicznych mitochondriéw miesni skrzydtowych owadoéw utleniajagcych a-glice-
rofosforan (94)

Rys. 8 Wplyw stezenia ATP na stopien utlenienia cyt. a, cyt. ¢ i flawoproteidéw
w mitochondriach watroby (102)
Oddychanie zahamowane cyjankiem, wobec szczawiooctanu jako akceptora elektronéw

cucha oddechowego decyduje ten sam mechanizm uwarunkowany steze-
niem ATP, przy czym jak wida¢ z rysunku 8 do utlenienia cytochromu
a potrzeba znacznie wiecej energii w postaci ATP niz do utlenienia flawo-
proteidu i cytochromu c¢ (102). Tak wiec rdwnowaga oksydoredukcyjna
catego tancucha oddechowego zalezy od stezenia ATP.
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6. Stan oksydoreclukcyjny cytochroniu ¢ jako funkcja potencjatu fosforylacyjnego

Odwracalnos$¢ oksydacyjnej fosforylacji opiera sie na uwarunkowanej
udziatem energii reakcji oksydoredukcyjnej miedzy dwoma sktadnikami
taricucha oddechowego A i B. W tej ztozonej reakcji mozna wyrdzni¢ dwie
reakcje podstawowe: oksydoredukcyjng i przeniesienie energii:

gdzie Bx— oznacza wysokoenergetyczny posrednik.

Wedtug Klingenberga i Schollmeyera (90, 98, 102) istnie-
ja dwa rodzaje rownowagi: oksydoredukcyjng, w ktorej skiadniki reakcji
majg jednakowy potencjat oksydoredukcyjny i fosforylacyjna, w ktérej
sktadniki tancucha oddechowego sa w rownowadze z uktadem nukleoty-
dow adeninowych. Zdaniem tych autoréw w reakcji fosforylacji B*red
wytworzony pod wptywem potencjatu fosforylacyjnego tak przesuwa po-
tencjat oksydoredukcyjny sktadnikéw tancucha, ze ustala sie rownowaga
oksydoredukcyjng miedzy sgsiadujgcymi skiadnikami.

R
el |o&fo
o 20
o L
ek

Rys. 9. Przyktad oznaczania zaleznosci stanu oksydoredoredukcyjnego cytochromu
c od ilorazu [ATP]J/[ADP] [P] (102)

Mitochondria watroby szczura, zahamowane cyjankiem oddychanie wobec szczawiooctanu OA
jako akceptora elektronéw

Teoretycznie zalezno$é stanu oksydoredukcyjnego cytochromu c¢ od
stezenia ATP wyraza rownanie:

10

Bzred ‘[ATP]

dzie: Ki = =
g K2 B*red[ADP]-[P]
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Doswiadczalnie badano wptyw ATP w obecnosci P i ADP na stan
oksydoredukcyjny cytochromu ¢ w sposéb zilustrowany na rysunku 9.

Stwierdzono, ze zalezno$¢ miedzy stosunkiem cyt. czre<//cyt. cufi, a od-
wrotnoscig stezenia ATP wyraza sie prosta, ktorej nachylenie wzrasta ze
stezeniem ADP. Te fakty, zgodne z teoretycznie wyprowadzonym row-
naniem staty sie podstawg pogladu o istnieniu réwnowagi opartej na od-
wracalnosci oksydacyjnej fosforylacji.

Na podstawie statej rownowagi K2wyliczonej ze stosunku [ATP]/[ADP]
[P], przy ktérym obserwuje sie potowe maksymalnego utlenienia cyto-
chromu c (Bzred/Bired = 1), Klingenberg (88) obliczyt wolng energie
wysokoenergetycznego posrednika GO = 12,8 kcal, ktéra odpowiada roz-
nicy potencjatu oksydoredukcyjnego 280mV. Jesli potencjat oksydoreduk-
cyjny skiladnika oddechowego zmieni sie o te warto$é, mozliwa staje sie
rownowaga oksydoredukcyjna miedzy cytochromem c i flawoproteidem
oraz miedzy flawoproteidem a NAD+. Pozwala to przypuszczaé, ze prze-
niesienie 2 elektronéw z cytochromu ¢ na NAD” bedzie wymaga¢ wkiadu
energetycznego odpowiadajgcego 2 molom ATP (schemat 1).

Jak dotad nie udato sie jednak wykazaé odwracalnosci oksydacyjnej
fosforylacji w rejonie oksydazy cytochromowej. Przyczyng tego jest praw-
dopodobnie nie tylko duza réznica potencjatu oksydoredukcyjnego miedzy
cytochromem c¢ (lub a), a tlenem (E0 = 420—520mV (90)), do pokonania
ktorej potrzebna jest energia dwu czasteczek ATP, alei takze brak uktadu
enzymatycznego, powodujgcego rozbicie czasteczki wody w celu dostar-
czenia rownowaznikdw redukcyjnych, analogicznie jak w fotolizie wody
w procesie fotosyntezy.

=B00m\V02
400 /r
C 3 A
200 (%,t/tat o
ua ATP
/
£ feytb  appep
w Flawina.
/ ATP
-200 / r
\:NA/D+ ADP +P
-400™-

Schemat 1. Rownowaga oksydoredukcyjna i fosforylacyjna w tancuchu oddechowym
wg Klingenberga (90, 102)
Sktadniki tancucha oddechowego umieszczono zgodnie z ich normalnym potencjatem (pH 7).
Strzatki poziome oznaczajg zmiany réwnowagi oksydoredukcji, strzatki pionowe <>—zmia-
ny rownowagi fosforylacyjnej. Linia przerywana oznacza nieodwracalny transport elektronéw
po rozprzegnigciu oksydacyjnej fosforylacji
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I11. Metodyka badan

BRYLA

1. Materiat dos$wiadczalny

[12]

Jednym z podstawowych warunkéw wykazania odwracalno$ci prze-
noszenia elektrondw i energii byt odpowiedni dob6r materiatu doswiad-
czalnego. Poczatkowo reakcje tego typu badano w catych mitochondriach,
pézniej zastosowano réwniez preparaty submitochondrialne. Tablica | za-
wiera wykaz preparatbw mitochondrialnych stosowanych w tych ba-

daniach.

Preparaty mitochondrialne stosowane w badaniach
nad odwracalnos$cia reakcji przenoszenia elektronéw i energii

Preparat

Mitochondria

%

przenoszace
elektrony
(ETP)
Czastki preparowane
submito- wg Keilina
chondrialne i Hartree

digitoninowe
digitoninowe
digitoninowe

# endogenne substraty

Pochodzenie

Serce gotebia
Serce gotebia

Serce krolika

Serce szczura

Serce wotu

Mieénie piersiowe gotebia
Mieénie szkieletowe szczu-
ra

Miegénie skrzydtowe owa-
doéw

Nerka $winki morskiej

W atroba szczura

W atroba szczura

Serce wotu

Serce gotebia
Serce wotu
W atroba szczura

Uwagi

szczegOlnie reaguja
na ADP i P
poddane 24 godz.
starzeniu

pozbawione ES*

poddane starzeniu

pozbawione ES
pozbawione ES

brak NAD +

brak NAD+

niska zawarto$¢ ES

Tablica 1
Literatura
31
20,30, 84
154
32, 33, 34,
133, 134
99
96
23, 34, 94
96, 98
105
31, 34, 167
4.7
125, 126, 143
72
29
29
23,31,118

Szczegblnie niepozadang jest obecno$¢ w mitochondriach endogennych
substratéw, poniewaz sg one zrddtem zaréwno elektron6éw przenoszonych
w kierunku tlenu, jak i wysokoenergetycznych posrednikdw. Niektore
typy preparatéw charakteryzujag sie bardzo matg zawarto$cig endogennych
substratéw. Nalezg do nich mitochondria serca krolika (154), nerki swinki
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morskiej (34, 105), miesni szkieletowych szczura (96), mie$ni skrzydtowych
owaddw i serca gotebia (31, 36). Te ostatnie okazaly sie najbardziej od-
powiednie (31), gdyz cechuje je znaczna kontrola oddechowa, wysoka
wydajnos$¢ fosforylacji i duza zawartos¢ enzymoéw oddechowych, co utat-
wia $ledzenie zmian cytochroméw, UQ i nukleotydéw. Niska zawartos¢
endogennych substratéw utatwia badanie specyfiki substratowej. Poza tym
mitochondria serca gotebia nie zawierajg NADP+ a w obecnos$ci substra-
téw zachowujg zdolno$¢ do fosforylacji nawet po 1—2 dniach ,starzenia™
w warunkach aerobowych.

Natomiast mitochondria watroby szczura zawierajg znaczne ilosci endo-
gennych substratéw (100). Zawarto§¢ NADP+ w tym materiale przewaza
nad NAD+, odwrotnie niz w mitochondriach serca szczura (105) i nerki
Swinki morskiej (34, 108). Redukcja NADP+ nie tylko towarzyszy redukcji
NAD : (12, 34, 70), ale jest od niej wydajniejsza (31, 103, 105). Wynika
to zapewne z duzej zawartosci dehydrogenazy glutaminianowej (5% biatka
mitochondrialnego) (34), ktéra w mitochondriach reaguje wg K lingen-
berga (104) z NADP™ a nie NAD+. Rbézne typy preparatow submito-
chondrialnych posiadaja mato endogennych substratéw i nie zawieraja
NAD+.

2. Eliminowanie wptywu endogennych substratow

W niektorych badaniach sam dobér materiatu nie wystarcza i konieczne
jest hamowanie utleniania endogennych substratéw odpowiednimi inhibi-
torami, badz stosowanie czynnikéw, ktére uniemozliwiaja tworzenie lub
wykorzystanie wysokoenergetycznych posrednikéw.

Utlenianie endogennych substratbw mozna hamowa¢ malonianem
(31, 96) lub arseninem (154). Skutecznos$c¢'arseninu zalezy prawdopodob-
nie od pochodzenia mitochondriéw. W mitochondriach serca krolika, za-
wierajagcych niewiele endogennych substratow, arsenin byt skutecznym
inhibitorem (154), natomiast w mitochondriach szczura okazat sie nie-
wystarczajacy (85). Inhibitor ten zostat z powodzeniem uzyty dla zaha-
mowania redukcji NAD+ przez aldehyd betainy powstajagcy w wyniku
redukcji NAD+ przez choline w odwroconym transporcie elektronow
(156). '

W celu usuniecia wysokoenergetycznych posrednikéw inkubuje sie
mitochondria z czynnikami rozprzegajacymi — arsenianem, 2,4-dwunitro-
fenolem lub dwukumarolem (33), badZz tez stosuje sie preinkubacje mito-
chondriéw (97), starzenie (20) lub zmiane ich stanu metabolicznego (35).
Inkubacja z czynnikami rozprzegajacymi zmniejsza utlenianie burszty-
nianu, ktore jest znacznie aktywowane przez ATP (4). Arsenian jest
wprawdzie w poréwnaniu z DNP stabym czynnikiem rozprzegajacym (23),
skutecznie pozbawia jednak mitochondria wysokoenergetycznych posred-
nikbw. Starzenie preparatdéw miesni piersiowych gotebia (31, 36) réow-
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niez zmniejsza utlenianie bursztynianu, a ich 24-godzinna inkubacja w wa-
runkach tlenowych usuwa zaréwno endogenne substraty jak i wysoko-
energetyczne posreidniki.

3. Oznaczanie zmian oksydoredukcyjnych sktadnikéw faricucha oddechowego

W badaniach nad odwracalnoscig tanncucha oddechowego niezwykle
uzyteczng okazata sie aparatura opracowana przez Chance’a. Jest to po-
taczenie spektrofotometru umozliwiajgcego pomiary absorpcji przy dwu
dtugosciach fal (tzw. double-beam) (14, 15), fluorymetru do pomiaréw
fluorescencji przy jednej ditugosci fali (48) i urzadzenia do polarograficz-
nych pomiaréw zuzycia tlenu z zastosowaniem wibrujgcej elektrody pla-
tynowej (45). Wszystkie trzy pomiary wykonywane rownocze$nie w tej
samej kiuwecie sg automatycznie rejestrowane, co umozliwia $ledzenie
wspotzaleznosci zmian. Aparat ten pozwala mierzy¢ zmiany absorpcji
z doktadnoscig do 10-4 i Sledzi¢ zmiany zachodzace w czasie krétszym
niz jedna minuta.

Rysunek 10 jest przyktadem doswiadczenia, w ktorym stosujgc opisang
aparature rownoczesnie $ledzono zmiany dwu czynnikéw — spektrofoto-
metrycznie redukcje i utlenianie nukleotydow nikotynamidoadeninowych
i polarograficznie zuzycie tlenu.

Zapis spektrofotometryczny

Mitochondria

4

Redukcja nukleotydow

340~374mu. Zuzycie tlenu
(zapis polarograficzny)

QUMONJEITA)

Rys. 10. Réwnoczesne zuzycie tlenu i redukcja nukleotydéw nikotynamidoadenino-

wych przez mitochondria watroby (34)
Wzrost krzywej zapisu spektrofotometrycznego wyraza utlenianie NADH, spadek —redukcje,
oznaczane zwykle strzatkg z podaniem kierunku zmian np. ,, I —redukcja NADH”. Powolny
wzrost krzywej w wyniku utlenienia NADH, charakterystyczny dla mitochondriéw w stanie 1
jest spowodowany stopniowym wyczerpywaniem endogennych substratow. Dodanie 7 umoli
bursztynianu powoduje gwattowny spadek krzywej odpowiadajgcy powstawaniu NADH. Jedno-
czednie zapis elektrody platynowej wykazuje, ze szybko$¢ utleniania endogennego po dodaniu
bursztynianu wzrasta tylko z 0,6 umola/sek do 0,9 umola/sek i pozostaje na tym poziomie w cza-
sie redukcji nukleotydéw do osiggniecia po okoto 40 sek stanu 4 (kontrolowanego). Dodanie
nastepnie ADP powoduje gwattowne utlenianie NADH zarejestrowane jako wzrost Kkrzywej
zapisu spektrofotometrycznego. Jest to przej$cie ze stanu 4 do 3. Aktywno$¢ oddechowa wzrasta
réwniez do 24 umola 02sek i utrzymuje sie przez okoto 50 sek az dodany ADP zostanie cat-
kowicie ufosforylowany do ATP. W tym momencie aktywno$¢ oddechowa spada do wartosci
stanu 4 i dalsza redukcja nukleotydu nie nastgpuje
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Skiadniki tancucha mozna oznacza¢ w iloSciach katalitycznych (np.
bezposrednie oznaczanie spektrofotometryczne cytochroméw) lub w ilos-
ciach substratowych po ich uprzedniej ekstrakcji (np. nukleotydy niko-
tynamidoadeninowe, UQ) oznaczajgc je nastepnie spektrofotometrycznie
lub enzymatycznie.

W oznaczeniach spektrofotometrycznych poszczegdlnych sktadnikéw
tancucha oddechowego mierzy sie zwykle absorpcje przy diugosci fali
odpowiadajagcej maksimum prazka a. W celu zmniejszenia interferencji
innych sktadnikow pomiary odnosi sie do absorpcji przy odpowiednio
wybranej dtugosci fali (15, 46, 93, 157) — por. tablica 2

Tablica 2
Dtugosci fal pomiaru i odniesienia w spektrofotometrycznych
oznaczeniach sktadnikéw taricucha oddechowego
w preparatach mitochondrialnych (15, 21, 46, 93, 94, 157)
NADH i
Sktadnik NADPH ve Fp b ¢ @ 03

* Fk * *k * *k * Fk * * *

Maksimum prazka a (m[x) 340 340 275 280 465 468 564 432 550 605 445
Dtugo$¢ fali odniesienia
(mfi) 374 312 300 289 510 500 575 500 540 630 455
(380) (590)

* — Dt#ugosci fal stosowane przez Chance’a
** — Dtugosci fal stosowane przez Klingenberga.
Cyfry w nawiasach oznaczajgq dodatkowe dtugosci fali odniesienia.

NADH i NADPH. Oznaczenia spektrofotometryczne zredukowanych
form nukleotydow przy 340m}i w odniesieniu do absorpcji przy 374mhi
czesto uzupetnia sie lub zastepuje oznaczeniem fluorymetrycznym. Wow-
czas do wzbudzenia fluorescencji stosuje sie Swiatto o dtugosci fali 365 rnu,
a emisje oznacza sie przy 450 mu. Oznaczenia fluorymetryczne sg niezbed-
ne w badaniach mitochondriéw serca, zawierajgcych zwigzki silnie absor-
bujace w okolicy 320mu. Interferowanie tych zwigzkéw ujawnia sie szcze-
golnie w badaniach przejscia ze stanu 4 do 3 (27, 28, 105). Poza tym metoda
fluorymetryczna jako bardziej czuta jest polecana woéwczas, gdy mito-
chondria zostaty czesciowo pozbawione nukleotydéw nikotynamidoadeni-
nowych (33), gdy metodg chemiczng nie udaje sie wykaza¢ odpowiednich
zmian (105) lub gdy znacznie wieksza w poréwnaniu z nukleotydami za-
warto$¢ cytochroméw utrudnia pomiar spektrofotometryczny (np. w mito-
chondriach miegsni skrzydtowych Musca domestica).

Flawiny. Zawartos¢ i zmiany oksydoredukcyjne flawoproteidéw ozna-
cza sie spektrofotometrycznie na podstawie spadku absorpcji towarzyszg-
cego redukcji. Interferencja prazka Soreta cytochromu a3 zmniejsza sie,

2 Postepy Biochemii
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jesli absorpcje zmierzong przy 455m;j, odnosi sie do absorpcji przy 445 m|i.
Interferencje cytochromu a mozna zmniejszy¢ przyjmujgc fale odniesienia
o dtugoS$ci 500m[i lub 510m”"i (46). Oznaczanie zmian oksydoredukcyjnych
flawin w mitochondriach jest mimo to utrudnione ze wzgledu na obecno$é
wielu zwiazkoéw interferujacych.

Ubichinon (UQ). Bezposrednie oznaczanie UQ w mitochondriach przy
dtugosci fali ponizej 300m” wymaga specjalnej techniki umozliwiajacej
zmniejszenie wplywu rozproszenia Swiatla przez zawiesine (18, 21, 26, 157).
Stosuje sie réwniez oznaczanie UQ po uprzedniej ekstrakcji (26, 138a 157).
Chance (21) oznaczat UQ przy dtugosci fal 275—300m*, co pozwalato uzys-
ka¢ maksymalng r6znice ekstynkcji, a w przypadku réwnoczesnego pow-
stawania w prébie NADH, uwzgledniat poprawke dla absorpcji NADH.
Szarkowska i Klingenberg (157) polecajg oznaczanie UQ
przy diugosci fal 280—289m~, gdyz NADH interferuje wowczas tylko
w 15%, podczas gdy w metodzie Chance’a (21, 31) do 40%. Stosowa-
nie mitochondridw serca (najlepiej serca gotebia) pozwala unikng¢ wpty-
wu NAD+ (26). Interferujgca absorpcje egzogennego ADP i ATP mozna
oming¢ wykorzystujgc endogenng synteze ATP z ADP i fosforanu kreaty-
ny pod wptywem mitochondrialnej kinazy kreatyny (92).

Cytochromy. Zmiany oksydoredukcyjne cytochroméw sa stosunkowo
tatwiejsze do oznaczenia dzieki wyraznym rdznicom absorpcji form utle-
nionych i zredukowanych. Cytochromy c i Cj tatwo odréznia sie spektro-
fotometrycznie od cytochromu b przy podanych w tablicy diugosciach
fal. Cytochrom G mozna po usunieciu cytochromu c¢ oznacza¢ przy 554—
540 mji. Przy oznaczaniu cytochromu a na podstawie prazka a przeszkadza
niewielka absorpcja wywotana przez cytochrom a3 Mozna jg usuna€ sto-
sujgc fale odniesienia o dtugosci 590m(.i (46).

4. Stopien utlenienia i redukcji sktadnikow

Oznaczenie stopnia zmian oksydoredukcyjnych poszczegélnych skiad-
nikéw fahncucha oddechowego wymaga okreé$lenia stanu catkowitego ich
utlenienia lub zredukowania. Wg Chance’a (23) no$niki mozna uwa-
za¢ za catkowicie utlenione jes$li po dodaniu amytalu do zawiesiny mito-
chondriéw w warunkach tlenowych nie obserwuje sie utleniania nos$ni-
kow. Jako catkowicie zredukowane traktuje Chance no$niki w mitochon-
driach znajdujacych sie w warunkach beztlenowych w obecnosci gluta-
minianu i bursztynianu. Nawet dodanie podsiarczynu nie powoduje wow-
czas wyzszego stopnia redukcji.

W mitochondriach mieéni skrzydtowych owaddw obserwowano naj-
wiekszy stopien utleniania sktadnikdw tancucha bezposrednio po utlenieniu
endogennych substratéw, natomiast cytochromy byly najbardziej zredu-
kowane po wyczerpaniu tlenu lub po rozprzezeniu CaCl2 (94). Stopien
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zredukowania UQ zalezy w znacznej mierze od rodzaju substratu. Jabtczan
(w obecnosci KCN) redukuje UQ tylko w 50—70%, bursztynian za$ (w nie-
obecnosci inhibitora) nawet w 90% (157). Okreslenie stopnia zredukowa-
nia flawin utrudnia poza wspomniang juz interferencjg innych zwigzkéw
rowniez fakt, ze nawet po zahamowaniu tancucha czes¢ flawin nie jest
redukowana. Przyjmuje sie wiec umownie, ze suma absorpcji po zaha-
mowaniu antymycyng odpowiada catkowicie zredukowanej flawinie
(93, 101).

Na podstawie pomiarow utlenienia i redukcji sktadnikéw nie mozna
jednak wnioskowac o ich ilosci. Odnosi sie to zwlaszcza do nukleotydéw
nikotynamidoadeninowych, -poniewaz oznaczenia chemiczne po wydziele-
niu z mitochondriéw dajg wyzsze wyniki niz oznaczenia spektrofotome-
tryczne in situ (34). Chance (34) rozwaza to zjawisko wediug dwu
kryteriow — jakosSciowego i iloSciowego. Wg pierwszego znaczne ilosci
NAD znajdowane w mitochondriach moga pochodzié¢ z utleniania NADH
w czasie oznaczania albo tez mitochondria moga zawiera¢ NAD, ktlry
w tych warunkach nie jest redukowany. Wowczas prawdziwe bylyby wy-
niki oznaczen spektrofotometrycznych, za$ wniosek (105), ze w stanie
4 nukleotydy nikotynamidoadeninowe sg nieznacznie redukowane byiby
niestuszny (34). Jesli natomiast prawidtowe sg wyniki uzyskiwane metoda
chemiczng, to nalezatoby przyjaé, ze cze$¢ nukleotydéw jest niedostepna
dla enzyméw oddechowych. Kryterium iloSciowe opiera sie na porow-
naniu szybkos$ci utleniania i redukcji nukleotydéw z szybkoscig przeno-
szenia elektrondw przez taincuch. Ta ostatnia znacznie sie rézni w stanie
metabolicznym mitochondriéw 4 i 3.

5. Warunki pomiaréw odwracalnosci

Odwracalno$¢ oksydacyjnej fosforylacji badano w trzech podstawo-
wych uktadach:

1) w uktadzie ,otwartym”, tj. przy ciaggtym przeptywie elektronéw
z substratow na tlen;

2) w uktadzie ,otwartym” dla jednego substratu, ktdérego utlenienie
dostarcza energii i ,otwartym” dla drugiego substratu przekazujacego
rownowazniki redukcyjne innemu substratowi o nizszym potencjale oksy-
doredukcyjnym (w celu rozdzielenia obu uktadéw hamuje sie transport
elektron6w, najczesciej antymycyng);

3) w uktadzie, ktérego tafcuch oddechowy zahamowany inhibitorami
jest ,zamkniety” dla tlenu i ,otwarty” dla przenoszenia wodoru w Kkie-
runku substratéw utleniajacych NADH:

glutaminian--—- a-ketoglutaran + NH3— odaachony
jabtczan + NAD+”" szczawiooctan + NADH"fl- 02
p-hydroksymaslan acetooctan - CN-

H,S
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Uktad ,,zamyka sie” dla tlenu w warunkach beztlenowych lub w obec-
nosci inhibitoréw oksydazy cytochromowej, jak: cyjanek lub HZS. Wa-
runki beztlenowe uzyskuje sie zastepujac tlen w atmosferze azotem (98)
lub dodajac do mieszaniny reakcyjnej podsiarczyn (23). Nie mozna jednak
uzy¢ podsiarczynu w przypadku preparatu Keilina i Hartree lub fragmen-
tdw digitoninowych mitochondriéw, poniewaz wowczas dziata on jako
czynnik redukujacy (23). Skuteczno$¢ hamowania cyjankiem lub H2S kon-
troluje sie wprowadzajagc dodatkowe inhibitory jak malonian i antymy-
cyna (23) nie stosuje sie natomiast w tym celu azydku, gdyz zmniejsza on
wptyw ATP na stan oksydoredukcyjny cytochromu b, flawin i nukleoty-
dow nikotynamidoadeninowych. Azydek stosowano w matych stezeniach
(50— 100uM) do czesSciowego zahamowania oddychania, co utatwia uchwy-
cenie stanu zredukowania cytochromow c i a, a nastepnie ich utlenianie
pod wptywem ATP (33, 37, 101).

IV. Zrédia energii i badane ogniwa taficucha oddechowego

Energia konieczna do odwrdcenia kierunku przenoszenia elektrondw
w tancuchu oddechowym moze pochodzi¢ z egzogennego ATP, lub z wy-
sokoenergetycznych posrednikéw wytwarzanych podczas przeptywu elek-
tronéw od substratu do tlenu czasteczkowego lub sztucznego akceptora.

Bursztynian

Choli Askorbinian
Sarkozyna n\ l 1
y wif |

oc-glicenofKfonan® fpJPm~1 / ~ 3 TMPD cyt.c+
Acetooctan " |

/
Szczawiooctan - NADMi fpj. Waotbcyt. c; cyt.c cyt.a cytad: mD

a-ketoglutaran
-4
f i |

HNH3 A
ATP ATP ATP

Schemat 2. Badane ogniwa tafAcucha oddechowego z uwzglednieniem Zrédta dostar-
czanej energii

dehydrogenazy: fpi — NADH, fpn— bursztynianowa, fpm—cholinowa, fpiv— sarkozynowa
fpv —a-glicerofosforanowa

Zaleznie od zrodta energii wyrdznia sie dwa typy odwracalnosci przeno-
szenia elektronéw. Odwracalno$¢ obydwu typéw badano na wielu odcin-
kach tancucha oddechowego stosujac rézne donory i akceptory elektronow
.(Schemat 2).
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1. Odwracalno$¢ kosztem energii ATP

Odwracalno$é przeptywu elektronéw w uktadach | typu obserwowano
zaréwno podczas oddychania jak i wtedy gdy byto ono zahamowane. Aby
wykaza¢ odwracalno$¢ podczas oddychania stezenie egzogennego ATP
nie moze przewyzszaé stezenia wysokoenergetycznych posrednikow (23).
Usuwanie tych posrednikéw czynnikami rozprzegajacymi nie jest jednak
wskazane, poniewaz mogtyby one hydrolizowa¢ réwniez dodany ATP
(23, 33). W tym przypadku celowe jest uzywanie preparatow mitochon-
drialnych nie zawierajgcych endogennych substratéw, a wiec niezdolnych
do wytwarzania znacznych iloSci wysokoenergetycznych posrednikow.
W tablicy 3 zestawiono stosowane, w tych warunkach donory wodoru,
przy czym akceptorem elektronéw byt w tych wszystkich przypadkach
wewnatrz mitochondrialny NAD+.

Tablica 3

Donory elektronéw stosowane w badaniach
odwracalnosci kierunku przenoszenia elektronéw kosztem energii ATP
w warunkach tlenowych.

Donor Mitochondria Literatura

Bursztynian

Bursztynian
Bursztynian

Bursztynian
Bursztynian
a-glicerofosforan

a-glicerofosforan

Kapronian

serca

nerek

mieséni szkieleto-
wych

watroby

mozgu

mieéni szkieleto-
wych

miesni skrzydito-
wych

serca

7, 19, 20, 21, 22, 24, 30, 31, 35, 36, 37,
40, 41,49, 87, 105
21, 32, 105

87
33, 37, 105
105

87, 101

12, 87, 94, 105
87

Badanie odwracalnosci przeptywu elektronéw jest tatwiejsze w wa-
runkach, w ktérych oddychanie jest uniemozliwione (23, 95, 104). Zahamo-
wany przeptyw elektronéw w kierunku tlenu nie utrudnia obserwacji
procesu odwrotnego (95, 104). Zahamowanie oddychania nie tylko hamuje
powstawanie wysokoenergetycznych posrednikéw, ale nawet prowadzi
do ich gwattownej hydrolizy (23). Jako donory elektronéw stosowano
w dosSwiadczeniach substraty endogenne, lub substraty taficucha oddecho-
wego. W tablicy 4 zestawiono donory i akceptory elektrondw stosowane
w tych warunkach.

Prébowano tez uzyskaé odwrdcenie kierunku przenoszenia elektronow
kosztem energii innych nukleotydow niz ATP i stwierdzono, ze GTP,
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UTP, ITP ani CTP nie powodujg znacznej redukcji nukleotydéow niko-
tynamidoadeninowych, co wskazywatoby na specyficzno$¢ dziatania ATP
w tym procesie (24, 124, 125, 126).

Tablica 4

Donory i akceptory elektronéw stosowane w badaniach
odwracalnos$ci kierunku przenoszenia elektrondéw kosztem energii ATP
w warunkach beztlenowych

Donor Akceptor Typ preparatu* Literatura
endogenny NAD+ mit. serca 22, 23, 24, 35, 37
endogenny NAD+ mit. watroby 37,156
Bursztynian egzogenny NAD+ cz. submit. serca 77,78,79,80,81,
124,125, 126, 142,
143
a-ketoglutaran + N H3  mit. watroby 88, 98,100,102,
104, 151, 152, 160
szczawiooctan mit. watroby 88, 98, 100, 102
acetooctan mit. watroby 88, 95, 98, 100,102
Cholina endogenny NAD+ mit. watroby 156
Sarkozyna endogenny NAD+ mit. watroby 156
Askorbinian egzogenny NAD cz. submit. serca 123, 126
+ TMPD
Askorbinian egzogenny NAD + cz. submit. serca 126
+PMS
Askorbinian egzogenny NAD+ cz. submit. serca 140,143
+UQi
Askorbinian egzogenny NAD+ cz. submit. serca 140,143

+witamina K3

egzogenny NAD+ cz. submit. serca 116
endogenny NAD cz. digitoninowe mit. serca 29
Egzogenny endogenny NAD+ mit. mézgu 23
cytochrom ¢ endogenny NAD mit. watroby 24
egzogenny NAD+ mit. mie$ni skrzydtowych 23
endogenny NAD + mit. serca 22, 23, 24, 37
egzogenny NAD+ mit. watroby 23, 37,100
Endogenny endogenny NAD+ cz. digitoninowe 23
cytochrom ¢ mit. watroby
endogenny NAD+ cz. digitoninowe 23,29
mit. serca
Endogenny endogenny NAD+ mit. serca 151
cytochrom a-\-a3
Flawoproteid endogenny NAD+ mit. serca 22,23
* mit. = mitochondria

cz. submit. = czastki submitochondrialne
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2. Odwracalno$¢ kosztem energii wysokoenergetycznych posrednikdw

Ten typ odwracalnos$ci polega na wykorzystaniu wysokoenergetycznych
posrednikéw wytwarzanych w jednym odcinku taficucha oddechowego do
odwrdcenia kierunku przenoszenia w innym odcinku. W ten sposéb ba-
dano wykorzystanie wysokoenergetycznych posrednikow:

a) wytwarzanych w Il i Il miejscu oksydacyjnej fosforylacji — do
odwrdcenia kierunku przenoszenia elektronéw w odcinku tafncucha od-
dechowego obejmujgcym | miejsce syntezy ATP; np. redukcje NAD'I (bez
lub w obecnosci metabolitu utleniajacego NADH) przez bursztynian (3, 8,
22, 34, 39, 56, 57, 58, 59, 62, 64, 87, 95, 96, 98,.101, 103, 105, 150, 151, 152,
153, 154, 159, 160), a-glicerofosforan (87, 96, 98, 101, 103, 105) lub choline
(9), sprzezong z aerobowym utlenianiem tych substratéw (schemat 3a),

b) wytwarzanych w Il miejscu oksydacyjnej fosforylacji — do od-
wrdcenia kierunku przenoszenia elektron6w w odcinku zwigzanym z |
miejscem syntezy ATP, np. redukcje NAD+ lub acetooctanu przez bur-
sztynian sprzezong z utlenianiem tego substratu przez zelazicyjanek (56,
57) (schemat 3b),

3) n b) [Fe(CN)s]*3
I/ 4 Antymycyna
NAD+-* NAD+ r * ' M " O,
Bursztynian Bursztynian
\
/ Antymycyna \ ., \
-A—*-——-iIL—— 0,  NAD+-*l £

Bursztynian TMPD ™D

Askorbinian Askorbinian
d) c)

Schemat 3. Wykorzystanie wysokoenergetycznych posrednikéw do odwracania kie-
runku przenoszenia elektrondw na poszczeg6lnych odcinkach tancucha oddechowego
wg Slatera (148) z uzupetnieniem autoré6w —schemat b

C) wytwarzanych w koincowym odcinku fahncucha oddechowego — do
odwrécenia kierunku przenoszenia elektrondw w odcinku obejmujacym
dwa pierwsze miejsca oksydacyjnej fosforylacji, np. redukcje NAD+ lub
a-ketoglutaranu (+ NH3) przez uktad askorbinian + TMPD (128, 129, 130,
133, 134, 150, 161, 162) (schemat 3c),
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d) wytwarzanych w koncowym odcinku tancucha oddechowego —
do odwrdcenia kierunku przenoszenia elektronéw w odcinku obejmujgcym
I miejsce syntezy ATP, np. redukcje NAD+ (a-ketoglutaranu + NH3J3)
przez bursztynian (130, 131, 133, 151, 161, 162) lub askorbinian + TMPD
(132) sprzezong z aerobowym utlenianiem askorbinianu + TMPD w obec-
nosci antymycyny A (schemat 3d).

3. Redukcja substratéw o potencjale nizszym niz donor

Badania odwracalnosci przeptywu elektronéw byty oparte w wiek-
szosci przypadkéw na pomiarze redukcji endogennego NAD+ mitochon-
dridw jako koncowego akceptora wodoru. W tych warunkach obserwowa-
ny wzrost stezenia NADH mogtby by¢ miarg raczej zaktocenia stanu row-
nowagi niz wzrostu ilosci zredukowanego NAD” wywotanego badanym
substratem. Zastosowanie substratow o nizszym potencjale, utleniajgcych
nieprzerwanie powstajagcy NADH, pozwolito na znaczne przesuniecie
rownowagi, co w duzym stopniu utatwito badanie tego procesu. Obser-
wacje tego rodzaju przeprowadzone na mitochondriach watroby szczura
(szczegolnie bogatych w dehydrogenazy redukujgce te substraty), zaréwno
w warunkach beztlenowych kosztem energii ATP (59, 88, 95, 98, 100, 102,
104) jak i w warunkach tlenowych kosztem wysokoenergetycznych po-

Srednikéw wytwarzanych w Il i Il (56, 58, 59, 95, 151, 152, 160) lub
tylko w Il miejscu oksydacyjnej fosforylacji w tarnicuchu oddechowym
(151, 152, 160).

a) Redukcja acetooctanu. Szczegdlnie duzo sporéw wywotaty badania

nad redukcjg acetooctanu przez bursztynian. Ernster i wsp. (56, 57)
stwierdzili, ze reakcja ta katalizowana przez izolowane mitochondria jest
wrazliwa na amytal i DNP i na tej podstawie wnioskowali, ze redukcja
acetooctanu przez bursztynian jest wynikiem odwré6cenia kierunku prze-
noszenia elektronéw z bursztynianu do acetooctanu. Natomiast Krebs
i wsp. (106, 110, 111) prowadzac badania na homogenatach tkankowych
zaobserwowali, ze reakcja redukcji acetooctanu przez bursztynian jest
stymulowana amytalem, a przy niskich stezeniach DNP szybkos$¢ jej pra-
wie nie ulega zmianie. Stad wnioskowali, ze proces ten nie jest wynikiem
przenoszenia elektronow przez tancuch oddechowy, lecz reakcji dysmu-
tacji. Wedtug Krebsa i wsp. NAD+ jest redukowany przez produkty utle-
niania bursztynianu np. jabtczan, pirogronian, izocytrynian lub a-ketoglu-
taran. Poniewaz droga przenoszenia elektrondw z bursztynianu i NADH
w kierunku tlenu jest wspélna na odcinku cytochromowym, elektrony
pochodzace z bursztynianu mogtyby blokowaé transport elektronéw
z NADH. W wyniku tego zredukowane nukleotydy nikotynamidoadeni-
nowe mogtyby by¢ wykorzystywane do redukcji acetooctanu.
Sprzecznos$ci miedzy interpretacjami tych dwoch autoréow, a zwiaszcza
niezrozumiaty brak wrazliwosci procesu katalizowanego przez homogenaty
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tkankowe na amytal i DNP zostaty wyjasnione w oparciu o doSwiadcze-
nia, w ktérych badano wptyw supernatantu otrzymanego po odwirowaniu
mitochondriéw na mitochondrialng redukcje acetooctanu przez burszty-
nian (58). Dane doSwiadczalne przedstawione w tablicy 5 wskazuja, ze reak-
cja redukcji hamowana amytalem w izolowanych mitochondriach, jest
stymulowana przez ten zwigzek po dodaniu supernatantu.

Tablica 5
Wptyw supernatantu na zahamowang amytalem redukcje acetooctanu
przez bursztynian (58)
Zredukowany Zuzycie tlenu
Uktad Amytal acetooctan (jJigramo-

([xmole) réwnowazniki)
Mitochondria 1,9 51
Mitochondria + 0,2 53
Mitochondria+ Supernatant - 1,9 10,6
Mitochondria + Supernatant + 2,3 10,4

W oparciu o otrzymane wyniki Ernster wnioskowal, ze we frakcji su-
pernatantu znajduje sie substrat, by¢ moze szczeg6lnielaktywny w obec-
nosci bursztynianu, powodujgcy redukcje acetooctanu do R-hydroksy-
maslanu. Substratem tym mogtby byé pirogronian, produkt cytoplazma-
tycznej glikolizy.

Niewrazliwo$¢ redukcji acetooctanu przez bursztynian na amytal
i DNP zauwazono rowniez w doswiadczeniach z izolowanymi mitochon-
driami (108). Azzone i wsp. (8) wykazali jednak, ze zjawisko to jest
prawdopodobnie zwigzane z brakiem kontroli oddechowej stosowanych
preparatow. Fakt ten podkreslany réwniez przez Avi-Dora i wsp. (3)
wskazuje na znaczenie nienaruszalnosci struktury mitochondriow przy
ustalaniu, ktéra droga redukcji NAD+ (acetooctanu) przez bursztynian jest
bardziej prawdopodobna.

Za pogladem, ze bursztynian jest bezposrednim Zrddiem elektrondw
dla redukcji NAD+ przemawiajg obserwacje dotyczace drogi przenoszenia
znakowanego wodoru z bursztynianu na NAD+ (69, 76) oraz spostrzezenia,
ze ilos¢ NAD+ redukowanego przez bursztynian jest 3—4 razy wigksza
niz ilos¢ NAD+ redukowanego przez substraty utleniane przy udziale
NAD+ (105). Szczegdlnie przekonujagcych dowoddéw dostarczyli K 1in-
genberg i v. Haefen (89, 95). Wykazali oni (rysunek 11), ze podczas
redukcji acetooctanu przez bursztynian w warunkach beztlenowych kosz-
tem energii ATP ilosSci utlenionego bursztynianu i zredukowanego aceto-
octanu sg rownowazne.

Ponadto stwierdzili, ze gtéwnym produktem utleniania bursztynianu
jest jabtczan, wytwarzany réwniez w ilosciach stechiometrycznych. Ob-
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serwowany rownocze$nie wiekszy, niz wynikatoby to z rozwazan teore-
tycznych, ubytek ATP (mierzony powstawaniem ADP) wyjasnity doswiad-
czenia kontrolne przeprowadzone w nieobecnos$ci acetooctanu lub bur-
sztynianu. Powstawanie w tych warunkach ADP wskazuje na hydrolize
ATP w wyniku dziatania innych reakcji, niz odwracanie kierunku przeno-
szenia elektronow.
b) Redukcja a-ketoglutaranu (+ NH3). Uzycie a-ketoglutaranu + NH3

jako koncowego akceptora elektronow pozwolito $ledzi¢ w mitochondriach

Doswiadczenia
kontrolne

Rys. 11. Bilans substratowy reakcji redukcji acetooctanu przez bursztynian w wa-
runkach beztlenowych pod wptywem ATP (95)

Schemat 4. Synteza aminokwasoéw z ketokwasow i amoniaku przy udziale odwroco-
nego transportu wodoru (104)
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synteze glutaminianu droga redukcyjnej aminacji katalizowanej przez
dehydrogenaze glutaminianowa:

Bursztynian + a-ketoglutaran + NH3-> glutaminian + fumaran

Wigczanie NH3 przy pomocy tego enzymu jest uzaleznione od donoréw
wodoru. Stwierdzono, ze ilo$¢ wiaczanego NH3 jest najwieksza woéwczas,
gdy donorami sg bursztynian lub jabtczan (104, 151, 159). Badania prowa-
dzono w obecnosci arseninu celem uniemozliwienia utleniania a-keto-
glutaranu (104, 151, 159, 160). W reakcjach transaminacji nastepujgcych
po redukcyjnej aminacji wytwarzane sg inne aminokwasy. Kolejnos¢ ich
powstawania ilustruje schemat 4.

Redukcja a-ketoglutaranu (+ NH3 moze by¢ wynikiem przenoszenia
elektronow z bursztynianu (104, 151, 159, 160), TMPD (151, 152, 162) czy
jabtczanu (104, 151, 159) kosztem energii ATP lub wysokoenergetycznych
posrednikéw.

Y. Udziat sktadnikéw faricucha oddechowego
w procesie odwrdcenia kierunku przenoszenia elektronéw

Najmniej wyjasniona i najbardziej dyskusyjna jest droga przenoszenia
elektronow z bursztynianu na NAD+. Ustalono, ze w redukcji NAD+
przez bursztynian bierze udziat dehydrogenaza bursztynianowa i dehydro-
genaza NADH. Nie ma jednak pewnos$ci co do drogi przenoszenia elek-
tronow miedzy tymi dwoma flawoproteidami — czy oddzialywanie miedzy
enzymami jest bezposrednie, czy tez posredniczg w reakcji dodatkowe
nos$niki: UQ i cytochrom b.

W badaniu tego zagadnienia duze znaczenie miato zastosowanie inhibi-
torow taricucha oddechowego: amytalu, rotenonu, TTA (4,4,4-trojfluoro-
-1-(2-tiofeino)-2,2-butan-J,3-dion), a w szczegdlnosci antymycyny.

1. Cytochrom b

Na udziat cytochromu b w redukcji NAD' wskazywatly badania
Chance’a i Hollungera (33). Wykazali oni, ze antymycyna A
hamuje redukcje NAD+ przez bursztynian. Poniewaz antymycyna A dzia-
ta miedzy cytochromem b i cx (46, 65), a poza tym wg sugestii Chan-
ce’a i Williamsa (46) inhibitor ten moze taczy¢ sie ze zredukowa-
nym cytochromem b, nie wydawato sie prawdopodobne utlenienie cyto-
chromu b ani przez cytochrom cxani przez dehydrogenaze NADH. Ponad -
to stwierdzono (23, 77, 78, 80), ze dodanie ATP do zawiesiny mitochon-
driow, ktorych oddychanie bylo zahamowane Na2S, powodowato redukcje
NAD” i cytochromu b, podczas gdy cytochromy c i a pozostawaly w for-
mie utlenionej. Obserwacje te przyjeto za dowdd, ze cytochrom b jest
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nosnikiem elektronéw miedzy dehydrogenazg bursztynianowa, a dehydro -
genaza NADH.

Sugestiom tym przeczyty jednak wyniki doswiadczen L owa ‘i wsp.
(124, 125, 126) wskazujace, ze antymycyna A w ilosci wystarczajacej do
catkowitego zahamowania oksydazy bursztynianowej (0,17iig na mg biat-
ka) niei wptywa na ilos¢ redukowanego NAD+ przez bursztynian. Zastoso-
wanie antymycyny A w iloSciach 20-krotnie wyzszych niz trzeba do za-
hamowania redukcji NAD przez uklad askorbinian + TMPD (123), po-
wodowato czeSciowe zahamowanie redukcji NAD+ przez bursztynian.
Podobne wyniki otrzymali inni autorzy (56, 57, 131, 140, 143, 160). Po-
niewaz badania Estabrooka (67) wykazaty, ze ilos¢ moli antymycyny
A konieczna do zahamowania oksydazy bursztynianowej w mitochondriach
watroby szczura odpowiada okoto 1/3 ilosci moli obecnego w nich cyto-
chromu b wydawato sie prawdopodobne, ze antymycyna A dziata na zelazo
niehemowe, zgodnie z wcze$niejszymi sugestiami Tappe la (163). Jezeli
zatem dziatanie antymycyny A polegatoby na chelatowaniu niehemowego
zelaza zwigzanego z kompleksem cytochrom b-Ci, wéwczas wg Ernste™
ra (61) duza ilo$¢ antymycyny mogtaby oddziatywa¢ réwniez z zelazem
niechemowym zwigzanym z dehydrogenazami NADH i bursztynianowa
hamujgc proces redukcji NAD+ przez bursztynian. £ ow i wsp. (125) na-
tomiast ttumacza nieznaczne hamowanie tego procesu przez antymycyne
A jej dziataniem rozprzegajacym, na ktore proces odwracania kierunku
przenoszenia elektrondw jest szczegdlnie wrazliwy (92).

Przeciwko udziatowi cytochromu b w reakcji przenoszenia elektronow
z bursztynianu na NAD+ przemawiajg rowniez wyniki Ernstera
i wsp. (64). Autorzy ci zauwazyli znaczny spadek szybkosSci redukcji aceto-
octanu przez bursztynian i towarzyszacy jej réwnoczesny wzrost pobie-
rania tlenu w obecnoS$ci katalitycznych iloSci witaminy K3 (menadionu)
odbierajgcej elektrony z wrazliwego na dwukumarol flawoproteidu — DT-
-diaforazy (63). Wykazano juz wczes$niej, ze DT-diaforaza w obecnosci
witaminy K3przenosi elektrony z nukleotydéw nikotynamidoadeninowych
na cytochrom b (50). Jezeli zatem elektrony z dehydrogenazy burszty-
nianowej wchodzityby do tafcucha oddechowego na poziomie cytochro-
mu b, wowczas przeniesienie elektrondw z NADH na cytochrom b przy
udziale DT-diaforazy i witaminy K3 nie mogtoby zmniejszaé iloSci redu-
kowanego acetooctanu przez bursztynian, bowiem elektrony z NADH
musiatyby wchodzi¢ do taricucha oddechowego w tym samym miejscu
i mogtyby by¢ przenoszone ponownie w kierunku NAD+. Poniewaz jed-
dnak w obecnosci witaminy K3 obserwowano spadek szybkoS$ci redukcji
acetooctanu, Ernster i wsp. (64) wyciagneli stad wniosek, ze wejscie
elektronéw z dehydrogenazy bursztynianowej do tancucha oddechowego
jest zlokalizowane po stronie substratowej cytochromu b oraz, ze cyto-
chrom b nie znajduje sie na drodze elektrondw z bursztynianu do NAD+.
Sanadi (141) natomiast ttumaczy obnizenie szybkos$ci redukcji aceto-
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octanu przez bursztynian w opisanych warunkach rozprzegajacym dzia-
taniem menadionu, poniewaz zwigzek ten hamuje w warunkach beztleno-
wych redukcje NAD+ przez bursztynian kosztem energii ATP (169).

Ostatnie badania Ty lera i wsp. (166) wskazuja, ze ilos¢ cytochromu
b redukowana w nienaruszonych mitochondriach serca jest taka sama bez
wzgledu na to czy donorem elektrondw jest askorbinian + TMPD, czy
bursztynian. Natomiast w obecnosci antymycyny A autorzy ci obserwowali
redukcje tylko potowy tej ilosci cytochromu b jaka bursztynian redukowat
w warunkach beztlenowych (165). Te obserwacje wydawatyby sie popieraé
sugestie Chance’a (23) i Hommesa (79), ze cytochrom b jest
posrednikiem przenoszenia elektronéw z bursztynianu na NAD L

Ostateczne ustalenie czy cytochrom b jest elektronowym nos$nikiem
podczas redukcji NAD+ przez bursztynian jest w duzym stopniu zalezne
od ustalenia roli UQ w tancuchu oddechowym oraz w procesie odwrdcenia
kierunku przenoszenia elektronow.

2. Ubichinon

Po raz pierwszy na udziat UQ w procesie odwrdconego transportu
elektronéw zwrécit uwage Chance (21, 22) badajac redukcje NAD+
przez bursztynian. Nastepnie Sanad i i wsp. (143) oraz Penefsky
(133, 134) wykazali, ze UQ jest nosnikiem elektron6w réwniez podczas
redukcji NAD+ przez askorbinian + TMPD. Szybkos$¢ redukcji UQ w pro-
cesie odwracania kierunku transportu elektronéw jest wedtug Chan-
ce’a (21) oraz Klingenberga i Krdégera (92) taka sama, jak
szybkos¢ redukcji NAD natomiast wedlug Penefsky’ego jest trzy
razy wieksza (134). £ ow i wsp. (125) stwierdzili, ze TTA (inhibitor oksy-
doreduktazy bursztynian: UQ) (170) i amytal hamujg przenoszenie elek-
tronow z bursztynianu, natomiast antymycyna i NQNO (w stezeniach ha-
mujacych transport elektronéw w kierunku tlenu) nie wptywajg na te
reakcje i przyjeli na tej podstawie, ze elektrony z bursztynianu na NAD r
przenoszone sg poprzez UQ jako wspolny posrednik taczacy obydwie de-
hydrogenazy, zgodnie ze schematem proponowanym przez Hatefiego
i wsp. (73):

NADH ~ FPI~ Fenh".

uQ 02

bursztynian ~ Fp,, ~ Ferh¢'
Przestrzenne rozmieszczenie UQ w mitochondriach obserwowane przez
Szarkowskag i Klingenberga (157) wskazywatoby na mozli-
wos¢ potaczenia dehydrogenaz poprzez oddzielne przedzialty UQ z cyto-

chromem b jako punktem wspdinym:
NADH ~ FPI N Ferh™ UQ —
cyt. b?~ Oz
bursztynian ~ Fpn ~ Ferh”™ UQ
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Wedtug obserwacji Szarkowskiej i Klingenberga (157), UQ
jest redukowany w szerokich granicach tylko przez bursztynian (w prze-
ciwienstwie do substratow utlenianych przy udziale NAD+), a stopien
jego redukcji zwieksza sie w mitochondriach scislej sprzezonych. Te wy-
niki wskazuja, ze redukcja UQ przez bursztynian (podobnie jak redukcja
NAD+) zalezy od sprawnosci fosforylacyjnej mitochondriéow. Zaleznos¢
ta nie jest jasna ze wzgledu na zblizony potencjat oksydoredukcyjny obu
zwiazkow. Wedtug Szarkowskiej (155) jest ona, by¢ moze, wyra-
zem zapotrzebowania energii dla przezwyciezenia barier stworzonych
przez kompartamentacje. Zebrane dotychczas dowody nie pozwalajg na
ostateczne stwierdzenie, czy w przeniesieniu elektrondw posredniczy cyto-
chrom b. Wydaje sig, ze antymycyna A nie hamuje tego przeniesienia
(157).

V1. Odwracalno$¢ przenoszenia energii

Badania mechanizmu odwracalnosci kierunku przenoszenia elektronéw
w taficuchu oddechowym zmierzatly do ustalenia 1) czy odwréconemu prze-
niesieniu elektronéw kosztem energii ATP towarzyszy odwrécenie oksy-
dacyjnej fosforylacji, 2) jakiego rodzaju wysokoenergetyczne posredniki sg
wykorzystywane gdy energia jest dostarczana podczas przenoszenia elek-
tronéw od substratu do tlenu. Odpowiedzi na obydwa pytania uzyska-
no po zbadaniu wptywu oligomycyny na proces odwracania (tablica 6).

Wyniki przedstawione, w tablicy wskazujg, ze oligomycyna hamuje
odwrécenie kierunku przenoszenia elektronéw przebiegajgce kosztem
energii ATP, natomiast nie hamuje odwrdcenia zachodzacego kosztem

Tablica 6

Wptyw oligomycyny i DNP na redukcje acetooctanu przez bursztynian
w warunkach beztlenowych pod wptywem ATP
iw warunkach tlenowych kosztem wysokoenergetycznych posrednikéw
wytwarzanych podczas utleniania bursztynianu (8, 64, 95)

Pobieranie Redukcja
Warunki Dodatki tlenu acetooctanu
(pigramoréwnowazniki) (i¢mole)
Beztlenowe 4,1
+ Oligomycyna 0,3
+ DNP 0,2
+ Oligomycyna 9.8 4.7
9,1 5.7
Tlenowe
36,0 18,9

+ DNP
50,8 1,4
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energii posrednikoéw. Brak redukcji acetooctanu w obecnosci DNP po-
twierdza endoergiczny charakter procesu.

Brak zahamowania przez oligomycyne sugerowatl, ze energia wytwa-
rzana podczas utleniania substratow oddechowych, a wymagana dla od-
wrocenia kierunku, pochodzi najprawdopodobniej z nieufosforylowanych
wysokoenergetycznych posrednikéw lub uogdlniajgc — przenoszenie i wy-
korzystywanie posrednikéw w mitochondriach moze przebiega¢ bez udzia-
tu reakcji fosforylacji w Scistym stowa tego znaczeniu. DoSwiadczalnych
dowoddw na potwierdzenie tej sugestii dostarczyli w tym samym czasie
Ernster (56, 57, 59) i w laboratorium Slatera Snoswe 1l (153, 154)
Wykazali oni, ze redukcja NAD+ przez bursztynian przebiega ze stala
szybkoscig w obecnos$ci akceptora fosforanu w mitochondriach, ktérych od-
dychanie byto ograniczone brakiem endogennego fosforanu. Wyniki otrzy-
mane przez Snoswella (154) przedstawia tablica 7.

Tablica 7

Wptyw usuniecia fosforanu na redukcje mitochondrialnego NAD +
przez bursztynian (154)

) NAD+ NADH
W arunki
[¢mole/mg biatka
Swieze mitochondria 8,9 0,9
Swieze mitochondria
+ oligomycyna+ bursztynian 4,5 2,7
Mitochondria pozbawione fosforanu 3,6 2,4

+ oligomycyna+ bursztynian
Mitochondria pozbawione fosforanu
+ oligomycyna+ bursztynian + fosforan 4.6 1,9

Wykorzystywanie energii nieufosforylowanych posrednikéw do od-
wracania kierunku przenoszenia elektronéw potwierdzity wyniki badan
nad wptywem arsenianu na szybkos$¢ tego procesu. Snoswell (154)
i Ernster (59) stwierdzili, ze arsenian hamuje redukcje NAD+ przez
bursztynian i ze oligomycyna znosi to zahamowanie w przeciwienstwie
do hamowania DNP. Potwierdza to rownocze$nie sugestie (66, 87) odnos-
nie miejsca dziatania oligomycyny w stosunku do miejsca dziatania arse-
nianu i DNP.

Odwracalno$¢ kierunku przenoszenia elektronéw kosztem wysokoener-
getycznych posrednikow wytwarzanych w ,,otwartym” tancuchu oddecho-
wym obserwowano do niedawna tylko w nienaruszonych mitochondriach
i fosforylujagcych czastkach submitochondrialnych. Wykorzystywanie wy-
sokoenergetycznych posrednikow do proceséw wymagajagcych energii,
np. redukcji NADP+ przez NADH nie tylko w czastkach submitochon-
drialnych (52, 53, 54, 117), ale nawet w niefosforylujgcych preparatach
(118) sugerowato mozliwos¢ wykorzystywania energii tych posrednikow
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rowniez w odwracaniu kierunku przenoszenia elektronéw w niefosfory-
lujgcych czastkach submitochondrialnych. Przypuszczenia te potwierdzit
w roku 1964 Haas (72), badajac preparaty z miesnia sercowego.-Wykazat
on, ze w obecnosci ATP bursztynian nie redukuje egzogennego NAD+,
natomiast gdy zrédtem energii sg wysokoenergetyczne posredniki pow-
stajgce podczas utleniania askorbinianu + TMPD (w obecno$ci antymycy-
ny) NAD+ jest redukowany szczegdlnie intensywnie w obecnosci oligo-
mycyny. Wskazuje to, ze w preparacie sg wytwarzane wysokoenerge-
tyczne posredniki wykorzystywane w procesach wymagajacych energii,
ale ich energia nie moze by¢ przeksztatcona w energie ATP.

Reakcje odwracania kierunku przenoszenia elektronéw wykorzystali
Sana di (1, 2, 140, 143) oraz Racker (135, 137, 138) do badania
aktywnosci czynnik6w sprzegajacych.

Wplyw jonéw Mg++. Jony Mg++ hamujg proces odwracania kierunku
przenoszenia elektronow kosztem ATP w nienaruszonych mitochondriach
i digitoninowych czgstkach submitochondrialnych (24, 95, 102). Natomiast
w czastkach submitochondrialnych otrzymanych przy pomocy ultradzwie-
kéw obecnos¢ Mg++ jest warunkiem procesu odwrdcenia (124). Mecha-
nizm tego zjawiska nie zostal wyjasniony. Chance (25) oraz K lin-
genberg i von Haefen (95 sg zdania, ze jony Mg++ dziatajg ha-
mujgco, poniewaz kompleksujg ATP, co obniza potencjat fosforylacyjny
(36, 102). Chance (25) uwaza ponadto, ze uktad enzymatyczny czastek
submitochondrialnych w przeciwienstwie do mitochondriéw, moze oddzia-
tywaé ze zwigzanym ATP, co tlumaczytoby odmienne dziatanie jonow
Mg++ w obu rodzajach preparatéw. Ernster (61) natomiast przypusz-
cza, ze w reakcji ATP z enzymem transfosforylujagcym tworzy sie trwaty
kompleks enzym-Mg z ADP, ktéry nagromadza sie w nienaruszonych
mitochondriach oraz w czgstkach digitoninowych; w czgstkach submito-
chondrialnych otrzymanych w wyniku dziatania ultradzwiekami, ADP
bytby tylko luzno zwigzany w kompleksie. Taki sposéb ttumaczenia mdgi-
by réwniez wyjasni¢ fakt, ze jony Mg++ hamujac proces odwracania oksy-
dacyjnej fosforylacji nie wptywaja na reakcje wymiany ATP—P (59).

VII. Stechiometria

Dalsze badania mechanizmu odwracalnosci kierunku przenoszenia elek-
tronow zmierzaty do ustalenia zaleznosci miedzy iloscig redukowanych
nukleotydéw nikotynamidoadeninowych a ilosciag wysokoenergetycznych
posrednikéw koniecznych do redukcji. Wielko$¢ stosunku —/NADH ozna-
czano z ilosci katalitycznych (pomiary redukcji wewnatrzmitochondrial-
nego NAD4) lub z ilosci substratowych stosujgc metabolity utleniajace
wytwarzany NADH.
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1. Oznaczanie stosunku ~/NADH z ilosci katalitycznych

Badania tego rodzaju prowadzono gtdwnie w pracowni Chance’a
(19, 33, 37, 40, 41, 49). llos¢ zwigzkow wysokoenergetycznych koniecznych
dla zredukowania jednej czasteczki NAD+ ustalano na podstawie pomia-
row ilosci hydrolizowanego ATP.

Rys. 12. Oznaczanie stosunku ~/'NADH spektrofotometrycznie metodg Chance’a (20)

llos¢ ADP wytworzonego z ATP oblicza sie przez poréwnanie powierzchni pod krzywa obra-

zujacg zmiany absorpcji NAD+po dodaniu fosforanu z powierzchnig pod krzywg otrzymang

po dodaniu znanych ilosci ADP. W tym przypadku ilos¢ ADP wynosi 61 umoli. Poniewaz, jak

wida¢ z zapisu spektrofotometrycznego dodanie ATP indukowato utworzenie 23 umoli NADH,
zatem stosunek ~/NADH wynosi 2,7

Chancei Hollunger (37, 19) mierzyli iloSci ADP wytwarzanego
z ATP metoda zilustrowang na rysunku 12. Oznaczanie stosunku tg metoda
wymaga jednak speinienia nastepujgcych warunkow: 1) mitochondria
powinny by¢ pozbawione endogennych wysokoenergetycznych posredni-
kéw, 2) bursztynian nie moze bez dodania ATP powodowaé¢ redukcji nu-
kleotydow nikotynamidoadeninowych, 3) badania muszg by¢ prowadzone
na mitochondriach $cisle sprzezonych. Gdy te wszystkie warunki byty
spetnione wartosci stosunku ~/NADH wahaty sie od 1,8—2,7, natomiast
gdy stosowano mitochondria poddane starzeniu otrzymywano wartosci
w zakresie od 4,4—54. Poniewaz Chance i Hollunger nie uwzgledniali
poprawek dla ATP zuzywanego w innych reakcjach niz redukcja NAD+,
otrzymane przez nich wartosci sa prawdopodobnie zbyt wysokie (64, 88,
96, 152).

Obliczali oni rowniez wielko$¢ stosunku ~/NADH na podstawie zmian
oksydoredukcyjnych cytochromu a w obecnosci azydku. W takim uktadzie
po dodaniu bursztynianu nastepowata redukcja NAD+ a réwnoczes$nie cy-
tochrom a byt utleniany i redukowany. Zmiany oksydoredukcyjne cyto-
chromu a spowodowane wykorzystywaniem zwigzkow wysokoenergetycz-
nych do redukcji obserwowano réwniez po dodaniu ADP. Wielko$¢ po-

3 Postepy Biochemii
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wierzchni pod krzywg obrazujgcg redukcje cytochromu a w czasie jest
miarg ilosci elektron6w przenoszonych przez tancuch oddechowy w kie-
runku tlenu (pobierania tlenu) i jest proporcjonalna do ilosci dodanego
ADP. Dlatego mozna z niej wyliczy¢ ilos¢ zwigzkéw wysokoenergetycz-
nych wykorzystywanych do redukcji NAD+ przez bursztynian. Stosunek
—I/NADH otrzymany tg metoda wynosit 2,5. Po uwzglednieniu poprawki
na wykorzystanie zwigzkdw wysokoenergetycznych takze w innych reak-
cjach niz redukcja NAD+ (pomiar w obecnosci amytalu eliminujgcego
redukcje NAD+ w procesie odwracania (37)) wyliczony stosunek obnizyt
sie do 1,7. Tego rodzaju obliczanie stosunku ~/NADH wymaga jednak
zatozenia, ze reakcje fosforylacji i redukcji NAD+ wykorzystujg wysoko-
energetyczne posredniki w jednakowym stopniu. Spetnienie tego zatozenia
zalezy od sprawnosci fosforylacyjnej mitochondriéw, warunkujgcej trwa-
tos¢ wysokoenergetycznych posrednikédw i od szybkosci obydwu reakcji.
Jezeli np. redukcja NAD+ zachodzitaby wolniej, to wysokoenergetyczne
posredniki bytyby w wiekszym stopniu wykorzystywane w reakcji fosfo-
rylacji i uzyskany stosunek ~/NADH mogiby by¢ za wysoki (64).

Ostatnio Chance i wsp. (40, 41, 49) obliczali wydajnos$¢ reakcji od-
wracania na podstawie pomiaru ilosci rozktadanego ATP zmiang pH. Sto-
sunek —/NADH otrzymany w takich warunkach wynosit 2,8. Poniewaz
jednak szybkos$¢ hydrolizy wzrastata tylko dwukrotnie po dodaniu bursz-
tynianu, Chance (49) przyjat, ze potowa rozktadanego ATP jest zuzy-
wana do redukcji NAD+ i doszedt do wniosku, Zze na zredukowanie
1 mola NAD+ konieczne jest 1,4 mola ATP.

2. Obliczanie stosunku ~/NADH z iloSci substratowych

Wydawato sig, ze zastosowanie akceptoréw wodoru utleniajgcych nie-
przerwanie powstajagcy NADH pozwoli na doktadniejsze obliczenie sto-
sunku ~/NADH z uwagi na operowanie iloSciami substratowymi oznacza-
nych metabolitow.

Metode tego rodzaju zastosowat Ernster (56, 57) mierzac wzrost
oddychania po dodaniu acetooctanu do mitochondriow utleniajgcych bursz-
tynian w nieobecnosci akceptora fosforanu i poréwnujac te warto$¢ z ilos-
cig redukowanego acetooctanu. Oznaczyt on stosunek ~/NADH jako row-
ny jednosci. Stosunek wyliczono zakladajac, ze 1) aerobowe utlenianie
bursztynianu jest sprzezone z wytwarzaniem dwoch zwigzkéw wysoko-
energetycznych na kazdy atom pobranego tlenu, 2) redukcja acetooctanu
przez bursztynian zachodzi wytgcznie kosztem zwigzkéw wysokoenerge-
tycznych wytwarzanych podczas utleniania bursztynianu, a nie pod wpty-
wem jabtczanu powstajgcego z bursztynianu, 3) szybko$¢ oddychania pre-
paratu bez acetooctanu, do ktorej odnoszono wzrost wywotany acetoocta-
nem nie zmienia sie w czasie doswiadczenia. Rozwazania Slatera
podwazajg jednak stusznos$¢ tych zatozen (152).
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Ernster zastosowal zatem do badania wydajnos$ci procesu odwracania
inng metode, ktdéra nie wymaga przyjmowania zadnych zatozen (64).
Polega ona na poréwnaniu ilosci redukowanego acetooctanu z pobieraniem
fosforanu w warunkach, kiedy wzrost oddychania wywotywano doda-
niem ATP, glukozy i niewielkich ilosci heksokinazy. Otrzymana warto$é
~/INADH wynosita 1,19, co potwierdza, ze redukcja 1 czgsteczki NAD+
przez bursztynian wymaga dostarczenia 1 wigzania wysokoenergetycz-
nego.

Niezaleznie od Ernster a Slater i Tager (152) doszli do ta-
kiego samego wniosku badajgc redukcje a-ketoglutaranu (+ NH3. Wed-
tug nich ilos¢ wysokoenergetycznych posrednikéw wykorzystywanych do
przeprowadzenia syntezy glutaminianu odpowiada zmniejszeniu syntezy
ATP (mierzonej iloscig tworzonego glukozo-6-fosforanu) po dodaniu
a-ketoglutaranu i NH3. Zaleznos$¢ te wyraza stosunek — A~/A glu, w kto-
rym A wylicza sie z réznicy miedzy iloscig glukozo-6-fosforanu wytworzo-
ng w obecnosci i nieobecnosci a-ketoglutaranu + NH3. Stosunek ten ozna-
czano jako bliski jednos$ci rowniez wtedy, gdy energia do redukcji NAD+
przez bursztynian byta dostarczona przez utlenienie askorbinianu + TMPD
w obecnosci antymycyny (162).

Klingenberg (91) wykorzystalt do oznaczania stosunku —/NADH
proces wiaczania amoniaku do mitochondrialnych aminokwaséw. Porow-
nujac ilosci hydrolizowanego ATP z iloScig syntetyzowanego glutaminianu
i asparaginianu wykazat on zuzywanie 0,6—1,2 mola NH3w obecnosci bur-
sztynianu. Obnizenie wartosci stosunku ~/ANH3 ttumaczy Klingenberg
istnieniem ubocznych reakcji wigczania NH3, przebiegajacych przy udziale
jabtczanu wytwarzanego z bursztynianu. Reakcje te maja mniejsze wy-
magania energetyczne niz badane reakcje przebiegajace przy udziale bur-
sztynianu. Sugestia ta jest zgodna z wnioskiem Slatera i Tagera
(152, 158), ze w obecnos$ci jabiczanu na kazdg czgsteczke zuzywanego
zwigzku wysokoenergetycznego, syntetyzuje sie kilka czgsteczek amino-
kwasow.

Prébowano réwniez oznacza¢ stosunek ~/NADH podczas odwracania
kierunku przenoszenia elektronow na odcinku tancucha oddechowego obej-
mujacego wiecej niz jedno miejsce oksydacyjnej fosforylacji. L 6 w i wsp.
(126) stwierdzili, ze ilo$¢ hydrolizowanego ATP jest dwukrotnie wieksza
przy zastosowaniu askorbinianu + TMPD jako uktadu redukujgcego
NAD+, niz w przypadku uzycia bursztynianu. Obserwacja ta potwierdza,
ze warto$¢ stosunku ~/NADH dla redukcji NAD+ przez bursztynian jest
réwna jednos$ci, natomiast dla redukcji NAD+ przez askorbinian + TMPD
wynosi 2.

VI1Il. Uwagi koncowe

Przedstawione tutaj zagadnienia zwiazane z odwracalno$cig oksyda-
cyjnej fosforylacji i wynikajgce z niej odwrdcenie transportu elektronéw
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mozna rozpatrywaé z dwoch punktéw widzenia: 1) nowych danych doty-
czacych mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji, oraz 2) znaczenia odwra-
calnosci tych reakcji w og6lnym metabolizmie komaérki i powszechnosci
tego zjawiska.

1. Mechanizm i nowe fakty

@] ile poczatkowo wnioski o odwréconym transporcie elektronow oparte
tylko na podstawie spektrofotometrycznych pomiarow stanu réwnowagi
sktadnikow taricucha oddechowego mogty budzi¢ watpliwosci, to dalsze ba-
dania Ernstera, Klingenberga i Slatera nad redukcjg szczawiooctanu,
a-ketoglutaranu (+ NH3), acetooctanu i egzogennego NAD " sg przekonu-
jacym dowodem istnienia odwracalnosci oksydacyjnej fosforylacji.

Stwierdzenie, ze w tancuchu oddechowym elektrony sa przenoszone
rowniez w kierunku substratdw pozwolito postulowaé (121) istnienie dwdch
tancuchéw — utleniajgcego, ktory dostarcza energii w postaci ATP i wy-
sokoenergetycznych posrednikéw, oraz redukujgcego, ktéry wykorzystu-
jac ich energie biegnie w kierunku przeciwnym. W warunkach fizjolo-
gicznych istotne znaczenie dla metabolizmu komorki ma prawdopodobnie
tylko odwrdcony transport elektronéw z UQ, ktéry gromadzac rébwnowaz-
niki elektronowe z szeregu mitochondrialnych flawoproteidéw, moze prze-
kazywac je na NAD+ i substraty utleniajgce NADH.

Przyjety obecnie poglad o szybkosci oddychania i odwracalnosci oksy-
dacyjnej fosforylacji uwarunkowanych potencjatem fosforylacyjnym, po-
przedzito szereg obserwacji odnos$nie wptywu ATP jako czynnika biorg-
cego udzial w: a) redukcji NAD+ przez substraty flawoproteidéw (bur-
sztynian, a-glicerofosforan, cholina) i sztuczne donory elektronéw np.
askorbinian + TMPD, b) indukowanej przez ATP kontroli oddechowej
i hamowanie oddychania przez ATP, c) stanie oksydoredukcyjnym sktadni-
kéw tancucha oddechowego — od NAD+ do cytochromu a wiacznie, d) sta-
nie oksydoredukcyjnym sktadnikéw tancucha oddechowego w obecnosci
substratow utleniajgcych NADH w mitochondriach z zahamowanym od-
dychaniem.

Dla poznania mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji za niezwykle
cenne nalezy uzna¢ stwierdzenie istnienia i wykazanie roli wysokoener-
getycznych posrednikow w wielu reakcjach zwigzanych z przenoszeniem
energii (rowniez w roslinach 10, 127a). Ich powstawanie w obecnosci oli-
gomycyny, gdy synteza ATP jest uniemozliwiona oraz w nieobecnosci
fosforanu dowodza, ze nieufosforylowane wysokoenergetyczne posred-
niki oksydacyjnej fosforylacji moga spetnia¢ funkcje przypisywane dotad
wyltgcznie ATP. Biorg one rdwniez udzial we wigczaniu aminokwasow
do biatka w mitochondriach i pobieraniu jonéw. Co wiecej, posredniki te
sq tworzone nawet w preparatach mitochondrialnych, w ktérych w wy-
niku zniszczenia struktury nie zachodzi oksydacyjna fosforylacja i synteza
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ATP. Zdaniem Slatera (148) ATP mozna obecnie uwaza¢ za mito-
chondrialny fosfagen, natomiast hipotetyczne dotychczas posredniki oksy-
dacyjnej fosforylacji umiesci¢ na piedestale zajmowanym przedtem przez
ATP. Jest to niewatpliwie jedno z najwiekszych osiggnie¢ w tej dziedzinie
biochemii.

2. Odwracalno$¢ oksydacyjnej fosforylacji a metabolizm komorki

Rozpatrujac odwracalno$¢ oksydacyjnej fosforylacji na poziomie ko-
morki nasuwajg sie dwa pytania: a) jak wazny iloSciowo jest ten proces,
b) czy jest to proces zachodzacy w réznych organizmach?

Szybko$¢ odwrotnego transportu elektronéw zalezy od stanu meta-
bolicznego mitochondriow. W stanie kontrolowanym jest tego samego
rzedu jak przeniesienie elektronéw w kierunku tlenu. Odpowiada to
okoto 10% szybkoS$ci utleniania w stanie aktywnym (33) zaréwno w po-
miarach iloSci katalitycznych jak i substratowych np. dla redukcji aceto-
octanu (95). Utlenianie cytochromu c¢ (w uktadzie zamknietym) induko-
wane przez ATP jest rownie szybkie jak w uktadzie otwartym (90), chociaz
wczesniejsze doswiadczenia Chance’a (31) wykazywaly, ze stanowi
ono tylko 5% szybkos$ci utleniania w uktadzie otwartym.

W tkankach roslinnych i drobnoustrojach odwrdcony transport elek-
tronéw aktywowany ATP moze by¢é zdaniem Chance’a (23) bardziej
$ci$le zwigzany z fotosyntezg niz sie zwykle uwaza. Tak np. w organizmach
fotosyntetyzujacych utlenianie cytochroméw pod wptywem Swiatta i re-
dukcja nukleotydéw jest analogiczna do utleniania cytochromu c w tkan-
kach zwierzecych pod wptywem ATP. Najlepszym jednak przyktadem
odwroconego transportu elektron6w jest fosforylacja fotosyntetyczna (74)
(por. artykut Lassoty 115a), w ktérej NADP+ jest redukowany wbrew
potencjatowi oksydoredukcyjnemu, pod wptywem energii Swietlnej. Ener-
gia ta umozliwia rowniez wytwarzanie wysokoenergetycznych posredni-
kow do przeprowadzenia fosforylacji redukcyjnej (75).

Wptyw odwracalnosci oksydacyjnej fosforylacji na metabolizm obra-
zuje redukcja acetooctanu do P-hydroksymaslanu w wyniku odwrdconego
transportu elektronéw. Klingenberg i Haefen (95 uwazajg, ze
stosunek P-hydroksymaslanu do acetooctanu jest odbiciem stosunku
NADH/NAD+, a ten z kolei jest miarg potencjatu fosforylacyjnego. Auto-
rzy ci sugeruja, ze uktad P-hydroksymaslan/acetooctan w charakterystycz-
ny sposéb odzwierciedla potencjat fosforylacyjny i jest ,chemicznym
messengerem” miedzy mitcchondriami watroby, a krwiobiegiem. Po-
rownuja go wiec do uktadu mleczan/pirogronian, ktéry jest wyrazem row-
nowagi fosforylacyjnej glikolizy.

Potwierdzeniem fizjologicznego charakteru odwracalnosci oksyda-
cyjnej fosforylacji sq badania przy uzyciu catych komérek (42) oraz skraw-
kéw tkankowych (47, 139).
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Ostatnio Krebs (107a) wyrazit poglad, ze jezeli nawet odwracalnos¢

oksydacyjnej fosforylacji w tkankach zwierzecych nie jest zbyt wydajnym
mechanizmem dla tworzenia NADH, to jednak moze by¢ bardzo pozy-
teczna dla komorek umozliwiajac w zasadzie 100%-owe wykorzystanie
energii.

1

© N o O

10.
11
12,
13.
14,
15.
16.

17.

18.
19.
20.
21

22.

23.
24,
25.

26.

27.
28.
29.
30.
3L

32.

33.

LITERATURA

Andreoli T E, Lam K. W, Sanadi D. R, J. Biol. Chem. 240, 2644
(1965).

Andreoli T. E, Pharo R L, Sanadi D. R, Biochim. Biophys. Acta
90, 16 (1964).

Avi—Dor Y., Lamdin E, Kaplan N. O, J. Biol. Chem. 238, 2518
(1963).

Azzone G. F., Ernster L. Nature 187, 65 (1960).

Azzone G F, Ernster L. J. Biol. Chem. 236, 1510 (1961).

Azzone G F, Ernster L. J. Biol. Chem. 236, 1518 (1961).

Azzone G F, Ernster L, Klingenberg M., Nature 188, 552 (1961).
Azzone G F, Ernster L, Weinbach E. C., J. Biol. Chem. 238, 1825
(1963).

Bianchi G, F., J. Biol. Chem .239, 3947 (1964).

Bonner W. D. Plant Physiol. 39, Suppl. Ix (1964).

Bryta J, Gardas A. Post. Biochem. 11, 395 (1965).

Biucher Th., Klingenberg M. Angew. Chem. 70, 552 (1958).

Burton K., Krebs H. A, Biochem. J. 54, 94 (1953).

Chance B., Rev. Sei. Instr. 22, 634 (1951).

Chance B. Science 120, 767 (1954).

Chance B., w The Enzymes: Units of Biological Structure and Function, red.
O. H. Gaebler, Academic Press, New York 1956, str. 347.

Chance B, Ciba Foundation Symposium on the Regulation of Cell Meta-
bolism, J. and A. Churchill, Londyn 1959, str. 91.

Chance B. Fed. Proc. 19, 39 (1960).

Chance B. Biochem. Biophys. Res. Comm. 3, 10 (1960).

Chance B. Biochem. Biophys. Res. Comm. 3, 6 (1960).

Chance B. Ciba Foundation Symposium on Quinones in Electron Transport,
J. and A. Churchill, London 1961, str. 327.

ChanceB. Symp. Biological Structure and Function, red. T. W. Goodwin
i O. Lindberg, tom Il, Academic Press, New York 1961, str. 119.

Chance B., J. Biol. Chem. 236, 1544 (1961).

Chance B. J. Biol. Chem. 236, 1569 (1961).

Chance B. Johnson Foundation Colloquium on Energy-Linked Functions
of Mitochondria red. B. Chance, Academic Press, New York 1963, str. 17 (dys-
kusja).

Chance B. w Biochemistry of Quinones, red. R. A. Morton, Academic Press,
Londyn 1965, str. 459.

Chance B, Baltscheffsky H. Biochem. J. 63, 283 (1958).

Chance B, Baltscheffsky H. J. Biol. Chem. 233, 736 (1958).
Chance B, Fugmann U. Biochem. Biophys. Res. Comm. 4, 317 (1961).
Chance B., Hagihara B. Biochem. Biophys. Res. Comm. 3, 1 (1960).
Chance B., Hagihara B. Vth International Congress of Biochemistry
(Moscow 1961), tom V, red. E. C, Slater, Pergamon Press, London 1963, str. 3.
Chance B, Hollunger G. Fed. Proc. 16, 163 (1957).

Chance B, HoHunger G., Nature 185, 666 (1960).



[37]

34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43
44,
45,
46.
47.

48.
49.
50.
51.

52.
53.

54.
55.
56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.
63.

65.
66.
67.
68.

69.

70.

ODWROCENIE £ANCUCHA ODDECHOWEGO 487

Chance B, Hollunger G. J. Biol. Chem. 236, 1534 (1961).

Chance B, Hollunger G. J. Biol. Chem. 236, 1555 (1961).

Chance B, Hollunger G. J. Biol. Chem. 236, 1562 (1961).

Chance B, Hollunger G. J. Biol. Chem. 236, 1577 (1961).

Chance B, Hollunger G, J. Biol. Chem. 238, 418 (1963).

Chance B, Hollunger G. J. Biol. Chem. 238, 445 (1963).

Chance B, Ito T. Nature 195, 150 (1962).

Chance B, Ito T. J. Biol. Chem. 238, 1509 (1963).

Chance B.,, Maitra P. K., w Control Mechanism in Respiration and Fer-
mentation, red. B. Wright, Ronald Press 1963, str. 307.

Chance B, Williams R. G., Nature 176, 250 (1955).

Chance B, Williams R. G. J. Biol. Chem. 217, 383 (1955).

Chance B, Williams R. G, J. Biol. Chem. 217, 409 (1955).

Chance B, Williams R. G. Adv. Enzymol. 17, 65 (1956).

Chance B, Colon P, Jobsis F, Schoener B. Science 137, 499
(1962).

Chance B, Conrad H., Legallais V. Program and Abstr. Meeting
of Biophys. Soc., Cambdrige Mass. 1958, str. 44 (cyt. wg 32).

Chance B, Ito T, Maitra P. K., Oshino R. J Biol. Chem. 238,
1516 (1963).

Conover T Ernster L. Biochim. Biophys. Acta 58, 189 (1962).

Crane R K, Lipmann F., J. Biol. Chem. 201, 235 (1953).

Danielson L, Ernster L. Biochem. Biophys. Res. Comm. 10, 91 (1963).
Danielson L, Ernster L. Johnson Foundation Colloquium on Energy-
-Linked Functions of Mitochondria (Philadelphia 1963), red. B. Chance, Academic
Press, New York 1963, str. 157.

Danielson L, Ernster L. Biochem. Z. 338, 188 (1963).

Davis R E, Krebs H. A., Biochem. Soc. Symp. 8, 77 (1951).

Ernster L. Symp. Biological Structure and Function, red. T. W. Goodwin,
O. Lindberg, tom Il, Academic Press, New York 1961, str. 139.

Ernster L. Vth International Congress of Biochemistry (Moscow 1961)
tom V, red. E. C. Slater, Pergamon Press, London 1963, str. 115.

Ernster L. Nature 193, 1050 (1962).

Ernster L. Symp. Funktionnelle und morphologische Organisation der Zelle
(Rottach-Egern 1962), Springer Verlag, Berlin 1963, str. 98.

Ernster L. Lee C. P, Janda S., w Biochemistry of Mitochondria, red. E. C.
Slater, Z. Kaniuga, L. Wojtczak, Academic Press i PWN, Londyn-Warszawa,
1966, str. 29.

Ernster L, Lee C. P., Ann. Rev. Biochem. 33, 729 (1964).

Ernster L, Dallner G, Azzone G. F. J. Biol. Chem. 238, 1124 (1963).
Ernster L, Danielson L, Ljungren M., Biochim. Biophys. Acta
58, 171 (1962).

Ernster L, Azzone G. F, Danielson L Weinbach E. C., J. Biol.
Chem. 238, 1834 (1963).

Esta brook R. W, J. Biol. Chem. 227, 1093 (1957).

Esta brook R. W. Biochem. Biophys. Res. Comm. 4, 89 (1961).
Estabrook R. W, Biochim. Biophys. Acta 60, 236 (1962).

Friseil W. R, CroninJ. R, Mackiewicz G. w Flavins and Flavo-
proteins (Amsterdam 1965), red. E. C. Slater, Elsevier, Amsterdam 1966, str. 367.
Gawron O, Glaid A J, Nobel S, Gan M. Biochem. Biophys. Res.
Comm. 16, 432 (1964).

Glock G. E, Maclean P. Biochem. J. 61, 381 (1955).



488

71
72.
73.

74.

75.
76.

7.
78.
79.
80.
81

82.
83.

85.
86.

87.

88.
89.

90.
9L
92.

93.
94.
95.
96.
97.

98.

99.

100.

101.
102.
103.
104.

105.
106.

Z. KANIUGA, J. BRYLA [381

Guillory R J., Slater E. C., Biochim. Biophys. Acta 105, 221 (1965).
Haas D. W. Biochim. Biophys. Acta 89, 543 (1964).

Hatefi Y. Haavik A G, Griffiths D. E. Biochem. Biophys. Res.
Comm. 4, 447 (1961).

Hill R, Bonner W. D., w Light and Life, red. McElroy W. D., Glass B.,
Johns Hopkins Press, Baltimore 1961, str. 424. (cyt. wg (121)).

Hill R, Walker D. A., Plant Physiol. 34, 240 (1959).

Hoberman H. D, Prosky L, Hempstead P. G., Arfin W. W,
Biochem. Biophys. Res. Com. 17, 490 (1964).

Ho mm es F. A, Biochem. Biophys. Res. Comm. 8, 248 (1962).

Hommes F. A, Biochim. Biophys. Acta 71, 595 (1963).

Hommes F. A, Biochim. Biophys. Acta 77, 173 (1963).

Hommes F. A. Biochim. Biophys. Acta 77, 183 (1963).

Hommes F. A, Johnson Foundation Colloquium on Energy-Linked Fun-
ctions of Mitochondria (Philadelphia 1963), red. B. Chance, Academic Press,
New York 1963, str. 39.

Howland J. L. Biochim. Biophys. Acta 73, 665 (1963).

Huijing F., Slater E. C, J. Biochem. (Tokyo) 49, 491 (1961).

Jones E. A, Gutfreund H. Biochem. J. 87, 639 (1963).

Kaniuga Z, Bryta J.,, Bull. Acad. Polon, Sei. s. Sei. biol. 13, 489 (1965).
Klingenberg M. w Mosbacher Kologium Freie Nucleotide und lhre biolo-
gische Bedeutung, Springer, Berlin-Heidelberg 1961, str. 82.

Klingenberg M. Symp. Biological Structure and Function, red. T. W.
Goodwin, O. Lindberg, tom I, Academic Press, New York 1961, str. 227.
Klingenberg M. Biochem. Z. 335 263 (1961).

Klingenberg M., Symp. Redoxfunktionen cytoplasmatischer Structuren,
Wien 1962, str. 163.

Klingenberg M., Angevo. Chem. 75 900 (1963).

Klingenberg M., Biochem. Z. 343, 479 (1965).

Klingenberg M., Kroger A, w Biochemistry of Mitochondria, red. E. C.
Slater, Z. Kaniuga, L. Wojtczak, Academic Press, PWN, Londyn-Warszawa,
1966, str. 11.

Klingenberg M, Bucher Th. Biochem. Z. 331, 312 (1959).

Klingen berg M, Bucher Th., Biochem. Z. 334, 1 (1961).
Klingenberg M, von Haefen H. Biochem. Z. 337, 120 (1963).
Klingenberg M, Schollmeyer P. Biochem. Z. 333, 335 (1960).
Klingenberg M, Schollmeyer P. Biochem. Biophys. Res. Comm.
4, 38 (1961).

Klingenberg M, Schollmeyer P. Vth International Congress of
Biochemistry (Moscow 1961), tom V, red. E. C. Slater, Pergamon Press, London
1963, str. 46.

Klingenberg M, Schollmeyer P. Biochem. Biophys. Res. Comm. 4,
43 (1961).

Klingenberg M, Schollmeyer P., Biochem. Biophys. Res. Comm. 4,
323 (1961).

Klingenberg M, Schollmeyer P. Biochem. Z. 335, 231 (1961).
Klingenberg M, Schollmeyer P. Biochem. Z. 335, 243 (1961).
Klingenberg M, Slenczka W., Biochem. Z. 331, 486 (1959).
Klingenberg M, von Haefen H, Wenske G., Biochem. Z. 343
452 (1965).

Klingenberg M, Slenczka W, Ritt E., Biochem. Z. 332, 47 (1959).
Krebs H. A, Biochem. J. 80, 275 (1961).



[39] ODWROCENIE £tANCUCHA ODDECHOWEGO 48E

107. Krebs H. A., w Horizons in Biochemistry, red. M. Kasha, B. Pullman, Acade-
mic Press, New York 1962, str. 285.

107a. Krebs H. A, w Biochemistry of Mitochondria, red. E. C. Slater, Z. Kaniuga,
L. Wojtczak, Academic Press, PWN, Londyn-Warszawa, str. 105.

108. Krebs H. A, Eggleston L. V. Biochem. J. 82, 134 (1962).

109. Krebs H. A, Kornberg G. L., Ergehn. Physiol. 49, 271 (1957).

110. Krebs H. A, Eggleston L V., D’Allesandro A, Biochem. J.
79, 537 (1961).

111, Kulka R G, Krebs H. A, Eggleston L. V. Biochem. J. 78, 95 (1961).

112, Lardy H. A. Symp. Biological Structure and Function, red. T. W, Goodwin,.
O. Lindberg, tom II, Academic Press, New York, 1961, str. 265.

113. Lardy H. A, Elvehjem C. A, Ann. Rev. Biochem. 14, 1 (1945).

114, Lardy H. A, Wellman H. J. Biol. Chem. 195 215 (1952).

115. Lardy H. A, Johnson O, McMurray W. C., Arch. Biochem. Biophys.
78, 587 (1958).

115a. Lasso ta Z. Post. Biochem. 6, 145 (1960).

116. Lee C—P., Fed. Proc. 22, 2190 (1963).

117. Lee C—P., Ernster L. Biochem. Biophys. Acta 81 187 (1964).

118. Lee C—P., Azzone G. F, Ernster L. Nature 201, 152 (1964).

119. Lehninger A. L. Vth International Congress of Biochemistry (Moscow
1961), tom V, red. E. C. Slater, Pergamon Press, Londyn 1963, str. 239.

120. Lehninger A. L., w The Mitochondrion, Benjamin Press, New York 1964,
str. 136.

121. Lieberman M, Baker J. E, Ann. Rev. Biochem. 16, 343 (1965).

122. Loomis W. F, Lipman F., J. Biol. Chem. 173, 807 (1948).

123. Low H.,, Vallin |, Biophys. Res. Comm. 9, 307 (1962).

124, Léw H., Vallin |1, Biochim. Biophys. Acta 69, 361 (1963).

125. Low H.,, Kruger H., Ziegler D. M., Biochem. Biophys. Res. Comm..
5, 231 (1961).

126. Low H. Vallin I, Alm B. Johnson Foundation Colloquium on Energy-
-Linked Functions of Mitochondria (Philadelphia 1963), red. B. Chance Academic
Press, New York 1963, str. 5.

126a. Mitchell P. Nature, 191, 144 (1961).

126b. Mitchell P., Symp. Biochem. Soc. 22, 142 (1962).

126c. Mitchel1l P.,, Chemiosmotic coupling in oxidative and photosynthetic phos-
phorylation. Bodmin, Cornwall, Glynn Research Ltd. 1966.

126d.Mitchel P., Biol. Rev. 41, 445 (1966).

126e. Mitchell P. Moyle J.,, w Biochemistry of Mitochondria, red. E. C. Slater,
Z. Kaniuga L. Wojtczak, Academic Press —PWN, London — Warsaw, 1966,

127. Myers D. K, Slater E. C. Biochem. J. 67, 572 (1957).

128. Packer L. Fed. Proc. 20, 45 (1961).

129. Packer L. J. Biol. Chem. 237, 1327 (1962).

130. Packer L. Biochim. Biophys. Acta 74, 127 (1963).

131. Packer L, Deuton N. D. Fed. Proc. 21, 53 (1962).

132. Packer L, Mustafa M. G. Biochim. Biophys. Acta 113, 1 (1966).

133. Penefsky H. Biochim. Biophys. Acta 58, 619 (1962).

134. Penefsky H. Johnson Foundation Colloquium on Energy-Linked Functions
of Mitochondria (Philadelphia 1963), red. B. Chance, Academic Press, New York
1963, str. 87.

135. Prairie R L, Conover T. E, Racker E. Biochem. Biophys. Ret,
Comm. 10, 422 (1963).

136. Presmann C., J. Biol. Chem. 238, 401 (1963).



490

137.
138.
138a.

139.
140.
141.
142.

143.

144,
145.
146.

147.
148.
149.

149a.

150.

151.

152.
153.
154,
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.

162.

163.
164.
165.

166.

167.
168.
169.
170.

Z. KANIUGA, J. BRYLA [40]

Racker E. Proc. Natl. Acad. Sei. USA 48, 1659 (1962).

Racker E. Biochem. Biophys. Res. Comm. 10, 435 (1963).

Redfearn E. R, Whittaker P. A. Biochim. Biophys. Acta 118, 413
(1966).

van Rossum G. D. Biochim. Biophys. Acta 86, 198 (1964).

Sanadi D. R. J. Biol. Chem. 238, PC482 (1963).

Sanadi D. R., Ann. Rev. Biochem. 34, 21 (1965).

Sanadi D. R, Fluh arty L, Andreoli T. E., Biochem. Biophys,
Res. Comm. 8, 200 (1962).

Sanadi D. R, Andreoli T. E, Pharo R. E, Vyas S. R, Johnson
Foundation Colloquium on Energy —Linked Functions of Mitochondria, (Phila-
delphia 1963), red. B. Chance, Academic Press, New York 1963, str. 26.

Slater E. C., Nature 172, 575 (1953).

Slater E. C., Rev. Pure Appl. Chem. 8, 221 (1958).

Slater E. C., Vth International Congress of Biochemistry (Moscow, 1961),
tom V, red. B. C. Slater, Pergamon Press, London 1963, str. 325.

Slater E. C. Nederlands Tijdschrift voor Geneeskunde 107, 1 (1963).
Slater E. C., Arch. Biol. 76, 235 (1965).

Slater E. C.,, w Regulation of Metabolic Processes in Mitochondria, red.
J. M. Tager, S. Papa, E. Quagliarello, E. C. Slater, Elsevier, Amsterdam 1966,
str. 166.

Slater S. C., w Comprehesive Biochemistry, red. M. Florkin i E. H. Stptz.
tom 14, Elsevier, Amsterdam, 1966, str. 327.

Slater E. C, Tager J M, Snoswell A. M., Biochim. Biophys. Acta
56, 177 (1962).

Slater E. C, Tager J. M, Johnson Foundation Colloquium on Energy-
Linked Functions of Mitochondria (Philadelphia 1963), red. B. Chance, Acade-
mic Press, New York 1963, str. 97.

Slater E C, Tager J. M., Biochim. Biophys. Acta 77, 276 (1963).
Snoswell A. M. Biochim. Biophys. Acta 52, 216 (1961).

Snoswell A. M., Biochim. Biophys. Acta 60, 143 (1962).

Szarkowska L. Post. Biochem. 10, 77 (1964).

Szarkowska L, Erecinska M. Acta Biochem. Polon. 12, 119 (1965).
Szarkowska L, Klingenberg M., Biochem. Z. 338, 674 (1963).
Tager J. M, Biochim. Biophys. Acta 77, 258 (1963).

Tager J. M, Slater E. C. Biochim. Biophys. Acta 77, 227 (1963).

Tager J. M, Slater E. C., Biochim. Biophys. Acta 77, 246 (1963).
Tager J. M, Howland J L, Slater E. C. Biochim. Biophys. Actn
58, 616 (1962).

Tager J. M, Howland J. L, Slater E. C, Snoswell A. M. Bin-
chim. Biophys. Acta 77, 266 (1963).

Tappe 1 A L., Biochem. Pharmacol. 3, 289 (1960).

Ter Welle H. F., Slater E. C., Biochim. Biophys. Acta 89, 385 (1964%
Tyler D. D, Estabrook R W, Sanadi D. R., Biochem. Biophys.
Res. Comm. 18, 264 (1965).

Tyler D. D, Estabrook R W, Sanadi D. R., Arch. Biochem. Bio-
phys. 114, 239 (1966).

Williams G. R., Canad. Fed. Biol. Soc. 3, 53 (1960).

Wojtczak L. Post. Biochem. 8 73 (1962).

Wu C. H, Ling C. S, Acta Biochim. Biophys. Sinica 4, 117 (1964).
Ziegler D. M. Symp. Biological Structure nad Function, red. T. W. Good-
win, O. Lindberg, tom Il, Academic Press, New York 1961, str. 253.



WLODZIMIERZ ZAGORSKI*

Transport elektrondéw u bakterii tlenowych
Electron Transport in Aerobic Bacteria

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

The respiratory system of aerobic bacteria is reviewed. The nature and function
of dehydrogenases, quinones and cytochromes present in bacterial membrane are
discussed.

Proces utlenian biologicznych polega na przeniesieniu elektronéw
z substratu oddechowego na tlen lub innego rodzaju akceptor o wyzszym
potencjale oksydoredukcyjnym niz substrat. W przeciwienstwie do zwie-
rzat i roslin wyzszych, bakterie charakteryzuje zmiennos$¢ drég utlenien,
zwigzana ze zdolnoScig przystosowywania sie do Srodowiska.

Schemat 1 przedstawia gtowne drogi utleniann bakteryjnych. Uwzgled-
niono w nim reakcje katalizowane zaréwno przez enzymy rozpuszczalne,
zlokalizowane w cytoplazmie, jak i przez enzymy tafncucha oddechowego.
Podano réwniez miejsca reakcji poszczegélnych substratéw i akceptorow.

Reakcje odwodorowania substratow zachodzg przy wspoétudziale enzy-
mow posiadajgcych roznorodne koenzymy. Substraty odwodorowywane
przez dehydrogenazy zwigzane z NAD+ oznaczono na schemacie ogdlnie
jako Substrat (I). Nalezy tu np. /?-hydroksymaslan (1, 41), jabtczan (1, 14),
pirogronian czy a-ketoglutaran (48). Elektrony z substratu (I) mogg by¢
przeniesione na Substrat (1) o wyzszym stopniu utlenienia, np. w procesie
fermentacji. Substraty (III) np. bursztynian (1, 49), DL-mleczan (15),
jabtczan .(8, 25) sg odwodorowywane przy wspdtudziale flawoproteidu.
Substraty (V) sg odwodorowywane przez dehydrogenazy, ktérych grupa
czynng jest uktad chinonowy. U niektérych bakterii substratem takim
moze byé glukoza (37).

* Mgr, str. asystent Zaktadu Enzymatyki Katedry Biochemii Uniwersytetu War-
szawskiego.
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Ten sam substrat moze by¢ u r6znych bakterii odwodorowywany przy
wspotudziale dehydrogenaz o réznych koenzymach. Totez w przypadku
bakteryjnych uktadéw oddechowych nie mozna podaé og6lnej reguty
mowigcej, ktére substraty sg odwodorowywane przy wspo6tudziale nukleo-
tydow pirydynowych, a ktére przy wspo6tudziale flawin czy tez pochod-
nych chinonowych.

16  Reduktazy zwigzkow,

nieorganicznych ~  nieorganiczne

15 Peroksydaza
cytoch Yoo’ H202

14 Fotooksydaza

cytochromowa S-S.0H"
B o2
Substrat(ll) Substrat(I1l) Substrat(IV)
\2 \4 w 0
*OH oo — i . aza
Substrat(l) J*2H \ 3+FP m]gwony 1 Cytochromy cyt%lc&n%‘gmowa'
\NADPH/
Sztuczn
’akceptoyr' -Q
— N
nNO 2
— HR

Schemat 1. Przebieg utlenian bakteryjnych (wg 20, z uzupetnieniem autora)
1—16—kolejne etapy reakcji oksydoredukcyjnych. Dalsze objasnienia w tekscie

Elektrony odtgczone od substratu przechodza nastepnie na przeno$niki
oksydoredukcyjne tancucha oddechowego. Pomimo braku mitochondriow
u bakterii rodzaj przenosnikow i ich uszeregowanie sg podobne jak w mi-
tochondriach ssakéw (20, 63, 64). Sa to flawoproteidy (lub metaloflawo-
proteidy), chinony i cytochromy (schemat 1). Oddechowe uktady bakteryj-
ne wykazuja jednak znaczne zréznicowanie dotyczace budowy chinonéw
i cytochromdw wystepujacych w tancuchu oddechowym.

Badajac enzymy oksydoredukcyjne czesto $ledzi sie przebieg redukcji
sztucznych akceptoréw np. egzogennego cytochromu c, zelazicyjanku,
2,6-dwuchlorofenoloindofenolu, soli tetrazolowych, biekitu metylenowego
i chinonow (22, 46). Wymienione sztuczne akceptory mogg reagowaé przede
wszystkim ze zredukowanymi flawoproteidami. Niektdre z nich moga
reagowac¢ rowniez i z innymi skfadnikami tancucha (46). Sztuczne akcep-
tory reagujg zarowno z nalezacymi do tancucha oddechowego, jak i z roz-
puszczalnymi flawoproteidami. Przy wspotudziale takich akceptoréw jak
menadion lub biekit metylenowy, elektrony odtgczone od substratu (I) lub
(111) moga nieenzymatycznie reagowac z tlenem — przechodzgc zaznaczong
na schemacie 1droga 1—3—5 lub 4—5 (2, 90).

Bakterie dzieli sie w zaleznosci od zdolnosci do przezywania w warun-
kach tlenowych i beztlenowych na trzy typy fizjologiczne: bezwzgledne
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tlenowce, wzgledne tlenowce i bezwzgledne beztlenowce. Podziat ten znaj-
duje jednocze$nie odbicie w powaznych réznicach dotyczacych budowy,
sktadu i akceptorow uktadow oddechowych. Bezwzgledne beztlenowce nie
mogg rosngé w obecnosci tlenu. Jedne z nich nie zawierajg cytochro-
m ow — elektrony przenoszone sg drogg 1—2 i 1—3—5; drugie majg cyto-
chromy i przeniesienie elektron6w zachodzi drogg 1—3— 10— 16. Wzgledne
tlenowce mogg rosngé zarobwno w warunkach tlenowych jak i beztleno-
wych. U tych spos$rdd nich, ktdre nie zawierajg cytochroméw, utleniania
w beztlenowych warunkach hodowli moga przebiega¢ drogami 1—?2
i 1—3—5; za§ w warunkach tlenowych — drogami 1—3—5, 1—3—7
i 1—3—8. Natomiast wzgledne tlenowce zawierajgce cytochromy w wa-
runkach beztlenowych prowadzg utlenianie drogami 1—2i 1—3—9—11—
16 a w warunkach tlenowych — drogami: 1—3—9—11—12 i 1—3—7. Prze-
niesienie elektrondw u bezwzglednych tlenowcdw zachodzi wylgcznie
drogg 1—3—9—11—12.

Zespoly enzymatyczne katalizujgce reakcje przedstawione na sche-
macie 1 mozna podzielié na dwie grupy— ,rozpuszczalng” i ,nierozpusz-
czalng”. Termin ,rozpuszczalno$¢” i ,nierozpuszczalno$¢” oznacza tu
zachowanie sie danego enzymu lub zespotu enzyméw w trakcie 2-godzin-
nego ultrawirowania — przy przyspieszeniu 78 000 g, lub 1-godzinnego
przy 144000 g (1, 50, 65). Uktady enzymatyczne sedymentujgce w tych
warunkach nazywa sie nierozpuszczalnymi, uklady pozostajace w super-
natancie — rozpuszczalnymi. Jako regute mozna podaé, ze uklady zawie-
rajace cytochromy, wystepujg po ultrawirowaniu w osadzie (65, 80).

Omoéwienie, choéby pobiezne, przebiegu utlenian u wszystkich trzech
fizjologicznych typéw bakterii przekracza ramy artykutu monograficznego.
Z tego wzgledu, jak réwniez ze wzgledu na mozno$¢ poréwnania oma-
wianych uktadéw z dobrze poznanym tancuchem oddechowym ssakow, zo-
stanie omowiony tylko tancuch oddechowy bakterii tlenowych.

I. Lokalizacja tancucha oddechowego w komdérce bakteryjnej

Istniejg dwie mozliwosci okre$lenia lokalizacji enzymoéw oddechowych
w komorce bakteryjnej. Jedng z nich jest metoda cytochemiczna, drugg —
rozbicie komoérek i rozdzielenie homogenatu przy pomocy wirowania na
frakcje. Brak wyraznych struktur w komérkach bakterii (jadra, mito-
chondridw, reticulum) ogranicza mozliwo$¢ stosowania pierwszej metody,
trudno bowiem wykaza¢ okre$lone zlokalizowanie w komorce produktu
reakcji cytochemicznej (65). Przyktadem moga by¢ préby zastosowania
jako wskaznikow lokalizujgcych enzymy oksydoredukcyjne soli tetrazo-
lowych, ktore ulegajg redukcji do formazandw. Stwierdzono, ze u Bacillus
megaterium formazany wystepujg w komérce jako skupienia rozrzucone
w cytoplazmie. Sugerowano, ze skupienia te zwigzane sg z istnieniem
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w cytoplazmie gran — organelli homologicznych z mitochondriami. Po
rozbiciu komorek udato sie skupienia te odwirowaé i wykazaé, ze nie s3
to grana, a tylko straty nierozpuszczalnego formazanu. Enzymy oddecho-
we byly zlokalizowane w supernatancie otrzymanym po odwirowaniu
formazanu (84).

Druga metodg badania umiejscowienia enzymow oddechowych jest roz-
bicie komoérek bakteryjnych, wirowanie homogenatu i okreslenie, z ktérg
frakcjg zwigzana jest badana aktywnos$¢. Metodg tg trudno jest jednak
doktadnie ustali¢ z jakich czeSci komorki pochodzg poszczegélne frakcje.
Ponadto enzymy oddechowe moga wystepowa¢ w roéznych frakcjach, co
jest uzaleznione przede wszystkim od sposobu homogenizowania. Sposoby
otrzymywania preparatow fancucha oddechowego bakterii r6znig sie od
sposobow ich otrzymywania z mitochondriow (6, 40, 63). Z czesciej stoso-
wanych sposobdéw homogenizowania bakterii nalezy wymieni¢: a) roz-
cieranie Swiezych lub liofilizowanych bakterii z materiatami Sciernymi,
np. tlenkiem glinu lub proszkiem szklanym (19, 39, 50, 53, 94); b) roz-
bicie w prasie Frencha lub Hughesa (25, 79); c) trawienie lizosomem $cian
komérkowych i rozbicie protoplastow szokiem osmotycznym (21, 79);
d) rozbicie bakterii ultradzwiekami, najpowszechniej obecnie stosowane
(1, 13, 21, 41, 47). Zaletg tej ostatniej metody jest nie tylko wydajne roz-
bicie komorek, ale réwniez mozliwo$¢ uzyskania jednolitej wielkosSci
fragmentdw bton komoérkowych, w ktérych wystepuja enzymy tancucha
oddechowego (30, 65, 66, 76). Przy zastosowaniu ultradzwiekéw do roz-
bicia komérek udaje sie odnalez¢ enzymy oddechowe w jednej lub dwu
frakcjach. Natomiast podczas homogenizacji z materiatami $ciernymi
btona zostaje rozbita na fragmenty roznej wielkoSci, a zwigzane z nig
enzymy oddechowe znajdujemy w wielu kolejnych frakcjach sedymentu-
jacych w zakresie od 6000 g do 144 000 g (79, 80, 81). Tablica 1 podaje
typowe schematy otrzymywania preparatéw oddechowych bakterii tleno-
wych przy zastosowaniu wymienionych poprzednio metod homogenizacji.

Podkresli¢ nalezy, ze w kazdym procesie homogenizacji wazne jest
utrzymanie odpowiedniego stosunku bufor : mokra masa bakteryjna. Sto-
sunek ten zwykle waha sie w zakresie od 4:1 do 1:1. Zbyt duza ilos¢
buforu w stosunku do masy bakteryjnej obniza znacznie wydajno$¢ homo-
genizacji (19). W niektorych przypadkach homogenat przed wirowaniem
rozciencza sie buforem ekstrakcyjnym (50, 83). Do otrzymywania bakte-
ryjnych preparatdw oddechowych stosuje sie zwykle rozciefczone bufory
(0,006M — 0,04M) o pH od 7,0 do 7,6 — a wiec podobne jak w przypadku
izolowania mitochondriéw. Poniewaz bakteryjne czastki oddechowe nie
wykazujg witasciwego mitochondriom pecznienia w roztworach o niskiegj
sile jonowej, nie stosuje sie zwykle przy ich izolowaniu $rodowisk zawie-
rajacych sacharoze.

Poniewaz rdézne sposoby homogenizacji dajg fragmenty btony komor-
kowej o réznej wielkoSci, sposéb wirowania homogenatu w celu otrzyma-
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Otrzymywanie bakteryjnych preparatow oddechowych

Gatunek bakterii
(literatura)

Escherichia coli (80,
81, 82)

Mycobacterium
tuberculosis (89)

Azotobacter vine-

latidii (41, 42)

Rhodospirillum
rubrum (wzrost he-
tetotroficzny) (79)

Pseudomonas ovalis
v. chester (25, 26,
59)

Pseudomonas sp.
(59)

Agrobacterium

tumefaciens (62)

Escherichia coli (48
49)

:w 0,01M
:z dodatkiem

Homogenizacja*

roztarcie z tlenkiem glinu
w 0,006M buforze tris,
pHII

roztarcie z tlenkiem glinu
buforze tris
0,25M
sacharozy, pH 7,0

rozbicie w prasie Frencha
w 0,025M buforze fosfo-
ranowym, pH 7,4

zamrozenie i rozmrozenie
komorek, 30 min. trawie-
nie lizozymem w 0,04M
buforze tris, pH 7,3, do-
danie sacharozy do kon-
cowego stezenia 0,2M

rozbicie zamrozonych ko-
moérek w prasie Hughesa,
po rozmrozeniu trawienie
DN-azg w 0,01 M buforze
fosforanowym, pH 7,2

rozbicie ultradzwigkami
w 0,01 M buforze fosfora-
nowym, pH 7,2

zamrozenie i rozmrozenie
komoérek, rozbicie ultra-
dzwigkami w 0,1M bufo-
rze fosforanowym, pH 8,0

rozbicie ultradzwiekami
w 0,04M buforze tris, pH
7,3

Frakcjonowanie
homogenatu*

wirowanie przy 6 000#
frakcjonowanie superna-
tantu przy przyspiesze-
niach od 8 000— 100 000#

wirowanie przy 26 000 g,
supernatant wirowany przy
145 000 g

wirowanie przy 10 000 g,
wirowanie supernatantu
przy 35000 g (osad du-
zych czastek, wirowanie
supernatantu przy

105 000 g (osad matych
czastek)
wirowanie przy 800 g,

trawienie osadu DN-aza,
wirowanie przy 8000 g,
rozbicie osadu w prasie
Frencha, wirowanie przy
25000 g (osad duzych
czastek), wirowanie super-
natantu przy 80000 ¢
(osad matych czastek)

wirowanie przy 12 000 g,
zebranie wierzchniej war-
stwy osadu i ponowne
wirowanie przy 25 000 g

wirowanie przy 12 000 g,
wirowanie supernatantu
przy 100 000 g

wirowanie przy 8 500 g,
wirowanie supernatantu
przy 100 000 g

wirowanie przy 16 000 g,
wirowanie supernatantu
przy 39 000 g (osad du-
zych czastek), wirowanie
supernatantu przy

144 000 g (osad matych
czastek)

495

Tablica 1

Aktywnosé

we wszystkich

osadach z wy-

jatkiem pierw-
szego

w drugim osa-
dzie

w drugim itrze-
cim osadzie

we wszystkich
osadach

w osadzie (pre-
parat btony ko-
maérkowej)

w drugim osa-
dzie

w drugim osa-
dzie

w duzych cza-
stkach oksydazy
bursztyniano-

wej, w matych
czastkach oksy-
dazy NADH i
bursztynianowej
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Tablica 1 (cd)

Gatunek bakterii Homogenizacja Frakcjonowanie

' Aktywnos¢
(literatura) homogenatu y

Mycobacterium rozbicie ultradzwiekami wirowanie przy 20 000 g, w matych czg-
phlei (1, 2, 10, 11) w 0,01 M buforze tris za- wirowanie supernatantu stkach —eoksy-
wierajgcym 0,15M KC1  przy 144 000 g (osad ma- dazy, w super-
i 0,00M MgClI2 pH 7,6 tych czastek) natancie rozpu-
szczalne dehy-
drogenazy
i oksydazy
NADH
i NADPH

* wszystkie czynno$ci przeprowadzone w temperaturze 2—4“C

nia frakcji, zawierajagcych aktywny tancuch oddechowy zalezy od zasto-
sowanej metody homogenizacji. Jednak na podstawie przyktadéw poda-
nych w tablicy mozna zaobserwowaé pewne ogélne reguty wirowania
homogenatéw. Pierwsze wirowanie ma za cel osadzenie nierozbitych ko-
mérek i duzych fragmentdw bton komdérkowych. Stosuje sie wowczas
przyspieszenie od 6000 g do 16 000 g, czas wirowania wynosi $rednio
30 minut. Drugie wirowanie przy 20000 g— 40 000 g w ciggu 30 min.
osadza frakcje tzw. ,,duzych czastek” (large particles). Trzecie wirowanie
osadza ,mate czastki” (small particles) czesto tez nazywane po prostu
»Czastki” (particles) lub ,czastki oddechowe” (respiratory particles). Sto-
suje sie tu przyspieszenie od 80 000 — 144 000 g w czasie 40 min. do
2,5 godzin.

Aktywnosci enzymoéw oddechowych wystepujg zaréwno w duzych,
jak i matych czastkach, niekiedy obserwuje sie jednak réznice w sktadzie
enzymatycznym tych frakcji. Na przyktad u Pseudomonas ovalis v. chester
aktywnos$¢ wilasciwa oksydazy L-jabtczanowej w blonach komérkowych
wynosi |,70pimola utlenionego substratu /min/mg biatka, za§ w ,,matych
czastkach” 2,82umola/min/mg biatka (25). W ,,duzych czastkach”, pocho-
dzacych z Escherichia coli wystepuje oksydaza bursztynianowa, brak za$
oksydazy NADH, natomiast ,,mate czastki” wykazujg obie aktywnosci,
jak rowniez zdolno$¢ do katalizowania oksydacyjnej fosforylacji (48, 49).
Skionito to Kashketa i Brodiego (48) do wysunigcia tezy,
ze ,mate czastki” sg natywnymi sktadnikami komorki, luzno zwigzanymi
z btong komdrkowg i dajagcymi sie od niej oderwaé¢ przy odpowiedniegj
homogenizacji (1). Duze czastki bytyby wiec fragmentami btony komor-
kowej z zachowang czescig matych czastek lub ich fragmentdw. Inni auto-
rzy uwazajg, jednak, ze zaréwno ,duze czastki”, jak i ,mate czastki” sg
fragmentami biony komdrkowej — co najwyzej w réznym stopniu od-
dzielonymi od towarzyszgcych biatek nieenzymatycznych (65, 66).
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I1. Rozpuszczalne i nierozpuszczalne enzymy tancucha oddechowego

Supernatanty otrzymane po odwirowaniu czgstek oddechowych nie
wykazuja aktywnosci oksydaz. Réwniez i czastki cho¢ zdolne sg utleniaé
NADH i bursztynian (czasem réwniez inne substraty) tlenem, nie utlenia-
ja wielu substratow, ktore tatwo sg utleniane przez nierozbite bakterie
czy homogenaty przed wirowaniem (25, 57).

T ab lica 2

Utlenianie (3-hydroksymaslanu tlenem czasteczkowym przez rézne frakcje z komorek
Azotobacter vinelandii (wg 41)

Aktywno$¢ préobki w jgcmolach utlenionego

Frakcja substratu

_ + NAD +NADP +FMN + FAD

Ekstrakt bezkomérkowy

(4,96 mg biatka) 0,021 0,587 0,048 0,023 0,024
Mate czastki

(1,82 mg biatka) 0,005 0,016 — —
Supernatant

(0,93 mg biatka) 0,015 0,044 — — —

Mate czastki (1,82 mg biat-
ka) + supernatant (0,93 mg
biatka) 0,016 0,326

Mate czastki (1,82 mg biat-
ka) + czesciowo oczyszczona
dehydrogenaza fi-hydroksy-
maslanowa z supernatantu
(0,15 mg biatka) 0,013 0,861 0,030 0,015 0,011

W tablicy 2 podano przebieg utleniania tlenem czasteczkowym P-hydro-
ksymaslanu we frakcjach otrzymanych z Azotobacter vinelandii. Koen-
zymem tej reakcji jest NAD. Utlenianie (3-hydroksymaslanu przebiega
w bezkomérkowych ekstraktach oraz w mieszaninie matych czastek od-
dechowych i supernatantu. Oddzielnie zadna z tych frakcji nie utlenia
substratu, poniewaz ultrawirowanie oddziela do siebie dwa sktadniki
katalizujgce reakcje p-hydroksymaslan ->tlen. Dehydrogenaza zawarta
jest w supernatancie, za$ tancuch oddechowy zwigzany jest z malymi
czastkami osiadajgcymi w trakcie ultrawirowania.

Proces utleniania P-hydroksymaslanu przez Azotobacter vinelandii
przypomina przebieg utleniain substratow cyklu kwasow trdjkarboksy-
lowych przez mitochondria zwierzece, w ktdrych dehydrogenazy wyste-
puja w matrix, zas oksydazy NADH i bursztynianowa w btonie mitochon-
drialnej lub w jej fragmentach, tj. czastkach przenoszgcych elektrony
(ETP). Nienaruszone mitochondria utleniajg substraty cyklu kwaséw

4 Postepy Biochemii
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tréjkarboksylowych tlenem czasteczkowym. Po zniszczeniu struktury mi-
tochondrium i ultrawirowaniu dehydrogenazy pozostang w supernatancie,
a ETP znajda sie w osadzie i obie frakcje beda pozbawione aktywnosci
pewnych oksydaz (31, 63). U wielu bakterii niektére dehydrogenazy sa
zwigzane z czastkami i przy ultrawirowaniu przechodzg wraz z nimi do
osadu. W tym wypadku czastki katalizuja utlenianie wiasciwych im sub-
stratow tlenem czasteczkowym — bowiem w jednej frakcji zlokalizowane
sq dehydrogenazy i tancuch cytochromowy. Rodzaj dehydrogenaz zwigza-
nych z czastkami oddechowymi zalezy od szczepu bakteryjnego.

Tablica 3
Lokalizacja niektérych dehydrogenaz bakteryjnych

Dehydrogenaza Koenzym Lokalizacja Mikroorganizm

D, L-B-hydroksy- NAD supernatant  A.vinelandii (41), M.phlei (1)

maslanowa

L-jabtczanowa NAD supernatant Bac. subtilis (92), A. vinelandii (45)

E. coli (48), Pseudomonas KBX (56),
Pseudomonas B 2aba (58, 25 ), M. lyso-
deicticus (14, 15), M. phlei (3)
FAD czastki M. lysodeicticus (14, 15, 91), M. avium
(50, 83), Acetob. xylinum (8, 9), A. vine-
landii (41, 91), Ps. ovalis var. chester (27)
FAD czastki, apo Ps. ovalis var. chester (25, 29)

dtugim roz-
biciu ultra-
dzwiekami-
supernatant
FAD supernatant M. phlei (3)
D-mleczanowa flawina  czastki A. vinelandii (41), H. parainfluenzae
(FAD) (86, 88)
L-mleczanowa flawina  czastki A. vinelandii (41), H. parainfluenzae
(FAD) (86, 88)
D-glukozy pochod- czastki i su- B. anitratum (35, 36, 37)
na 1,4- pernatant
naftochi-
nonu

W tablicy 3 podano przyktady trzech typdw dehydrogenaz bakteryj-
nych, wyrdznionych na podstawie rodzaju koenzymu i lokalizacji. Do
pierwszego typu nalezg enzymy, ktérych koenzymem jest NAD — s3 to
dehydrogenazy rozpuszczalne. Utleniaja one jabiczan, P-hydroksymaslan,
pirogronian, a-ketoglutaran. Do drugiego typu naleza enzymy, ktérych
koenzymem jest flawina — sg one zwykle zwigzane z czgstkami, tylko
jeden z dotychczas poznanych enzymdw tego typu wystepuje w superna-
tancie. Katalizujg one utlenianie NADH, bursztynianu, jabtczanu i mle-
czanu. Do trzeciego typu nalezy wyizolowana z Bacterium anitratum de-
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hydrogenaza glukozy, ktérej koenzymem jest pochodna 2,4-naftochinonu.
Znane sg jej dwie formy — rozpuszczalna i zwigzana z czgstkami (35).
Zdaniem Haugei Hallberga (36, 37) dehydrogenazy i cytochromy
bakteryjnego tancucha oddechowego sg kodowane przez osobne uktady
genetyczne i po zsyntetyzowaniu wiaczane do czastek, a rozpuszczalna
forma dehydrogenazy glukozy ma by¢ wiasnie fragmentem niedotgczo-
nym jeszcze do tancucha cytochromowego. By¢ moze poglad ten jest stusz-
ny réwniez w odniesieniu do innych dehydrogenaz wystepujacych jedno-
cze$nie w czgstkach i w cytoplazmie, a majacych ten sam koenzym. Hipo-
teza Hauge i Hallberga nie ttumaczy jednak jednoczesnego wystepowania
w bakteriach dwéch dehydrogenaz, odwodorowujacych ten sam substrat,
a posiadajacych rézne koenzymy. Przyktadem takich dehydrogenaz moga
by¢ dehydrogenazy jabtczanowe. U wielu bakterii wystepuje wyitgcznie
rozpuszczalna dehydrogenaza jabtczanowa, ktorej koenzymem jest NAD
(25, 57, 59, 93). Jej witasnosci sg zblizone do witasnosci dehydrogenazy jabt-
czanowej w tkanek zwierzecych (28, 74). Katalizuje ona odwracalng re-
akcje:
jabtczan + NAD ~ szczawiooctan + NADH

Réwnowaga reakcji przesunieta jest w kierunku redukcji szczawiooctanu.
Dehydrogenaza ta bierze wiec udziat w regulacji szybkosci spalan w cyklu
kwasow trojkarboksylowych — przy nagromadzaniu sie NADH szybkos$é
utlenian w cyklu zostaje zwolniona wskutek zmniejszonej ilosci szczawio-
octanu. Jednoczes$nie bierze ona udziat w syntezie szczawiooctanu w cyklu
glioksalowym (57).

U Pseudomonas ovalis v. chester (25, 29), Acetobacter xylinum (8, 9),
Mycobacterium avium (50, 83) wystepuje wytacznie dehydrogenaza jabt-
czanowa czastkowa, zawierajgca jako koenzym FAD. Czastki oddechowe
otrzymane z tego typu bakterii utleniaja jabtczan tlenem czasteczkowym,
tracq jednak te zdolno$¢ po rozbiciu ultradzwiekami. Od tancucha odde-
chowego odrywa sie wowczas flawoproteid, ktdry podczas ultrawirowania
przechodzi do supernatantu (27). Zaleznie od sposobu homogenizacji moz-
na wiec wykry¢ nieropuszczalng oksydaze jabtczanowg we frakcji czastek
lub rozpuszczalng dehydrogenaze jabiczanowg w supernatancie.

Znane sg mikroorganizmy, np. Azotobacter vinelandii (42, 43) i Micro-
coccus lysodeicticus (15, 16), w ktérych obok dehydrogenazy jabiczanowej
rozpuszczalnej, wspoétdziatajacej z NAD wystepuje tez zwigzana z czast-
kami dehydrogenaza jabtczanowa zawierajgca FAD jako koenzym. Jest
rzeczg charakterystyczng, ze u Azotobacter vinelandii aktywno$¢ wiasciwa
czastkowej dehydrogenazy jablczanowej przewyzsza okoto 30-krotnie
aktywnos$¢ dehydrogenazy rozpuszczalnej.

U Mycobacterium phlei stwierdzono natomiast wystepowanie dwoch
rozpuszczalnych dehydrogenaz jabtczanowych: jednej wspo6tdziatajacej
z NAD, drugiej— wspétdziatajagcej z FAD. Asano i Brodie (1, 3

4%
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uwazaja, ze ta ostatnia stanowi sktadnik tancucha utlenian jabtczanu, gdyz
ma ona zdolno$¢ redukcji endogennej witaminy K2wystepujacej w czast-
kach oddechowych, a co za tym idzie — tanicucha cytochromowego. Autorzy
ci uwazaja, Zze wystepujace obok siebie dwie rozpuszczalne dehydroge-
nazy jabtczanowe biorg udziat w utlenianiu NADH powstajgcego w cyto-
plazmie (schemat 2).

Cytoplazma

Dehydrogenaza zwigzana z NAD

Y"OH Dehydrogenaza ¢-OH
H-CI-H zwigzanaz FAD H-CI-H
H-C-OH c=0

VOH FAD i.-OH
1

Czastka oddechowa

o, HoO

Schemat 2. Utlenianie cytoplazmatycznego NADH przy wspétudziale dehydrogenaz
jabtczanowych u Mycobacterium phlei

Dehydrogenaza wspotdziatajaca z FAD prowadzi reakcje odwodoro-
wania jabtczanu do szczawiooctanu, przekazujac elektrony przy wspoéi-
udziale czastek oddechowych na tlen. Powstajacy szczawiooctan jest re-
dukowany z powrotem do jabtczanu przez NADH gromadzacy sie w cyto-
plazmie. Te reakcje katalizuje dehydrogenaza jabtczanowa wspétdziata-
jaca z NAD (réwnowaga reakcji przesunieta ku redukcji szczawiooctanu).
Schemat ten przypomina podany przez Krebsa (60) przebieg zuzywa-
nia cytoplazmatycznego NADH przez mitochondria zwierzece. By¢ moze,
stosuje sie on réwniez do innych mikroorganizméw zawierajagcych dwie
dehydrogenazy jabiczanowe — rozpuszczalng zwigzang z NAD i czgstkowg
zwigzang z FAD.

Rozpuszczalna dehydrogenaza jabtczanowa z Mycobacterium phlei za-
wierajgca jako koenzym FAD jest jedynym poznanym dotychczas enzy-
mem tego typu. Jako ogdlng regute nalezy przyjaé, ze dehydrogenazy,
ktorych koenzymem jest NAD wystepujg w cytoplazmie, a dehydrogenazy
zawierajgce jako koenzym flawine lub chinon sg strukturalnie i funkcjo-
nalnie zwigzane z czgstkami.
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I11. Bakteryjne czastki oddechowe

Omowione dehydrogenazy bakteryjne wspotdziatajg z tancuchem od-
dechowym zlokalizowanym w czgstkach oddechowych. Dehydrogenazy,
ktérych koenzymem jest NAD, oddaja elektrony na uktad dehydrogenazy
NADH, a dehydrogenazy z koenzymem flawinowym — na endogenny
chinon czastek oddechowych (1, 8, 35, 41).

W czastkach oddechowych u bakterii, tak jak w mitochondrialnych
czastkach przenoszacych elektrony wystepujg flawoproteidy, chinony
i cytochromy. Bakteryjny tafcuch oddechowy rézni sie od tancucha mito-
chondrialnego rodzajem chinonéw i cytochromo6w, oraz stechiometrig
nosnikdw oksydoredukcyjnych.

1. Udziat chinonéw w fafncuchach oddechowych

Ze wzgledu na rodzaj chinonu wystepujacego w tancuchu oddechowym
bakterie tlenowe mozna podzieli¢ na trzy giéwne grupy. Do pierwszej
nalezg mikroorganizmy zawierajgce jako jedyny skitadnik chinonowy fani-
cucha oddechowego pochodne naftochinonu (witamine K2, do drugiej —
mikroorganizmy zawierajgce w tancuchu oddechowym zaréwno pochodne
naftochinonu jak i ubichonon, do trzeciej, najliczniejszej— mikroorga-
nizmy, u ktérych w tancuchu oddechowym wystepuje tylko ubichinon.

Do grupy zawierajacej wytacznie witaming K2 w tancuchu oddecho-
wym nalezg: Mycobacterium phlei (1, 10, 11, 12, 29), Bacillus subtilis (24)
i Bacillus stearothermophilus (23). Stosunkowo najlepiej poznano jej role
u Mycobacterium phlei. Witamina K2syntetyzowana przez te bakterie ma
w bocznym tafAcuchu 9 jednostek izoprenoidowych (4, 5, 29). Asano
i Brodie wykazali, ze wystepuje ona w czgstkach oddechowych i bie-
rze udziat w transporcie elektronéw przez tancuch oddechowy (1, 3, 12).

Okazato sie, ze witamina K2 bierze udziat w utlenianiu B-hydroksy-
maslanu oraz jabiczanu i bursztynianu przez czastki oddechowe Myco-
bacterium phlei (41). Naswietlanie czastek Swiattem o dtugosci fali 360m~™i
niszczace specyficznie chinony tancucha oddechowego powoduje utrate
zdolnodci utleniania tych substratow. Zdolno$¢ te hamuje réwniez dwu-
kumarol. W obu wypadkach dodanie witaminy K przywraca aktywnos¢.

Pomiar widm réznicowych przenos$nikow oksydoredukcyjnych w czast-
kach oddechowych z Mycobacterium phlei pozwolit ustali¢ sekwencje tan-
cucha oddechowego (schemat 3).

W skiad tego tancucha wchodza dwie dehydrogenazy — dehydro-
genaza NADH i bursztynianowa, witamina K2 i chirfon o podobnych
wiasnosciach biorgcy udziat w utlenianiu bursztynianu oraz uktad cyto-
chromoéw, o charakterystyce widmowej identycznej z danymi dla uktadu
cytochromowego w mitochondriach zwierzecych. Witamina K2 wystepu-
jaca w czastkach oddechowych moze by¢ réowniez redukowana przez jabt-
czan — przy wspétudziale rozpuszczalnej dehydrogenazy jabtczanowej
zwigzanej z FAD.



502 W. ZAGORSKI [12]

Oabtczan

FAD

AH2— [»NAD—- Fp— Kifg)

X

——p—

Bursztynian - V\f ps— metal —»X
5

\

Schemat 3. Lancuch oddechowy w czgstkach z Mycobacterium phlei (wg 1)
AHj —substraty odwodorowywane przy wspo6tudziale dehydrogenaz zwigzanych z NADH : FpD
i FiS —flawoproteiny dehydrogenaz NADH i bursztynianowej; K29 —witamina K2 o czter-
dziestopiecio-weglowym tancuchu bocznym; X —chinon o w#asnosciach zblizonych do witaminy

K2; b, cu ¢, a, as,—cytochromy

Do drugiej grupy mikroorganizmdw, tj. takich, u ktérych w tafAcuchu
oddechowym wystepujg dwa rodzaje chinondw nalezy Escherichia coli.
Jak wykazali Kashket i Brodie (47, 48, 49) sg to: witamina K2
/9/ i ubichinon (UQ10. Stwierdzono, ze ,duze czastki” i ,male czgstki”
otrzymane z Escherichia coli rédznig sie znacznie wasnosciami enzymatycz-
nymi, co przypisuje sie obecnosci réznych sktadnikéw chinonowych (48)
(Tablica 4).

Tablica 4

Wiasnosci duzych i matych czastek oddechowych
izolowanych z Escherichia coli (wg 48)

Utlenianie burszty-  Utlenianie jablcza-

. nianu nu Zawarto$¢**  Zawarto$¢**
Frakcja o . X
zuzycie* stosunek zuzycie* stosunek ubichinonu  witaminy K
tlenu P/O tlenu P'/O
Duze czastki 29,4 0,0 2,17 0,0 3,7-10-3 0,0
Mate czastki 2,2 0,5 1,97 11 e o 1,4-10-“

* w (J-gramoatomach Oj/IOmin/IOmg biatka
** w umolach/mg biatka

Duze czastki zawierajgce tylko ubichinon utleniajg aktywnie burszty-
nian stabiej za$ jabtczan, a nie katalizujg oksydacyjnej fosforylacji. Mate
czastki zawierajgce ubichinon i witamine K2 utleniajg bursztynian i jabt-
czan w tym samym stopniu, a takze sg zdolne do prowadzenia oksydacyj-
nej fosforylacji sprzezonej z utlenianiem tych substratéw.

Zdaniem Kashketa i Brodiego w matych czastkach witamina K jest
sktadnikiem oksydazy NADH, poniewaz substraty, ktérych odwodorowa-
nie prowadzi do powstania NADH (np. jabiczan) powodujg redukcje zwig-
zanej w czastkach witaminy K2, za$ dwukumarol hamuje utlenianie tych
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substratow. Autorzy ci wyizolowali z matych czastek dehydrogenaze NADH
aktywng tylko w stosunku do analogéw witaminy K (49). Enzym ten nie
redukowat pochodnych ubichinonu. Z kolei na utlenianie bursztynianu
przez mate czastki dwukumarol nie wptywa, a wyizolowana z nich oksy-
doreduktaza bursztynian: cytochrom c¢, po naswietleniu w 360m" moze
by¢ reaktywowana wytgcznie przez analogi ubichinonu. Wyniki te wska-
zuja, ze w matych czastkach tancuchy utleniania NADH i bursztynianu
zawierajg rézne chinony. tancuchy te tgczg sie ze sobg na poziomie, cyto-
chromu bx Schemat 4 przedstawia proponowany przez Kashketa i Bro-
diego uktad tancucha oddechowego w matych czastkach Escherichia coli.

NADH

Bursztynian

Schemat 4. tancuch oddechowy w matych czastkach z Escherichia coli (wg 48, 49)
<3S—ubichinon o czterdzlestoweglowym tancuchu bocznym; pozostate objasnienia jak na
schemacie 3

Przedstawicielem trzeciej grupy bakterii, u ktérych sktadnikiem chino-
nowym tancucha oddechowego jest wytgcznie ubichinon, moze by¢ Azoto-
bacter vinelandii. Udziat ubichinonu dobrze poznano w utlenieniach pro-
wadzonych przez mitochondria zwierzece (16, 17, 18, 32, 72). Przeglad tego
zagadnienia podata Szarkowska w 1964 roku (78). U bakterii wy-
stepuja homologi ubichinonu zawierajagce w bocznym tancuchu od 6 do 19
reszt izoprenoidowych (16, 18, 30, 41). Jones i Redfearn (41) wy-
izolowali z matych czgstek otrzymanych z Azotobacter vinelandii ubichi-
non o o$miu resztach izoprenoidowych. Jego stezenie jest 6 razy wyzsze
od stezenia cytochromu bi| ulega on redukcji substratami oddechowymi
i podsiarczynem podobnie jak pozostate nos$niki oksydoredukcyjne zawarte
w czastkach. Pomiary widm roznicowych czastek Azotobacter vinelandii
po redukcji przenosnikoéw substratem wykazaty, ze istnieje tu nastepujaca
sekwencja przeno$nikéw elektronowych:

FAD ->UQ -» Cytcd+ ¢5 Cytbx->.Cyta2

Ubichinon przejmuje wiec elektrony od zredukowanych, zwigzanych z czg-
stkami, dehydrogenaz flawinowych (u Azotobacter vinelandii sa to dehy-
drogenazy NADH, bursztynianowa, DL-mleczanowa, L-jabtczanowa) i prze-
nosi je na cytochrom grupy C (41, 42).

W Agrobacterium tumefaciens wystepuje ubichinon o dziesieciu resz-
tach izoprenoidowych. Kurup i wsp. wykazali, ze dziata on w tancuchu
oddechowym utleniajgcym NADH, bowiem po ekstrakcji acetonem prepa-
rat enzymatyczny traci zdolno$¢ utleniania NADH, a dodatek ubichinonu
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UQio zdolno$¢ te przywraca. U bakterii tych biorca elektronéw z UQI0
jest specyficzny, stabo jeszcze poznany cytochrom, odznaczajacy sie zdol-
noscig do samoutleniania, nie nalezacy do grupy C ani do grupy B (62).

Jakkolwiek bakterie tlenowe wykazuja znacznie wigksze zréznico-
wanie chinonéw wystepujacych w tafcuchu oddechowym niz zwierzeta,
to jednak lokalizacja chinonéw wydaje sie byé podobna u obu grup —
stanowig one ogniwo posrednie miedzy dehydrogenazami flawinowymi
a cytochromami. Biorcami elektrondw z chinonéw u réznych typow bak-
terii sq r6zne rodzaje cytochromoéw — nie tylko cytochrom bx W bakteryj-
nych uktadach oddechowych — podobnie jak u ssakéw chinon wystepuje
w wyzszych stezeniach niz pozostate przenosniki oksydoredukcyjne.

Zywo dyskutowana jest obecnie rola ubichinonu w mitochondriach
zwierzecych. Wedtug poglagdu Szarkowskiej (78) rozwinigtego na-
stepnie przez Klingenberga (54, 55 61) ubichinon tworzy swego
rodzaju pule oksydoredukcyjng zespalajgcg dehydrogenazy flawinowe
z tancuchem cytochromowym. Natomiast Redfearn (71, 73) uwaza, ze
ubichinon nie lezy na gtdwnej drodze utlenian, lecz stanowi czynnik
zespalajacy ze sobag taricuchy NADH i bursztynianowy, zapewniajac moz-
liwos¢ przeptywu elektron6w miedzy droga utleniania NADH a droga
utleniania bursztynianu.

Wydaje sie, ze przynajmniej w przypadku uktadu wystepujacego
u Escherichia coli (prawdopodobnie réwniez i u Mycobacterium phlei)
schemat zaproponowany przez Redfearna nie da sie zastosowa¢. W ukia-
dzie oddechowym Escherichia coli (schemat 4) sktadniki chinonowe obu
drég rdéznig sie miedzy sobg i nie zastepujg sie wzajemnie — istnieje tu
wiec nie tylko kompartamentacja chinonéw drég utleniania NADH i bur-
sztynianu, ale i roznice w budowie miedzy obu chinonami. By¢é moze,
rola chinonu w uktadach bakteryjnych przypomina role proponowang dla
ubichinonu przez Szarkowska i Klingenberga, to znaczy, ze sktadniki chi-
nonowe sg ogniwem oksydoredukcyjnym tancucha, tgczacym roézne de-
hydrogenazy flawinowe z taficuchem cytochromowym.

2. Cytochromy bakteryjnego taricucha oddechowego

Podstawg podziatu cytochromoéw na trzy grupy — A, B i C sg wlas-
nosci spektralne potaczen hemu z pirydyna. W przypadku pochodnych
cytochromow A pasmo absorpcji a lezy powyzej 570mji, cytochromoéw B
miedzy 555 i 560rm, a cytochroméw C miedzy 548 i 552 mMi. Dotychczas
zbadane cytochromy bakteryjne réowniez mozna zaliczy¢ do tych trzech
grup. Pierwszg funkcja cytochroméw podobnie jak w uktadzie oddecho-
wym ssakOw jest dziatanie jako przenos$nikéw w tancuchu oddechowym,
druga — udziat w redukcji tlenu. Cytochromy reagujace samorzutnie
z tlenem petnig funkcje oksydazy cytochromowej. W przeciwienstwie do
uktadu oddechowego ssakdw tancuchy cytochromowe wystepujace u bak-
terii wykazujg znaczne zrdznicowanie — rodzaj cytochroméw zalezy od
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szczepu bakterii (20, 30, 65, 67, ss, 76). Na przyktad u wszystkich ssakéw
oksydaza cytochromowa (cytochrom a + a3 ma hem grupy A, natomiast
u bakterii zaleznie od gatunku oksydaza cytochromowa ma hem grupy A,
B lub C. Cytochromy a + a3 peinig funkcje oksydaz u Mycobacterium
phlei (1) i u Corynebacterium diphteriae (53, 69), cytochrom a2 u Escheri-
chia coli (47, 48, 49), cytochrom B u Agrobacterium tumejaciens (62), cyto-
chrom C w postulowanej oksydazie koncowej Rhodospirillum rubrum
i Rhodospirillum spheroides (38, 39, 45).

Ciekawe, ze w bakteryjnych uktadach oddechowych ilo$¢ cytochro-
mow zalezy od sktadu pozywki. Brak zelaza w pozywce powoduje w nie-
ktdrych przypadkach catkowity zanik zdolnosci do syntezy cytochromdw,
podobny wptyw ma obnizanie ci$nienia tlenu nad pozywka (76). K le cz-
kowska, Wiaterowa i Bagdas arian wykazali u Corynebac-
terium diphteriae (53), gdzie oksydaza koncowa jest cytochrom a + a3, ze
stosunek cyt. as/cyt. a dla szczepu C 24 w obecnosci zelaza w pozywce
wynosit 4,1X10-3, za$ bez zelaza 2,6 X 10“3. Dla szczepu PWs stosunki
te wynosity odpowiednio 1,0 X 10-3 i 0,2 X 10-3. Zatem zawarto$¢ cyto-
chroméw u tego samego gatunku zalezy od rodzaju szczepu, a dla tego
samego szczepu — od warunkéw hodowli.

Jak juz wspomniano cytochromy biorgce udziat w oddychaniu tleno-
wym bakterii ulokowane sg wytgcznie w bionie bakteryjnej. Wyjatkiem
od tej reguty wydawat sie system oddechowy Rhodospirillum rubrum,
w skiad ktoérego wchodzi miedzy innymi cytochrom zwany RHP (Rhodo-
spirillum rubrum haem protein). Po rozbiciu komérki wystepuje on we
frakcji rozpuszczalnej, nie jest wiec zwigzany ani z bltong komorkowa
ani z czastkami (7, 79). Cytochrom RHP ma hem grupy C z pasmem
absorpcji przy 545 mu i mase czasteczkowg 12 900 (38). W formie zredu-
kowanej wykazuje zdolno$¢ do samoutleniania tlenem czgsteczkowym,
czesciowo hamowang przez tlenek wegla. Jednoczesnie RHP posiada zdol-
no$¢ wigzania CO, wykazuje wiec cechy oksydazy cytochromowej (39,
44, 45).

Horio i Kamenowi udato sie wyizolowa¢ enzym redukujacy
RHP elektronami pochodzacymi z NADH. Enzym ten — reduktaza NADH:
hemoproteid wykazywat aktywno$¢ w stosunku do cytochromu c, cyto-
chromu cz2 (pochodzacego z Rhodospirillum rubrum), RHP i 2,6-dwuchlo-
rofenoloindofenolu (38, 39). Wyizolowany enzym jest flawoproteidem,
ktdrego grupa prostetyczng jest FMN. Jego masa czasteczkowa wynosi
32 000. Podobnie jak RHP enzym ten nie jest zwigzany z btong, wystepuje
on we frakcji rozpuszczalnej komorki. Wedtug sugestii wymienionych
autoréw enzym ten wspotdziatajagc z RHP tworzy ukiad oksydazy NADH,
utleniajgcej NADH w mysl réwnania:

NADH ->FMN RHP -» 02
Cechg wyraznie odr6zniajacg ten uktad od innych poznanych jest to, ze
sktada sie on z fragmentéw rozpuszczalnych, niezwigzanych z btona.
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Smith (75) zwrécita jednak uwage, ze Rhodospirillum rubrum
rosnagc w ciemnosci aktywnie zuzywa tlen. W tak hodowanych komdrkach
nie udato sie jej stwierdzi¢ wystepowania widma kompleksu RHP-CO.
Kikuchi, Saito i Mokotawa (52) uwazaja, ze u Rhodospirillum
rubrum i Rhodospirillum spheroides RHP nie peini funkcji oksydazy
cytochromowej, poniewaz stwierdzili w czastkach otrzymanych z tych
bakterii widmo funkcjonalne charakterystyczne dla oksydazy z hemem
grupy A.

Aby wyjasni¢ te sprzecznosci w 1965 roku Taniguchi i Kamen
(79) przebadali wtasnosci tancucha oddechowego zawartego w komérkach
Rhodospirillum rubrum rosnacych w ciemnosci (wzrostowi heterotroficz-
nemu bez asymilacji towarzyszy u tych bakterii znacznie wieksze zuzycie
tlenu niz przy wzroscie na Swietle). Okazato sie, ze ukitady oksydazy
NADH i oksydazy bursztynianowej zawarte sg w btonie komdrkowej,
w ktorej jako skitadnik hemowy wystepuje gtdwnie cytochrom grupy B.
Autorzy stwierdzili, ze tylko 50% redukujgcego sie substratami oddecho-
wymi cytochromu b ma zdolno$¢ wigzania tlenku wegla, ponadto w nis-
kich temperaturach otrzymali rozszczepienie pasm w widmie cytochro-
mu b. Zdaniem Taniguchi i Kamena wskazuje to, ze u Rhodospirillum
rubrum wystepuja dwa cytochromy B, z ktérych jeden, posiadajacy zdol-
nos$¢ wigzania CO, odgrywa role oksydazy cytochromowej.

NADH \
,

Bursztynian /

Schemat 5. tancuch oddechowy w czastkach z Rhodospirillum rubrum (wg 7)
,O” — cytochrom typu b, petnigcy funkcje oksydazy cytochromowej; pozostate objasnienia
jak w schemacie 3

Schemat 5 przedstawia zaproponowany ostatnio przez Taniguchiego
i Kamena tancuch oddechowy Rhodospirillum rubrum. W skiad jego
wchodzg flawoproteidy, ubichinon UQio i cytochromy B, z ktérych cyto-
chrom oznaczony ,,0” posiada wtasnosci oksydazy cytochromowej. Okazato
sie wiec, ze RHP nie jest oksydazg koncowa w oddychaniu bakteryjnym,
a tancuch oddechowy rowniez w wypadku Rhodospirillum rubrum jest zlo-
kalizowany w czastkach, pochodzgcych z btony komorkowej.

1V. Whioski kohcowe

W bakteryjnych uktadach oddechowych wystepujg te same typy prze-
nosnikéw, co w mitochondriach. Sg to nukleotydy nikotynamidoadeni-
nowe, flawiny i cytochromy. Tablica 5 podaje zawarto$¢ przenos$nikéw
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oksydoredukcyjnych wystepujacych w niektoérych bakteryjnych prepa-
ratach oddechowych. Wartosci te zostaty poré6wnane z danymi odnoszgacymi
sie do niefosforylujacego preparatu oddechowego Keilina-Hartree z serca
wotu oraz do mitochondriéow z serca wotu.

Zawarto$¢ przenosnikow oksydoredukcyjnych w poszczegdlnych bak-
teryjnych preparatach oddechowych w przeliczeniu na mg biatka (z wy-
jatkiem czastek z Azotobacter vinelandii) zblizona jest do warto$ci otrzy-
manych dla preparatow pochodzenia zwierzecego.

Stato$¢ stezen przenos$nikow i stosunkéw pomiedzy nimi w mitochon-
drium zwierzecym, sktonity Greena (31, 33) do postawienia og6lnie
dzi$ przyjetej hipotezy, ze enzymy zwierzecego tancucha oddechowego
wystepuja w mitochondriach zgrupowane w postaci komplekséw o statych
stosunkach sktadnikéw (electron transport particles ETP). Btona mito-
chondrialna sktada sie wedtug Greena (34) z biatka strukturalnego
inkrustowanego ETP. Poza tym w skiad btony wchodzg lipidy, réwniez
w okreslonym stosunku stechiometrycznym do sktadnikéw ETP. A zatem
w strukturze mitochondriow powtarzajg sie identyczne kompleksy prze-
noszace elektrony.

W odniesieniu do bakterii podobna hipoteze stawiaja Brodie i wsp.
(1, 3, 48). Uwazaja oni, ze btona bakteryjna odpowiada btonie mitochon-
drialnej i ze do jej lipidowo-biatkowej struktury dotgczone sg bakteryjne
czastki oddechowe — homologiczne z czgstkami ETP. Czastki te w od-
powiednich warunkach dajg sie oderwaé¢ od btony i one to stanowig tak
zwane mate czastki. Duzymi czastkami sg fragmenty btony z nieoderwa-
nymi matymi czastkami.

Znana zalezno$¢ miedzy iloscig poszczegdlnych enzymow bakteryjnych
a warunkami hodowli mikroorganizmu dotyczy réwniez enzymow tan-
cucha oddechowego bakterii. White i Smith wykazali, ze u Hemo-
philus parainfluenzae stosunki ilosciowe miedzy dehydrogenazami (ss, ss),
stezenia cytochroméw w komorkach tej bakterii (85, 87) i w czastkach od-
dechowych (ss), zalezne sg od warunkéw hodowli. Interesujgca cechg
czastek oddechowych otrzymanych z Haemophilus parainfluenzae jest duza
fatwos¢ uwalniania z ich struktury dehydrogenaz D-mleczanowej i L-mle-
czanowej. Czastki oddechowe bakterii nie wykazujg wiec statosSci sktadu
enzymatycznego. W zwigzku z tym White (ss) przyjmuje, ze w bak-
teryjnych uktadach oddechowych nie wystepuje wielokrotnie powtarza-
jaca sie jednostka transportu elektronéw (ETP), zawierajagca poszczeg6lne
przenosniki elektronéw w statym stechiometrycznym stosunku. Autor
ten sugeruje, ze tworzenie sie bakteryjnego czastkowego uktadu oddecho-
wego zachodzi raczej przez zespalanie sie ze sobg poszczegolnych skiad-
nikow — dehydrogenaz i cytochroméw w stosunkach zaleznych od wa-
runkéw hodowli (ss). Zmienno$¢ sktadu bakteryjnego ukiladu oddecho-
wego — cecha zasadniczo r6znigca go od ukiadu mitochondrialnego —
jest wyrazem znacznej plastycznosci fizjologicznej mikroorganizmow.
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Uktad oddechowy bakterii tlenowych, zlokalizowany w btonie cytoplaz-

matycznej, chociaz znacznie bardziej zr6znicowany, spetnia podobng funk-
cje jak uktad oddechowy mitochondriow.
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ANDRZEJ GARDAS *

Mechanizm dziatania enzyméw flawinowych

Mechanism of Action of Flavin Enzymes

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

The recent developments in the study of action of some flavin enzymes are
reviewed.

Od wyizolowania w 1932 roku przez Warburga i Christiana
(100, 101) pierwszego enzymu z flawinowym koenzymem wyodrebniono
okoto 60 flawoproteidow katalizujgcych réznorodne reakcje oksydore-
dukcji (25). Poczatkowo sadzono, ze mozna wszystkim enzymom flawino-
wym przypisa¢ wspdlny mechanizm dziatania. Wedtug tego mechanizmu
utleniona flawina przyjmujac dwa elektrony i dwa protony od substratu
redukowataby sie do bezbarwnej formy, a nastepnie utleniata, oddajgc
dwa elektrony i dwa protony akceptorowi. Juz w 1937 roku stwierdzenie
Haasa (31), ze ,stary zoly enzym Warburga” w reakcji z NADPH
tworzy czerwono zabarwiong forme posrednig podwazyto stuszno$é propo-
nowanego mechanizmu. Kilka lat wcze$niej Michaelis (71, 72) opub-
likowat teorie o jednoelektronowym przebiegu reakcji oksydoredukcji.
W przypadku flawin utlenianie zachodzitoby przez formy semichinonowe
charakteryzujace sie silnym czerwonym zabarwieniem. Obserwacja Haasa
dobrze sie zgadzata z teorig Michaelisa, jednak doSwiadczalne wykazanie,
ze czerwona barwa formy posredniej ,starego zétego enzymu” jest wy-
nikiem tworzenia sie semichinonu nie byto ze wzgledéw metodycznych
wowczas mozliwe. Stwierdzono to dopiero po opracowaniu szybkich me-
tod spektrofotometrycznych umozliwiajgcych uchwycenie zmian widma
w czasie kilku milisekund i zastosowaniu techniki spektroskopii elektro-
nowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) do badania wolnych rod-
nikow.

* Mgr, st. asystent Zaktadu Enzymatyki Katedry Biochemii Uniwersytetu War-
szawskiego.

5 Postepy Biochemii
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Wyniki prowadzonych od 10 lat badan Beinerta, Chansa, Hemmricha,
Masseya i wielu innych zostaty podsumowane w 1965 roku na Sympozjum
na temat Flawin i Flawoproteidow (44). Stwierdzono, ze mechanizm reak-
cji jest rézny dla ré6znych enzymow flawinowych i nie jest mozliwe przy-
jecie jakiego$ ogolnego schematu dla wszystkich flawoproteidéw. Wyka-
zano, ze oprécz flawiny w wielu enzymach flawinowych w transporcie
elektron6w biorg udziat inne przenos$niki jak zelazo, molibden i grupy
tiolowe. Roéwniez dawny spoér o jedno lub dwuelektronowy przebieg
reakcji stracit znaczenie jezeli nie we wszystkich, to przynajmniej w wielu
przypadkach. Wykazano, ze flawina w niektérych flawoproteidach nie
wystepuje w cyklu reakcji w formie catkowicie utlenionej lub catkowicie
zredukowanej, natomiast reaguje jako catos¢ uktad flawina-zelazo lub
flawina-grupy tiolowe. A zatem chociaz oksydoredukcja flawiny zachodzi
jednoelektronowo, enzym katalizuje przeniesienie dwu elektronéw w jed-
nym cyklu reakcji. Rownoczesne zastosowanie metod spektrofotometrycz-
nych i techniki elektronowego rezonansu magnetycznego pozwolito na
okre$lenie roli metali (zelazo, molibden) w niektérych enzymach flawi-
nowych. Wydaje sie, ze mechanizm dziatania enzyméw zawierajgcych
metal rézni sie od mechanizmu dziatania enzymdéw nie zawierajacych
metalu. W artykule tym zostanie omdwionych kilka najlepiej poznanych
enzymow flawinowych obydwu grup ze szczegdlnym uwzglednieniem me-
chanizméw reakcji.

I. Niektére wiasnosci fizyczne i chemiczne flawin i flawoproteidéw

W materiale biologicznym wystepuja gtéwnie dwa zwigzki flawino-
we — mononukleotyd flawinowy (FMN) i dwunukleotyd flawinoadenino-
wy (FAD). W mleku, moczu, siatkéwce oka znaleziono takze wolng rybo-

O
li N-rCHi-rfCHOHIa-CHj-O-rP-O-t-P-O
! 1e! 1°e* CH”O.
HN
(0]

Lumichmm OH OH
Lumif/awina
Ryboflawing (witaminaB 2)
FMN
FAD

Schemat 1. Budowa i nomenklatura flawin i ich pochodnych
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flawine, ktéra nie jest jednak koenzymem zadnego z dotagd poznanych
enzymow. Ryboflawina jak réwniez FAD i FMN pod wplywem Swiatta
hydrolizujg do lumiflawiny w $Srodowisku kwasnym i lumichromu w $ro-
dowisku zasadowym. Budowe oraz nomenklature flawin i ich pochodnych
przedstawia schemat 1.

1. Absorpcja Swiatta

Charakterystyczny zoty kolor flawin i flawoproteiddw spowodowany
jest pochtanianiem Swiatta w fioletowej i niebieskiej cze$ci widma przez
pierscien izoalloksazynowy (93). Maksima absorpcji wystepujg przy
dtugosci fali 260, 370 i 450 mu, boczne podstawniki wptywajg tylko w nie-
wielkim stopniu na potozenie i wielkos¢ maksiméw. Na rysunku 1 przed-
stawione jest widmo absorpcyjne obu nukleotydéw flawinowych w for-
mie utlenionej.

Rys. 1 Widmo absorpcyjne utlenionej formy nukleotydéw flawinowych -—-— FAD,
---------- FMN

Widma flawoproteidow zwykle odbiegajg od widm wolnych flawin,
nawet wtedy, gdy porownujemy réznicowe krzywe absorpcji holo- i apoen-
zymu, pozwalajgce na wyeliminowanie pasm absorpcyjnych innych grup
prostetycznych niz flawina. Przyczyng tego moze by¢: a) samo powigzanie
flawiny z biatkiem, b) tworzenie sie komplekséw przeniesienia tadunku
z innymi grupami czynnymi enzymu.

Pierwsza przyczyna jest mniej istotna. Wywotane zmiany sg zwykle
niewielkie i polegaja na poszerzaniu pasm absorpcji i rozmyciu widma.
Znacznie wieksze znaczenie ma wytwarzanie sie komplekséw przeniesienia
tadunku. Sag to potaczenia typu donor — akceptor elektronéw, w ktérych

o
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wystepuje czeSciowe przesuniecie elektronu. Sita wigzania w tych kom-
pleksach nie przekracza zwykle 2kcal/mol (53). Kompleksy takie moga
sie tworzy¢ z grupami tiolowymi, pierscieniem imidazolowym histydyny,
NAD+ lub NADP+. Charakterystyczng cechg tych komplekséw jest pow-
stawanie nowych pasm absorpcyjnych, nie wystepujgcych w widmach
obydwu sktadnikow kompleksu (52, 92). Powstawanie nowych maksiméw
absorpcyjnych jest wynikiem przeniesienia elektronu od donora do akcep-
tora pod wptywem Swiatla.

DA D+ A~

Formy utlenione flawin wykazujg zottozielong fluorescencje, ktorej
maksimum wzbudzenia przypada przy 440m~i diugosci fali, a maksimum
emisji przy 530—560m|A. Po potaczeniu flawiny z biatkiem fluorescencja
ulega jednak znacznemu wygaszeniu (94). Mitochondria i fragmenty sub-
mitochondrialne wykazujg 4°/0 fluorescencji uwolnionych z nich flawin
(20). Mimo to pomiar fluorescencji znajduje zastosowanie w badaniach
mitochondrialnych flawoprotein, gdyz nie interferujag woéwczas inne sktad-
niki tancucha oddechowego (20, 51). Wygaszanie fluorescencji enzymu
wskutek wytworzenia sie kompleksu z substratem jest czesto stosowang
metodg badania tgczenia sie enzymu z substratem.

2. Utlenianie i redukcja

Flawiny fatwo ulegajg odwracalnej redukcji do leukozwigzku. Wolne
flawiny sg akceptorami dwuelektronowymi, a ich redukcja zachodzi w dwu
etapach przez formy semichinonowe. W S$rodowisku kwasnym flawiny
przytaczajg proton w potozeniu 5 lub 10 a w stabo kwasnym lub alkalicz-
nym odtgczajg proton w pozycji 1i 3. Mozliwe formy flawin i ich state
dysocjacji przedstawiono na schemacie 2. W zalezno$ci od pH zmienia
sie réwniez widmo absorpcyjne (34, 35).

Potencjat oksydoredukcyjny wynosi w pH 7 dla FMN — 0,219V (47)
ale po potgczeniu z enzymem moze ulega¢ znacznym zmianom i np. dla
»starego z6tego enzymu” wynosi 0,059, a dla dehydrogenazy NADH okoto
0,0V(19a).

W 1956 Beinert (4a) badajgc utlenienie FMNH2 przez tlen stwier-
dzit powstawanie pasma absorpcji o maksimum przy dtugosci fali 570mik.
Absorpcja byta najwieksza w czasie gdy potowa FMNH:2 zostata utleniona
i zanikata przy dalszym utlenieniu. Podobne zmiany w widmie zachodzity
podczas redukcji FMN dwutioninem, cynkiem, amalgamatem sodu (33).
Dalsze badania w pracowni Beinerta (4a 4), Ehrenberga (263,
56), Massey’a (63, 69) pozwolity na przypisanie absorpcji w 570 mu
dawniej juz postulowanym formom semichinonowym flawin (48, 72).

Wiasnosci optyczne flawin pozwalajg na okre$lenie i ilosciowe oznacze-
nie formy flawin bioragcych udziat w reakcji katalizowanej przez dany
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enzym. W wielu enzymach flawinowych stwierdzano juz dawniej wyste-
powanie zmian w widmie w czasie reakcji z substratem (64, 69, 89). Jed-
nakze nie mozna byto zmian tych przypisa¢ okreslonej zmianie struktury
chemicznej. W ostatnich latach rozlegte zastosowanie w badaniu enzymadw
flawinowych znalazta technika EPR. Stuzy ona do wykrywania i charak-
teryzowania wolnych rodnikéw, tzn. zwigzkéw posiadajagcych niesparo-

(FlnedHj) (FlredHg) (FlredH?)

Schemat 2. Struktury mozliwych form flawin (wg 35)

wany elektron na zewnetrznej orbicie (39). Jezeli czasteczka znajdzie sie
w polu magnetycznym, to nastgpi rozdzielenie elektronéw na dwie grupy,
jedng o spinie + 1/2 i drugg o spinie —1/2. RoOznica energii miedzy tymi
grupami bedzie wynosi¢ 1/2 gBH (H — natezenie pola magnetycznego,
B — magneton Bohra, g — stata charakterystyczna dla wszystkich rodni-
kéw wynoszaca teoretycznie 2,0023 lecz zmieniajgca sie w zaleznosci
od pola magnetycznego samej czasteczki). Jesli probke umieszczona w polu
magnetycznym naswietlimy promieniowaniem o czestosci v, to przy wa-
runku v = gBH cze$¢ elektrondéw przejdzie z nizszego poziomu energetycz-
nego na wyzszy i nastapi absorpcja promieniowania. Ze wzgledéw tech-
nicznych stosuje sie zrodito promieniowania o statej czestosci (zwykle
9000MHz, co odpowiada diugosci fali 3cm), a zmienia sie natezenie pola
magnetycznego. Otrzymuje sie krzywe absorpcji, lub ze wzgledéw prak-
tycznych — krzywe pierwszej pochodnej absorpcji (rysunek 2).
Wspditdziatanie spinu elektronowego i jadrowego powoduje rozszcze-
pienie poziomow energetycznych na podpoziomy i krzywe absorpcji mogga
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wykazywac kilka maksimdw. Obnizenie temperatury zwieksza znacznie
czuto$¢ tej metody. Typ krzywej absorpcji i wyliczona z niej warto$¢ ¢
dajg dobrg charakterystyke badanego rodnika.

Dolin (26) obserwowat wprawdzie zmiany widma w czasie reakcji
peroksydazy NADH z substratem, jednakze nie mdgt wykry¢ wolnych rod-
nikow metodg spektroskopii EPR. Przypuszczat zatem, ze zmiany absorpcji
nie sg zwigzane z formg semichinonowg flawin. Wiekszo$¢ enzymow fla-
winowych nie zawierajacych metalu zachowuje sie podobnie do peroksy-
dazy NADH, to znaczy wykazuje zmiany absorpcji charakterystyczne dla
form semichinonowych flawin, natomiast nie daje widma EPR typowego
dla wolnych rodnikéw. Przyczyna tej niezgodnoS$ci nie zostata dotychczas

1—krzywa absorpcji, 2—krzywa pierwszej pochodnej absorpcji

wyjasniona. By¢é moze wytwarza sie kompleks przeniesienia tadunku
0 widmie zblizonym do widma formy semichinonowej (52) lub tez, co wy-
daje sie bardziej prawdopodobne, technika EPR nie wykrywa wszystkich
wolnych rodnikéw. Jezeli np. dwa wolne rodniki znajdujg sie bardzo blisko
siebie i mozliwa jest miedzy nimi wymiana energii stanéw wzbudzonych
technika EPR moze by¢ za mato czuta do ich wykrycia (4, 39).

I1. Enzymy flawinowe nie zawierajgce metalu

Z licznych enzymoéw flawinowych nie zawierajgcych metalu zostang
omoéwione cztery: oksydoreduktaza NADH: cytochrom c, oksydoreduktaza
NADH: cytochrom b5 dehydrogenaza lipoamidu i dehydrogenaza gluta-
tionu.
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1. Oksydoreduktaza NADH:cytochrom ¢ (EC 1.6.99.1)

Wyizolowana w 1959 roku w pracowni Kami na oksydoreduktaza
NADH: cytochrom g (41, 103, 104) jest fragmentem uktadu enzymatycz-
nego mikrosomow katalizujagcych reakcje oksydatywnej hydroksylacji
i demetylacji (41) przy udziale NADPH. Naturalny akceptor elektronow
tego enzymu nie jest znany, sztucznym akceptorem moze by¢ cytochrom c,
zelazicyjanek, menadion, lub 2,6-dwuchlorofenoloindofenol. Grupg pro-
stetyczng tego enzymu jest FAD w ilosci 2 mole na mol enzymu (62).
W transporcie elektronow katalizowanych przez oksydoreduktaze NADPH:
cytochrom c¢ grupy tiolowe prawdopodobnie nie biorg udziatu, poniewaz
odczynniki reagujace z nimi nie hamuja tego procesu (40).

Rysunek 3 przedstawia zmiany widma podczas miareczkowania sub-
stratem oczyszczonej oksydoreduktazy NADPH: cyt. ¢ w warunkach bez-
tlenowych.

X,m/i

Rys. 3. Miareczkowanie oksydoreduktazy NADPH: cyt. ¢ substratem w beztlenowych
warunkach (62)

1—bez substratu (forma utleniona), 2—po dodaniu 0,5M NADPH (forma semichinonowa), 3—po
dodaniu IM NADPH (na 1 mol flawiny enzymu (forma zredukowana))

Po dodaniu NADPH w ilosci 0,5 mola na 1 mol FAD enzymu absorpcja
przy dtugosci fali 450mu spada i pojawia sie nowe maksimum przy 580mu
(krzywa 2). Zmiany te $wiadczg o redukcji FAD do formy semichinonowej.
Wystepowanie FADH’ (semichinonu) zostato potwierdzone metodag spek-
ktroskopii EPR (62). Po dalszym dodaniu NADPH w ilosci 1 mola na 1 mol
FAD enzymu otrzymuje sie krzywg 3, charakterystyczng dla formy odpo-
wiadajgcej catkowicie zredukowanej flawinie (FADH2). Gdy do zreduko-
wanego enzymu doda¢ akceptora elektronéw (np. tlenu, menadionu) otrzy-
muje sie krzywg absorpcji identyczng z krzywa 2, charakterystyczng dla
semichinonu. Swiadczy to o utlenianiu FADH2 do FADH’. Ostatnia forma
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jest trwata i nie utlenia sie do FAD pod wptywem cytochromu c, menadio-
nu, zelazicyjanku ani 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu (61). Trwato$¢ formy
semichinonowej wskazuje, ze w enzymie natywnym jest ona formg naj-
bardziej utleniong. Podczas izolowania enzymu FADH’ przechodzi w FAD,
totez koenzymem utlenionej formy oczyszczonego enzymu jest FAD.

Na podstawie przytoczonych danych Kamin proponuje (40, 62)
schemat reakcji katalizowanych przez oksydoreduktaze NADPH: cyto-
chrom ¢, wedtug ktérego substrat tworzy kompleks z enzymem i redukuje
semichinonowg forme flawiny do FADHZ2, a akceptor utlenia zredukowany
enzym do semichinonu (schemat 3).

RFADHZ

Schemat 3. Przebieg reakcji katalizowanych przez oksydoreduktaze NADPH: cyt. ¢
(wg 62)

2. Oksydoreduktaza NADH:cytochrom b5 (EC 1.6.2.2.)

Oksydoreduktaza NADH :cytochrom bs zostata wyizolowana przez
Strittmatera z frakcji mikrosomowej watroby (91). Katalizuje ona
przeniesienie elektrondw z NADH na cytochrom b5, ktéry jest jego biolo-
gicznym akceptorem. Enzym ma mase réwng 40 000 i zawiera jedng cza-
steczke flawiny tatwo odszczepiajgcg sie w srodowisku kwasnym. Apoen-
zym mozna reaktywowac¢ po dodaniu FAD (87). W wigzaniu koenzymu
z biatkiem bierze udziat reszta tyrozyny (se), gdyz podstawienie jednej
fenolowej grupy tyrozyny jodem catkowicie uniemozliwia potaczenie sie
apoenzymu z FAD. Substrat (NADH) tworzy z apoenzymem kompleks,
ktorego stata dysocjacji jest rowna 10~7. Kompleks ten daje silng fluores-
cencje wywotang obecnosciag NADH, nie wykazuje natomiast wywotywa-
nych obecnoscig flawiny zmian w widmie absorpcyjnym powyzej dtugosci
fali 300m|i (ss). Dodanie jednego mola PCMB na mol kompleksu powoduje
jego rozpad, co wskazuje, ze w jego tworzeniu sie bierze udziat jedna
grupa -SH (90).

Podobny kompleks z NADH tworzy holoenzym, jednak, na skutek wza-
jemnego oddziatywania NADH i flawiny jego witasciwosci sa odmienne.
Kompleks ten nie jest wrazliwy na odczynniki reagujgce z grupami tiolo-
wymi, fluorescencja NADH ulega catkowitemu wygaszeniu, natomiast po-
jawia sie nowe pasmo przy diugosci fali 317mu, ktére mozna przypisac
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utworzeniu sie kompleksu NADH-flawina (89). Prawdopodobng strukture
kompleksu enzym-substrat przedstawia schemat 4.

Po wytworzeniu kompleksu enzym-substrat zachodzi redukcja FAD. Dane
spektrofotometryczne (90) pozwolity na ustalenie, ze powstaje FADH:
i NAD+. Gdy do zredukowanego enzymu doda¢ rownomolarng ilo$¢ cyto-
chromu b5 potowa tej ilosci redukuje sie prawie natychmiast, natomiast

—pTyr-OH
)
HS-  -FADHZ

R

Schemat 4. Prawdopodobna struktura kompleksu enzym-substrat oksydoreduktazy
NADH: cytochrom b5 (wg Strittmatera, 89)

HS-  -S-—

Schemat 5. Mechanizm reakcji katalizowanych przez oksydoreduktaze NADH: cy-
tochrom bs (wg Strittmatera, 89)

druga potowa jest redukowana bardzo powoli w procesie zachodzacym
wedtug kinetyki pierwszego rzedu (k = sssek-1). Wskazuje to, ze utlenia-
nie zredukowanego enzymu zachodzi w dwdéch etapach, pierwszym z nich
jest utlenienie FADH:2 do semichinonu (FADH?’), drugim — utlenienie
FADH do FAD. Prawdopodobny przebieg reakcji przedstawia schemat 5.
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4. Dehydrogenaza amidu kwasu liponowego i reduktaza glutationu (EC 1.6.4.2.)

Dehydrogenaza amidu kwasu liponowego (lipoamidu) jest flawoprotei-
dem katalizujgcym reakcje

lip.S2+ NADH + H+ lip. (SHy2+ NAD-

Enzym ten jest fragmentem kompleksu utleniajgcego a-ketokwasy w cyklu
kwaséw trojkarboksylowych (63). Jego grupg prostetyczng jest FAD
w ilosci 1 mola na mol enzymu.

W 1960 roku w pracowni Massey’a stwierdzono, ze NADH po-
chodzacy z réznych zrodet jest utleniany z r6zng szybkos$cig przez dehydro-
genaze lipoamidu (95). Poczatkowo sadzono, ze jest to wplyw domieszek
zawartych w NADH, pdézniej jednak wykazano, ze najstabiej utleniany
jest NADH najlepiej oczyszczony, czy tez Swiezo przygotowany z NAD+
przez dziatanie dehydrogenazy alkoholowej (69). Natomiast po dodaniu
katalitycznych ilosci NAD+ reakcja zachodzita z szybkoscig maksymalna.
W obecnosci NAD-azy otrzymanej z Neurospora (ktéra hydrolizuje specy-
ficznie NAD+ natomiast nie dziata na NADH) utlenianie NADH nie za-
chodzito. Po dodaniu do takiego uktadu NAD+ enzym wykazywat znowu
aktywnos$¢ az do roztozenia NAD+ przez NAD-aze. Udziat NAD+ w reakcji
katalizowanej przez dehydrogenaze lipoamidu nie ulegat zatem watpli-
wosci, a danych dotyczacych jego funkcji w tej reakcji dostarczyty bada-
nia spektrofotometryczne. W 1960 roku Massey i Veeger (65 95)
zaobserwowali, ze w reakcji z NADH tworzy sie nowa ,,czerwona” forma
enzymu, co $wiadczyto, ze zachodzi redukcja FAD prawdopodobnie do
semichinonu. Do takiego potowicznego zredukowania jednego mola enzymu
potrzebny jest jeden mol NADH. Jezeli enzym redukowano w obecnosci
NAD-azy nie powstawata ,,czerwona” forma, a dla zredukowania jednego
mola enzymu potrzeba byto dwdch moli NADH, przy czym flawina redu-
kowata sie do FADH2 Ta zredukowana forma nie katalizowata przeniesie-
nia wodoru na utleniony amid kwasu liponowego (69). Z doSwiadczen tych
wynika, ze NAD+ spetnia role ochraniajgcg enzym przed redukcjg do nie-
aktywnej formy FADH2 Poniewaz do catkowitej redukcji 1 mola enzymu
potrzeba dwéch moli NADH, a dehydrogenaza lipoamidu zawiera tylko
jeden mol FAD na mol enzymu, nalezato przypuszczaé, ze enzym zawiera
jeszcze inng grupe zdolng do przyjecia dwoéch elektronow. Taka role
mogtyby spetnia¢ grupy tiolowe, na co wskazujg nastepujgce dane do-
Swiadczalne. Arsenin, ktory jest znanym odczynnikiem na grupy tiolowe
reaguje tylko ze zredukowang formg dehydrogenazy lipoamidu (64, 67).
Inne odczynniki na grupy tiolowe, np. PCMB, reagujac z semichinonowg
forma enzymu niszcza ja, prawdopodobnie wskutek utleniania FADH' do
FAD przez jedng z grup -S-S-. Massey i Veeger (64, 69) podali
hipotetyczny schemat dziatania dehydrogenazy lipoamidu tlumaczacy wy-
zej przytoczone fakty i poparli go szeregiem dowodow (s6, 67).
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Do utlenionego enzymu () przytacza sie jedna czasteczka NADH (V)
a wowczas FAD redukuje sie do FAD'. Redukcja FAD jest najpowolniej-
szg reakcjg w caltym cyklu Kkatalitycznym. Wytworzony kompleks dwu
rodnikbw — S i FADH (IV) jest ,czerwong” forma enzymu zidentyfi-
kowang metodami spektralnymi. Forma powstajaca po odtaczeniu NAD+
(I11) jest bardzo nietrwata i ulega przegrupowaniu do formy (Il), ta za$
reaguje z utlenionym amidem kwasu liponowego dzieki .czemu odtwarza
sie forma (I). Prawdopodobnie NAD+ w czasie catego cyklu katalitycznego
jest potagczony z enzymem w miejscu Y, co chroni enzym przed dalsza
redukcjg do formy (VII). Z arseninem reaguje forma (l1) dajgc forme (VI).

\Y

(P—|

Schemat 6. Mechanizm dziatania dehydrogenazy lipoamidu (wg Massey’a i Veegera, 69)

Bardzo podobne wyniki otrzymano badajac reduktaze glutationu (67,
70). Reakcje katalizowane przez reduktaze glutationu i dehydrogenaze
lipoamidu wykazujg duze podobienstwo. Substratem dehydrogenazy lipo-
amidu jest NADH, a reduktazy glutationu NADPH, akceptorem za$ utle-
nione grupy tiolowe odpowiednio — kwasu liponowego i glutationu. Mas-
sey (70) proponuje identyczny mechanizm przenoszenia wodoru dla obu
enzymow.

I11. Metaloflawoproteidy

Dziesie¢ lat temu stwierdzono wystepowanie zelaza w dehydrogenazie
bursztynianowej i oksydazie ksantyny (28, 58, 59, ss). Zelazo to otrzymato
0g6lna nazwe ,zelaza niehemowego”. Jego rola byta przez nastepnych Kkil-
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ka lat sprawg sporng. Wysuwano przypuszczenia, ze zelazo niehemowe
bierze udzial w przenoszeniu elektrondw, wigzaniu substratu lub utrzy-
maniu struktury enzymu. Dopiero wykrycie w 1960 roku w pracowni
Beinerta (11, 83) nowego sygnatu EPR o wartosci g = 1,94 w enzy-
mach flawinowych zabierajgcych zelazo umozliwito badanie roli zelaza
w tych enzymach. Wiele danych pos$rednich (4, 9, 29) wskazywato bowiem,
ze sygnat ten pochodzi od zelaza. Bezposredni dowdd dato jednak dopiero
podstawienie zelaza 53-e jego izotopem 5Fe w metaloproteidzie otrzyma-
nym z Azotobacter vinelandii (84). Poniewaz jadro atomowe 5Fe ma spin
jadrowy 1/2, podczas gdy jadro 56-e jest diamagnetyczne, zastgpienie 5Gre
przez 5Fe powinno wywotywac rozszczepienie kazdej linii widma EPR na
dwie. Zmiana widma EPR metaloproteidu z Azotobacter vinelandii po
takim podstawieniu byta zgodna z przewidywang teoretycznie (84).

Sygnat o wartosci g = 1,94 powstaje po redukcji substratem i zanika
w czasie utleniania. Dajag go cate tkanki np. watroba i serce a takze mi-
tochondria, fragmenty mitochondriow, poszczeg6lne enzymy flawinowe
zawierajgce zelazo i jak stwierdzono ostatnio (76) — feredoksyna. Dena-
turacja cieplna, dziatanie enzymow proteolitycznych oraz detergentéw
niszczy go szybko i nieodwracalnie (9). Typowe widmo EPR fragmentéw
mitochondrialnych po inkubacji z bursztynianem przedstawia rysunek 4
(widoczny na rysunku sygnat g = 2,0 pochodzi od miedzi oksydazy cyto-
chromowej).

Rys. 4. Widmo EPR czastek mitochondrialnych po inkubacji z bursztynianem
w temp. 79° K (wg 54)

Sygnat g = 1,94 nie zmienia sie po usunieciu flawiny (79, 80), jednak
badanie relaksacji stanéw wzbudzonych w EPR (7, s) wydaje sie wskazy-
wac na Sciste wspotdziatanie flawiny i metalu. Poniewaz sygnat g = 1,94
moze by¢é obserwowany tylko w bardzo niskich temperaturach (ponizej
170°K), dlatego tez dopiero opracowanie metodyki szybkiego zamrazania
(13, 18) w czasie 10 milisekund pozwolito bada¢ szybkos¢ redukcji i utle-
niania zelaza niehemowego. Okazato sie, ze szybkos$¢ ta jest réwna szyb-
kosci redukcji flawiny a takze szybkosci reakcji katalizowanej przez bada-
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ny enzym (10, 15, 78). Wydaje sie wiec, ze udziat zelaza niehemowego
w przenoszeniu elektrondéw zostat udowodniony, natomiast nie znana jest
nadal struktura kompleksu zelaza z biatkiem odpowiedzialnego za sygnat
g = 1,94. Obecno$¢ tak zwanych ,labilnych grup tiolowych” (to znaczy
fatwo ulegajacych odszczepieniu pod wplywem stabych kwasow) we
wszystkich znanych metalo-flawoproteidach dajacych sygnat g = 1,94 po-
zwala przypuszczaé o ich udziale w tworzeniu kompleksu z zelazem (5, s).
Prace Bayera (3a) wskazuja, ze sg to zapewne grupy tiolowe cysteiny.
Blomstrom (12) zaproponowat schemat budowy centrum aktywnego
feredoksyny, w ktérym zelazo potgczone jest w grupe tiolowg cysteiny.
Z takiego potaczenia pod wptywem kwasu tatwo odszczepia sie H-2S.

1. Oksydaza ksantyny (EC 1.2.3.2.)

Oksydaza ksantyny wystepuje w znacznych iloSciach w mleku ssakdw,
watrobie i nerce. Charakteryzuje sie bardzo matg specyficznoscia, gdyz
okoto stu zwigzkéw moze stuzy¢ jako jej substraty (14). Najszybciej jednak
utlenia ksantyne i hipoksantyne do kwasu moczowego. Rola biologiczna
tego enzymu jest stabo poznana, wzrost jego poziomu w czasie podziatu
komoérek (3) wydaje sie wskazywaé na udziat w kontroli tego procesu.
Za hipotezg tg przemawia tez fakt pomys$inego zastosowania oksydazy
ksantyny w leczeniu niektérych schorzen nowotworowych (30). Ostatnie
spostrzezenie przyczynito sie do wiekszego zainteresowania tym enzymem
w wyniku czego jest on obecnie najlepiej poznanym metaloflawoprotei-
dem. Masa czasteczkowa oksydazy ksantyny wynosi okoto 280 000, koenzy-
mami sg FAD, molibden i zelazo w stosunku 1:1:4 (1, 17). Molibden
i zelazo zwigzane sg z biatkiem za posrednictwem grup tiolowych (79).

Bray (16) badajac widma elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego w czasie reakcji tego enzymu stwierdzit wystepowanie czterech syg-
natdw o wartosci g = 1,94; 1,97; 2,00 i 4,2. Ostatni sygnat jest prawdo-
podobnie wynikiem zanieczyszczen zelazem dwuwartosciowym. Dalsze
prace (15, 78) pozwolity na przypisanie sygnatu g = 1,93 zelazu zwigza-
nemu z biatkiem, g = 2,00 semichinonowej formie flawin a g = 1,97 mo-
libdenowi. Sygnat molibdenu jest jeszcze rozszczepiony na cztery pasma
a, yid Typowe widmo EPR oksydazy ksantyny i jego zmiany w czasie
reakcji przedstawia rysunek 5.

Z rysunku widaé, ze w czasie reakcji najpierw pojawia sie sygnat molib-
denu, pézniej FADH' a w korcu zelaza.

Bray podat oparty na tych danych schematyczny przebieg transportu
elektrondw od substratu do tlenu w reakcji katalizowanej przez oksydaze
ksantyny (schemat 7).

o] udziale molibdenu w centrum aktywnym wigzagcym substrat $wiad-
czg réwniez badania nad hamowaniem aktywnosci oksydazy ksantyny
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metanolem — kompetycyjnym inhibitorem tego enzymu (1, 79), ktory
tagczy sie tylko z formag zredukowang enzymu. Wyizolowany kompleks
enzym-metanol daje sygnat EPR molibdenu bez dodania substratu (1),
co wskazywatoby, ze metanol wigzac sie ze zredukowanym enzymem
zapobiega jego utlenieniu.

L1
tNE W

Rys. 5 Sygnaly EPR otrzymane w czasie utleniania ksantyny przez oksydaze ksan-
tyny (wg 78)
krzywa 1—utleniony enzym (bez dodania substratu), krzywe 2, 3, 4—enzym w czasie redukcji
po 26, 77, 80 msekundach od dodania substratu, krzywa 5—enzym catkowicie zredukowany
(po 1410 msek.), krzywe 1i 2 majg podwojong wysoko$¢ w stosunku do pozostatych. Pojawienie
sig poszczeg6lnych sygnatéw oznaczono strzatkami

Utlenianie substratu i redukcja tlenu teoretycznie moze zachodzié
w dwoch reakcjach jednoelektronowych z wytworzeniem wolnych rod-
nikow substratu i tlenu lub tez w jednej reakcji dwuelektronowej przy
wspotdziataniu dwoéch centréw aktywnych enzymu. Do tej pory brak
danych doswiadczalnych przemawiajgcych na korzys¢ jednej lub drugiej
mozliwosci.

/
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Schemat 7. Schemat transportu elektronéw od substratu do akceptora w reakcji

katalizowanej przez oksydaze ksantyny (15)
Duzy prostokat przedstawia czagsteczke biatka enzymatycznego. W ramkach ciggtych uwidocz-
nione sg struktury odpowiedzialne za sygnaly EPR, w ramkach przerywanych —struktury nie
dajace takich sygnatéw. Strzatki ciggte obrazujg pobranie lub oddanie elektronu, strzatki
przerywane —przemiane jednego stanu w drugi bez zmiany wartosciowosci. Numery przy
strzatkach wskazujg kolejno$¢ reakcji

2. Dehydrogenaza kwasu orotowego (EC 1.3.3.1)

Dehydrogenaza kwasu orotowego jest enzymem adaptacyjnym wytwa-
rzanym przez Zymobacterium oroticum w warunkach beztlenowych na
pozywce zawierajagcej znaczne iloSci kwasu orotowego (55). Enzym ten
katalizuje odwracalng reakcje:

NADH + kw. orotowy + H+*+NAD+-f kw. ¢wuhycroorotowy

Szybkos$¢ i kierunek reakcji zalezag od pH: w pH 6,5 robwnowaga reakcji
jest przesunieta w kierunku wytwarzania kwasu dwuhydroorotowego,
natomiast pH s jest optymalne dla reakcji odwrotnej. Tlen czgsteczkowy
moze stuzy¢ jako akceptor elektronéw zarowno w czasie utleniania NADH
jak i kwasu dwuhydroorotowego. Jeden mol enzymu zawiera jeden mol
FAD, jeden mol FMN i dwa mole zelaza (27) oraz grupy tiolowe (1, 73),
ktérych zablokowanie powoduje utrate aktywnosci. Rola grup -SH nie
jest wyjasniona. Massey (73) proponuje ich udziat w przenoszeniu
elektronéw, Beinert (s)— udzial w wigzaniu zelaza.

Dehydrogenaza kwasu ortowego jest jedynym dotychczas poznanym
flawoproteidem, zawierajgcym dwa rézne koenzymy flawinowe. Sugero-
wano udziat obu nukleotydéw w jednym centrum, dane doswiadczalne
przemawiajg jednak za udziatem FMN i FAD w dwdch r6znych centrach
aktywnych. W czasie reakcji pojawiajg sie dwa sygnaty o wartosci g = 2,00
charakterystycznej dla form semichinonowych flawin (s, 77). Fluores-
cencja flawin jest mocniej wygaszana przez kwas dwuhydroorotowy niz
przez NADH (1). Poniewaz FMN wykazuje znacznie silniejszg fluorescen-



528 A. GARDAS [16

cje niz FAD, Aleman i wsp. (1) wysuwajg przypuszczenie o udziale
FMN w tworzeniu kompleksu z kwasem dwuhydroorotowym, a FAD
w tworzeniu takiego kompleksu z NADH. Autorzy ci proponujg przedsta-
wiony w schemacie s przebieg reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze
kwasu orotowego.

AR te- e e 7“1 Kwas orotowy
) FAD *— * Fe Fe M= FMN (
UAifr AKwas dwuhydroonotowy

Schemat 8. Schemat reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze kwasu orotowego
(wg Alemana i wsp., 1)

Wydaje sig, ze w cyklu katalitycznym wystepuje tylko forma utle-
niona i semichinonowa flawin, nie wystepuje natomiast forma zreduko-
wana, poniewaz powstaje ona dopiero po dtugim czasie wskutek bardzo
wolnej reakcji z nadmiarem substratu. Wydaje sie jednak, ze podany
schemat jest znacznie uproszczony, nie tlumaczy bowiem wielu faktéw
doswiadczalnych, jak np. zaleznosci sygnatéw EPR od uzytego substratu,
pH i czasu reakcji (77).

3. Dehydrogenaza kwasu bursztynowego (EC 1.3.99.1.)

Od wykrycia przez Thunberga w 1909 r. utleniania bursztynianu
przez przemyta tkanke miesniowa zaby, enzym katalizujacy te reakcje
jest jednym z najintensywniej badanych flawoproteidow. Mimo to jest
enzymem bardzo mato poznanym. Prace nad wyizolowaniem dehydro-
genazy bursztynianowej prowadzone od 1910 r. (2, 36, 37, 75) natrafiaty
na znaczne trudnosci i dopiero w 1955 r. w pracowniach Wanga (98)
i Singera (85 zakonczone zostaty petnym sukcesem. Ustalono, ze
koenzymem jest FAD zwigzany kowalencyjnie z biatkiem, prawdopodob-
nie w pozycji s pierscienia izoalloksazynowego (46, 99). Enzym zawiera
rowniez zelazo w ilosci 4 moli na 1 mol flawiny oraz grupy tiolowe. Wy-
izolowany enzym jest bardzo nietrwalty w temp. o° natomiast w ciektym
azocie moze by¢ przechowywany kilka tygodni.

Dodatek bursztynianu w beztlenowych warunkach powoduje spadek
absorpcji przy dtugosci fali 450 mjx odpowiadajacy redukcji flawiny do
formy semichinonowej (FADH ). Dalsza redukcja FADH substratem nie
zachodzi i dopiero dodatek podsiarczynu sodowego powoduje wytworzenie
sie¢ FADH: (ss). Po dodaniu substratu dehydrogenaza bursztynianowa daje
sygnat EPR g = 2,00 (formy semichinonowej flawin) i sygnat g = 1,94
(zelaza), zanikajagce w czasie utleniania (24, 49). Poréwnanie szybkosci
powstawania i zaniku sygnatdbw EPR z szybkoscig utleniania bursztynianu
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okazato sie jednak niemozliwe ze wzgledu na duza szybko$é tej re-
akcji (105).

Der Vartanian (22, 24) na podstawie wynikoéw prac nad wplywem na
widmo absorpcyjne i sygnaty EPR dehydrogenazy bursztynianowej inhi-
bitorow kompetycyjnych (23) oraz odczynnikéw na grupy tiolowe, wy-
sunat przypuszczenie, ze centrum aktywne tego enzymu stanowi kom-
pleks flawina-grupy tiolowe-zelazo. Kompleks ten w reakcji z substratem
pobieratby dwa elektrony i proton, przy czym jeden elektron przyjmo-
wataby flawina redukujac sie do semichinonu, a drugi elektron i proton —
uktad zelazo-grupy tiolowe. Sposob przekazywania elektronéw przez zre-
dukowany enzym nie jest dotychczas poznany, bowiem nie znamy jego
naturalnego akceptora elektronéw. Poglad, ze jest nim ubichinon nie jest
powszechnie przyjmowany (19).

4. Dehydrogenaza NADH (EC 1.6.99.3.)

Utlenianie NADH w mitochondriach zachodzi za posrednictwem kom-
pleksu enzymatycznego lipidowo-biatkowego, nazwanego tancuchem od-
dechowym. Pierwszym jego'ogniwem jest dehydrogenaza NADH. Uwol-
nienie tego enzymu zachodzi tylko po zniszczeniu wigzan lipidowo-biat-
kowych przez dziatanie fosfolipaza A lub etanolem w kwasnym s$rodo-
wisku. Od 1952 r., kiedy to w pracowni M ah ler a (60) wyizolowano po
raz pierwszy rozpuszczalng dehydrogenaze NADH, w kilku innych labo-
ratoriach wyizolowano wiele rdznigcych sie wilasnosciami enzymoéw ka-
talizujgcych utlenianie NADH (32, 49, 81). Ich wiasnos$ci i metody izolacji
opisane zostaty w jednym z poprzednich zeszytow Postepow Biochemii
(43). Wydaje sie, ze sg one roznymi fragmentami natywnej dehydroge-
nazy NADH cze$ciowo zmodyfikowanymi metodyka izolacji (42, 82). Ro-
dzaj grupy prostetycznej dehydrogenazy NADH byt przedmiotem szero-
kiej dyskusji w ciggu ostatnich pieciu lat (38, 45, 50, 74). Ostatecznie
ustalono, ze jest nim FMN (21, 57) a nie FMN i FAD, jak poczatkowo
twierdzit Singer (102). Wyizolowane dehydrogenazy NADH zawierajg
zelazo zwigzane niehemowo w ilcsci od 4 do 18 moli na 1 mol flawiny oraz
grupy tiolowe (21, 50).

Kompleks oksydazy NADH daje sygnat EPR charakterystyczny dla
zelaza, zanikajacy w obecnos$ci substratu pod wpltywem odczynnikow na
grupy tiolowe (96, 97). Sposréd rozpuszczalnych dehydrogenaz NADH,
tylko nieliczne, np. enzym Singera i enzym Haftefi’ego dajg ten sygnat,
poniewaz najcze$ciej w czasie izolacji enzymu zachodzg zmiany w jego
centrum aktywnym i ulega zniszczeniu struktura odpowiedzialna za pow-
stawanie sygnatu (10). Biorgc pod uwage przytoczone dane wydaje sie
stuszna hipoteza Estabrooka i wsp. (97), ze centrum aktywne dehy-
drogenazy NADH zawiera kompleks flawina (FMN)-zelazo niehemowe-
-grupy tiolowe.

6 Postepy Biochemii
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Uwagi korncowe

Zastosowanie nowych metod w badaniu enzyméw flawinowych po-
zwolito na osiggniecie znacznego postepu w ciggu ostatnich 5 lat. Technika
EPR umozliwita badanie nie tylko wolnych rodnikow flawin, ale row-
niez paramagnetycznych atoméw metali (zelaza i molibdenu) wchodza-
cych w skiad wielu enzyméw flawinowych. W ten sposoéb udowodniono
udziat niehemowego zelaza oraz molibdenu w transporcie elektronow.
Mozliwy wydaje sie udziat zelaza niehemowego roéwniez w procesach
przeniesienia energii.

Badanie relaksacji zaabsorbowanej energii Swietlnej dostarczyto in-
formacji o wspotdziataniu metalu i formy semichinonowej flawiny. Udo-
skonalone metody spektrofotometryczne pozwolity na zbadanie zmian
oksydoredukcyjnych flawiny w czasie jednego cyklu reakcji i na iloSciowe
oznaczenie jej form: utlenionej, semichinonowej i zredukowanej. Wy-
stepowanie grup tiolowych w enzymach flawinowych byto znane od daw-
na, ale udziat ich w przenoszeniu elektronéw nie byt jasny. Badania nad
dehydrogenazag lipoamidu pozwolity na ustalenie roli grup tiolowych
w przenoszeniu elektrondw i wigzaniu substratu. Uzyskano réwniez dane
wskazujgce na udziat tak zwanych labilnych grup tiolowych w wigzaniu
metalu z biatkiem.

Wydaje sie, ze dalszy rozwdj badan zmierza do lepszego wyjasnienia
zmian konformacyjnych biatka zwigzanych z przeniesieniem elektronéw.
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Udziat fosfolipidéw w reakcjach taricucha oddechowego

Participation of Phospholipids in the Reactions of the Respiratory Chain
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Role and importance of phospholipids for the enzymatic reactions of the mito-
chondria are discussed.

Fosfolipidy komdrkowe wystepujg gtéwnie jako skiadniki struktur
komérkowych przede wszystkim we frakcji mitochondrialnej i mikroso-
mowej, a prawie zupetnie brak ich we frakcji rozpuszczalnej. Wystepowa-
nie fosfolipidow gtownie w formie komplekséw lipoproteidowych nasuneto
przypuszczenie, ze w skiad takich komplekséw moga wchodzi¢ réwniez
biatka enzymatyczne. Tym samym fosfolipidy rozpatrywane dotad wy-
tacznie jako skiadnik strukturalny mitochondrium mogtyby gra¢ bez-
posrednig role w reakcjach enzymatycznych.

Fosfolipidy z pewnos$cig odgrywajg role w czynnosci niektérych en-
zymoéw mikrosomowych jak fosfataza glukozo-s-fosforanu (20), cytydylo-
transferaza CTP: fosforan choliny (12) oraz oksydoreduktaza NADH: cy-
tochrom ¢ (31). Natomiast dane o udziale fosfolipidéw mikrosomowych
w biosyntezie biatka (29) a takze w transporcie jonu sodowego (28) — sa
kontrowersyjne. Ogromna jednak wiekszo$¢ prac nad rolg fosfolipidéw
w reakcjach enzymatycznych dotyczyta reakcji w tancuchu oddechowym
mitochondriow. Przedmiotem badan byly mitochondria tkanek ssakow,
gtéwnie serca. Uzyskany w ciggu ostatnich kilku lat postep w tej dzie-
dzinie jest w duzej mierze zastugg D. E. Greena i jego wspoipra-
cownikow.

* lek., doktorant Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
** doc. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa.
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Rodzaje fosfolipidow mitochondrialnych

Lipidy stanowig znaczny procent suchej wagi mitochondriow. Mito-
chondria serca wotu zawierajg ich okoto 26%, zas mitochondria watroby
szczura 21—29,6%, przy czym przewazajg wsrod nich fosfolipidy (50—93%
wg réznych autoréw). Fleischer i wsp. (15) podajg, ze w mitochon-
driach serca wotu fosfolipidy stanowiag okoto 90% lipidow. Pozostatos¢
czyli frakcja tluszczéw obojetnych zawiera tez ubichinon, cholesterol,
karotenoid i estry glicerydowe. Frakcja fosfolipidowa sktada sie z 4 fosfo-
lipidéw, z przewagg fosfatydylocholiny (37%) i fosfatydyloetanoloaminy
(31%). Ponadto zaré6wno w mitochondriach serca wotu jak i watroby
szczura znaleziono fosfatydyloinozytol (10%) oraz mate ilosci sfingolipi-
dow. Dla mitochondriow serca charakterystyczna jest duza zawarto$¢
plazmalogenu i kardiolipiny (16%). Niemal cata ilos¢ komérkowej kardio-
lipiny zawarta jest w mitochondriach. Fosfolipid ten jest charakterystycz-
nym sktadnikiem mitochondriéw rowniez u roslin (50). Kardiolipina jest
najbardziej elektroujemnym fosfolipidem, druga jej wazng cecha jest wy-
soki stopien nienasycenia — okoto 3,2 podwdjnych wigzan na jeden atom
fosforu fosfolipidowego. Pozostate fosfolipidy mitochondriow charakte-
ryzuja sie réwniez mniej lub bardziej ujemnym tadunkiem. W poréw-
naniu z mikrosomami mitochondria zawierajg mniej fosfolipidow choli-
nowych przy podobnej zawarto$ci fosfolipidow etanoloaminowych, poza
tym jednak sktad ich nie odbiega jakosciowo ani ilosciowo od fosfolipidow
innych frakcji podkomdrkowych. Nasuwa to przypuszczenie o malej spe-
cyficznosci funkcji komponentu fosfolipidowego w strukturach podko-
moérkowych. Réwniez skiad fosfolipidow poszczeg6lnych komponentow
w mitochondriach (ETP, oksydoreduktazy bursztynian: cytochrom c, oksy-
doreduktazy NADH: cytochrom c, oksydazy cytochromowej) jest podobny
i nie rézni sie od sktadu fosfolipidéw catej organelli (4). Swiadczytoby to
o niespecyficznej funkcji fosfolipidéw w enzymatycznej aktywnosci tych
komponentéw. Jednakze, (por. ponizej), w pewnych reakcjach tancucha
oddechowego absolutnie niezbedny jest okreslony fosfolipid (19, 47).

Pochodzenie i przemiana fosfolipidow mitochondrialnych

Niewiele wiadomo o pochodzeniu mitochondriéw, ostatnie badania
(22, 35) przemawiajg za tym, ze organelle te sg strukturami samorepli-
kujgcymi sie. Zatem winnyby one posiada¢ zdolno$¢ syntetyzowania
swoich gtdwnych sktadnikéw. Badania Roodyna i wsp. (46) wskazuja,
ze mitochondria wolne od zanieczyszczeh mikrosomdw wigczajg znakowane
aminokwasy we frakcje biatkowe, co przemawiatoby za tym, Zze moga
syntetyzowg¢ wiasne biatka. Drugim obok biatek podstawowym skiad-
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nikiem mitochondriow sa fosfolipidy. Wg Rotschilda (45) synteza
wszystkich lipidéw komorki lub przynajmniej niektore jej etapy biegng
we frakcji mikrosomow. We frakcji tej zachodzi: metylowanie zasady azo-
towej fosfolipidow, estryfikacja glicerofosforanu kwasami tluszczowymi,
fosforylowanie dwuglicerydéw, acylowanie lizolecytyny, lizofosfatydy-
loetanoloaminy, tworzenie fosfatydyloinozytolu w reakcji inozytolu z cy-
tydynodwufosfodwuglicerydem, reakcja cytydynodwufosfocholiny z dwu-
glicerydem plazmalogenowym i ceramidami, biosynteza sfingozyny. ROw-
niez biosynteza trojglicerydow przebiega w mikrosomach. Nalezatoby
zatem przyjacé, ze frakcja mikrosomowa jest miejscem wytwarzania fosfo-
lipidbw komérkowych, w tym takze mitochondrialnych. Wedtug Wi 1-
grama i Kennedy’ego (57) mitochondria nie zawierajg enzymow
katalizujacych synteze fosfolipidéw z udziatem koenzyméw cytydynowych,,
Badania grupy Hawthorne’a prowadzone in vivo przemawiajg jed-
nak za tym, iz we frakcji mitochondrialnej zachodzi intensywna synteza
lecytyny z cytydynodwufosfocholiny (27). Réwniez badania nad powsta-
waniem fosfolipidéw z endogennych dwuglicerydéw (39, 40) $wiadcza, ze
synteza fosfolipidow z koenzymoéw cytydynowych a takze reakcje metylo-
wania zasady azotowej fosfolipidu zachodzg we frakcji mitochondrialnej
w réwnym stopniu jak we frakcji mikrosoméw watroby szczura. Dane
Wellsa (55) rowniez wskazujg, ze w mitochondriach zachodzi reakcja
wytwarzania lecytyny drogg metylowania kefaliny (6). Garbus i wsp.
(21) wykazali, ze nieorganiczny, znakowany fosforan ulega bardzo szybko
wcieleniu do fosfolipidéw mitochondrialnych.

Fletcher i Sanadi (18) stwierdzili, ze przecietny biologiczny
okres péttrwania lipidow mitochondrialnych wynosi 10,3 dnia. Poszczeg6l-
ne rodzaje fosfolipiddw wymieniane sg jednak z niejednakowg szyb-
koScig (27). Z badan nad szybkos$cig wigzania 3P in vivo wynika, ze ze
strukturg mitochondriéw najtrwalej zwiazane sg fosfolipidy o wiekszym
tadunku ujemnym (fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol i kardiolipina),
a przynajmniej czes¢ fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydylocholiny ulega
wymianie duzo szybciej niz wynikatoby to z danych Fletchera i Sanadi.
Prawdopodobnie w mitochondriach sg dwie odrebne pule metaboliczne
fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydylocholiny: jedna o krétszym okresie
pottrwania obejmujgca fosfolipidy metabolizowane podczas trwania orga-
nelli, i druga, o diuzszym okresie — ztozona z fosfolipidow wymienia-
nych dopiero po rozpadzie struktury organelli. Wg Pascaud (43) wy-
miana kwasow tluszczowych lecytyny tak w mitochondriach jak w innych
frakcjach podkomoérkowych (mierzona szybkosciag wbudowywania octanu
14C) nastepuje w ciggu ok. 3 godzin. Zatem przynajmniej niektére fosfoli-
pidy ulegajg szybkiej odnowie badz w wyniku biosyntezy fosfolipidow
w mitochondriach, badZ tez droga zastepowania fosfolipiddbw mitochon-
drialnych przez gotowe czasteczki zsyntetyzowane w mikrosomach.
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Rola fosfolipidéw w tancuchu oddechowym

W roku 1934 Sinclair zauwazyt (49), ze zuzycie tlenu przez miazge
z tkanki zwiekszato sie po dodaniu fosfolipidéw. Chociaz obserwacje te
trudno zinterpretowaé, zwrdcita ona uwage na role fosfolipidéw w pro-
cesach utleniania. Dopiero lata piecdziesigte przyniosty szybki postep
w tej dziedzinie. Pierwszych, choé posrednich dowodéw znaczenia fosfo-
lipiddw mitochondrialnych dla funkcji mitochondriéw dostarczyty bada-
nia nad wptywem fosfolipaz na oddychanie. W roku 1953 Braganca
i Quastel (5 stwierdzili hamowanie wielu enzyméw w mitochon-
driach mézgu pod wptywem fosfolipazy A. W tym samym roku Ny-
gaard i Summer (42) zauwazyli, ze krystaliczna lecytynaza A inak-
tywuje uktad oksydoreduktazy bursztynian: o 2 (oksydaza bursztynianowa)
w mitochondriach watroby szczura. tagodna hydroliza przy pomocy tego
enzymu inaktywowata uktad catkowicie, podczas gdy uszkodzenia zar6wno
samej dehydrogenazy bursztynianowej jak i oksydazy cytochromowej
byty nieznaczne. Dodatek cytochromu c nie przywracat aktywnosci, z czego
autorzy wnioskowali, ze lecytynaza A uszkadzata cze$¢ sktadowg uktadu
wigzacg dehydrogenaze bursztynianowg i cytochrom ¢. Nagaard (41)
stwierdzit, ze w tych samych warunkach ulegata rowniez inaktywacji
oksydoreduktaza NADH: 0: (oksydaza NADH). Mechanizm dziatania le-
cytynazy byt identyczny jak w przypadku oksydoreduktazy burszty-
nian: 02

Juz w roku 1938 stwierdzono hamowanie utleniania bursztynianu pod
wptywem fosfolipazy C z Cl. perjringens (59), zaS Tookey i Balls
(51) obserwowali to samo zjawisko pod wptywem fosfolipazy D. Dopiero
jednak Ambe i Crane (3) badajgc czastki przenoszgce elektrony
(z mitochondriéw serca wotu), zdotali przywréci¢ zniesiong dziataniem fos-
folipazy A aktywno$¢ oksydazy bursztynianowej przez jednoczesne do-
danie cytochromu c i fosfolipidu. Nie wykluczato to jednak mozliwosci,
ze hamowa¢ oddychanie mogty produkty reakcji katalizowanych przez
fosfolipazy.

Bezposrednich dowodéw udziatu fosfolipidow w poszczeg6lnych funk-
cjach mitochondriéw dostarczyty badania ostatnich lat, gtéwnie szkoty
Greena. Pionierskie doSwiadczenia nalezag do Lestera i Flei-
schera (33). Aby stwierdzi¢ niezbednos$¢ fosfolipidéow dla danej reakcji
nalezato wykazac¢, ze: a. usuniecie fosfolipidéw z mitochondriéow lub ich
fragmentow pociggnie za sobg catkowitg utrate aktywnos$ci enzymatycznej,
b. dodanie fosfolipidéow odtwarza te aktywno$¢, w stopniu proporcjonal-
nym do ilosci zwigzanego przez mitochondria lipidu. Lester i F lei-
scher ekstrahujac mitochondria mieszaning acetonu z wodag wykazali
prawie catkowitg utrate aktywnos$ci oksydazy bursztynianowej i oksydazy
NADH, przy zachowaniu niemal nietknietej struktury. Aktywnos$¢ enzy-
matyczng mozna byto przywraca¢ w sposéb zalezny od warunkéw ekstrak-



15] FOSFOLIPIDY W ODDYCHANIU 539

cji. Po ekstrakcji acetonem zawierajagcym 4% wody do przywrdcenia
aktywnos$ci wymagane byto jedynie dodanie ubichinonu. Natomiast po
ekstrakcji acetonem zawierajgcym 10% wody, co usuwato okoto 80%
fosfolipidow z mitochondridw, dodatek ubichinonu nie wystarczat dla
przywrocenia aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej, lecz niezbedne
okazato sie dostarczenie takze fosfolipidow. Od dawna jest rzeczg znang,
ze pomiedzy endogennymi fosfolipidami mitochondriéow i dodanymi z zew-
natrz fosfolipidami szybko ustala sie rédwnowaga (14). Fosfolipidy sg
rowniez tatwo whudowywane do preparatow wyekstrahowanych acetonem
(15). Szybko$¢ wbudowywania zalezy od rodzaju fosfolipidu. Sposrod
trzech fosfolipidow mitochondrialnych najwydatniej wigze sie kardiolipina,
stabiej fosfatydyloetanoloamina, najmniej za$ lecytyna. W miare pobiera-
nia fosfolipidéw przez mitochondria wydajnos¢ reakcji ich wigzania ma-
leje i przy pobraniu okoto llj-ig fosforu fosfolipidowego na mg biatka
(okoto 0,2—0,3mg fosfolipidu) osiaga warto$¢ graniczng (stan nasycenia).
Stan nasycenia odpowiada stosunkowi fosfolipidu do biatka w nienaruszo-
nych mitochondriach. Stopien reaktywacji aktywnos$ci enzymatycznej jest
proporcjonalny do ilosci zwigzanego fosfolipidu. W stanie nasycenia reak-
tywacja osigga 100%. W zaleznosci od rodzaju fosfolipidu reaktywacje
osigga sie w ciggu kilku do kilkunastu minut. Reakcja reaktywacji nie
wymaga energii, ani obecnos$ci zadnych dodatkowych kofaktoréw i jest
zupeitnie niespecyficzna. Aktywnosé przywracaty zaréwno fosfolipidy mi-
tochondrialne jak i fosfolipidy sojowe (azolektyna). Podkresli¢ nalezy,
ze skuteczno$¢ fosfolipidu w odtwarzaniu aktywnosci zalezy od stanu
fizycznego w jakim jest dodawany do mitochondriow. Fleischer
i Klouwen (17) wykazali, ze fosfolipid musi by¢ w stanie micellarnym.
Zewnetrzna powtoka micelli jest hydrofilowa, natomiast grupy hydrofo-
bowe skierowane sg do wewnatrz. Warunkuje to rozpuszczalno$é lipidu
w wodzie i ma duze znaczenie w procesie jego wigzania z biatkiem (por.
nizej). Stan micellarny uzyskuje sie przez sonikacje (34) albo przez dialize
w stosunku do wody (17). Zawiesina fosfolipidow ulega wdwczas przejas-
nieniu.

Pewne reakcje, zachodzace w mitochondriach zalezag od fosfolipidow.
Obecnosé lecytyny jest niezbedna do enzymatycznego utleniania P-hy-
droksymaslanu. Ten fosfolipid jest specyficznym aktywatorem apode-
hydrogenazy [3-hydroksymaslanu i w obecno$ci grup SH wigze sie z apo-
proteidem tworzac kompleks czynny enzymatycznie (47, 48). Dziatanie
kompleksu wyizolowanego z mitochondriéw nie zalezy od egzogennej le-
cytyny. Zalezno$¢ ta pojawia sie z chwilg rozbicia kompleksu. Zdolnos¢
odtwarzania aktywnos$ci majg jedynie lecytyny, przy czym moze to byé
zaréwno lecytyna mitochondrialna jak i lecytyna syntetyczna. Reakty-
wacja dehydrogenazy jest tym wieksza im wyzszy jest stopien nienasyce-
nia reszt kwasowych dodanej lecytyny (32). | tak syntetyczna lecytyna
zawierajaca jedng reszte (3-oleilowg daje peing reaktywacje, podczas gdy
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syntetyczna lecytyna z dwiema resztami nasyconych kwasow ttuszczo-
wych ma tylko nieznaczny wpityw. Do uzyskania maksymalnej reakty-
wacji nalezy doda¢ okoto 200 czasteczek lecytyny na kazda czasteczke
apoenzymu (stosunek wagowy ilosci dodanej lecytyny do biatka wynaosi 2).
Dlatego tez lecytyna nie moze by¢ uwazana za klasyczny koenzym, cho¢
ze wzgledu na Scistg specyficzno$¢ i zalezno$¢ aktywnosci od stezenia
przypomina ona koenzym.

Badania szkoty Greena wykazaly, ze funkcje oksydoreduktaz
bursztynian: cytochrom c i NADH: cytochrom c sg zalezne od fosfolipidow
(s, 16). Ekstrakcja mieszaning acetonu z wodg powoduje utrate aktywnosci
enzymatycznej, dodatek fosfolipidow aktywno$¢ te odtwarza.

Wiele prac poswiecono zagadnieniu zaleznos$ci oksydazy cytochromowej
od fosfolipidow (10, 53, 26, 37—s). Oczyszczony preparat oksydazy cyto-
chromowej przygotowany wg Greenlees i Wainio (25 wymagat
do dziatania dodatku fosfolipidéw. Dodanie fosfolipidow wzmaga o kilka-
set procent aktywnos$¢ natywnego enzymu, oraz odtwarza aktywnosé
preparatu ubogiego w fosfolipidy. Dodanie zwigzkow powodujgcych rozbi-
cie lipoproteidéw (dezoksycholan) do roztworu zawierajacego cytochrom
¢ i fosfolipid powoduje spadek aktywnosci oksydazy cytochromowej.
Brierley i Merola (7) ekstrahowali oczyszczong oksydaze cyto-
chromowag z serca wotu mieszaning acetonu z wodg zmniejszajgc zawartos¢
lipiddw o potowe. Powodowato to prawie catkowite unieczynnienie enzy-
mu. Fosfolipidy z mitochondriow lub poszczegbélne oczyszczone frakcje
fosfolipidowe (fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloinozytol, kardiolipina)
odtwarzaty w 50°0 pierwotng aktywno$¢, a stopien reaktywacji byt pro-
porcjonalny do iloSci pobranego przez enzym fosfolipidu. Przy 50%
reaktywacji ilos¢ zwigzanego fosfolipidu rowna byta zawartosci fosfoli-
pidu w preparacie oksydazy przed ekstrakcjg. lgo i wsp. (30) doniesli,
ze w stosowanych przez nich warunkach doswiadczenia wyekstrahowany
preparat oksydazy cytochromowej najlepiej reaktywowata lizolecytyna
z drozdzy. Przy uzyciu duzych stezen cholanu Tzagaloff i McLen-
nan (52) byli w stanie usuna¢ z oksydazy cytochromowej do 85% zwig-
zanego fosfolipidu przez dwukrotne frakcjonowanie enzymu. Dodajac do
tego preparatu fosfolipidy mitochondrialne udato im sie odtworzy¢ ponad
90% aktywnos$ci. Das i wsp. (11) wykazali dosSwiadczalnie wigzanie cy-
tochromu c¢ fosfolipidem cho¢ zagadnienie czy rola fosfolipidu polega na
wigzaniu cytochromu c¢, czy na uczestniczeniu we wspbétdziataniu cyto-
chromu c z oksydaza pozostaje w dalszym ciggu kwestig otwartg. Proste-
tyczne grupy cytochromu c i oksydazy cytochromowej sa lipofilowe
i fosfolipid mdgtby stanowié¢ odpowiednie srodowisko w mitochondriach
umozliwiajgce wspdtdziatanie tych grup. Widmer i Crane (56) opi-
sali rozpuszczalng w lipidach forme cytochromu c, ktérg mozna wyekstra-
howa¢ heptanem. Ten rozpuszczalny cytochrom c¢ mozna wytworzy¢ mie-
szajac roztwor zredukowanego cytochromu ¢ z mitochondrialnymi fosfo-
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lipidami i ekstrahujac mieszanine heptanem. Prawdopodobnie cytochrom c
dziata w tahcuchu oddechowym w postaci rozpuszczalnej w lipidach jako
kompleks cytochrom c¢— fosfolipid.

Ostatnio opisano ciekawe zachowanie sie transhydrogenazy mitochon-
drialnej pod wptywem oczyszczonej fosfolipazy A i rozpuszczalnikow
organicznych (44). Czynniki te zmieniajg wilasciwosci transhydrogenazy
w stosunku do substratu. Nieuszkodzony enzym moze przenosi¢ wodory
albo z NADH2 albo z NADPH2 Fosfolipaza A a takze ekstrakcja enzymu
mieszaning acetonu z wodag powoduja, ze enzym moze przenosi¢ wodory
tylko z NADH2 na akceptor (autorzy stosowali sztuczny akceptor: dwu-
nukleotyd 3-acetylopirydynoadenylowy — 3-APAD). Przypuszcza sie, ze
w nieuszkodzonym enzymie rola czasteczki lecytyny polega na zblizeniu
miejsc wigzania substratéw tak, ze zdolny jest on do obustronnego prze-
noszenia wodoréw (schemat 1).

\

NADP —»>NAD — » Akceptor (3-APAd)

Odtaczenie lecytyny
(fosfolipaza A+Ca*7 ekstrakcja
mieszaninami, acetonu lub Il!rz.
alkoholu amylowego z woda)

NADP —X— » NAD ------ ** Akceptor(3-APAd)

Sirzatki oznaczajg kierunek przenoszenia wodoréw

Schemat 1. (wg 44)

Fosfolipidy graja rowniez istotng role w aktywnos$ci ATP-azy zaleznej
od Mg+2 (9).

Do zrozumienia roli fosfolipidéw cho¢ kilka stdw poswieci¢ nalezy na-
turze wigzan miedzy fosfolipidem a biatkiem. Fleischer (13) pod-
sumowujac wyniki badan wtasnych i innych badaczy stwierdza, ze wigza-
nia te wydaja sie by¢ dwojakiego rodzaju, elektrostatyczne i hydrofo-
bowe. Przyktadem wigzania elektrostatycznego jest wigzanie zasadowego
biatka cytochromu c z kardiolipina. Wigzanie to powstaje miedzy kwasem
fosforowym czasteczki fosfolipidu a wolnymi grupami aminowymi biatka.
Machinist i wsp. (36) otrzymali kompleks sktadajgcy sie z 32 moli
kefaliny na mol cytochromu c. Stosunek ten zgadzatby sie z liczbg wolnych
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grup aminowych cytochromu c. Autorzy ci sugerujg, ze cytochrom c znaj-
duje sie w otworze w blonie mitochondrialnej zwigzany elektrostatycz-
nie z ujemnie natadowanymi fosfolipidami pokrywajacymi wiekszg cze$é
powierzchni otworu. Wigzaniami drugiego typu sg wigzania hydrofobowe.
Polegajag one na polarnym wspoétdziataniu miedzy parafinowymi obsza-
rami na powierzchni biatka i resztami kwasow ttuszczowych fosfolipidow.
Miedzy fosfolipidem a biatkiem moga powstawaé¢ wigzania jonowe, jednak
z reguty naktadajg sie one na wigzania hydrofobowe.

Znaczenie fosfolipidéw mitochondrialnych

Badania wykonane przy pomocy mikroskopu elektronowego (23) wy-
kazujg, ze wiekszo$¢ fosfolipiddw mitochondridw nie jest niezbedna do
zachowania ich zasadniczej struktury. Z przytoczonych powyzej rozwazanh
wynika jednak, ze fosfolipidy stanowig integralng czes¢ sktadowg mito-
chondriéw i trudno pomys$leé¢ o jakiejkolwiek funkcji mitochondridw,
ktéra odbywataby sie bez ich udziatu. Rola fosfolipidéw moze by¢ zwiaza-
na z ich fizycznymi wiasciwosciami — ze zdolnoscig do tworzenia micelli,
ktére moga dziata¢ jako pomosty miedzy hydrofilowymi i hydrofobowymi
obszarami, badz grupami funkcjonalnymi. Hydrofobowe taricuchy biatka
wymagajg lipidu jako pomostu do fazy wodnej. Wspdétdziatanie substratu
z NAD wymaga rowniez hydrofobowego $rodowiska (23). Enzymy pirydy-
nowe posiadajg wtasny obszar hydrofobowy tworzacy integralng czes¢
ich struktury. Dehydrogenaza P-hydroksymaslanu tym réznitaby sie od
innych enzymdw pirydynowych, ze w jej apoenzymie nie ma obszaru
hydrofobowego. Obszar ten stanowi odtgczalna od biatka lecytyna.

Rola fosfolipidow mogtaby polega¢ na ich zdolnosci do ustawiania hy-
drofobowych grup funkcjonalnych i solubilizacji nierozpuszczalnych w wo-
dzie czasteczek takich jak ubichinon. Wg Greena (24) fosfolipidy mi-
tochondrialne nie sg rozmieszczone réwnomiernie wzdtuz taricucha od-
dechowego lecz tworza rodzaj pakiecikOw umozliwiajacych przenoszenie
elektron6w miedzy poszczeg6lnymi kompleksami tafcucha oddechowego.
Role fosfolipidéw moznaby zatem rozumie¢ jako tworzenie $rodowiska,
w ktérym zanurzone sg i odpowiednio ustawione do wspdétdziatania grupy
funkcjonalne. Hydrofobowe ugrupowania fosfolipidu stuzytyby dodatkowej
funkcji tworzenia srodowiska o niskiej statej dielektrycznej.

Wystepowanie fosfolipiddw w mitochondriach w duzych iloSciach oraz
niski stopien specyficznosci lub jej brak przy odtwarzaniu funkcji enzy-
matycznych przemawia raczej przeciwko petnieniu przez nie roli koenzy-
mu. Jednakze jeden opisany ostatnio w literaturze przypadek wskazuje,
ze mozliwo$¢ tego rodzaju istnieje. Badania Abdullaha i Davis o-
na (1, 2) nad mechanizmem hamowania dehydrogenazy bursztynianowej
fosfolipazg A dowodza, ze w preparatach drozdzy zachodzi tworzenie sie
a-acylc-P-sukcynyloglicerofosforylocholiny i odwodorowanie tego zwigz-
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ku z utworzeniem a-acylo-P-fumaryloglicerylofosforylocholiny a nastep-
nie odtgczenie fumaranu od fosfolipidu. Fosfolipaza A hamuje pierwszy
etap tego procesu (schemat 2).

Dodany syntetyczny
sukcynylofosfatyd

-2H
Bursztynian — » Sukcynyl(%/fosfatyd ------ » Fumarylofosfatyd — » Famaran

I ------------------- Fosfatyd----------
Zablokowanie
przez fosfolipaze A

Schemat 2. (wg 1)

Fosfolipidy odgrywajg nieposlednig role w procesie gromadzenia ener-
gii w mitochondrium. Wydaje sie, ze wszystkie reakcje prowadzace do
syntezy wysokoenergetycznego wigzania oraz przeniesienia go na ADP
wymagajg ochrony przed hydrolitycznym dziataniem wody. Fosfolipid
otacza prawdopodobnie kompleks, w ktérym zachodzi synteza ATP.

Fosfolipidy odgrywaja wreszcie role w transporcie jondw przez btone
mitochondrialng. Dane Wojtczaka i wsp. (58) wskazujg na Scisty
zwigzek miedzy syntezg fosfolipiddw mitochondrialnych a kurczeniem mi-
tochondriow. Btona mitochondrialna jest ujemnie natadowana i mozliwe,
ze ujemnie natadowane grupy fosfolipidéw kontrolujg transport przez bto-
ne. Usuniecie lipidow powoduje utrate a dodanie fosfatydyloinozytolu
przywraca zdolno$¢ kurczenia wywotanego przez ATP (54).
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ANNA B. WOJTCZAK *

Transport jonéw i metabolitow przez btony
mitochondrialne

Transport of lons and Metabolites across Mitochondrial Membranes

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

The transport of ions and metabolites across mitochondrial membranes is
reviewed. Différent mechanisms involved in this transport are discussed in relation
to mitochondrial metabolism.

Mitochondria znajdujg sie w komorkach prawie wszystkich tkanek
zwierzecych i roslinnych. W organellach tych zachodza gtéwne procesy
dostarczajace organizmowi energii, tzn. catkowite utlenienie substratéw
organicznych do dwutlenku wegla i wody, powigzane z wytwarzaniem
i z magazynowaniem energii, ktora sie podczas tego procesu uwalnia.
Badania sprzed lat okoto dwudziestu ustality, ze w mitochondriach zloka-
lizowane sg uklady enzymatyczne, katalizujgce utlenianie réznych sub-
stratéw, a wiec cykl kwasow tréjkarboksylowych, uktad utleniania kwa-
séw ttuszczowych, dehydrogenazy aminokwaséw oraz uktad utleniajacy
NADH2 zwany inaczej taricuchem oddechowym. W mitochondriach zlo-
kalizowane sg takze uktady fosforylacyjne, wspdtdziatajace scisle z ukia-
dami utleniajgcymi: uktad fosforylacji oksydacyjnej substratowej, wy-
twarzajagcy GTP podczas reakcji sprzezonej z utlenianiem kwasu ketoglu-
tarowego, oraz uktad fosforylacji oksydacyjnej, wytwarzajgcy ATP pod-
czas utleniania NADH: przez taincuch oddechowy.

Wyniki badan ostatnich lat dziesieciu uzyskane gtownie przy pomocy
mikroskopu elektronowego pozwolity na ustalenie morfologicznej budowy
mitochondrium, co wraz z danymi biochemicznymi umozliwito lepsze zro-
zumienie mechanizmdéw wspotdziatania uktadéw oksydoredukcyjnych i fos-
forylacyjnych. Mitochondria izolowane z serca, nerki lub watroby wygla-
daja na zdjeciu mikroskopowo-elektronowym jak pecherze o podwdjnej
btonie. Btona zewnetrzna jest tatwo przepuszczalna — pozwala na przeni-
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kanie jonoéw, nukleotydéw i sacharozy, lecz nie przepuszcza poliglukozy.
Btona wewnetrzna jest natomiast praktycznie prawie nieprzepuszczalna
dla nukleotydow nikotynamidowych, kationéw, anionéw nieorganicznych
précz fosforanu i arsenianu, wiekszosci anion6w organicznych i sacharozy.
Jest ona pofatdowana do wewnatrz tworzac tzw. cristae. Obszerniejsze
wiadomosci o budowie mitochondriéw zamieszczone sg we wcze$niejszych
zeszytach Postepow Biochemii (44, 46). Przestrzen ograniczona btong we-
wnetrzng, zawierajgca tzw. matrix, zachowuje sie jak osmometr doskonaty
stosownie do rdwnania:

v="+vRA

gdzie V oznacza objeto$¢ osmometru w roztworze substancji o stezeniu c,
v .o, Odpowiednig objeto$¢ przy stezeniu nieskoriczenie duzym, a k jest
wielko$cig statg. Badania przeprowadzone w 0,25M roztworze sacharozy
wykazaty, ze osmotycznie czynna przestrzen wynosi okoto 50% calej
zawartos$ci wody mitochondrium watroby, a jest troche mniejsza w mito-
chondriach miesniowych (26, 40). Zdjecia z mikroskopu elektronowego
pokazuja, ze pecznienie mitochondriéw zachodzi gtéwnie dzieki powiek-
szeniu objetosci matrix przy jednoczesnym rozfatdowaniu blony we-
wnetrznej.

Bardzo ograniczona przepuszczalno$¢é izolowanych mitochondriow
w stosunku do wiekszosci metabolitow, a szczegolnie substratow utlenial-
nych, od dawna sprawiata duzg trudno$¢ w zrozumieniu dziatania mi-
tochondriéw in vivo. Na podstawie badan lat ostatnich mozemy obecnie
wyréznié¢ szereg mechanizméw umozliwiajagcych przechodzenie substancji
przez wewnetrzng btone mitochondrialna.

Jak wspomniano, kationy jednowartosciowe nie przechodzg przez nie-
uszkodzong bione, obecno$¢ pewnych substancji powoduje jednak zmiane
jej przepuszczalnosci. Pewne antybiotyki i hormony, jak np. walinomy-
cyna (29, 33), gramicydyna (12), hormon gruczotéw przytarczycowych (34)
i prawdopodobnie tyroksyna (25) zwiekszajg przepuszczalno$s¢ wzgledem
kationdw. Gdy w $Srodowisku zawierajgcym np. walinomycyne, ktora czyni
btone przepuszczalng dla potasu, znajduje sie ponadto utlenialny substrat
i fosforan, mitochondria nie tylko wymieniajg jony KJ ze $rodowiskiem,
ale i nagromadzajg wewnatrz potas w stezeniach wyzszych niz w otocze-
niu. Nagromadzenie zachodzace przeciw gradientowi stezen, odbywa sie
kosztem energii dostarczonej przez utlenianie substratu oddechowego.
Procesy tego typu nazwano transportem aktywnym, to jest zaleznym od
energii. Istniejg réwniez i inne typy transportu nazywanego czasami
»aktywnym?”, ale w innym tego stowa znaczeniu. Chodzi tu o przenoszenie
substancji w zasadzie bez zuzycia energii, ale przy udziale specjalnych
uktadoéw przenoszgcych. Tak dzieje sie w przypadku nukleotydéw ade-
ninowych, przenoszonych przez zlokalizowany w btonie ukiad transpor-
tujgcy, czuty na blokowanie atraktylanem (substancja typu glikozydu
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0 toksycznym dziataniu). Transferaza acylo-CoA takze znajduje sie praw-
dopodobnie w btonie i umozliwia przeniesienie zaktywowanego kwasu
thuszczowego w postaci estru karnityny. Przeniesienie NADH2— proces
bardzo wazny dla metabolizmu komorki — jest jeszcze bardziej skompli-
kowane i wymaga wspdidziatania dwoch dehydrogenaz jabiczanowych:
jednej znajdujacej sie w cytoplazmie, drugiej — wewnatrz mitochondridw.
Wreszcie przypuszcza sig, ze zwigzki posrednie w cyklu Krebsa przenoszo-
ne sg przy udziale systemu permeaz, ktére dziatajg specyficznie nie tyle
w stosunku do poszczegdlnych kwasow, ile w odniesieniu do grup o okres-
lonej konfiguracji przestrzennej.

Transport kationéw jedno- i dwuwartosciowych

Izolowane mitochondria wykazujg bardzo ograniczong przepuszczalnosé
wzgledem jednowartosciowych kationéw. Amoore i Bartley (1, 2)
wykazali przy pomocy 42K, ze dodane jony K+ wymieniajg sie bardzo po-
woli z endogennym potasem w mitochondriach watroby. W roku 1962
Neubert i Lehninger (30), badajagc dziatanie réznych czynnikéw
wywotujgcych pecznienie mitochondriéw watroby szczura zauwazyli, ze
gramicydyna A powoduje bardzo szybkie pecznienie uzaleznione Scisle
od obecnosci jednowartosciowych kationéw: K+, Na+, Li+. W $rodowisku
zawierajacym wytacznie sacharoze lub bufor Tris-HCI gramicydyna nie
powodowata pecznienia. Inny antybiotyk, walinomycyna, powodowat
w obecnosci jonow K+ bardzo szybkie pecznienie (29, 33), ktéremu to-
warzyszyto nagromadzenie potasu wewnatrz mitochondriéw, przy jedno-
czesnym wydzielaniu do srodowiska jonéw HHMv iloSciach réwnomolarnych
do gromadzonego potasu. Jednoczesnie obserwowano szybkie utlenianie
substratu oddechowego, przy czym obecno$¢ fosforanu dziatata stymu-
lujgco tak na pecznienie, jak i na szybko$¢ oddychania. Chappell
i Crofts (12) podjeli nastepnie podobne badania, uzywajgc gramicy-
dyny A i D. Stwierdzili, ze gramicydyna wywotuje zmiany zupetnie ana-
logiczne jak walinomycyna, jest jednak czynnikiem mniej specyficznym
i wspotdziata ze wszystkimi kationami jednowartosciowymi, podczas gdy
walinomycyna wspoétdziata tylko z K , Rb+ i Cs+. Chappell
i Crofts(12) wysuneli jako hipoteze roboczg mozliwo$¢, ze gramicydyna
i walinomycyna zwiekszajg przepuszczalno$¢ biony mitochondrialnej
wzgledem kationéw jednowartosciowych dziatajac chemicznie na fosfoli-
pidowg membrane. W obecnosci tych substancji wymiana kationéw ze
Srodowiskiem powinna by¢ zatem mozliwa w obie strony, co tez potwier-
dzono doswiadczalnie. W obecnos$ci gramicydyny endogenny potas z izolo-
wanych mitochondriow szybko dyfundowat do $rodowiska. Hipoteza oka-
zala sie stuszna nie tylko w odniesieniu do bton mitochondrialnych; grami-
cydyna i walinomycyna zwiekszaty przepuszczalno$¢ bton erytrocytéw
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(takze fosfolipidowej natury) oraz nawet sztucznych bton tzw. micelli
fosfolipidowych, utworzonych przez spreparowanie w szczegOlny sposéb
emulsji lecytynowej (13). Bezposrednia przyczyna nagromadzania potasu
w mitochondriach i obserwowanego jednocze$nie zakwaszenia $rodowiska
jest jednak niejasna. Chappell i Crofts (13) tlumaczg to zjawisko
w oparciu o hipoteze Mitchella (27, 28), ktéra zaktada, ze w blonie
mitochondrialnej dziata mechanizm zalezny od energii utleniania lub od
ATP, wyrzucajgcy protony na zewnatrz btony, przy czym wnetrze mito-
chondrium staje sie bardziej alkaliczne niz $rodowisko. Dzieki mechaniz-
mowi temu, zwanemu pompg protonowg, ustala sie na blonie pewien po-
tencjat elektrochemiczny, ktéry moze byé Zzrédiem energii dla syntezy
ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji lub moze byé zuzytkowany na
transport jonéw, czy w innych jeszcze procesach. Hipoteza pompy proto-
nowej Mitchella jest podstawg rozwijanej przez niego chemi-osmotycznej
teorii oksydacyjnej fosforylacji. W odr6znieniu do formutowanej daw-
niej przez Slatera, Chance’a i innych autoréw teorii intermediatowej, hi-
poteza Mitchella wyklucza udzial posrednikéw chemicznych w reakcji
sprzegania utleniania z fosforylacja, a zaktada, ze rozdzielenie tadunkéw
w btonie mitochondrialnej powodowane przez pompe protonowg wytwarza
warunki, w ktérych synteza ATP z ADP i fosforanu przebiega juz sa-
morzutnie. Dyskusja pomiedzy zwolennikami obu teorii trwa i w obecnej
chwili nie ma danych doswiadczalnych, ktére mogtyby spér rozstrzygnaé.

Nie negujac mozliwosci istnienia posrednikéw oksydacyjnej fosfory-
lacji, Chappell i Crofts przyjmujg hipoteze Mitchella o pompie protono-
wej jako punkt wyjscia w ttumaczeniu mechanizmu transportu kationdw.
Wedtug tych autoréw (13) kolejnos¢ proceséw jest nastepujaca: mitochon-
dria zawieszone w izotonicznym roztworze KC1 w obecnosci utlenialnego
substratu lub ATP wyrzucajg protony, ale zachodzi to z niewielkg szyb-
koscig, gdyz K+ nie moze w drodze wymiany wej$¢ do wnetrza. Dopiero
dodanie walinomycyny lub gramicydyny zwieksza przepuszczalno$é btony
i obserwuje sie wymiane K+-H+. Wymiane te ogranicza ilos¢ protonéw
wewnatrz mitochondrium, totez szybko ustaje ona i nie obserwuje sie ani
wzrostu zuzycia tlenu przez mitochondria ani ich pecznienia. Dopiero do-
danie zwigzku, ktéry przenika do mitochondriow (np. fosforanu lub octa-
nu) i dysocjuje tam tworzac dodatkowe protony i aniony, powoduje wzrost
oddychania i pecznienie mitochondriow. Bezpos$rednim tedy powodem
pecznienia jest wzrost ciSnienia osmotycznego wewngtrz mitochondrium
dzieki nagromadzeniu soli. Nie wszystkie aniony nieorganiczne podtrzy-
mujg pecznienie. Zupetnie nie przenikajg Cl-, SOr-, NO03; natomiast
przenikajg fosforan, arsenian, octan i CO02 Proces pecznienia ilustruje
schemat 1.

Jezeli odcig¢ doptyw energii zasilajgcej pompe protonowg, doptyw jo-
noéw ustaje; mitochondria kurczg sie. Skurcz ten obserwuje sie¢ po dodaniu
inhibitorow utleniania, np. przy uzyciu bursztynianu skurcz wywotuje
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antymycyna A, przy glutaminianie — antymycyna A lub rotenon. Wy-
tworzenie warunkéw anaerobowych powoduje skurcz przy kazdym sub-
stracie. Skurcz nastepuje takze po dodaniu tzw. substancji rozprzegajacych
fosforylacje oksydacyjna, np. dwunitrofenolu. Gdy zrodtem energii trans-
portu jondéw nie jest substrat oddechowy lecz ATP, wtedy zaréwno do-
danie dwunitrofenolu jak i oligomycyny wywotuje skurcz. Oligomycyna
hamuje fosforylacje oksydacyjna, dzialajagc prawdopodobnie na poziomie
ufosforylowanego posrednika. Skurcz pod wptywem inhibitoréw oddycha-
nia, ewentualnie oligomycyny, zachodzi nie tylko jako nastepstwo przer-
wania transportu kationéw do wnetrza mitochondrium, ale i dlatego, ze
wraz z odcieciem doptywu energii poprzednio nagromadzony kation dyfun-
duje z powrotem do Srodowiska (13, 16, 22). Doptyw energii potrzebny
jest zatem nie tylko do nagromadzenia, ale takze do utrzymania kationu
wewnatrz mitochondrium.

Schemat 1. Proponowany mechanizm dziatania gramicydyny i walinomycyny na
mitochondria (wg 13)

X ~ 1 oznacza wysokoenergetyczny nieufosforylowany posrednik oksydacyjnej fosforylacji,
ktéry moze powstawaé kosztem energii ATP lub oddychania

Zachowanie sie mitochondriow w obecnosci soli amonowych jest
szczegoOlnie interesujgce, gdyz w pewnej mierze sprawdza prawidtowosé
omawianej hipotezy (13). W obecnosci gramicydyny i bursztynianu do-
danie NH4Cl szybko stymuluje oddychanie nawet w nieobecnosci fosfo-
ranu lub innego dyfundujacego anionu. Nie obserwuje sie tez pecznienia,
a wrecz odwrotnie — skurcz. Ttumaczy sie to w nastepujgcy sposob:
NH4 , podobnie jak inne kationy, wymienia sie z H+ w obecnoS$ci grami-
cydyny. Wewnatrz mitochondriow NH4" moze jednak, w odrdéznieniu od
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kationdw metali alkalicznych, dysocjowa¢ na NHs+ H+. Amoniak, jako
czasteczka obojetna, tatwo dyfunduje z mitochondriéw, a H+ moze ulegac
wymianie z nastepnymi jonami NH” , wzglednie wypompowaniu przez
pompe protonowa, co powoduje stymulacje oddychania. Zachodzi przy tym
usuwanie K+ z mitochondriow prawdopodobnie dlatego, ze NH| ze $ro-
dowiska wymienia sie réwniez z K+ z wnetrza mitochondrium, znowu
nastepuje dysocjacja NH| wewnatrz mitochondrium, wypompowanie H+,
dyfuzja NH3, itd. Efektem kohAcowym tych zjawisk jest wyrugowanie K+
z mitochondrium, obnizenie ci$nienia osmotycznego i skurcz. Podobnie jak
jon amonowy dziataja aminy organiczne o matej czasteczce. Mechanizm
ten pokazany jest na schemacie 2.

“)

Zewnatrz Wewnatrz

H++ NHa NH; N H"H ++NHs

t

X~1

=%

Schemat 2. Dziatanie NH4 na mitochondria ttumaczone wedtug mechanizmu przed-
stawionego na schemacie 1 (wg 13)

(@) Dwojaka rola NH +, polegajaca na wymianie NH+-H+ i na dysocjacji NH+. (b) Dziata-
tanie NH + rugujgce K+ z mitochondriéw

Azzi, Rossi i Azzone (3) zauwazyli, ze mitochondria preinku-
bowane z EDTA zachowujg sie podobnie jak w obecnosci gramicydyny lub
walinomycyny. Autorzy wysnuli stad wniosek, ze EDTA, ktory jest sub-
stancjg chelatujagcg magnez i wapn, odcigga magnez z btony mitochon-
drialnej, czynigc jg przepuszczalng dla kation6w jednowartosciowych.
Potwierdza to fakt, ze magnez dodany w stezeniu przewyzszajacym ste-
zenie EDTA przeciwdziata pecznieniu mitochondriéow i wszystkim towa-
rzyszacym temu zjawisku zmianom. Prawdopodobnie zatem magnez zwig-
zany w bionie mitochondrialnej warunkuje jej specyficzng nieprzepusz-
czalno$¢ dla jednowarto$ciowych kationdw. Takie zjawiska jak kontrola
oddechowa, aktywno$é ATP-azy, pecznienie, skurcz i szybko$¢ oddycha-
nia bytyby wiec zalezne od istnienia w bionie kompleksu Mg — biatko
lub Mg — fosfolipid.

Skou (39 wykryt uktad przenoszacy so6d i potas zwany ATP-azg
transportujaca (,transport ATP-aza”), wystepujacy w bitonach erytrocy-
téw, w btonach komdrek nerwowych i innych oraz w endoplazmatycznym
retikulum. Uktad ATP-azy transportujgcej pod wieloma wzgledami rézni
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sie od opisanego wyzej uktadu dzialajacego w mitochondriach. ATP-aza
transportujgca zuzywa jako zrédto energii wytgcznie ATP, podczas gdy
mechanizm przenoszacy kationy przez btone mitochondrium potrafi takze
wykorzysta¢ energie utleniania substratow bezpos$rednio lub przy udziale
hipotetycznych nieufosforylowanych intermediatow wysokoenergetycz-
nych. ATP-aza transportujgca przenosi tylko jony potasu i sodu, przy czym
magnez jest aktywatorem reakcji, natomiast aktywnemu transportowi
w mitochondriach podlega wiele kation6éw jedno- i dwuwarto$ciowych.
Wreszcie uktady te rdéznie reagujg na szereg inhibitoréw; ouabaina jest
specyficznym inhibitorem ATP-azy transportujacej, a nie dziata na ukiad
mitochondrialny. Z kolei ukiad mitochondrialny hamowany jest przez
szereg inhibitordw utleniania i oksydacyjnej fosforylacji, ktére nie wpty-
waja na ATP-aze transportujaca.

Prace doswiadczalne z ostatnich kilku lat na temat transportu katio-
néw do mitochondriow mozna z pewnego punktu widzenia podzieli¢
na dwie grupy. Jedna z nich, do ktérej nalezg prace Lehningera
i wsp. (18, 20, 36) oraz grupy Greena (5), zajmuje sie nagromadzaniem
kationdbw w mitochondriach na tzw. duzg skale, przekraczajgcg zjawiska
fizjologiczne. Badacze ci zajmujg sie drobiazgowym okre$laniem warun-
kéw reakcji, potrzebnych skitadnikéw Srodowiska, ich optymalnym steze-
niem oraz opisujg stechiometrie wymiany jonéw towarzyszacej nagroma-
dzaniu. Ttumaczenie samego zjawiska na podstawie tych danych jest jed-
nak bardzo zawiktane. i nie wydaje sie przekonywujgce. Jedynie zdjecia
z mikroskopu elektronowego mitochondriéw ,,natadowanych” wapniem lub
strontem pozwolity rozstrzygnaé gdzie wigzg sie te kationy. Okazato sie, ze
kationy dwuwartoSciowe gromadzg sie wytgcznie w matrix (20). Badania
drugiej grupy, do ktorej nalezag prace Chance’a (3), Chappella
i Greville’a (14), Chappella i Croftsa (10, 11, 12) Oraz
Sarisa (38), zajmujg sie nagromadzaniem na tzw. matg skale i ktadg
szczeg6lny nacisk na zmiany towarzyszace poczatkowej fazie procesu, wy-
odrebniajgc w ten sposéb przyczyny pierwotne oraz zmiany wtdrne. Sto-
sowane sg przy tym metody raczej fizyko-chemiczne niz chemiczne. Spec-
jalna aparatura skonstruowana przez Chance’a a nastepnie rozbu-
dowana i ulepszona przez jego wspoOtpracownikow, pozwala na jednoczesne
mierzenie zuzycia tlenu, zmian pH, zmian stezenia K+, pecznienia i skur-
czu mitochondriéw. Aktywno$¢ oddechowg mitochondriow mierzy sie me-
todg polarograficzng (elektrodg tlenowg) lub oznaczajgc stan oksydoreduk-
cji poszczeg6blnych sktadnikéw tancucha oddechowego metodg spektrofoto-
metrii r6znicowej. Zmiany objeto$ci mitochondriéw mierzy sie na podsta-
wie rozproszenia Swiatlta, a zmiany stezenia jonow K+ i H+— elektro-
chemicznie.

Rozsprzeganie oksydacyjnej fosforylacji przez Ca4’l zaobserwowat
Chance (7) juz w roku 1955. Okazato sie potem, ze analogicznie dzia-
tajg i inne kationy dwuwarto$ciowe, a wiec Sr++ i Mn+f. Obecnie wia-
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domo, ze wszystkie te kationy podobnie jak kationy jednowarto$ciowe
gromadza sie w mitochondriach w czasie aktywnego procesu. Jednak nie-
uszkodzona biona mitochondrialna nieprzepuszczalna dla kationow jed-
nowarto$ciowych tatwo przepuszcza kationy dwuwarto$ciowe. Nie wia-
domo w tej chwili, czy dziata jaki$ system przenosnikéw tych kationdw,
czy po prostu wykazujg one wieksze powinowactwo chemiczne do fosfo-
lipidowej blony. Charakterystyka gromadzenia sie tych kationéw i to-
warzyszace temu zjawiska, jak pecznienie, skurcz i wyrzucanie protonéw,
przedstawiajg sie troche inaczej niz w przypadku kationéw jednowartos-
ciowych. Np. gromadzeniu kationéw dwuwarto$ciowych w obecnosci octa-
nu towarzyszy zawsze pecznienie, natomiast w obecnosci fosforanu na-
stepuje pecznienie albo skurcz zaleznie, czy dany kation tworzy rozpusz-
czalny czy nierozpuszczalny fosforan. Skurcz nastepuje np. przy groma-
dzeniu strontu i manganu, natomiast nie wystepuje w obecnosci wapnia.
Fosforany wapnia, apatyt i hydroksyapatyt sa co prawda Zle rozpuszczalne,
ale wykazuja, zwitaszcza hydroksyapatyt, specjalne wiasciwosci charak-
terystyczne dla wymieniaczy jonowych. Tym, by¢é moze ttumaczy sie jego
nietypowe zachowanie sie w mitochondrium. Chance i inni twierdzg co
prawda, ze Ca++ wigze sie specyficznie w miejscach sprzegajacych oksy-
dacyjna fosforylacje, to znaczy w tym samym miejscu co ADP. Dowodem
tego moga by¢ pomiary spektrofotometryczne stopnia utleniania i redukcji
poszczeg6lnych skiadnikéw tancucha oddechowego w obecnosci Ca++ (s,
34). Rasmussen (34) uwaza, ze tak samo wigge sie magnez. Rdznica
jest tylko taka, ze wapn przenika spontanicznie, a przenikanie magnezu
jest utatwiane przez hormon przytarczycowy, ktory jest jedyng znang do-
tychczas substancjg fizjologiczng zmieniajacg przepuszczalno$¢ btony mi-
tochondrialnej dziatajgca juz w niskich stezeniach. Magnez za$, jak juz
powiedziano, odgrywa byé moze specyficzng role w regulacji przepuszczal-
nosci btony mitochondrialnej. Taka korelacja w dziataniu tych dwéch
czynnikOw in vitro moze mie¢ znaczenie takze in vivo. Rasmussen (34)
badajagc szczeg6towo wptyw hormonu przytarczycowego na nagromadza-
nie magnezu zauwazyt, ze zwiekszeniu przepuszczalnosci btony dla mag-
nezu towarzyszy zwiekszenie przepuszczalno$ci dla potasu; nie wiadomo
jednak, czy oba zjawiska sg ze sobg powigzane przyczynowo. Hormon
przytarczycowy nie wptywa na przenikanie przez btone wapnia i innych
kationow dwuwartoSciowych. Kompetycja Ca++ i Mg++ w procesie na-
gromadzania moze oznaczaé, ze wigzg sie one w tych samych miejscach.

Wedlug Rasmussena (34) w matrix znajduje sie substancja
0 wiasnosciach polianionu, ktéra wigze kationy. Ilo$¢ jednak tych miejsc
wigzacych jest ograniczona i nagromadzanie nie, mogtoby zachodzi¢ na
wiekszg skale. Obecnos$¢ przenikajgcego anionu, np. fosforanu lub octanu
w srodowisku wzmaga zatem nagromadzanie. W Srodowisku pojawiaja
sie wtedy jony H+, ktére powstaty w wyniku reakcji polianionu, fosforanu
lub octanu, z kationem. Stosunek wyrzuconych protonéw do nagromadzo-
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nego kationu zalezy zatem od stechiometrii reakcji zachodzacej wewnatrz
mitochondrium. W wypadku gromadzenia wapnia bez dyfuzji anionu
ze Srodowiska stosunek :Ca++ wynosi 1. W obecnosci fosforanu two-
rza sie obojetne sole zgodnie z reakcja:

3Me++ + 2HPO™* - -* Mes(P042 + 2H+ 1

Stosunek H+ :Ca+L wynosi tu 1,5 co potwierdzajg bezposrednie pomiary
(35, 36). Przyjmujemy, ze w pH ok. 7,2 jon fosforanowy wystepuje gtow-
nie w formie dwuujemnego anionu.

W przeciwiefistwie do Rasmussena, Chappell i Crofts uwazajg prze-
mieszczenie protonéw za zjawisko pierwotne, a ruch kationdw za zjawisko
wtdrne, towarzyszgce wytworzeniu elektrochemicznego gradientu btony
przez pompe protonowg. Natomiast Rasmussen uwaza, ze kationy wchodzg
aktywnie i rugujg protony z wnetrza mitochondriéw. Doswiadczalne roz-
wigzanie tego zagadnienia nie wydaje sie obecnie mozliwe. Natomiast
wszyscy wymienieni autorzy sg zgodni, ze ruch anionéw jest zawsze bierny
i jest nastepstwem czynnego nagromadzania kationow.

Transport anionéw i metabolitow

Transport anion6éw i metabolitéw rozpatrywany bedzie tutaj tgcznie,
poniewaz wiekszo$s¢ metabolitdéw mitochondrialnych wystepuje w postaci
anionéw. Wspomniano juz, ze aniony nieorganiczne nie przenikajg przez
btone mitochondrialng prawie wcale z wyjgtkiem fosforanu i arsenianu.
Przypuszcza sie, ze przenikanie fosforanu uwarunkowane jest obecnoscia
w blonie specjalnego uktadu przenoszgcego. Jon arsenianowy, jako analog
anionu fosforanowego, dziata kompetycyjnie w wielu reakcjach zachodza-
cych w mitochondrium, prawdopodobnie wiec przenika przez bione przy
pomocy tego samego uktadu co fosforan. Trzeba zaznaczy¢, ze ta wysoka
specyficzno$¢ wobec anionéw nieorganicznych jest cechg wytacznie natu-
ralnych bton fosfolipidowych i nie wystepuje w sztucznych micellach.
Badajac sztuczne btony fosfolipidowe Bangham, Standish i Wat-
ki ns (4) stwierdzili, ze jony chlorkowe i jodkowe przenikajg przez
nie bardzo szybko, podczas gdy azotany, siarczany i fosforany — duzo
wolniej. Zatem ograniczong przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych
w stosunku do anionow nieorganicznych warunkujg prawdopodobnie kom-
pleksy lipoproteidowe.

Jak wspomniano, przenikanie aniondw przez bione mitochondrium
jest biernym nastepstwem transportu kationow. Istniejg jednak warunki,
w ktérych aniony organiczne przenikajg do wnetrza, mimo ze transport
kationéw w jaki$ sposéb jest uniemozliwiony. Taka sytuacja jest np.
wtedy, gdy mitochondria intensywnie oddychajg w obecnosci substratu
i substancji rozprzegajgcych np. dwunitrofenolu. Nagromadzenie katio-
néw jest w tym przypadku niemozliwe, gdyz odciety jest doptyw energii,
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oddychanie jednak zachodzi, a wiec substrat musi przenika¢ do wnetrza.
Powstaje zatem pytanie, czy przenikanie substratow utlenialnych jest
bierne, to znaczy niezalezne od energii, a uwarunkowane tylko réznica
stezen i szybkoscig ich zuzytkowywania, czy tez uklad transportujacy
substraty ogranicza szybko$¢ ich utleniania.

Doswiadczenia wykazaty, ze transport anionéw rzeczywiscie jest bier-
ny, gdyz nie zuzywa energii, jest on jednak ograniczony specyficznoscia
btony w stosunku do pewnych grup substancji. Juz dawno obserwowano
duze roznice w aktywnosci oddechowej mitochondriow rdznego pocho-
dzenia wobec réznych substratow. Chappell (9) zauwazyt, ze cytry-
nian utlenia sie bardzo stabo, natomiast w obecnosci katalitycznych iloSci
jabtczanu intensywno$¢ oddychania wzmaga sie wielokrotnie. De Haan
i Tager (17) stwierdzili, ze utlenianie a-ketoglutaranu zachodzi duzo
szybciej w obecno$ci malonianu. Van den Bergh i Slater (41)
uzywajgc sarkosoméw z miesni skrzydtowych muchy, wykazali, ze nie-
uszkodzone mitochondria utleniajg z duzag szybkoscig tylko a-glicero-
fosforan i pirogronian + jabtczan. Natomiast po sonikacji aktywnos$¢ odde-
chowa wobec wielu intermediatow cyklu Krebsa wyréwnata sie (tablica 1).

Tak zwana ,latentno$¢” niektérych enzyméw mitochondrialnych moze
by¢ w pewnych przypadkach wyttlumaczona nieprzepuszczalnoscig btony
dla substratow. Na przyktad hydrataza fumaranu jest nieaktywna, gdy
bada sie cate mitochondria, lecz aktywnos$¢ jej wzrasta wielokrotnie po
lizie spowodowanej tritonem X100 (14). Jest to dowodem, Ze przepuszczal-
no$¢ btony ogranicza metabolizowanie pewnych substratow.

Chappell i Haarhoff (15) badali pecznienie mitochondriéw
w 0,1M roztworze soli amonowych substratéw i pochodnych substratéw.
Pecznienie wywotywano w obecnosci inhibitoréw oddechowych, aby wy-
kluczy¢ wszelki udziat energii. Sole metali jednowarto$ciowych nie wy-
wotywaty w tych warunkach w ogoéle pecznienia. Autorzy sadzg, ze dzieje

Tablica 1
W ptyw rozbijania ultradZzwiekami (sonikacji)
na aktywno$¢ oddechowa mitochondriéw z mieéni skrzydtowych muchy (41)

Substrat Mitochon- Mitochon-

dria cate dria rozbite
a-glicerofosforan 634 464
Pirogronian +jabtczan 263 244
Bursztynian 36 257
NADH 2 31 381
a-ketoglutaran 25 131
Izocytrynian 21 298
Glutaminian 23 53

Jabtczan 24 68
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sie tak, poniewaz nieuszkodzona btona nie przepuszcza zadnych kationdw,
przepuszcza natomiast obojetne czasteczki NHs powstajagce z dysocjacji
jondw NHi . Amoniak wewnatrz mitochondriéw wigze H+ i tworzy jon
amonowy, ktéry z kolei przycigga do wnetrza anion. Pecznienie zachodzi
jednak dopiero wtedy, gdy w Srodowisku jest jeszcze fosforan lub arsenian.
Rola fosforanu polega tutaj na dostarczaniu proton6w przez dysocjacje
H:POi' oraz dostarczaniu jonéw HPOi~, ktére mogga wymienia¢ sie
z anionem organicznym. Mechanizm ten jest przedstawiony na schema-
cie 3.

Zewnatrz Btona wewnetrzna Wewnatrz
i
NHa H+ + NHs
Aniony bursztynian_
jednozasadowe
OH*
Aniony Ho PO‘4 W
dwuzasadowe HzAs0
CHsCOO*
Stabe kwasy CHz COOH CHoCOOH
CH3CO00"+H+

Schemat 3. Przenikanie soli amonowych r6znych anionéw (wg 15)

Rozumowanie to zawiera w jednym punkcie do$¢ powazng niejasnosc,
mianowicie rola fosforanu nie jest dobrze uzasadniona i niejasne jest dla-
czego wewnatrz mitochondriéw zachodzi dysocjacja HPOi pomimo nie-
czynnej pompy protonowej (utlenianie substratu zablokowane inhibito-
rem). Zaobserwowano w kazdym razie, ze w opisanych warunkach do
mitochondridw przenika caty szereg substratow. Inne natomiast, jak np.
cytrynian, wymagajg ponadto obecnosci jabtczanu. Zebrane wyniki Chap -
pella i Haarhoffa (15) podaje tablica II.

Jak wida¢ z tego zestawienia, ani wielko$¢ czasteczki, ani stopien dy-
socjacji nie okre$lajg specyficznosci przenikania tych substancji. Wydaje
sie, ze kwasy jednokarboksylowe wchodzg raczej jako czasteczki nie-
zdysocjowane, a nie na drodze wymiany OH~-anion lub HPO+_-anion,
gdyz przenikanie ich nie wymaga obecnosci fosforanu. Natomiast w przy-
padku kwaséw dwu- i tréjkarboksylowych Chappell i Haarhoff
postulujg istnienie specjalnych enzymdw nazwanych przez nich permeaza-
mi, ktére wykazujg specyficzno$¢ wobec substancji o okreslonej konfigu-
racji przestrzennej.
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Tablica »
Przenikanie anionéw przez btone mitochondrialng (15)
Aniony przenikajace i
. w obecnosci Aniony nie
w obecnosci . -
fosforanu i przenikajace
fosforanu .
jabtczanu
Fosforan D-jabtczan Cytrynian Chlorek
Arsenian L-jabtczan m-akonitan Bromek
Mroéwczan Malonian D-winian Dwuweglan
Octan Bursztynian L-winian Siarczan
Propionian Metyleno- Fumaran
Maslan bursztynian Maleinian
1 mezo-winian iraws-akonitan

Dotychczasowe obserwacje intensywnos$ci zuzywania roéznych sub-
stratbw przez mitochondria przemawiajg za istnieniem permeaz. Dalsze
préby zmierzajg do znalezienia bezposrednich dowodow istnienia permeaz,
lub stwierdzenia innego sposobu przenikania substratow.

Wybidrcza i bardzo ograniczona przepuszczalno$é btony mitochondrial-
nej wzgledem zwiagzkow posrednich w cyklu Krebsa pozwala utrzymac
wysokie stezenie substratow wewnatrz mitochondrium, co umozliwia
funkcjonowanie catego cyklu utleniania.

Gtownymi substratami dostarczanymi mitochondriom przez cytoplazme
sg pirogronian i NADH2 Pirogronian wnika przez btone dobrze, natomiast
NADH: prawie wcale. W komorce jednak zachodzi utlenianie NADH:
gromadzgcego sie podczas glikolizy. Okazato sie, ze sposéb utleniania
NADH:2 nie polega na przenoszeniu czasteczek przez uktad w rodzaju
permeaz, a na dziataniu uktadu oksydoredukcyjnego, przez ktory przeno-
szony jest tylko woddr, natomiast pule cytoplazmatycznych i mitochon-
drialnych nukleotydéw nikotynamidowych nie wymieniajg sie. Wedtug
Krebsa (23) utlenianie gromadzonego w cytoplazmie NADH:2 odbywa
sie przy wspdtudziale dehydrogenazy jabtczanowej, ktéra znajduje sie
zaréwno w cytoplazmie, jak i w mitochondriach. W wyniku reakcji:

cytoplazma
szczawiooctan + NADH2*"—  —2 jabiczan + NAD 2
mitochondria
w cytoplazmie powstaje jabtczan, ktory tatwo dyfunduje do mitochon-
driow, tam utlenia sie¢ do szczawiooctanu, redukujgc wewnatrzmito-
chondrialng pule NAD, ktory dalej utlenia sie w tancuchu oddechowym.
Aby uktad ten mogt spetniaé przypisywanag mu funkcje, nalezy przyjac,
ze zaréwno jabiczan, jak i szczawiooctan przenikajg tatwo przez bione
mitochondrialng. Jak obecnie wiadomo, jabtczan jest jednym z najlepiej
przenikajacych substratéw (15), a szczawiooctan rowniez przenika dobrze
(43). Uktad jabtczan — szczawiooctan — dehydrogenaza jabtczanowa jest
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najbardziej rozpowszechniony i dziata prawdopodobnie w wiekszos$ci tka-
nek zwierzat kregowych. W mie$niach owadoéw natomiast dziata prawdo-
podobnie inny ukiad utleniajgcy NADH2 (s, 19):

fosfodwuhydroksyaceton + NADH:2”* a-glicerofosforan -f NAD 3

a-glicerofosforan + flawoproteiduti. # fosfodwuhydroksyaceton +

+ flawoproteidzred 4

Dehydrogenaza a-glicerofosforanu, katalizujgca reakcje 3, znajduje sie
w cytoplazmie (enzym Baranowskiego). Natomiast reakcja s zachodzi
w mitochondriach przy udziale enzymu flawinowego (flawinowa dehydro-
genaza a-glicerofosforanu). Zaréwno a-glicerofosforan, jak i fosfodwuhy-
droksyaceton dobrze przenikajg przez btony sarkosoméw. Nalezy podkres-
lic, ze ukilad dehydrogenaz a-glicerofosforanu moze przenosi¢ wodor
z NADH:2 tylko w jednym kierunku, to znaczy do mitochondriéw, gdyz
w mitochondriach a-glicerofosforan redukuje nie NAD, lecz flawoproteid,
ktéry oddaje woddr przez uktad cytochromowy- na tlen bez udziatu mito-
chondrialnego NAD. Natomiast uktad dehydrogenazy jabtczanowej moze
dziata¢ w obu kierunkach zaleznie od stosunku NAD:NADH: w cytoplaz-
mie i mitochondriach, oraz od bezwzglednej réznicy stezen jabiczanu
wewnatrz i zewngatrz mitochondriow. Gdy w cytoplazmie istnieje duze
zapotrzebowanie na NADH2 np. w procesie glukoneogenezy, woéwczas
reakcja 2 tak w mitochondriach jak i w cytoplazmie przebiega w kierunku
odwrotnym, niz to zaznaczono strzatkami.

Nasuwa sie pytanie, jaki jest udziat tych dwéch uktadéw w utlenianiu
NADH2 w poszczegdlnych tkankach. Czesciowag odpowiedZ na to pytanie
dato zbadanie aktywnos$ci dehydrogenazy jabiczanowej i dehydrogenaz
a-glicerofosforanu w réznych tkankach. Okazato sie (37), ze watroba za-
wiera obie dehydrogenazy a-glicerofosforanu i dehydrogenaze jabtczanowg
w ilosciach, ktore umozliwiajg dziatanie obu systemoéw. Natomiast miesien
sercowy nie zawiera wcale mitochondrialnej dehydrogenazy a-glicerofosfo-
ranu i bardzo mato — cytoplazmatycznej. Z tego wynikatoby, ze w sercu
gtéwng role w transporcie NADH: spetnia uktad dehydrogenazy jabicza-
nowej. W miesniach owadow w trakcie glikolizy nagromadza sie a-glice-
rofosforan, a nie kwas mlekowy (24), uwaza sie zatem, ze ukiad dehydro-
genaz a-glicerofosforanu odgrywa w nich istotng role w utlenianiu cyto-
plazmatycznego NADH2

Udziat karnityny w przenoszeniu i utlenianiu kwaséw ttuszczowych
zostat omdwiony w oddzielnym artykule Postepéw Biochemii (45).

Nukleotydy adeninowe: ATP, ADP i AMP przenikajg bardzo szybko
przez btony mitochondrialne, ale wydaje sie, ze transport ten zachodzi
dzieki istnieniu specjalnego uktadu przenoszacego. Swiadczy o tym: po
pierwsze — duza specyficznos¢, gdyz inne nukleotydy, précz adeninowych,
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nie przenikaja; po drugie — hamowanie przenikania przez atraktylan
(31, 32).

Omoéwione w niniejszym artykule zagadnienia dotyczace przenoszenia

roznych substancji przez btony mitochondrialne przedstawia schemat 4.

zalezny od karnityny

Schemat 4. Mechanizmy przenoszenia r6znych substancji przez btone mitochondrialng

(wg 15, zmodyfikowany)

Objasnienia: FP i FpH.—flawoproteid (dehydrogenaza a-glicerofosforanu) utleniony i zredu-
kowany, GP —a-glicerofosforan, PDA —fosfodwuhydroksyaceton, M —jabtczan, OA —szcza-
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JOZEF ZBOROWSKI*

Udziat karnityny w utlenianiu kwasow ttuszczowych
w mitochondriach

The Influence of Carnitine on the Oxidation of Fatty Acids in Mitochondria

> PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

The role carnitirve esters in the transfer of fatty acyl groups across mitochondrial
membranes is reviewed.

DL-karnityna (kwas P-hydroksy-y-betainomastowy) jest szeroko roz-
powszechniona ws$réd mikroorganizméw, roslin, zwierzat bezkregowych
i kregowcow. Miesnie szkieletowe zwierzagt kregowych sg najbogatszym
jej zrodtem (25) i w nich tez po raz pierwszy w roku 1905 wykazali jej
obecno$¢ Gulewitsch i Krimberg (44) oraz niezaleznie — Kut-
scher (53). Pierwsze préby wyjasnienia fizjologicznej roli karnityny
podjeto w latach 1936—37 (78, 79), jednak dopiero gdy 10 lat pdZniej
Fraenkel (23,24, 25 i Carter (17) ustalili, ze karnityna jest egzo-
gennym czynnikiem wzrostowym dla niektérych owaddw, zwigzkiem tym
zainteresowato sie wielu badaczy.

Fritz (27, 28, 29) wykazal, ze pozbawiony biatek wycigg z mieséni
szkieletowych szczura wzmaga utlenianie dtugotancuchowych kwasow
ttuszczowych in vitro w homogenatach i skrawkach watroby; analogicznie
dziatata dodana syntetyczna DL-karnityna. Natomiast kwasy laurynowy
(C12) i kaprylowy (C8 utleniane byty przez homogenaty watroby z maksy-
malng szybkoscig bez udziatu karnityny (31). Karnityna zwiekszata row-
niez utlenianie dtugotancuchowych kwasow ttuszczowych we fragmentach
miesni szkieletowych (34). Nie wzmagata ona natomiast utleniania diugo-
tancuchowych kwasow tluszczowych w uktadach rozpuszczalnych, kiedy
fragmenty watrobowe poddane byty dziataniu dezoksycholanu, lub gdy
ulegty dostatecznie dobremu rozbiciu pod wpltywem czynnikéw mecha-
nicznych i homogenizowania w wodzie destylowanej (30). Sugerowato to,
ze zachowanie struktury wewnatrzkomoérkowej jest warunkiem dziatania
karnityny. Za wnioskiem tym przemawialy réwniez inne obserwacje.
Karnityna nie wpiywata na reakcje aktywowania kwasu ttuszczowego
opisang przez Kornberga i Pricera (51), ani na utlenianie pal-

* Mgr, doktorant PAN — Zaktad Biochemii Instytutu Biologii DosSwiadczalnej
im. M. Nenckiego.
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mitylo-CoA, co wskazywato, ze dziatla ona na etapie wcze$niejszym, ani-
zeli utworzenie tego zwigzku posredniego w procesie B-oksydacji i ze moze
ona utatwiac¢ przejscie kwasu palmitynowego do miejsca, w ktorym jest
on utleniany.

Fritz, Kaplan i Yue (35 prowadzac badania na izolowanych
sarkosomach z mies$nia sercowego stwierdzili, ze dodanie karnityny zwigk-
sza kilkakrotnie szybkos$¢ utleniania dtugotanicuchowych kwaséw ttuszczo-
wych, przy czym wptyw CoA na szybko$é utleniania zaznacza sie jedy-
nie w obecnosci karnityny. Wykazali oni, ze obecnos¢ grupy OH przy
weglu B w czasteczce karnityny jest konieczna i z wielu zsyntetyzowanych
przez nich pochodnych karnityny dziatat jedynie kwas R-hydroksy-y-dwu-
metyloaminomastowy. Dane o udziale karnityny potwierdzit i ugruntowat
Bremer (s, 9 10), ktdry obserwowat szybkie utlenianie estréw karni-
tynowych niektérych kwaséw ttuszczowych w mitochondriach z réznych
organéw szczura.

Doktadne dane o szybkosci utleniania wolnych kwaséw ttuszczowych
i ich estrow karnitynowych dla catego szeregu homologicznego w mito-
chondriach z réznych organéw kregowcow podali Bode i Klingen-
berg (), adla owadow —Bennakkers (2).

Z tablicy 1 wynika, ze mitochondria z r6znych organow réznig sie pod
wzgledem zdolnoSci utleniania wolnych kwaséw tluszczowych, oraz ze
estry karnitynowe dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych sg utleniane
z duzo lepszg wydajnoscig, anizeli wolne kwasy tluszczowe. W mito-
chondriach z mies$ni szkieletowych estry karnitynowe utleniaja sie ze
znaczng szybkosScig, podczas gdy utlenianie wolnych kwaséw tluszczo-
wych nie zachodzi w ogéle. W mitochondriach watroby natomiast, wolne
kwasy ttuszczowe utleniaja sie z do$¢ znaczng szybkos$cig, a karnityna
zdaniem jednych autordw (ss) jest niezbedna dla osiggniecia maksymalnej
szybkosci utleniania, wedtug innych wptyw jej jest niewielki, chociaz wy-
raznie zalezny od dtugosci tafcucha alifatycznego (4, 5, s). (rysunek 1).

Rys. 1 Utlenianie kwasow ttuszczowych o réznej dtugosci tancucha w izolowanych
mitochondriach watroby szczura (wg 6)
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Do wyjasnienia mechanizmu dziatania karnityny przyczynity sie ba-
dania Friedmana i Fraenkla (26), ktorzy wykazali mozliwo$¢
odwracalnej reakcji acylacji karnityny przez acetylo-CoA przy udziale
acetylotransferazy acetylo-CoA: karnityna (E.C.2.3.1.7) w reakcji:

0]
|
CH3—C-SCoA + (CH33\I+CH2—c|h chZXoct

1 OH
(CH3AN+CH2—CH CHX00~ + CoASH !

470
ch3

Wytworzone w tej reakcji wigzanie estrowe acetylokarnityny jest
wigzaniem wysokoenergetycznym.

Dalsze badania prowadzace do wyjasnienia funkcji i znaczenia karnity-
ny staty sie mozliwe dzieki ustaleniu istnienia kompartamentéw mito-
chondrialnych, w ktérych zachodzi aktywacja kwasow ttuszczowych kosz-
tem ATP lub GTP oraz kompartamentéw, w ktorych kwasy tluszczowe
sg utleniane. Ultrastruktura mitochondriéw oraz hipotetyczny schemat
oksydacyjnej fosforylacji byty omdwione w poprzednich zeszytach Po-
stepéw Biochemii (84, 85, 88).

I. Mechanizm aktywacji kwaséw ttuszczowych w mitochondriach

Wstepnym etapem na drodze utleniania kwasu tluszczowego w pro-
cesie P-oksydacji jest powstanie ,zaktywowanego” kwasu ttuszczowego
przy udziale CoASH. Znane sg dwa ukfady enzymatyczne w mitochon-
driach katalizujgce aktywacje kwasu ttuszczowego. Pierwszy z nich wy-
maga ATP i zostat opisany dla kwasu octowego (58) oraz dla diugotancu-
chowych kwasow tluszczowych (51). Reakcje aktywacji katalizuje ligaza
(AMP) kwas ttuszczowy: CoA nazywana potocznie syntetazg acetylo-CoA
(E.C.6.2.1.2) dla kwasu octowego i syntetazg acylo-CoA (E.C.6.2.1.3) dla
dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych.

Reakcja ta przebiega nastepujaco:

R.COOH + ATP + CoASH " R.COSCoA + AMP + PPi 2

Czynniki rczprzegajace oksydacyjng fosforylacje np. 2,4-dwunitrofenol
(2,4-DNP), hamujg reakcje 2 niezaleznie od tego, czy ATP jest syntety-
zowany w mitochondriach, czy tez dodany z zewnatrz (22, 49). Gdy reakcja
2 zachodzi kosztem dodanego ATP oligomycyna przeciwdziata wpltywowi
DNP, hamujgc ATP-aze stymulowang przez substancje rozprzegajace (54).
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Drugi uktad aktywujgcy kwasy ttuszczowe opisany niedawno (69), wy-
maga GTP i katalizuje reakcje:

R.COOH + GTP + CoASH " R.COSCoA + GDP + Pi 3

Aktywacje przy udziale GTP stwierdzono po raz pierwszy w mito-
chondriach watroby wotu, a ostatnio wykazano istnienie obu opisanych
uktadéw aktywujacych w izolowanych mitochondriach watroby szczu-
ra (4).

GTP powstaje przy utlenianiu a-ketoglutaranu w reakcji fosforylacji
substratowej:

sukcynylo-CoA + GDP - Pi ™ bursztynian + CoA + GTP 4

i moze reagowa¢ z ADP lub AMP (20, 45):
GTP + ADP ™~ GDP + ATP 5
GTP + AMP ™ GDP + ADP 6

Nieznaczna czes¢ GTP w specjalnych warunkach wykorzystywana jest
w reakcji (71):

szczawiooctan -f- GTP ~ GDP + fosfoenolopirogronian -f- C02 7

Na mozliwos$¢ udziatu fosforylacji substratowej w aktywacji kwasow
tluszczowych zwrocit uwage juz w roku 1945 Lehninger (55 wy-
kazujac, ze kwasy ttuszczowe moga ulega¢ utlenieniu w nieobecnosci
nukleotydéw adeninowych, jezeli w $rodowisku inkubacyjnym znajduje
sie a-ketoglutaran. Bode i Klingenberg (s) stwierdzili p6zniej,
ze a-ketoglutaran jest niezbedny dla catkowitego utlenienia dtugotancu-
chowych kwasdw ttuszczowych niezaleznie od obecnosci innych zwigzkéw
posrednich cyklu Krebsa. Fosforylacja substratowa nie jest hamowana
przez 2,4-dwunitrofenol (46, 47), natomiast jest hamowana przez niskie
stezenia arsenianu (19, 70). Aktywacja kwasow ttuszczowych kosztem GTP,
powstajagcego na drodze fosforylacji substratowej moze zachodzi¢ w mito-
chondriach w obecnosci czynnikéw rozprzegajacych oksydacyjng fosfo-
rylacje np. w obecnosci 2,4-DNP, lub duzych stezen niektérych diugo-
tancuchowych kwaséw ttuszczowych (7, ss), jednakze nie w obecnosci
duzych stezer ortofosforanu (4). Wydaje sie, ze ten rodzaj aktywacji kwa-
sow ttuszczowych w komorkach in vivo ma duze znaczenie.

1. Mechanizm dziatania estréw karnitynowych
w transporcie grup acylowych przez btony mitochondrialne

Jak juz wspomniano, karnityna jest acetylowana enzymatycznie
w obecnosci kwasu octowego, ATP i CoA (26). Enzym katalizujacy te re-
akcje wyizolowano z rozpuszczalnej frakcji watroby i czeSciowo oczysz-
czono (38, 39). Stwierdzono takze, ze znaczne ilosci acetylokarnityny two-
rzg sie podczas utleniania pirogronianu w obecnosci karnityny (s, 9, 14).
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Grupa acetylowa L-acetylokarnityny (D-izomer jest inhibitorem acety-
lotransferazy acetylo-CoA: karnityna (64)) zachowuje sie jak ,czynny
octan” i w obecnos$ci niewielkich stezen bursztynianu jest catkowicie utle-
niana w cyklu Krebsa przez mitochondria w warunkach, w ktdrych
nie zachodzi utlenianie kwasu octowego (s). Na podstawie tych obser-
wacji Bremer (s) wysuwa przypuszczenie, ze acetylo-CoA pochodzacy
z przemian cukrowcéw moze by¢ wykorzystany np. do biosyntezy kwa-
séw tluszczowych przy udziale pozamitochondrialnej acetylotransferazy
acetylo-CoA: karnityna. Karnityna dziata wiec jako przenosnik grup acety-
lowych przez btony mitochondrialne. Bremer (9, 10) udowodnit nastep-
nie jej udziat w przenoszeniu réwniez innych grup acylowych do mito-
chondriow. Stwierdzit on bowiem, ze r6zne dtugotancuchowe kwasy ttusz-
czowe podane w formie estrow karnitynowych sg wydajnie utleniane przez
mitochondria. W obecnosci zwigzkdéw posrednich cyklu Krebsa pro-
duktem utleniania byt C02 a w nieobecnosci — kwas acetooctowy.

W mitochondriach (11, 32) i w mikrosomach (11) wykazano tez odwra-
calng reakcje:

palmityio-CoA -f karnityna ~ palmitylokarnityna + CoA 8
katalizowang przez palmitylotransferaze palmitylo-CoA: karnityna. Oka-
zato sie, ze palmitylokarnityna utlenia sie w sarkosomach serca lepiej ani-
zeli palmitylo-CoA, a dodatek karnityny stymuluje utlenianie palmity-
lo-CoA i stearylo-CoA w nieobecnos$ci ATP. Przemawia to za udziatem
karnityny w transporcie acylo-CoA do kompartamentu (5-oksydacji. Po-
dobnie utlenianie acetylo-CoA stymulowane jest przez karnityne, nato-
miast nie wptywa ona na utlenianie kwasu octowego.

Fritz i Schultz (37) oraz Norum (63) wykazali, ze acetylo-
transferaza jest specyficznym enzymem acylacji krotkotancuchowych,
a palmitylotransferaza — dtugotancuchowych kwaséw tluszczowych. Za-
proponowany przez Fritza (3540) mechanizm dziatania karnityny
przedstawia schemat 1.

Acyio-CoA CoA Przestrzen poza mitochondrium
Lubprzestrzen miedzy blonami

~ Bariera
nie przepuszczalna Btona wewnetrzna
dlaacyloCoA
Przestrzeri wewnatrzmitochondrium
Acylo-CoA CoA A
J3-oksydacja

Schemat 1



[7] KARNITYNA W MITOCHONDRIACH 569

Hipoteza Bode i Klingenberga. Autorzy ci (s) zaproponowali witasny
schemat ttumaczacy mechanizm dziatania karnityny (schemat 2)

CoA Acetylokarnityna Kwpalmitynowy  Palmitylo-CoA Kannityna

*

j3-oksydacj'a

Schemat 2.

Przestankami ich hipotezy byty nastepujgce fakty:
a) Mitochondria réznych tkanek utleniajg ze stabg wydajnoscig dtugotan-
cuchowe kwasy ttuszczowe (57, 60, 67). Utlenianie to wzmaga sie po do-
daniu krotkotancuchowych kwaséw ttuszczowych lub a-ketoglutaranu (s).
b) Acetylokarnityna stymuluje maksymalnie utlenianie kwasu palmi-
tynowego niezaleznie od obecnosci CoA, natomiast stymulujagcy wplyw
karnityny wymaga obecnosci CoA i jest zalezny od jego stezenia (35).
c) Aktywnos$¢ acetylotransferazy acetylo-CoA: Kkarnityna jest wysoka
w mitochondriach z narzadow, w ktérych utlenianie kwaséw ttuszczowych
wymaga obecnosci karnityny (np. z mies$ni szkieletowych i serca (3, 59)),
jest natomiast niska w mitochondriach watroby (tablica 1). d) Aktywnos$¢
acetylotransferazy acetylo-CoA: karnityna w roznych tkankach jest zgod-
na z poziomem Kkarnityny i acetylokarnityny w tych tkankach (s, 59)
(rysunek 2). e) Aktywnos$é syntetazy acylo-CoA (E.C.6.2.1.3) w izolowa-
nych sarkosomach serca szczura jest bardzo niska (s), a w tkance watro-
bowej syntetaza znajduje sie gtownie poza mitochondriami (21).

Przeciwko hipotezie Bode i Klingenberga wypowiadajg sie Fritz
i Marquis (36, 41), ktorzy kwestionujg reakcje:

acetylokarnityna -f- kwas palmitynowy * palmitylokarnityna -f
+ kwas octowy 9

Acetylokarnityna musiataby wg schematu Bode i Klingenberga pow-
sta¢ pierwotnie z acetylo-CoA i karnityny przy udziale acetylotranferazy.
Zatem, zahamowanie syntezy acetylokarnityny powinnoby znie$¢ stymu-
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lujacy wptyw karnityny na utlenianie kwasow ttuszczowych w mitochon-
driach. Fritz i Marquis (36) stosujagc hamowanie kompetycyjne
acetylotranferazy acetylo-CoA: karnityna nie zaobserwowali jednak za-
hamowania utleniania kwasu palmitynowego przez sarkosomy ani w obec-
nosci karnityny ani bez niej. Autorzy ci stosujgc pietnowane substraty nie
znalezli w ogdle aktywnosci transferazy karnityny w preparatach z migs-
nia sercowego i watroby.

M. sercowy
Brunatne
dato
tluszczowe
Miesnie
szkieletowe
Karnityna
Acetyiokarnityna
Jadra
VIIITIA  Acetylotransferaza
acetylo CoA -.karnityna
Nerki

Mozgowie 3*

0 200 400 600 800
jug/g suchejmasy ---- >
1 i i i i ; : I
° % 100 10 200

ilmole/min/g suchej masy — »

Rys. 2. Poréwnanie zawarto$ci karnityny, acetylokarnityny i aktywnos$ci acetylo-
transferazy acetylo-CoA: karnityna (EC. 2.1.3.7) w r6znych narzadach szczura
(wg 59)

Hipoteza Garlanda. Chappell i Crofts (18, 19) zastosowali do
badania utleniania kwaséw tluszczowych w izolowanych mitochondriach
watroby fluorymetryczng metode oznaczania stopnia redukcji NAD. Sto-
sunek NADH2ZNAD zwieksza sie przy tworzeniu sie keto-pochodnej kwa-
su ttuszczowego w procesie B-oksydacji. Stosujac metode fluorymetryczng
Chappell i Crofts stwierdzili, ze wymagajgce obecnosci ATP
i karnityny utlenianie kwasu palmitynowego jest czeSciowo hamowane
przez atraktylan (alkaloid z korzeni Atractylis guminijera). Zwigzek ten
stwarza woko6t wewnetrznej btony mitochondrialnej bariere nieprzepusz-
czalng dla ATP i innych nukleotydéw adeninowych (15, 19, 40, 50). Atrak-
tylan nie hamuje natomiast utleniania palmitylo-CoA w obecnosci karni-
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tyny, ani utleniania palmitylokarnityny. Dane te potwierdzili Gar land
i wsp. (86). Wykazali oni ponadto, ze w obecnoSci atraktylanu i arsenianu,
a wiec w warunkach kiedy nie moze nachodzi¢ synteza GTP stosunek
NADH2ZNAD przy utlenianiu kwasu palmitynowego w obecno$ci karni-
tyny i ATP (lub utlenianiu palmitylokarnityny), wzrasta dopiero po do-
daniu CoASH. Swiadczy to, ze w mitochondriach utlenianie kwaséw
thuszczowych zachodzi w obrebie bariery atraktytanowej, a wiec w btonie
wewnetrznej kontaktujgcej sie z matrix, podczas gdy aktywacja kosztem
dodanego z zewngtrz ATP zachodzi w innym kompartamencie, przed barie-
rag atraktylanowa. Karnityna odgrywataby role przenos$nika grup acy-
lowych przez btone wewnetrzng, nieprzepuszczalng dla acylowych po-
chodnych CoA (10, 18, 33, 62). Z dwu syntetaz acylo-CoA omawianych
poprzednio jedna, w obrebie bariery atraktylanowej, zalezna (od GTP)
czuta na arsenian, zuzywataby endogenny CoA, druga za$ na zewnatrz
bariery atraktylanowej, nieczuta na arsenian (zalezna od ATP) wykorzys-
tywataby dodany CoASH. Zdaniem Garlanda i wsp. (86, 87) w mito-
chondriach istniejg trzy pule CoA: jedna w przestrzeni miedzy bilonami
oraz dwie w obrebie bariery atraktylanowej. Zawarty w obrebie bariery
atraktylanowej CoA wchodzacy w skiad jednej z puli bytby dostepny
dla syntetazy acylo-CoA wymagajacej GTP (a by¢ moze réwniez dla
dehydrogenazy a-ketoglutaranu (E.C.1.2.4.2) i syntetazy sukcynylo-CoA
(E.C.6.2.1.4)), a niedostepny dla enzymdéw R-oksydacji. CoA wchodzacy
w sktad drugiej puli, zwiazany z biong, jest dostepny jedynie dla enzy-
mow R-oksydacji. Ten CoA bytby acylowany jedynie przez palmitylo-
karnityne, a nie przez palmitylo-CoA Ilub kwas palmitynowy i ATP
w obecnosci karnityny. CoA zawarty w przestrzeni miedzy btonami
w $wiezo wyizolowanych mitochondriach zapewne pochodzi z cytoplazmy,
z ktorej przedostat sie na skutek dyfuzji przez przepuszczalng nawet dla
duzych czgsteczek zewnetrzng btone mitochondrialna.

Wedtug hipotezy Garlanda powstawanie estrow karnitynowych dtugo-
tancuchowych kwasow ttuszczowych jest niezbednym warunkiem prze-
dostania sie czasteczek kwasu do kompartamentu mitochondrialnego,
w ktdérym ulegajg one utlenianiu.

Za hipotezg przemawia stwierdzenie Garlanda i wsp. (75), ze
w warunkach maksymalnej wydolnosci utleniania kwasow tluszczowych
w mitochondriach szybko$¢ przemiany palmitylo-CoA w palmitylokar-
nityne jest bliska szybkosci utleniania palmitylo-CoA, podczas gdy aktyw-
no$¢ syntetazy palmitylo-CoA (E.C.6.2.1.3) jest duzo wyzsza. Autorzy ci
sg zatem zdania, ze czynnikiem ograniczajgcym utlenianie kwasu palmity-
nowego lub palmitylo-CoA w mitochondriach jest wydolnos$¢ palmitylo-
transferazy palmitylo-CoA: Kkarnityna, a nie syntetazy acylo-CoA
(E.C.6.2.1.3) jak przyjmuja Krebs (52) i Klingenberg (5), czy
tez dehydrogenazy acylo-CoA (E.C.1.3.2.2) jak utrzymujag Bunyan
i Greenbaum (16).
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I11. Lokalizacja enzyméw w komdérce i w mitochondriach

Rezultaty szeregu badan (s, 14, 41, 65) wykazuja, ze karnityna stuzy
nie tylko jako przeno$nik grup acylowych do wnetrza mitochondrium, ale
réwniez utatwia przejScie pochodnych acylo-CoA na zewnatrz.

Acetylotransjeraza acetylo-CoA: karnityna. Jak juz wspomniano acety-
lacja karnityny katalizowana jest zarbwno przez enzym znajdujacy sie
wewnatrz jak i na zewngtrz mitochondriéow. Dane o aktywnosci enzymu
w réznych tkankach szczura przedstawia rysunek 2, a dane o jego aktyw-
nosci w mitochondriach z réznych narzadow umieszczono w tablicy 1.

Lokalizacja enzymu wewngtrz mitochondrium jest sprawg kontrower-
syjna: wedtug jednych badaczy (1, 3) maksymalna aktywno$¢ enzymu
znajduje sie w rozpuszczalnej frakcji mitochondrialnej, inni (59) znajdu-
ja w tej frakcji tylko 20% aktywnosSci acetylotransferazy pomimo, iz
frakcja ta zawiera okoto 85% wolnej karnityny. Wedtug badan Fritza
(38)'1i Norum (62) enzym znajduje sie gtownie we frakcji nierozpusz-
czalnej.

Palmitylotransferaza palmitylo-CoA: karnityna. Enzym ten jest spe-
cyficzny dla dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych (33, 37, 40, 64, 87).
Fritz i Yue (40) znajdujg duza aktywnos$¢ enzymu we frakcji roz-
puszczalnej po wirowaniu fragmentow mitochondriow przy 25000 g (40).
Ostatnio ustalono, ze jest on zlokalizowany we frakcji bton mitochon-
drialnych (ss).

IV. Regulacja kohcowego etapu utleniania kwaséw ttuszczowych

Utlenianie diugotancuchowych kwaséw tluszczowych zwieksza w mi-
tochondriach zawarto$é acetylo-CoA (42), ktéry dalej moze by¢ metaboli-
zowany w cyklu Krebsa lub wykorzystany do syntezy acetooctanu. Zu-
zywanie acetylo-CoA do syntezy acetooctanu mozna ttumaczy¢ niskim po-
ziomem szczawiooctanu (56, 81) wywotanym przez wzrost stosunku
NADH2ZNAD podczas utleniania kwasow tluszczowych (83).

Innym czynnikiem skierowujacym acetylo-CoA na tory syntezy aceto-
octanu jest hamowanie syntetazy cytrynianowej przez pochodne acylowe
CoA (56, 77, 80, 82).

Niedawno Shepherd, Yates i Garland (72, 73) zapropono-
wali inny mechanizm hamowania syntetazy cytrynianowej. Stwierdzili
oni, ze izolowane mitochondria watroby szczura syntetyzujg acetooctan
podczas utleniania palmitylokarnityny w obecnosci jabtczanu w warun-
kach, w ktorych oksydacyjna fosforylacja jest sprzezona. Teoretyczne
obliczenia stosunku ilosci zuzytego tlenu (w figramoatomach) na 1 fimol
pod mitylokarnityny w réznych warunkach mozna przedstawié w naste-
pujacych reakcjach:
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a) utlenianie palmitylokarnityny w obecno$ci malonianu przy zahamo-
waniu cyklu Krebsa na poziomie dehydrogenazy bursztynianowej
kwas palmitynowy + 7 0:2->4 cz. acetooctanu
(AO/A palmityl — 14)
b) w obecnosci jabtczanu i fluorocytrynianu, ktéry zapobiega dalszemu
utlenianiu cytrynianu
kwas palmitynowy t s cz. jablczanu + 11 0 2-> 8 cz. cytrynianu
(AO/A palmityl = 22)
c) w obecnos$ci wysokich stezen ATP
kwas palmitynowy + 5 0z-> 4 cz. (5-hydroksyma$lanu
(AO/A palmityl = 10)

Autorzy wykazali doSwiadczalnie, ze w mitochondriach sprzezonych
stosunek AO/A palmityl = 16,17, co wskazuje, ze w tych warunkach
zachodzi reakcja a. Dopiero dodanie czynnikéw rozkojarzajacych (2,4-DNP)
zwieksza ten stosunek do 22, co wskazuje ze w tym przypadku zachodzi
reakcja b. Ponadto Shepherd i Garland (74) wykazali, ze cze-
Sciowo oczyszczona syntetaza cytrynianowa z mitochondriow watroby jest
hamowana przez milimolarne stezenia ATP, a wptywu tego nie mozna ich
zdaniem ttlumaczy¢ usuwaniem szczawiooctanu w warunkach aktywnego
metabolizmu komérki. Na podstawie tych danych Garland i wsp.
(72, 73) sugeruja, ze istnieje zalezny od ATP mechanizm kontrolujgcy
rozdziat puli acetylo-CoA pomiedzy synteze acetooctanu, a kondensacje
do cytrynianu.

Uwagi koncowe

Funkcja karnityny jako przenos$nika zaktywowanych grup acylowych
przez btony mitochondrialne ma szczeg6lne znaczenie w mitochondriach
niektorych tkanek zwierzecych (miesien sercowy, miesnie szkieletowe).

Ostatnio Bremer pordwnuje acylokarnityny i pirogronian jako sub-
straty oddechowe w sarkosomach (12) i mitochondriach watroby (13). Sto-
sujac estry karnitynowe kwaséw tluszczowych oznaczono doswiadczalnie
kontrole oddechowg i stosunek P : O, ktory jest miarg oksydacyjnej fosfo-
rylacji i otrzymano dla kwasow ttuszczowych wartosé P : O bliskg war-
tosci teoretycznej to jest okoto 2,5 (76). Wydaje sie, ze brak dotychczas
danych o wyodrebnieniu intermediatow P-oksydacji (piSmiennictwo patrz
poz. 42) przemawiajacy za hipoteza, ze caty tancuch utlenienia kwasu
ttluszczowego odbywa sie na jednej czasteczce enzymu, nie jest sprzeczny
z postulowanym udziatem transferaz karnitynowych w transporcie grup
acylowych przez btony.
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RYSZARD WIERZBICKI* JACEK BARTKOWIAK**

Kwas dezoksyrybonukleinowy w mitochondriach
The Mitochondria] Deoxyribonucleic Acid

The existence and the biological role of mitochondrial DNA are discussed.

W ciggu ostatnich lat ukazato sie wiele prac na temat wystepowania
DNA poza chromatyng jagdrowg. Wyniki zmudnych eksperymentéw pod-
wazyty powszechnie dotychczas panujacy poglad, ze DNA zlokalizowany
jest wytgcznie w chromatynie jagdrowej i ze tylko ten jagdrowy DNA jest
nos$nikiem dziedzicznosci. Poglad 6w byt tak gteboko zakorzeniony i pow-
szechnie przyjety, ze drobne ilosci DNA wykrywane w cytoplazmie ko-
morkowej, gtownie w plastydach i mitochondriach, przypisywano za-
nieczyszczeniu jadrowym kwasem dezoksydrybonukleinowym.

W ostatnich latach wykazano ponad wszelkg watpliwo$é, ze DNA
wystepuje w chloroplastach i plastydach ro$lin zwiazany z nimi struk-
turalnie i funkcjonalnie (4, s, 20, 29, 36, 40).

Wiaczanie znakowanej trytem tymidyny (29, 40) do plastydow roslin
oraz usuwanie z nich pietna pod wptywem dezoksyrybonukleazy przema-
wia nie tylko za obecnoscia DNA w plastydach, ale sugeruje réwniez,
ze synteza DNA zachodzi wewnatrz tych organelli. Aktynomycyna D,
inhibitor syntezy RNA zaleznej od DNA, hamuje rowniez wilgczanie
prekursorow RNA do plastydéw (17), co sugeruje, ze synteza RNA w tych
organellach zalezy od matrycy DNA. Pozajgdrowy DNA w komdrce
roslinnej, zdolny do tworzenia informacyjnego kwasu rybonukleinowego
(mRNA), moze zatem obok jadrowego DNA uczestniczy¢ w przekazywaniu
informacji genetycznej i kierowa¢ procesem wytwarzania nowych drobin
biatkowych, typowych dla plastydow.

Plastydy i mitochondria sg organellami komorkowymi majacymi wiele
wspoélnych cech anatomicznych i funkcjonalnych. Nasuwa sie przeto py-
tanie, czy w mitochondriach takze znajduje sie DNA, jaka jest jego cha-

* Mgr, st. asyst. Katedry Biochemii Uniwersytetu t6dzkiego.
** Mgr, asyst, stazysta Katedry Biochemii Uniwersytetu to6dzkiego.
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rakterystyka fizyko-chemiczna oraz jakg spetnia role biologiczng. Niniejszy
artykut stanowi prébe przedstawienia aktualnego stanu wiedzy na ten te-
mat.

I. Dowody na wystepowanie DNA w mitochondriach

Pierwszych dowodow na wystepowanie DNA wewnatrz mitochondriow
dostarczyty badania cytochemiczne. Wewngatrz mitochondriow obserwo-
wano przy pomocy mikroskopu elektronowego pola o obnizonym pochta-
nianiu elektronow, w obrebie ktérych dostrzegano niekiedy, w zaleznosci
od techniki utrwalania i barwienia, zarysy delikatnych struktur wiok-
nistych o $rednicy 15—30A, lub utwordw pateczkowatych o $rednicy okoto
400A (15, 28). Do spostrzezen tych nie przywigzywano jednak wiekszej
wagi, traktujac obserwowane struktury jako artefakty, wywotane zmia-
nami po$miertnymi w komoérce lub drastycznymi metodami utrwalania.

Prace M. Nass i S. Nass z roku 1962 i 1963 (24, 25) nad mito-
chondriami embrionéw kurzych, wykluczajgce mozliwo$¢ znieksztatcen
preparatéw mikroskopowych pod wptywem techniki utrwalania dowiodty,
ze jasne pola wewnatrz mitochondriow oraz wystepujace w nich bardziej
kontrastowe twory widkniste sg jednostkami strukturalnymi mitochon-
dribw. Twory te obserwowano we wszystkich preparatach mikroskopo-
wych, niezaleznie od techniki utrwalania, stezenia utrwalaczy i wartosci
pH srodowiska.

Wybarwienie octanem uranylu mikroskopowych preparatow embrio-
néw kurzych (25) pozwalato zaobserwowa¢ wewngtrz mitochondriow
wiokno o Srednicy 15—30A w postaci delikatnej, staboskontrastowanej,
pozbawionej ograniczen membranowych siateczki. Wkrotce potem ukazato
sie doniesienie Chrispeelsa i wsp. (3), a w 1965 roku Kisleva
i wsp. (18) o wystepowaniu podobnych widkienek w plastydach i mito-
chondriach roslinnych. Identyczny efekt otrzymano takze, gdy utrwalano
octanem uranylu preparaty chloroplastow zawierajagce DNA (36). (rys. 1).

Preparaty mitochondriéw utrwalane przy pomocy czterotlenku osmu
zawieraty natomiast pateczkowate struktury o srednicy okoto 400A, bedace
zbitym skupiskiem delikatnych wiékienek o $rednicy 15—30A (24). Po-
dobne struktury obserwowano wczes$niej w utrwalonych w identyczny
spos6b preparatach bakteryjnej nukleoplazmy (16, 39) i chloroplastach
glonéw (36), a wiec w organellach, o ktérych wiadomo na pewno, ze za-
wierajg kwas dezoksyrybonukleinowy.

Potwierdzeniem polinukleotydowego charakteru widocznych we-
wnatrz mitochondriéw widkien bylty wyniki trawienia nukleazami i enzy-
mami proteolitycznymi (25, 32), $wiadczace, ze wiokienka te sg specy-
ficznie trawione DN-azg. Czterogodzinna inkubacja 19-godzinnego embrio-
nu kurzego (25) powodowata catkowity zanik witoknistych struktur we-



Rys. 1 Wi6kna kwasu dezoksyrybonukleinowego widoczne w obrebie jasnych pél
mitochondriéw embrionu kurzego (wg 25)
Preparat utrwalono octanem uranylu. Powiekszenie 150000 razy

Rys. 2. Mitochondria embrionu kurzego inkubowane z DN-azg w ciggu 4 godz.
(wg 25)
Powiekszenie 150000 razy. Objasnienia w tekscie



Rys. 3. Mitochondria embrionu kurzego inkubowane w ciggu 4 godz. wobec ZnS04
jako inhibitora DN-azy (wg 25)
Powigkszenie 150000 razy. Objasnienia w tekscie

Rys. 4. Obraz mitochondrialnego DNA z Neurospora crassa w mikroskopie elek-
tronowym (wg 23)
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wnatrz mitochondriéw, przy jednoczesnej utracie przez jadro zdolnosci
wybarwiania sie w reakcji Feulgena. (rys. 2).

W obecnos$ci jondw Zn++, ktére sg inhibitorami DN-azy, witokienka
wewngatrz mitochondriow nie znikaly nawet po diugotrwalej inkubacji
(rys. 3).

Wibékna mitochondriow byty natomiast odporne na dzialanie RN-azy
i pepsyny. Enzymatyczny rozkiad struktur widknistych mitochondriow
pod wptywem DN-azy dowodzi ich charakteru polidezoksyrybonukleoty-
dowego. Nasuwa sie jednak pytanie, dlaczego preparaty mitochondrialne
nie daja dodatniej reakcji Feulgena. Wydaje sie, ze jest to spowodowane
mniejszym niz w jadrze stezeniem materiatu polidezoksyrybonukleotydo-
wego na jednostke powierzchni organelli. By¢ moze wptywa na to rowniez
wysoki stopien hydratacji DNA w mitochondriach i wynikajacy stad stan
jego rozproszenia w tych organellach.

Bardzo powaznych dowoddw wystepowania DNA w mitochondriach
dostarczyty badania autoradiograficzne (18, 30, 41, 12, 31). Parsons
(30, 31) podaje, ze u Tetrahymena pyriformis inkubowanej z sH-tymidyng
pietno pojawia sie nie tylko w jadrach, ale takze i w materiale cytoplaz-
matycznym (mitochondriach). Przeniesienie znakowanych mikroorganiz-
moéw na nieradioaktywng pozywke, prowadzito do podziatu radioaktyw-
nosci cytoplazmatycznej pomiedzy wszystkie komorki potomne. Zanik
radioaktywnos$ci w mitochondriach znakowanych komérek pod wptywem
trawienia DN-azg pozwala wnioskowa¢, ze sH-tymidyna zostata wigczona
do materiatu polidezoksyrybonukleotydowego. Podobne badania na tym
samym obiekcie przeprowadzili Stone i Miller (41). Zauwazyli oni
ponadto, ze szybko$¢ wbudowywania sH-tymidyny do mitochondriéw
zwieksza sie w obecnosci aktynomycyny D lub fluorodezoksyurydyny, co
wskazuje, ze w mitochondriach zachodzi synteza DNA.

Dalszy etap badan nad kwasami nukleinowymi mitochondriow obej-
mowat préby iloSciowej analizy tych zwigzkdw. Stosujgc spektrofoto-
metryczne i chemiczno-kolorymetryczne metody analizy materiatu mito-
chondrialnego rozfrakcjonowanego wedtug metody Schmidta-Thannhause-
ra okreSlono zawarto§¢ DNA w mitochondriach watroby szczura, serca
wotu, drozdzy, Neurospora crassa i weztéw chionnych cielat (19, 23, 26,
38, 43, 45).

llosci DNA w mitochondriach sg niewielkie, stanowig zaledwie od
1—3% catkowitego DNA komorki i wahajg sie od 0,3—10,0°g na jeden
mg biatka mitochondriéw w zaleznosci od ich pochodzenia i stosowanych
metod analizy. Zawarto§¢ DNA w przeliczeniu na jedno mitochondrium
wynosi 1X10-16g (26, 43), jest wiec tego samego rzedu co w chloroplastach
(s). Stosunek RNA :DNA w mitochondriach nie jest staty i zaleznie od
ich pochodzenia wynosi od 3,0—15,0.

Dane przytoczone w tablicy 1 sg obarczone btedami, wynikajacymi
gtownie z zanieczyszczenia preparatow mitochondriow materiatem jadro-
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wym lub adsorbcjg jadrowego DNA i cytoplazmatycznego RNA na po-
wierzchni mitochondriow. Sg to jednak iloSci niewielkie. DNA pochodzacy
z zanieczyszczen frakcji mitochondrialnej materiatem jgdrowym stanowi
okoto P/o oznaczanego w mitochondriach kwasu dezoksyrybonukleino-
wego (26). Zaadsorbowane na powierzchni organelli kwasy rybo- i dezo-
ksyrybonukleinowe mozna usung¢ przez inkubacje zawiesiny mitochon-
driow z RN-azg i DN-azg (26, 43). (tablica 1).

Tablica 1

Zawarto$¢ DNA i RNA w mitochondriach otrzymanych z r6znych zrodet

., . DNA RNA
Zrodio m.[to— w [iglmg w [¢g/mg Metoda oznaczania Cytowane wg
chondriow — piatka biatka
Serce wotu 2,4 7,4 spektrofotometryczna
21 dwufenyloaminowa
7,2 orcynolowa
Kroon (19)
; Watroba 2,2 13,7 spektofotometryczna
| szczura
12,6 orcynolowa
W atroba 0,64 dwufenyloaminowa
szczura
0,29 indolowa Nass i wsp. (26)
1,83 cysteinowa
9,6 orcynolowa
Weztly 9,72 29, 7 na podst. fosforu '
chtonne
cielagt 10,13 dwufenyloaminowa Wi ierzbicki (45)
29,86 orcynolowa
Drozdze 3,0—10,0 dwufenyloaminowa
18,0—40,0 orcynolowa Tewari i wsp. (43)
Drozdze 1,0—4,6 —_ indolowa Schatz i wsp. (38)
Neurospora 0,7 — dwufenyloaminowa Luck i wsp. (23)

i crassa 1

DNA mitochondriéw rozni sie pod wzgledem pewnych fizykochemicz-
nych witasciwosci od DNA jader. Podczas gdy dla jadrowego DNA rézne
metody analizy ilosciowej dajg zgodne wyniki, to w przypadku mitochon-
drialnego DNA wyniki réznig sie znacznie. Reakcja cysteinowa z DNA
mitochondriéw z watroby szczura np. daje s razy wyzsze wartosci, niz re-
akcja indolowa i 3 razy wyzsze niz metoda Dischego (26). Pozwala to
wnioskowa¢ o odmiennej reaktywnos$ci mitochondrialnego i jadrowego
DNA z tymi samymi zwigzkami, a tym samym wskazuje na zréznicowanie
obydwu rodzajow DNA. O odrebnosci DNA mitochondriéw $wiadczy row-
niez jego duza.odporno$¢ na dziatanie DN-azy. Podczas gdy jadrowy
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DNA jest prawie catkowicie trawiony DN-azg w ciggu 15 minut, to mi-
tochondrialny DNA z tego samego materialu nawet po o$miogodzinnej
inkubacji z DN-azg rozktadany jest zaledwie w 30% (26). Poniewaz kine-
tyka trawienia jgdrowego DNA przez DN-aze nie zmieniata sie w obec-
nosci stezonej zawiesiny mitochondriéw, wydaje sie, ze odpornosé DNA
mitochondriow nie jest spowodowana hamujacym wptywem ich biatka,
a raczej strukturalng odrebnoscig mitochondrialnego DNA.

Ostatecznym dowodem wystepowania w mitochondriach DNA po-
winno by¢ uzyskanie z czystej frakcji mitochondrialnej preparatéw kwasu
dezoksyrybonukleinowego. W 1964 r. Luck i Reich (23), jako pierwsi,
doniesli o otrzymaniu metodg fenolowodetergentowag preparatow DNA
z uprzednio wyizolowanych i oczyszczonych mitochondriéw z Neurospora
crassa. Charakterystyka spektrofotometryczna tych preparatéw byta ty-
powa dla kwasu dezoksyrybonukleinowego, ulegaty one trawieniu DN-azg
i wytwarzaty potaczenia kompleksowe z aktynomycyng. Poréwnawcze,
analityczne ultrawirowanie DNA jader i mitochondriow w gradiencie
gestosci CsCl wykazato, ze r6znig sie one gestoscia (buoyant density).
Jadrowy DNA posiadat gestos¢ q = 1,712, a mitochondrialny 1,701. Przy
wirowaniu wiekszych ilosci preparatu DNA z mitochondriéw stwierdzano
wystepowanie w nim rowniez niewielkich ilosci skiadnika o q = 1,712,
typowego dla DNA jadrowego. Autorzy nie rozstrzygneli jednak, czy cha-
rakterystyczny dla mitochondriéw DNA wystepuje wytacznie poza jadrem
komoérkowym oraz jakiego pochodzenia, jagdrowego czy mitochondrialnego,
jest ciezszy skiadnik wystepujacy w mitochondriach. Duzym osiggnie-
ciem tych autorow byto uzyskanie w mikroskopie elektronowym obrazu
DNA mitochondriow podobnego do obserwowanych wczesniej obrazéw
dwutancuchowych, wysokospolimeryzowanych DNA z innych Zrddet (39).
W potgczeniu z wynikami ultrawirowania w gradiencie gestosci CsCl su-
geruje to, ze mitochondrialny DNA jest dwutancuchowym, spiralnie zwi-
nietym polimerem, o duzej masie czasteczkowej, (rys. 4).

Rowniez Rabinowitz i wsp. doniesli o istnieniu ,satelitarnego”
DNA w catkowitym DNA komorek serca i watroby embrionéw kurfcych
(32). W preparatach DNA otrzymanych z mitochondriéw ten dodatkowy
sktadnik dominowat nad kwasem dezoksyrybonukleinowym typowym
dla jader, nie znaleziono go natomiast w preparatach DNA otrzymanych
z jader komorkowych. Na tej podstawie autorzy wysuneli wniosek, ze
ten ,satelitarny” DNA jest pochodzenia mitochondrialnego. R&znice
w gestosci jadrowego i mitochondrialnego DNA, ujawniajgce sie w trakcie
ultrawirowania w gradiencie gestosci CsCl, wynikajg z réznic w ich skta-
dzie nukleotydowym.

Preparaty DNA otrzymane z mitochondriow nie sga jednorodne. Nie-
jednorodno$¢ mitochondrialnego DNA wykazali Tewari i wsp. (43),
uzyskujagc dwufazowy profil topnienia preparatow DNA wyizolowanych
z mitochondriéow drozdzy (Tmx= 74,0°C i Tm2 = 84,0°C).
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Dwie frakcje otrzymane z tych preparatow za pomocg ultrawirowania
w gradiencie gestosci CsCl, wykazujg jednofazowe profile topnienia.
Sktadnik lIzejszy, ktdry jest charakterystycznym DNA mitochondriow sta-
nowi od 5 do 25°/o catosci preparatu, ma Tm = 75°C, a ciezszy sktadnik ty-
powy dla DNA jader ulega topnieniu przy 84,5°C. (rys. 51 s).

Temperatura ,°C — »

Rys. 5 Profile topnienia temperaturowego preparatu catkowitego DNA z mito-
chondriéw drozdzy (l) oraz otrzymanych z niego na drodze ultrawirowania w gra-
diencie gestosci CsCl dwéch frakcji (1), wg Tewari i wsp. (43)

Rys. 6. Frakcje kwasu dezoksyrybonukleinowego z mitochondriéw drozdzy, uzyskane

przy pomocy ultrawirowania w gradiencie gestosci CsCl, z trzech preparatow mi-

tochondrialnego DNA zawierajagcych 5% (0—o0—o), 15%, (—A—A—)i 25% (—O0 —0—)
tego DNA (wg 43)
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o] wystepowaniu dwoéch réznych skiadnikéw DNA w kinetoplastach
Leishmania euretti, organellach uwazanych za wyspecjalizowane mito-
chondria, doniést réowniez de Buy (2). Autor podaje, ze typowy dla
tych organelli DNA ma nizszy ciezar czgsteczkowy, wykazuje mniejszg
gestos¢ w gradiencie gestosci CsCl (s = 1,699), niz catkowity DNA ko-
mérki (g = 1,721) oraz zawiera tylko 36% guaniny i cytozyny, podczas
gdy catkowity DNA zawiera 57%.

Niestety dotychczas nie zanalizowano jeszcze skiadu nukleotydowego
DNA mitochondriow metodami elektroforetycznymi i chromatograficz-
nymi, co pozwolitoby na doktadniejsze poréwnanie ich z DNA jadra ko-
morkowego.

I1. Rola biologiczna mitochondrialnego DNA

Wykrycie DNA w mitochondriach oraz doniesienia o powstawaniu
fenotypowych dziedzicznych zmian w skfadzie i strukturze mitochondriéw
pod wptywem dziatania na cytoplazme komérkowa czynnik6w mutagen-
nych, jak UV, akrydyna, streptomycyna (1, 7, 47), staty sie podstawg hi-
potezy o funkcji biologicznej mitochondrialnego DNA jako p6tautonomicz-
nej jednostki genetycznej. Za hipotezg tg przemawiajg tez obserwacje
wskazujgce, ze mitochondria sg zdolne do przynajmniej czeSciowej sa-
moreprodukcji, a ich funkcja jest kontrolowana przez pozajgdrowe czyn-
niki genetyczne zawarte w nich samych (9, 33). Azeby ustali¢, ze mito-
chondria sg rzeczywiscie potautonomicznymi strukturami komérkowymi,
wyposazonymi we witasny aparat genetyczny, nalezy wykazac, ze:

a. sg one strukturami samopowielajgcymi sie,
b. zawarty w nich DNA ma zdolno$¢ replikaciji,
¢c. mitochondrialny DNA funkcjonuje jako matryca dla informacyjnego

RNA (mRNA),

d. w mRNA zakodowana jest informacja dla biosyntezy biatek mito-
chondrialnych, powstajagcych w obrebie tych struktur.

Pierwsze zagadnienie bylo trudne do rozwigzania, poniewaz mate
rozmiary mitochondriéw, ich plastycznosé i brak pigmentacji nastreczaja
wiele trudno$ci natury technicznej. Zdotano jednak wykazaé, ze za-
rowno mitochondria jak i ich niezr6znicowane stadium — promitochondria
posiadajg zdolnos¢ podziatu, a nie tworzg sie de novo (6, 21, 22).

Badania autoradiograficzne nad witgczaniem znakowanej tymidyny
do frakcji mitochondriow (18, 30, 31, 41, 42) wskazuja, ze DNA nie jest
dostarczany do nich w gotowej formie kazdorazowo z jadra, ale ze w mi-
tochondriach zachodzi jego biosynteza. Schatz i wsp. (38) wykazali,
ze w mitochondriach wystepuja mono- i oligodezoksyrybonukleotydy
i sugerujg réwniez mozliwos¢ przemiany DNA w tych organellach. Dal-
szym uzasadnieniem tego pogladu jest brak w jagdrach komdérkowych DNA
o cechach typowych dla frakcji mitochondrialnego DNA (43).
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Dowoddw Swiadczacych o genetycznej funkcji mitochondrialnego DNA
dostarczajg badania nad indukowaniem mutacji i dziedziczeniem powsta-
tych zmian.

Ephrussi (5 uzyskat szczep drozdzy, u ktérego niezdolno$¢ do
oddychania tlenowego byta wynikiem mutacji czynnikéw genetycznych,
zlokalizowanych wytgcznie w cytoplazmie. Dalsze pokolenia zmutowanego
szczepu dziedziczyty te patologiczng wiasciwosé. Cecha ta nie dziedzi-
czytaby sie, gdyby jadro dostarczato odpowiedni materiat genowy do
nowopowstajgcych mitochondriow. Wyptywa stad wniosek, ze ten defekt
przekazywany jest na drodze powielania pierwotnie zmienionego cyto-
plazmatycznego materiatu genetycznego.

Gdyby mitochondria posiadaty swo6j wiasny aparat genetyczny, to funk-
cja jego powinna by sie przejawiaé w powielaniu informacyjnego RNA
niosgcego informacje dla syntezy specyficznych biatek mitochondriow.
Analiza ilosciowa kwaséw nukleinowych wykazata obecno$¢ znacznych
iloSci RNA we frakcji mitochondrialnej (19, 25, 26, 43), a mikroskop elek-
tronowy pozwolit dostrzec w mitochondriach pewne ulegajace trawieniu
RN-azg struktury przypominajace rybosomy (18, 32). Sg tez dowody do-
Swiadczalne, ze w mitochondriach zachodzi synteza kwasu rybonukleino-
wego zalezna od DNA (13, 25, 27, 44, 45). Luck i Reich (25) wykazali,
ze zawiesina mitochondriow z Neurospora crassa, wolna od zanieczyszczen
jadrowych i rybosoméw, ma zdolno$¢ wigczania sH-GTP do nowopowsta-
jacej frakcji mitochondrialnej, majacej cechy kwasu rybonukleinowego.
Wigczanie sH-GTP byto blokowane przez aktynomycyne D, ktéra jak
wiadomo hamuje specyficznie synteze RNA zalezng od DNA (10, 34).

Zagadnienie syntezy biatka w mitochondriach nie jest jeszcze dosta-
tecznie wyjasnione. Istnienie takiego procesu sugerujg badania nad wig-
czaniem radioaktywnych aminokwaséw przez wyizolowang frakcje mito-
chondrialng (11, 19, 35). Fragmenty submitochondrialne, otrzymane pod
wptywem digitoniny, wigczajg aminokwasy z podobng szybko$cig jak mi-
krosomy z watroby szczura (35). Proces ten jest hamowany przez akty-
nomycyne D i chloramfenikol (hamujgcy taczenie sie mRNA z ryboso-
mami). Wystepowanie w mitochondriach kompleksow DNA—RNA (26)
pozwala przypuszczaé, ze odczytywanie i przekazywanie informacji gene-
tycznej, zakodowanej w DNA mitochondriow, przebiega w tych orga-
nellach w spos6b podobny, jak w przypadku jadrowego DNA. llos¢ DNA
przypadajgca na jedno mitochondrium (I1X 10~16g) jest zdolna zakodowac
informacje o syntezie okoto 150 biatek o masie czasteczkowej 20 000 (26),
co Swiadczytoby o wielogenowym charakterze materiatu genetycznego,
zawartego w jednym mitochondrium.

Za odrebnoscia mitochondrialnego uktadu genetycznego przemawia
tez sugerowany przez Gibora i Granicka (9 wplyw tlenu na
przeksztatcanie sie promitochondriow w wyspecjalizowane mitochondria
zdolne do oddychania tlenowego. Jadro komdérkowe niewatpliwie rowniez
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wywiera wptyw na czynno$¢ mitochondrialnego materialu genowego.
Wptyw ten moze by¢ bezposredni, poprzez jadrowe represory lub aktywa-
tory mitochondrialnych uktadéw genetycznych, badZz posredni, polegajacy
na limitowaniu doptywu do mitochondriéw metabolitdw niezbednych do
funkcjonowania tych organelli.

Znaczenie biologiczne istnienia pozajagdrowego czynnika genetycznego
we wszystkich mitochondriach komdrki moze polega¢ na zwiekszaniu opor-
nosci komérki na przypadkowe czynniki mutagenne co zwiekszatoby sta-
bilnos¢ filogenetyczng organizmoéw, zwitaszcza, ze w gre wchodza struktury
komérkowe dysponujgce szczeg6lnie waznymi dla ustroju procesami ener-
getycznymi.
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WLODZIMIERZ MOZOLOWSKI*

Wincenty Arnold, biochemik i lekarz
1864-1942

Wincenty Arnold, Biochemist and Physician
1864— 1942

WE WSPOMNIENIU LWOWSKICH WSPOLNIE PRZE-
BYTYCH CZASOW DEDYKUJE TE PRACE PRZY-
JACIELOWI | KOLEDZE PROFESOROWI JOZEFOWI
HELLEROWI W 70-TA ROCZNICE JEGO URODZIN

Dziatalnos¢ naukowa Wincentego Arnolda przypada na pierwsze lata
XX wieku, w przewaznej czesci na okres poprzedzajacy pierwszg wojne
Swiatowa.

Biochemia taka, jaka dzi§ uprawiamy — biochemia przemian ustro-
jowych i struktur wielkoczgsteczkowych — byta dopiero w zaczatkach,
chociaz wiek XIX dal mocne podstawy chemii organicznej, na ktorych
mogta sie oprze¢ z petnym zaufaniem i rozbudowaé sie tak, jak to dzisiaj
ma miejsce. Zdobycze biochemii — (w dzisiejszym stowa tego znaczeniu) —
przed naszym XX wiekiem — mozna w skrécie wyznaczyé trzema nazwis-
kami: Antoniego Lavoisiera, najwiekszego chemika wszystkich czaséw
i narodéw, ktory stworzyt podstawy naszej nauki przez Sciste, iloSciowe
ujecie utlenian ustrojowych i zwigzanie ich z przemiang energetyczng
ustrojow; Ludwika Pasteura, ktéry ujmuje fermentacje alkoholowg droz-
dzy, jako ,,zycie w warunkach beztlenowych”; Hansa i Edwarda Buch-
nerow, ktorym udaje sie oddzieli¢ od uorganizowanej komorki zestaw
enzymoOw przeprowadzajacych fermentacje alkoholowa i udostepni¢ je
badaniom. Ale nasze wiadomosci biochemiczne w dzisiejszym stowa zna-
czeniu byty bardzo niewielkie; przeciez dopiero w 1902 r. Emil Fischer
wykazuje istnienie wigzania peptydowego w biatkach, a jeszcze w pierw-
szych latach po drugiej wojnie Swiatowej uwazato sie kwasy nukleinowe
za czteronukleotydy, a wiec zwigzki o niewielkiej masie czasteczkowej.
Gdy zdamy sobie z tego sprawe, wyraZzniej wystapi ciezar gatunkowy
biochemicznych zdobyczy naukowych Wincentego Arnolda.

* Em. Prof, zwycz. chemii fizjologicznej AM, Gdansk.
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Wincenty Arnold urodzit sie 5 grudnia 1864 roku w Otomuncu na Mo-
rawach. Do szkot poczatkowych i srednich uczeszczat w Krakowie i Lwo-
wie, a studia lekarskie odbywat w Krakowie i Lipsku. (Wydziat Lekarski
powstat we Lwowie dopiero w 1894 roku). Promocje na doktora wszech
nauk lekarskich uzyskat 7 maja 1890 w Krakowie. Nastepny rok posSwie-
cit studiom filozoficznym, ktoérych przedmiotem bytly (jak to podaje
w jedynym dostepnym mi krétkim zyciorysie znajdujagcym sie w archi-
wum Polskiej Akademii Umiejetnosci): ,historia filozofii, Kant, a z now-
szych autorow Wilhelm Wundt, Riehl, Artur Schopenhauer, Edward
Hartmann”. Nastepnie odbyt roczng stuzbe wojskowa, a w 1892 podjat
prace w Szpitalu Powszechnym we Lwowie; przez dwa lata pracowal na
oddziale choréb wewnetrznych oraz w szpitalnej pracowni chemicznej.
W 1894 obejmuje samodzielne kierownictwo oddziatu chordb zakaznych,
z poczatku jako sekundariusz, a od 1897 roku jako prymariusz. Na tym
stanowisku pozostaje do emerytury w roku 1926. Nastepne lata spedza we
Lwowie az do $mierci w jesieni 1942 r. W 1922 roku zostat obrany czton-
kiem korespondentem Akademii Nauk Lekarskich w Warszawie, ktdra
w 1930 r. zostata wigczona do Polskiej Akademii UmiejetnosSci w Krako-
wie, jako jej Wydziat IV.

Praca na pawilonach zakaznych nie byta ani tatwa, ani mata, ani
bezpieczna. Epidemie w okresie pierwszej wojny, zwlaszcza duru osut-
kowego i brzusznego byty szczegdlnie ciezkie; lekarze oraz personel
szpitalny, sktadajacy sie z siostr zakonnych, w duzej czesci przechodzili
choroby, ktére w danym okresie panowaty; a na pozostatych przy zdrowiu
spadata tym wieksza praca. | Arnold przeszedt ciezki dur osutkowy
w latach wojny. Obsada lekarska byta bardzo niewielka; wszystkie, w za-
sadzie, badania pomocnicze byty wykonywane na oddziale; Arnold bardzo
dbat o chorych powierzonych jego opiece, pracowat samotnie, nie miat
wspbipracownikow i pomocy technicznej, a jednak w okresie lat 1898—
1926 ogtosit drukiem 29 prac; tytuty ich podaje wykaz umieszczony na
koAcu tego artykutu.

Dziatalno$¢ naukowg Wincentego Arnolda mozna uja¢ w trzy grupy
zagadnien: A. Prace biochemiczne; maja one istotne znaczenie dla roz-
woju naszej nauki i dlatego nimi zajme sie przede wszystkim (poz. wyk.
4, 5 6, 7, 8, 16, 17 i 18); B. Prace analityczno-lekarskie, podajace szereg
metod i interpretacji, z ktérych i dzisiejszy analityk wiele moze sko-
rzysta¢ (poz. wyk. 1, 2, 3, 9, 10, 11, 15, 19, 22, 23, 25, 28 i 29); C. Prace
kliniczno-lekarskie, szczeg6lnie cenne w tym dawnym okresie medycyny,
gdy lekarz nie miat do dyspozycji ani dzisiejszych metod diagnostycznych
ani sulfonamidéw i antybiotykdéw (poz. wyk. 12, 13, 14, 20, 21, 24, 26
i 27).

A. Prace biochemiczne; ich tematem sa: grupy sulfhydrylowe biatek
i ich reaktywnosé, cysteina zwiazkdw niebiatkowych tkanek oraz hematy-
na obojetna czyli kathemoglobina.
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1) Grupy sujhydrylowe biatek i ich reaktywnos$¢ sg przedmiotem dwoch
prac (poz. wyk. 16 i 17). Opierajg sie one na prostej reakcji, ktérg Arnold
wykonuje zadajgc 1 do 2ml roztworu biatka kilkoma kroplami 5% roz-
tworu nitroprusydku sodowego, a potem kilkoma kroplami amoniaku;
w przypadku dodatniej proby powstaje intensywne purpurowo-czerwone
zabarwienie, znikajagce po dodaniu kwasu octowego; w pierwszej z prac,
bedacej sprawozdaniem z doniesienia na posiedzeniu Akademii Umiejet-
nosci w Krakowie, okresla jg Arnold jako nowy odczyn barwny ciat biat-
kowych; w drugiej, wydanej w nastepnym roku (1911) podaje, ze po za-
konczeniu swojej pracy doswiadczalnej znalazt prace A. Hefftera z 1908 r.
(Med. Naturwiss. Arch. 1.81.), w ktorej jest ta reakcja opisana. Arnold ba-
dajgc wystepowanie tej reakcji wykazuje, ze dajg jg biatka wytragcone
przez obojetne sole (siarczan sodowy, siarczan magnezowy), przez alkohol
czy kwas fosforowolframowy, natomiast osady biatkowe uzyskane przez
zastosowanie soli metali ciezkich (chlorek zelaza, sublimat) reakcji tej
nie dajg; takze jod, brom, lub woda utleniona w oddziatywaniu zasado-
wym uniemozliwiajg jej wystepowanie. Witasnos¢ dawania tej reakcji
przez biatka znika predko w oddziatywaniu zasadowym, ale w oddzialy-
waniu kwasnym jest ona stosunkowo trwata; i tak soczewka oka roztarta
w cienkiej warstwie na bibule jeszcze po roku daje reakcje tak samo
prawie mocng, jak w Swiezym stanie. Nie daje jej wilasciwa tkanka
taczna (Sciegna, powiezi) a w chrzastce jedynie komorki wystepujg jako
barwne punkty. W roélinnych tkankach daje sie tatwo wykaza¢ ten od-
czyn w nasionach (soczewicy, ziarnach jabtek czy pomarancz), a takze
i grzybach. Nie daje sie stwierdzi¢ w zielonych czesciach roslin. Keratyny
tego odczynu nie dajg, ale po zadziataniu tugiem sodowym lub potasowym
wystepuje ta reakcja bardzo silnie; zbadat to Arnold na keratynie paznok-
ci, wtoséw, piér ptasich i btonach jaja kurzego. Biatko jaja kurzego reakcji
tej nie daje, ale jezeli sie je trawi pepsyng z kwasem solnym w 37° to
reakcja ta staje sie coraz intensywniejszg, osiagajac maksimum po upty-
wie godziny. Biatko jaja kurzego Sciete przez ogrzewanie i dobrze prze-
ptukane daje wyrazng reakcje z nitroprusydkiem.

Arnold bada jaki sktadnik biatka jest za te reakcje odpowiedzialny.
Nie dajg jej nastepujace aminokwasy: glikokol, alanina, fenyloalanina,
tyrozyna, leucyna, kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, cystyna, his-
tydyna, tryptofan i tauryna. Jedynie cysteina daje te reakcje i na tej
podstawie formutuje wniosek: grupg reagujacag, ktéra daje w biatku te
barwng reakcje, jest cysteina, a zmienne natezenie tej reakcji zalezy od
liczby zdolnych do reakcji grup sulfhydrylowych.

Zapoczatkowanie badan grup sulfhydrylowych biatek, a zwiaszcza ich
zmiennosci w zaleznosci od stanu, w ktérym sie biatko znajduje, jest
zastugg Arnolda, powszechnie uznang i stale podnoszong w publikacjach
ujmujacych przeglad catosci tego tak aktualnego dzi$ zagadnienia. W dzie-
le ,The Proteins” wydanym przez H. Neurath’a i K. Bailey’a (Academic
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Press New York 1953, 1954) pisze F. Putnam: (Vol I. Part B. str. 830)
»oince Arnold in 1911 first demonstrated the appearance of nitroprusside
reactive groups during the heat coagulation of egg white, protein che-
mists have sought to explain the position and function of these and similar
latent but demonstrable groups™; a w innym miejscu (str. 907): ,,The
sulfhydryl groups of cysteine are the most widely reactive groups ofi
proteins. They have been the most frequently studied protein functional
groups because of the early discovery of their liberation during protein
denaturation, the requirement of-SH for many enzymes, and their ease of
detection and measurementW tym samym dziele (Vol. Il. Part. B) pisze
K. Bailey (str. 963): ,,Arnold was the first to show that the proteins of
animal tissues often gave a pronounced nitroprusside reaction which beca-
me stronger after heat coagulation; and when Mirsky and Anson again
resumed the study of sulfhydryl groups in proteins, the interest centered
largely on conditions determining their activity in the native protein and
the generation or revelation of new-SH groups on denaturation”. Nawia-
sem dodam, ze praca Arnolda ukazata sie w 1911 roku, a Mirsky i Anson
podjeli to zagadnienie w 1935 roku, a wiec w ¢wieré wieku pdznie;j.

2) Cysteina niebialkowych frakcji narzadoéw zwierzecych (poz. wyk. 18).
Po zupetnym usunieciu biatek przez wysolenie siarczanem sodowym lub
amonowym daje sie wykaza¢ intensywna reakcja z nitroprusydkiem
i amoniakiem taka, jak poprzednio podana dla biatek. Arnold bardzo
szczeglGtowo opisuje spos6b postepowania, ktorym sie postugiwat; nalezy
uzywac¢ narzagdow zwierzecych mozliwie bezposrednio po zabiciu zwie-
rzecia, a jezeli p6zniej to po przechowaniu w lodzie; pozostawienie wod-
nych wyciggow narzadow w temperaturze pokojowej prowadzi do zaniku
reakcji, ale zagotowanie takich wyciggdw utrzymuje reakcje na diuzszy
czas. Wyciagi sporzadza z miazgi oczyszczonych narzagdéw, zadanej roz-
cienczonym kwasem siarkowym do wyraznej kwasnej reakcji na lakmus
i to w temp. 34°—35° ze wzgledu na to, ze w tej temperaturze jest wieksza
rozpuszczalno$¢ siarczanu sodu uzytego do wysolenia biatek. W wodo-
jasnym przesgczu uzyskanym z wycisnietej miazgi reakcje na biatko wy-
padaja ujemnie. Reakcja z nitroprusydkiem i amoniakiem wypada we
wszystkich bezbiatkowych wyciagach badanych narzadéw silnie dodatnio,
otrzymuje sie mocng purpurowo-fioletowa barwe; najsilniejszg jednak
jest reakcja w wyciagach watroby (wotu, krélika) okoto 3 do 4 razy
mocniejsza niz w innych narzgdach,, a przebadat Arnold nastepujace
narzady: grasice, miesien, serce, mozg, jadra, nerki, jelito, soczewke oka;
takze z erytrocytow uzyskuje sie bezbiatkowe przesacze dajace wyrazng
reakcje nitroprusydkowga, natomiast osocze wzglednie surowica krwi reak-
cji tej nie dajg. Na bezbiatkowych ekstraktach badanych narzadéw, oraz
réwnolegle na roztworach cysteiny uzyskanej przez redukcje cystyny,
wykonuje Arnold siedem reakcji charakterystycznych dla cysteiny; do-
tacza do tego dwie nowe, szczegdlnie czute, bedgce modyfikacjami reakcji
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nitroprusydkowej. W oparciu o wynik tego pordéwnania wycigga wnio-
sek, ze zwiazkiem dajacym te reakcje jest cysteina; wyraza to zdaniem
(poz. wyk. 18 str. 316): ,,Der mit Nitroprussidnatrium reagierende Kdrper
ist seinen Reaktionen nach Cystein™.

W dziesieé lat p6zniej F. G. Hopkins izoluje glutation jako substancje
dajagcg reakcje nitroprusydkowg w bezbiatkowych wyciggach tkanek.
Zwiagzek swoich badan z pracg Arnolda wyraza w streszczeniu swej pracy
w nastepujacych stowach (Biochem. J. 15. 304 1921): ,,A substance respon-
sible for the nitroprusside reaction which is given by nearly all animal
tissues, and was applied by lieffter and by Arnold in proof of the presence
of sulphydryl groups in the cell, has been isolated from yeast from muscle
and from mammalian liver”. W swojej pracy Hopkins czesto powotuje
sie na badania Arnolda, zwtaszcza w odniesieniu do wystepowania reak-
cji nitroprusydkowej w ré6znych tkankach; potwierdza takze wystepowa-
nie w erytrocytach zwigzku dajagcego te reakcje w odrdznieniu od osocza
krwi. J.Heller w pracy przegladowej o tioneinie moczu (Polska Ga-
zeta Lekarska 12, Nr 50 (1933)) omawia te sprawy podnoszac znaczenie
reakcji Arnolda w badaniach skfadnikow sulfhydrylowych (glutationu
i ergotioneiny) erytrocytéw krwi cztowieka.

3. Hematyna obojetna Arnolda czyli kathemoglobina van Klaverena
(poz. wyk. 4, 5 6, 7 i 8). W 1899 (poz. wyk. 4 i 5) podaje Arnold, ze
w $cisle okreslonych warunkach (odpowiednie stezenie chlorku sodowego
oraz pét objetosci alkoholu etylowego) stwierdza sie zmiane zabarwienia
i widma methemoglobiny na charakterystyczne, nie opisane do tego czasu,
widmo ,hematyny obojetnej”. Arnold podaje dane zar6wno wykonania
tej reakcji, jak i Scisty opis i charakterystyke widma tego zwigzku. Opi-
suje zatem nowg, nieznang dotychczas pochodng barwika krwi. Donie-
sienie to wywotuje gwattowng krytyke L. Wachholza, (Przeglad
lekarski 39, 73 (1900)) ktéry kwestionuje wyniki Arnolda podajac, ze
hematyna obojetna Arnolda jest hemochromogenem. W odpowiedzi (poz.
wyk. ), Arnold przedstawia ponownie caty bieg swoich doswiadczen
i obserwacji ze wszystkimi szczeg6tami oraz z odparciem wszystkich
zarzutdw udowadniajgc ponad wszelka watpliwos$¢, ze ma sie tu do czy-
nienia z nowym, dotychczas nieznanym zwigzkiem. Wachholz ponownie
zabiera gtos w tej sprawie w artykule, (Przeglad Lekarski 39, 132 (1900))
ktory nie przynosi nowych argumentow ale nie cofa sie przed zto$liwos-
ciami, z ktérych przytocze nastepujgce stowa (str. 133) ,,Gdyby nawet
widmo hematyny obojetnej byto zasadniczo rézne od widma hemochro-
mogeny, co atoli jak wykazatem wcale nie ma miejsca, to nie mégtbhym na
tej wytacznej podstawie opiera¢ stwierdzenia nowego zwigzku, aby nie
uledz zarzutowi, jaki czynig Nencki i Sieber” ,,den Pseudochemikern, wel-
che sich bei ihren Arbeiten einzig mit dem Spektralapparate begniigen
und daraufhin neue Korper entdecken”. W ponownej odpowiedzi Arnold
(poz. wyk. 7) powtarza raz jeszcze argumenty, ktére powinny usungé
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wszelkie zastrzezenia Wachholza. | konczy twierdzeniem ,,Zywie nadzie-
je, ze po odczytaniu tej polemiki nieuprzedzeni, o ile znajomosé spektro-
skopii krwi nie jest im obca, znajdg sie po mojej stronie”. | tak tez byio.
Zaraz w 1901 roku opisuje Van Klaveren (Z. physiol. Chemie 33,
293 (1901)) ten zwigzek, podajac S$cisle dane spektroskopowe takie jak
Arnold, stwierdzajac, ze zwigzek ten zawiera biatko i stagd zmienia nazwe
~hematyny obojetnej” na ,kathemoglobine”. D. Keilin, ktory w ¢wieré
wieku po6zniej zajmuje sie tymi sprawami w swoich badaniach nad cy-
tochromami i innymi zwigzkami hemowymi (Proc. Roy. Soc. 100, 129
(1926)) potwierdza w petni dane Arnolda, zardwno dotyczace sposobu
otrzymywania kathemoglobiny, jak i charakterystyki liczbowej jej widma.
O obserwacji Arnolda, ze widmo ,hematyny obojetnej Arnolda” tj. kat-
hemoglobiny zmienia sie po zagotowaniu roztworu, a zjawia si¢ ponownie
po jego oziebieniu, pisze (str. 138): ,,This interesting observation of
Arnold, confirmed by Klaveren and by the writer, shows that with the
rise of temperature Kat Hb becomes dissociated into haematin and globin
and that these on cooling reunit again”. Keilin daje temu zwigzkowi
nazwe ,parahematyna”, podajac jej definicje w stowach (str. 139). ,,Para-
haematin (— Arnolds neutral haematin = kathaemoglobin of van Kla-
veren) is therefore an oxyhaematin united with a nitrogen compound such
as: globin, histidine, pyridine, nicotine and the unknown nitrogen com-
pounds of cytochrome and of oxyhelicorubin.”

Omowione wyzej trzy serie prac Wincentego Arnolda, a mianowicie:
reaktywnosé¢ grup sulfhydrylowych biatek, cysteina niebiatkowych wy-
ciggow tkanek oraz ,hematyna obojetna Arnolda” czyli kathemoglobina
to powszechnie uznawany trwaly dorobek biochemii.

B. Prace analityczno-lekarskie. W tej grupie mieszczg sie prace, kto-
rych, przedmiotem jest: 1) tzw. trawienna reakcja moczu, 2) kwas acety-
looctowy moczu, 3) barwniki moczu i 4) inne doniesienia zwigzane z ana-
lityka lekarska.

1) Tzw. trawienna reakcja moczu (poz. wyk. 10, 11, 23 i 25). W 1906 podat
Arnold, ze w moczu daje sie stwierdzi¢ po spozyciu pewnych pokarméow
(zwitaszcza bulionu z miesa wotowego) szczegdlna reakcja z nitroprusyd-
kiem sodowym, odmienna od reakcji Weyla na kreatynine, a takze od
reakcji na grupy sulfhydrylowe. Jezeli do 20 ml moczu doda sie krople
4"fo roztworu nitroprusydku sodowego lub potasowego, wystepuje silne,
czyste zabarwienie fioletowe, ktdre przechodzi w purpurowo-czerwone,
brunatne, a wreszcie w zdéte. Reakcja ta wystepuje po spozyciu pokar-
mow, zawierajagcych substancje powstajgce przy dziataniu wyzszej tem-
peratury (200—250°) na pokarmy; najintensywniejszy jednak odczyn
otrzymuje sie po spozyciu mocnego bulionu. Produkty, po ktérych spo-
zyciu wystepuje ta reakcja w moczu, same jej nie dajg; reakcja jest
odpowiedzig ustroju na pobudzenie gruczotdw trawiennych; stad jej naz-
wa. W przebiegu chordb goraczkowych, ktére na ogo6t wigzg sie z hypo-
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funkcja gruczotéw trawiennych, reakcja ta wypada ujemnie lub bardzo
tylko stabo. Istota zwigzku dajgcego ten odczyn w moczu nie jest znana.
O.Hammarsten (Lehrb. d. Physiolog. Chem. 1926 str. 550) podaje,
ze odpowiedzialnym za te reakcje zdaje sie by¢ jaki$ zwigzek zawiera-
jacy siarke, prawdopodobnie tioamidowy.

2) Kwas acetylooclowy moczu (poz. wyk. 3 i 9). W konicu ubiegtego wieku
odrézniano jako r6zne stany acetonurie od diaceturii; poglad ten opierat
sie na tym, ze reakcje Legata daje zardwno aceton, jak i acetylooctan;
natomiast reakcje Gerhardta z chlorkiem Zzelaza daje acetylooctan, ale
nie aceton; mata stosunkowo czuto$¢ reakcji Gerhardta byta odpowiedzial-
na za to, ze wykazywano jedynie aceton w moczach, w ktérych acetylo-
octan ulegt w pewnym stopniu rozpadowi na aceton i jego stezenie byto
za male dla otrzymania mato czulej préby z chlorkiem zelaza. Arnold
podaje nowg reakcje dla wykrywania kwasu acetylooctowego; roztwor
p-amidoacetofenonu oraz roztwdr azotynu sodowego dodane do roztworu
zawierajgcego acetylooctan powodujg po dodaniu kilku kropli stezonego
roztworu amoniaku czerwono-brunatne zabarwienie, ktére po dodaniu
stezonego kwasu solnego przechodzi we fioletowe. W oparciu o to, ze
w przypadku ,,acetonurii”, w ktérej nie wykazywano prébg Gerhardta
acetylooctanu i ktory to stan uwazano dlatego za odmienny od ,diaceturii”,
daje sie acetylooctan wykaza¢ probg z p-amidoacetofenonem przyjmuje
Arnold, ze rozrdznianie ,acetonurii” od ,diaceturii” jest nieuzasadnione.
L. Marchlewski (Por. do badan fizjol. chem. 1924 str. 233) podaje,
ze ,,Arnold po raz pierwszy wskazat na kwas acetylooctowy jako zrodio
acetonu”.

3. Barwniki moczu. Wykrywanie i znaczenie kliniczne barwika zdtci
w moczu jest tematem pierwszej pracy Arnolda (poz. wyk. 1). Podany
przez niego spos6b Wykrywania nawet bardzo matych ilosci bilirubiny
zastuguje, moim zdaniem, na uwage i dzisiejszych analitykow klinicz-
nych. Arnold wykonuje go, dodajgc do badanego moczu potowe objetosci
nasyconego roztworu barytowego (sporzadzonego z 23 cze$ci nasyconego
na zimno wodorotlenku barowego i Vs czeSci nasyconego chlorku baru);
powstaty osad zbiera na saczku; sgczek wraz z osadem bez przemywania
rozktada na bibule dla usuniecia nadmiaru wilgoci, nastepnie dzieli go
na dwie potowy; jedng z nich ktadzie na kawatku bibuty na ptytce szkla-
nej i nachylajagc nad miseczkg polewa ostroznie osad kroplami stezonego
kwasu solnego; jezeli osad miat jasno zétte zabarwienie, pochodzace od
bilirubiny, to zmieni je pod wptywem kwasu solnego na brgzowe (brunat-
no-czerwone); ta zmiana barwy nastepuje w przeciggu Kkilku sekund
i tylko tak dtugo powinno trwaé polewanie kwasem solnym; jezeli tak
przygotowany osad dotknie sie pateczkg szklang zanurzong w kwasie
azotowym (lekko zottawym) najlepiej na brzegu saczka, gdzie warstwa
osadu nie jest zbyt gruba, wystapig barwne pierscienie Gmelina ,,wyraz-
niej i piekniej, niz przy zastosowaniu jakiegokolwiek innego sposobu”.

10 Postepy Biochemii



594 W. MOZOLOWSKI [8]

Dyskusja klinicznego znaczenia proby na barwiki zétciowe moczu moze
zainteresowac i dzisiejszego analityka i klinicyste.

Barwikom urorozeinowym, powstajgcym z kwasu indoloctowego w je-

licie, a wydalanym w moczu, poswieca Arnold dwie prace (poz. wyk. 15
i 19). Takze jeden krotki artykut (poz. wyk. 2) omawia wykazywanie
barwika krwi w moczu.
4. Inne prace analityczno-lekarskie dotycza: znaczenia klinicznego od-
czynu diazowego (poz. wyk. 29), otrzymywania hematoporfiryny z krwi
tlenko-weglowej (poz. wyk. 22) oraz opisu przypadku hematoporfirynurii
u chorego na dur brzuszny (poz. wyk. 21). O tym, ze nietatwe byly wa-
runki pracy laboratoryjnej w okresie bezposrednio po wojnie Swiadczy
artykut ogtoszony w 1922 ,,0 mozliwosci zastgpienia olejku cedrowego
olejkiem santatowym do celéw mikroskopowych (poz. wyk. 28).

Oméwione prace analityczno-lekarskie majg dzi§ gtownie znaczenie
historyczne; ich omdwienie, jest jednak wazne dla petniejszego przed-
stawienia dziatalnosci lekarskiej Wincentego Arnolda.

C. Prace kliniczno-lekarskie. Jest rzecza zrozumiatg, ze ponad pét
wieku, ktore nas dzieli od dziatalnosci lekarskiej Arnolda, zmienito w zu-
petnosci problematyke kliniczno-lekarskg. Sprawa leczenia nagminnego
zapalenia opon (poz. wyk. 13, 14 i 27) opiera sie dzi$ na zupeinie innych
zasadach, anizeli w tamtych czasach. Doswiadczalne wykazanie przez
Arnolda, ze doniesienia o korzystnym dziataniu dozylnych injekcji kolar-
golu w przebiegu choréb zakaznych nie majg podstaw, a sam zabieg nie
jest dla pacjenta obojetnym, (poz. wyk. 12) miato znaczenie w tym daw-
nym okresie, gdy w walce z chorobami zakaznymi brak byto tak skutecz-
nej broni, jakg dzi$s lekarz dysponuje i probowano czesto Srodkéw bardzo
ryzykownych. Na blizsze omdwienie zastugujg jednak prace (poz. wyk.
20, 24 i 26) wykazujace, ze neuritis optica, wystepujgca stosunkowo czesto
w przebiegu zapalenia opon, a w innych ostrych chorobach zakaZznych
jedynie bardzo rzadko, wystepuje takze w przebiegu duru osutkowego
tak prawie czesto jak w zapaleniu opon mézgowych. Arnold ogtosit to
w 1911 roku w oparciu o stwierdzenie tego w 14 przypadkach duru osut-
kowego, ale w artykule w 1918 roku pisze: ,,Epidemie lat wojennych
umozliwity mi uzupetnienie tych badan”. Dno oka zbadat u 244 chorych;
zapalenie nerwow wzrokowych znalazt 144 razy tj. w 59% chorych.
Pierwsze zmiany na tarczy wzrokowej wystepowaty nie wczesniej jak
6smego lub dziewigtego dnia choroby; prognoze wyleczenia zapalenia
nerwoéw wzrokowych w durze osutkowym uwaza za dobrg. Poniewaz
w durze brzusznym neuritis optica nie wystepuje, miato stwierdzenie
Arnolda istotne znaczenie epidemiologiczne. Nie nalezy zapominaé, ze
wszystkie badania dodatkowe, takze dna oka, wykonywat Arnold sam.

W oparciu o przedstawiony dorobek naukowy Wincentego Arnolda
nalezy stwierdzi¢, ze byt to wybitny badacz, ktéry w bardzo trudnych
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warunkach otrzymat wyniki, ktérych znaczenie wystepuje dzi$ jeszcze
wyrazniej niz w chwili ich ogtoszenia.

Totez w setng rocznice urodzin tego uczonego nalezato ogtosi¢ drukiem
zestawienie jego naukowej dziatalnosci. Nie byto to rzeczg tatwg; ze udato
sie to, (cho¢ z opdznieniem i w takiej tylko postaci, jakg jest obecna pra-
ca), nalezy zawdziecza¢ wielu osobom. Ws$rdd nich wymienie przede
wszystkim: $p. dra Emiliana Ostachowskiego, ktdry mi udostepnit kopie
listu Wincentego Arnolda do Sekretariatu Akademii Nauk Lekarskich
w Warszawie z wykazem prac oraz z bardzo krétkim zyciorysem; oraz
ks. dr. Mariana Starka, misjonarza z Krakowa, ktéremu zawdzieczam
list siostry Zmudzifiskiej Zakonu Sercanek, ktéra pracowata w Pawilo-
nach Zakaznych we Lwowie przez szereg lat. Stowa Jej listu sg dla mnie
jedyna wskazéwka, pozwalajagcg poda¢ jako przypuszczalng date $mierci
Wincentego Arnolda jesien 1942; pisze Ona w swym liscie: ,,Doktadnej
daty $mierci nie wiemy, mimo ze byly siostry na $p swego Szeja dra
Arnolda pogrzebie. Siostra Swietostawa pisze mi na moéj list, ze zdaje
sie bylo to jesienig 1942 roku; tak mowi pare siostr, tego czasu tam we
Lwowie bedgcych na Pawilonach ZakaZnych. Pochowany na Cmentarzu
tyczakowskim™.
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Leukoantocyjany gtogu

Prace wykonano w Katedrze Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego
Recenzenci: prof. dr I. CHMIELEWSKA, prof. dr Z. JERZMANOWSKA,
prof. dr I. REIFER
Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Warszawskiego,
nadajgca stopien naukowy docenta w zakresie biochemii z dn. 21. 1V. 1966.

Niedostateczna znajomos$¢ budowy leukoantocyjandw w znacznym stopniu utrud-
nia badanie roli biologicznej tych zwigzkéw. Do badan wybrano leukoantocyjany
lisci i owocoéw gtogu (Crataegus oxyacantha) ze wzgledu na stosunkowo znaczng
ich ilos¢ w tym materiale oraz ze wzgledu na wystepowanie uktadoéw dimerycznych,
ktéorych wyjasnienie struktury rzutuje na spos6b powigzania miedzy sobg jednostek
flawanowych w czasteczkach polimerycznych leukoantocyjanow.

Stwierdzono na drodze chromatograficznej, ze zaréwno w lisciach jak i w owo-
cach badanej rosliny znajduje sie frakcja niskoczgsteczkowych (dimerycznych)
leukoantocyjanow i frakcja polimeréw flawanowych. Wykorzystujagc rozdziat na
chromatogramach cienkowarstwowych i zmodyfikowang metode Swaina i Hillisa
przebadano zmiany zawarto$ci obu frakcji leukoantocyjanéw w lisciach gtogu
podczas okresu wegetacyjnego. Zawarto$¢ frakcji dimerycznych leukoantocyjanow,
bardzo niska w mtodych lisciach, wzrasta w okresie wegetacji ponad pigciokrotnie.
Poziom zwigzkéw polimerycznych przewyzsza w miodych lisciach ponad trzykrot-
nie zawarto$¢ niskoczgsteczkowych leukoantocyjanéw. Podczas rozwoju liscia wzras-
ta on powoli osiggajac w okresie dojrzewania owocéw wartos¢ dwukrotnie wiekszg
niz w miodych lisciach. W nastepnym okresie nastepuje spadek poziomu obu frakcji,
powolniejszy w przypadku zwigzkéw niskoczasteczkowych. Dane te pozwalajg na
stwierdzenie mozliwosci polimeryzacji leukoantocyjanéw w lisciach, a nie tylko
w drewniejacych czesciach roéliny.

Nastepnym etapem badan nad leukoantocyjanami glogu byty badania struk-
tury niskoczasteczkowych zwigzkéw wydzielonych z gtogu. Opracowano oryginalng
metode preparatyki tych zwigzkow, ktorej istotnym elementem bylo oczyszczanie
frakcji zawierajacej leukoantocyjany na kationicie Amberlite IRC 50.

Otrzymany w ten spos6b gtéwny leukoantocyjan lisci gtogu okazat sie zwigzkiem
wyjatkowo nietrwatym, totez wiekszo$¢ badan budowy przeprowadzono stosujac
pochodne metylowe lub acylowe o wiekszej trwatosci. Analiza produktéw prze-
ksztatcenia badanej substancji w antocyjanidyne, dane analizy elementarnej po-
chodnych, oznaczenia masy czasteczkowej i badanie reaktywnosci pochodnych
z kwasami oraz z nadjodanem pozwolity na zaproponowanie dla gtdwnego leukoan-
tocyjanu lisci gtogu struktury dimerycznej leukocyjanidyny zbudowanej z dwéch
jednostek 3°,4’5,7-tetrahydroksy-flawan-diolu-3,4 potgczonych wigzaniem eterowym
przy udziale drugcrzedowych grup alkoholowych pierécieni heterocyklicznych.
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Zarowno wtasnosci jak i dane analityczne, a co za tym idzie i proponowana
budowa réznig dimeryczng leukocyjanidyne wyodrebniong z lisci gtogu od zwigzku
wydzielonego z owocéw tej rosliny przez Freudenberga i Weingesa
(Tetrahedron Letters str. 267, (1961)). W celu bezposredniego poréwnania obu po-
taczen wyodrebniono z owocoéw gtogu frakcje zawierajaca niskoczgsteczkowe leuko-
antocyjany. Stwierdzono w niej na drodze chromatograficznej obecno$¢ trzech
zwigzkéw oznaczonych Lj, L2 i L3

Leukoantocyjan Lj, wystepujacy w najwiekszej ilosci, wydzielono chromatogra-
ficznie. Stwierdzono jego identyczno$¢ z substancjg opisang przez Freudenberga
i Weingesa, natomiast jego wtasnosci fizyczne i chemiczne wyraznie r6znig sie
od witasnosci dimerycznej leukocyjanidyny lisci gtogu. Na uwage zastuguje znaczna
trwato$é leukocyjanidyny Lj w poréwnaniu z leukocyjanidyna lisci.

Analiza widm w podczerwieni pochodnych zwiazku L, oraz badanie ich reakcji
z kwasem nadjodowym pozwolity ustosunkowaé sie do struktur proponowanych dla
tego potaczenia przez Freudenberga i Weingesa. Wyniki te wskazujg, ze dimerycz-
nej leukocyjanidynie owocéw gtogu (L]) z wiekszym prawdopodobierfistwem mozna
przypisa¢ budowe 3’4,5,7-tetrahydroksy-flawan-3-on-4-olu pofaczonego wigzaniem
semiketalowym z resztg (-)epikatechiny.

Poréwnano chromatograficznie produkty acetylowania mieszanin niskoczastecz-
kowych leukoantocyjanéw wyodrebnionych z lisci i owocdéw badanej rosliny. Stwier-
dzono, ze gtéwna dimeryczng leukocyjanidyna owocéw gtogu Lj wystepuje réwniez
w lisciach tej roS$liny, lecz w mniejszych ilosciach. Zwigzek L2 znajdujgcy sie w nie-
wielkich ilosciach w owocach odpowiada ruchliwo$cia chromatograficzng gtdwnej
leukocyjanidynie lisci gtogu. Dotychczas niezbadany trzeci leukoantocyjan L3 za-
wiera w swej strukturze element leukopelargonidyny i wystepuje zar6wno w owo-
cach jak i w liSciach glogu w najmniejszej ilosci.

Dotychczasowe badania wskazujag na mozliwo$¢ wystepowania dwdéch rodzajow
dimerycznych leukoantocyjanéw. Giédwna leukocyjanidyna owocdw glogu reprezen-
tuje obok innych znanych dimeréw grupe ztozonych leukoantocyjanéw, w czastecz-
ce ktorych jednostka leukoantocyjanu zwigzana jest z resztg flawan-3-olu. Gtéwna
leukocyjanidyna owocow gtogu jest jedynym dotychczas znanym przedstawicielem
dimerycznych leukoantocyjanéw zbudowanych wytacznie z jednostek flawan-
diolu -3,4.

Fragmenty pracy ukazaty sie w Rocznikach Chemii 38, 1773 (1964), 39, 1839
(1965) oraz w Buli. Acad. Polon. Sci. cl. Il 13, 121 (1965).

Badanie wplywu witaminy K i jej strukturalnych analogéw
na aktywno$¢ enzymatycznag katalazy

JAN PLOTKOWIAK

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii i Zaktadzie Chemii Fizycznej Akademii
Medycznej w Poznaniu
Promotor: Doc. dr med. JOZEF CHMIEL
Uchwata Rady Wydziatlu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Poznaniu na-
dajgca stopien naukowy doktora nauk farmaceutycznych z dnia 1 kwietnia 1966 r.

Celem pracy byto okreslenie wptywu zwigzkéw z grupy p-chinonéw: hydro-
chinonu, p-chinonu, antrachinonu oraz witaminy K3 (2-metylo-l,4-naftochinon) i jej
farmakologicznych antagonistow na aktywno$¢ enzymatyczng katalazy. Badania
miaty wykazac jaki jest charakter wzajemnego oddziatywania katalazy i zwigzkéw
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chinonowych in vitro, jakg role w tych procesach speinia potencjat oksydacyjno —
redukcyjny poszczegdlnych partnerow reakcji i czy obecne w S$rodowisku zwigzki
chinonowe wptywajg w sposéb uchwytny na tworzenie sie potgczenia komplekso-
wego katalazy z nadtlenkiem wodoru.

Do doswiadczern zastosowano katalaze f-my Boeringer i Boehne w postaci za-
wiesiny oraz zawierajacy katalaze wyciag drozdzowy w buforze fosforanowym.
Aktywnos$¢ enzymatyczng oznaczano manganometrycznie, a powstawanie kompleksu
enzym-substrat badano polarograficznie.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata, ze hydrochinon, p-chinon i witamina K3
w stezeniach od 10-'M do 10-(M hamujg enzymatyczny rozkiad nadtlenku wodoru,
przy czym najsilniej dziala hydrochinon, najstabiej za$ witamina K3 Kumaryna,
antrachinon i dwukumarol w tych stezeniach nie wptywajg na przebieg reakcji.

Liniowy charakter zaleznosci A kn (réznica miedzy statymi poczatkowej szyb-
kosci reakcji w probie kontrolnej i probie wiasciwej) od stezenia badanych sub-
stancji umozliwit poréwnanie stopnia oddziatywania poszczegdélnych chinonéw na
enzymatyczny rozktad nadtlenku wodoru. Wartosci ké dla stezenia 10-4M ksztat-
towaly sie nastepujaco: hydrochinon 0,0200, p-chinon 0,0100, witamina K3 0,0060,
kumaryna 0,0000, antrachinon-0,0010, dwukumarol (roztwdér nasycony) 0,0070.

Stwierdzono zalezno$¢ miedzy potencjatem oksydacyjno —redukcyjnym po-
szczeg6lnych p-chinondw, a stopniem hamujgcego oddzialywania na szybko$¢ enzy-
matycznego rozktadu H2 2 Obie wartosci maleja ze wzrostem masy czasteczkowej
badanych zwigzkéw: dla p-chinonu E, = 0,699V, natomiast A ké = 0,0100; dla
2-metylo-2,4-naftochinonu EO= 0,396V, a A =0,0060; dla antrachinonu EO= 0,154V,
a A k' —0,0010.

Do badan polarograficznych zastosowano handlowy preparat katalazy poniewaz
w polarogramach ekstraktu drozdzowego wskutek obecnosci substancji interferu-
jacych wystepowat zanik zaréwno fali tlenu jak i nadtlenku wodoru. Wykazano
zmiany w widmie polarograficznym katalazy w obecnosci p-chinonu, hydrochinonu,
2-metylo-i,4-naftochinonu, dwukumarolu i kumaryny. Uzyskane wyniki nie pozwa-
lajg jednak wnioskowa¢ o charakterze tworzacych sie przejsSciowo potgczen.
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Il Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
Warszawa, 4—7 kwietnia 1966 r.

Sesja otwarcia. Il zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
otworzyt Przewodniczacy Federacji, Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
i gtdbwny organizator Zjazdu —prof. dr Kazimierz Zakrzewski. Przy stole
prezydialnym zasiedli: prof. dr S. Ochoa, Prezes Miedzynarodowej Unii Bioche-
micznej, prof. dr. J. Groszkowski, Prezes Polskiej Akademii Nauk. prof.
dr J. Heller, Przewodniczacy Komitetu Biochemicznego i Dyrektor Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN, oraz prof. dr W. Niemierko, Dyrektor Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego.

W itajgc przedstawicieli WHadz Panstwowych i Nauki, Cztonkéw Rady Federacji,
innych honorowych gosci i uczestnikéw Zjazdu prof. Zakrzewski wyrazit rados¢
organizatoréw z powodu przybycia na Zjazd wielu wybitnych uczonych, co pozwoli
licznemu gronu polskich biochemikéw przedyskutowa¢ wsp6lne problemy z kolegami
z zagranicznych osrodkdéw badawczych. Nastepnie odczytany zostal powitalny list
protektora Zjazdu, Przewodniczacego Komitetu Nauki i Techniki Wicepremiera
Eugeniusza Szyra. W liscie swym E. Szyr podkreslit doniostg role biochemii
w rozwoju wspotczesnej nauki, zwracajgc szczegdlng uwage na liczne praktyczne
zastosowania badan biochemicznych. W imieniu Polskiej Akademii Nauk prof.
J. Groszkowski mowit o pozycji biochemii wsérdd innych nauk S$cistych oraz
o roli poznawczej badan biochemicznych. W imieniu Miedzynarodowej Unii Bioche-
micznej powitat Zjazd dr S. Ochoa.

Po przemoéwieniach powitalnych i krétkiej przerwie wyktad inauguracyjny
wygtosit P. Grabar, Dyrektor Instytutu Badan nad Rakiem (Villejuif).

Odczyt swéj P, Grabar rozpoczat od szczegotowego omoéwienia techniki
immunoforetycznego rozdziatu biatek i praktycznego zastosowania jej w badaniach
klinicznych i eksperymentalnych. Jako ilustracje pokazat Grabar wiele interesu-
jacych diapozytywoéw przedstawiajgcych immunoelektroforegramy surowic 0s6b
zdrowych lub tez z r6znymi zmianami patologicznymi. Wspomniat réwniez o bada-
niach innych ptynéw ustrojowych oraz oméwit zastosowanie immunoelektroforezy
do badan nad nowotworami doswiadczalnymi u zwierzagt. W tej dziedzinie na uwage
zastuguje spostrzezenie, ze w materiale pochodzacym ze zwierzat z pewnymi zmia-
nami nowotworowymi—mozna wyrézni¢ frakcje biatkowe — nie spotykane w pra-
widtowych tkankach zwierzat dorostych —a przypominajace wiasnosciami fizycz-
nymi pewne biatka z tkanek zarodkowych.

Sympozjum: Wiasnosci i funkcja elementéw genetycznych. Rozpoczynajgc relacje
z obrad Sympozjum dobrze bedzie krétko wspomnie¢ o najwazniejszych osiggnie-
ciach chemii i biochemii kwaséw nukleinowych, ktére daty podstawy pod rozwdéj
dzisiejszej biologii molekularnej.

Przede wszystkim zatem nalezy wymieni¢ prace Browna i Todda (1952),
ktorzy w oparciu o badania trzech pokolei chemikéw i wiasne doswiadczenia zdo-
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tali zdefiniowa¢ charakter powigzania nukleotydow w kwasach nukleinowych;
model makromolekularnej budowy DNA skonstruowany przez Cricka i Wat-
son a (1953), przeprowadzong przez Kornberga (1956) in vitro replikacje
DNA, réwnoznaczng z wykryciem polimerazy DNA, jak réwniez odkrycie przez
S. Ochoa i wsp. fosforylazy nukleotydowej (1956) oraz odkrycia polimeraz RNA
zaleznych od DNA (1960) — stanowity dalsze etapy na drodze do poznania wtas-
nosci i funkcji elementéw genetycznych. Szczegélnie ptodne okazaly sie badania
nad wbudowywaniem aminokwaséw do peptydéw w uktadach bezkomérkowych
(Zamecnik i Hoagland; Berg; Lipmann; Nirenberg i Matthaei,
1961). Zastosowanie kwasu poliurydylowego w doswiadczeniu kontrolnym podczas
badania wptywu wirusowego RNA na synteze peptydow w ukitadach bezkomorko-
wych z E. coli doprowadzito niespodziewanie do identyfikacji nukleotydu tréjrybo-
urydylowego jako trypletu kodujacego fenyloalanine (Matthaei i Niren-
berg, 1961). Wyniki tego doswiadczenia wywotaly prawdziwg eksplozje badan.
Badania S. Ochoa i wsp. oraz M. Nirenberga i wsp., ktérzy stosowali
mieszane polirybonukleotydy daty mozno$¢ okreslenia sktadu wielu innych tryple-
téow (kodonow), nie daty jednak jeszcze sposobow pewnego zdefiniowania sekwencji
nukleotydéw w kodonach. Nastepnym wielkim krokiem naprzdd byto wykazanie
przez P. Ledera i M Nirenberga (1964), ze zasocjowane z rybosomami
trojnukleotydy mogg specyficznie wigza¢ odpowiednie aminoacylo-tRNA. Umozliwito
to z kolei badania réznych trojnukleotydéw jako kodondéw. Niezwykle zmudne
i precyzyjne metody mieszanej chemicznej i enzymatycznej syntezy tréj- oraz
polinukleotydéw w Laboratorium H. G. Khorany oraz zastosowanie tych
zwigzkdéw do badan nad kodem genetycznym wzmogto ogromnie zaufanie do pra-
widtowosci rozszyfrowania poszczegoOlnych kodondw. Przedstawione podczas Sym-
pozjum najnowsze wyniki umozliwity, jak zobaczymy, catkowite niemal rozszyfro-
wanie kodu genetycznego, co—wedtug stow F. Sang er a—jest najbardziej
podniecajacym i najwiecej obiecujgcym osiggnieciem biochemii lat ostatnich.

0 badaniach struktury kwaséw nukleinowych przy uzyciu techniki dyfrakcji
promieniowania X moéwili V. Luzzati (wspo6tautorzy J. Witz i A Mat-
his— Gif-sur-Yvette i Strasbourg) oraz W. Fuller (Londyn). Przedstawili oni
miedzy innymi dane na temat wplywu temperatury i pH roztworéw oraz stopnia
uwodnienia $rodowiska na konformacje czasteczek kwaséw nukleinowych. Fuller
ponadto zwro6cit uwage na dane eksperymentalne $wiadczace o oddziatywaniu czg-
steczek niektorych antybiotykow, substancji rakotwérczych i toksycznych na czg-
steczki DNA. Przedyskutowat on mozliwy wptyw tych antymetabolitow w zalez-
nosci od ich struktury i wtasnoséci oraz od struktury i wiasnosci kwaséw nukleino-
wych, szczeg6lnie uwzgledniajgc prawdopodobne mechanizmy oddziatywania cza-
steczek kwasoéw nukleinowych z pochodnymi akrydyny, jak rdwniez witasnosci
kompleksow DNA i antybiotyku duanomycyny.

Wptyw poliamin na strukture polinukleotydow oméwit w swym doniesieniu
W Szer (Warszawa). Wystepujagce powszechnie w komdrkach poliaminy moga,
zdaniem autora, gra¢ istotng role w procesach replikacji i syntezy kwaséw nukleino-
wych oraz biatek.

Tre$¢ wyktadu F. J. Bollum ’a (Lexington) o enzymatycznej replikacji poli-
dezoksyrybonukleotydéw stanowity: zjawisko autokatalizy DNA oraz wtasnosci i ak-
tywnos$¢ polimeraz DNA. Wykazano, ze jedynie polimeraza z niezakazonych bak-
terii rozpoczyna i przeprowadza replikacje DNA na matrycy natywnej formy dwuni-
ciowej (Kornberg 1961), natomiast polimerazy z bakterii zakazonych fagiem
(Bollum, 1957) lub z grasicy cielecej (Bollum, 1963) nie majg tej zdolnosci.
Przeszkodg do rozpoczecia procesu replikacji przez ,defektywne”, polimerazy jest
drugorzedowa struktura tancucha polinukleotydowego w natywnym DNA i wigza-
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nia wodorowe tgczace jego obydwie nici. Niezbednym i wystarczajgcym warunkiem
rozpoczecia replikacji jest takie rozdzielenie par komplementarnych zasad obydwu
nici DNA, aby wolna grupa hydroksylowa z pozycji 3’ skrajnego nukleotydu jednej
nici znalazta sie naprzeciwko tego odcinka drugiej nici, ktory ma by¢é odtwarzany.
Dyskutujac szczegéty tej hipotezy Bollum zaproponowal kilka modeli miejsc,
w ktorych zaczyna sie odtwarzanie DNA*na matrycy.

W referacie pod skromnym tytutem ,Synteza polinukleotydéw, a kod gene-
tyczny” H. G. Khorana (Wisconsin) przedstawitl wyniki ogromnej wagi, ktére
pozwolity na ustalenie znaczenia wszystkich wyrazow kodu genetycznego. Otrzy-
mane w drodze syntezy chemicznej, krotkie polidezoksyrybonukleotydy o powta-
rzajacej sie sekwencji dwu-, tréj-, lub cztero-nukleotydowej stuzyty jako matryca
dla polimerazy RNA zaleznej od DNA, a w konsekwencji powstawaty dtugie poli-
rybonukleotydy zawierajgce komplementarne nukleotydy o odpowiednio powta-
rzajacej sie sekwencji. Co wiecej, krotkie polidezoksyrybonukleotydy stanowity
matryce rowniez dla polimerazy DNA, co z kolei powodowato powstawanie ditugich
polimerow DNA-podobnych o powtarzajgcej sie sekwencji dwu- lub tréj-dezoksy-
rybonukleotydéw. Te diugie dwuniciowe polimery o strukturze podobnej do DNA
moga stuzy¢ jako matryce dla polimerazy RNA; dodanie dwu odpowiednich rybo-
nukleozydotréjfosforan6w pozwalato na dowolng transkrypcje jednej lub drugiej
nici DNA z utworzeniem komplementarnego polirybonukleotydu. Synteza wszyst-
kich mozliwych 64 trojrybonukleotydéw (z czterech podstawowych mononukleoty-
déw) oraz polinukleotydéw o powtarzajacej sie sekwencji poszczeg6lnych trojrybonu-
kleotydéw data mozno$¢ syntezy w uktadach bezkomoérkowych odpowiednich homo-
polipeptydéw. Syntetyczne polirybonukleotydy zawierajagce przemiennie dwa trdj-
nukleotydy prowadzity w uktadach bezkomoérkowych do powstawania kopolipety-
déw o réwniez przemiennej sekwencji aminokwaséw. Pod koniec wyktadu zebrat
Khorana wyniki badain swego laboratorium w postaci tabeli ilustrujgcej 64-wyrazo-
wy kod dla wszystkich 20 aminokwaséw wystepujgcych w biatkach.

Poruszajagc zagadnienie rozpoczynania syntezy taricucha peptydowego Khora-
na nawigzat do badan nad N-formylometionylo-sRNA z E. coli (Clark i Marc-
k er, 1966), ktory wydaje sie gra¢ role sRNA inicjatora, a kodujacy go tryplet —
kodonu inicjujgcego.

Podobne badania przedstawit nastepnie H. Matthaei (Gottingen). W do-
Swiadczeniach nad odczytywaniem kodu stosowat on jako modele mRNA dtugie
polirybonukleotydy oraz izolowane z E. coli rybosomy oczyszczone od enzymoéw
nukleolitycznych. Otrzymane ta droga wyniki okazaty sie zbiezne z wynikami badan
Khorany i jego grupy z tym jednak, ze wedlug Matthaei trojnukleotyd UGA nie
koduje zadnego z 20 aminokwaséw i jak przypuszcza autor, moze stanowi¢ sygnat
do od#aczania sie tancucha peptydowego z rybosomow.

Problem kodowania poczatku i kornca syntezy taAcucha peptydowego szerzej
przedyskutowat B. F. C. Clark (wspo6tautor L. Marcker — Cambridge).
Dane genetyczne i biochemiczne sugeruja, ze tryplety kodujace koniec tancucha
peptydowego majg sekwencje UAA lub UAG (wedtug Matthaei UGA) podczas gdy
poczatek tancucha kodowany jest przez tryplet AUG. Clark przypuszcza, ze we-
wnatrz czasteczki wielocistronowego mRNA tryplety sygnalizujgce koniec jednego
peptydu i poczatek nastepnego wystepujg kolejno po sobie (UAA AUG), oraz ze ten
sam zespOt trypletéw rozpoczyna réwniez czasteczke mRNA. Przedstawiony przez
Ochoa fakt nie odczytywania krancowego trypletu czasteczki mRNA od strony 5’
oraz dane wskazujagce, ze czasteczki naturalnych mRNA zaczynaja sie od nukleoty-
dow purynowych, pozwalajg wedtug Clarka zatozy¢, ze 6w purynowy tryplet bierze
udziat w przytgczaniu mRNA do rybosomu, co jest konieczne, aby sygnat rozpoczy-
najacy zostat odczytany. Na temat roli N-formylo-met-tRNA w rozpoczynaniu syn-
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tezy peptydu rozwineta sie nastepnie zywa dyskusja, w ktorej zabrali gtos specjalisci
tej miary, jak S. Ochoa, P. Leder i U Z Littauer.

W swoim wyktadzie na temat kodu genetycznego Khorana poruszyt réwniez
zjawisko specyficznosci rozpoznawania kodonéw przez tRNA. Jak wykazaty badania
tRNA przenoszacych arginine, seryne (Khorana) i fenyloalanine (Littauer) bezwzgled-
na specyficzno$¢ odczytywania dotyczy pierwszej litery trypletu; trzecia za$ litera,
jesli jest nig pirymidyna, wydaje sie by¢ wymienna bez zmiany znaczenia kodonu.
Wynika z tego, zdaniem Khorany, ze biologicznie niezbedna ilos¢ sRNA w tkance
mogtaby by¢ niewielka, w rzeczywistosci jednak wskutek czeSciowej degeneracji
kodu w kazdym badanym organizmie wystepuje wiecej réznych sRNA niz jest to
konieczne. Stopien degeneracji kodu moze by¢ jednakze u rdéznych organizmoéw
inny, co przejawia sie ostatecznie w pewnej gatunkowej specyficznosci poszczegél-
nych sRNA (O. Ciferri —Pavia; F. Kalousek, J. Cerna, F. Sorm —
Praga). Oznacza to, ze pewne izoakceptorowe SRNA majg swoje odmienne kodony.
| tak np. lizyna kodowana jest przez trzy tryplety: AAA, AAU, i AAG, lecz tylko
AAA charakterystyczny jest dla drozdzy, AAG dla E. coli, a AAA i AAU dla A. vi-
nelandi (G. N. Zaistseva, R N Glebo v—Moskwa).

Brak specyficznosci natomiast przy obecnosci w tRNA wiasciwego antykodonu,
wzglednie btedy w odczytywaniu kodondéw przez niektére tRNA tlumaczy sie rdz-
nicami ich drugorzedowej struktury (U. Z. Littauer i M Revel —Reho-
voth).

Badane przez Littauera i wsp. tRNA przenoszace fenyloalanine z egzotroféw
E. coli, hodowanych na petnych pozywkach lub w nieobecnosci metioniny réznity sie
iloscig zmetylowanych zasad oraz odpowiedzig na rézne kodony. Przy czym czas-
teczki Bhe-tRNA ubogie w grupy metylowe odznaczaty sie zdolnoscia wbhudowywa-
nia fenyloalaniny do peptydéw w odpowiedzi na kodony nietypowe dla prawidto-
wych czasteczek Phe-tRNA. Sg rowniez dane wskazujace, ze czgsteczki Phe-tRNA
nie zawierajagce zmetylowanych zasad majg zmodyfikowang strukture trzeciorze-
dowg. Przypuszczenie takie uzasadniajg miedzy innymi badania nad wiasnosciami
syntetycznych polinukleotydow (D. Shugar i W. Szer) oraz chemicznie zmety-
lowanych czasteczek innych sRNA (Ebel, 1966). Niedostateczna jednak znajo-
mos$¢ rozmieszczenia grup metylowych w czasteczkach Phe-tRNA z E. coli utrudnia
zrozumienie mechanizmu oddzialywania tych grup na zdolno$¢ odczytywania kodu.

W referacie pt. ,Miejsca aktywne w RNA” G. L. Brown (wspdlautorzy:
Sheila Lee, D. Metz — Londyn) przedstawit wyniki doswiadczen, w ktérych
stosowat metode selektywnego i specyficznego podstawiania lub blokowania nie-
ktorych zasad naturalnych w sRNA, oraz przedyskutowat wptyw wywotanych mo-
dyfikacji na wspoétdziatanie badanych sRNA z syntetycznymi mRNA podczas syntezy
peptydéw in vitro.

Wpltyw chemicznej modyfikacji sSRNA na ich zdolno$¢ wigzania i przenoszenia
aminokwaséw byty trescig wielu doniesien. Z badan J. P. Ebela i wsp. (Stras-
bourg) mozna wnioskowaé, iz dopéki chemiczna interwencja nie zmienia antykodonu
oraz nie prowadzi do zmian drugorzedowej struktury naturalnych sRNA, ich zdolnos¢
wigzania i przenoszenia wasciwego aminokwasu pozostaje zachowana. Modyfikacja
za$ spowodowana, np. przez dziatanie hydroksylaminy na cytozyne antykodonu po-
woduje utrate zdolnosci ,rozpoznawania” aminokwasu przez tRNA (D. G. Knor-
re — Nowosybirsk; N. N. Kochetkow, E. I. Budowsky, N. E. Broude;
oraz V. P. Demushkin, N K Kochetkov, E I. Budowsky — Mos-
kwa; L. Frolova, T. Zhilayeva, N Alexandrova, L Kisselev —
Moskwa).

Badania nad pierwszorzedowga strukturg przenoszacego waline tRNA z drozdzy
piekarskich, prowadzone przez biochemikéw radzieckich, przedstawit A. A., Baev
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(wspétautorzy: T. V. Venkstern, A D. Mirsabekov, A J Krutilina,
V. A Axelrod, L Li iV. A Engelhardt —Moskwa). Jak dotagd nie mozna
byto wprawdzie okre$li¢ peinej sekwencji nukleotydéw w przenoszacym waline
tRNA, udato sie jednak ustali¢ sekwencje nukleotydéw w obu krancowych czesciach
czasteczki, tj. w czesci akceptorowej i nieakceptorowej. O skiadzie nukleotydowym
oraz o sekwencji nukleotydow w tRNA przenoszacym seryne moéwit H. G. Za-
chau (Ko6ln). Oméwit on badania, ktére doprowadzity do ustalenia sekwencji nu-
kleotydéw tworzacych czasteczki kazdego z dwu Ser-tRNA i podat postulowang
przez siebie, a odmienng od dotychczas przyjmowanej, strukture trzeciorzedowa
tych makromolekut. Czasteczki Ser-tRNA réznig sie od siebie tylko trzema nukleo-
tydami, a w antykodonie zawieraja te same nukleotydy. Nieznaczne r6znice w skia-
dzie nukleotydowym, nie zmieniaja biologicznej roli w przenoszeniu seryny —
wptywajg jednak w pewnym stopniu na wiasnosci fizyczne czasteczek, co pozwala
wyodrebni¢ obie frakcje Ser-tRNA technikg rozdzialu przeciwpragdowego. Wedtug
Ochoa, ktéory zabrat gtos w dyskusji, réznice w sktadzie nukleotydowym Ser-
-tRNA badanych przez Zachau’a i jego wspoOtpracownikow, sg tak nieznaczne,
ze powstaty zapewne w drodze mutacji punktowych.

Zagadnienia zwigzane z odczytywaniem kodu szczegdtowo omdwili w kolejnych
referatach S. Ochoa i R. E. Monro. Odczytanie informacji genetycznej wyma-
ga, jak wiadomo, wzajemnego oddziatywania aminoacylo-tRNA i mRNA na ryboso-
mach w obecnosci pewnych biatek supernatantu, GTP oraz kationdw dwu i jednowar-
toSciowych. Kulminacyjnym momentem odczytywania jest powstanie nowego wig-
zania peptydowego. Udziat rybosoméw w syntezie wigzan byt gtéwnym tematem
omawianym przez Monro Dane doSwiadczalne wskazujg, ze wybidrcze wigzanie
aminoacylo-tRNA ma miejsce na mniejszych podjednostkach rybosomalnych (o sta-
tej sedymentacji 30S). W wukiadach zawierajgcych izolowane podjednostki 30S
potagczone z mRNA mozna byto bowiem wykaza¢ kierowane przez kodon, specy-
ficzne wigzanie aminoacylo-tRNA. Wedlug Monro w wyniku oddziatywania czesci
czasteczki tRNA bliskiej trypletu z podjednostkg rybosomu 30S utrwala sie stabe
potaczenie zasad kodonu i antykodonu. Skoro za$ izolowane wieksze podjednostki
rybosomowe (o statej sedymentacji 50S) nie wigzg ani mRNA, ani tRNA, wzmac-
niajg natomiast site wigzania aminoacylo-tRNA z mRNA potgczonym z podjednost-
kami 30S —to mozna sadzi¢, iz stabilizacja ta jest wywotana oddziatywaniem pod-
jednostek 50S z obszarami czgsteczki tRNA niesgsiadujgcymi z trypletem. Peptyd
przytagczony estrowo do tRNA (poprzez skrajng reszte adenozyny) ro$nie stopniowo
od strony skrajnej grupy aminowej. Wigzanie peptydowe za$ powstaje w wy-
niku przeniesienia peptydu na Swiezo przytgczong czasteczke nastepnego amino-
acylo-tRNA z réwnoczesnym usunieciem tRNA, z ktdrego peptyd zostat przeniesio-
ny. Zdaniem Monro wiele danych wskazuje, ze w przeniesieniu peptydu nie biorg
bezposredniego udziatu biatka z tzw. supernatantu i GTP, lecz, ze proces ten ka-
talizowany jest przez transferaze peptydowa, trwale wbudowang w strukture
wiekszych czgstek rybosomowych.

Kierunek odczytywania kodu oméwit S. Ochoa, wskazujgc doswiadczenia do-
wodzace polarnosci odczytywania mRNA od skrajnego 5’ nukleotydu do skrajnego
nukleotydu 3.

Warto w tym miejscu zasygnalizowaé badania nad syntezg przeciwciat na
polisomach izolowanych ze $ledziony immunizowanych zwierzat (M. Bagd a-

sarian, M. Bagdasérian, D. Borecka — Warszawa; P. Loénai,
E. Kalman, E J. Hidvégi — Budapeszt).

Wiasnosci RNA 5S, izolowanego z rybosomow watroby szczurzej badali R. J.
Bachvaroff i V, S Tongur (Moskwa) okre$lajac wtasnosci fizyczne,

11 Postepy Biochemii
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sktad nukleotydowy i dyskutujagc prawdopodobng role RNA 5S w wigzaniu amino-
kwaséw. Sekwencja nukleotydéw rybosomowego RNA o statej sedymentacji 5S
z E. coli stanowi obecnie przedmiot zainteresowania F. Sangera (Cambridge).
RNA to cechuje brak nukleotydéw o nietypowych zasadach oraz obecno$¢ urydyno-
5" fosforanu na jednym oraz urydyny na drugim krancu czasteczki (Rosset,
Monier, Julien, 1964). G.G. Browlee i F. Sanger ustalili, jak dotad,
sekwencje nukleotyddw w oligonukleotydach uwalnianych podczas rozktadu RNA
5S przez rybonukleaze trzustkowg oraz tzw. rybonukleaze T1 co jednak nie pozwala
jeszcze na okreSlenie petnej sekwencji wszystkich 115, jak sie wydaje, nukleoty-
dow sktadowych czasteczki tego RNA.

Z duzym zainteresowaniem przyjety zostat wyktad P. Bor sta (wspdétauto-
rzy A. M. Kroon, G. J. C. M. Ruttenberg — Amsterdam) na temat cy-
toplazmatycznego DNA. W ostatnich latach dopiero wykazano definitywnie (Gibor
i Granick, 1964; Kroon, 1966), ze DNA jest statym skitadnikiem chloroplastéw
i mitochondriow. W komoérkach kregowcow DNA mitochondriow ma posta¢ kulista.
Sa dane wskazujace, ze cytoplazmatyczny DNA ulega replikacji w organellach ko-
morkowych, oraz, ze gra pewng role w biosyntezie biatek mitochondrialnych. Na
zakonczenie Borst zaproponowatl i przedyskutowat prawdopodobne modele biosyn-
tezy mitochondriéw i chloroplastow.

W mitochondriach bakteryjnych i zwierzecych mozna wykaza¢ (D. Neubert,
H. Helge, R Baas — Berlin-Dahlem) uzalezniong od DNA synteze RNA, sprze-
zong w pewnym stopniu z syntezg biatek. Nasuwa to autorom przypuszczenie, iz ba-
dane przez nich RNA syntetyzowane w izolowanych mitochondriach, ma charak-
ter RNA informacyjnego.

Wspoiczesne poglady na transformacje bakteryjne przedstawit R. D. Hotch-
kiss (New York) uwzgledniajac problemy wnikania DNA z jednej komorki do
drugiej, wzajemnego odziatywania czasteczcek DNA oraz ewentualnej wymiany
nukleotydow.

Z badan nad metabolizmem wrazliwych na ciepto mutantdw E. coli wynikato,
ze termolabilnym czynnikiem w zmutowanych komoérkach jest enzym, ktéry syn-
tetyzuje przenoszacy waling sRNA. Autorzy referatu (F. Gros i M. Yaniw —
Paryz) sa zdania, ze gen odpowiadajacy za wspomniang mutacje zlokalizowany jest
pomiedzy markerami Thre- i Met-.

O mechanizmach replikacji wirusowego RNA méwit w swym referacie
E. M. Martin (Londyn). Zrozumienie procesu replikacji wirusowego RNA po-
gtebito sie znacznie z chwilg wykrycia dwuniciowego RNA w zakazonych wiru-
sami komorkach (Montagnier i Sanders, 1963) oraz wyizolowania z tych
komorek niezaleznej od komoérkowego DNA polimerazy, syntetyzujacej wirusowe
RNA i jego forma dwuniciowg (Baltimore i Franklin, 1963). Na podsta-
wie badan nad zakazonymi fagiem komorkami E. coli Weissmann, Borst,
Burdon, Billeter i Ochoa (1964) wysuneli hipoteze, ze replikacja wiruso-
wego RNA zachodzi na komplementarnej nici podwojnej formy RNA przy réwno-
czesnym usuwaniu nici pierwotnej przez powstajagcg ni¢ wtdrng. W oparciu za$
o badania nad intermediatem powstajagcym podczas replikacji wirusa polio (Bis-
hop, Summers i Lewintow 1965) oraz o wtasne doSwiadczenia nad syntezg
wirusa Semliki (1966) w komérkach fibroblastéw kurzych — zaproponowat Martin
kontr-hipoteze mechanizmu replikacji. Martin postuluje mianowicie, iz dwuniciowg
forma RNA zawiera obszary, w ktérych nici sg rozdzielone i gdzie, by¢é moze,
zlokalizowana jest polimeraza wirusowego RNA. Replikacja wiec miataby wedtug
Martina zachodzi¢ na komplementarnej nici odchylonej od nici pierwotnej. Na nici
komplementarnej obok polimerazy mozna stwierdzi¢ réwniez pojedyncze nici nowo-
powstatego RNA, podobnego do RNA z dojrzatych czastek wirusa.
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Referat Martina wzbudzit zywy oddzwiek. W dyskusji wypowiadali sie
Borst, Ochoa oraz Fuller. Komunikat Martina na temat syntezy RNA
virusa Semliki in vivo i in vitro cieszyt sie tez bardzo duzym zainteresowaniem,
a w dyskusji zabrali glos Sanger i Ocho a.

Genetyczng wspotzalezno$¢é miedzy bakteriami i bakteriofagami badali D. B.
Cowie i P. Szafranski (Washington) stosujgc technike hybrydyzacji DNA
na agarze (polegajaca na oddziatywaniu wzajemnym czasteczcek DNA o podobnej
strukturze). We wszystkich badanych przypadkach stwierdzono wspoétzalezno$é
genetyczng miedzy DNA wirusa a DNA komdrki gospodarza.

W ramach Sympozjum wygtoszono tgcznie 17 referatéow i 116 komunikatow,
w tym 12 doniesien z laboratoriow krajowych. Przewodniczacym i organizatorem
Sympozjum byt prof. D. Shugar (Warszawa).

Kolokwium: Biochemia Pitytek Krwi. W wyktadzie rozpoczynajacym pierwsze
miedzynarodowe Kolokwium na temat biochemii ptytek krwi J. Roskam (Liege)
oméwit rozw6j pogladéw na role ptytek w hemostazie. Agregaty piytek krwi graja
pierwszorzedng role w hamowaniu krwawieA z drobnych ran. W procesie tym
obserwuje sie etap przylegania ptytek do witdkien kolagenowych, uwalniania z pty-
tek ADP, ktore jest najpotezniejszym czynnikiem agregujagcym oraz tzw. lepka
przemiane zlepéw plytek w nastepstwie ich oddzialywania z trombing i Ca++.
Mechanizmy tych bardzo skomplikowanych zjawisk badane sg bardzo intensywnie
w wielu laboratoriach biochemicznych.

W zastepstwie E. F. Lischera badania nad biatkami ptytek przedstawit M. D a-
vey (Bern); witasnosci pochodzacych z ptytek czynnikdw aktywnych w procesie
krzepnienia krwi stanowity tre$¢ referatéw S. Niewiarowskigo (wspot-
autorzy: R. Fabiszewski i A Poptawski — Biatystok) oraz E. Deut-
scha (wspotautor K. Lechner — Wieden) i kilku doniesien.

Przemiany nukleotydéw adenylowych w ptytkach dyskutowali H. Holmsen
(Oslo), ktéry stwierdzit istnienie co najmniej dwoch puli nukleotydéw adenylowych
o odmiennym metabolizmie, oraz T. H. Spaet (New York) i A. Uzan (wspot-
autorzy: J. Doumenc, M. Samama, R. Tixier — Gennevilliers, Seine).
Wedtug Spaeta agregacja ptytek zachodzi na koszt energii wyzwalanej podczas
rozpadu ADP do AMP i P¥# Badacze francuscy podkre$lali, ze in vitro podobne
dziatanie wykazuje réwniez IDP.

E. Kowalski (Warszawa) przedstawit teorie, wg ktorej uwalnianie nukle-
otydéw adenylowych z ptytek przez trombine i enzymy proteolityczne jest zwig-
zane z aktywacjag enzymoéw lizosomalnych i ATP-azowej czynnosci kurczliwego
biatka ptytek —trombosteniny.

F. Markwardt (Erfurt) przedstawit badania nad uwalnianiem, pod wpty-
wem trombiny, biogennych amin — serotoniny i histaminy, czemu towarzyszy spa-
dek poziomu ATP w ptytkach. Autor ten jest zdania, ze podobnie jak trypsyna,
papaina i subtilizyna (w badaniach in vitro) réwniez i trombina (in vivo) moze
zmienia¢ wybidrczo przepuszczalno$é btony plytek krwi sprzyjajac uwalnianiu amin.
Okazato sie, iz niektore jady wezéw wywotujg analogiczny efekt. F. Crawford
(Birmingham) na podstawie badan nad przechodzeniem serotoniny z osocza do pty-
tek u chorych z nowotworem wydzielajagcym serotonine wykazat istnienie co naj-
mniej dwéch réznych mechanizméw przenoszenia serotoniny przez btone pilytek.

Badania nad ultrastrukturg ptytek krwi os6b zdrowych oraz pacjentéw z pew-
nymi zaburzeniami uktadu krzepnienia przedstawita L. Libanska (Praga).
Szczegdlng uwage zwrdécita ona na obrazy potaczen widkien fibryny z pewnymi ty-
pami ziarnisto$ci ptytek.

M. Kopeé¢ (Warszawa) w oparciu o wyniki doswiadczei nad wzajemnym
oddziatywaniem ptytek krwi i produktéw rozpadu fibrynogenu przypuszcza, ze
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fibrynogen stanowi integralng czes¢ powierzchni ptytek i decyduje o zdolnosci
ptytek do ich przemian, adhezji, agregacji i lepkiej przemiany. Produkty rozpadu
fibrynogenu adsorbujac sie na powierzchni ptytek zaburzajg ich funkcje.

W zastepstwie R. Grossa, G. W. L6hra i D. H Wallera (Tlbingen)
badania nad defektami enzymatycznymi w genetycznie uwarunkowanych choro-
bach ptytek przedstawit E. Loch ler.

tacznie podczas kolokwium wygtoszono 27 referatow i doniesien przy zywej
dyskusji wielu spornych zagadnien wynikajacych z przedstawionych prac i hipotez.
Kolokwium zostato zorganizowane przez prof. E. Kowalskiego (Warszawa)
oraz doc. S. Niewiarowskiego (Bialystok).

Kolokwium: Biochemia Mitochondriow. ,,Pomimo znacznego postepu naszej wie-
dzy o poszczegbélnych komponentach tancucha oddechowego i strukturze mito-
chondriéw dalecy jesteSmy jeszcze od zrozumienia mechanizméw, dzieki ktérym
w mitochondrium magazynuje si¢ energia wyzwalana w procesach oksydoredukcji
tancucha oddechowego” —tymi stowami rozpoczat wyktad inaugurujacy Kolok-
wium * na temat Biochemii Mitochondriow E. C. Slater (Amsterdam).

W dalszym ciggu wyktadu Slater wysungt szereg nierozwigzanych dotad kwestii,
formutujagc miedzy innymi pytania: czy pierwszym aktem magazynowania energii
jest utworzenie zwiazku bogatego w energie (Slater, 1953), czy tez utworzenie
potencjatu membranowego (Mitchell, 1961), lub zmiany konformacji biatek
(Boy er, 1964)? Jaka jest rola poszczegélnych cztonéw tancucha oddechowego,
a w szczeg6lnosci cytochromu b i ubichinonu; jakie ma znaczenie fakt, ze redukcji
NAD+ i cytochrom6w oraz by¢ moze, niehemowego zelaza+3 i miedzi2+ towarzyszy
uwalnianie protondw; jaka jest rola lipoproteidowych bton?

Dwie alternatywne hipotezy dotyczace pozycji i roli -ubichinonu w fancuchu
oddechowym omowili M. Klingenberg (wspdtautor A. Kroger — Mar-
burg) i E£. R. Redfearn (wspo6tautor P. A. Whittaker — Leicester). Klin-
genberg przedstawit dane uzasadniajgce poglad, ze ubichinon nie tylko wiaczony
jest w gtéwny cigg reakcji tancucha oddechowego, lecz, co wiecej, zajmuje w tan-
cuchu oddechowym miejsce centralne, zbierajac elektrony z r6znych flawoproteidéw.
Cytowane kilkakrotnie podczas Kolokwium prace zmartej niedawno L. Szarko w-
skiej dostarczyty wielu danych wskazujgcych, ze witasnie w ubichinonie spotykaja
sie szlaki transportu elektronéw z réznych utlenianych substratow. Odmienne sta-
nowisko reprezentuje Redfearn, ktéry uwaza, iz ubichinon znajduje sie w rozga-
tezieniu szlaku oddechowego, w miejscu, w ktérym krzyzowaé sie jednak moga
ciggi reakcji przenoszace elektrony z NADH2 i bursztynianu.

Ogromnie zywa dyskusja toczyta sie réwniez wokdét réznych koncepcji mecha-
nizmu oksydacyjnej fosforylacji oraz mechanizméw i znaczenia transportu jondéw
przez btony mitochondrialne. Wedtug ,klasycznej” teorii oksydacyjnej fosforylacji
w wyniku reakcji tancucha oddechowego tworzy sie nieufosforylowany, bogaty
w energie zwigzek posredni o nieznanej dotagd strukturze. Stanowisko to oprécz
E. C. Slater a na Zjezdzie reprezentowali L. Ernster (wspotautorzy: C. P.
Lee i S. Janda —Sztokholm), B. Chance (Philadelphia) i inni. W toku
dyskusji W. Wainio (New Jersey) doniést o izolowaniu z mitochondriow fosfo-
jodohistydyny i przedstawit dane sugerujace, ze substancja ta speinia kryteria po-
stulowane dla intermediatu oksydacyjnej fosforylacji.

* Po zakonczeniu Il Zjazdu FEBS, w dniach 8 i 9 kwietnia odbylo si¢ zamkniete Kon-
wersatorium z udzialem 65 zaproszonych uczestnikéw Kolokwium. Na konwersatorium tym,
zorganizowanym przez Zakiady Biochemii Uniwersytetu Amsterdamskiego, Instytutu im.
M. Nenckiego i Uniwersytetu Warszawskiego, kontynuowano dyskusje nad referatami i ko-
munikatami przedstawianymi na Kolokwium. Niniejsze sprawozdanie obejmuje czeSciowo
réowniez wypowiedzi i dyskusje w ramach tego zamknietego Konwersatorium.
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Zupeinie odmienny mechanizm sprzezenia utleniania z syntezg ATP zaktada
teoria P. Mitchella (Bodmin). Proces transportu elektronow w tafAcuchu od-
dechowym prowadzi wedtug Mitchella do przemieszczania protondéw, a ta z kolei do
wytworzenia sie réznic pH i réznic potencjatu elektrostatycznego po obydwu stro-
nach btony mitochondrialnej, sprzyjajac syntezie ATP. Przeciwnie za§ B. Chance,
jak i J. B. Chappell (wspétautor K. N. Haarhof — Bristol) sa zdania,
ze przemieszczanie sie protonéw jest wtérnym efektem magazynowania energii.
Podstawowe réznice pomiedzy zatozeniami obu teorii, zilustrowat podczas dyskusji
Slater w nastepujacym schemacie:

1 Chappell:

tancuch oddechowy -> produkt posredni bogaty w energie® ATP

|
pobieranie kationéw = powstawanie H+

2. Mitchell:
tancuch oddechowy -mpowstawanie H+ ~ ATP

1
pobieranie kation6w

Problem transportu jonéw poprzez btony mitochondrialne dyskutowali szeroko
Chappell i Chance oraz E. Carafoli (wspétautorzy: C. S. Ros si,
J. Bielawski, A L Lehninger —Padwa; Baltimore), A. Azzi i G. F.
Azone (Padwa). Gtowne rozhieznosci w pogladach na transport kationéw doty-
czyty kwestii wystepowania lub braku stosunkéw stechiometrycznych pomiedzy
pobieraniem jondéw wapnia a wyrzucaniem protonéw. Sprawa transportu anionow
przez btony mitochondrialne tak podstawowa dla zrozumienia wykorzystania (zuzy-
cia) substratow w mitochondriach dyskutowana byta przez Chappella, ktéry Kkla-
syfikujac aniony wedtug tatwosci z jaka przenikajag do wnetrza mitochondrium po-
stuluje wystepowanie specyficznych przeno$nikéw dla kazdej z grup aniondéw.
Znaczenie czynnika regulujgcego przepuszczalnos$¢, jako regulatora zuzycia a-keto-
glutaranu wykazat E. J. de Haan (Amsterdam). Wptyw szczawiooctanu na utle-
nianie bursztynianu w cyklu kwasu cytrynowego oraz czynniki kontrolujgce
poziom szczawiooctanu dyskutowane byty przez A. B. Wojtczak (Warszawa)
oraz A. M. Robertona (Oxford) i S. Papa (Bari).

Sposréd enzymoéw mitochondrialnych odgrywajacych istotng role w metaboliz-

mie tych organelli, omawiane byly obszerniej: oksydaza cytochromowa
(W. H. Vanneste — Gandawa) i dehydrogenaza bursztynianowa (P. Cer-
lelli — Rzym i L. Wojtczak — Warszawa).

Nowe koncepcje aktywacji i utleniania kwaséw ttuszczowych omawiali

D. Shepherd i D. W. Yates z grupy P. B. Garlanda (Bristol). Zasad-
niczym punktem ich hipotezy jest zatozenie, ze CoA wewngatrz mitochondriow nie-
zbedny dla beta-oksydacji kwasow tluszczowych ulegaé moze acetylacji jedynie
przez acylo-karnityne powstajacg w mitochondriach lub poza nimi.

Referat wprowadzajagcy w problemy zaleznosci cytoplazma — mitochondria wy-
gtosit H. A. Krebs (Oxford), wskazujgc, ze NADH2 niezbedne w cytoplazmie
w procesach glukoneogenezy, a powstajgce pierwotnie w mitochondriach —tran-
sportowane jest do cytoplazmy poprzez ukilad szczawiooctan-jabtczan. Uktad ten,
pracujac w odwrotnym kierunku przenosi z cytoplazmy do wnetrza mitochondrium
tzw. redukcyjne réwnowazniki, powstajace podczas glikolizy. Interesujgca hipoteze
na temat regulacji poziomu ATP w cytoplazmie a pos$rednio réwniez intensywnosci
glikolizy podat S. A. Neifakh (Leningrad), opisujgc czynnik lipohemoproteido-
wy — ,kinazyne”, ktéra wydzielana przez btony mitochondrialne ma selektywnie
aktywowac¢ kinaze fosfoglicerynianu.
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Ogdtem podczas Kolokwium na temat Biochemii Mitochondridw wygtoszono
7 referatbw oraz 81 krdtkich doniesied. Biochemicy .polscy przedstawili 15 donie-
sief, cze$¢ z nich przy wspoétpracy z biochemikami zagranicznymi. Ponadto 3 prace
przedstawione przez biochemikéw zagranicznych wykonane byty przy udziale bio-
chemikoéw polskich. Organizatorami Kolokwium byli prof. S. C. Slater (Amster-
dam), doc. L. Wojtczak (Warszawa) oraz doc. Z. Kaniuga (Warszawa).

Doniesienia na tematy wolne. Sposrdd ogdlnej liczby 527 krétkich doniesien wy-
gtoszonych podczas Il Zjazdu FEBS w ramy dyskusji na Sympozjum i w Kolok-
wiach wigczono 221. Wér6d pozostatych 306 blisko 30 komunikatéw dotyczyto syntezy
biatek, okoto 20— procesé6w oksydoredukcyjnych, a dalszych kilkanascie skupiato
sie wokot, zagadnien z dziedziny krwi. Wskazuje to jak bardzo wiodgce tematy zjaz-
déw kierunkuja nadsytane doniesienia, rownoczesnie jest takze wyrazem zainte-
teresowania szerokich k&t biochemicznych problematyka warszawskiego Zjazdu
FEBS.

Znaczng wiekszo$¢ komunikatow przedstawionych w sekcjach, bo okoto 120,
stanowity prace z zakresu enzymologii w najszerszym sensie tego okreslenia. Na
uwage zastugujg doniesienia informujace o badaniach centréw aktywnych enzymow,
oraz mechanizméw aktywacji przez kationy i hamowania przez analogi substra-
tow, a przede wszystkim, niezbyt wprawdzie liczne, prace nad regulacjg syntezy
enzymow. Ciekawa grupe stanowity réwniez prace dotyczace aktywnego transportu
kationéw oraz dyskusja nad aktywnym, czy biernym — modulowanym jednak przez
przenos$niki — transporcie cukréw poprzez btony.

Inna, zwarta tematycznie, cho¢ pochodzaca z roznych os$rodkéw, grupa prac
dotyczyta badan nad metabolizmem lipidow i steroli; szereg za$ luzniej zwiazanych
komunikatow omawiato rdéznie ujmowane badania glikolipidéw, glikopeptydow
i glikoproteidow.

Przegladajac program naukowy Zjazdu i tom streszczen mozna réwniez zauwa-
zy¢, ze w wielu o$rodkach europejskich bardzo intensywnie prowadzone sa badania
w zakresie neurochemii, oraz nad metabolizmem tkanek nowotworowych. Pod-
czas IIl Zjazdu FEBS przedstawiono réwniez wiele prac wywodzacych sie z fizjo-
logii roslin, co rzadko dotychczas zdarzato si¢ na og6lnych zjazdach biochemicznych
w naszym Kraju.

Informacje o organizacji Ill Zjazdu FEBS. Zarzad Gioéwny Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego rozpoczal wstepne prace organizacyjne wczesniej niz rok przed
terminem Ill Zjazdu FEBS. Pierwsze narady odbyty sie w waskim gronie kilku za-
ledwie os6b, wkrdtce jednak ukonstytuowaty sie Komitety Organizacyjny i Wydaw-
niczy; Komitet Naukowy, pod przewodnictwem prof. J. Hellera rozpoczat prace
w grudniu ub. r. selekcjonujgc prace nadestane na Zjazd. Prace organizacyjne
stopniowo wymagaly coraz to wiecej wysitku i staran, trzeba zatem byto dokoopto-
wacé szereg 0s6b do wspoOtpracy w roznych dziatach; w koAcowym etapie organizacji
oraz podczas Zjazdu wspotdziatato z Komitetem Organizacyjnym ponad 200 Ko-
legow, gtéwnie z Oddzialu Warszawskiego PTBioch.

Ogdtem w Zjezdzie wzigto udziat 1566 uczestnikow z 29 krajow, w tym 550
z Polski. Gosci zagranicznych przybywajgcych na Zjazd witali na lotnisku i dwor-
cach Koledzy z Sekcji Transportu, kierowanej przez mgr Lecha Nowaka. Czton-
kowie Zjazdu, ktérzy we wiasciwym terminie zalatwili konieczne formalnosci
i wnie$li przepisane optaty otrzymali, jeszcze przed wyjazdem ze swego Kkraju,
informacje,, w jakim hotelu zostang ulokowani. Z dworca lub lotniska cztonkowie
ci odwiezieni zostali specjalnymi autokarami pilotowanymi przez kolegéw z Sekcji
Transportu wprost do hoteli, gdzie zajeli sie nimi koledzy wspoétdziatajacy rowniez
z Komitetem Organizacyjnym. W hotelach czekaly na zarejestrowanych cztonkéw
Zjazdu przygotowane uprzednio materiaty zjazdowe. Trudng prace rozdziatlu kwa-
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ter przeprowadzit mgr Robert Krauze, rozwigzujagc szereg kwestii z PBP
Orbis. Inni uczestnicy, ktérzy z ro6znych wzgledéw nie dopetnili wszystkich for-
malnos$ci, przywozeni byli do PKiN, gdzie na I1V-ej kondygnacji znajdowato sie
Biuro Zjazdowe, z kartotekg uczestnikow, kasg FEBS, pocztg zjazdowg i 0g6lng
informacja. Zawiktane formalnos$ci paszportowe i finansowe sprawity niemato
ktopotu naszym kolegom z krajow Demokracji Ludowych. Duza grupa Niemcow
z NRD mogta wzig¢ udziat w Zjezdzie dzieki temu, ze dr Andrzej Budzynski
zatatwit dla nich sprawy zaproszen oraz wymiany Polska-NRD. Dr Jerzy Witwic-
k i za$ miat pod swa opieka kolegdw z Butgarii, Czechostowacji, Rumunii, Wegier
i Zwigzku Radzieckiego.

Catos¢ rejestracji i recepcji cztonkdéw zorganizowali doc. Stanistaw Lewak
idrlrena Szumiel sprawami finansowymi kierowata dr Anna Mazano w sk a,
pomagali im w tym odpowiedzialnymi nietatwym zadaniu bardzo liczni koledzy
z Warszawy oraz duza grupa studentéw biochemii.

Na Il Zjazd FEBS (nie liczac zaproszonych wyktadéw) zgtoszono 588 donie-
sie, z ktérych przedstawiono 527, w tym 110 przez polskich uczestnikéw Zjazdu.
Tom streszczeA o objetosci 537 stron ukazat sie w estetycznej formie graficznej
dzigki staraniom kolegéw z Komitetu Wydawniczego doc. Wtodzimierza Bicza,
doc. Krzysztofa Murawskiego i dr Wojciecha Rossowskiego.

Obrady toczyly sie réwnocze$nie w kilku salach na 1V, VI i XII pietrze PKiN.
Wszystkie sprawy zwigzane z przygotowaniem i obstugg sal zorganizowat dr Antoni
Mieczystaw Dancewicz. W rannych godzinach i po przerwie obiadowej zdgza-
jacy na obrady uczestnicy cisneli sie w pos$piechu do wind. W salach, gdzie od-
bywaly sie posiedzenia Sympozjum i obydwu Kolokwidéw frekwencja byta na ogét
ogromna. Posiedzenia sekcyjne gromadzity za$ biochemikéw bezposrednio zaintereso-
wanych przedstawianymi pracami, co wprowadzato atmosfere kolezeriskiej dys-
kusji. Trzeba doda¢, ze dyskutanci przechodzili nastepnie czesto do bufetéw, sali
Biura Zjazdowego oraz ,za kulisy” prowizorycznie wydzielonych na IV kondygnacji
dwu sal wyktadowych, co niekiedy przeszkadzato w obradach toczacych sie w tych
wtasnie salach. GosScie nasi jednak, obyci z dyskusjami w réznych sytuacjach,
szybko, kulturalnie i z humorem dostosowali sie¢ do warunkéw oraz zorientowali
w rozktadzie sal.

Kazdej sesji przewodniczyto w zasadzie dwoch zaproszonych biochemikoéw,
jeden sposrod gosci zagranicznych, drugi sposréd polskich cztonkéw Zjazdu. Se-
kretarze sesji pomagali przewodniczacym i informowali o przebiegu obrad. Sekre-
tarza Zjazdu doc. Tadeusza Ktopotowskiego, ktory kierowat rowniez wespét
z dr. Zofia Lassotowga Biurem Prasowym Zjazdu.

Wystawa. Na czwartej kondygnacji PKIiN, w sasiedztwie Biura Zjazdowego,
zostata urzgdzona wystawa aparatury oraz réznych materiatow stosowanych w ba-
dniach biochemicznych. Organizatorem wystawy z ramienia PTBioch. byt dr Prze-
staw Poszwinski. W wystawie wzieto udziat szereg ponizej wymienionych
firm zagranicznych i krajowych, ktérych ciekawsze eksponaty wyliczamy.

MSE (UK) —ultrawirowka preparatywna, wirowka szybkoobrotowa o duzej
pojemnosci

Pye-Unicam (UK) — spektrofotometry na podczerwien i ultrafiolet, spektrofo-
tometr ptomieniowy, pH-metry, chromatograf gazowy

Unipan (Polska) — kolektor frakcji, aparat rentgenowski do badahA struktural-
nych, wiréwka laboratoryjna

BTJTJ (Polska) — urzadzenia do prac z izotopami, spektromonitor (spektrometr
telewizyjny do zdejmowania widm w ciggu utamka sekundy)

LKB (Szwecja) —monitory do chromatografii, urzgadzenia do chromatografii
obiegowej
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Radiometr (Dania) — automaty do miareczkowania potencjometrycznego, pH-met-
ry z rozwinietg skalg, mostek do badania przewodnictwa, zestaw Astrupa do ozna-
czen C02 we krwi

PZO (Polska) — mikroskop polaryzacyjny i interferencyjny

Zeiss (NRD) —wielki mikroskop badawczy, mikromanipulatory, spektrofoto-
metr ptomieniowy

Farmacja (Szwecja) — Sephadex’y

Reeve Angle Whatman (UK) — Bibuty i kolumny chromatograficzne

The Radiochemical Center Amersham (UK) — preparaty znakowane

Biomed (Polska) — odczynniki biologiczne i biochemiczne.

0 zainteresowaniu wystawg $wiadczyta duza frekwencja i zywo prowadzone
rozmowy zwiedzajagcych z poszczegélnymi wystawcami. Organizatorow za$ cieszy
rowniez fakt, ze 7030 wystawionych eksponatéw produkcji firm zagranicznych zos-
tato zakupionych przez rézne krajowe placéwki badawcze.

Zwiedzanie placéwek biochemicznych i imprezy turystyczne. W przerwach mie-
dzy posiedzeniami uczestnicy Zjazdu mieli mozno$¢ zwiedzi¢ rézne osrodki bioche-
miczne z terenu Warszawy. Specjalne autokary pilotowane przez kolegéw z Sekcji
Transportu przewiozty okoto 300 gosci do ponad 20 pracowni w wyzszych uczelniach,
instytutach PAN oraz instytutach i laboratoriach branzowych.

Imprezy turystyczne zorganizowane przez doc. Witolda Drabikowskiego
objety zwiedzanie Warszawy i okolic, Zelazowej Woli oraz kilkudniowe wycieczki
(przed i po terminie Zjazdu) do Krakowa i Zakopanego. Wyjazdy te obstuzone byty
przez PBP Orbis.

Imprezy towarzyskie. W przeddzien otwarcia Zjazdu (3. IV. br.) wszyscy uczest-
nicy wraz z osobami towarzyszacymi mieli okazje spotkaé sie w godzinach wie-
czornych w salach PKiN na czwartej kondygnacji. Przyjecie zorganizowane stara-

niem pan lreny Szafranskiej i Marii Wojnarowskiej cieszyto sie
bardzo duzag frekwencjg, przybyto bowiem na nie blisko 1500 osdb. Spotkanie to
byto witasciwie wstepng i nieoficjalng inauguracja Il Zjazdu FEBS. Petna uprzej-

mosci goscinno$¢ wszystkich kolegdw wspdtdziatajacych z Komitetem Organizacyj-
nym wprowadzita juz tego wieczoru nieformalng i kolezefiskg atmosfere, ktdra
panowata podczas wszystkich nastepnych dni wytezonej pracy i dyskusji zjazdo-
wych.

W pézniejszych godzinach wieczornych tegoz dnia Przewodniczacy PTBioch pod-
jat kolacjag Cztonkéw Rady Federacji, nastepnego za$ dnia (4. IV. br.) Prezes PAN
przyjat w Jabtonnie zaproszonych wyktadowcéw i innych wybitnych uczonych za-
granicznych przybytych na Zjazd.

Na zaproszenie Przewodniczagcego Komitetu Nauki i Techniki, Wicepremiera
Eugeniusza Szyra w recepcji w salach Urzedu Rady Ministrow, wzieto 420 czton-
kow Zjazdu z wszystkich krajow reprezentowanych na Ill Zjezdzie FEBS.

W salach Hotelu Europejskiego (6. 1V. br.) odbyto sie zorganizowane przez
PBS Orbis cocktail-FEBS-party, przy niematej frekwencji gosci zagranicznych.
Dobrze, iz oprécz napojow alkoholowych, ,mikro”-zakgsek i kawy podano wéwczas
rowniez chtodzone lodem soki owocowe. Nie zaspokoity one wprawdzie apetytéw za-
ostrzonych catodzienng dyskusjg — ostudzity jednak ztudzenia, ze po ™drinkach”
podana zostanie zastuzona kolacja.

W kolejnych dniach Zjazdu Ambasady Belgijska, Brytyjska i Francuska urza-
dzity przyjecia dla przybytych na Zjazd FEBS biochemikéw ze swoich krajow.

Program dla oséb towarzyszacych. Program dla os6b towarzyszacych, przygoto-
wany przez Komitet Pan — Marie Zakrzewskg, Marie Korzybska i Grace
Shugar — objat wycieczke nad Zalew Zegrzynski oraz zwiedzanie Warszawy,
W ilanowa, szeregu galerii sztuki, sklepéw DESA i CPLIiA, Zaktadow 22 Lipca, oraz
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ztobkéw itp. Podziwia¢ mozna, z jakim zainteresowaniem i przejeciem uczestniczki
wycieczek oglagdaty urzgdzenia socjalne, zrekonstruowane zabytki Warszawy oraz
z jakag tatwoscig i humorem przyjmowatly rézne niedogodno$ci transportu i nie-
spodzianki zmiennej u nas w kwietniu pogody. W programie dla oséb towarzyszga-
cych brato udziat okoto 70 os6b, w tym kilka pan z malefAkimi dzie¢cmi. Okazato
sie, ze pozostate blisko 70 os6b z listy os6b towarzyszacych stanowili miodzi bio-
chemicy nie opuszczajagcy obrad naukowych Zjazdu.

Posiedzenia Rady Federacji. W przeddzien otwarcia Il Zjazdu FEBS oraz
w ostatnim dniu obrad odbyly sie pod przewodnictwem prof. K. Zakrzew -
skiego kolejne posiedzenia Rady Federacji. W zebraniach tych z ramienia Ko-
mitetu Biochemicznego PAN uczestniczyt prof. J. Heller, z ramienia za$
PTBioch doc. T. Ktopotowski i prof. Z. Zielinska.

Omoéwiono miedzy innymi sprawe letnich szkét biochemicznych oraz przedys-
kutowano projekt wydawania przez Federacje europejskiego czasopisma biochemicz-
nego, ktore pozwolitoby na szybkg publikacje najlepszych prac eksperymentalnych
Ustalono, ze nastepny, tj. IV Zjazd FEBS odbedzie sie¢ w Oslo, w dniach 4—7 lipca
1967, a organizatorem Zjazdu i Przewodniczacym Rady Federacji bedzie prof.
A. Pih1l Prezes Norweskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Piszac sprawozdanie w dwa miesigce po zakonczeniu obrad mozna pozwoli¢
sobie na ocene programu, poziomu naukowego oraz organizacji Zjazdu. Czyniac
to siegne do listbw nadestanych licznie przez przedstawicieli szeregu towarzystw
biochemicznych, cztonkéw Rady Federacji i niektérych innych wybitnych uczest-
nikbw Zjazdu. Zwracajg oni przede wszystkim uwage na trafny wybér atrakcyjnej
i aktualnej tematyki Sympozjum i Kolokwiow, zaproszenie kompetentnych wy-
ktadowcdw oraz podkreslajg wysoki poziom dyskusji; sktadajg rowniez gratulacje
z powodu dobrej organizacji Zjazdu, a doceniajgc ogrom witozonego wysitku wy-
razaja uznanie i dziekuja wszystkim, ktérzy w tej pracy wspdidziatali z Zarzadem
Gtownym Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Z. Zielinska

Sprawozdanie z dziatalnosci Oddziatow PTBioch w 1965 r.

Cztonkowie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zrzeszeni byli w 1965 r.
w 11 Oddziatach dziatajgcych w najwiekszych i najbardziej aktywnych os$rodkach
naukowych kraju. PTBioch zrzeszato w dniu 31 grudnia 1965 r. 716 cztonkéw, w tym
84 osoby, ktére wstgpity do Towarzystwa w ciggu ubiegtego roku, co wskazuje na
dalszy dynamiczny rozwdj Oddziatbw PTBioch.

Zgodnie z postanowieniami Statutu Towarzystwa gtéwnym celem dziatalnosci
Oddziatéw jest organizowanie zebran naukowych. W okresie sprawozdawczym
w 11 Oddziatach odbyly sie 84 zebrania naukowe, na ktérych 138 prelegentow
wygtosito 102 odczyty. Tematem odczytdw byty zaréwno wyniki wiasnych doswiad-
czen (43 referaty) jak i przeglad najciekawszych osiggnie¢ wspoétczesnej biochemii
na podstawie danych z piSmiennictwa (51 referatéw). W wielu wypadkach badania
wiasne przedstawiono na tle ogdlnego postepu biochemii w danej dziedzinie w ostat-
nich latach. Referowanie wtasnych prac doswiadczalnych byto stosunkowo czeste
na zebraniach naukowych Oddziatéw: Wroctawskiego, tédzkiego i Biatostockiego.
Stosunkowo mniej referatow na zebraniach Oddziatbw poswiecono zagadnieniom
metodyki biochemicznej.

Na 138 prelegentow jedynie 26 pochodzito spoza Oddziatu organizujgcego zebra-
nie, w tym 9 oséb byto gosémi z zagranicy, a wiec zaledwie koto 12% prelegentow
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zostato zaproszonych z innych o$rodkéw naukowych naszego kraju. Mozna za-
ryzykowac¢ stwierdzenie, ze $wiadczy to o zbyt stabo rozwinietej wymianie mysli
naukowej miedzy Oddziatami PTBioch. Zarzagd Gtdwny PTBioch postawit w ub. roku
do dyspozycji Oddziatéw odpowiednie fundusze na zapraszanie prelegentéw i na-
lezy zatowac€, ze nie sg one w petni wykorzystywane.

Dla zwiekszenia frekwencji na zebraniach naukowych poszczegdlne Oddziaty
poszukiwaty odpowiednio atrakcyjnej formy zebran i sposobow informacji o nich
poprzez imienne zawiadomienia, drukowane afisze oraz notatki w prasie codzien-
nej. Na podstawie przedstawionych sprawozdan wydaje sie, ze celowe jest organi-
zowanie zebran posSwieconych szerszemu problemowi, gdzie kilku specjalistow
z pokrewnych dziedzin nauki wygtasza krotkie referaty. Przykiadem tutaj moga
by¢ posiedzenia zorganizowane w marcu 1965 r. wsp6lnie przez Oddziaty: War-
szawski i Krakowski, a posSwiecone zastosowaniu hodowli tkanek w wirusologii
i onkologii doswiadczalnej i potgczone z projekcjg francuskiego filmu naukowego.
Szersze zainteresowanie i bardziej ozywiong dyskusje mozna byto obserwowaé
z reguly takze na zebraniach wielotematycznych, przy udziale kilku prelegentow
z réznych pracowni lub w obecnosci dyskutantow i koreferentéw zaproszonych z in-
nych os$rodkéw.

Wydaje sie, ze ciggle nie jest w peini wykorzystana mozliwo$¢ wspotpracy
PTBioch z innymi Towarzystwami Naukowymi w organizowaniu zebran nauko-
wych. Ta forma dziatlania moze by¢ szczegdlnie korzystna w mniejszych os$rodkach
i w zwigzku z tym nalezy podkresli¢ inicjatywe Biatostockiego Oddziatu PTBioch,
gdzie na 16 zebran naukowych w 13 zebraniach uczestniczyty inne Towarzystwa
Naukowe.

Poza organizacjg zebran naukowych niektére Oddzialty Terenowe PTBioch roz-
wijaty dziatalno$¢ popularyzatorskg. Na wyréznienie zastuguje cykl 16 wyktadoéw
akademickich z zakresu biochemii i pokrewnych nauk przyrodniczych zorganizo-

Dziatalno$¢ oddziatéw PTBioch w 1965 r.

) lo$¢ Cztonkowie Ilo$¢ Catkowita 0% PTe= " Inne
Odd_z|al cztonkow przyjeci zebran ilo$¢ prele- legentow rodzaje
PTBioch 31.X11.65 w 1965 naukowych gentéw Zapro- epran

szon.

Biatystok 41 10 16 23 5 2
Gdansk 38 3 4 1 1*
Gérny Slask 50 4 4 7 1 16**
Krakéw 57 14 10 16 4 —
Lublin 44 5 8 9 4 —
L6dz 50 6 6 14 — —
Olsztyn 31 2 4 4 3 —
Poznan 79 3 6 6 — —
Szczecin 57 4 4 4 — —
Warszawa 220 28 14 29 8 Lottt
W roctaw 49 5 8 21 _ 1####
Razem 716 84 84 138 26 21

* IV Sympozjum PTBioch, 11—12.V1.1965.
** Cykl wyktadéw wspélnie z PTFizjol. i PTPrzyr.
*## Konferencja Fotobiologéw, 6.X11.1965.
*### Konferencja Elektronikéw w Karpaczu, 4.X11.1965.
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wany przez Gornoslaski Oddziat PTBioch przy wspdtpracy z Polskim Towarzystwem
Przyrodnikow im. Kopernika oraz z Polskim Towarzystwem Fizjologicznym.

. Odziat Gdanski PTBioch zorganizowat w dnach 11 i 12 czerwca 1965 r. IV do-
roczne Sympozjum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, w ktérym* wzieto udziat
okoto 200 uczestnikéw. Sympozjum potaczone byto z Walnym Zebraniem Towa-
rzystwa; sprawozdanie z Sympozjum i Zebrania ukazato sie w Postepach Bio-
chemii (1966 r.— zeszyt 1).

Wroctawski Oddziat PTBioch byt gospodarzem konferencji Elektronikéw
i Biochemikoéw, ktéra odbyta sie 4.XI11.65 w Karpaczu. Konferencja ta byta pierw-
szym spotkaniem biochemikéw z wytwdércami i dostarczyta informacji o problemach
konstrukcji prototypéw aparatury biochemicznej w Polsce.

W dniu 6.XI11.65 odbyto sie w Warszawie ogolnopolskie spotkanie fotobiologéw
zorganizowane staraniem zainteresowanych cztonkdw Warszawskiego Oddziatu
PTBioch. Spotkanie to powotatlo do zycia Komisje Fotobiologiczng i zdecydowato
o zwotaniu w maju br. specjalistycznego sympozjum w Krakowie; komunikat
0 spotkaniu fotobiologéw zostat zamieszczony w Postepach Biochemii (1966 r.—
zeszyt 1).

Niektore dane dotyczace pracy Oddziatbw PTBioch w 1965 r. zebrano dla
tatwiejszego poréwnania w formie tablicy.

Dr A Koj
Petnomocnik ZG PTBioch
d/s Zebran i Zjazdow
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