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INFORMACJA DLA AUTORÓW

Postępy B iochem ii pub liku ją  artykuły  referatow e ze wszystkich 
dziedzin biochem ii nie drukow ane w innych czasopismach. A rtykuły  
drukow ane w Postępach Biochem ii nie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w innych czasopismach. A rtykuły  są honorow ane wg usta­
lonych stawek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. A utora obowiązuje korek ta autorska. Koszty zm ian tekstu  w ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów drukarsk ich  ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie możność w prow adzenia skrótów  i popro- 
w ek nie w pływ ających na treść pracy.
Forma m aszynopisu. M aszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 
nadsyłać w  dw u egzem plarzach. M aszynopis pow inien być napisany 
jednostronnie, z podw ójną in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej 
i ok. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej 
stronie należy zamieścić tylko: im iona (w pełnym  brzm ieniu) i n a­
zwiska autorów , ich stopnie i ty tu ły  naukow e w raz z nazw am i placów ek 
naukow ych, ty tu ł pracy w języku polskim  i angielskim  oraz om ówie­
nie tem atu  pracy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy m aszyno­
pisu ).

Rozdziały w tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską a podroz­
działy — arabską. Tytuły nie wydzielone z tekstu  nie pow inny być n u ­
m erowane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostawić w olny wiersz 
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w naw ia­
s ie — num er odpowiedniego wzoru. W tekście należy odwołać się do 
num eracji w zoru po słownym w ym ienieniu związku, np.: kw as g lu ta­
m inowy (I).

Pow ołując się na lite ra tu rę  należy podać w  tekście, w nawiasie, 
kolejny num er pozycji w  spisie literatu ry .
Załączniki do tekstu. K ażdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tekś­
cie np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy 
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  au to ra i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłówek opisujący jej treść, je j ru b ry ­
ki pow inny być zaopatrzone w  odpow iedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, k tórych nie można napisać 
na m aszynie należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem. W fotografiach 
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.
Literatura. W ykaz lite ra tu ry  należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach m aszynopisu, w alfabetycznej kolejności nazw isk autorów .
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ZBIG N IE W  K A N IU G A  * JA D W IG A  B R Y Ł A  **

Odwracalność reakcji przenoszenia elektronów i energii 
w łańcuchu oddechowym

Reversal of the Respiratory Chain

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI 
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

Several aspects of the  reversib ility  of electron and energy transfe r in the 
resp ira to ry  chain as w ell as m ethods and properties of investigated m ateria ls are

review ed and discussed.

I. Wprowadzenie

Łączenie się wodoru substratow ego z tlenem  katalizowane w układach 
biologicznych przez enzymy łańcucha oddechowego związane jest ze 
znacznym spadkiem energii. W układach sprzężonych procesowi tem u 
towarzyszy fosforylacja, w w yniku której energia u tleniania zostaje 
przekształcona w energię wiązania pirofosforanowego w ATP.

Zakładając, że po dostarczeniu energii mogłoby nastąpić odwrócenie 
procesu utleniania, tj. przeniesienie elektronów  w kierunku substratu  
i redukcja związków o niższym potencjale oksydoredukcyjnym , K r e b s  
i wsp. (55, 109) rozważali możliwość odwracalności następującej reakcji:

FpH2 -f- 2cyt. c+++ -f- ADP +  P*='Fp +  2 cyt. c++ +  ATP +  H20  1

W zrost stężenia ATP (powstającego w I i III m iejscu fosforylacji w  łań ­
cuchu oddechowym) przesuw ałby równowagę reakcji w kierunku na lewo. 
W iązanie pirofosforanowe ATP spełniałoby tu  rolę energetycznego łącz­
nika m iędzy różnym i układam i oksydoredukcyjnym i, przy czym ilość

* Doc. dr, K ierow nik Zakładu Enzym atyki K atedry  Biochemii U niw ersytetu  
W arszawskiego.

** Mgr, asystent Zakładu Enzym atyki K atedry  Biochemii U niw ersytetu  W ar­
szawskiego.

W ykaz stosowanych skrótów : PMS — m etylosiarczan N -m etylofenazyniow y, 
TPMD — tetram ety lo-p-fenylenodw uam ina, DNP — 2,4-dw unitrofenol, TTA — 4,4,4- 
trójfluoro-I-(2-tiofeno)-2,2-butan-2,3-dion, NQNO — N -tlenek hydroksychinoliny.
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452 Z. K A N IU G A , J. B R Y Ł A [2]

energii uwolnionej w reakcji zam iany ATP na ADP zależałaby od sto­
sunku [ATP]/[ADP].

C h a n c e  i W i l l i a m s  (46) podjęli próby potwierdzenia tego przy­
puszczenia dla pokrew nej reakcji:

NADH +  Fp +  P  +  AD P^NA D+ +  ATP +  FpH2 2
Próby odwrócenia tej reakcji nie powiodły się jednak naw et przy stosun­
ku [ATP]/{ADP] rzędu 104, a szybkość i wydajność fosforylacji oksydacyj­
nej okazała się niezależna od stosunku [ATP]/[ADP] w granicach 102— 104. 
Uzyskane wyniki skłoniły autorów  do podtrzym ania panującej wówczas 
teorii, że reakcja m iędzy ADP i nośnikam i łańcucha jest zasadniczo nie­
odwracalna, mimo że fak ty  te były sprzeczne z wynikam i badań nad 
odwracalnością reakcji cząstkowych oksydacyjnej fosforylacji, jak  w y­
m iana m iędzy ATP i 32P, ATP—ADP i 180 2—H20  (119, 120) (por. a rtyku ł 
W ojtczaka 168).

Z obliczeń term odynam icznych dla reakcji w układach biologicznych 
zwyczajowo przyjm owano, że np. tworzenie NADH zachodzi w reakcji 
egzoergicznej, w której wolna energia układu oksydoredukcyjnego 
(AH2 -> A) jest wystarczająco ujem na w stosunku do nukleotydów, aby 
redukcja NAD przebiegała bez dopływu energii z zew nątrz (13). Toteż 
obserw acja C h a n c e : ’ a i H o l l u n g e r a  (16, 32), że NAD+ (Eó =  
=  — 0,32V) ulega redukcji po dodaniu bursztynianu (EÓ =  0,00V) była 
zaskakująca, ponieważ reakcja taka term odynam icznie jest niemożliwa 
bez w kładu energii. Spostrzeżenie to zapoczątkowało w  łatach 1959— 1960 
intensyw ne badania, prowadzone głównie w pracow niach Chance’a, K lin­
genberga, S latera  i E rnstera, nad reakcjam i przeniesienia elektronów  
w kierunku substra tu  w brew  różnicy potencjału oksydoredukcyjnego, 
przy w ykorzystaniu energii ATP lub wysokoenergetycznych pośredników 
oksydacyjnej fosforylacji (por. a rtyku ł Bryły i Gardasa (11)).

Badania nad tym  procesem nazywanym  potocznie „odwróceniem  łań ­
cucha oddechowego i oksydacyjnej fosforylacji” wykazały, nie tylko, że 
substra ty  o wyższym potencjale oksydoredukcyjnym  mogą być w ykorzy­
stane do redukcji nukleotydów  nikotynam idoadeninow ych i innych uk ła­
dów oksydoredukcyjnych, ale również, że energia wysokoenergetycznych 
pośredników oksydacyjnej fosforylacji wytworzonych w jednych m iejscach 
łańcucha oddechowego może być przeniesiona i w ykorzystana w innych, 
z całkowitym  pominięciem udziału ATP. W skazuje to, zgodnie ze znanym i 
zależnościami term odynam icznym i, że odwrócenie przeniesienia elek tro ­
nów jest związane z odwracalnością oksydacyjnej fosforylacji.

II. Odwracalność oksydacyjnej fosforylacji
1. Chemiczny mechanizm fosforylacji *)

Chemiczna teoria oksydacyjnej fosforylacji przyjm uje, że podobnie jak 
w przypadku fosforylacji substratow ej energia reakcji oksydoredukcyj-
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nych w łańcuchu oddechowym zostaje zachowana w formie związku 
bogatego w energię. W przeciw ieństw ie do tego, postulowana ostatnio przez 
M itchella (126a-e) chemiosmotyczna teoria oksydacyjnej (i fotosyntetycz- 
nej) fosforylacji, tłum acząc te procesy na zupełnie odm iennej zasadzie, 
nie uznaje istnienia wysokoenergetycznych pośredników i przypisuje 
istotną rolę tzw. potencjałow i błony m itochondrialnej, k tóry  w ykorzysty­
w any jest do syntezy ATP. Chociaż obecnie nie ma dostatecznych danych 
pozwalających przyjąć, zgodnie z pierwszą lub drugą teorią, że energia jest 
gromadzona tylko w form ie wysokoenergetycznych pośredników lub 
tylko potencjału błony m itochondrialnej, to jednak dotychczasowe badania 
nad odwracalnością łańcucha oddechowego są tłum aczone udziałem  wyso­
koenergetycznych pośredników w tym  procesie.

Podstawowym  założeniem chemicznej teorii fosforylacji jest pogląd, 
że wysokoenergetyczne związki zaw ierające składniki łańcucha oddecho­
wego są pośrednikam i w łańcuchu reakcji prowadzącym  od utleniania do 
syntezy ATP. M echanizm tego procesu można wyrazić ogólnym schematem 
zaproponowanym  jeszcze w 1953 r. przez Slatera (144) i przedstaw ianym  
również obecnie (147, 148, 149).

Utlenienie: AH2+B A+BH2 AH2 + B + C A ~ C  +  BH2 (3)

Związek C jest potrzebny do przeniesienia wodoru z donora AH2 na 
akceptor B. U tleniony produkt A pozostaje związany w formie wysoko­
energetycznego pośrednika A ~  C, k tóry  w obecności ADP i P  rozpada 
się na A i C z utw orzeniem  ATP.

Dalsze badania w ykazały, że reakcja 4 jest sumą reakcji cząstkowych. 
Fakt, że arsenian w przeciw ieństw ie do DNP nie; cofa zahamowania od­
dychania przez oligomycynę doprowadziły E s t a b r o o k a  (66) oraz 
H u i j i n g a  i S l a t e r a  (83) do wniosku, że A ~  C nie reaguje bez­
pośrednio z P i że w procesie oksydacyjnej fosforylacji bierze udział drugi 
pośrednik D:

Większość badaczy przyjm uje obecnie, że w ysokoenergetyczny pośrednik 
typu C ~  D również nie reaguje bezpośrednio z P  i ADP, ale że tworzy 
się najpierw  ufosforylow any pośrednik D ~  P, (określany często również 
jako X ~  P) **.

* Szczegółowy przegląd badań  nad m echanizm em  oksydacyjnej fosforylacji 
ogłosił ostatnio S later (149a).

** W ysokoenergetyczne pośrednik i oksydacyjnej fosforylacji oznaczone przez 
S l a t e r a  (83, 149) A ~  C, C ~ D  i D ~ P  odpow iadają poprzednim  symbolom

Fosforylacja: ADP+P ATP

Rys. 1. Sprzężenie u tleniania z fosforylacją (148)

A~C + P  + A D P ^ = ^ : A +C +A T P  (4)

A C -f- D ^ A  -f- C D 5
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6

który  dopiero w reakcji z ADP tw orzy ATP

D ~  P +  ADP ^  C +  D +  ATP 7

Zatem  m iędzy pierw otną, dostarczającą energii reakcją oksydoreduk- 
cyjną a syntezą ATP istnieją przynajm niej dwa wysokoenergetyczne po- 
średniki nieufosforylowane (~ C  i ~ D ) i jeden ufosforylow any (~ P ). 
P rzy jm uje się, że zasadniczo w każdym  m iejscu łańcucha oddechowego 
reakcje oksydacyjnej fosforylacji przebiegają według tego samego m echa­
nizmu. W skazuje na to między innym i możność w ykorzystania energii po­
średników  wytworzonych w jednym  m iejscu do odwrócenia reakcji oksy- 
doredukcyjnych w innym  m iejscu łańcucha oraz wyniki badań z zastoso­
waniem czynników rozprzęgających i inhibitorów  przenoszenia energii.

Od daw na wiadomo było, że dw unitrofenol stym uluje oddychanie 
całych kom órek a równocześnie ham uje różne ich funkcje wym agające 
energii (146), jednak dopiero w 1948 r. L o o m i s  i - L i p m a n n  (122) 
wykazali, że dw unitrofenol rozprzęga fosforylację od utleniania. U tlenia­
nie przebiega wówczas z m aksym alną szybkością również w nieobecności 
ADP i P, ale naw et w ich obecności fosforylacja nie zachodzi (122). Można 
to wytłum aczyć przyjm ując pogląd (113), że DNP powoduje rozpad w y­
sokoenergetycznego pośrednika nieufosforylowanego, w skutek czego ADP 
i P  nie są potrzebne w reakcji oddychania. Ponieważ reakcja pośrednika 
z ADP i P  jest odwracalna, dw unitrofenol aktyw uje ATP-azę i powoduje 
rozpad ATP (114).

Oligomycyna zastosowana po raz pierw szy w 1958 roku przez L a r -  
d y ’ e g o i wsp. (115) jest silnym  inhibitorem  oddychania w ściśle sprzę­
żonych m itochondriach, ham ując przede wszystkim fosforylację, nato­
m iast zaham owanie utleniania jest w tórnym  skutkiem  działania na sprzę­
żone z oddychaniem  reakcje fosforylacji. W luźnie sprzężonych lub roz- 
przężonych mitochondriach, a także w cząstkach subm itochondrialnych 
oligomycyna nie ham uje transportu  elektronów  (66, 83). A ntybiotyk ten 
ham uje katalizowane przez m itochondria reakcje wym iany m iędzy fosfo­
ranem  nieorganicznym  i ATP (112, 115) oraz tlenu m iędzy resztą fosfora­
nową a wodą (112), a także reakcje A TP-azy aktyw ow anej przez różne 
czynniki (112) m iędzy innym i przez arsenian (5).

Jeśli przyjąć, że oligomycyna ham uje reakcję 6, wówczas DNP musi 
działać przed etapem, w którym  P bierze udział w ciągu reakcyjnym

2. Wpływ czynników rozprzęgających i inhibitorów

M y e r s a  i S l a t e r a  (127) A ~  I, I ~  X i X ~  P  oraz C h a n c e ’ a i W i l l i a m -  
s a  (46) pierw szy: NADH ~  I, b + 2 ~  I, c+ 2 ~  I, d rugi X ~ I  i trzeci X ~ P  oraz 
E rnstera  (60) C ~  I, I ~  X, X ~  P.
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15] O D W R O C E N IE  Ł A Ń C U C H A  ODDECH OW EG O 455

(112). Wskazuje, na to fakt, że w obecności dw unitrofenolu oligomycyna 
nie ham uje oddychania, ponieważ przebiega ono niezależnie od fosforylacji 
(rysunek 2), ham uje natom iast ATP-azę aktyw ow aną przez DNP, gdyż 
ham uje reakcję m iędzy ATP a nieufosforylowanym  wysokoenergetycznym  
pośrednikiem .

AH2+B

2,4-dwunitrofenol V///////fi>

Oligomycyna x..
ADP + P

A + BH2

ATP

Rys. 2. W pływ oligom ycyny w obecności 2,4-dw unitrofenolu (148)

Dowodami istnienia w oksydacyjnej fosforylacji pośrednika typu ~ P  
są obserwacje C r a n e ’ a i L i p m a n n a  (15) potwierdzone ostatnio 
przez T e r  W e l l e g o  i S l a t e r a  (164), że w nieobecności ADP 
fosforan ham uje stym ulow ane arsenianem  utlenianie. Dodanie DNP lub 
ADP cofa zahamowanie. Arsenian i fosforan współzawodniczą więc
o miejsce w oksydacyjnej fosforylacji. Ponieważ fosforan reaguje ak tyw ­
niej, arsenian w obecności fosforanu m a niew ielki wpływ na stosunek 
P  : O. Arsenian ak tyw uje ATP-azę, jednak działa ona wolno w porównaniu 
z ATP-azą aktyw ow aną dw unitrofenolem  lub w porównaniu z szybkością 
oddychania w obecności arsenianu i ADP. Te wyniki zdają się jednocześnie 
wskazywać, że trw ały  związek typu ~ P  powstaje jako pośrednik w re ­
akcji 6. A rsenian rozprzęga więc reagując z nieufosforylowanym  wysoko­
energetycznym  pośrednikiem  (149). Jednak w przeciw ieństwie do dw u­
nitrofenolu (115) arsenian nie znosi ham ującego w pływu oligomycyny na 
oddychanie ściśle sprzężone (66, 83, 146), oligomycyna zaś, jak wspom­
niano, ham uje ATP-azę stym ulow aną arsenianem  (5). Te cechy wskazują, 
że również oligomycyna działa przed wejściem  w reakcję P  i pozwalają . 
zróżnicować przypuszczalne m iejsca działania czynników rozprzęgających 
(rysunek 3).

Utlenianie

Fosforylacja \  i  Oligomycyna

Rys. 3. Przypuszczalne m iejsca działania 2,4-dw unitrofenolu, arsenianu i oligomy­
cyny
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Zdaniem S a n a d i e g o  (141) jest możliwe, że fosforan, arsenian 
i oligomycyna działają w tym  samym  m iejscu a różnica polega tylko 
w ich powinowactwie do enzym u i pośrednika.

Zarówno DNP jak  i oligomycyna w ydają się działać na wszystkie trzy 
m iejsca fosforylacji w łańcuchu oddechowym, w odróżnieniu od bardziej 
specyficznego działania am ytalu (38) i alkiloguanidyn (136) ham ujących 
w  pierwszym  m iejscu fosforylacji, NQNO i hydrolapacholu (2-hydroksy- 
-3/3-m etylo-2-butylo/-i,4-naftochinon) (82) ham ujących w drugim  i syn- 
talinu (dekam etylenodw uguanidyna) (71) — ham ującym  w trzecim  m iejscu 
fosforylacji.

3. Stany metaboliczne mitochondriów

Szybkość oddychania i fosforylacji zależy nie tylko od stężenia substra- 
tu  i tlenu, ale także od stężenia ADP, P  i produktu  reakcji ATP. Anali­
zując wpływ tych czynników na aktywność oddechową m itochondriów 
i stan  oksydoredukcyjny składników łańcucha C h a n c e  i W i l l i a m s  
(43, 46) wyróżnili pięć stanów m etabolicznych m itochondriów. Stan 1 cha­
rak teryzu je  się brakiem  substra tu  i ADP. S tan 2 — to w arunki, w których 
brak tylko substra tu  zarówno egzo- jak  i endogennego. W tym  stanie m ito- 
chondria są „labilne” , a składniki łańcucha praw ie całkowicie utlenione. 
W obecności wszystkich niezbędnych składników m itochondria są w sta­
nie 3. Jest to stan intensywnego oddychania i fosforylacji określany często 
jako „stan ak tyw ny”. Czynnikiem ograniczającym  oddychanie jest sam 
łańcuch oddechowy. Mimo znacznych zmian poziomu ADP stan  oksydo­
redukcyjny  cytochromów pozostaje stały. S tan 4 określany przez Chance’a 
jako ,,stan spoczynku” , a przez K lingenberga jako „stan kontrolow any” 
charakteryzuje się powolnym oddychaniem, ponieważ brak  jest ADP. 
W w arunkach beztlenowych m itochondria są w stanie 5. W w arunkach 
dynam icznej równowagi w stanie 3 nośniki są w pośrednim  stopniu zre­
dukowane, przy czym stopień zredukow ania m aleje od nukleotydów  niko- 
tynam idoadeninow ych do tlenu. Znacznie wyższy stopień redukcji nośni­
ków obserw uje się w stanie 4 (kontrolowanym), a w nieobecności tlenu 
nośniki są całkowicie, zredukowane. S tan  3 i 4 oraz przejście jednego 
w drugi są ważne doświadczalnie.

4. Kontrola oddechowa

Zaobserwowana przez L a r d y ’ e g o  i W e l l m a n a  (114) zależność 
szybkości oddychania od stężenia ADP została następnie szczegółowo zba­
dana przez C h a n c e ’ a i W i l l i a m s a  (43, 46), k tórzy regulację od­
dychania przez ADP (lub P) określili jako „kontrolę oddechową”. Z ja­
wisko to tłumaczono jako nagrom adzanie się w stanie kontrolowanym  
pośredników niezdolnych do transportu  elektronów. Rozpad tych połą­
czeń pod wpływem  ADP i P lub czynników rozprzęgających przyw raca
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oddychanie (17, 46). Obserwacje te skłoniły C h a n c e ’ a (17) do za­
proponowania m echanizm u regulacji opartego na kinetyce reakcji.

M iarą kontroli oddechowej jest stosunek szybkości oddychania w stanie 
aktyw nym  (po dodaniu ADP) do szybkości w staniei kontrolow anym  gdy 
w wyniku wyczerpania ADP oddychanie zmalało. Ściśle sprzężone m ito- 
chondria m ają bardzo wysoką kontrolę oddechową np. przy utlenianiu 
glutam inianu stosunek ten  wynosi od 5 do 10 a przy utlenianiu  burszty- 
nianu od 3 do 4 (31). M itochondria luźno sprzężone m ają niew ielką kon­
trolę oddechową lub zupełnie nie reagują na dodanie ADP. Nie ma jednak 
ścisłego związku ilościowego między kontrolą oddechową a stosunkiem 
P  : O (120). Wysoka wartość kontroli oddechowej jest lepszym ‘kry terium  
nienaruszalności s tru k tu ry  m itochondriów niż wysoki stosunek P : O (120).

Klingenberg wykazał, że również stężenie ATP może regulować od­
dychanie. Stw ierdził on, że niską kontrolę oddechową w przypadku u tle­
niania np. fosforanu glicerolu lub bursztynianu można zwiększyć dodając 
najpierw  ATP, które częściowo przyham ow uje oddychanie (z równoczes­
nym  zwiększeniem redukcji NAD+) a następnie dodając ADP lub P  (87r 
96) (rysunek 4).

Na tej podstawie K lingenberg uważa (87, 90, 96, 97), że kontrola odde­
chowa m a charakter term odynam iczny, tzn. w m itochondriach utrzym uje 
się równowaga dynamiczna pomiędzy równowagą oksydoredukcyjną skład­
ników łańcucha oddechowego a tzw. „potencjałem  fosforylacyjnym ” t j.

ßpram-rón

Rys. 4. W pływ ATP na kontro lę oddechową i redukcję NAD+ (96)
Liczby nad krzywą zapisu polarograficznego wyrażają szybkość oddychania w ugramatomacłi

tlenu na sekundę
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stosunkiem  [ATP]/[ADP] [P]. Stąd też w ynika jego pogląd, że kontrola 
oddechowa jest ważnym  fizjologicznym przykładem  odwracalności oksy­
dacyjnej fosforylacji.

5. Wpływ ATP na stan oksydoredukcyjny składników łańcucha oddechowego

Badania stopnia redukcji poszczególnych składników łańcucha w róż­
nych stanach m etabolicznych okazały się pomocne w zrozum ieniu rów no­
wagi oksydoredukcyjnej w całym  łańcuchu uw arunkow anej ATP. Rysu­
nek 5 przedstaw ia wpływ ATP na stan oksydoredukcyjny składników 
łańcucha. W nieobecności ATP stopień redukcji składników łańcucha 
spada tylko nieznacznie od NAD f do cytochrom u a. Pod wpływem  ATP, 
tj. przy częściowym zaham owaniu oddychania, stopień zredukow ania 
składników m aleje dość wyraźnie od NAD+ do cytochromu a (zstępujący 
typ gradientu).

Inny obraz obserw uje się gdy oddychanie, jest zahamowane (np. w obec­
ności -CN lub w w arunkach beztlenowych). Wówczas w obecności ATP 
i substratu  utleniającego NADH (rysunek 6) łańcuch oddechowy zostaje 
„o tw arty” dla przyjęcia równoważników redukcyjnych przez substrat. 
W tych w arunkach składniki łańcucha w ykazują w stępujący gradient 
zredukow ania tym  większy im niższe jest stężenie ATP. W doświadcze­
niach tego typu wykazano między innym i odwrócony transport elek tro­
nów w rejonie enzymów flawinowych i cytochromów z w yjątkiem  cyto­
chrom u a3 (22, 23, 99, 102).

M etaboliczny stan  m itochondriów znajduje odbicie w stanie oksydo- 
redukcyjnym  składników łańcucha oddechowego. Jak  widać z rysunku 7

Rys. 5. W pływ ATP na stan oksydoredukcyj- Rys. 6. W pływ ATP na stan oksy- 
ny składników  łańcucha oddechowego (101) doredukcyjny składników  łańcucha 
Mitochondria wątroby szczura utleniające a-glicero W układzie „zam kniętym ” (cyjan- 

fosforan kiem) m itochondriów  w ątroby szczu­
ra  (102). Jako akceptora elektronów  

użyto szczawiooctanu
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w stanie rozprężonym  obserw uje się gradient w stępujący, natom iast za­
równo w stanie kontrolow anym  jak  i aktyw nym  — zstępujący (12, 94). 
W edług K l i n g e n b e r g a  i S c h o l l m e y e r a  (98) zstępujący gra­
d ien t zarówno w stanie aktyw nym  jak i w stanie kontrolow anym  dowodzi, 
że w obu stanach o kontroli oddechowej i stanie oksydoredukcyjnym  łań-

Rys. 7. Stopień zredukow ania składników  łańcucha oddechowego w różnych stanach 
m etabolicznych m itochondriów  m ięśni skrzydłow ych owadów utleniających a-glice-

rofosforan (94)

Rys. 8. W pływ stężenia ATP na stopień u tlen ien ia cyt. a, cyt. c i flaw oproteidów
w m itochondriach w ątroby (102)

Oddychanie zahamowane cyjankiem, wobec szczawiooctanu jako akceptora elektronów

cucha oddechowego decyduje ten  sam m echanizm  uw arunkow any stęże­
niem  ATP, przy czym jak widać z rysunku 8 do utlenienia cytochromu 
a potrzeba znacznie więcej energii w postaci ATP niż do utlenienia flawo- 
proteidu i cytochromu c (102). Tak więc równowaga oksydoredukcyjna 
całego łańcucha oddechowego zależy od stężenia ATP.
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6. Stan oksydoreclukcyjny cytochroniu c jako funkcja potencjału fosforylacyjnego

Odwracalność oksydacyjnej fosforylacji opiera się na uw arunkow anej 
udziałem  energii reakcji oksydoredukcyjnej m iędzy dwoma składnikam i 
łańcucha oddechowego A i B. W tej złożonej reakcji można wyróżnić dwie 
reakcje podstawowe: oksydoredukcyjną i przeniesienie energii:

gdzie Bx — oznacza w ysokoenergetyczny pośrednik.
W edług K l i n g e n b e r g a  i S c h o l l m e y e r a  (90, 98, 102) istnie­

ją  dwa rodzaje równowagi: oksydoredukcyjną, w której składniki reakcji 
m ają jednakow y potencjał oksydoredukcyjny i fosforylacyjna, w której 
składniki łańcucha oddechowego są w równowadze z układem  nukleoty- 
dów adeninowych. Zdaniem  tych autorów  w reakcji fosforylacji B*reci 
w ytworzony pod wpływem  potencjału fosforylacyjnego tak  przesuwa po­
tencjał oksydoredukcyjny składników łańcucha, że ustala się równowaga 
oksydoredukcyjną m iędzy sąsiadującym i składnikami.

Rys. 9. P rzykład oznaczania zależności stanu oksydoredoredukcyjnego cytochromu 
c od ilorazu [ATP]/[ADP] [P] (102)

Mitochondria wątroby szczura, zahamowane cyjankiem oddychanie wobec szczawiooctanu OA
jako akceptora elektronów

Teoretycznie zależność stanu oksydoredukcyjnego cytochromu c od 
stężenia ATP w yraża równanie:

8

9

0,8mM 0,05

1,5mM
KCN

0,1 
0.2 

l 1,0
AE= " 
0,001 
cm~1 .. \ 2,0

60sek

10

gdzie: Ki = K2 = B*red[ADP]-[P]
B zr ed  ‘ [ATP]
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Doświadczalnie badano wpływ  ATP w obecności P i ADP na stan 
oksydoredukcyjny cytochrom u c w sposób zilustrow any na rysunku 9.

Stwierdzono, że zależność między stosunkiem  cyt. czre<//cyt. cufi, a od­
w rotnością stężenia ATP wyraża się prostą, k tórej nachylenie w zrasta ze 
stężeniem  ADP. Te fakty, zgodne z teoretycznie wyprowadzonym  rów ­
naniem  stały  się podstawą poglądu o istnieniu równowagi opartej na od- 
wracalności oksydacyjnej fosforylacji.

Na podstawie stałej równowagi K 2 wyliczonej ze stosunku [ATP]/[ADP] 
[P], przy którym  obserw uje się połowę m aksym alnego utlenienia cyto­
chrom u c (Bzred/Bired =  1), K l i n g e n b e r g  (88) obliczył wolną energię 
wysokoenergetycznego pośrednika GÓ =  12,8 kcal, k tóra odpowiada róż­
nicy potencjału oksydoredukcyjnego 280mV. Jeśli potencjał oksydoreduk­
cy jny  składnika oddechowego zmieni się o tę wartość, możliwa staje się 
równowaga oksydoredukcyjna m iędzy cytochromem  c i flawoproteidem  
oraz m iędzy flaw oproteidem  a NAD+. Pozwala to przypuszczać, że prze­
niesienie 2 elektronów  z cytochrom u c na NAD^ będzie wymagać wkładu 
energetycznego odpowiadającego 2 molom ATP (schemat 1).

Jak  dotąd nie udało się jednak wykazać odwracalności oksydacyjnej 
fosforylacji w rejonie oksydazy cytochromowej. Przyczyną tego jest p raw ­
dopodobnie nie tylko duża różnica potencjału oksydoredukcyjnego między 
cytochrom em  c (lub a), a tlenem  (E'0 =  420— 520mV (90)), do pokonania 
k tórej potrzebna jest energia dwu cząsteczek ATP, alei także brak  układu 
enzymatycznego, powodującego rozbicie cząsteczki wody w celu dostar­
czenia równoważników redukcyjnych, analogicznie jak  w fotolizie wody 
w  procesie fotosyntezy.

400
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-400'-

= B00mV02
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/
ua
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r
ATP
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//

V NAD+

r ATP

ADP + P

Schem at 1. Równowaga oksydoredukcyjna i fosforylacyjna w  łańcuchu oddechowym
wg K lingenberga (90, 102)

Składniki łańcucha oddechowego umieszczono zgodnie z ich normalnym potencjałem (pH 7). 
Strzałki poziome oznaczają zmiany równowagi oksydoredukcji, strzałki pionowe <—>— zmia­
ny równowagi fosforylacyjnej. Linia przerywana oznacza nieodwracalny transport elektronów  

po rozprzęgnięciu oksydacyjnej fosforylacji
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III. Metodyka badań

1. Materiał doświadczalny

Jednym  z podstawowych w arunków  wykazania odwracalności prze­
noszenia elektronów i energii był odpowiedni dobór m ateriału  doświad­
czalnego. Początkowo reakcje tego typu badano w całych m itochondriach, 
później zastosowano również p repara ty  subm itochondrialne. Tablica I za­
w iera wykaz preparatów  m itochondrialnych stosowanych w tych ba­
daniach.

T a b l i c a  1
Prepara ty  m itochondrialne stosow ane w badaniach 

nad odwracalnością reakcji przenoszenia elektronów  i energii

P repara t Pochodzenie U w agi L ite ra tu ra

Serce gołębia szczególnie reagują 31
na A D P i P

Serce gołębia poddane 24 godz. 20,30, 84
starzeniu

Serce królika 154
Serce szczura pozbaw ione ES* 32, 33, 34,
Serce wołu 133, 134

M itochondria M ięśnie piersiowe gołębia poddane starzeniu 99
• M ięśnie szkieletowe szczu­

ra 96
M ięśnie skrzydłowe owa­ 23, 34, 94
dów 96, 98
N erka świnki m orskiej 105
W ątroba  szczura pozbaw ione ES 31, 34, 167

%
W ątroba szczura pozbaw ione ES 4 ,7

przenoszące
elektrony
(E T P ) Serce wołu brak  N A D + 125, 126, 143

Cząstki preparow ane
subm ito- wg Keilina

chondrialne i H artree brak N A D + 72
digitoninow e Serce gołębia 29
digitoninow e Serce wołu 29
digitoninowe W ątroba  szczura niska zaw artość ES 2 3 ,3 1 ,1 1 8

# endogenne substraty

Szczególnie niepożądaną jest obecność w m itochondriach endogennych 
substratów , ponieważ są one źródłem  zarówno elektronów  przenoszonych 
w kierunku tlenu, jak  i wysokoenergetycznych pośredników. Niektóre 
typy preparatów  charakteryzują  się bardzo m ałą zawartością endogennych 
substratów . Należą do nich m itochondria serca królika (154), nerki św inki
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m orskiej (34, 105), mięśni szkieletowych szczura (96), m ięśni skrzydłowych 
owadów i serca gołębia (31, 36). Te ostatnie okazały się najbardziej od­
powiednie (31), gdyż cechuje je znaczna kontrola oddechowa, wysoka 
wydajność fosforylacji i duża zawartość enzymów oddechowych, co u ła t­
wia śledzenie zmian cytochromów, UQ i nukleotydów. Niska zawartość 
endogennych substratów  ułatw ia badanie specyfiki substratow ej. Poza tym  
m itochondria serca gołębia nie zaw ierają N A D P+ a w obecności substra­
tów zachowują zdolność do fosforylacji naw et po 1—2 dniach „starzenia”' 
w w arunkach aerobowych.

Natom iast m itochondria w ątroby szczura zaw ierają znaczne ilości endo­
gennych substratów  (100). Zawartość NADP+ w tym  m ateriale  przeważa 
nad NAD+, odwrotnie niż w m itochondriach serca szczura (105) i nerk i 
św inki m orskiej (34, 108). Redukcja NA DP+ nie tylko towarzyszy redukcji 
NAD : (12, 34, 70), ale jest od niej w ydajniejsza (31, 103, 105). W ynika 
to zapewne z dużej zawartości dehydrogenazy glutam inianow ej (5% białka 
mitochondrialnego) (34), która w  m itochondriach reaguje wg K 1 i n g e n- 
b e r g a (104) z NADP^ a nie NAD+. Różne typy preparatów  subm ito- 
chondrialnych posiadają mało endogennych substratów  i nie zaw ierają 
NAD+.

2. Eliminowanie wpływu endogennych substratów

W niektórych badaniach sam dobór m ateria łu  nie wystarcza i konieczne 
jest hamowanie utleniania endogennych substratów  odpowiednimi inhibi­
toram i, bądź stosowanie czynników, które uniem ożliw iają tworzenie lub 
w ykorzystanie wysokoenergetycznych pośredników.

Utlenianie endogennych substratów  można hamować m alonianem  
(31, 96) lub arseninem  (154). Skuteczność 'arseninu zależy praw dopodob­
nie od pochodzenia m itochondriów. W m itochondriach serca królika, za­
w ierających niewiele endogennych substratów , arsenin był skutecznym  
inhibitorem  (154), natom iast w m itochondriach szczura okazał się nie­
w ystarczający (85). Inhibitor ten  został z powodzeniem użyty  dla zaha­
m owania redukcji NAD+ przez aldehyd betainy pow stający w wyniku 
redukcji NAD+ przez cholinę w  odwróconym transporcie elektronów
(156). '

W celu usunięcia w ysokoenergetycznych pośredników inkubuje się 
m itochondria z czynnikami rozprzęgającym i — arsenianem , 2,4-dw unitro- 
fenolem lub dwukum arolem  (33), bądź też stosuje się preinkubację m ito­
chondriów (97), starzenie (20) lub zmianę ich stanu metabolicznego (35). 
Inkubacja z czynnikami rozprzęgającym i zmniejsza utlenianie burszty- 
nianu, które jest znacznie aktyw ow ane przez ATP (4). A rsenian jest 
wprawdzie w porównaniu z DNP słabym  czynnikiem  rozprzęgającym  (23), 
skutecznie pozbawia jednak m itochondria wysokoenergetycznych pośred­
ników. Starzenie preparatów  m ięśni piersiowych gołębia (31, 36) rów ­
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nież zmniejsza utlenianie bursztynianu, a ich 24-godzinna inkubacja w w a­
runkach  tlenowych usuwa zarówno endogenne substra ty  jak  i wysoko­
energetyczne pośreidniki.

3. Oznaczanie zmian oksydoredukcyjnych składników łańcucha oddechowego

W badaniach nad odwracalnością łańcucha oddechowego niezwykle 
użyteczną okazała się apara tu ra  opracowana przez Chance’a. Jest to po­
łączenie spektrofotom etru um ożliwiającego pom iary absorpcji przy dwu 
długościach fal (tzw. double-beam) (14, 15), fluorym etru  do pomiarów 
fluorescencji przy jednej długości fali (48) i urządzenia do polarograficz­
nych pom iarów zużycia tlenu z zastosowaniem  w ibrującej elektrody p la­
tynow ej (45). W szystkie trzy  pom iary wykonyw ane równocześnie w tej 
sam ej kiuwecie są autom atycznie rejestrow ane, co umożliwia śledzenie 
współzależności zmian. A parat ten  pozwala m ierzyć zm iany absorpcji 
z dokładnością do 10-4 i śledzić zmiany zachodzące w czasie krótszym  
niż jedna m inuta.

Rysunek 10 jest przykładem  doświadczenia, w którym  stosując opisaną 
aparaturę  równocześnie śledzono zmiany dw u czynników — spektrofoto- 
m etrycznie redukcję i utlenianie nukleotydów  nikotynam idoadeninow ych 
i polarograficznie zużycie tlenu.

Rys. 10. Równoczesne zużycie tlenu i redukcja nukleotydów  nikotynam idoadenino­
wych przez m itochondria w ątroby  (34)

Wzrost krzywej zapisu spektrofotometrycznego wyraża utlenianie NADH, spadek — redukcję, 
oznaczane zwykle strzałką z podaniem kierunku zmian np. „ l — redukcja NADH”. Powolny 
wzrost krzywej w  wyniku utlenienia NADH, charakterystyczny dla mitochondriów w stanie 1 
jest spowodowany stopniowym wyczerpywaniem endogennych substratów. Dodanie 7 umoli 
bursztynianu powoduje gwałtowny spadek krzywej odpowiadający powstawaniu NADH. Jedno­
cześnie zapis elektrody platynowej wykazuje, że szybkość 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 nukleotydów do osiągnięcia po około 40 sek stanu 4 (kontrolowanego). Dodanie 
następnie ADP powoduje gwałtowne utlenianie NADH zarejestrowane jako wzrost krzywej 
zapisu spektrofotometrycznego. Jest to przejście ze stanu 4 do 3. Aktywność oddechowa wzrasta 
również do 2,4 umola 0 2/sek i utrzymuje się przez około 50 sek aż dodany ADP zostanie cał­
kowicie ufosforylowany do ATP. W tym momencie aktywność oddechowa spada do wartości

h ------50 sek-------H
Zapis spektrofotometryczny

Mitochondria

4
Redukcja nukleotydów 

340~374 mju.

Q9tuM O^JseiT^)

Zużycie tlenu 
(zapis polarograficzny)

stanu 4 i dalsza redukcja nukleotydu nie następuje
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Składniki łańcucha można oznaczać w ilościach katalitycznych (np. 
bezpośrednie oznaczanie spektrofotom etryczne cytochromów) lub w iloś­
ciach substratow ych po ich uprzedniej ekstrakcji (np. nukleotydy niko- 
tynam idoadeninowe, UQ) oznaczając je następnie spektrofotom etrycznie 
lub enzymatycznie.

W oznaczeniach spektrofotom etrycznych poszczególnych składników 
łańcucha oddechowego m ierzy się zwykle absorpcję przy długości fali 
odpowiadającej m aksim um  prążka a. W celu zm niejszenia in terferencji 
innych składników pom iary odnosi się do absorpcji przy odpowiednio 
w ybranej długości fali (15, 46, 93, 157) — por. tablica 2.

T a b l i c a  2
Długości fal pom iaru  i odniesienia w  spektrofotom etrycznych 

oznaczeniach składników łańcucha oddechowego 
w preparatach  m itochondrialnych (15, 21, 46, 93, 94, 157)

Składnik

N A D H  i 
N A D PH U Q Fp b c a 03

* ** * ** * ** * ** * * *

M aksim um  prążka a  (m[x) 
D ługość fali odniesienia 

(mfi)

340

374

340

312
(380)

275

300

280

289

465

510

468

500

564

575

432

500

550

540

605

630
(590)

445

455

* —  D ługości fal stosowane przez Chance’a 
** —  D ługości fal stosowane przez Klingenberga.
Cyfry w  nawiasach oznaczają dodatkowe długości fali odniesienia.

NADH i NADPH. Oznaczenia spektrofotom etryczne zredukow anych 
form  nukleotydów przy 340m}i w odniesieniu do absorpcji przy 374m^i 
często uzupełnia się lub zastępuje oznaczeniem fluorym etrycznym . Wów­
czas do wzbudzenia fluorescencji stosuje się światło o długości fali 365 rnu, 
a emisję oznacza się przy 450 mu. Oznaczenia fluorym etryczne są niezbęd­
ne w badaniach m itochondriów serca, zaw ierających związki silnie absor­
bujące w okolicy 320mu. Interferow anie tych związków ujaw nia się szcze­
gólnie w badaniach przejścia ze stanu 4 do 3 (27, 28, 105). Poza tym  metoda 
fluorym etryczna jako bardziej czuła jest polecana wówczas, gdy m ito­
chondria zostały częściowo pozbawione nukleotydów  nikotynam idoadeni- 
nowych (33), gdy metodą chemiczną nie udaje się wykazać odpowiednich 
zmian (105) lub gdy znacznie większa w porównaniu z nukleotydam i za­
wartość cytochromów u trudn ia  pom iar spektrofotom etryczny (np. w  m ito- 
chondriach mięśni skrzydłowych Musca domestica).

Flawiny. Zawartość i zm iany oksydoredukcyjne flawoproteidów ozna­
cza się spektrofotom etrycznie na podstawie spadku absorpcji towarzyszą­
cego redukcji. In terferencja prążka Soreta cytochrom u a3 zmniejsza się,
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466 Z. K A N IU G A , J. B R Y Ł A [16]

jeśli absorpcję zmierzoną przy 455m;j, odnosi się do absorpcji przy 445 m|i. 
In terferencję  cytochrom u a można zmniejszyć przyjm ując falę odniesienia
o długości 500m[i lub 510m^i (46). Oznaczanie zmian oksydoredukcyjnych 
flawin w m itochondriach jest mimo to utrudnione ze względu na obecność 
wielu związków interferujących.

Ubichinon (UQ). Bezpośrednie oznaczanie UQ w m itochondriach przy 
długości fali poniżej 300m^ wymaga specjalnej techniki um ożliw iającej 
zmniejszenie wpływu rozproszenia światła przez zawiesinę (18, 21, 26, 157). 
Stosuje się również oznaczanie UQ po uprzedniej ekstrakcji (26, 138a 157). 
Chance (21) oznaczał UQ przy długości fal 275—300m^, co pozwalało uzys­
kać m aksym alną różnicę ekstynkcji, a w przypadku równoczesnego pow­
staw ania w próbie NADH, uwzględniał popraw kę dla absorpcji NADH. 
S z a r k o w s k a  i K l i n g e n b e r g  (157) polecają oznaczanie UQ 
przy długości fal 280— 289m^, gdyż NADH in te rfe ru je  wówczas tylko 
w 15%, podczas gdy w metodzie C h a n c e ’ a (21, 31) do 40%. Stosowa­
nie m itochondriów serca (najlepiej serca gołębia) pozwala uniknąć w pły­
wu NAD+ (26). In terferu jącą  absorpcję egzogennego ADP i ATP można 
ominąć w ykorzystując endogenną syntezę ATP z ADP i fosforanu k rea ty - 
ny pod w pływem  m itochondrialnej kinazy k rea tyny  (92).

Cytochromy. Zm iany oksydoredukcyjne cytochromów są stosunkowo 
łatw iejsze do oznaczenia dzięki w yraźnym  różnicom absorpcji form  u tle­
nionych i zredukowanych. Cytochrom y c i Cj łatwo odróżnia się spektro- 
fotom etrycznie od cytochrom u b przy podanych w tablicy długościach 
fal. Cytochrom Ci można po usunięciu cytochrom u c oznaczać przy 554— 
540 mji. P rzy  oznaczaniu cytochrom u a na podstawie prążka a przeszkadza 
niew ielka absorpcja w yw ołana przez cytochrom a3. Można ją  usunąć sto­
sując falę odniesienia o długości 590m(.i (46).

4. Stopień utlenienia i redukcji składników

Oznaczenie stopnia zmian oksydoredukcyjnych poszczególnych skład­
ników łańcucha oddechowego wym aga określenia stanu całkowitego ich 
utlenienia lub zredukow ania. Wg C h a n c e ’ a (23) nośniki można uw a­
żać za całkowicie utlenione jeśli po dodaniu am ytalu do zawiesiny m ito­
chondriów w w arunkach tlenowych nie obserw uje się u tleniania nośni­
ków. Jako całkowicie zredukow ane trak tu je  Chance nośniki w m itochon­
driach znajdujących się w w arunkach beztlenow ych w obecności g lu ta­
m inianu i bursztynianu. N aw et dodanie podsiarczynu nie powoduje wów­
czas wyższego stopnia redukcji.

W m itochondriach m ięśni skrzydłowych owadów obserwowano na j­
większy stopień utleniania składników łańcucha bezpośrednio po utlenieniu  
endogennych substratów , natom iast cytochrom y były najbardziej zredu­
kowane po wyczerpaniu tlenu lub po rozprzężeniu CaCl2 (94). Stopień
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zredukow ania UQ zależy w znacznej m ierze od rodzaju substratu. Jabłczan 
(w obecności KCN) redukuje UQ tylko w 50—70%, bursztynian zaś (w nie­
obecności inhibitora) nawet w 90% (157). Określenie stopnia zredukow a­
nia flaw in u trudn ia  poza wspom nianą już in terferencją  innych związków 
rów nież fakt, że naw et po zaham owaniu łańcucha część flawin nie jest 
redukow ana. P rzyjm uje się więc umownie, że suma absorpcji po zaha­
m ow aniu antym ycyną odpowiada całkowicie zredukow anej flawinie 
(93, 101).

Na podstawie pomiarów utlenienia i redukcji składników nie można 
jednak  wnioskować o ich ilości. Odnosi się to zwłaszcza do nukleotydów 
nikotynam idoadeninow ych, -ponieważ oznaczenia chemiczne po wydziele­
niu z m itochondriów dają wyższe wyniki niż oznaczenia spektrofotom e- 
tryczne in  situ  (34). C h a n c e (34) rozważa to zjawisko według dwu 
kry teriów  — jakościowego i ilościowego. Wg pierwszego znaczne ilości 
NAD znajdow ane w m itochondriach mogą pochodzić z utleniania NADH 
w czasie oznaczania albo też m itochondria mogą zawierać NAD, k tóry  
w tych w arunkach nie jest redukow any. Wówczas prawdziwe byłyby w y­
niki oznaczeń spektrofotom etrycznych, zaś wniosek (105), że w  stanie 
4 nukleotydy nikotynam idoadeninowe są nieznacznie redukow ane byłby 
niesłuszny (34). Jeśli natom iast praw idłow e są wyniki uzyskiwane m etodą 
chemiczną, to należałoby przyjąć, że część nukleotydów  jest niedostępna 
dla enzymów oddechowych. K ry terium  ilościowe opiera się na porów ­
naniu szybkości utleniania i redukcji nukleotydów  z szybkością przeno­
szenia elektronów  przez łańcuch. Ta ostatnia znacznie się różni w stanie 
m etabolicznym  mitochondriów 4 i 3.

Odwracalność oksydacyjnej fosforylacji badano w trzech podstawo­
wych układach:

1) w układzie „otw artym ” , tj. przy ciągłym przepływie elektronów  
z substratów  na tlen;

2) w układzie „otw artym ” dla jednego substratu , którego utlenienie 
dostarcza energii i „o tw artym ” dla drugiego substra tu  przekazującego 
rów now ażniki redukcyjne innem u substratow i o niższym potencjale oksy- 
doredukcyjnym  (w celu rozdzielenia obu układów ham uje się transport 
elektronów , najczęściej antym ycyną);

3) w układzie, którego łańcuch oddechowy zaham owany inhibitoram i 
jest „zam knięty” dla tlenu i „o tw arty” dla przenoszenia wodoru w  kie­
runku  substratów  utleniających NADH:

5. Warunki pomiarów odwracalności

g lu ta m in ia n -------
jabłczan
p-hydroksym aślan

a-ketog lu taran  +  NH3 — 
+  NAD+ ^  szczawiooctan

łańcuch
oddechowy

+  NADH^fI- o 2
acetooctan - CN -  

H,S
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Układ „zamyka się” dla tlenu w w arunkach beztlenowych lub w obec­
ności inhibitorów oksydazy cytochrom owej, jak: cyjanek lub H2S. W a­
runki beztlenowe uzyskuje się zastępując tlen  w atm osferze azotem (98) 
lub dodając do m ieszaniny reakcyjnej podsiarczyn (23). Nie można jednak 
użyć podsiarczynu w przypadku p repara tu  Keilina i H artree lub fragm en­
tów digitoninowych m itochondriów, ponieważ wówczas działa on jako 
czynnik redukujący (23). Skuteczność ham ow ania cyjankiem  lub H2S kon­
tro lu je  się wprowadzając dodatkowe inhibitory jak  m alonian i antym y- 
cyna (23) nie stosuje się natom iast w tym  celu azydku, gdyż zmniejsza on 
wpływ ATP na stan oksydoredukcyjny cytochrom u b, flaw in i nukleoty- 
dów nikotynamidoadeninowych. Azydek stosowano w m ałych stężeniach 
(50— IOO1.1M) do częściowego zaham owania oddychania, co ułatw ia uchw y­
cenie stanu zredukow ania cytochromów c i a, a następnie ich utlenianie 
pod wpływem  ATP (33, 37, 101).

IV. Źródła energii i badane ogniwa łańcucha oddechowego

Energia konieczna do odwrócenia k ierunku przenoszenia elektronów 
w łańcuchu oddechowym może pochodzić z egzogennego ATP, lub z w y­
sokoenergetycznych pośredników w ytw arzanych podczas przepływu elek­
tronów od substratu  do tlenu cząsteczkowego lub sztucznego akceptora.

Cholina
Bursztynian

Sarkozyna

Acetooctan " 

Szczawiooctan
a-ketoglutaran 

+NH3 ^

\ , wn K ,
oc-glicenofKfonan^ fpJPm ^11 /  ^ 3 TM PD cyt.c++

/  \ i
-  NAD^^i fpj. UQ, cyt. b c y t .  c; cyt. c cyt. a cyt. a3:

Askorbinian 

./ i

- ł
tl

ATP

■O2

fl
tl

ATP
tl

ATP

Schem at 2. B adane ogniwa łańcucha oddechowego z uw zględnieniem  źródła dostar­
czanej energii

dehydrogenazy: fpi — NADH, fp n — bursztynianowa, fp m — cholinowa, fpiv— sarkozynowa
fpv — a-glicerofosforanowa

Zależnie od źródła energii wyróżnia się dwa typy odwracalności przeno­
szenia elektronów. Odwracalność obydwu typów badano na wielu odcin­
kach łańcucha oddechowego stosując różne donory i akceptory elektronów 
.(Schemat 2).

http://rcin.org.pl



[19 ODW RÓ CENIE Ł A Ń C U C H A  ODDECH OW EG O 469

1. Odwracalność kosztem energii ATP

Odwracalność przepływ u elektronów  w układach I typu obserwowano 
zarówno podczas oddychania jak  i w tedy gdy było ono zahamowane. Aby 
wykazać odwracalność podczas oddychania stężenie egzogennego ATP 
nie może przewyższać stężenia wysokoenergetycznych pośredników (23). 
Usuwanie tych pośredników czynnikami rozprzęgającym i nie jest jednak 
wskazane, ponieważ m ogłyby one hydrolizować również dodany ATP 
(23, 33). W tym  przypadku celowe jest używanie preparatów  m itochon- 
drialnych nie zaw ierających endogennych substratów , a więc niezdolnych 
do w ytw arzania znacznych ilości wysokoenergetycznych pośredników. 
W tablicy 3 zestawiono stosowane, w tych w arunkach donory wodoru, 
przy czym akceptorem  elektronów  był w tych wszystkich przypadkach 
w ew nątrz m itochondrialny NAD+.

T a b l i c a  3

D onory elektronów  stosow ane w badaniach 
odwracalności k ierunku przenoszenia elektronów kosztem  energii A T P  

w w arunkach tlenowych.

D onor M itochondria L ite ra tu ra

B ursztynian serca 7, 19, 20, 21, 22, 24, 30, 31, 35, 36, 37, 
40, 4 1 ,4 9 , 87, 105

B ursztynian nerek 21, 32, 105
B ursztynian m ięśni szkieleto­

wych 87
B ursztynian w ątroby 33, 37, 105
B ursztynian m ózgu 105
a-glicerofosforan m ięśni szkieleto­

wych 87, 101
a-glicerofosforan m ięśni skrzydło­

wych 12, 87, 94, 105
K apronian serca 87

Badanie odwracalności przepływ u elektronów  jest łatw iejsze w w a­
runkach, w których oddychanie jest uniemożliwione (23, 95, 104). Zahamo­
wany przepływ  elektronów w kierunku tlenu  nie u trudn ia  obserwacji 
procesu odwrotnego (95, 104). Zaham owanie oddychania nie tylko ham uje 
powstawanie wysokoenergetycznych pośredników, ale naw et prowadzi 
do ich gwałtownej hydrolizy (23). Jako donory elektronów  stosowano 
w doświadczeniach substra ty  endogenne, lub substra ty  łańcucha oddecho­
wego. W tablicy 4 zestawiono donory i akceptory elektronów  stosowane 
w tych w arunkach.

Próbowano też uzyskać odwrócenie k ierunku przenoszenia elektronów  
kosztem energii innych nukleotydów  niż ATP i stwierdzono, że GTP,
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UTP, ITP ani CTP nie powodują znacznej redukcji nukleotydów  niko- 
tynam idoadeninowych, co wskazywałoby na specyficzność działania ATP 
w tym  procesie (24, 124, 125, 126).

T a b l i c a  4
D onory  i akceptory elektronów  stosow ane w badaniach 

odwracalności k ierunku przenoszenia elektronów kosztem  energii A T P  
w w arunkach beztlenowych

D onor A kceptor T y p  preparatu* L ite ra tu ra

endogenny N A D + m it. serca 22, 23, 24, 35, 37
endogenny N A D + m it. w ątroby 3 7 ,1 5 6

B ursztynian egzogenny N A D + cz. subm it. serca 7 7 ,7 8 ,7 9 ,8 0 ,8 1 ,  
124 ,1 2 5 , 126, 142, 
143

a-ketog lu taran  + N H 3 m it. w ątroby 88, 9 8 ,1 0 0 ,1 0 2 , 
104, 151, 152, 160

szczawiooctan m it. w ątroby 88, 98, 100, 102
acetooctan m it. w ątroby 88, 95, 98, 100 ,102

Cholina endogenny N A D + m it. w ątroby 156
Sarkozyna endogenny N A D + m it. w ątroby 156
A skorbinian egzogenny N A D cz. subm it. serca 123, 126
+  T M P D
A skorbinian egzogenny N A D + cz. subm it. serca 126
+ P M S
A skorbinian egzogenny N A D + cz. subm it. serca 140,143
+ U Q i
A skorbinian egzogenny N A D + cz. subm it. serca 140 ,143
+ w itam in a  K 3

egzogenny N A D + cz. subm it. serca 116
endogenny N A D cz. digitoninow e m it. serca 29

Egzogenny endogenny N A D + m it. m ózgu 23
cytochrom  c endogenny N A D m it. w ątroby 24

egzogenny N A D + m it. m ięśni skrzydłowych 23

endogenny N A D + m it. serca 22, 23, 24, 37
egzogenny N A D + m it. w ątroby 23, 3 7 ,1 0 0

E ndogenny 
cytochrom  c

endogenny N A D + cz. digitoninow e 
m it. w ątroby

23

endogenny N A D + cz. digitoninow e 
m it. serca

2 3 ,2 9

E ndogenny endogenny N A D + m it. serca 151
cytochrom  a -\-a3
Flaw oproteid endogenny N A D + m it. serca 22, 23

* mit. =  mitochondria
cz. subm it. =  cząstki subm itochondrialne
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2. Odwracalność kosztem energii wysokoenergetycznych pośredników

Ten typ odwracalności polega na w ykorzystaniu wysokoenergetycznych 
pośredników w ytw arzanych w  jednym  odcinku łańcucha oddechowego do 
odwrócenia k ierunku przenoszenia w innym  odcinku. W ten  sposób ba­
dano w ykorzystanie wysokoenergetycznych pośredników:

a) w ytw arzanych w II i III m iejscu oksydacyjnej fosforylacji — do 
odwrócenia k ierunku  przenoszenia elektronów  w odcinku łańcucha od­
dechowego obejm ującym  I miejsce syntezy ATP; np. redukcję NAD'1" (bez 
lub w obecności m etabolitu  utleniającego 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 cholinę 
(9), sprzężoną z aerobow ym  utlenianiem  tych substratów  (schemat 3a),

b) w ytw arzanych w II m iejscu oksydacyjnej fosforylacji — do od­
w rócenia k ierunku przenoszenia elektronów  w odcinku związanym z I 
m iejscem  syntezy ATP, np. redukcję NAD+ lub acetooctanu przez b u r­
sztynian sprzężoną z utlenianiem  tego substra tu  przez żelazicyjanek (56, 
57) (schemat 3b),

a) /
/ / -

!/
NAD+-*

Bursztynian

b)

NAD

[Fe(CN)s]*3 
4 Anty my cyna

+ r * 'M "

— —
Bursztynian

O,

/  Antymycyna \  

NAD+- ^ — *----i — j— —
t 1 i

Bursztynian TM PD

Askorbinian

d)

o, NAD+-* i ___ £

___ \

'  \

— ------
TM PD 

t
Askorbinian

c)
Schem at 3. W ykorzystanie w ysokoenergetycznych pośredników  do odw racania k ie­
ru n k u  przenoszenia elektronów  na poszczególnych odcinkach łańcucha oddechowego 

wg S latera  (148) z uzupełnieniem  autorów  — schem at b

c) w ytw arzanych w końcowym odcinku łańcucha oddechowego — do 
odwrócenia k ierunku przenoszenia elektronów  w odcinku obejm ującym  
dwa pierwsze m iejsca oksydacyjnej fosforylacji, np. redukcję NAD+ lub 
a-ketoglutaranu (+  NH3) przez układ askorbinian +  TMPD (128, 129, 130, 
133, 134, 150, 161, 162) (schem at 3c),
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d) w ytw arzanych w końcowym odcinku łańcucha oddechowego — 
do odwrócenia k ierunku przenoszenia elektronów  w odcinku obejm ującym  
I m iejsce syntezy ATP, np. redukcję NAD+ (a-ketoglutaranu +  NH3) 
przez bursztynian (130, 131, 133, 151, 161, 162) lub askorbinian +  TMPD 
(132) sprzężoną z aerobowym utlenianiem  askorbinianu +  TMPD w obec­
ności antym ycyny A (schemat 3d).

3. Redukcja substratów o potencjale niższym niż donor

Badania odwracalności przepływ u elektronów  były  oparte w więk­
szości przypadków na pomiarze redukcji endogennego NAD+ m itochon­
driów  jako końcowego akceptora wodoru. W tych w arunkach obserwowa­
ny wzrost stężenia NADH m ógłby być m iarą raczej zakłócenia stanu rów ­
nowagi niż w zrostu ilości zredukowanego NAD^ wywołanego badanym  
substratem . Zastosowanie substratów  o niższym potencjale, utleniających 
nieprzerw anie pow stający NADH, pozwoliło na znaczne przesunięcie 
równowagi, co w dużym  stopniu ułatw iło badanie tego procesu. Obser­
w acje tego rodzaju przeprowadzone na m itochondriach w ątroby szczura 
(szczególnie bogatych w dehydrogenazy redukujące te substraty), zarówno 
w w arunkach beztlenowych kosztem energii ATP (59, 88, 95, 98, 100, 102, 
104) jak i w w arunkach tlenowych kosztem wysokoenergetycznych po­
średników w ytw arzanych w II i III (56, 58, 59, 95, 151, 152, 160) lub 
tylko w III miejscu oksydacyjnej fosforylacji w łańcuchu oddechowym 
(151, 152, 160).

a) Redukcja acetooctanu. Szczególnie dużo sporów w yw ołały badania 
nad redukcją acetooctanu przez bursztynian. E r n s t e r  i wsp. (56, 57) 
stw ierdzili, że reakcja ta katalizow ana przez izolowane m itochondria jest 
w rażliw a na am ytal i DNP i na tej podstawie wnioskowali, że redukcja 
acetooctanu przez bursztynian jest wynikiem  odwrócenia k ierunku prze­
noszenia elektronów  z bursztynianu do acetooctanu. Natom iast K r e b s  
i wsp. (106, 110, 111) prowadząc badania na hom ogenatach tkankow ych 
zaobserwowali, że reakcja redukcji acetooctanu przez bursztynian jest 
stym ulow ana am ytalem , a przy niskich stężeniach DNP szybkość jej p ra­
wie nie ulega zmianie. Stąd wnioskowali, że proces ten  nie jest wynikiem  
przenoszenia elektronów  przez łańcuch oddechowy, lecz reakcji dysm u- 
tacji. W edług Krebsa i wsp. NAD+ jest redukow any przez produkty  u tle­
niania bursztynianu np. jabłczan, pirogronian, izocytrynian lub a-ketoglu- 
taran. Ponieważ droga przenoszenia elektronów  z bursztynianu i NADH 
w  kierunku tlenu jest wspólna na odcinku cytochromowym, elektrony 
pochodzące z bursztynianu m ogłyby blokować transport elektronów  
z NADH. W wyniku tego zredukow ane nukleotydy nikotynam idoadeni- 
nowe m ogłyby być w ykorzystyw ane do redukcji acetooctanu.

Sprzeczności między in terp retacjam i tych dwóch autorów, a zwłaszcza 
niezrozum iały brak wrażliwości procesu katalizowanego przez hom ogenaty
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tkankow e na am ytal i DNP zostały w yjaśnione w oparciu o doświadcze­
nia, w których badano wpływ  supernatan tu  otrzym anego po odwirowaniu 
m itochondriów na m itochondrialną redukcję acetooctanu przez burszty- 
nian (58). Dane doświadczalne przedstaw ione w tablicy 5 wskazują, że reak ­
cja redukcji hamowana am ytalem  w izolowanych m itochondriach, jest 
stym ulow ana przez ten  związek po dodaniu supernatantu .

T a b l i c a  5
W pływ  supernatan tu  na zaham ow aną am ytalem  redukcję acetooctanu 

przez bursztyn ian  (58)

U kład Am ytal
Z redukow any
acetooctan

([xmole)

Zużycie tlenu  
(¡Jigramo- 

rów now ażniki)

M itochondria
•

1,9 5,1
M itochondria + 0,2 5,3
M itochondria  +  S upernatan t - 1,9 10,6
M itochondria  +  Superna tan t + 2,3 10,4

W oparciu o otrzym ane w yniki E rnster wnioskował, że we frakcji su­
pernatan tu  znajduje się substrat, być może szczególnie1, aktyw ny w obec­
ności bursztynianu, powodujący redukcję acetooctanu do ß-hydroksy- 
m aślanu. Substratem  tym  m ógłby być pirogronian, produkt cytoplazm a- 
tycznej glikolizy.

Niewrażliwość redukcji acetooctanu przez bursztynian na am ytal 
i DNP zauważono również w doświadczeniach z izolowanymi m itochon- 
driam i (108). A z z o n e  i wsp. (8) wykazali jednak, że zjawisko to jest 
prawdopodobnie związane z brakiem  kontroli oddechowej stosowanych 
preparatów . Fakt ten podkreślany również przez A v i - D o r a  i wsp. (3) 
wskazuje na znaczenie nienaruszalności s tru k tu ry  m itochondriów przy 
ustalaniu, która droga redukcji NAD+ (acetooctanu) przez bursztynian jest 
bardziej prawdopodobna.

Za poglądem, że bursztynian jest bezpośrednim  źródłem  elektronów  
dla redukcji NAD+ przem aw iają obserw acje dotyczące drogi przenoszenia 
znakowanego wodoru z bursztynianu na NAD+ (69, 76) oraz spostrzeżenia, 
że ilość NAD+ redukowanego przez bursztynian jest 3—4 razy większa 
niż ilość NAD+ redukow anego przez substraty  utleniane przy udziale 
NAD+ (105). Szczególnie przekonujących dowodów dostarczyli K 1 i n- 
g e n b e r g  i v. H a e f e n  (89, 95). W ykazali oni (rysunek 11), że podczas 
redukcji acetooctanu przez bursztynian w w arunkach beztlenowych kosz­
tem  energii ATP ilości utlenionego bursztynianu i zredukow anego aceto­
octanu są równoważne.
Ponadto stwierdzili, że głównym  produktem  utleniania bursztynianu 
jest jabłczan, w ytw arzany również w ilościach stechiometrycznych. Ob­
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serw ow any równocześnie większy, niż w ynikałoby to z rozważań teore­
tycznych, ubytek ATP (mierzony powstawaniem  ADP) w yjaśniły  doświad­
czenia kontrolne przeprowadzone w nieobecności acetooctanu lub bur- 
sztynianu. Pow stawanie w tych w arunkach ADP w skazuje na hydrolizę 
ATP w w yniku działania innych reakcji, niż odwracanie kierunku przeno­
szenia elektronów.

b) Redukcja a-ketoglutaranu  (+  N H 3). Użycie a-ketoglutaranu +  NH3 
jako końcowego akceptora elektronów  pozwoliło śledzić w m itochondriach

Doświadczenia
kontrolne

Rys. 11. Bilans substratow y reakcji redukcji acetooctanu przez bursztynian  w  w a­
runkach  beztlenowych pod w pływ em  ATP (95)

Schem at 4. Synteza am inokw asów  z ketokw asów  i am oniaku przy udziale odwróco­
nego tran sp o rtu  w odoru (104)
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syntezę glutam inianu drogą redukcyjnej am inacji katalizowanej przez 
dehydrogenazę glutam inianow ą:

B ursztynian +  a-ketoglutaran +  NH3 -> glutam inian +  fum aran

W łączanie NH3 przy pomocy tego enzymu jest uzależnione od donorów 
wodoru. Stwierdzono, że ilość włączanego NH3 jest najw iększa wówczas, 
gdy donoram i są bursztynian lub jabłczan (104, 151, 159). Badania prow a­
dzono w obecności arseninu celem uniem ożliwienia utleniania a-keto- 
g lu taranu  (104, 151, 159, 160). W reakcjach transam inacji następujących 
po redukcyjnej am inacji w ytw arzane są inne aminokwasy. Kolejność ich 
pow staw ania ilustru je  schem at 4.

Redukcja a-ketoglutaranu (+  NH3) może być wynikiem  przenoszenia 
e lektronów  z bursztynianu (104, 151, 159, 160), TMPD (151, 152, 162) czy 
jabłczanu (104, 151, 159) kosztem  energii ATP lub wysokoenergetycznych 
pośredników.

Y. Udział składników łańcucha oddechowego 
w procesie odwrócenia kierunku przenoszenia elektronów

N ajm niej wyjaśniona i najbardziej dyskusyjna jest droga przenoszenia 
elektronów  z bursztynianu na NAD+. Ustalono, że w redukcji NAD+ 
przez bursztynian bierze udział dehydrogenaza bursztynianow a i dehydro­
genaza NADH. Nie ma jednak  pewności co do drogi przenoszenia elek­
tronów  m iędzy tym i dwoma flaw oproteidam i — czy oddziaływanie między 
enzym am i jest bezpośrednie, czy też pośredniczą w reakcji dodatkowe 
nośniki: UQ i cytochrom b.

W badaniu tego zagadnienia duże znaczenie miało zastosowanie inhibi­
torów  łańcucha oddechowego: am ytalu, rotenonu, TTA (4,4,4-trójfluoro- 
-l-(2-tiofeino)-2,2-butan-J,3-dion), a w szczególności antym ycyny.

1. Cytochrom b

Na udział cytochromu b w redukcji N A D ' wskazywały badania 
C h a n c e ’ a i H o l l u n g e r a  (33). W ykazali oni, że antym ycyna A 
ham uje redukcję NAD+ przez bursztynian. Ponieważ antym ycyna A dzia­
ła m iędzy cytochromem b i cx (46, 65), a poza tym  wg sugestii C h a n -  
c e ’ a i W i l l i a m s a  (46) inhibitor ten  może łączyć się ze zredukow a­
nym  cytochrom em  b, nie wydaw ało się prawdopodobne utlenienie cy to ­
chrom u b ani przez cytochrom  cx ani przez dehydrogenazę NADH. Ponad - 
to stw ierdzono (23, 77, 78, 80), że dodanie ATP do zawiesiny mitochon- 
driów, k tórych oddychanie było zaham owane Na2S, powodowało redukcję 
NAD^ i cytochromu b, podczas gdy cytochrom y c i a pozostawały w for­
mie utlenionej. Obserwacje te przyjęto za dowód, że cytochrom b jest
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nośnikiem elektronów  między dehydrogenazą bursztynianow ą, a dehydro - 
genazą NADH.

Sugestiom tym  przeczyły jednak wyniki doświadczeń L o w a ‘i wsp. 
(124, 125, 126) wskazujące, że antym ycyna A w ilości w ystarczającej do 
całkowitego zaham owania oksydazy bursztynianow ej (0,17iig na mg biał­
ka) niei wpływa na ilość redukowanego NAD+ przez bursztynian. Zastoso­
wanie antym ycyny A w ilościach 20-krotnie wyższych niż trzeba do za­
hamowania redukcji NAD przez układ askorbinian +  TMPD (123), p o ­
wodowało częściowe zaham owanie redukcji NAD+ przez bursztynian. 
Podobne wyniki otrzym ali inni autorzy (56, 57, 131, 140, 143, 160). Po­
nieważ badania E s t a b r o o k a  (67) wykazały, że ilość moli antym ycyny 
A konieczna do zaham owania oksydazy bursztynianow ej w m itochondriach 
w ątroby szczura odpowiada około 1/3 ilości moli obecnego w nich cyto­
chromu b wydawało się prawdopodobne, że antym ycyna A działa na żelazo 
niehemowe, zgodnie z wcześniejszym i sugestiam i T a p p e 1 a (163). Jeżeli 
zatem  działanie antym ycyny A polegałoby na chelatow aniu niehemowego 
żelaza związanego z kom pleksem  cytochrom b-Ci, wówczas wg E r n s t e * 
r a  (61) duża ilość antym ycyny mogłaby oddziaływać również z żelazem 
niehemowym związanym  z dehydrogenazam i NADH i bursztynianow ą 
ham ując proces redukcji NAD+ przez bursztynian. Ł o w i  wsp. (125) na­
tom iast tłum aczą nieznaczne hamowanie tego procesu przez antym ycynę 
A jej działaniem  rozprzęgającym , na które proces odwracania kierunku 
przenoszenia elektronów  jest szczególnie w rażliw y (92).

Przeciwko udziałowi cytochrom u b w reakcji przenoszenia elektronów  
z bursztynianu na NAD+ przem aw iają również wyniki E r n s t e r a  
i wsp. (64). A utorzy ci zauważyli znaczny spadek szybkości redukcji aceto- 
octanu przez bursztynian i towarzyszący jej równoczesny wzrost pobie­
rania tlenu w obecności katalitycznych ilości w itam iny K 3 (menadionu) 
odbierającej elektrony z wrażliwego na dw ukum arol flaw oproteidu — DT- 
-diaforazy (63). W ykazano już wcześniej, że DT-diaforaza w obecności 
w itam iny K 3 przenosi elektrony z nukleotydów  nikotynam idoadeninow ych 
na cytochrom b (50). Jeżeli zatem  elektrony z dehydrogenazy burszty­
nianowej wchodziłyby do łańcucha oddechowego na poziomie cytochro­
m u b, wówczas przeniesienie elektronów  z NADH na cytochrom  b przy 
udziale D T-diaforazy i w itam iny K 3 nie mogłoby zmniejszać ilości redu ­
kowanego acetooctanu przez bursztynian, bowiem elektrony z NADH 
m usiałyby wchodzić do łańcucha oddechowego w tym  samym miejscu 
i m ogłyby być przenoszone ponownie w kierunku NAD+. Ponieważ jed- 
dnak w obecności w itam iny K 3 obserwowano spadek szybkości redukcji 
acetooctanu, E r n s t e r  i wsp. (64) wyciągnęli stąd wniosek, że wejście 
elektronów z dehydrogenazy bursztynianow ej do łańcucha oddechowego 
jest zlokalizowane po stronie substratow ej cytochrom u b oraz, że cyto­
chrom b nie znajduje się na drodze elektronów  z bursztynianu do NAD+. 
S a n a d i  (141) natom iast tłum aczy obniżenie szybkości redukcji aceto-
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octanu przez bursztynian w opisanych w arunkach rozprzęgającym  dzia­
łaniem  m enadionu, ponieważ związek ten  ham uje w w arunkach beztleno­
wych redukcję NAD+ przez bursztynian kosztem energii ATP (169).

Ostatnie badania T y 1 e r a i wsp. (166) wskazują, że ilość cytochromu 
b redukow ana w nienaruszonych m itochondriach serca jest taka sama bez 
względu na to czy donorem elektronów  jest askorbinian +  TMPD, czy 
bursztynian. Natomiast w obecności antym ycyny A autorzy ci obserwowali 
redukcję tylko połowy tej ilości cytochrom u b jaką bursztynian redukow ał 
w w arunkach beztlenowych (165). Te obserwacje w ydaw ałyby się popierać 
sugestie C h a n c e ’ a (23) i H o m m e s a  (79), że cytochrom b jest 
pośrednikiem  przenoszenia elektronów  z bursztynianu na NAD L.

Ostateczne ustalenie czy cytochrom  b jest elektronow ym  nośnikiem 
podczas redukcji NAD+ przez bursztynian jest w dużym  stopniu zależne 
od ustalenia roli UQ w łańcuchu oddechowym oraz w procesie odwrócenia 
k ierunku przenoszenia elektronów.

2. Ubichinon

Po raz pierwszy na udział UQ w procesie odwróconego transportu  
elektronów  zwrócił uwagę C h a n c e  (21, 22) badając redukcję NAD+ 
przez bursztynian. Następnie S a n a d  i i wsp. (143) oraz P e n e f s k y  
(133, 134) wykazali, że UQ jest nośnikiem  elektronów  również podczas 
redukcji NAD+ przez askorbinian +  TMPD. Szybkość redukcji UQ w pro­
cesie odwracania kierunku transportu  elektronów  jest według C h a n -  
c e ’ a (21) oraz K l i n g e n b e r g a  i K r ó g e r a  (92) taka sama, jak 
szybkość redukcji NAD natom iast według P e n e f s k y ’ e g o  jest trzy  
razy większa (134). Ł o w i  wsp. (125) stw ierdzili, że TTA (inhibitor oksy- 
doreduktazy bursztynian: UQ) (170) i am ytal ham ują przenoszenie elek­
tronów z bursztynianu, natom iast antym ycyna i NQNO (w stężeniach ha­
m ujących transport elektronów  w kierunku tlenu) nie w pływ ają na tę 
reakcję i przyjęli na tej podstawie, że elektrony z bursztynianu na NAD r 
przenoszone są poprzez UQ jako wspólny pośrednik łączący obydwie de­
hydrogenazy, zgodnie ze schem atem  proponowanym  przez H a t e f i e g o  
i wsp. (73):

NADH ^  FPl ^  Fenh^ .
UQ 0 2

bursztynian ^  Fp„ ^  Fenh ć '

Przestrzenne rozmieszczenie UQ w m itochondriach obserw owane przez 
S z a r k o w s k ą  i K l i n g e n b e r g a  (157) wskazywałoby na możli­
wość połączenia dehydrogenaz poprzez oddzielne przedziały UQ z cyto- 
chromem b jako punktem  wspólnym:

NADH ^  FPl ^  Fenh ^  UQ —
cyt. b? ^  Oz

bursztynian ^  Fpn ^  Fenh ^  UQ
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W edług obserwacji S z a r k o w s k i e j  i K l i n g e n b e r g a  (157), UQ 
jest redukow any w szerokich granicach tylko przez bursztynian (w prze­
ciw ieństwie do substratów  utlenianych przy udziale NAD+), a stopień 
jego redukcji zwiększa się w m itochondriach ściślej sprzężonych. Te w y­
niki wskazują, że redukcja UQ przez bursztynian  (podobnie jak  redukcja 
NAD+) zależy od sprawności fosforylacyjnej m itochondriów. Zależność 
ta nie jest jasna ze względu na zbliżony potencjał oksydoredukcyjny obu 
związków. W edług S z a r k o w s k i e j  (155) jest ona, być może, w yra­
zem zapotrzebow ania energii dla przezwyciężenia barier stw orzonych 
przez kom partam entację. Zebrane dotychczas dowody nie pozwalają na 
ostateczne stw ierdzenie, czy w przeniesieniu elektronów  pośredniczy cyto- 
chrom b. W ydaje się, że antym ycyna A nie ham uje tego przeniesienia
(157).

VI. Odwracalność przenoszenia energii

Badania mechanizmu odwracalności k ierunku przenoszenia elektronów  
w łańcuchu oddechowym zm ierzały do ustalenia 1) czy odwróconemu prze­
niesieniu elektronów  kosztem energii ATP towarzyszy odwrócenie oksy­
dacyjnej fosforylacji, 2) jakiego rodzaju wysokoenergetyczne pośredniki są 
wykorzystyw ane gdy energia jest dostarczana podczas przenoszenia elek­
tronów  od substratu  do tlenu. Odpowiedzi na obydwa pytania uzyska­
no po zbadaniu wpływu oligomycyny na proces odwracania (tablica 6).

W yniki przedstawione, w tablicy w skazują, że oligomycyna ham uje 
odwrócenie k ierunku przenoszenia elektronów  przebiegające kosztem 
energii ATP, natom iast nie ham uje odwrócenia zachodzącego kosztem

T a b l i c a  6
W pływ oligom ycyny i D N P  na redukcję acetooctanu przez bursztynian  

w w arunkach beztlenow ych pod  wpływem  A T P  
i w  w arunkach tlenow ych kosztem  wysokoenergetycznych pośredników 

w ytwarzanych podczas utleniania bursztynianu (8, 64, 95)

W arunki D odatki
Pobieranie

tlenu
(pigram orównoważniki)

R edukcja
acetooctanu

(¡¿mole)

Beztlenowe
+  Oligomycyna 
+  D N P

4,1
0,3
0,2

T lenow e

+ O ligom ycyna 9,8
9,1

4.7
5.7

+  D N P 36,0
50,8

18,9
1,4
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energii pośredników. Brak redukcji acetooctanu w obecności DNP po­
tw ierdza endoergiczny charakter procesu.

B rak zaham owania przez oligomycynę sugerował, że energia w ytw a­
rzana podczas utleniania substratów  oddechowych, a wym agana dla od­
wrócenia kierunku, pochodzi najprawdopodobniej z nieufosforylowanych 
wysokoenergetycznych pośredników lub uogólniając — przenoszenie i w y­
korzystyw anie pośredników w m itochondriach może przebiegać bez udzia­
łu reakcji fosforylacji w ścisłym słowa tego znaczeniu. Doświadczalnych 
dowodów na potwierdzenie tej sugestii dostarczyli w tym  samym czasie 
E r  n s t e r  (56, 57, 59) i w laboratorium  S latera S n o s w e 11 (153, 154) 
W ykazali oni, że redukcja NAD+ przez bursztynian przebiega ze stałą 
szybkością w obecności akceptora fosforanu w m itochondriach, których od­
dychanie było ograniczone brakiem  endogennego fosforanu. W yniki otrzy­
m ane przez S n o s w e l l a  (154) przedstaw ia tablica 7.

T a b l i c a  7

W pływ  usunięcia fosforanu na redukcję m itochondrialnego N A D + 
przez bursztyn ian  (154)

W arunki
NAD+ N A D H

[¿mole/mg białka

Świeże m itochondria 8,9 0,9
Świeże m itochondria

+  oligom ycyna+ bursztyn ian 4,5 2,7
M itochondria  pozbawione fosforanu 3,6 2,4

+ oligom ycyna+ bursztynian
M itochondria  pozbawione fosforanu

+  oligomycyna +  bursztynian  +  fosforan 4,6 1,9

W ykorzystywanie energii nieufosforylowanych pośredników do od­
w racania k ierunku przenoszenia elektronów  potw ierdziły w yniki badań 
nad wpływem  arsenianu na szybkość tego procesu. S n o s w e l l  (154) 
i E r n s t e r  (59) stw ierdzili, że arsenian ham uje redukcję NAD+ przez 
bursztynian i że oligomycyna znosi to zahamowanie w przeciw ieństwie 
do ham owania DNP. Potw ierdza to równocześnie sugestie (66, 87) odnoś­
nie m iejsca działania oligomycyny w stosunku do m iejsca działania arse­
nianu i DNP.

Odwracalność kierunku przenoszenia elektronów  kosztem wysokoener­
getycznych pośredników w ytw arzanych w „otw artym ” łańcuchu oddecho­
wym  obserwowano do niedaw na tylko w nienaruszonych m itochondriach 
i fosforylujących cząstkach subm itochondrialnych. W ykorzystywanie w y­
sokoenergetycznych pośredników do procesów wym agających energii, 
np. redukcji NADP+ przez NADH nie tylko w cząstkach submitochon­
drialnych (52, 53, 54, 117), ale naw et w niefosforylujących preparatach 
(118) sugerowało możliwość w ykorzystyw ania energii tych pośredników
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również w odwracaniu k ierunku przenoszenia elektronów  w niefosfory- 
lujących cząstkach subm itochondrialnych. Przypuszczenia te potwierdził 
w roku 1964 H a a s  (72), badając p repara ty  z m ięśnia sercowego.-W ykazał 
on, że w obecności ATP bursztynian nie redukuje  egzogennego NAD+, 
natom iast gdy źródłem energii są wysokoenergetyczne pośredniki pow­
stające podczas utleniania askorbinianu +  TMPD (w obecności antym ycy- 
ny) NAD+ jest redukow any szczególnie intensyw nie w obecności oligo- 
mycyny. W skazuje to, że w  preparacie są w ytw arzane wysokoenerge­
tyczne pośredniki w ykorzystyw ane w procesach w ym agających energii, 
ale ich energia nie może być przekształcona w energię ATP.

Reakcję odwracania k ierunku przenoszenia elektronów  wykorzystali 
S a n a  d i  (1, 2, 140, 143) oraz R a c k e r  (135, 137, 138) do badania 
aktywności czynników sprzęgających.

W pływ  jonów M g++. Jony M g++ ham ują proces odwracania k ierunku 
przenoszenia elektronów  kosztem ATP w nienaruszonych m itochondriach 
i digitoninowych cząstkach subm itochondrialnych (24, 95, 102). Natom iast 
w  cząstkach subm itochondrialnych otrzym anych przy pomocy ultradźw ię­
ków obecność M g++ jest w arunkiem  procesu odwrócenia (124). M echa­
nizm tego zjawiska nie został wyjaśniony. C h a n c e  (25) oraz K 1 i n- 
g e n b e r g  i v o n  H a e f e n  (95) są zdania, że jony M g++ działają ha­
m ująco, ponieważ kom pleksują ATP, co obniża potencjał fosforylacyjny 
(36, 102). C h a n c e  (25) uważa ponadto, że układ enzym atyczny cząstek 
subm itochondrialnych w przeciw ieństwie do m itochondriów, może oddzia­
ływać ze związanym  ATP, co tłum aczyłoby odm ienne działanie jonów 
M g++ w obu rodzajach preparatów . E r n s t e r  (61) natom iast przypusz­
cza, że w reakcji ATP z enzymem transfosforylującym  tworzy się trw ały  
kompleks enzym-M g z ADP, k tó ry  nagromadza się w nienaruszonych 
m itochondriach oraz w cząstkach digitoninowych; w cząstkach subm ito­
chondrialnych otrzym anych w wyniku działania ultradźw iękam i, ADP 
byłby tylko luźno związany w kompleksie. Taki sposób tłum aczenia mógł­
by również wyjaśnić fakt, że jony Mg++ ham ując proces odwracania oksy­
dacyjnej fosforylacji nie w pływ ają na reakcję w ym iany ATP—P (59).

VII. Stechiometria

Dalsze badania mechanizm u odwracalności k ierunku przenoszenia elek­
tronów  zm ierzały do ustalenia zależności między ilością redukow anych 
nukleotydów  nikotynam idoadeninow ych a ilością wysokoenergetycznych 
pośredników koniecznych do redukcji. Wielkość stosunku —/NADH ozna­
czano z ilości katalitycznych (pomiary redukcji w ew nątrzm itochondrial- 
nego N A D 4-) lub z ilości substratow ych stosując m etabolity  utleniające 
w ytw arzany NADH.
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1. Oznaczanie stosunku ~/N A D H  z ilości katalitycznych

Badania tego rodzaju prowadzono głównie w pracowni C h a n c e ’ a 
(19, 33, 37, 40, 41, 49). Ilość związków wysokoenergetycznych koniecznych 
dla zredukow ania jednej cząsteczki NAD+ ustalano na podstawie pom ia­
rów  ilości hydrolizowanego ATP.

Rys. 12. Oznaczanie stosunku ~/'NADH spektrofotom etrycznie m etodą Chance’a (20) 
Ilość ADP wytworzonego z ATP oblicza się przez porównanie powierzchni pod krzywą obra­
zującą zmiany absorpcji NAD+po dodaniu fosforanu z powierzchnią pod krzywą otrzymaną 
po dodaniu znanych ilości ADP. W tym przypadku ilość ADP wynosi 61 umoli. Ponieważ, jak 
widać z zapisu spektrofotometrycznego dodanie ATP indukowało utworzenie 23 umoli NADH,

zatem stosunek ~/NADH wynosi 2,7

C h a n c e i  H o l l u n g e r  (37, 19) m ierzyli ilości ADP wytwarzanego 
z ATP m etodą zilustrow aną na rysunku 12. Oznaczanie stosunku tą m etodą 
wymaga jednak spełnienia następujących warunków: 1) m itochondria 
powinny być pozbawione endogennych wysokoenergetycznych pośredni­
ków, 2) bursztynian nie może bez dodania ATP powodować redukcji nu- 
kleotydów nikotynam idoadeninow ych, 3) badania muszą być prowadzone 
na m itochondriach ściśle sprzężonych. Gdy te w szystkie w arunki były 
spełnione wartości stosunku ~ /N A D H  w ahały się od 1,8—2,7, natom iast 
gdy stosowano m itochondria poddane starzeniu otrzym ywano wartości 
w zakresie od 4,4—5,4. Ponieważ Chance i Hollunger nie uwzględniali 
popraw ek dla ATP zużywanego w innych reakcjach niż redukcja NAD+, 
otrzym ane przez nich w artości są prawdopodobnie zbyt wysokie (64, 88, 
96, 152).

Obliczali oni również wielkość stosunku ~ /N A D H  na podstawie zmian 
oksydoredukcyjnych cytochrom u a w obecności azydku. W takim  układzie 
po dodaniu bursztynianu następowała redukcja NAD+ a równocześnie cy- 
tochrom a był utleniany i redukow any. Zm iany oksydoredukcyjne cyto­
chromu a spowodowane w ykorzystyw aniem  związków wysokoenergetycz­
nych do redukcji obserwowano również po dodaniu ADP. Wielkość po-
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w ierzchni pod krzyw ą obrazującą redukcję cytochromu a w czasie jest 
m iarą ilości elektronów  przenoszonych przez łańcuch oddechowy w kie­
runku tlenu (pobierania tlenu) i jest proporcjonalna do ilości dodanego 
ADP. Dlatego można z niej wyliczyć ilość związków wysokoenergetycz­
nych wykorzystyw anych do redukcji NAD+ przez bursztynian. Stosunek 
—/NADH otrzym any tą  m etodą wynosił 2,5. Po uwzględnieniu popraw ki 
na wykorzystanie związków wysokoenergetycznych także w innych reak ­
cjach niż redukcja NAD+ (pomiar w obecności am ytalu elim inującego 
redukcję NAD+ w procesie odwracania (37)) wyliczony stosunek obniżył 
się do 1,7. Tego rodzaju obliczanie stosunku ~ /N A D H  wym aga jednak 
założenia, że reakcje fosforylacji i redukcji NAD+ w ykorzystują wysoko­
energetyczne pośredniki w jednakow ym  stopniu. Spełnienie tego założenia 
zależy od sprawności fosforylacyjnej m itochondriów, w arunkującej trw a­
łość wysokoenergetycznych pośredników i od szybkości obydwu reakcji. 
Jeżeli np. redukcja NAD+ zachodziłaby wolniej, to wysokoenergetyczne 
pośredniki byłyby w większym stopniu w ykorzystyw ane w reakcji fosfo­
rylacji i uzyskany stosunek ~ /N A D H  mógłby być za wysoki (64).

Ostatnio C h a n c e i wsp. (40, 41, 49) obliczali wydajność reakcji od­
w racania na podstawie pom iaru ilości rozkładanego ATP zmianą pH. Sto­
sunek —/NADH otrzym any w takich w arunkach wynosił 2,8. Ponieważ 
jednak szybkość hydrolizy w zrastała tylko dw ukrotnie po dodaniu bursz­
tynianu, C h a n c e  (49) przyjął, że połowa rozkładanego ATP jest zuży­
wana do redukcji NAD+ i doszedł do wniosku, że na zredukowanie 
1 mola NAD+ konieczne jest 1,4 mola ATP.

2. Obliczanie stosunku ~/N A D H  z ilości substratowych

W ydawało się, że zastosowanie akceptorów wodoru utleniających nie­
przerw anie pow stający NADH pozwoli na dokładniejsze obliczenie sto­
sunku ~ /N A D H  z uwagi na operowanie ilościami substratow ym i oznacza­
nych metabolitów.

Metodę tego rodzaju zastosował E r  n s t e r (56, 57) mierząc wzrost 
oddychania po dodaniu acetooctanu do m itochondriów utleniających bursz­
tynian w nieobecności akceptora fosforanu i porównując tę wartość z iloś­
cią redukow anego acetooctanu. Oznaczył on stosunek ~ /N A D H  jako rów ­
ny jedności. Stosunek wyliczono zakładając, że 1) aerobowe utlenianie 
bursztynianu jest sprzężone z w ytw arzaniem  dwóch związków wysoko­
energetycznych na każdy atom pobranego tlenu, 2) redukcja acetooctanu 
przez bursztynian zachodzi wyłącznie kosztem związków wysokoenerge­
tycznych w ytw arzanych podczas utleniania bursztynianu, a nie pod w pły­
wem jabłczanu powstającego z bursztynianu, 3) szybkość oddychania p re­
paratu  bez acetooctanu, do której odnoszono wzrost wyw ołany acetoocta- 
nem nie zmienia się w czasie doświadczenia. Rozważania S 1 a t e r a 
podważają jednak słuszność tych założeń (152).
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E rnster zastosował zatem do badania wydajności procesu odwracania 
inną metodę, k tó ra  nie wymaga przyjm ow ania żadnych założeń (64). 
Polega ona na porów naniu ilości redukowanego acetooctanu z pobieraniem  
fosforanu w w arunkach, kiedy wzrost oddychania wywoływano doda­
niem ATP, glukozy i niewielkich ilości heksokinazy. O trzym ana wartość 
~ /N A D H  wynosiła 1,19, co potwierdza, że redukcja 1 cząsteczki NAD+ 
przez bursztynian wym aga dostarczenia 1 wiązania wysokoenergetycz­
nego.

Niezależnie od E r n s t e r  a, S l a t e r  i T a g e r  (152) doszli do ta­
kiego samego wniosku badając redukcję a-ketog lu taranu  (+  NH3). W ed­
ług nich ilość wysokoenergetycznych pośredników w ykorzystyw anych do 
przeprow adzenia syntezy glutam inianu odpowiada zm niejszeniu syntezy 
ATP (mierzonej ilością tworzonego glukozo-6-fosforanu) po dodaniu 
a-ketoglutaranu i NH3. Zależność tę w yraża stosunek — A~/A  glu, w któ­
rym  A wylicza się z różnicy między ilością glukozo-6-fosforanu wytworzo­
ną w obecności i nieobecności a-ketoglutaranu +  NH3. Stosunek ten ozna­
czano jako bliski jedności również wtedy, gdy energia do redukcji NAD+ 
przez bursztynian była dostarczona przez utlenienie askorbinianu +  TMPD 
w obecności antym ycyny (162).

K l i n g e n b e r g  (91) wykorzystał do oznaczania stosunku —/NADH 
proces włączania amoniaku do m itochondrialnych aminokwasów. Porów ­
nując ilości hydrolizowanego ATP z ilością syntetyzowanego glutam inianu 
i asparaginianu w ykazał on zużywanie 0,6— 1,2 mola NH3 w obecności b u r­
sztynianu. Obniżenie wartości stosunku ~ /A N H 3 tłum aczy K lingenberg 
istnieniem  ubocznych reakcji włączania NH3, przebiegających przy udziale 
jabłczanu wytwarzanego z bursztynianu. Reakcje te m ają mniejsze w y­
m agania energetyczne niż badane reakcje przebiegające przy udziale b u r­
sztynianu. Sugestia ta jest zgodna z wnioskiem S l a t e r a  i T a g e r a  
(152, 158), że w obecności jabłczanu na każdą cząsteczkę zużywanego 
związku wysokoenergetycznego, syntetyzuje się kilka cząsteczek amino­
kwasów.

Próbowano również oznaczać stosunek ~ /N A D H  podczas odwracania 
k ierunku przenoszenia elektronów  na odcinku łańcucha oddechowego obej­
mującego więcej niż jedno miejsce oksydacyjnej fosforylacji. L ö w i wsp. 
(126) stw ierdzili, że ilość hydrolizowanego ATP jest dw ukrotnie większa 
przy zastosowaniu askorbinianu +  TMPD jako układu redukującego 
NAD+, niż w przypadku użycia bursztynianu. Obserw acja ta potwierdza, 
że wartość stosunku ~ /N A D H  dla redukcji NAD+ przez bursztynian jest 
równa jedności, natom iast dla redukcji NAD+ przez askorbinian +  TMPD 
wynosi 2.

VIII. Uwagi końcowe

Przedstaw ione tu ta j zagadnienia związane z odwracalnością oksyda­
cyjnej fosforylacji i w ynikające z niej odwrócenie transportu  elektronów
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można rozpatryw ać z dwóch punktów  widzenia: 1) nowych danych doty­
czących mechanizmu oksydacyjnej fosforylacji, oraz 2) znaczenia odw ra- 
calności tych reakcji w ogólnym m etabolizmie kom órki i powszechności 
tego zjawiska.

1. Mechanizm i nowe fakty

O ile początkowo wnioski o odwróconym transporcie elektronów  oparte 
tylko na podstawie spektrofotom etrycznych pom iarów stanu równowagi 
składników łańcucha oddechowego mogły budzić wątpliwości, to dalsze ba­
dania E rnstera, K lingenberga i S latera nad redukcją szczawiooctanu, 
a-ketoglutaranu (+  NH3), acetooctanu i egzogennego NAD  ̂ są przekonu­
jącym  dowodem istnienia odwracalności oksydacyjnej fosforylacji.

Stw ierdzenie, że w łańcuchu oddechowym elektrony są przenoszone 
również w kierunku substratów  pozwoliło postulować (121) istnienie dwóch 
łańcuchów — utleniającego, k tóry  dostarcza energii w postaci ATP i w y­
sokoenergetycznych pośredników, oraz redukującego, k tóry  w ykorzystu­
jąc ich energię biegnie w kierunku przeciwnym. W w arunkach fizjolo­
gicznych istotne znaczenie dla m etabolizm u kom órki ma prawdopodobnie 
tylko odwrócony transport elektronów z UQ, k tóry  gromadząc równoważ­
niki elektronowe z szeregu m itochondrialnych flawoproteidów, może prze­
kazywać je na NAD+ i substraty  u tleniające NADH.

P rzy ję ty  obecnie pogląd o szybkości oddychania i odwracalności oksy­
dacyjnej fosforylacji uw arunkow anych potencjałem  fosforylacyjnym , po­
przedziło szereg obserw acji odnośnie wpływu ATP jako czynnika biorą­
cego udział w: a) redukcji NAD+ przez substra ty  flawoproteidów (bur­
sztynian, a-glicerofosforan, cholina) i sztuczne donory elektronów  np. 
askorbinian +  TMPD, b) indukowanej przez ATP kontroli oddechowej 
i hamowanie oddychania przez ATP, c) stanie oksydoredukcyjnym  składni­
ków łańcucha oddechowego — od NAD+ do cytochromu a włącznie, d) sta­
nie oksydoredukcyjnym  składników łańcucha oddechowego w obecności 
substratów  utleniających NADH w m itochondriach z zaham owanym  od­
dychaniem.

Dla poznania m echanizm u oksydacyjnej fosforylacji za niezwykle 
cenne należy uznać stw ierdzenie istnienia i wykazanie roli wysokoener­
getycznych pośredników w wielu reakcjach związanych z przenoszeniem 
energii (również w roślinach 10, 127a). Ich powstawanie w obecności oli­
gomycyny, gdy synteza ATP jest uniemożliwiona oraz w nieobecności 
fosforanu dowodzą, że nieufosforylowane wysokoenergetyczne pośred- 
niki oksydacyjnej fosforylacji mogą spełniać funkcje przypisyw ane dotąd 
wyłącznie ATP. Biorą one również udział we włączaniu aminokwasów 
do białka w m itochondriach i pobieraniu jonów. Co więcej, pośredniki te 
są tworzone naw et w preparatach m itochondrialnych, w których w wy­
niku zniszczenia s tru k tu ry  nie zachodzi oksydacyjna fosforylacja i synteza
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ATP. Zdaniem  S 1 a t e r a (148) ATP można obecnie uważać za m ito- 
chondrialny fosfagen, natom iast hipotetyczne dotychczas pośredniki oksy­
dacyjnej fosforylacji umieścić na piedestale zajm owanym  przedtem  przez 
ATP. Jest to niew ątpliw ie jedno z najw iększych osiągnięć w tej dziedzinie 
biochemii.

2. Odwracalność oksydacyjnej fosforylacji a metabolizm komórki

R ozpatrując odwracalność oksydacyjnej fosforylacji na poziomie ko­
m órki nasuw ają się dwa pytania: a) jak  w ażny ilościowo jest ten  proces,
b) czy jest to proces zachodzący w różnych organizmach?

Szybkość odwrotnego transportu  elektronów  zależy od stanu m eta­
bolicznego m itochondriów. W stanie kontrolow anym  jest tego samego 
rzędu jak  przeniesienie elektronów w kierunku tlenu. Odpowiada to 
około 10% szybkości utleniania w stanie aktyw nym  (33) zarówno w po­
m iarach ilości katalitycznych jak i substratow ych np. dla redukcji aceto­
octanu (95). U tlenianie cytochromu c (w układzie zam kniętym ) induko­
wane przez ATP jest równie szybkie jak  w układzie o tw artym  (90), chociaż 
wcześniejsze doświadczenia C h a n c e ’ a (31) wykazywały, że stanowi 
ono tylko 5% szybkości utleniania w układzie otw artym .

W tkankach roślinnych i drobnoustrojach odwrócony transport elek­
tronów  aktyw ow any ATP może być zdaniem  C h a n c e ’ a (23) bardziej 
ściśle związany z fotosyntezą niż się zwykle uważa. Tak np. w organizmach 
fotosyntetyzujących utlenianie cytochromów pod wpływem  światła i re ­
dukcja nukleotydów jest analogiczna do utleniania cytochromu c w tkan ­
kach zwierzęcych pod wpływem  ATP. Najlepszym  jednak przykładem  
odwróconego transportu  elektronów  jest fosforylacja fotosyntetyczna (74) 
(por. a rtyku ł L a s s o t y  115a), w której NADP+ jest redukow any wbrew  
potencjałow i oksydoredukcyjnem u, pod wpływem  energii św ietlnej. Ener­
gia ta umożliwia również w ytw arzanie wysokoenergetycznych pośredni­
ków do przeprowadzenia fosforylacji redukcyjnej (75).

W pływ odwracalności oksydacyjnej fosforylacji na metabolizm  obra­
zuje redukcja acetooctanu do P-hydroksym aślanu w wyniku odwróconego 
transportu  elektronów . K l i n g e n b e r g  i H a e f e n  (95) uważają, że 
stosunek P-hydroksym aślanu do acetooctanu jest odbiciem stosunku 
NADH/NAD+, a ten  z kolei jest m iarą potencjału fosforylacyjnego. Auto­
rzy ci sugerują, że układ P-hydroksym aślan/acetooctan w charakterystycz­
ny  sposób odzwierciedla potencjał fosforylacyjny i jest „chemicznym 
m essengerem ” m iędzy m itcchondriam i w ątroby, a krwiobiegiem. P o­
rów nują go więc do układu m leczan/pirogronian, k tó ry  jest wyrazem  rów ­
nowagi fosforylacyjnej glikolizy.

Potwierdzeniem  fizjologicznego charakteru  odwracalności oksyda­
cyjnej fosforylacji są badania przy użyciu całych kom órek (42) oraz skraw ­
ków tkankow ych (47, 139).
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Ostatnio K r e b s  (107a) wyraził pogląd, że jeżeli naw et odwracalność 
oksydacyjnej fosforylacji w tkankach zwierzęcych nie jest zbyt w ydajnym  
m echanizm em  dla tworzenia NADH, to jednak może być bardzo poży­
teczna dla kom órek um ożliwiając w zasadzie 100%-owe wykorzystanie 
energii.
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W ŁO D ZIM IERZ ZAG O RSKI*

Transport elektronów u bakterii tlenowych 

Electron Transport in Aerobic Bacteria

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI 
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

The resp ira to ry  system  of aerobic bacteria  is review ed. The n a tu re  and function 
of dehydrogenases, quinones and cytochromes p resen t in bacteria l m em brane are

discussed.

Proces u tleniań biologicznych polega na przeniesieniu elektronów  
z substra tu  oddechowego na tlen lub innego rodzaju akceptor o wyższym 
potencjale oksydoredukcyjnym  niż substrat. W przeciw ieństw ie do zwie­
rzą t i roślin wyższych, bakterie charakteryzuje zmienność dróg utlenień, 
związana ze zdolnością przystosowywania się do środowiska.

Schem at 1 przedstaw ia główne drogi u tlen iań  bakteryjnych. Uwzględ­
niono w nim reakcje katalizowane zarówno przez enzym y rozpuszczalne, 
zlokalizowane w cytoplazmie, jak  i przez enzym y łańcucha oddechowego. 
Podano również m iejsca reakcji poszczególnych substratów  i akceptorów.

Reakcje odwodorowania substratów  zachodzą przy współudziale enzy­
m ów posiadających różnorodne koenzymy. Substra ty  odwodorowywane 
przez dehydrogenazy związane z NAD+ oznaczono na schemacie ogólnie 
jako Substrat (I). Należy tu  np. /?-hydroksymaślan (1, 41), jabłczan (1, 14), 
pirogronian czy a-ketoglu taran  (48). E lektrony z substratu  (I) mogą być 
przeniesione na Substra t (II) o wyższym stopniu utlenienia, np. w procesie 
ferm entacji. S ubstra ty  (III) np. bursztynian (1, 49), DL-mleczan (15), 
jabłczan .(8, 25) są odwodorowywane przy współudziale flawoproteidu. 
Substraty  (IV) są odwodorowywane przez dehydrogenazy, których grupą 
czynną jest układ chinonowy. U niektórych bakterii substratem  takim  
może być glukoza (37).

* Mgr, str. asystent Z akładu Enzym atyki K atedry  Biochemii U niw ersytetu  W ar­
szawskiego.
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Ten sam substrat może być u różnych bakterii odwodorowywany przy 
współudziale dehydrogenaz o różnych koenzymach. Toteż w przypadku 
baktery jnych  układów oddechowych nie można podać ogólnej reguły 
mówiącej, które substra ty  są odwodorowywane przy współudziale nukleo­
tydów pirydynowych, a które przy współudziale flaw in czy też pochod­
nych chinonowych.

Substrat(II) Substrat(III) Substrat(IV) 
\ 2 \4  1/7

Substrat (I) J * 2 H -----3~ + F P — Chinony 11

16 Reduktazy zwiqzków_ 
nieorganicznych

15 Peroksydaza 
cytochromowa'

14 Fotooksydaza 
cytochromowa

nieorganiczne 

H 202

S -S .O H "

13

( NADH \ 
\NADPH/ 10

Sztuczny 
’ akceptor' - O2

Cytochromy

0 2 

12 . Oksut 
cytocnr

Oksydaza 
tomowa'

— NO3- 
^ 0 2
— H202

Schem at 1. Przebieg u tleniań  bak tery jnych  (wg 20, z uzupełnieniem  autora)
1—16 — kolejne etapy reakcji oksydoredukcyjnych. Dalsze objaśnienia w tekście

Elektrony odłączone od substra tu  przechodzą następnie na przenośniki 
oksydoredukcyjne łańcucha oddechowego. Pomimo braku m itochondriów 
u bakterii rodzaj przenośników i ich uszeregowanie są podobne jak w m i­
tochondriach ssaków (20, 63, 64). Są to flaw oproteidy (lub m etaloflaw o- 
proteidy), chinony i cytochromy (schemat 1). Oddechowe układy bak tery j­
ne w ykazują jednak znaczne zróżnicowanie dotyczące budowy chinonów 
i cytochromów w ystępujących w łańcuchu oddechowym.

Badając enzymy oksydoredukcyjne często śledzi się przebieg redukcji 
sztucznych akceptorów np. egzogennego cytochrom u c, żelazicyjanku, 
2,6-dwuchlorofenoloindofenolu, soli tetrazolowych, błękitu m etylenowego 
i chinonów (22, 46). W ymienione sztuczne akceptory mogą reagować przede 
wszystkim  ze zredukow anym i flawoproteidam i. N iektóre z nich mogą 
reagować również i z innym i składnikam i łańcucha (46). Sztuczne akcep­
tory  reagują zarówno z należącym i do łańcucha oddechowego, jak  i z roz­
puszczalnymi flawoproteidami. P rzy  współudziale takich akceptorów jak  
m enadion lub błękit m etylenow y, elektrony odłączone od substratu  (I) lub 
(III) mogą nieenzym atycznie reagować z tlenem  — przechodząc zaznaczoną 
na schemacie 1 drogą 1—3— 5 lub 4— 5 (2, 90).

B akterie dzieli się w zależności od zdolności do przeżyw ania w w arun­
kach tlenowych i beztlenowych na trzy  typy fizjologiczne: bezwzględne
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tlenowce, względne tlenowce i bezwzględne beztlenowce. Podział ten znaj­
duje  jednocześnie odbicie w poważnych różnicach dotyczących budowy, 
składu i akceptorów układów oddechowych. Bezwzględne beztlenowce nie 
mogą rosnąć w obecności tlenu. Jedne z nich nie zaw ierają cytochro­
m ó w — elektrony przenoszone są drogą 1— 2 i 1—3— 5; drugie m ają cyto- 
chrom y i przeniesienie elektronów  zachodzi drogą 1—3— 10— 16. W zględne 
tlenow ce mogą rosnąć zarówno w w arunkach tlenowych jak  i beztleno­
wych. U tych spośród nich, które nie zaw ierają cytochromów, utleniania 
w beztlenowych w arunkach hodowli mogą przebiegać drogam i 1—2 
i 1—3—5; zaś w w arunkach tlenowych — drogam i 1—3— 5, 1—3—7 
i 1—3—8. Natomiast względne tlenowce zaw ierające cytochrom y w wa­
runkach  beztlenowych prowadzą utlenianie drogam i 1— 2 i 1—3—9— 11— 
16 a w w arunkach tlenowych — drogami: 1— 3—9— 11— 12 i 1—3—7. P rze­
niesienie elektronów  u bezwzględnych tlenowców zachodzi wyłącznie 
drogą 1—3—9— 11— 12.

Zespoły enzymatyczne katalizujące reakcje przedstaw ione na sche­
macie 1 można podzielić na dwie g ru p y — „rozpuszczalną” i „nierozpusz­
czalną”. Term in „rozpuszczalność” i „nierozpuszczalność” oznacza tu 
zachowanie się danego enzymu lub zespołu enzymów w trakcie 2-godzin- 
nego ultraw irow ania — przy przyspieszeniu 78 000 g, lub 1-godzinnego 
przy 144 000 g (1, 50, 65). U kłady enzym atyczne sedym entujące w tych 
w arunkach nazywa się nierozpuszczalnymi, układy pozostające w super- 
natancie — rozpuszczalnymi. Jako regułę można podać, że układy zawie­
rające cytochromy, w ystępują po ultraw irow aniu  w osadzie (65, 80).

Omówienie, choćby pobieżne, przebiegu utleniań u wszystkich trzech 
fizjologicznych typów bakterii przekracza ram y artyku łu  monograficznego. 
Z tego względu, jak  również ze względu na możność porównania oma­
w ianych układów z dobrze poznanym  łańcuchem  oddechowym ssaków, zo­
stanie omówiony tylko łańcuch oddechowy bakterii tlenowych.

I. Lokalizacja łańcucha oddechowego w komórce bakteryjnej

Istnieją dwie możliwości określenia lokalizacji enzymów oddechowych 
w  komórce baktery jnej. Jedną z nich jest m etoda cytochemiczna, drugą — 
rozbicie kom órek i rozdzielenie hom ogenatu przy pomocy wirowania na 
frakcje. Brak wyraźnych s tru k tu r  w kom órkach bakterii (jądra, m ito- 
chondriów, reticu lum ) ogranicza możliwość stosowania pierwszej metody, 
trudno bowiem wykazać określone zlokalizowanie w komórce produktu 
reakcji cytochemicznej (65). P rzykładem  mogą być próby zastosowania 
jako wskaźników lokalizujących enzym y oksydoredukcyjne soli tetrazo- 
lowych, które ulegają redukcji do formazanów. Stwierdzono, że u Bacillus 
m egaterium  form azany w ystępują w komórce jako skupienia rozrzucone 
w cytoplazmie. Sugerowano, że skupienia te związane są z istnieniem
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w cytoplazmie gran — organelli homologicznych z m itochondriam i. Po 
rozbiciu komórek udało się skupienia te odwirować i wykazać, że nie są 
to grana, a tylko s trą ty  nierozpuszczalnego form azanu. Enzym y oddecho­
we były zlokalizowane w supernatancie otrzym anym  po odwirowaniu 
form azanu (84).

Drugą m etodą badania um iejscowienia enzymów oddechowych jest roz­
bicie kom órek bakteryjnych, wirowanie hom ogenatu i określenie, z k tórą 
frakcją  związana jest badana aktywność. Metodą tą trudno jest jednak 
dokładnie ustalić z jakich części kom órki pochodzą poszczególne frakcje. 
Ponadto enzymy oddechowe mogą występować w różnych frakcjach, co 
jest uzależnione przede wszystkim od sposobu homogenizowania. Sposoby 
otrzym ywania preparatów  łańcucha oddechowego bakterii różnią się od 
sposobów ich otrzym yw ania z m itochondriów (6, 40, 63). Z częściej stoso­
wanych sposobów homogenizowania bakterii należy wymienić: a) roz­
cieranie świeżych lub liofilizowanych bakterii z m ateriałam i ściernym i, 
np. tlenkiem  glinu lub proszkiem szklanym  (19, 39, 50, 53, 94); b) roz­
bicie w prasie Frencha lub Hughesa (25, 79); c) traw ienie lizosomem ścian 
kom órkowych i rozbicie protoplastów szokiem osmotycznym (21, 79);
d) rozbicie bakterii ultradźw iękam i, najpowszechniej obecnie stosowane 
(1, 13, 21, 41, 47). Zaletą tej ostatniej m etody jest nie tylko w ydajne roz­
bicie komórek, ale również możliwość uzyskania jednolitej wielkości 
fragm entów  błon komórkowych, w których w ystępują enzym y łańcucha 
oddechowego (30, 65, 66, 76). Przy zastosowaniu ultradźw ięków  do roz­
bicia kom órek udaje się odnaleźć enzym y oddechowe w jednej lub dwu 
frakcjach. Natom iast podczas homogenizacji z m ateriałam i ściernym i 
błona zostaje rozbita na fragm enty różnej wielkości, a związane z nią 
enzymy oddechowe znajdujem y w wielu kolejnych frakcjach sedym entu- 
jących w zakresie od 6 000 g do 144 000 g (79, 80, 81). Tablica 1 podaje 
typowe schem aty otrzym yw ania preparatów  oddechowych bakterii tleno­
wych przy zastosowaniu wymienionych poprzednio m etod homogenizacji.

Podkreślić należy, że w każdym procesie homogenizacji ważne jest 
utrzym anie odpowiedniego stosunku bufor : m okra masa bakteryjna. Sto­
sunek ten  zwykle waha się w zakresie od 4 :1  do 1 : 1 .  Zbyt duża ilość 
buforu w stosunku do masy baktery jnej obniża znacznie wydajność homo­
genizacji (19). W niektórych przypadkach hom ogenat przed wirowaniem  
rozcieńcza się buforem  ekstrakcyjnym  (50, 83). Do otrzym yw ania bakte­
ryjnych preparatów  oddechowych stosuje się zwykle rozcieńczone bufory 
(0,005M — 0,04M) o pH  od 7,0 do 7,6 — a więc podobne jak  w przypadku 
izolowania m itochondriów. Ponieważ baktery jne cząstki oddechowe nie 
w ykazują właściwego m itochondriom pęcznienia w roztw orach o niskiej 
sile jonowej, nie stosuje się zwykle przy ich izolowaniu środowisk zawie­
rających sacharozę.

Ponieważ różne sposoby homogenizacji dają fragm enty  błony kom ór­
kowej o różnej wielkości, sposób wirowania hom ogenatu w celu otrzym a-
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T a b l i c a  1
O trzym yw anie bakteryjnych preparatów  oddechow ych

G atunek bakterii 
(literatura)

Escherichia coli (80, 
81, 82)

Mycobacterium  
tuberculosis (89)

I 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)

Hom ogenizacja* Frakcjonow anie
hom ogenatu*

Aktywność

roztarcie z tlenkiem  glinu 
w 0,005M  buforze tris, 
p H l , l

roztarcie z tlenkiem  glinu 
: w 0,01 M  buforze tris 
: z dodatkiem  0,25M  

sacharozy, p H  7,0

rozbicie w prasie F rencha  
w 0,025M  buforze fosfo­
ranowym , p H  7,4

zam rożenie i rozm rozenie 
komórek, 30 m in. traw ie­
nie lizozymem w 0,04M  
buforze tris, p H  7,3, do ­
danie sacharozy do koń­
cowego stężenia 0,2M

rozbicie zam rożonych ko­
m órek w prasie H ughesa, 
po rozm rożeniu traw ienie 
D N -azą w 0,01 M buforze 
fosforanowym , p H  7,2

rozbicie ultradźw iękam i 
w 0,01 M  buforze fosfora­
nowym, p H  7,2

zam rożenie i rozm rożenie 
komórek, rozbicie u ltra ­
dźwiękami w 0,1M  b u fo ­
rze fosforanowym, p H  8,0

rozbicie ultradźw iękam i 
w 0,04M  buforze tris , p H  
7,3

w irowanie przy 6 000# 
frakcjonowanie superna- 
tan tu  p rzy  przyspiesze­
niach od 8 000— 100 000#

w irow anie przy  26 000 g, 
supernatan t wirowany przy 
145 000 g

w irow anie przy  10 000 g, 
w irow anie supernatan tu  
przy  35 000 g (osad d u ­
żych cząstek, w irow anie 
su p ern a tan tu  przy 
105 000 g (osad m ałych 
cząstek)

w irowanie przy 800 g, 
traw ienie osadu D N -azą, 
w irowanie przy  8 000 g, 
rozbicie osadu w prasie 
F rencha, w irowanie przy 
25 000 g  (osad dużych 
cząstek), w irowanie super­
natan tu  przy 80 000 g 
(osad m ałych cząstek)

wirowanie przy 12 000 g, 
zebranie w ierzchniej w ar­
stwy osadu i ponowne 
w irowanie przy  25 000 g

wirowanie przy 12 000 g, 
w irowanie supernatan tu  
przy 100 000 g

wirowanie przy  8 500 g, 
w irowanie supernatan tu  
przy 100 000 g

wirowanie przy  16 000 g, 
w irowanie supernatan tu  
przy 39 000 g (osad d u ­
żych cząstek), w irowanie 
supernatan tu  przy 
144 000 g (osad m ałych 
cząstek)

we wszystkich 
osadach z wy­
jątk iem  pierw ­

szego

w drugim  osa­
dzie

w drugim  i trze­
cim  osadzie

we wszystkich 
osadach

w osadzie (pre­
parat błony ko­
mórkowej)

w drugim  osa­
dzie

w drugim  osa- | 
dzie

w dużych czą­
stkach oksydazy 
bursztyniano- 
wej, w małych 
cząstkach oksy­
dazy N A D H  i 
bursztynianow ej
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Tablica 1 (cd)

Gatunek bakterii 
(literatura)

Homogenizacja Frakcjonowanie
homogenatu

Aktywność

Mycobacterium  
phlei (1, 2, 10, 11)

rozbicie u ltradźw iękam i 
w 0,01 M  buforze tris za­
w ierającym  0 ,15M KC1 
i 0,01M  M gC l2, p H  7 ,6

wirowanie przy 20 000 g, 
w irowanie supernatan tu  
przy 144 000 g (osad m a­
łych cząstek)

w m ałych czą­
stkach —• oksy­
dazy, w super- 
natancie rozpu­
szczalne dehy­
drogenazy 
i oksydazy 
NADH 
i NADPH

* wszystkie czynności przeprowadzone w  temperaturze 2— 4“C

nia frakcji, zaw ierających aktyw ny łańcuch oddechowy zależy od zasto­
sowanej m etody homogenizacji. Jednak na podstawie przykładów poda­
nych w tablicy można zaobserwować pewne ogólne reguły  wirowania 
homogenatów. Pierw sze w irow anie ma za cel osadzenie nierozbitych ko­
m órek i dużych fragm entów  błon komórkowych. Stosuje się wówczas 
przyspieszenie od 6 000 g do 16 000 g, czas w irow ania wynosi średnio 
30 m inut. Drugie w irow anie przy 20 000 g — 40 000 g w ciągu 30 min. 
osadza frakcję tzw. „dużych cząstek” (large particles). Trzecie w irow anie 
osadza „małe cząstki” (small particles) często też nazywane po prostu 
„cząstki” (particles) lub „cząstki oddechowe” (respiratory particles). S to­
suje się tu  przyspieszenie od 80 000 — 144 000 g w czasie 40 min. do 
2,5 godzin.

Aktywności enzymów oddechowych w ystępują zarówno w dużych, 
jak i m ałych cząstkach, niekiedy obserw uje się jednak różnice w składzie 
enzym atycznym  tych frakcji. Na przykład u Pseudomonas ovalis v. chester 
aktywność właściwa oksydazy L-jabłczanowej w błonach kom órkowych 
wynosi l,70pimola utlenionego substratu  /m in/m g białka, zaś w „m ałych 
cząstkach” 2,82ium ola/m in/m g białka (25). W „dużych cząstkach” , pocho­
dzących z Escherichia coli w ystępuje oksydaza bursztynianow a, brak  zaś 
oksydazy NADH, natom iast „małe cząstki” w ykazują obie aktywności, 
jak  również zdolność do katalizow ania oksydacyjnej fosforylacji (48, 49). 
Skłoniło to K a s h k e t a  i B r o d i e g o  (48) do wysunięcia tezy, 
że „małe cząstki” są natyw nym i składnikam i komórki, luźno związanymi 
z błoną komórkową i dającym i się od niej oderwać przy odpowiedniej 
homogenizacji (1). Duże cząstki byłyby więc fragm entam i błony kom ór­
kowej z zachowaną częścią m ałych cząstek lub ich fragm entów. Inni au to­
rzy uważają, jednak, że zarówno „duże cząstki” , jak  i „małe cząstki” są 
fragm entam i błony kom órkowej — co najw yżej w  różnym  stopniu od­
dzielonymi od towarzyszących białek nieenzym atycznych (65, 66).
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II. Rozpuszczalne i nierozpuszczalne enzymy łańcucha oddechowego

Supernatan ty  otrzym ane po odwirow aniu cząstek oddechowych nie 
w ykazują aktyw ności oksydaz. Również i cząstki choć zdolne są utleniać 
NADH i bursztynian (czasem również inne substraty) tlenem , nie u tlen ia­
ją  wielu substratów , które łatwo są u tleniane przez nierozbite bakterie 
czy hom ogenaty przed wirowaniem  (25, 57).

. T  a b  1 i c a 2

U tlenianie (3-hydroksymaślanu tlenem  cząsteczkowym  przez różne frakcje z kom órek 
Azotobacter vinelandii (wg 41)

Frakcja

Aktywność próbki w  ¡¿molach utlenionego 
substra tu

— +  N A D + N A D P +  F M N +  FA D

Ekstrakt bezkomórkowy 
(4,96 m g białka) 0,021 0,587 0,048 0,023 0,024
M ałe cząstki 
(1,82 m g białka) 0,005 0,016 _ _
S upernatan t 
(0,93 m g białka) 0,015 0,044 _ __ _
M ałe cząstki (1,82 m g biał­
ka) +  supernatan t (0,93 m g 
białka) 0,016 0,326

M ałe cząstki (1,82 m g biał­
ka) +  częściowo oczyszczona 
dehydrogenaza fi-hydroksy- 
m aślanowa z supernatantu  
(0,15 m g białka) 0,013 0,861 0,030 0,015 0,011

W tablicy 2 podano przebieg utleniania tlenem  cząsteczkowym P-hydro- 
ksym aślanu we frakcjach otrzym anych z Azotobacter vinelandii. Koen­
zymem tej reakcji jest NAD. U tlenianie (3-hydroksymaślanu przebiega 
w bezkomórkowych ekstraktach oraz w m ieszaninie m ałych cząstek od­
dechowych i supernatantu . Oddzielnie żadna z tych frakcji nie utlenia 
substratu , ponieważ ultraw irow anie oddziela do siebie dw a składniki 
katalizujące reakcję p-hydroksym aślan -> tlen. Dehydrogenaza zaw arta 
jest w supernatancie, zaś łańcuch oddechowy związany jest z m ałym i 
cząstkam i osiadającym i w trakcie u ltraw irow ania.

Proces utleniania P-hydroksym aślanu przez Azotobacter vinelandii 
przypom ina przebieg utleniań substratów  cyklu kwasów trójkarboksy- 
lowych przez m itochondria zwierzęce, w których dehydrogenazy w ystę­
pują  w m atrix, zaś oksydazy NADH i bursztynianow a w błonie m itochon- 
drialnej lub w jej fragm entach, tj. cząstkach przenoszących elektrony 
(ETP). Nienaruszone m itochondria u tlen ia ją  substra ty  cyklu kwasów
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trójkarboksylow ych tlenem  cząsteczkowym. Po zniszczeniu s tru k tu ry  m i- 
tochondrium  i ultraw irow aniu  dehydrogenazy pozostaną w supernatancie, 
a ETP znajdą się w osadzie i obie frakcje będą pozbawione aktywności 
pewnych oksydaz (31, 63). U wielu bakterii niektóre dehydrogenazy są 
związane z cząstkam i i przy ultraw irow aniu przechodzą wraz z nimi do 
osadu. W tym  w ypadku cząstki katalizują utlenianie właściwych im sub­
stratów  tlenem  cząsteczkowym — bowiem w jednej frakcji zlokalizowane 
są dehydrogenazy i łańcuch cytochromowy. Rodzaj dehydrogenaz związa­
nych z cząstkami oddechowymi zależy od szczepu bakteryjnego.

T a b l i c a  3

Lokalizacja niektórych dehydrogenaz bakteryjnych

D ehydrogenaza Koenzym Lokalizacja M ikroorganizm

D, L -ß-hydroksy- N A D supernatan t A.vinelandii (41), M .phlei (1)
maślanowa
L-jabłczanow a N A D supernatant Bac. subtilis (92), A . vinelandii (45) 

E . coli (48), Pseudomonas K B X (56), 
Pseudomonas B 2 aba (58, 25 ), M . lyso- 
deicticus (14, 15), M . phlei (3)

FA D cząstki M . lysodeicticus (14, 15, 91), M . avium  
(50, 83), Acetob. xylinum  (8, 9), A . vine­
landii (41, 91), Ps. ovalis var. chester (27)

FA D cząstki, a po 
długim  roz­
biciu u ltra- 
dźw iękam i- 
supernatan t

Ps. ovalis var. chester (25, 29)

FA D supernatan t M . phlei (3)
D -m leczanowa flaw ina

(FA D )
cząstki A . vinelandii (41), H . parainfluenzae  

(86, 88)
L-m leczanow a flaw ina

(FA D )
cząstki A . vinelandii (41), H . parainfluenzae 

(86, 88)
D-glukozy pochod­

na 1,4- 
naftochi- 

nonu

cząstki i su­
pern a tan t

B . anitratum  (35, 36, 37)

W tablicy 3 podano przykłady trzech typów dehydrogenaz bak tery j­
nych, wyróżnionych na podstawie rodzaju koenzym u i lokalizacji. Do 
pierwszego typu należą enzymy, których koenzym em  jest NAD — są to 
dehydrogenazy rozpuszczalne. U tleniają one jabłczan, P-hydroksymaślan, 
pirogronian, a-ketoglutaran. Do drugiego typu należą enzymy, których 
koenzymem jest flaw ina — są one zwykle związane z cząstkami, tylko 
jeden z dotychczas poznanych enzymów tego typu w ystępuje w superna­
tancie. K atalizują one utlenianie NADH, bursztynianu, jabłczanu i m le­
czanu. Do trzeciego typu należy wyizolowana z Bacterium  anitratum  de-
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hydrogenaza glukozy, której koenzymem jest pochodna 2,4-naftochinonu. 
Znane są jej dwie form y — rozpuszczalna i związana z cząstkami (35). 
Zdaniem H a u g e i  H a l l b e r g a  (36, 37) dehydrogenazy i cytochromy 
bakteryjnego łańcucha oddechowego są kodowane przez osobne układy 
genetyczne i po zsyntetyzow aniu włączane do cząstek, a rozpuszczalna 
form a dehydrogenazy glukozy m a być właśnie fragm entem  niedołączo- 
nym  jeszcze do łańcucha cytochromowego. Być może pogląd ten  jest słusz­
ny również w odniesieniu do innych dehydrogenaz w ystępujących jedno­
cześnie w cząstkach i w cytoplazmie, a m ających ten  sam koenzym. Hipo­
teza Hauge i H allberga nie tłum aczy jednak jednoczesnego występowania 
w bakteriach dwóch dehydrogenaz, odwodorowujących ten sam substrat, 
a posiadających różne koenzymy. Przykładem  takich dehydrogenaz mogą 
być dehydrogenazy jabłczanowe. U wielu bakterii w ystępuje wyłącznie 
rozpuszczalna dehydrogenaza jabłczanowa, k tórej koenzymem jest NAD 
(25, 57, 59, 93). Jej własności są zbliżone do własności dehydrogenazy jabł- 
czanowej w  tkanek zwierzęcych (28, 74). K atalizuje ona odwracalną re ­
akcję:

jabłczan +  NAD ^  szczawiooctan +  NADH

Równowaga reakcji przesunięta jest w kierunku redukcji szczawiooctanu. 
Dehydrogenaza ta bierze więc udział w  regulacji szybkości spalań w cyklu 
kwasów trójkarboksylow ych — przy nagrom adzaniu się NADH szybkość 
utleniań w cyklu zostaje zwolniona w skutek zmniejszonej ilości szczawio­
octanu. Jednocześnie bierze ona udział w syntezie szczawiooctanu w cyklu 
glioksalowym (57).

U Pseudomonas ovalis v. chester (25, 29), Acetobacter x y lin u m  (8, 9), 
M ycobacterium avium  (50, 83) w ystępuje wyłącznie dehydrogenaza jab ł­
czanowa cząstkowa, zawierająca jako koenzym FAD. Cząstki oddechowe 
otrzym ane z tego typu bakterii u tlen ia ją  jabłczan tlenem  cząsteczkowym, 
tracą jednak tę zdolność po rozbiciu ultradźw iękam i. Od łańcucha odde­
chowego odrywa się wówczas flawoproteid, k tóry  podczas ultraw irow ania 
przechodzi do supernatantu  (27). Zależnie od sposobu homogenizacji moż­
na więc wykryć nieropuszczalną oksydazę jabłczanową we frakcji cząstek 
lub rozpuszczalną dehydrogenazę jabłczanow ą w supernatancie.

Znane są mikroorganizmy, np. Azotobacter vinelandii (42, 43) i Micro- 
coccus lysodeicticus (15, 16), w których obok dehydrogenazy jabłczanowej 
rozpuszczalnej, współdziałającej z NAD w ystępuje też związana z cząst­
kam i dehydrogenaza jabłczanowa zaw ierająca FAD jako koenzym. Jest 
rzeczą charakterystyczną, że u Azotobacter vinelandii aktywność właściwa 
cząstkowej dehydrogenazy jabłczanow ej przewyższa około 30-krotnie 
aktywność dehydrogenazy rozpuszczalnej.

U M ycobacterium phlei stw ierdzono natom iast występowanie dwóch 
rozpuszczalnych dehydrogenaz jabłczanowych: jednej współdziałającej 
z NAD, d ru g ie j— współdziałającej z FAD. A s a n o  i B r o d i e  (1, 3)
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uważają, że ta ostatnia stanowi składnik łańcucha utleniań jabłczanu, gdyż 
m a ona zdolność redukcji endogennej w itam iny K 2 w ystępującej w cząst­
kach oddechowych, a co za tym  idzie — łańcucha cytochromowego. Autorzy 
ci uważają, że w ystępujące obok siebie dwie rozpuszczalne dehydroge­
nazy jabłczanowe biorą udział w utlenianiu NADH powstającego w cyto- 
plazm ie (schemat 2).

NAD
Cytoplazma

NADH

Dehydrogenaza związana z NAD

r * °  "  Y"OH
H -C -H

I
H -C -O H

V

Dehydrogenaza 
związana z FAD

OH FAD

1

Cząstka oddechowa

-
Ç-O H

H - C - H
I

C = 0  
¿ - O H

O , HoO

Schem at 2. U tlenianie cytoplazm atycznego NADH przy w spółudziale dehydrogenaz 
jabłczanow ych u M ycobacterium  phlei

Dehydrogenaza współdziałająca z FAD prowadzi reakcję odwodoro- 
wania jabłczanu do szczawiooctanu, przekazując elektrony przy współ­
udziale cząstek oddechowych na tlen. Pow stający szczawiooctan jest re ­
dukow any z powrotem  do jabłczanu przez NADH grom adzący się w cyto- 
plazmie. Tę reakcję katalizuje dehydrogenaza jabłczanowa współdziała­
jąca z NAD (równowaga reakcji przesunięta ku redukcji szczawiooctanu). 
Schem at ten  przypom ina podany przez K r e b s a  (60) przebieg zużywa­
nia cytoplazmatycznego NADH przez m itochondria zwierzęce. Być może, 
stosuje się on również do innych m ikroorganizm ów zaw ierających dwie 
dehydrogenazy jabłczanowe — rozpuszczalną związaną z NAD i cząstkową 
związaną z FAD.

Rozpuszczalna dehydrogenaza jabłczanow a z M ycobacterium  phlei za­
w ierająca jako koenzym FAD jest jedynym  poznanym  dotychczas enzy­
m em  tego typu. Jako ogólną regułę należy przyjąć, że dehydrogenazy, 
których koenzymem jest NAD w ystępują w cytoplazmie, a dehydrogenazy 
zaw ierające jako koenzym flaw inę lub chinon są s truk tu ra ln ie  i funkcjo­
nalnie związane z cząstkami.
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III. Bakteryjne cząstki oddechowe
Omówione dehydrogenazy bak tery jne współdziałają z łańcuchem  od- . 

dechowym zlokalizowanym  w cząstkach oddechowych. Dehydrogenazy, 
których koenzymem jest NAD, oddają elek trony  na układ dehydrogenazy 
NADH, a dehydrogenazy z koenzymem  flawinowym  — na endogenny 
chinon cząstek oddechowych (1, 8, 35, 41).

W cząstkach oddechowych u bakterii, tak  jak  w m itochondrialnych 
cząstkach przenoszących elektrony w ystępują flawoproteidy, chinony 
i cytochromy. B ak tery jny  łańcuch oddechowy różni się od łańcucha m ito- 
chondrialnego rodzajem  chinonów i cytochromów, oraz stechiom etrią 
nośników oksydoredukcyjnych.

1. Udział chinonów w łańcuchach oddechowych

Ze względu na rodzaj chinonu w ystępującego w łańcuchu oddechowym 
bakterie tlenowe można podzielić na trzy  główne grupy. Do pierwszej 
należą m ikroorganizm y zaw ierające jako jedyny  składnik chinonowy łań­
cucha oddechowego pochodne naftochinonu (witam inę K 2), do drugiej — 
m ikroorganizm y zaw ierające w łańcuchu oddechowym zarówno pochodne 
naftochinonu jak  i ubichonon, do trzeciej, n a jliczn iejszej— m ikroorga­
nizmy, u których w łańcuchu oddechowym w ystępuje tylko ubichinon.

Do grupy zaw ierającej wyłącznie w itam inę K 2 w łańcuchu oddecho­
wym należą: M ycobacterium  phlei (1, 10, 11, 12, 29), Bacillus subtilis (24) 
i Bacillus stearotherm ophilus (23). Stosunkowo najlepiej poznano jej rolę 
u M ycobacterium phlei. W itamina K 2 syntetyzow ana przez tę bakterię ma 
w bocznym łańcuchu 9 jednostek izoprenoidowych (4, 5, 29). A s a n o 
i B r o d i e wykazali, że w ystępuje ona w cząstkach oddechowych i bie­
rze udział w transporcie elektronów  przez łańcuch oddechowy (1, 3, 12).

Okazało się, że w itam ina K 2 bierze udział w utlenianiu ß-hydroksy- 
m aślanu oraz jabłczanu i bursztynianu przez cząstki oddechowe M yco­
bacterium phlei (41). Naśw ietlanie cząstek św iatłem  o długości fali 360m^i 
niszczące specyficznie chinony łańcucha oddechowego powoduje u tra tę  
zdolności utleniania tych substratów . Zdolność tę ham uje również dw u- 
kum arol. W obu wypadkach dodanie w itam iny K przyw raca aktywność.

Pom iar widm różnicowych przenośników oksydoredukcyjnych w cząst­
kach oddechowych z M ycobacterium  phlei pozwolił ustalić sekwencję łań­
cucha oddechowego (schemat 3).

W skład tego łańcucha wchodzą dwie dehydrogenazy — dehydro­
genaza NADH i bursztynianow a, w itam ina K 2 i chirfon o podobnych 
własnościach biorący udział w utlen ian iu  bursztynianu oraz układ cyto­
chromów, o charakterystyce widm owej identycznej z danym i dla układu 
cytochromowego w m itochondriach zwierzęcych. W itam ina K 2 w ystępu­
jąca w cząstkach oddechowych może być również redukow ana przez jabł- 
czan — przy współudziale rozpuszczalnej dehydrogenazy jabłczanow ej 
związanej z FAD.
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Oabłczan

I
FAD
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Schem at 3. Łańcuch oddechowy w cząstkach z M ycobacterium  phlei (wg 1)
AHj — substraty odwodorowywane przy współudziale dehydrogenaz związanych z NADH : F pD 
i F iS — flawoproteiny dehydrogenaz NADH i bursztynianowej; K2(9) — witamina K2 o czter- 
dziestopięcio-węglowym łańcuchu bocznym; X — chinon o własnościach zbliżonych do witaminy

K2; b, cu c, a, as, — cytochromy

Do drugiej grupy m ikroorganizm ów, tj. takich, u k tórych w łańcuchu 
oddechowym w ystępują dwa rodzaje chinonów należy Escherichia coli. 
Jak  wykazali K a s h k e t  i B r o d i e  (47, 48, 49) są to: w itam ina K 2 
/9/ i ubichinon (UQ10). Stwierdzono, że „duże cząstki” i „małe cząstki” 
otrzym ane z Escherichia coli różnią się znacznie własnościami enzym atycz­
nym i, co przypisuje się obecności różnych składników chinonowych (48) 
(Tablica 4).

T a b l i c a  4
W łasności dużych i m ałych cząstek oddechow ych 

izolowanych z Escherichia coli (wg 48)

U tlenianie burszty­ U tlenianie jablcza-

Frakcja
nianu nu Zawartość** Zawartość**

zużycie* stosunek zużycie* stosunek ubichinonu w itam iny K

tlenu P/O tlenu P'/O

D uże cząstki 29,4 0,0 2,17 0,0 3,7-10-3 0,0

M ałe cząstki 2,2 0,5 1,97 1,1 to O 1 1 ,4-10-“

* w (J-gramoatomach Oj/lOmin/lOmg białka
** w  umolach/mg białka

Duże cząstki zaw ierające tylko ubichinon u tlen iają  aktyw nie burszty­
nian słabiej zaś jabłczan, a nie katalizują oksydacyjnej fosforylacji. Małe 
cząstki zaw ierające ubichinon i w itam inę K 2 u tlen ia ją  bursztynian i jab ł­
czan w tym  samym  stopniu, a także są zdolne do prow adzenia oksydacyj­
nej fosforylacji sprzężonej z utlenianiem  tych substratów .

Zdaniem  K ashketa i Brodiego w m ałych cząstkach w itam ina K jest 
składnikiem  oksydazy NADH, ponieważ substraty , których odwodorowa- 
nie prowadzi do powstania NADH (np. jabłczan) powodują redukcję zwią­
zanej w cząstkach w itam iny K 2, zaś dw ukum arol ham uje utlenianie tych
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substratów . Autorzy ci wyizolowali z m ałych cząstek dehydrogenazę NADH 
aktyw ną tylko w stosunku do analogów w itam iny K (49). Enzym ten nie 
redukow ał pochodnych ubichinonu. Z kolei na utlenianie bursztynianu 
przez małe cząstki dw ukum arol nie wpływa, a wyizolowana z nich oksy- 
doreduktaza bursztynian: cytochrom  c, po naśw ietleniu w 360m^i może 
być reaktyw ow ana wyłącznie przez analogi ubichinonu. W yniki te wska­
zują, że w małych cząstkach łańcuchy utleniania NADH i bursztynianu 
zaw ierają różne chinony. Łańcuchy te łączą się ze sobą na poziomie, cyto­
chrom u bx. Schem at 4 przedstaw ia proponowany przez K ashketa i Bro- 
diego układ łańcucha oddechowego w m ałych cząstkach Escherichia coli.

NADH

Bursztynian

Schem at 4. Łańcuch oddechowy w m ałych cząstkach z Escherichia coli (wg 48, 49) 
<3S — ubichinon o czterdzlestowęglowym łańcuchu bocznym; pozostałe objaśnienia jak na

schemacie 3 ,

Przedstaw icielem  trzeciej grupy bakterii, u których składnikiem  chino- 
nowym łańcucha oddechowego jest wyłącznie ubichinon, może być Azoto- 
bacter vinelandii. Udział ubichinonu dobrze poznano w utlenieniach pro­
wadzonych przez m itochondria zwierzęce (16, 17, 18, 32, 72). Przegląd tego 
zagadnienia podała S z a r k o w s k a  w 1964 roku (78). U bakterii w y­
stępują homologi ubichinonu zaw ierające w bocznym łańcuchu od 6 do 19 
resz t izoprenoidowych (16, 18, 30, 41). J o n e s  i R e d f e a r n  (41) w y­
izolowali z m ałych cząstek otrzym anych z Azotobacter vinelandii ubichi­
non o ośmiu resztach izoprenoidowych. Jego stężenie jest 6 razy wyższe 
od stężenia cytochromu bi| ulega on redukcji substratam i oddechowymi
i podsiarczynem  podobnie jak  pozostałe nośniki oksydoredukcyjne zaw arte 
w  cząstkach. Pom iary widm różnicowych cząstek Azotobacter vinelandii 
po redukcji przenośników substratem  wykazały, że istnieje tu następująca 
sekw encja przenośników elektronow ych:

FAD -> UQ -» Cyt c4 +  c5 Cyt bx ->.Cyt a2
Ubichinon przejm uje więc elek trony  od zredukow anych, związanych z czą­
stkam i, dehydrogenaz flawinowych (u Azotobacter vinelandii są to dehy­
drogenazy NADH, bursztynianow a, DL-mleczanowa, L-jabłczanowa) i prze­
nosi je na cytochrom grupy C (41, 42).

W Agrobacterium tum efaciens  w ystępuje ubichinon o dziesięciu resz­
tach izoprenoidowych. K urup i wsp. wykazali, że działa on w łańcuchu 
oddechowym  utleniającym  NADH, bowiem po ekstrakcji acetonem  prepa­
ra t  enzym atyczny traci zdolność utleniania NADH, a dodatek ubichinonu
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UQio zdolność tę przyw raca. U bakterii tych biorcą elektronów  z UQi0 
jest specyficzny, słabo jeszcze poznany cytochrom, odznaczający się zdol­
nością do sam outleniania, nie należący do grupy C ani do grupy B (62).

Jakkolw iek bakterie tlenowe w ykazują znacznie większe zróżnico­
wanie chinonów w ystępujących w łańcuchu oddechowym niż zwierzęta, 
to jednak lokalizacja chinonów wydaje się być podobna u obu grup — 
stanow ią one ogniwo pośrednie między dehydrogenazam i flaw inow ym i 
a cytochromami. Biorcami elektronów  z chinonów u różnych typów bak­
terii są różne rodzaje cytochromów — nie tylko cytochrom bx. W bak tery j­
nych układach oddechowych — podobnie jak  u ssaków chinon w ystępuje 
w wyższych stężeniach niż pozostałe przenośniki oksydoredukcyjne.

Żywo dyskutow ana jest obecnie rola ubichinonu w m itochondriach 
zwierzęcych. W edług poglądu S z a r k o w s k i e j  (78) rozwiniętego na­
stępnie przez K l i n g e n b e r g a  (54, 55, 61) ubichinon tw orzy swego 
rodzaju pulę oksydoredukcyjną zespalającą dehydrogenazy flawinowe 
z łańcuchem  cytochromowym. Natom iast R e d f e a r n  (71, 73) uważa, że 
ubichinon nie leży na głównej drodze utleniań, lecz stanow i czynnik 
zespalający ze sobą łańcuchy NADH i bursztynianow y, zapew niając moż­
liwość przepływ u elektronów  m iędzy drogą utleniania NADH a drogą 
utleniania bursztynianu.

W ydaje się, że przynajm niej w przypadku układu występującego 
u Escherichia coli (prawdopodobnie również i u M ycobacterium  phlei) 
schem at zaproponowany przez Redfearna nie da się zastosować. W ukła­
dzie oddechowym Escherichia coli (schemat 4) składniki chinonowe obu 
dróg różnią się m iędzy sobą i nie zastępują się wzajem nie — istnieje tu 
więc nie tylko kom partam entacja chinonów dróg utleniania NADH i bu r­
sztynianu, ale i różnice w budowie między obu chinonami. Być może, 
rola chinonu w układach baktery jnych  przypom ina rolę proponowaną dla 
ubichinonu przez Szarkowską i K lingenberga, to znaczy, że składniki chi­
nonowe są ogniwem oksydoredukcyjnym  łańcucha, łączącym różne de- 
hydrogeńazy flawinowe z łańcuchem  cytochromowym.

2. Cytochromy bakteryjnego łańcucha oddechowego

Podstaw ą podziału cytochromów na trzy  grupy — A, B i C są w łas­
ności spektralne połączeń hem u z pirydyną. W przypadku pochodnych 
cytochromów A pasmo absorpcji a leży powyżej 570mji, cytochromów B 
między 555 i 560rm, a cytochromów C między 548 i 552 m^i. Dotychczas 
zbadane cytochrom y bak tery jne również można zaliczyć do tych trzech 
grup. Pierw szą funkcją cytochromów podobnie jak w układzie oddecho­
wym  ssaków jest działanie jako przenośników w łańcuchu oddechowym, 
drugą — udział w redukcji tlenu. Cytochrom y reagujące sam orzutnie 
z tlenem  pełnią funkcję oksydazy cytochromowej. W przeciw ieństwie do 
układu oddechowego ssaków łańcuchy cytochromowe w ystępujące u bak­
terii w ykazują znaczne zróżnicowanie — rodzaj cytochromów zależy od
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szczepu bakterii (20, 30, 65, 67, 6 8 , 76). Na przykład u wszystkich ssaków 
oksydaza cytochromowa (cytochrom a +  a3) ma hem grupy A, natom iast 
u bakterii zależnie od gatunku oksydaza cytochromowa ma hem grupy A, 
B lub C. Cytochromy a +  a3 pełnią funkcję 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 końcowej Rhodospirillum rubrum
i Rhodospirillum spheroides (38, 39, 45).

Ciekawe, że w baktery jnych  układach oddechowych ilość cytochro­
m ów zależy od składu pożywki. B rak żelaza w pożywce powoduje w nie­
których przypadkach całkow ity zanik zdolności do syntezy cytochromów, 
podobny wpływ  m a obniżanie ciśnienia tlenu nad pożywką (76). K 1 e c z- 
k o w s k a ,  W i a t e r o w a  i B a g d a s  a r i a n  wykazali u Corynebac­
terium diphteriae (53), gdzie oksydazą końcową jest cytochrom a +  a3, że 
stosunek cyt. a 3/cyt. a dla szczepu C 24 w obecności żelaza w pożywce 
wynosił 4,1X10-3, zaś bez żelaza 2,6 X 10“3. Dla szczepu PW 8  stosunki 
te wynosiły odpowiednio 1 ,0  X 1 0 - 3  i 0 , 2  X 10-3. Zatem  zawartość cyto­
chrom ów u tego samego gatunku zależy od rodzaju szczepu, a dla tego 
samego szczepu — od w arunków  hodowli.

Jak  już wspomniano cytochrom y biorące udział w oddychaniu tleno­
w ym  bakterii ulokowane są wyłącznie w błonie baktery jnej. W yjątkiem  
od tej reguły wydaw ał się system  oddechowy Rhodospirillum rubrum , 
w skład którego wchodzi m iędzy innym i cytochrom zwany RHP (Rhodo­
spirillum rubrum haem protein). Po rozbiciu kom órki w ystępuje on we 
frakcji rozpuszczalnej, nie jest więc związany ani z błoną komórkową 
ani z cząstkam i (7, 79). Cytochrom  RHP ma hem grupy C z pasmem 
absorpcji przy 545 mu i masę cząsteczkową 12 900 (38). W formie zredu­
kowanej w ykazuje zdolność do sam outleniania tlenem  cząsteczkowym, 
częściowo ham owaną przez tlenek węgla. Jednocześnie RHP posiada zdol­
ność wiązania CO, w ykazuje więc cechy oksydazy cytochromowej (39, 
44, 45).

H o r i o  i K a m e n o w i  udało się wyizolować enzym redukujący 
RH P elektronam i pochodzącymi z NADH. Enzym ten  — reduktaza NADH: 
hem oproteid wykazywał aktywność w stosunku do cytochrom u c, cyto­
chrom u c2 (pochodzącego z Rhodospirillum rubrum), RHP i 2,6-dwuchlo- 
rofenoloindofenolu (38, 39). W yizolowany enzym jest flawoproteidem, 
którego grupą prostetyczną jest FMN. Jego masa cząsteczkowa wynosi 
32 000. Podobnie jak RHP enzym ten  nie jest związany z błoną, w ystępuje 
on we frakcji rozpuszczalnej komórki. W edług sugestii wymienionych 
autorów  enzym ten współdziałając z RHP tw orzy układ oksydazy NADH, 
utleniającej NADH w m yśl równania:

NADH -> FMN RHP -» 0 2 

Cechą wyraźnie odróżniającą ten  układ od innych poznanych jest to, że 
składa się on z fragm entów  rozpuszczalnych, niezwiązanych z błoną.

http://rcin.org.pl



5 0 6 W . Z A G O R SK I [16]

S m i t h  (75) zwróciła jednak uwagę, że Rhodospirillum rubrum  
rosnąc w ciemności aktyw nie zużywa tlen. W tak hodowanych kom órkach 
nie udało się jej stw ierdzić występowania widma kom pleksu RHP-CO. 
K i k u c h i ,  S a i t o  i M o k o t a w a  (52) uważają, że u Rhodospirillum  
rubrum  i Rhodospirillum spheroides RHP nie pełni funkcji oksydazy 
cytochromowej, ponieważ stw ierdzili w cząstkach otrzym anych z tych 
bakterii widmo funkcjonalne charakterystyczne dla oksydazy z hem em  
grupy A.

Aby wyjaśnić te sprzeczności w 1965 roku T a n i g u c h i  i K a m e n  
(79) przebadali własności łańcucha oddechowego zaw artego w kom órkach 
Rhodospirillum rubrum  rosnących w ciemności (wzrostowi heterotroficz- 
nem u bez asym ilacji towarzyszy u tych bakterii znacznie większe zużycie 
tlenu  niż przy wzroście na świetle). Okazało się, że układy oksydazy 
NADH i oksydazy bursztynianow ej zaw arte są w  błonie kom órkowej, 
w  której jako składnik hemowy w ystępuje głównie cytochrom  grupy B. 
A utorzy stw ierdzili, że tylko 50% redukującego się substratam i oddecho­
wym i cytochromu b ma zdolność wiązania tlenku węgla, ponadto w nis­
kich tem peraturach otrzym ali rozszczepienie pasm w widmie cytochro­
m u b. Zdaniem Taniguchi i Kam ena w skazuje to, że u Rhodospirillum  
rubrum  w ystępują dw a cytochromy B, z których jeden, posiadający zdol­
ność wiązania CO, odgrywa rolę oksydazy cytochromowej.

NADH

Bursztynian

\
\
\
\
\

— /̂////

Schem at 5. Łańcuch oddechowy w  cząstkach z R hodospirillum  rubrum  (wg 7)
„O” — cytochrom typu b, pełniący funkcję oksydazy cytochromowej; pozostałe objaśnienia

jak w schemacie 3

Schem at 5 przedstaw ia zaproponowany ostatnio przez Taniguchiego
i Kam ena łańcuch oddechowy Rhodospirillum rubrum. W skład jego 
wchodzą flawoproteidy, ubichinon UQi0 i cytochrom y B, z których cyto­
chrom  oznaczony „O” posiada własności oksydazy cytochromowej. Okazało 
się więc, że RHP nie jest oksydazą końcową w  oddychaniu bakteryjnym , 
a łańcuch oddechowy również w wypadku Rhodospirillum rubrum  jest zlo­
kalizowany w cząstkach, pochodzących z błony kom órkowej.

IV. Wnioski końcowe

W bakteryjnych układach oddechowych w ystępują te same typy prze­
nośników, co w m itochondriach. Są to nukleotydy nikotynam idoadeni- 
nowe, flaw iny i cytochromy. Tablica 5 podaje zawartość przenośników
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oksydoredukcyjnych w ystępujących w niektórych bakteryjnych prepa­
ratach  oddechowych. W artości te zostały porównane z danym i odnoszącymi 
się do niefosforylującego p repara tu  oddechowego K eilina-H artree z serca 
wołu oraz do m itochondriów z serca wołu.

Zawartość przenośników oksydoredukcyjnych w poszczególnych bak­
tery jnych  preparatach  oddechowych w przeliczeniu na mg białka (z wy­
jątkiem  cząstek z Azotobacter vinelandii) zbliżona jest do wartości otrzy­
m anych dla preparatów  pochodzenia zwierzęcego.

Stałość stężeń przenośników i stosunków pomiędzy nimi w mitochon- 
drium  zwierzęcym, skłoniły G r e e n a  (31, 33) do postawienia ogólnie 
dziś przyjętej hipotezy, że enzym y zwierzęcego łańcucha oddechowego 
w ystępują w m itochondriach zgrupowane w postaci kompleksów o stałych 
stosunkach składników (electron transport particles ETP). Błona m ito- 
chondrialna składa się w edług G r e e n a  (34) z białka strukturalnego 
inkrustowanego ETP. Poza tym  w skład błony wchodzą lipidy, również 
w określonym  stosunku stechiom etrycznym  do składników ETP. A zatem 
w strukturze m itochondriów pow tarzają się identyczne kom pleksy prze­
noszące elektrony.

W odniesieniu do bakterii podobną hipotezę staw iają B r o d i e i wsp. 
(1, 3, 48). Uw ażają oni, że błona bak tery jna odpowiada błonie mitochon- 
drialnej i że do jej lipidowo-białkowej s tru k tu ry  dołączone są bakteryjne 
cząstki oddechowe — homologiczne z cząstkam i ETP. Cząstki te w od­
powiednich w arunkach dają się oderwać od błony i one to stanowią tak 
zwane małe cząstki. Dużymi cząstkami są fragm enty błony z nieoderwa- 
nymi m ałym i cząstkami.

Znana zależność m iędzy ilością poszczególnych enzymów bakteryjnych 
a w arunkam i hodowli m ikroorganizm u dotyczy również enzymów łań­
cucha oddechowego bakterii. W h i t e  i S m i t h  wykazali, że u Hemo- 
philus parainfluenzae stosunki ilościowe m iędzy dehydrogenazam i (8 6 , 8 8 ), 
stężenia cytochromów w kom órkach tej bakterii (85, 87) i w cząstkach od­
dechowych (8 8 ), zależne są od w arunków  hodowli. In teresującą cechą 
cząstek oddechowych otrzym anych z Haemophilus parainfluenzae  jest duża 
łatwość uw alniania z ich s tru k tu ry  dehydrogenaz D-mleczanowej i L-mle- 
czanowej. Cząstki oddechowe bakterii nie w ykazują więc stałości składu 
enzymatycznego. W związku z tym  W h i t e  (8 6 ) przyjm uje, że w bak­
teryjnych układach oddechowych nie w ystępuje wielokrotnie pow tarza­
jąca się jednostka transportu  elektronów  (ETP), zaw ierająca poszczególne 
przenośniki elektronów  w stałym  stechiom etrycznym  stosunku. Autor 
ten  sugeruje, że tworzenie się bakteryjnego cząstkowego układu oddecho­
wego zachodzi raczej przez zespalanie się ze sobą poszczególnych skład­
ników — dehydrogenaz i cytochromów w stosunkach zależnych od w a­
runków  hodowli (8 6 ). Zmienność składu bakteryjnego układu oddecho­
wego — cecha zasadniczo różniąca go od układu m itochondrialnego — 
jest wyrazem  znacznej plastyczności fizjologicznej mikroorganizm ów.
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Układ oddechowy bak terii tlenowych, zlokalizowany w błonie cytoplaz- 
m atycznej, chociaż znacznie bardziej zróżnicowany, spełnia podobną funk­
cję jak  układ oddechowy mitochondriów.
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AN D RZE J G A R D A S *

Mechanizm działania enzymów flawinowych 

Mechanism of Action of Flavin Enzymes

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI 
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

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

Od wyizolowania w 1932 roku przez W a r b u r g a  i C h r i s t i a n a  
(1 0 0 , 1 0 1 ) pierwszego enzym u z flawinowym  koenzymem wyodrębniono 
około 60 flawoproteidów katalizujących różnorodne reakcje oksydore- 
dukcji (25). Początkowo sądzono, że można wszystkim  enzymom flawino­
wym  przypisać wspólny m echanizm  działania. W edług tego m echanizmu 
utleniona flawina przyjm ując dw a elektrony i dwa protony od substratu  
redukow ałaby się do bezbarw nej formy, a następnie utleniała, oddając 
dwa elektrony i dwa protony akceptorowi. Już w 1937 roku stw ierdzenie 
H a a s a  (31), że „stary  żółty enzym W arburga” w reakcji z NADPH 
tw orzy czerwono zabarw ioną form ę pośrednią podważyło słuszność propo­
nowanego mechanizmu. K ilka lat wcześniej M i c h a e 1 i s (71, 72) opub­
likował teorię o jednoelektronow ym  przebiegu reakcji oksydoredukcji. 
W przypadku flawin utlenianie zachodziłoby przez form y semichinonowe 
charakteryzujące się silnym  czerwonym  zabarwieniem . O bserwacja Haasa 
dobrze się zgadzała z teorią Michaelisa, jednak doświadczalne wykazanie, 
że czerwona barw a form y pośredniej „starego żółtego enzym u” jest w y­
nikiem  tworzenia się semichinonu nie było ze względów m etodycznych 
wówczas możliwe. Stwierdzono to dopiero po opracowaniu szybkich m e­
tod spektrofotom etrycznych um ożliw iających uchwycenie zmian widma 
w czasie kilku m ilisekund i zastosowaniu techniki spektroskopii elektro­
nowego rezonansu param agnetycznego (EPR) do badania wolnych rod­
ników.

* Mgr, st. asystent Z akładu  E nzym atyki K atedry  Biochemii U niw ersytetu W ar­
szawskiego. ,
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W yniki prowadzonych od 10 lat badań Beinerta, Chansa, Hem m richa, 
Masseya i wielu innych zostały podsumowane w 1965 roku na Sym pozjum  
na tem at Flawin i Flaw oproteidów  (44). Stwierdzono, że mechanizm reak ­
cji jest różny dla różnych enzymów flawinowych i nie jest możliwe przy­
jęcie jakiegoś ogólnego schem atu dla wszystkich flawoproteidów. W yka­
zano, że oprócz flaw iny w wielu enzymach flawinowych w transporcie 
elektronów  biorą udział inne przenośniki jak  żelazo, m olibden i g rupy  
tiolowe. Również daw ny spór o jedno lub dw uelektronow y przebieg 
reakcji stracił znaczenie jeżeli nie we wszystkich, to przynajm niej w wielu 
przypadkach. W ykazano, że flawina w niektórych flaw oproteidach nie 
w ystępuje w cyklu reakcji w formie całkowicie utlenionej lub całkowicie 
zredukow anej, natom iast reaguje jako całość układ flawina-żelazo lub 
flaw ina-grupy tiolowe. A zatem  chociaż oksydoredukcja flaw iny zachodzi 
jednoelektronowo, enzym  katalizuje przeniesienie dw u elektronów  w jed­
nym cyklu reakcji. Równoczesne zastosowanie m etod spektrofotom etrycz- 
nych i techniki elektronowego rezonansu m agnetycznego pozwoliło na 
określenie roli m etali (żelazo, m olibden) w niektórych enzymach flaw i­
nowych. W ydaje się, że m echanizm  działania enzymów zaw ierających 
m etal różni się od m echanizm u działania enzymów nie zaw ierających 
m etalu. W artykule  tym  zostanie omówionych kilka najlepiej poznanych 
enzymów flawinowych obydwu grup ze szczególnym uwzględnieniem  m e­
chanizmów reakcji.

I. Niektóre własności fizyczne i chemiczne flawin i flawoproteidów

W m ateriale biologicznym w ystępują głównie dwa związki flaw ino- 
we — m ononukleotyd flawinowy (FMN) i dw unukleotyd flaw inoadenino- 
wy (FAD). W m leku, moczu, siatkówce oka znaleziono także wolną rybo-

O
l i  N -rC H î-rfC H O H la-C H j-O -rP-O -t-P-O

! ! ° '  ! ° '  CH^O.

HN

Lumichmm

O

Lumif/awina
Ryboflawiną (witamina B2 )
FM N___________________
FAD

OH OH

Schem at 1. Budow a i nom enklatura flaw in  i ich pochodnych
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flawinę, która nie jest jednak koenzymem żadnego z dotąd poznanych 
enzymów. Ryboflawina jak  również FAD i FMN pod wpływem  światła 
hydrolizują do lum iflaw iny w  środowisku kwaśnym  i lum ichrom u w śro­
dowisku zasadowym. Budowę oraz nom enklaturę flaw in i ich pochodnych 
przedstaw ia schem at 1 .

1. Absorpcja światła

C harakterystyczny żółty kolor flaw in i flaw oproteidów  spowodowany 
jest pochłanianiem  światła w fioletowej i niebieskiej części widma przez 
pierścień izoalloksazynowy (93). M aksima absorpcji w ystępują przy 
długości fali 260, 370 i 450 mu, boczne podstaw niki w pływ ają tylko w nie­
wielkim stopniu na położenie i wielkość maksimów. Na rysunku 1 przed­
stawione jest widmo absorpcyjne obu nukleotydów  f la winowych w for­
mie utlenionej.

Rys. 1. Widmo absorpcyjne utlenionej form y nukleotydów  flaw inow ych ----- FAD,
---------- FMN

W idma flawoproteidów zwykle odbiegają od widm wolnych flawin, 
naw et w tedy, gdy porów nujem y różnicowe krzyw e absorpcji holo- i apoen- 
zymu, pozwalające na wyelim inowanie pasm absorpcyjnych innych grup 
prostetycznych niż f la wina. Przyczyną tego może być: a) samo powiązanie 
flaw iny z białkiem, b) tworzenie się kompleksów przeniesienia ładunku 
z innym i grupam i czynnymi enzymu.

Pierw sza przyczyna jest m niej istotna. W ywołane zm iany są zwykle 
niewielkie i polegają na poszerzaniu pasm absorpcji i rozm yciu widma. 
Znacznie większe znaczenie ma w ytw arzanie się kompleksów przeniesienia 
ładunku. Są to połączenia typu donor — akceptor elektronów , w których
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w ystępuje częściowe przesunięcie elektronu. Siła wiązania w tych kom ­
pleksach nie przekracza zwykle 2kcal/mol (53). Kompleksy takie mogą 
się tworzyć z grupam i tiolowymi, pierścieniem  imidazolowym histydyny, 
NAD+ lub NA DP+. Charakterystyczną cechą tych kompleksów jest pow­
staw anie nowych pasm absorpcyjnych, nie w ystępujących w widm ach 
obydwu składników kompleksu (52, 92). Pow staw anie nowych m aksimów 
absorpcyjnych jest wynikiem  przeniesienia elektronu od donora do akcep­
tora pod wpływem  światła.

D, A D+, A~

Form y utlenione flaw in w ykazują żółtozieloną fluorescencję, której 
m aksim um  wzbudzenia przypada przy 440m^i długości fali, a m aksim um  
em isji przy 530—560m|A. Po połączeniu flaw iny z białkiem  fluorescencja 
ulega jednak znacznemu wygaszeniu (94). M itochondria i fragm enty  sub- 
m itochondrialne w ykazują 4°/o fluorescencji uwolnionych z nich flawin
(20). Mimo to pom iar fluorescencji znajduje zastosowanie w badaniach 
m itochondrialnych flawoprotein, gdyż nie in te rfe ru ją  wówczas inne skład­
niki łańcucha oddechowego (20, 51). W ygaszanie fluorescencji enzym u 
w skutek wytworzenia się kompleksu z substratem  jest często stosowaną 
m etodą badania łączenia się enzymu z substratem .

2. Utlenianie i redukcja

Flawiny łatwo ulegają odwracalnej redukcji do leukozwiązku. Wolne 
flaw iny są akceptoram i dwuelektronowym i, a ich redukcja zachodzi w dwu 
etapach przez form y semichinonowe. W środowisku kw aśnym  flaw iny 
przyłączają proton w położeniu 5 lub 10 a w słabo kw aśnym  lub alkalicz­
nym  odłączają proton w pozycji 1 i 3. Możliwe form y flaw in i ich stałe 
dysocjacji przedstawiono na schemacie 2. W zależności od pH zmienia 
się również widmo absorpcyjne (34, 35).

Potencjał oksydoredukcyjny wynosi w pH  7 dla FMN — 0,219V (47) 
ale po połączeniu z enzymem może ulegać znacznym zmianom i np. dla 
„starego żółtego enzym u” wynosi 0,059, a dla dehydrogenazy NADH około 
0,0V(19a).

W 1956 B e i n e r t  (4a) badając utlenienie FM NH 2 przez tlen  stw ier­
dził powstawanie pasma absorpcji o m aksim um  przy długości fali 570milt. 
Absorpcja była najw iększa w czasie gdy połowa FM NH 2 została utleniona 
i zanikała przy dalszym  utlenieniu. Podobne zmiany w widmie zachodziły 
podczas redukcji FMN dwutioninem , cynkiem, am algam atem  sodu (33). 
Dalsze badania w pracowni B e i n e r t a  (4a, 4), E h r e n b e r g a  (26a, 
56), M a s s e y ’ a (63, 69) pozwoliły na przypisanie absorpcji w 570 mu 
daw niej już postulowanym  formom semichinonowym flaw in (48, 72).

Własności optyczne flaw in pozwalają na określenie i ilościowe oznacze­
nie form y flawin biorących udział w reakcji katalizow anej przez dany
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enzym. W wielu enzymach flawinowych stw ierdzano już dawniej w ystę­
powanie zmian w widmie w czasie reakcji z substra tem  (64, 69, 89). Jed ­
nakże nie można było zmian tych przypisać określonej zmianie s tru k tu ry  
chemicznej. W ostatnich latach rozległe zastosowanie w badaniu enzymów 
flawinowych znalazła technika EPR. Służy ona do w ykryw ania i charak­
teryzowania wolnych rodników, tzn. związków posiadających niesparo-

(FlnedHj) (FI red H3) (FlredH?)

Schem at 2. S truk tu ry  możliwych form  flaw in (wg 35)

wany elektron na zew nętrznej orbicie (39). Jeżeli cząsteczka znajdzie się 
w polu magnetycznym , to nastąpi rozdzielenie elektronów  na dwie grupy, 
jedną o spinie +  1/2 i drugą o spinie —1/2. Różnica energii między tym i 
grupam i będzie wynosić 1/2 gBH (H — natężenie pola magnetycznego, 
B — m agneton Bohra, g — stała charakterystyczna dla wszystkich rodni­
ków wynosząca teoretycznie 2,0023 lecz zm ieniająca się w zależności 
od pola magnetycznego samej cząsteczki). Jeśli próbkę umieszczoną w polu 
m agnetycznym  naśw ietlim y prom ieniowaniem  o częstości v, to przy wa­
runku v =  gBH część elektronów  przejdzie z niższego poziomu energetycz­
nego na wyższy i nastąpi absorpcja promieniowania. Ze względów tech­
nicznych stosuje się źródło prom ieniowania o stałej częstości (zwykle 
9000MHz, co odpowiada długości fali 3cm), a zmienia się natężenie pola 
magnetycznego. O trzym uje się krzyw e absorpcji, lub ze względów prak ­
tycznych — krzywe pierwszej pochodnej absorpcji (rysunek 2 ).

W spółdziałanie spinu elektronowego i jądrowego powoduje rozszcze­
pienie poziomów energetycznych na podpoziomy i krzyw e absorpcji mogą

http://rcin.org.pl



518 A. G A R D A S [6]

wykazywać kilka maksimów. Obniżenie tem pera tu ry  zwiększa znacznie 
czułość tej metody. Typ krzyw ej absorpcji i wyliczona z niej wartość g 
dają  dobrą charakterystykę badanego rodnika.

D o l i n  (26) obserwował wprawdzie zm iany widma w czasie reakcji 
peroksydazy NADH z substratem , jednakże nie mógł wykryć wolnych rod­
ników m etodą spektroskopii EPR. Przypuszczał zatem, że zm iany absorpcji 
nie są związane z form ą semichinonową flawin. Większość enzymów fla- 
winowych nie zaw ierających m etalu zachowuje się podobnie do peroksy­
dazy NADH, to znaczy w ykazuje zmiany absorpcji charakterystyczne dla 
form  semichinonowych flawin, natom iast nie daje widma EPR typowego 
dla wolnych rodników. Przyczyna tej niezgodności nie została dotychczas

1 — krzywa absorpcji, 2 — krzywa pierwszej pochodnej absorpcji

wyjaśniona. Być może w ytw arza się kom pleks przeniesienia ładunku
o widmie zbliżonym do widma form y semichinonowej (52) lub też, co w y­
daje się bardziej prawdopodobne, technika EPR nie w ykryw a wszystkich 
wolnych rodników. Jeżeli np. dwa wolne rodniki znajdują się bardzo blisko 
siebie i możliwa jest m iędzy nimi w ym iana energii stanów wzbudzonych 
technika EPR może być za mało czuła do ich w ykrycia (4, 39).

II. Enzymy flawinowe nie zawierające metalu

Z licznych enzymów flawinowych nie zaw ierających m etalu zostaną 
omówione cztery: oksydoreduktaza NADH: cytochrom c, oksydoreduktaza 
NADH: cytochrom b5, dehydrogenaza lipoamidu i dehydrogenaza gluta- 
tionu.
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1. Oksydoreduktaza NADH:cytochrom c (EC 1.6.99.1)

W yizolowana w 1959 roku w pracow ni K a m i  n a  oksydoreduktaza 
NADH: cytochrom q (41, 103, 104) jest fragm entem  układu enzym atycz­
nego m ikrosomów katalizujących reakcje oksydatyw nej hydroksylacji 
i dem etylacji (41) p rzy  udziale NADPH. N aturalny  akceptor elektronów  
tego enzymu nie jest znany, sztucznym akceptorem  może być cytochrom  c, 
żelazicyjanek, m enadion, lub 2,6-dwuchlorofenoloindofenol. G rupą pro- 
stetyczną tego enzym u jest FAD w ilości 2 mole na mol enzymu (62). 
W transporcie elektronów  katalizowanych przez oksydoreduktazę NADPH: 
cytochrom  c grupy tiolowe prawdopodobnie nie biorą udziału, ponieważ 
odczynniki reagujące z nimi nie ham ują tego procesu (40).

Rysunek 3 przedstaw ia zmiany widma podczas m iareczkowania sub- 
s tra tem  oczyszczonej oksydoreduktazy NADPH: cyt. c w w arunkach bez­
tlenowych.

X,m/i

Rys. 3. M iareczkowanie oksydoreduktazy NADPH: cyt. c substra tem  w beztlenowych
w arunkach  (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 ilości 0,5 mola na 1 mol FAD enzym u absorpcja 
przy długości fali 450mu spada i pojawia się nowe m aksim um  przy 580mu 
(krzywa 2). Zm iany te świadczą o redukcji FAD do form y semichinonowej. 
W ystępowanie FADH’ (semichinonu) zostało potwierdzone m etodą spek- 
ktroskopii EPR (62). Po dalszym dodaniu NADPH w ilości 1 mola na 1 mol 
FAD enzymu otrzym uje się krzyw ą 3, charakterystyczną dla form y odpo­
w iadającej całkowicie zredukow anej flawinie (FADH2). Gdy do zreduko­
wanego enzymu dodać akceptora elektronów  (np. tlenu, m enadionu) otrzy­
m uje się krzyw ą absorpcji identyczną z krzyw ą 2 , charakterystyczną dla 
semichinonu. Świadczy to o utlenianiu  FADH 2 do FADH’. O statnia form a
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jest trw ała i nie u tlenia się do FAD pod wpływem  cytochromu c, m enadio- 
nu, żelazicyjanku ani 2,6-dwuchlorofenoloindofenolu (61). Trwałość form y 
semichinonowej wskazuje, że w enzymie natyw nym  jest ona form ą n a j­
bardziej utlenioną. Podczas izolowania enzymu FADH’ przechodzi w FAD, 
toteż koenzymem utlenionej form y oczyszczonego enzymu jest FAD.

Na podstawie przytoczonych danych K a m i n proponuje (40, 62) 
schem at reakcji katalizow anych przez oksydoreduktazę NADPH: cyto­
chrom c, według którego substra t tworzy kompleks z enzymem  i redukuje  
semichinonową form ę flaw iny do FADH2, a akceptor u tlenia zredukow any 
enzym  do semichinonu (schemat 3).

Schem at 3. Przebieg reakcji katalizow anych przez oksydoreduktazę NADPH: cyt. c
(wg 62)

Oksydoreduktaza NADH : cytochrom b5 została wyizolowana przez 
S t r i t t m a t e r a  z frakcji m ikrosomowej w ątroby (91). K atalizuje ona 
przeniesienie elektronów  z NADH na cytochrom b5, k tóry  jest jego biolo­
gicznym akceptorem . Enzym ma masę rów ną 40 000 i zawiera jedną czą­
steczkę flaw iny łatwo odszczepiającą się w środowisku kwaśnym . Apoen- 
zym można reaktyw ow ać po dodaniu FAD (87). W wiązaniu koenzymu 
z białkiem  bierze udział reszta tyrozyny (8 6 ), gdyż podstawienie jednej 
fenolowej grupy tyrozyny jodem całkowicie uniemożliwia połączenie się 
apoenzym u z FAD. Substra t (NADH) tworzy z apoenzymem kompleks, 
którego stała dysocjacji jest równa 10~7. Kompleks ten daje silną fluores- 
cencję wyw ołaną obecnością NADH, nie w ykazuje natom iast w yw oływ a­
nych obecnością flaw iny zmian w widmie absorpcyjnym  powyżej długości 
fali 300m|i (8 8 ). Dodanie jednego mola PCMB na mol kompleksu powoduje 
jego rozpad, co wskazuje, że w  jego tworzeniu się bierze udział jedna 
grupa -SH (90).

Podobny kom pleks z NADH tw orzy holoenzym, jednak, na skutek wza­
jemnego oddziaływania NADH i flaw iny jego właściwości są odmienne. 
Kom pleks ten  nie jest w rażliw y na odczynniki reagujące z grupam i tiolo- 
wymi, fluorescencja NADH ulega całkowitem u wygaszeniu, natom iast po­
jaw ia się nowe pasmo przy długości fali 317mu, które można przypisać

k2FADHŹ

2. Oksydoreduktaza NADH:cytochrom b5 (EC 1.6.2.2.)
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utw orzeniu się kom pleksu NADH-flawina (89). Prawdopodobną struk tu rę  
kom pleksu enzym -substrat przedstaw ia schem at 4.
Po w ytw orzeniu kom pleksu enzym -substrat zachodzi redukcja FAD. Dane 
spektrofotom etryczne (90) pozwoliły na ustalenie, że powstaje FADH 2 

i NAD+. G dy do zredukowanego enzymu dodać równom olarną ilość cyto­
chrom u b5 połowa tej ilości redukuje się praw ie natychm iast, natom iast

H S -

H S -

— pTyr-O H
//

-FADHZ 

-S -—
R'

¥R
Schem at 4. Praw dopodobna s tru k tu ra  kom pleksu enzym -substrat oksydoreduktazy 

NADH: cytochrom  b5 (wg S trittm atera , 89)

Schem at 5. M echanizm  reak cji katalizow anych przez oksydoreduktazę NADH: cy­
tochrom  b5 (wg S trittm atera , 89)

druga połowa jest redukow ana bardzo powoli w procesie zachodzącym 
w edług kinetyki pierwszego rzędu (k =  6 8 sek-1). W skazuje to, że u tlen ia­
nie zredukowanego enzym u zachodzi w dwóch etapach, pierwszym  z nich 
jest utlenienie FADH 2 do semichinonu (FADH’), drugim  — utlenienie 
FADH do FAD. Praw dopodobny przebieg reakcji przedstaw ia schem at 5.
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4. Dehydrogenaza amidu kwasu liponowego i reduktaza glutationu (EC 1.6.4.2.)

Dehydrogenaza amidu kwasu liponowego (lipoamidu) jest flaw oprotei- 
dem  katalizującym  reakcję

lip. S2 +  NADH +  H+ lip. (SH)2 +  NAD-

Enzym  ten  jest fragm entem  kom pleksu utleniającego a-ketokw asy w cyklu 
kwasów trójkarboksylow ych (63). Jego grupą prostetyczną jest FAD 
w ilości 1 mola na mol enzymu.

W 1960 roku w pracowni M a s s e y ’ a stwierdzono, że NADH po­
chodzący z różnych źródeł jest utleniany z różną szybkością przez dehydro­
genazę lipoamidu (95). Początkowo sądzono, że jest to wpływ domieszek 
zaw artych  w NADH, później jednak wykazano, że najsłabiej utleniany 
jest NADH najlepiej oczyszczony, czy też świeżo przygotowany z NAD+ 
przez działanie dehydrogenazy alkoholowej (69). Natom iast po dodaniu 
katalitycznych ilości NAD+ reakcja zachodziła z szybkością m aksym alną. 
W obecności NAD-azy otrzym anej z Neurospora  (która hydrolizuje specy­
ficznie NAD+ natom iast nie działa na NADH) utlenianie NADH nie za­
chodziło. Po dodaniu do takiego układu NAD+ enzym w ykazywał znowu 
aktyw ność aż do rozłożenia NAD+ przez NAD-azę. Udział NAD+ w reakcji 
katalizow anej przez dehydrogenazę lipoamidu nie ulegał zatem  w ątpli­
wości, a danych dotyczących jego funkcji w tej reakcji dostarczyły bada­
nia spektrofotom etryczne. W 1960 roku M a s s e y  i V e e g e r  (65, 95) 
zaobserwowali, że w reakcji z NADH tw orzy się nowa „czerwona” forma 
enzymu, co świadczyło, że zachodzi redukcja FAD prawdopodobnie do 
semichinonu. Do takiego połowicznego zredukow ania jednego mola enzymu 
potrzebny jest jeden mol NADH. Jeżeli enzym redukow ano w obecności 
NAD-azy nie powstawała „czerw ona” form a, a dla zredukow ania jednego 
m ola enzymu potrzeba było dwóch moli NADH, przy czym flawina redu­
kowała się do FADH2. Ta zredukow ana form a nie katalizowała przeniesie­
nia wodoru na u tleniony amid kwasu liponowego (69). Z doświadczeń tych 
wynika, że NAD+ spełnia rolę ochraniającą enzym przed redukcją do nie­
aktyw nej form y FADH2. Ponieważ do całkowitej redukcji 1 mola enzymu 
potrzeba dwóch moli NADH, a dehydrogenaza lipoamidu zaw iera tylko 
jeden mol FAD na mol enzymu, należało przypuszczać, że enzym zawiera 
jeszcze inną grupę zdolną do przyjęcia dwóch elektronów. Taką rolę 
m ogłyby spełniać grupy tiolowe, na co w skazują następujące dane do­
świadczalne. Arsenin, k tó ry  jest znanym  odczynnikiem na grupy tiolowe 
reaguje tylko ze zredukow aną form ą dehydrogenazy lipoamidu (64, 67). 
Inne odczynniki na grupy tiolowe, np. PCMB, reagując z semichinonową 
form ą enzymu niszczą ją, prawdopodobnie w skutek utleniania FADH' do 
FAD przez jedną z grup -S-S-. M a s s e y  i V e e g e r  (64, 69) podali 
hipotetyczny schem at działania dehydrogenazy lipoamidu tłum aczący w y­
żej przytoczone fak ty  i poparli go szeregiem dowodów (6 6 , 67).
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Do utlenionego enzym u (I) przyłącza się jedna cząsteczka NADH (V) 
a wówczas FAD redukuje  się do FAD'. Redukcja FAD jest najpow olniej­
szą reakcją w całym cyklu katalitycznym . W ytworzony kompleks dwu 
rodników  — S i FADH (IV) jest „czerwoną” form ą enzymu zidentyfi­
kowaną m etodam i spektralnym i. Form a powstająca po odłączeniu NAD+ 
(III) jest bardzo n ietrw ała i ulega przegrupow aniu do form y (II), ta  zaś 
reaguje  z utlenionym  amidem  kwasu lipo nowego dzięki .czemu odtw arza 
się form a (I). Prawdopodobnie NAD+ w czasie całego cyklu katalitycznego 
jes t połączony z enzymem  w m iejscu Y, co chroni enzym przed dalszą 
redukcją  do form y (VII). Z arseninem  reaguje form a (II) dając form ę (VI).

VI
OHi

Schem at 6. M echanizm działania dehydrogenazy lipoam idu (wg M assey’a i Veegera, 69)

Bardzo podobne wyniki otrzym ano badając reduktazę glutationu (67, 
70). Reakcje katalizowane przez reduktazę glutationu i dehydrogenazę 
lipoamidu w ykazują duże podobieństwo. Substratem  dehydrogenazy lipo­
am idu jest NADH, a reduktazy glutationu NADPH, akceptorem  zaś u tle ­
nione grupy tiolowe odpowiednio — kwasu liponowego i glutationu. M a s -  
s e y  (70) proponuje identyczny m echanizm  przenoszenia wodoru dla obu 
enzymów.

III. Metaloflawoproteidy

Dziesięć lat tem u stwierdzono występowanie żelaza w dehydrogenazie 
bursztynianow ej i oksydazie ksantyny (28, 58, 59, 6 8 ). Żelazo to otrzym ało 
ogólną nazwę „żelaza niehemowego”. Jego rola była przez następnych kil-
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ka lat spraw ą sporną. W ysuwano przypuszczenia, że żelazo niehem owe 
bierze udział w przenoszeniu elektronów, wiązaniu substra tu  lub u trz y ­
m aniu stru k tu ry  enzymu. Dopiero wykrycie w 1960 roku w pracow ni 
B e i n e r t a  (11, 83) nowego sygnału EPR o wartości g =  1,94 w enzy­
m ach flawinowych zab iera jących  żelazo umożliwiło badanie roli żelaza 
w tych enzymach. Wiele danych pośrednich (4, 9, 29) wskazywało bowiem, 
że sygnał ten  pochodzi od żelaza. Bezpośredni dowód dało jednak dopiero 
podstawienie żelaza 56Fe jego izotopem 57Fe w m etaloproteidzie o trzym a­
nym  z Azotobacter vinelandii (84). Ponieważ jądro atomowe 57Fe ma spin 
jądrow y 1/2, podczas gdy jądro 56Fe jest diam agnetyczne, zastąpienie 56Fe 
przez 57Fe powinno wywoływać rozszczepienie każdej linii w idm a EPR na 
dwie. Zmiana widma EPR m etaloproteidu z Azotobacter vinelandii po 
takim  podstawieniu była zgodna z przew idyw aną teoretycznie (84).

Sygnał o wartości g =  1,94 powstaje po redukcji substratem  i zanika 
w czasie utleniania. Dają go całe tkanki np. w ątroba i serce a także m i­
tochondria, fragm enty m itochondriów, poszczególne enzymy flawinowe 
zaw ierające żelazo i jak  stwierdzono ostatnio (76) — feredoksyna. D ena- 
tu rac ja  cieplna, działanie enzymów proteolitycznych oraz detergentów  
niszczy go szybko i nieodw racalnie (9). Typowe widmo EPR fragm entów  
m itochondrialnych po inkubacji z bursztynianem  przedstaw ia rysunek 4 
(widoczny na rysunku sygnał g =  2 , 0  pochodzi od miedzi oksydazy cyto- 
chromowej).

Rys. 4. Widmo EPR cząstek m itochondrialnych po inkubacji z bursztyn ianem
w temp. 79° K (wg 54)

Sygnał g =  1,94 nie zmienia się po usunięciu flaw iny (79, 80), jednak 
badanie relaksacji stanów wzbudzonych w EPR (7, 8 ) wydaje się wskazy­
wać na ścisłe współdziałanie flaw iny i m etalu. Ponieważ sygnał g =  1,94 
może być obserwowany tylko w bardzo niskich tem peraturach  (poniżej 
170°K), dlatego też dopiero opracowanie m etodyki szybkiego zam rażania 
(13, 18) w czasie 10 m ilisekund pozwoliło badać szybkość redukcji i u tle ­
niania żelaza niehemowego. Okazało się, że szybkość ta jest równa szyb­
kości redukcji flawiny a także szybkości reakcji katalizowanej przez bada­
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ny enzym (10, 15, 78). W ydaje się więc, że udział żelaza niehemowego 
w przenoszeniu elektronów  został udowodniony, natom iast nie znana jest 
nadal struk tu ra  kom pleksu żelaza z białkiem  odpowiedzialnego za sygnał 
g =  1,94. Obecność tak  zwanych „labilnych grup tiolowych” (to znaczy 
łatwo ulegających odszczepieniu pod wpływem  słabych kwasów) we 
wszystkich znanych m etalo-flaw oproteidach dających sygnał g =  1,94 po­
zwala przypuszczać o ich udziale w tw orzeniu kom pleksu z żelazem (5, 6 ). 
P race B a y e r a (3a) w skazują, że są to zapewne grupy tiolowe cysteiny. 
B l o m s t r o m  (12) zaproponował schem at budowy centrum  aktywnego 
feredoksyny, w którym  żelazo połączone jest w grupę tiolową cysteiny. 
Z takiego połączenia pod wpływem  kwasu łatwo odszczepia się H2S.

1. Oksydaza ksantyny (EC 1.2.3.2.)

Oksydaza ksantyny w ystępuje w znacznych ilościach w m leku ssaków, 
w ątrobie i nerce. C harakteryzuje się bardzo m ałą specyficznością, gdyż 
około stu związków może służyć jako jej substra ty  (14). Najszybciej jednak 
utlenia ksantynę i hipoksantynę do kwasu moczowego. Rola biologiczna 
tego enzymu jest słabo poznana, wzrost jego poziomu w czasie podziału 
kom órek (3) w ydaje się wskazywać na udział w kontroli tego procesu. 
Za hipotezą tą przem aw ia też fakt pomyślnego zastosowania oksydazy 
ksantyny w leczeniu niektórych schorzeń nowotworowych (30). Ostatnie 
spostrzeżenie przyczyniło się do większego zainteresowania tym  enzymem 
w wyniku czego jest on obecnie najlepiej poznanym m etaloflaw oprotei- 
dem. Masa cząsteczkowa oksydazy ksantyny wynosi około 280 000, koenzy­
m am i są FAD, molibden i żelazo w stosunku 1 : 1 : 4  (1, 17). M olibden 
i żelazo związane są z białkiem  za pośrednictw em  grup tiolowych (79).

B r a y (16) badając widma elektronowego rezonansu param agnetycz­
nego w czasie reakcji tego enzymu stw ierdził występowanie czterech syg­
nałów o wartości g =  1,94; 1,97; 2,00 i 4,2. Ostatni sygnał jest praw do­
podobnie wynikiem zanieczyszczeń żelazem dwuwartościowym . Dalsze 
prace (15, 78) pozwoliły na przypisanie sygnału g =  1,93 żelazu związa­
nem u z białkiem, g =  2 , 0 0  semichinonowej form ie flaw in a g =  1 , 9 7  mo­
libdenowi. Sygnał m olibdenu jest jeszcze rozszczepiony na cztery pasma
a, y i d. Typowe widmo EPR oksydazy ksantyny i jego zmiany w czasie 
reakcji przedstaw ia rysunek 5.
Z rysunku widać, że w czasie reakcji najpierw  pojaw ia się sygnał molib­
denu, później FADH' a w końcu żelaza.

B ray podał oparty na tych danych schem atyczny przebieg transportu  
elektronów  od substra tu  do tlenu w reakcji katalizowanej przez oksydazę 
ksantyny (schemat 7).

O udziale m olibdenu w centrum  aktyw nym  wiążącym substra t świad­
czą również badania nad hamowaniem  aktywności oksydazy ksantyny
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m etanolem  — kom petycyjnym  inhibitorem  tego enzymu (1, 79), k tóry  
łączy się tylko z form ą zredukow aną enzymu. W yizolowany kom pleks 
enzym -m etanol daje sygnał EPR m olibdenu bez dodania substra tu  (1), 
co wskazywałoby, że m etanol wiążąc się ze zredukow anym  enzymem 
zapobiega jego utlenieniu.

I I I
|  £  S§CN W

Rys. 5. Sygnały EPR otrzym ane w czasie u tlen ian ia ksantyny przez oksydazę ksan-
tyny (wg 78)

krzywa 1 — utleniony enzym (bez dodania substratu), krzywe 2, 3, 4 — enzym w  czasie redukcji 
po 26, 77, 860 msekundach od dodania substratu, krzywa 5 — enzym całkowicie zredukowany 
(po 1410 msek.), krzywe 1 i 2 mają podwojoną wysokość w  stosunku do pozostałych. Pojawienie  

się poszczególnych sygnałów oznaczono strzałkami

U tlenianie substratu  i redukcja tlenu teoretycznie może zachodzić 
w dwóch reakcjach jednoelektronow ych z w ytworzeniem  wolnych rod­
ników substratu  i tlenu lub też w jednej reakcji dw uelektronow ej przy 
współdziałaniu dwóch centrów  aktyw nych enzymu. Do tej pory brak 
danych doświadczalnych przem aw iających na korzyść jednej lub drugiej 
możliwości.
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Schem at 7. Schem at transpo rtu  elektronów  od substra tu  do akceptora w  reakcji 
katalizow anej przez oksydazę ksantyny (15)

Duży prostokąt przedstawia cząsteczkę białka enzymatycznego. W ramkach ciągłych uwidocz­
nione są struktury odpowiedzialne za sygnały EPR, w ramkach przerywanych — struktury nie  
dające takich sygnałów. Strzałki ciągłe obrazują pobranie lub oddanie elektronu, strzałki 
przerywane — przemianę jednego stanu w drugi bez zmiany wartościowości. Numery przy 

strzałkach wskazują kolejność reakcji

2. Dehydrogenaza kwasu orotowego (EC I.3.3.I.)

Dehydrogenaza kwasu orotowego jest enzymem adaptacyjnym  w ytw a­
rzanym  przez Zymobacterium oroticum  w w arunkach beztlenowych na 
pożywce zaw ierającej znaczne ilości kwasu orotowego (55). Enzym ten 
katalizuje odwracalną reakcję:

NADH +  kw. orotowy +  H+ ^±NAD+ -f kw. ćwuhycroorotowy

Szybkość i kierunek reakcji zależą od pH: w pH  6,5 równowaga reakcji 
jest przesunięta w kierunku w ytw arzania kwasu dwuhydroorotowego, 
natom iast pH 8  jest optym alne dla reakcji odwrotnej. Tlen cząsteczkowy 
może służyć jako akceptor elektronów zarówno w czasie utleniania NADH 
jak i kwasu dwuhydroorotowego. Jeden  mol enzymu zawiera jeden mol 
FAD, jeden mol FMN i dwa mole żelaza (27) oraz grupy tiolowe (1, 73), 
których zablokowanie powoduje u tra tę  aktywności. Rola grup -SH nie 
jest wyjaśniona. M a s s e y  (73) proponuje ich udział w przenoszeniu 
elektronów, B e i n e r t  (6 ) — udział w wiązaniu żelaza.

Dehydrogenaza kwasu ortowego jest jedynym  dotychczas poznanym 
flawoproteidem , zaw ierającym  dwa różne koenzymy flawinowe. Sugero­
wano udział obu nukleotydów  w jednym  centrum , dane doświadczalne 
przem aw iają jednak za udziałem  FMN i FAD w dwóch różnych centrach 
aktyw nych. W czasie reakcji pojaw iają się dwa sygnały o wartości g =  2,00 
charakterystycznej dla form  semichinonowych flaw in (6 , 77). F luores- 
cencja flaw in jest mocniej wygaszana przez kwas dw uhydroorotow y niż 
przez NADH (1). Ponieważ FMN w ykazuje znacznie silniejszą fluorescen-
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cję niż FAD, A l  e m a n  i wsp. (1) w ysuw ają przypuszczenie o udziale 
FMN w tw orzeniu kompleksu z kwasem dw uhydroorotow ym , a FAD 
w tw orzeniu takiego kompleksu z NADH. A utorzy ci proponują p rzedsta­
wiony w schemacie 8  przebieg reakcji katalizow anej przez dehydrogenazę 
kwasu orotowego.

NADH ^  *  Kwas orotowyWHun +e- +e +e r 1
) FAD * — *  Fe Fe ^*==̂  FMN  (

U Ą i f ^  ^K w as dwuhydroonotowy

Schem at 8. Schem at reakcji katalizow anej przez dehydrogenazę kw asu orotowego
(wg A lem ana i wsp., 1)

W ydaje się, że w cyklu katalitycznym  w ystępuje tylko form a u tle ­
niona i semichinonowa flawin, nie w ystępuje natom iast form a zreduko­
wana, ponieważ pow staje ona dopiero po długim  czasie w skutek bardzo 
wolnej reakcji z nadm iarem  substratu. W ydaje się jednak, że podany 
schem at jest znacznie uproszczony, nie tłum aczy bowiem wielu faktów  
doświadczalnych, jak  np. zależności sygnałów EPR od użytego substratu , 
pH  i czasu reakcji (77).

3. Dehydrogenaza kwasu bursztynowego (EC 1.3.99.1.)

Od wykrycia przez T h u n b e r g a  w 1909 r. u tleniania bursztynianu 
przez przem ytą tkankę mięśniową żaby, enzym katalizujący tę reakcję 
jest jednym  z najintensyw niej badanych flawoproteidów. Mimo to jest 
enzymem bardzo mało poznanym. Prace nad wyizolowaniem dehydro­
genazy bursztynianow ej prowadzone od 1910 r. (2, 36, 37, 75) natrafia ły  
na znaczne trudności i dopiero w 1955 r. w pracow niach W a n g a  (98) 
i S i n g e r a  (85) zakończone zostały pełnym  sukcesem. Ustalono, że 
koenzymem jest FAD związany kowalencyjnie z białkiem , praw dopodob­
nie w pozycji 8  pierścienia izoalloksazynowego (46, 99). Enzym zawiera 
również żelazo w ilości 4 moli na 1 mol flaw iny oraz grupy tiolowe. W y­
izolowany enzym jest bardzo n ietrw ały  w temp. 0 °, natom iast w ciekłym 
azocie może być przechowyw any kilka tygodni.

Dodatek bursztynianu w beztlenowych w arunkach powoduje spadek 
absorpcji przy długości fali 450 mjx odpowiadający redukcji flaw iny do 
form y semichinonowej (FADH ). Dalsza redukcja FADH substratem  nie 
zachodzi i dopiero dodatek podsiarczynu sodowego powoduje wytw orzenie 
się FADH 2 (6 8 ). Po dodaniu substra tu  dehydrogenaza bursztynianow a daje 
sygnał EPR g =  2,00 (formy semichinonowej flawin) i sygnał g =  1,94 
(żelaza), zanikające w czasie u tleniania (24, 49). Porów nanie szybkości 
pow staw ania i zaniku sygnałów EPR z szybkością u tleniania bursztynianu
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okazało się jednak niemożliwe ze względu na dużą szybkość tej re ­
akcji (105).

Der V artanian (22, 24) na podstawie wyników prac nad w pływem  na 
widmo absorpcyjne i sygnały EPR dehydrogenazy bursztynianow ej inhi­
bitorów kom petycyjnych (23) oraz odczynników na grupy tiolowe, w y­
sunął przypuszczenie, że centrum  aktyw ne tego enzymu stanowi kom ­
pleks flaw ina-grupy tiolowe-żelazo. Kompleks ten w reakcji z substratem  
pobierałby dwa elek trony  i proton, przy czym jeden elektron przyjm o­
w ałaby flawina redukując się do semichinonu, a drugi elektron i proton — 
układ żelazo-grupy tiolowe. Sposób przekazyw ania elektronów  przez zre­
dukow any enzym nie jest dotychczas poznany, bowiem nie znamy jego 
naturalnego akceptora elektronów . Pogląd, że jest nim ubichinon nie jest 
powszechnie przyjm ow any (19).

4. Dehydrogenaza NADH (EC 1.6.99.3.)

Utlenianie NADH w m itochondriach zachodzi za pośrednictw em  kom ­
pleksu enzymatycznego lipidowo-białkowego, nazwanego łańcuchem  od­
dechowym. Pierw szym  jego 'ogniw em  jest dehydrogenaza NADH. Uwol­
nienie tego enzymu zachodzi tylko po zniszczeniu wiązań lipidowo-biał- 
kowych przez działanie fosfolipazą A lub etanolem  w kwaśnym  środo­
wisku. Od 1952 r., kiedy to w pracow ni M a h 1 e r a (60) wyizolowano po 
raz pierwszy rozpuszczalną dehydrogenazę NADH, w kilku innych labo­
ratoriach wyizolowano wiele różniących się własnościami enzymów ka­
talizujących utlenianie NADH (32, 49, 81). Ich własności i m etody izolacji 
opisane zostały w jednym  z poprzednich zeszytów Postępów Biochemii 
(43). W ydaje się, że są one różnym i fragm entam i natyw nej dehydroge­
nazy NADH częściowo zmodyfikowanym i m etodyką izolacji (42, 82). Ro­
dzaj grupy prostetycznej dehydrogenazy NADH był przedm iotem  szero­
kiej dyskusji w ciągu ostatnich pięciu lat (38, 45, 50, 74). Ostatecznie 
ustalono, że jest nim FMN (21, 57) a nie FMN i FAD, jak początkowo 
tw ierdził S i n g e r  (102). W yizolowane dehydrogenazy NADH zaw ierają 
żelazo związane niehemowo w ilcści od 4 do 18 moli na 1 mol flawiny oraz 
grupy tiolowe (21, 50).

Kompleks oksydazy NADH daje sygnał EPR charakterystyczny dla 
żelaza, zanikający w obecności substra tu  pod wpływem  odczynników na 
grupy tiolowe (96, 97). Spośród rozpuszczalnych dehydrogenaz NADH, 
tylko nieliczne, np. enzym  Singera i enzym H aftefi’ego dają ten sygnał, 
ponieważ najczęściej w czasie izolacji enzymu zachodzą zm iany w jego 
centrum  aktyw nym  i ulega zniszczeniu s truk tu ra  odpowiedzialna za pow­
staw anie sygnału (10). Biorąc pod uwagę przytoczone dane w ydaje się 
słuszna hipoteza E s t a b r o o k a  i wsp. (97), że centrum  aktyw ne dehy­
drogenazy NADH zaw iera kom pleks flawina (FMN)-żelazo niehem owe- 
-grupy tiolowe.
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Uwagi końcowe

Zastosowanie nowych metod w badaniu enzymów flawinowych po­
zwoliło na osiągnięcie znacznego postępu w ciągu ostatnich 5 lat. Technika 
EPR um ożliwiła badanie nie tylko wolnych rodników  flawin, ale rów ­
nież param agnetycznych atom ów m etali (żelaza i molibdenu) wchodzą­
cych w skład wielu enzymów flawinowych. W ten  sposób udowodniono 
udział niehemowego żelaza oraz m olibdenu w transporcie elektronów . 
Możliwy w ydaje się udział żelaza niehemowego również w procesach 
przeniesienia energii.

Badanie relaksacji zaabsorbowanej energii św ietlnej dostarczyło in ­
form acji o współdziałaniu m etalu i form y semichinonowej flawiny. Udo­
skonalone m etody spektrofotom etryczne pozwoliły na zbadanie zm ian 
oksydoredukcyjnych flaw iny w czasie jednego cyklu reakcji i na ilościowe 
oznaczenie jej form: utlenionej, semichinonowej i zredukow anej. W y­
stępowanie grup tiolowych w enzymach flawinowych było znane od daw ­
na, ale udział ich w przenoszeniu elektronów  nie był jasny. Badania nad 
dehydrogenazą lipoamidu pozwoliły na ustalenie roli grup tiolowych 
w przenoszeniu elektronów  i wiązaniu substratu. Uzyskano również dane 
wskazujące na udział tak  zwanych labilnych grup tiolowych w wiązaniu 
m etalu z białkiem.

W ydaje się, że dalszy rozwój badań zmierza do lepszego w yjaśnienia 
zmian konform acyjnych białka związanych z przeniesieniem  elektronów .
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M A R IA  E R E C IÑ SK A  *, TAD EU SZ CHOJNACKI  **

Udział fosfolipidów w reakcjach łańcucha oddechowego 

Participation of Phospholipids in the Reactions of the Respiratory Chain

NASZEMU DROGIEMU NAUCZYCIELOWI, 
PANU PROFESOROWI I. HELLEROWI

Role and im portance of phospholipids for the enzym atic reactions of the  m ito­
chondria are discussed.

Fosfolipidy komórkowe w ystępują głównie jako składniki s tru k tu r 
kom órkowych przede w szystkim  we frakcji m itochondrialnej i m ikroso- 
mowej, a praw ie zupełnie brak  ich we frakcji rozpuszczalnej. W ystępowa­
nie fosfolipidów głównie w  form ie kompleksów lipoproteidowych nasunęło 
przypuszczenie, że w  skład takich kompleksów mogą wchodzić również 
białka enzymatyczne. Tym samym  fosfolipidy rozpatryw ane dotąd w y­
łącznie jako składnik s tru k tu ra ln y  m itochondrium  mogłyby grać bez­
pośrednią rolę w reakcjach enzymatycznych.

Fosfolipidy z pewnością odgryw ają rolę w czynności niektórych en­
zymów m ikrosomowych jak  fosfataza glukozo-6 -fosforanu (2 0 ), cytydylo- 
transferaza CTP: fosforan choliny (12) oraz oksydoreduktaza NADH: cy- 
tochrom  c (31). Natom iast dane o udziale fosfolipidów mikrosomowych 
w  biosyntezie białka (29) a także w transporcie jonu sodowego (28) — są 
kontrow ersyjne. Ogromna jednak większość prac nad rolą fosfolipidów 
w reakcjach enzym atycznych dotyczyła reakcji w łańcuchu oddechowym 
m itochondriów. Przedm iotem  badań były m itochondria tkanek ssaków, 
głównie serca. Uzyskany w ciągu ostatnich kilku lat postęp w tej dzie­
dzinie jest w dużej m ierze zasługą D. E. G r e e n a  i jego w spółpra­
cowników.

* lek., doktorant In sty tu tu  Biochem ii i Biofizyki PAN, W arszawa.
** doc. dr, Insty tu t Biochemii i Biofizyki PAN, W arszawa.
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Rodzaje fosfolipidów mitochondrialnych

Lipidy stanowią znaczny procent suchej wagi m itochondriów. M ito­
chondria serca wołu zaw ierają ich około 26%, zaś m itochondria w ątroby 
szczura 21—29,6%, przy czym przew ażają wśród nich fosfolipidy (50— 93% 
wg różnych autorów). F l e i s c h e r  i wsp. (15) podają, że w m itochon­
driach serca wołu fosfolipidy stanowią około 90% lipidów. Pozostałość 
czyli frakcja tłuszczów obojętnych zawiera też ubichinon, cholesterol, 
karotenoid i estry  glicerydowe. Frakcja fosfolipidowa składa się z 4 fosfo­
lipidów, z przewagą fosfatydylocholiny (37%) i fosfatydyloetanoloam iny 
(31%). Ponadto zarówno w m itochondriach serca wołu jak  i w ątroby 
szczura znaleziono fosfatydyloinozytol (1 0 %) oraz małe ilości sfingolipi- 
dów. Dla m itochondriów serca charakterystyczna jest duża zawartość 
plazm alogenu i kardiolipiny (16%). Niemal cała ilość komórkowej kardio- 
lipiny zaw arta jest w m itochondriach. Fosfolipid ten  jest charakterystycz­
nym składnikiem  m itochondriów również u roślin (50). Kardiolipina jest 
najbardziej elektroujem nym  fosfolipidem, drugą jej ważną cechą jest w y­
soki stopień nienasycenia — około 3,2 podwójnych wiązań na jeden atom  
fosforu fosfolipidowego. Pozostałe fosfolipidy m itochondriów charakte­
ryzują się również m niej lub bardziej ujem nym  ładunkiem . W porów­
naniu z mikrosomami m itochondria zaw ierają m niej fosfolipidów choli- 
nowych przy podobnej zawartości fosfolipidów etanoloam inowych, poza 
tym  jednak skład ich nie odbiega jakościowo ani ilościowo od fosfolipidów 
innych frakcji podkomórkowych. Nasuwa to przypuszczenie o m ałej spe­
cyficzności funkcji kom ponentu fosfolipidowego w s truk tu rach  podko­
m órkowych. Również skład fosfolipidów poszczególnych kom ponentów 
w m itochondriach (ETP, oksydoreduktazy bursztynian: cytochrom  c, oksy- 
doreduktazy NADH: cytochrom c, oksydazy cytochromowej) jest podobny 
i nie różni się od składu fosfolipidów całej organelli (4). Świadczyłoby to
o niespecyficznej funkcji fosfolipidów w enzym atycznej aktyw ności tych 
komponentów. Jednakże, (por. poniżej), w pewnych reakcjach łańcucha 
oddechowego absolutnie niezbędny jest określony fosfolipid (19, 47).

Pochodzenie i przemiana fosfolipidów mitochondrialnych

Niewiele wiadomo o pochodzeniu m itochondriów, ostatnie badania 
(22, 35) przem aw iają za tym, że organelle te są s truk tu ram i sam orepli- 
kującym i się. Zatem  w innyby one posiadać zdolność syntetyzow ania 
swoich głównych składników. Badania R o o d y n a i wsp. (46) wskazują, 
że m itochondria wolne od zanieczyszczeń m ikrosomów włączają znakowane 
aminokwasy we frakcje białkowe, co przem aw iałoby za tym, że mogą 
syntetyzowąć własne białka. Drugim  obok białek podstawowym  skład­
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nikiem  m itochondriów są fosfolipidy. Wg R o t s c h i l d a  (45) synteza 
wszystkich lipidów kom órki lub przynajm niej niektóre jej etapy biegną 
we frakcji mikrosomów. We frakcji tej zachodzi: m etylow anie zasady azo­
towej fosfolipidów, estryfikacja glicerofosforanu kwasam i tłuszczowymi, 
fosforylowanie dwuglicerydów, acylowanie lizolecytyny, lizofosfatydy- 
loetanoloaminy, tworzenie fosfatydyloinozytolu w reakcji inozytolu z cy- 
tydynodwufosfodwuglicerydem , reakcja cytydynodwufosfocholiny z dw u- 
glicerydem  plazmalogenowym i ceramidami, biosynteza sfingozyny. Rów­
nież biosynteza trójglicerydów  przebiega w mikrosomach. Należałoby 
zatem  przyjąć, że frakcja m ikrosomowa jest m iejscem  w ytw arzania fosfo­
lipidów komórkowych, w tym  także m itochondrialnych. W edług W i 1 - 
g r a m a  i K e n n e d y ’ e g o  (57) m itochondria nie zaw ierają enzymów 
katalizujących syntezę fosfolipidów z udziałem  koenzymów cytydynowych„ 
Badania grupy H a w t h o r n e ’ a prowadzone in vivo  przem aw iają jed ­
nak za tym, iż we frakcji m itochondrialnej zachodzi intensyw na synteza 
lecytyny z cytydynodw ufosfocholiny (27). Również badania nad powsta­
waniem  fosfolipidów z endogennych dwuglicerydów  (39, 40) świadczą, że 
synteza fosfolipidów z koenzymów cytydynow ych a także reakcje m etylo- 
wania zasady azotowej fosfolipidu zachodzą we frakcji m itochondrialnej 
w rów nym  stopniu jak  we frakcji m ikrosomów w ątroby szczura. Dane 
W e l l s a  (55) również wskazują, że w m itochondriach zachodzi reakcja 
w ytw arzania lecytyny drogą m etylow ania kefaliny (6). G a r b u s  i wsp.
(21) wykazali, że nieorganiczny, znakowany fosforan ulega bardzo szybko 
wcieleniu do fosfolipidów m itochondrialnych.

F l e t c h e r  i S a n a d i  (18) stw ierdzili, że przeciętny biologiczny 
okres półtrw ania lipidów m itochondrialnych wynosi 10,3 dnia. Poszczegól­
ne rodzaje fosfolipidów wym ieniane są jednak z niejednakow ą szyb­
kością (27). Z badań nad szybkością wiązania 32P in vivo  wynika, że ze 
s truk tu rą  m itochondriów najtrw alej związane są fosfolipidy o większym 
ładunku ujem nym  (fosfatydyloseryna, fosfatydyloinozytol i kardiolipina), 
a przynajm niej część fosfatydyloetanoloam iny i fosfatydylocholiny ulega 
wym ianie dużo szybciej niż w ynikałoby to z danych Fletchera i Sanadi. 
Prawdopodobnie w m itochondriach są dwie odrębne pule m etaboliczne 
fosfatydyloetanoloam iny i fosfatydylocholiny: jedna o krótszym  okresie 
półtrw ania obejm ująca fosfolipidy m etabolizowane podczas trw ania orga­
nelli, i druga, o dłuższym  okresie — złożona z fosfolipidów wym ienia­
nych dopiero po rozpadzie s tru k tu ry  organelli. Wg P a s c a u d (43) w y­
m iana kwasów tłuszczowych lecytyny tak  w m itochondriach jak w innych 
frakcjach podkomórkowych (mierzona szybkością wbudow ywania octanu 
14C) następuje w ciągu ok. 3 godzin. Zatem  przynajm niej niektóre fosfoli­
pidy ulegają szybkiej odnowie bądź w wyniku biosyntezy fosfolipidów 
w m itochondriach, bądź też drogą zastępowania fosfolipidów m itochon­
drialnych przez gotowe cząsteczki zsyntetyzow ane w mikrosomach.

[3]_
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Rola fosfolipidów w łańcuchu oddechowym

W roku 1934 S i n c l a i r  zauważył (49), że zużycie tlenu  przez miazgę 
z tkanki zwiększało się po dodaniu fosfolipidów. Chociaż obserw ację tę 
trudno zinterpretow ać, zwróciła ona uwagę na rolę fosfolipidów w p ro ­
cesach utleniania. Dopiero lata pięćdziesiąte przyniosły szybki postęp 
w tej dziedzinie. Pierw szych, choć pośrednich dowodów znaczenia fosfo­
lipidów m itochondrialnych dla funkcji m itochondriów dostarczyły bada­
nia nad wpływem  fosfolipaz na oddychanie. W roku 1953 B r a g a n c a  
i Q u a s t e l  (5) stw ierdzili ham owanie w ielu enzymów w m itochon- 
driach mózgu pod wpływem  fosfolipazy A. W tym  samym  roku N y- 
g a a r d  i S u m m e r  (42) zauważyli, że krystaliczna lecytynaza A inak- 
tyw uje układ oksydoreduktazy bursztynian: 0 2 (oksydaza bursztynianow a) 
w m itochondriach w ątroby szczura. Łagodna hydroliza przy pomocy tego 
enzym u inaktyw ow ała układ całkowicie, podczas gdy uszkodzenia zarówno 
samej dehydrogenazy bursztynianow ej jak  i oksydazy cytochromowej 
były nieznaczne. Dodatek cytochrom u c nie przyw racał aktywności, z czego 
autorzy wnioskowali, że lecytynaza A uszkadzała część składową układu 
wiążącą dehydrogenazę bursztynianow ą i cytochrom  c. N a g a a r d  (41) 
stw ierdził, że w tych samych w arunkach ulegała również inaktyw acji 
oksydoreduktaza NADH: 0 2 (oksydaza NADH). M echanizm działania le- 
cytynazy był identyczny jak  w przypadku oksydoreduktazy burszty ­
nian: o2.

Już w roku 1938 stwierdzono hamowanie u tleniania bursztynianu pod 
wpływem  fosfolipazy C z Cl. perjringens  (59), zaś T o o k e y  i B a l l s  
(51) obserwowali to samo zjawisko pod wpływem  fosfolipazy D. Dopiero 
jednak  A m b e i C r  a n e (3) badając cząstki przenoszące elektrony 
(z m itochondriów serca wołu), zdołali przywrócić zniesioną działaniem  fos­
folipazy A aktywność oksydazy bursztynianow ej przez jednoczesne do­
danie cytochromu c i fosfolipidu. Nie wykluczało to jednak możliwości, 
że hamować oddychanie mogły produkty  reakcji katalizowanych przez 
fosfolipazy.

Bezpośrednich dowodów udziału fosfolipidów w poszczególnych funk­
cjach m itochondriów dostarczyły badania ostatnich lat, głównie szkoły 
G r e e n a. Pionierskie doświadczenia należą do L e s t e r a  i F l e i -  
s c h e r  a (33). Aby stw ierdzić niezbędność fosfolipidów dla danej reakcji 
należało wykazać, że: a. usunięcie fosfolipidów z m itochondriów lub ich 
fragm entów  pociągnie za sobą całkowitą u tra tę  aktyw ności enzym atycznej,
b. dodanie fosfolipidów odtwarza tę aktywność, w stopniu proporcjonal­
nym  do ilości związanego przez m itochondria lipidu. L e s t e r  i F 1 e i - 
s c h e r ekstrahując m itochondria mieszaniną acetonu z wodą wykazali 
praw ie całkowitą u tra tę  aktywności oksydazy bursztynianow ej i oksydazy 
NADH, przy zachowaniu niem al nietkniętej s truk tu ry . Aktywność enzy­
m atyczną można było przyw racać w sposób zależny od w arunków  ekstrak­
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cji. Po ekstrakcji acetonem  zaw ierającym  4% wody do przyw rócenia 
aktyw ności wym agane było jedynie dodanie ubichinonu. Natom iast po 
ekstrakcji acetonem zaw ierającym  1 0 %  wody, co usuwało około 80% 
fosfolipidów z m itochondriów, dodatek ubichinonu nie w ystarczał dla 
przyw rócenia aktyw ności dehydrogenazy bursztynianow ej, lecz niezbędne 
okazało się dostarczenie także fosfolipidów. Od dawna jest rzeczą znaną, 
że pomiędzy endogennymi fosfolipidami m itochondriów i dodanymi z zew­
nątrz fosfolipidami szybko ustala się równowaga (14). Fosfolipidy są 
również łatwo w budow ywane do preparatów  w yekstrahow anych acetonem  
(15). Szybkość wbudow ywania zależy od rodzaju fosfolipidu. Spośród 
trzech fosfolipidów m itochondrialnych najw ydatniej wiąże się kardiolipina, 
słabiej fosfatydyloetanoloam ina, najm niej zaś lecytyna. W m iarę pobiera­
nia fosfolipidów przez m itochondria wydajność reakcji ich wiązania m a­
leje i przy pobraniu około llj-ig fosforu fosfolipidowego na mg białka 
(około 0,2—0,3mg fosfolipidu) osiąga wartość graniczną (stan nasycenia). 
S tan nasycenia odpowiada stosunkowi fosfolipidu do białka w nienaruszo­
nych mitochondriach. Stopień reaktyw acji aktywności enzym atycznej jest 
proporcjonalny do ilości związanego fosfolipidu. W stanie nasycenia reak ­
tyw acja osiąga 100%. W zależności od rodzaju fosfolipidu reaktyw ację 
osiąga się w ciągu kilku do kilkunastu  m inut. Reakcja reaktyw acji nie 
wym aga energii, ani obecności żadnych dodatkowych kofaktorów i jest 
zupełnie niespecyficzna. Aktywność przyw racały zarówno fosfolipidy m i- 
tochondrialne jak  i fosfolipidy sojowe (azolektyna). Podkreślić należy, 
że skuteczność fosfolipidu w odtw arzaniu aktywności zależy od stanu 
fizycznego w jakim  jest dodaw any do m itochondriów. F l e i s c h e r  
i K 1 o u w e n (17) wykazali, że fosfolipid musi być w stanie m icellarnym . 
Zew nętrzna powłoka m icelli jest hydrofilowa, natom iast grupy hydrofo­
bowe skierowane są do wew nątrz. W arunkuje to rozpuszczalność lipidu 
w wodzie i ma duże znaczenie w procesie jego wiązania z białkiem  (por. 
niżej). S tan  m icellarny uzyskuje się przez sonikację (34) albo przez dializę 
w stosunku do wody (17). Zawiesina fosfolipidów ulega wówczas p rzejaś­
nieniu.

Pewne reakcje, zachodzące w m itochondriach zależą od fosfolipidów. 
Obecność lecytyny jest niezbędna do enzymatycznego utleniania P-hy- 
droksym aślanu. Ten fosfolipid jest specyficznym aktyw atorem  apode- 
hydrogenazy |3-hydroksymaślanu i w obecności grup SH wiąże się z apo- 
proteidem  tworząc kompleks czynny enzymatycznie (47, 48). Działanie 
kompleksu wyizolowanego z m itochondriów nie zależy od egzogennej le­
cytyny. Zależność ta pojawia się z chwilą rozbicia kompleksu. Zdolność 
odtw arzania aktywności m ają jedynie lecytyny, przy czym może to być 
zarówno lecytyna m itochondrialna jak i lecytyna syntetyczna. R eakty­
wacja dehydrogenazy jest tym  większa im wyższy jest stopień nienasyce­
nia reszt kwasowych dodanej lecytyny (32). I tak syntetyczna lecytyna 
zaw ierająca jedną resztę (3-oleilową daje pełną reaktyw ację, podczas gdy
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syntetyczna lecytyna z dwiema resztam i nasyconych kwasów tłuszczo­
wych m a tylko nieznaczny wpływ. Do uzyskania m aksym alnej reak ty ­
wacji należy dodać około 2 0 0  cząsteczek lecytyny na każdą cząsteczkę 
apoenzymu (stosunek wagowy ilości dodanej lecytyny do białka wynosi 2 ). 
Dlatego też lecytyna nie może być uważana za klasyczny koenzym, choć 
ze względu na ścisłą specyficzność i zależność aktywności od stężenia 
przypom ina ona koenzym.

Badania szkoły G r e e n a  wykazały, że funkcje oksydoreduktaz 
bursztynian: cytochrom c i NADH: cytochrom c są zależne od fosfolipidów 
(8 , 16). Ekstrakcja m ieszaniną acetonu z wodą powoduje u tra tę  aktyw ności 
enzym atycznej, dodatek fosfolipidów aktywność tę odtwarza.

Wiele prac poświęcono zagadnieniu zależności oksydazy cytochromowej 
od fosfolipidów (10, 53, 26, 37— 8 ). Oczyszczony prepara t oksydazy cyto­
chromowej przygotowany wg G r e e n l e e s  i W a i n i o  (25) wym agał 
do działania dodatku fosfolipidów. Dodanie fosfolipidów wzmaga o k ilka­
set procent aktywność natywnego enzymu, oraz odtw arza aktywność 
p repara tu  ubogiego w fosfolipidy. Dodanie związków powodujących rozbi­
cie lipoproteidów (dezoksycholan) do roztworu zawierającego cytochrom 
c i fosfolipid powoduje spadek aktywności oksydazy cytochromowej. 
B r i e r l e y  i M e r o l a  (7) ekstrahow ali oczyszczoną oksydazę cyto- 
chromową z serca wołu m ieszaniną acetonu z wodą zm niejszając zawartość 
lipidów o połowę. Powodowało to praw ie całkowite unieczynnienie enzy­
mu. Fosfolipidy z m itochondriów lub poszczególne oczyszczone frakcje 
fosfolipidowe (fosfatydyloetanoloam ina, fosfatydyloinozytol, kardiolipina) 
odtw arzały w 50°/o pierw otną aktywność, a stopień reaktyw acji był pro­
porcjonalny do ilości pobranego przez enzym fosfolipidu. P rzy  50% 
reaktyw acji ilość związanego fosfolipidu równa była zawartości fosfoli­
pidu w preparacie oksydazy przed ekstrakcją. I g o  i wsp. (30) donieśli, 
że w stosowanych przez nich w arunkach doświadczenia w yekstrahow any 
preparat oksydazy cytochromowej najlepiej reaktyw ow ała lizolecytyna 
z drożdży. P rzy  użyciu dużych stężeń cholanu T z a g a l o f f  i M c L e n ­
n a n  (52) byli w stanie usunąć z oksydazy cytochromowej do 85% zwią­
zanego fosfolipidu przez dw ukrotne frakcjonow anie enzymu. Dodając do 
tego preparatu  fosfolipidy m itochondrialne udało im się odtworzyć ponad 
90% aktywności. D a s  i wsp. (11) wykazali doświadczalnie wiązanie cy­
tochrom u c fosfolipidem choć zagadnienie czy rola fosfolipidu polega na 
wiązaniu cytochrom u c, czy na uczestniczeniu we współdziałaniu cyto­
chrom u c z oksydazą pozostaje w dalszym ciągu kw estią o tw artą. P roste- 
tyczne grupy cytochrom u c i oksydazy cytochromowej są lipofilowe 
i fosfolipid mógłby stanowić odpowiednie środowisko w m itochondriach 
umożliwiające współdziałanie tych grup. W i d m e r  i C r a n e  (56) opi­
sali rozpuszczalną w lipidach formę cytochromu c, k tórą można w yekstra­
hować heptanem . Ten rozpuszczalny cytochrom c można wytworzyć m ie­
szając roztwór zredukowanego cytochromu c z m itochondrialnym i fosfo­
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lipidam i i ekstrahując m ieszaninę heptanem . Prawdopodobnie cytochrom c 
działa w łańcuchu oddechowym w postaci rozpuszczalnej w lipidach jako 
kompleks cytochrom  c — fosfolipid.

Ostatnio opisano ciekawe zachowanie się transhydrogenazy mitochon- 
d ria lnej pod wpływ em  oczyszczonej fosfolipazy A i rozpuszczalników 
organicznych (44). Czynniki te zm ieniają właściwości transhydrogenazy 
w stosunku do substratu . Nieuszkodzony enzym może przenosić wodory 
albo z NADH2 albo z NADPH2. Fosfolipaza A a także ekstrakcja enzymu 
m ieszaniną acetonu z wodą powodują, że enzym może przenosić wodory 
tylko z NADH2 na akceptor (autorzy stosowali sztuczny akceptor: dw u- 
nukleotyd 3-acetylopirydynoadenylow y — 3-APAD). Przypuszcza się, że 
w  nieuszkodzonym enzymie rola cząsteczki lecytyny polega na zbliżeniu 
m iejsc wiązania substratów  tak, że zdolny jest on do obustronnego prze­
noszenia wodorów (schemat 1).

\ \
NADP —»>NAD — ► Akceptor (3-APAd)

Odłączenie lecytyny 
(fosfolipaza A+Ca*7, ekstrakcja 
mieszaninami, acetonu lub II!rz. 
alkoholu amylowego z wodą)

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

Sirzatki oznaczają kierunek przenoszenia wodorów 

Schem at 1. (wg 44)

Fosfolipidy grają również istotną rolę w aktywności A TP-azy zależnej 
od M g+2 (9).

Do zrozumienia roli fosfolipidów choć kilka słów poświęcić należy na­
turze w iązań m iędzy fosfolipidem a białkiem. F l e i s c h e r  (13) pod­
sum ow ując w yniki badań w łasnych i innych badaczy stw ierdza, że wiąza­
nia te w ydają się być dwojakiego rodzaju, elektrostatyczne i hydrofo­
bowe. Przykładem  wiązania elektrostatycznego jest wiązanie zasadowego 
białka cytochrom u c z kardiolipiną. W iązanie to pow staje m iędzy kwasem 
fosforowym cząsteczki fosfolipidu a wolnym i grupam i aminowym i białka. 
M a c h i n i s t  i wsp. (36) otrzym ali kom pleks składający się z 32 moli 
kefaliny na mol cytochromu c. Stosunek ten zgadzałby się z liczbą wolnych
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grup aminowych cytochromu c. A utorzy ci sugerują, że cytochrom  c znaj­
duje się w otworze w błonie m itochondrialnej związany elektrostatycz­
nie z ujem nie naładow anym i fosfolipidami pokryw ającym i większą część 
powierzchni otworu. W iązaniami drugiego typu są wiązania hydrofobowe. 
Polegają one na polarnym  współdziałaniu między parafinow ym i obsza­
ram i na powierzchni białka i resztam i kwasów tłuszczowych fosfolipidów. 
Między fosfolipidem a białkiem  mogą powstawać wiązania jonowe, jednak  
z reguły  nakładają się one na wiązania hydrofobowe.

Znaczenie fosfolipidów mitochondrialnych

Badania wykonane przy pomocy m ikroskopu elektronowego (23) w y­
kazują, że większość fosfolipidów m itochondriów nie jest niezbędna do 
zachowania ich zasadniczej struk tu ry . Z przytoczonych powyżej rozważań 
wynika jednak, że fosfolipidy stanow ią in tegralną część składową m ito­
chondriów i trudno pomyśleć o jakiejkolw iek funkcji m itochondriów, 
która odbywałaby się bez ich udziału. Rola fosfolipidów może być związa­
na z ich fizycznymi właściwościami — ze zdolnością do tworzenia micelli, 
k tóre mogą działać jako pomosty m iędzy hydrofilow ym i i hydrofobowymi 
obszarami, bądź grupam i funkcjonalnym i. Hydrofobowe łańcuchy białka 
w ym agają lipidu jako pomostu do fazy wodnej. W spółdziałanie substratu  
z NAD wym aga również hydrofobowego środowiska (23). Enzym y p irydy­
nowe posiadają w łasny obszar hydrofobow y tworzący in tegralną część 
ich struk tury . Dehydrogenaza P-hydroksym aślanu tym  różniłaby się od 
innych enzymów pirydynow ych, że w jej apoenzymie nie ma obszaru 
hydrofobowego. Obszar ten  stanowi odłączalna od białka lecytyna.

Rola fosfolipidów mogłaby polegać na ich zdolności do ustaw iania hy­
drofobowych grup funkcjonalnych i solubilizacji nierozpuszczalnych w wo­
dzie cząsteczek takich jak  ubichinon. Wg G r e e n a (24) fosfolipidy m i- 
tochondrialne nie są rozmieszczone równom iernie wzdłuż łańcucha od­
dechowego lecz tw orzą rodzaj pakiecików um ożliwiających przenoszenie 
elektronów  m iędzy poszczególnymi kom pleksami łańcucha oddechowego. 
Rolę fosfolipidów m ożnaby zatem  rozumieć jako tworzenie środowiska, 
w którym  zanurzone są i odpowiednio ustawione do współdziałania grupy 
funkcjonalne. Hydrofobowe ugrupow ania fosfolipidu służyłyby dodatkowej 
funkcji tworzenia środowiska o niskiej stałej dielektrycznej.

W ystępowanie fosfolipidów w m itochondriach w dużych ilościach oraz 
niski stopień specyficzności lub jej brak  przy odtw arzaniu funkcji enzy­
m atycznych przem aw ia raczej przeciwko pełnieniu przez nie roli koenzy­
mu. Jednakże jeden opisany ostatnio w literaturze przypadek wskazuje, 
że możliwość tego rodzaju istnieje. Badania A b d u l l a h a  i D a v i s  o- 
n a  (1 , 2 ) nad mechanizmem ham ow ania dehydrogenazy bursztynianow ej 
fosfolipazą A dowodzą, że w preparatach  drożdży zachodzi tworzenie się 
a-acylc-P-sukcynyloglicerofosforylocholiny i odwodorowanie tego związ­
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ku z utw orzeniem  a-acylo-P-fum aryloglicerylofosforylocholiny a następ­
nie odłączenie fum aranu od fosfolipidu. Fosfolipaza A ham uje pierw szy 
etap tego procesu (schemat 2 ).

Dodany syntetyczny 
sukcynylofosfatyd

y -2H
Bursztynian — ►Sukcynylofosfatyd------► Fumarylofosfatyd —► Fama ran

i t I1--------------------Fosfatyd----------1
Zablokowanie 

przez fos folipazę A

Schem at 2. (wg 1)

Fosfolipidy odgryw ają niepoślednią rolę w procesie gromadzenia ener­
gii w  m itochondrium . W ydaje się, że wszystkie reakcje prowadzące do 
syntezy wysokoenergetycznego wiązania oraz przeniesienia go na ADP 
w ym agają ochrony przed hydrolitycznym  działaniem  wody. Fosfolipid 
otacza prawdopodobnie kompleks, w którym  zachodzi synteza ATP.

Fosfolipidy odgryw ają wreszcie rolę w transporcie jonów przez błonę 
m itochondrialną. Dane W o j t c z a k a  i wsp. (58) w skazują na ścisły 
związek m iędzy syntezą fosfolipidów m itochondrialnych a kurczeniem  m i­
tochondriów. Błona m itochondria]na jest ujem nie naładow ana i możliwe, 
że ujem nie naładowane grupy fosfolipidów kontrolują transport przez bło­
nę. Usunięcie lipidów powoduje u tra tę  a dodanie fosfatydyloinozytolu 
przyw raca zdolność kurczenia wywołanego przez ATP (54).
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A N N A  B. W O JTC Z A K  *

Transport jonów i metabolitów przez błony 
mitochondrialne

Transport of Ions and Metabolites across Mitochondrial Membranes

PANU PROFESOROWI JOZEFOWI HELLEROWI 
Z OKAZJI 70-TEJ ROCZNICY URODZIN

The transport of ions and m etabolites across m itochondrial m em branes is 
review ed. D ifférent m echanism s involved in this transpo rt are discussed in relation

to m itochondrial m etabolism .

M itochondria znajdu ją  się w  kom órkach praw ie wszystkich tkanek 
zwierzęcych i roślinnych. W organellach tych zachodzą główne procesy 
dostarczające organizmowi energii, tzn. całkowite utlenienie substratów  
organicznych do dw utlenku węgla i wody, powiązane z wytwarzaniem  
i z m agazynowaniem  energii, k tóra się podczas tego procesu uwalnia. 
Badania sprzed lat około dw udziestu ustaliły, że w m itochondriach zloka­
lizowane są układy enzym atyczne, katalizujące utlenianie różnych sub­
stratów , a więc cykl kwasów trójkarboksylow ych, układ utleniania kw a­
sów tłuszczowych, dehydrogenazy aminokwasów oraz układ u tleniający 
NADH2, zwany inaczej łańcuchem  oddechowym. W m itochondriach zlo­
kalizowane są także układy fosforylacyjne, współdziałające ściśle z uk ła­
dami utleniającym i: układ fosforylacji oksydacyjnej substratow ej, w y­
tw arzający GTP podczas reakcji sprzężonej z utlenianiem  kwasu ketoglu- 
tarowego, oraz układ fosforylacji oksydacyjnej, w ytw arzający ATP pod­
czas u tleniania NADH2 przez łańcuch oddechowy.

W yniki badań ostatnich la t dziesięciu uzyskane głównie przy pomocy 
mikroskopu elektronowego pozwoliły na ustalenie morfologicznej budowy 
m itochondrium , co w raz z danym i biochemicznymi umożliwiło lepsze zro­
zumienie mechanizm ów współdziałania układów  oksydoredukcyjnych i fos- 
forylacyjnych. M itochondria izolowane z serca, nerki lub w ątroby w yglą­
dają na zdjęciu m ikroskopow o-elektronow ym  jak pęcherze o podwójnej 
błonie. Błona zew nętrzna jest łatwo przepuszczalna — pozwala na przeni­

* Dr, ad iunk t Z akładu Biochem ii In sty tu tu  Biologii Dośw iadczalnej PAN im. 
M. Nenckiego.
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kanie jonów, nukleotydów i sacharozy, lecz nie przepuszcza poliglukozy. 
Błona w ew nętrzna jest natom iast praktycznie praw ie nieprzepuszczalna 
dla nukleotydów nikotynamidowych, kationów, anionów nieorganicznych 
prócz fosforanu i arsenianu, większości anionów organicznych i sacharozy. 
Jest ona pofałdowana do w ew nątrz tworząc tzw. cristae. Obszerniejsze 
wiadomości o budowie m itochondriów zamieszczone są we wcześniejszych 
zeszytach Postępów Biochemii (44, 46). P rzestrzeń ograniczona błoną we­
w nętrzną, zawierająca tzw. m atrix , zachowuje się jak osmom etr doskonały 
stosownie do równania:

v = ̂ +v ĉ
gdzie V oznacza objętość osm om etru w roztworze substancji o stężeniu c, 

V c _ o o  odpowiednią objętość przy stężeniu nieskończenie dużym, a k jest 
wielkością stałą. Badania przeprowadzone w 0,25M roztworze sacharozy 
wykazały, że osmotycznie czynna przestrzeń wynosi około 50% całej 
zawartości wody m itochondrium  w ątroby, a jest trochę m niejsza w m ito­
chondriach m ięśniowych (26, 40). Zdjęcia z m ikroskopu elektronowego 
pokazują, że pęcznienie m itochondriów zachodzi głównie dzięki powięk­
szeniu objętości m atrix  przy jednoczesnym  rozfałdow aniu błony we­
w nętrznej.

Bardzo ograniczona przepuszczalność izolowanych mitochondriów 
w stosunku do większości m etabolitów , a szczególnie substratów  utlenial- 
nych, od daw na spraw iała dużą trudność w zrozum ieniu działania mi­
tochondriów in vivo. Na podstawie badań lat ostatnich możemy obecnie 
wyróżnić szereg mechanizm ów um ożliw iających przechodzenie substancji 
przez w ew nętrzną błonę m itochondrialną.

Jak  wspomniano, kationy jednow artościowe nie przechodzą przez nie­
uszkodzoną błonę, obecność pewnych substancji powoduje jednak zmianę 
jej przepuszczalności. Pew ne antybiotyki i hormony, jak np. walinom y- 
cyna (29, 33), gram icydyna (12), horm on gruczołów przytarczycowych (34) 
i prawdopodobnie tyroksyna (25) zwiększają przepuszczalność względem 
kationów. Gdy w środowisku zaw ierającym  np. walinom ycynę, która czyni 
błonę przepuszczalną dla potasu, znajduje się ponadto utlen ialny  substrat 
i fosforan, m itochondria nie tylko w ym ieniają jony K J ze środowiskiem, 
ale i nagrom adzają w ew nątrz potas w stężeniach wyższych niż w otocze­
niu. Nagromadzenie zachodzące przeciw gradientow i stężeń, odbywa się 
kosztem energii dostarczonej przez utlenianie substra tu  oddechowego. 
Procesy tego typu nazwano transportem  aktyw nym , to jest zależnym od 
energii. Istnieją również i inne typy transportu  nazywanego czasami 
„aktyw nym ” , ale w innym  tego słowa znaczeniu. Chodzi tu  o przenoszenie 
substancji w zasadzie bez zużycia energii, ale przy udziale specjalnych 
układów  przenoszących. Tak dzieje się w przypadku nukleotydów ade- 
ninowych, przenoszonych przez zlokalizowany w błonie układ transpor­
tujący, czuły na blokowanie a trak ty lanem  (substancja typu glikozydu
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o toksycznym  działaniu). Transferaza acylo-CoA także znajduje się praw ­
dopodobnie w błonie i umożliwia przeniesienie zaktywowanego kwasu 
tłuszczowego w postaci estru  karnityny. Przeniesienie NADH2 — proces 
bardzo ważny dla m etabolizm u kom órki — jest jeszcze bardziej skompli­
kowane i wymaga współdziałania dwóch dehydrogenaz jabłczanowych: 
jednej znajdującej się w cytoplazmie, drugiej — w ew nątrz mitochondriów. 
W reszcie przypuszcza się, że związki pośrednie w cyklu Krebsa przenoszo­
ne są przy udziale system u permeaz, które działają specyficznie nie tyle 
w stosunku do poszczególnych kwasów, ile w odniesieniu do grup o okreś­
lonej konfiguracji przestrzennej.

Transport kationów jedno- i dwuwartościowych

Izolowane m itochondria w ykazują bardzo ograniczoną przepuszczalność 
względem jednowartościowych kationów. A m o o r e  i B a r  t l e y  (1 , 2 ) 
wykazali przy pomocy 42K, że dodane jony K + w ym ieniają się bardzo po­
woli z endogennym potasem w m itochondriach wątroby. W roku 1962 
N e u b e r t  i L e h n i n g e r  (30), badając działanie różnych czynników 
wyw ołujących pęcznienie m itochondriów w ątroby szczura zauważyli, że 
gram icydyna A powoduje bardzo szybkie pęcznienie uzależnione ściśle 
od obecności jednowartościowych kationów: K +, N a+, L i+. W środowisku 
zaw ierającym  wyłącznie sacharozę lub bufor Tris-HCl gram icydyna nie 
powodowała pęcznienia. Inny antybiotyk, walinom ycyna, powodował 
w obecności jonów K + bardzo szybkie pęcznienie (29, 33), którem u to­
warzyszyło nagrom adzenie potasu w ew nątrz mitochondriów, przy jedno­
czesnym wydzielaniu do środowiska jonów H H'w  ilościach równom olarnych 
do gromadzonego potasu. Jednocześnie obserwowano szybkie utlenianie 
substra tu  oddechowego, przy czym obecność fosforanu działała stym u- 
lująco tak  na pęcznienie, jak i na szybkość oddychania. C h a p p e 11 
i C r  o f t s (12) podjęli następnie podobne badania, używ ając gram icy­
dyny A i D. Stwierdzili, że gram icydyna wyw ołuje zmiany zupełnie ana­
logiczne jak  walinom ycyna, jest jednak czynnikiem  m niej specyficznym 
i współdziała ze wszystkimi kationam i jedno wartościowym i, podczas gdy 
walinom ycyna współdziała tylko z K , R b+ i Cs+. C h a p p e l l  
i C r o f t s (12) wysunęli jako hipotezę roboczą możliwość, że gram icydyna 
i walinom ycyna zwiększają przepuszczalność błony m itochondrialnej 
względem kationów jednowartościowych działając chemicznie na fosfoli- 
pidową m em branę. W obecności tych substancji wym iana kationów ze 
środowiskiem powinna być zatem  możliwa w obie strony, co też potw ier­
dzono doświadczalnie. W obecności gram icydyny endogenny potas z izolo­
wanych m itochondriów szybko dyfundow ał do środowiska. Hipoteza oka­
zała się słuszna nie tylko w odniesieniu do błon m itochondrialnych; gram i­
cydyna i walinom ycyna zwiększały przepuszczalność błon erytrocytów
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(także fosfolipidowej natury) oraz naw et sztucznych błon tzw. micelli 
fosfolipidowych, utworzonych przez spreparowanie w szczególny sposób 
em ulsji lecytynowej (13). Bezpośrednia przyczyna nagrom adzania potasu 
w m itochondriach i obserwowanego jednocześnie zakwaszenia środowiska 
jest jednak niejasna. C h a p p e l l  i C r o f t s  (13) tłum aczą to zjawisko 
w oparciu o hipotezę M i t c h e l l a  (27, 28), która zakłada, że w błonie 
m itochondrialnej działa mechanizm zależny od energii utleniania lub od 
ATP, w yrzucający protony na zew nątrz błony, przy czym w nętrze m ito- 
chondrium  staje się bardziej alkaliczne niż środowisko. Dzięki m echaniz­
mowi tem u, zwanemu pompą protonową, ustala się na błonie pewien po­
tencjał elektrochem iczny, k tóry  może być źródłem energii dla syntezy 
ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji lub może być zużytkow any na 
transport jonów, czy w innych jeszcze procesach. Hipoteza pompy proto­
nowej M itchella jest podstawą rozw ijanej przez niego chemi-osmotycznej 
teorii oksydacyjnej fosforylacji. W odróżnieniu do form ułow anej daw ­
niej przez Slatera, Chance’a i innych autorów  teorii interm ediatow ej, hi­
poteza M itchella wyklucza udział pośredników chemicznych w reakcji 
sprzęgania utleniania z fosforylacją, a zakłada, że rozdzielenie ładunków 
w błonie m itochondrialnej powodowane przez pompę protonową w ytw arza 
w arunki, w których synteza ATP z ADP i fosforanu przebiega już sa­
m orzutnie. Dyskusja pomiędzy zwolennikami obu teorii trw a i w obecnej 
chwili nie ma danych doświadczalnych, które m ogłyby spór rozstrzygnąć.

Nie negując możliwości istnienia pośredników oksydacyjnej fosfory­
lacji, Chappell i Crofts p rzy jm ują hipotezę M itchella o pompie protono­
wej jako punkt w yjścia w tłum aczeniu mechanizm u transportu  kationów. 
W edług tych autorów  (13) kolejność procesów jest następująca: m itochon­
d ria  zawieszone w izotonicznym roztworze KC1 w obecności utlenialnego 
substra tu  lub ATP w yrzucają protony, ale zachodzi to z niew ielką szyb­
kością, gdyż K + nie może w drodze wym iany wejść do w nętrza. Dopiero 
dodanie w alinom ycyny lub gram icydyny zwiększa przepuszczalność błony 
i obserw uje się wym ianę K +-H +. W ymianę tę ogranicza ilość protonów 
w ew nątrz m itochondrium , toteż szybko ustaje ona i nie obserw uje się ani 
wzrostu zużycia tlenu przez m itochondria ani ich pęcznienia. Dopiero do­
danie związku, k tóry  przenika do m itochondriów (np. fosforanu lub octa­
nu) i dysocjuje tam  tworząc dodatkowe protony i aniony, powoduje wzrost 
oddychania i pęcznienie m itochondriów. Bezpośrednim tedy powodem 
pęcznienia jest wzrost ciśnienia osmotycznego w ew nątrz m itochondrium  
dzięki nagrom adzeniu soli. Nie wszystkie aniony nieorganiczne podtrzy­
m ują  pęcznienie. Zupełnie nie przenikają Cl- , S O r- , N 0 3~ ; natom iast 
przenikają fosforan, arsenian, octan i C 0 2. Proces pęcznienia ilustru je  
schem at 1 .

Jeżeli odciąć dopływ energii zasilającej pompę protonową, dopływ jo­
nów ustaje; m itochondria kurczą się. Skurcz ten obserw uje się po dodaniu 
inhibitorów  utleniania, np. przy użyciu bursztynianu skurcz wywołuje
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antym ycyna A, przy glutam inianie — antym ycyna A lub rotenon. W y­
tworzenie w arunków  anaerobowych powoduje skurcz przy każdym  sub- 
stracie. Skurcz następuje także po dodaniu tzw. substancji rozprzęgających 
fosforylację oksydacyjną, np. dw unitrofenolu. Gdy źródłem  energii tran s­
portu  jonów nie jest substra t oddechowy lecz ATP, w tedy zarówno do­
danie dw unitrofenolu jak  i oligomycyny w yw ołuje skurcz. Oligomycyna 
ham uje fosforylację oksydacyjną, działając prawdopodobnie na poziomie 
ufosforylowanego pośrednika. Skurcz pod wpływem  inhibitorów  oddycha­
nia, ew entualnie oligomycyny, zachodzi nie tylko jako następstw o przer­
wania transportu  kationów do w nętrza m itochondrium , ale i dlatego, że 
wraz z odcięciem dopływu energii poprzednio nagrom adzony kation dyfun- 
duje z powrotem  do środowiska (13, 16, 22). Dopływ energii potrzebny 
jes t zatem  nie tylko do nagrom adzenia, ale także do utrzym ania kationu 
w ew nątrz m itochondrium.

Schem at 1. Proponow any m echanizm  działania gram icydyny i w alinom ycyny na
m itochondria (wg 13)

X ~  I oznacza wysokoenergetyczny nieufosforylowany pośrednik oksydacyjnej fosforylacji, 
który może powstawać kosztem energii ATP lub oddychania

Zachowanie się m itochondriów w obecności soli amonowych jest 
szczególnie interesujące, gdyż w pewnej mierze spraw dza prawidłowość 
om awianej hipotezy (13). W obecności gram icydyny i bursztynianu do­
danie NH4C1 szybko stym uluje oddychanie naw et w nieobecności fosfo­
ranu  lub innego dyfundującego anionu. Nie obserw uje się też pęcznienia, 
a wręcz odwrotnie — skurcz. Tłumaczy się to w następujący sposób: 
NH4+ , podobnie jak inne kationy, wym ienia się z H + w obecności gram i­
cydyny. W ew nątrz m itochondriów NH 4" może jednak, w odróżnieniu od

http://rcin.org.pl



55 2 A. B. W O JTC ZA K [6[

kationów m etali alkalicznych, dysocjować na NH 3 +  H +. Amoniak, jako 
cząsteczka obojętna, łatwo dyfunduje z m itochondriów, a H + może ulegać 
wym ianie z następnym i jonam i NH^ , względnie wypom powaniu przez 
pompę protonową, co powoduje stym ulację oddychania. Zachodzi przy tym  
usuwanie K + z m itochondriów prawdopodobnie dlatego, że N H | ze śro­
dowiska wym ienia się również z K + z w nętrza m itochondrium , znowu 
następuje dysocjacja N H | w ew nątrz m itochondrium , wypom powanie H +, 
dyfuzja NH3, itd. Efektem  końcowym tych zjaw isk jest wyrugow anie K + 
z m itochondrium , obniżenie ciśnienia osmotycznego i skurcz. Podobnie jak 
jon amonowy działają am iny organiczne o m ałej cząsteczce. M echanizm 
ten  pokazany jest na schemacie 2 .

“)
Zewnątrz

\
H+ + NHa^NH; 

t _____

Wewnątrz

N H ^ H + + NH3

aX~I 

X+I

Schem at 2. D ziałanie NH4+ na m itochondria tłum aczone w edług m echanizm u przed­
stawionego na schem acie 1 (wg 13)

(a) Dwojaka rola NH + , polegająca na wymianie NH+-H+ i na dysocjacji NH+. (b) Działa- 
łanie NH + rugujące K+ z mitochondriów

A z z i ,  R o s s i  i A z z o n e  (3) zauważyli, że m itochondria preinku- 
bowane z EDTA zachowują się podobnie jak  w obecności gram icydyny lub 
walinom ycyny. A utorzy wysnuli stąd wniosek, że EDTA, który  jest sub­
stancją chelatującą magnez i wapń, odciąga m agnez z błony m itochon- 
drialnej, czyniąc ją przepuszczalną dla kationów  jedno wartościowych. 
Potw ierdza to fakt, że m agnez dodany w stężeniu przew yższającym  stę­
żenie EDTA przeciwdziała pęcznieniu m itochondriów i wszystkim tow a­
rzyszącym  tem u zjawisku zmianom. Prawdopodobnie zatem  magnez zwią­
zany w błonie m itochondrialnej w arunkuje  jej specyficzną nieprzepusz- 
czalność dla jednow artościowych kationów. Takie zjaw iska jak kontrola 
oddechowa, aktywność ATP-azy, pęcznienie, skurcz i szybkość oddycha­
nia byłyby więc zależne od istnienia w błonie kom pleksu Mg — białko 
lub Mg — fosfolipid.

S k o u (39) w ykrył układ przenoszący sód i potas zwany ATP-azą 
transportu jącą („transport A TP-aza”), w ystępujący w błonach ery trocy­
tów, w błonach kom órek nerw owych i innych oraz w endoplazm atycznym  
retikulum . Układ A TP-azy transportu jącej pod wielom a względami różni
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się od opisanego wyżej układu działającego w mitochondriach. ATP-aza 
transportu jąca zużywa jako źródło energii wyłącznie ATP, podczas gdy 
m echanizm  przenoszący kationy przez błonę m itochondrium  potrafi także 
wykorzystać energię u tleniania substratów  bezpośrednio lub przy udziale 
hipotetycznych nieufosforylow anych in term ediatów  wysokoenergetycz­
nych. ATP-aza transportu jąca  przenosi tylko jony potasu i sodu, przy czym 
magnez jest aktyw atorem  reakcji, natom iast aktyw nem u transportow i 
w m itochondriach podlega wiele kationów jedno- i dwuwartościowych. 
W reszcie układy te różnie reagują na szereg inhibitorów; ouabaina jest 
specyficznym inhibitorem  ATP-azy transportu jącej, a nie działa na układ 
m itochondrialny. Z kolei układ m itochondrialny ham ow any jest przez 
szereg inhibitorów  utleniania i oksydacyjnej fosforylacji, które nie w pły­
w ają na ATP-azę transportu jącą.

P race doświadczalne z  ostatnich kilku lat na tem at transportu  katio­
nów do m itochondriów  można z pewnego punktu  widzenia podzielić 
na dwie grupy. Jedna z nich, do której należą prace L e h n i n g e r a  
i wsp. (18, 20, 36) oraz grupy G r e e n a (5), zajm uje się nagrom adzaniem  
kationów w m itochondriach na tzw. dużą skalę, przekraczającą zjawiska 
fizjologiczne. Badacze ci zajm ują się drobiazgowym określaniem  w arun­
ków reakcji, potrzebnych składników środowiska, ich optym alnym  stęże­
niem oraz opisują stechiom etrię w ym iany jonów towarzyszącej nagrom a­
dzaniu. Tłumaczenie samego zjaw iska na podstawie tych danych jest jed ­
nak bardzo zawikłane. i nie w ydaje się przekonyw ujące. Jedynie zdjęcia 
z m ikroskopu elektronow ego m itochondriów „naładow anych” wapniem  lub 
strontem  pozwoliły rozstrzygnąć gdzie wiążą się te kationy. Okazało się, że 
kationy dwuw artościowe gromadzą się wyłącznie w m atrix  (20). Badania 
drugiej grupy, do której należą prace C h a n c e ’ a (8 ), C h a p p e l l a  
i G r e v i l l e ’ a (14), C h a p p e l l a  i C r o f t s a  (1 0 , 1 1 , 1 2 ) oraz 
Sa r i s a (38), zajm ują się nagrom adzaniem  na tzw. m ałą skalę i kładą 
szczególny nacisk na zm iany towarzyszące początkowej fazie procesu, w y­
odrębniając w ten  sposób przyczyny pierw otne oraz zmiany wtórne. Sto­
sowane są przy tym  m etody raczej fizyko-chemiczne niż chemiczne. Spec­
jalna apara tu ra  skonstruow ana przez C h a n c e ’ a, a następnie rozbu­
dowana i ulepszona przez jego współpracowników, pozwala na jednoczesne 
m ierzenie zużycia tlenu, zm ian pH, zmian stężenia K +, pęcznienia i skur­
czu mitochondriów. Aktywność oddechową m itochondriów m ierzy się m e­
todą polarograficzną (elektrodą tlenową) lub oznaczając stan oksydoreduk- 
cji poszczególnych składników  łańcucha oddechowego m etodą spektrofoto­
m etrii różnicowej. Zm iany objętości m itochondriów m ierzy się na podsta­
wie rozproszenia światła, a zm iany stężenia jonów K + i H + — elektro­
chemicznie.

Rozsprzęganie oksydacyjnej fosforylacji przez C a4”1' zaobserwował 
C h a n c e  (7) już w roku 1955. Okazało się potem, że analogicznie dzia­
łają i inne kationy dwuw artościow e, a więc S r++ i M n+ f . Obecnie wia-
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domo, że wszystkie te kationy podobnie jak  kationy jednow artościowe 
gromadzą się w m itochondriach w czasie aktyw nego procesu. Jednak nie­
uszkodzona błona m itochondrialna nieprzepuszczalna dla kationów jed- 
nowartościowych łatwo przepuszcza kationy dwuwartościowe. Nie w ia­
domo w tej chwili, czy działa jakiś system  przenośników tych kationów, 
czy po prostu w ykazują one większe powinowactwo chemiczne do fosfo- 
lipidowej błony. C harakterystyka grom adzenia się tych kationów i to­
warzyszące tem u zjawiska, jak pęcznienie, skurcz i wyrzucanie protonów, 
przedstaw iają się trochę inaczej niż w przypadku kationów jednow artoś- 
ciowych. Np. grom adzeniu kationów dwuw artościow ych w obecności octa­
nu towarzyszy zawsze pęcznienie, natom iast w obecności fosforanu na­
stępuje pęcznienie albo skurcz zależnie, czy dany kation tw orzy rozpusz­
czalny czy nierozpuszczalny fosforan. Skurcz następuje np. przy grom a­
dzeniu strontu  i m anganu, natom iast nie w ystępuje w obecności wapnia. 
Fosforany wapnia, apatyt i hydroksyapatyt są co praw da źle rozpuszczalne, 
ale w ykazują, zwłaszcza hydroksyapatyt, specjalne właściwości charak­
terystyczne dla wym ieniaczy jonowych. Tym, być może tłum aczy się jego 
nietypowe zachowanie się w m itochondrium . Chance i inni tw ierdzą co 
prawda, że Ca++ wiąże się specyficznie w m iejscach sprzęgających oksy­
dacyjną fosforylację, to znaczy w tym  sam ym  m iejscu co ADP. Dowodem 
tego mogą być pom iary spektrofotom etryczne stopnia utleniania i redukcji 
poszczególnych składników łańcucha oddechowego w obecności Ca++ (8 , 
34). R a s m u s s e n  (34) uważa, że tak samo wiąąe się magnez. Różnica 
jest tylko taka, że wapń przenika spontanicznie, a przenikanie magnezu 
jes t ułatw iane przez hormon przytarczycowy, k tóry  jest jedyną znaną do­
tychczas substancją fizjologiczną zm ieniającą przepuszczalność błony mi- 
tochondrialnej działającą już w niskich stężeniach. Magnez zaś, jak  już 
powiedziano, odgrywa być może specyficzną rolę w regulacji przepuszczal­
ności błony m itochondrialnej. Taka korelacja w działaniu tych dwóch 
czynników in vitro może mieć znaczenie także in vivo. R a s m u s s e n  (34) 
badając szczegółowo wpływ horm onu przytarczycowego na nagrom adza­
nie magnezu zauważył, że zwiększeniu przepuszczalności błony dla m ag­
nezu towarzyszy zwiększenie przepuszczalności dla potasu; nie wiadomo 
jednak, czy oba zjaw iska są ze sobą powiązane przyczynowo. Hormon 
przytarczycowy nie wpływa na przenikanie przez błonę wapnia i innych 
kationów  dwuwartościowych. K om petycja C a++ i M g++ w procesie na­
grom adzania może oznaczać, że wiążą się one w tych samych miejscach.

W edług R a s m u s s e n a  (34) w m atr ix  znajduje się substancja
o własnościach polianionu, która wiąże kationy. Ilość jednak tych miejsc 
wiążących jest ograniczona i nagrom adzanie nie, mogłoby zachodzić na 
większą skalę. Obecność przenikającego anionu, np. fosforanu lub octanu 
w  środowisku wzmaga zatem  nagrom adzanie. W środowisku pojaw iają 
się w tedy jony H +, które pow stały w wyniku reakcji polianionu, fosforanu 
lub octanu, z kationem. Stosunek wyrzuconych protonów  do nagrom adzo­
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nego kationu zależy zatem  od stechiom etrii reakcji zachodzącej w ew nątrz 
m itochondrium . W wypadku gromadzenia wapnia bez dyfuzji anionu 
ze środowiska stosunek : Ca++ wynosi 1. W obecności fosforanu two­
rzą się obojętne sole zgodnie z reakcją:

3Me++ +  2HPO* -  -* Me3(P0 4) 2 +  2H+ 1

Stosunek H + :C a +_L wynosi tu 1,5 co potw ierdzają bezpośrednie pom iary 
(35, 36). P rzyjm ujem y, że w pH  ok. 7,2 jon fosforanowy w ystępuje głów­
nie w formie dwuujem nego anionu.

W przeciw ieństwie do Rasmussena, Chappell i Crofts uważają prze­
mieszczenie protonów za zjawisko pierwotne, a ruch kationów za zjawisko 
wtórne, towarzyszące w ytw orzeniu elektrochemicznego gradientu błony 
przez pompę protonową. Natom iast Rasm ussen uważa, że kationy wchodzą 
aktyw nie i rugu ją  protony z w nętrza m itochondriów. Doświadczalne roz­
wiązanie tego zagadnienia nie w ydaje się obecnie możliwe. Natomiast 
wszyscy wym ienieni autorzy są zgodni, że ruch anionów jest zawsze bierny
i jest następstw em  czynnego nagrom adzania kationów.

Transport anionów i metabolitów

Transport anionów i m etabolitów  rozpatryw any będzie tu ta j łącznie, 
ponieważ większość m etabolitów  m itochondrialnych w ystępuje w postaci 
anionów. W spomniano już, że aniony nieorganiczne nie przenikają przez 
błonę m itochondrialną praw ie wcale z w yjątkiem  fosforanu i arsenianu. 
Przypuszcza się, że przenikanie fosforanu uw arunkow ane jest obecnością 
w błonie specjalnego układu przenoszącego. Jon arsenianowy, jako analog 
anionu fosforanowego, działa kom petycyjnie w wielu reakcjach zachodzą­
cych w m itochondrium , prawdopodobnie więc przenika przez błonę przy 
pomocy tego samego układu co fosforan. Trzeba zaznaczyć, że ta wysoka 
specyficzność wobec anionów nieorganicznych jest cechą wyłącznie natu ­
ralnych błon fosfolipidowych i nie w ystępuje w sztucznych micellach. 
Badając sztuczne błony fosfolipidowe B a n g h a m ,  S t a n d i s h  i W a t ­
k i  n s (4) stw ierdzili, że jony chlorkowe i jodkowe przenikają przez 
nie bardzo szybko, podczas gdy azotany, siarczany i fosforany — dużo 
wolniej. Zatem  ograniczoną przepuszczalność błon m itochondrialnych 
w stosunku do anionów nieorganicznych w arunkują  prawdopodobnie kom­
pleksy lipoproteidowe.

Jak  wspomniano, przenikanie anionów przez błonę m itochondrium  
jest biernym  następstw em  transportu  kationów. Istnieją jednak warunki, 
w  których aniony organiczne przenikają do w nętrza, mimo że transport 
kationów w jakiś sposób jest uniemożliwiony. Taka sytuacja jest np. 
w tedy, gdy m itochondria intensyw nie oddychają w obecności substratu
i substancji rozprzęgających np. dw unitrofenolu. Nagromadzenie katio­
nów jest w tym  przypadku niemożliwe, gdyż odcięty jest dopływ energii,
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oddychanie jednak zachodzi, a więc substra t m usi przenikać do wnętrza. 
Pow staje zatem  pytanie, czy przenikanie substratów  utlenialnych jest 
bierne, to znaczy niezależne od energii, a uw arunkow ane tylko różnicą 
stężeń i szybkością ich zużytkowywania, czy też układ transportu jący  
substra ty  ogranicza szybkość ich utleniania.

Doświadczenia wykazały, że transport anionów rzeczywiście jest b ier- 
ny, gdyż nie zużywa energii, jest on jednak ograniczony specyficznością 
błony w stosunku do pewnych grup substancji. Już dawno obserwowano 
duże różnice w aktywności oddechowej m itochondriów różnego pocho­
dzenia wobec różnych substratów . C h a p p e l l  (9) zauważył, że cy try ­
nian utlenia się bardzo słabo, natom iast w obecności katalitycznych ilości 
jabłczanu intensywność oddychania wzmaga się wielokrotnie. D e  H a a n
i T a g e r (17) stw ierdzili, że utlenianie a-ketoglutaranu zachodzi dużo 
szybciej w obecności m alonianu. V a n  d e n  B e r g h  i S l a t e r  (41) 
używając sarkosomów z mięśni skrzydłowych muchy, wykazali, że nie­
uszkodzone m itochondria u tlen iają  z dużą szybkością tylko a-glicero- 
fosforan i pirogronian +  jabłczan. Natom iast po sonikacji aktywność odde­
chowa wobec wielu in term ediatów  cyklu K rebsa w yrów nała się (tablica 1).

Tak zwana „latentność” niektórych enzymów m itochondrialnych może 
być w pewnych przypadkach wytłum aczona nieprzepuszczalnością błony 
dla substratów . Na przykład hydrataza fum aranu jest nieaktyw na, gdy 
bada się całe m itochondria, lecz aktyw ność jej w zrasta w ielokrotnie po 
lizie spowodowanej tritonem  X100 (14). Jest to dowodem, że przepuszczal­
ność błony ogranicza m etabolizowanie pewnych substratów .

C h a p p e l l  i H a a r h o f f  (15) badali pęcznienie m itochondriów 
w 0,1M roztworze soli amonowych substratów  i pochodnych substratów . 
Pęcznienie wywoływano w obecności inhibitorów oddechowych, aby w y­
kluczyć wszelki udział energii. Sole m etali jedno wartościowych nie w y­
woływały w tych w arunkach w ogóle pęcznienia. Autorzy sądzą, że dzieje

Ta b l i c a  1

W pływ rozbijania u ltradźw iękam i (sonikacji) 
na aktywność oddechową m itochondriów  z m ięśni skrzydłowych m uchy (41)

S ubstra t M itochon­
dria  całe

M itochon­
dria rozbite

a-glicerofosforan 634 464
Pirogronian + jab łczan 263 244
B ursztynian 36 257
N A D H  2 31 381
a-ketoglutaran 25 131
Izocytrynian 21 298
G lutam inian 23 53
Jabłczan 24 68
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się tak, ponieważ nieuszkodzona błona nie przepuszcza żadnych kationów, 
przepuszcza natom iast obojętne cząsteczki NH 3 powstające z dysocjacji 
jonów NHi . Amoniak w ew nątrz m itochondriów wiąże H + i tworzy jon 
amonowy, k tóry  z kolei przyciąga do w nętrza anion. Pęcznienie zachodzi 
jednak dopiero wtedy, gdy w środowisku jest jeszcze fosforan lub arsenian. 
Rola fosforanu polega tu ta j na dostarczaniu protonów przez dysocjację 
H 2PO i' oraz dostarczaniu jonów H P O i~ , które mogą wymieniać się 
z anionem organicznym. Mechanizm ten  jest przedstaw iony na schema­
cie 3.

Zewnątrz 

NH4 H+ + NH3

Błona wewnętrzna 
i

Wewnątrz

Aniony
jednozasadowe

Aniony
dwuzasadowe

Słabe kwasy

bursztynian_

H2 PO4 

H2 A s04"  
CH3 C00‘

CH3 COOH

w

0H‘

CHoCOOH

CH3C00"+H+

Schem at 3. P rzen ikan ie soli am onowych różnych anionów (wg 15)

Rozumowanie to zaw iera w jednym  punkcie dość poważną niejasność, 
mianowicie rola fosforanu nie jest dobrze uzasadniona i niejasne jest d la­
czego w ew nątrz m itochondriów zachodzi dysocjacja H2P O i pomimo nie­
czynnej pompy protonow ej (utlenianie substra tu  zablokowane inhibito­
rem). Zaobserwowano w każdym razie, że w opisanych w arunkach do 
m itochondriów przenika cały szereg substratów . Inne natom iast, jak  np. 
cytrynian, w ym agają ponadto obecności jabłczanu. Zebrane wyniki C h a p -  
p e l l a  i H a a r h o f f a  (15) podaje tablica II.

Jak  widać z tego zestawienia, ani wielkość cząsteczki, ani stopień dy­
socjacji nie określają specyficzności przenikania tych substancji. W ydaje 
się, że kwasy jednokarboksylow e wchodzą raczej jako cząsteczki nie- 
zdysocjowane, a nie na drodze w ym iany OH~-anion lub H P 0 4~ _-anion, 
gdyż przenikanie ich nie wym aga obecności fosforanu. Natom iast w przy­
padku kwasów dw u- i trójkarboksylow ych C h a p p e l l  i H a a r h o f f  
postulują istnienie specjalnych enzymów nazwanych przez nich perm eaza- 
mi, które w ykazują specyficzność wobec substancji o określonej konfigu­
racji przestrzennej.
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T a b l i c a  2

Przenikanie anionów przez błonę m itochondrialną (15)

Aniony przenikające i

Aniony nie 
przenikającew obecności 

fosforanu

w obecności 
fosforanu i 

jab łczanu

Fosforan D-jabłczan C ytrynian Chlorek
A rsenian L -jabłczan m -ak o n itan Brom ek
M rów czan M alonian D-winian Dwuwęglan
O ctan Bursztynian L-w inian Siarczan
Propionian M etyleno- Fum aran
M aślan bursztyn ian M aleinian

1
mezo-w inian iraws-akonitan

Dotychczasowe obserwacje intensywności zużywania różnych sub­
stratów  przez m itochondria przem aw iają za istnieniem  permeaz. Dalsze 
próby zm ierzają do znalezienia bezpośrednich dowodów istnienia perm eaz, 
lub stw ierdzenia innego sposobu przenikania substratów .

W ybiórcza i bardzo ograniczona przepuszczalność błony m itochondrial­
nej względem związków pośrednich w cyklu Krebsa pozwala utrzym ać 
wysokie stężenie substratów  w ew nątrz m itochondrium , co umożliwia 
funkcjonowanie całego cyklu utleniania.

Głównymi substratam i dostarczanym i mitochondriom  przez cytoplazmę 
są pirogronian i NADH2. P irogronian wnika przez błonę dobrze, natom iast 
NADH2 praw ie wcale. W kom órce jednak zachodzi utlenianie NADH 2 

gromadzącego się podczas glikolizy. Okazało się, że sposób utleniania 
NADH2 nie polega na przenoszeniu cząsteczek przez układ w rodzaju 
permeaz, a na działaniu układu oksydoredukcyjnego, przez k tóry  przeno­
szony jest tylko wodór, natom iast pule cytoplazm atycznych i m itochon­
drialnych nukleotydów  nikotynam idowych nie w ym ieniają się. W edług 
K r e b s a  (23) utlenianie gromadzonego w cytoplazmie NADH 2 odbywa 
się przy współudziale dehydrogenazy jabłczanowej, która znajduje się 
zarówno w cytoplazmie, jak  i w m itochondriach. W wyniku reakcji:

cytoplazma
szczawiooctan +  NADH2^ — —̂ jabłczan +  NAD 2

mitochondria

w cytoplazmie powstaje jabłczan, k tó ry  łatwo dyfunduje do mitochon­
driów, tam  utlenia się do szczawiooctanu, redukując w ew nątrzm ito- 
chondrialną pulę NAD, k tó ry  dalej utlenia się w łańcuchu oddechowym. 
Aby układ ten  mógł spełniać przypisyw aną mu funkcję, należy przyjąć, 
że zarówno jabłczan, jak i szczawiooctan przenikają łatwo przez błonę 
m itochondrialną. Jak  obecnie wiadomo, jabłczan jest jednym  z najlepiej 
przenikających substratów  (15), a szczawiooctan również przenika dobrze 
(43). Układ jabłczan — szczawiooctan — dehydrogenaza jabłczanowa jest
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najbardziej rozpowszechniony i działa prawdopodobnie w większości tka­
nek zw ierząt kręgowych. W mięśniach owadów natom iast działa praw do­
podobnie inny układ u tlen iający  NADH2 (6 , 19):

fosfodwuhydroksyaceton +  NADH2 ^  a-glicerofosforan -f  NAD 3

a-glicerofosforan +  flaw oproteiduti. ^  fosfodwuhydroksyaceton +

+  flawoproteidzred. 4

Dehydrogenaza a-glicerofosforanu, katalizująca reakcję 3, znajduje się 
w cytoplazmie (enzym Baranowskiego). Natom iast reakcja 4  zachodzi 
w m itochondriach przy udziale enzymu flawinowego (flawinowa dehydro­
genaza a-glicerofosforanu). Zarówno a-glicerofosforan, jak  i fosfodwuhy­
droksyaceton dobrze przenikają przez błony sarkosomów. Należy podkreś­
lić, że układ dehydrogenaz a-glicerofosforanu może przenosić wodór 
z NADH 2 tylko w jednym  kierunku, to znaczy do m itochondriów, gdyż 
w m itochondriach a-glicerofosforan redukuje nie NAD, lecz flawoproteid, 
k tó ry  oddaje wodór przez układ cytochromowy- na tlen  bez udziału m ito- 
chondrialnego NAD. Natom iast układ dehydrogenazy jabłczanowej może 
działać w obu kierunkach zależnie od stosunku NAD:NADH 2 w cytoplaz­
mie i m itochondriach, oraz od bezwzględnej różnicy stężeń jabłczanu 
w ew nątrz i zew nątrz m itochondriów. Gdy w cytoplazmie istnieje duże 
zapotrzebow anie na NADH2, np. w procesie glukoneogenezy, wówczas 
reakcja  2  tak  w m itochondriach jak i w cytoplazmie przebiega w kierunku 
odw rotnym , niż to zaznaczono strzałkam i.

Nasuwa się pytanie, jaki jest udział tych dwóch układów w utlenianiu 
NADH 2 w  poszczególnych tkankach. Częściową odpowiedź na to pytanie 
dało zbadanie aktyw ności dehydrogenazy jabłczanowej i dehydrogenaz 
a-glicerofosforanu w różnych tkankach. Okazało się (37), że w ątroba za­
w iera obie dehydrogenazy a-glicerofosforanu i dehydrogenazę jabłczanową 
w ilościach, k tóre um ożliw iają działanie obu systemów. Natom iast mięsień 
sercowy nie zaw iera wcale m itochondrialnej dehydrogenazy a-glicerofosfo­
ranu  i bardzo mało — cytoplazm atycznej. Z tego wynikałoby, że w sercu 
główną rolę w transporcie NADH2 spełnia układ dehydrogenazy jabłcza­
nowej. W m ięśniach owadów w trakcie glikolizy nagrom adza się a-glice- 
rofosforan, a nie kwas m lekowy (24), uważa się zatem, że układ dehydro­
genaz a-glicerofosforanu odgrywa w nich istotną rolę w utlenianiu cyto- 
plazm atycznego NADH2.

Udział karn ityny  w przenoszeniu i utlenianiu  kwasów tłuszczowych 
został omówiony w oddzielnym artykule Postępów Biochemii (45).

N ukleotydy adeninowe: ATP, ADP i AMP przenikają bardzo szybko 
przez błony m itochondrialne, ale w ydaje się, że transport ten zachodzi 
dzięki istnieniu specjalnego układu przenoszącego. Świadczy o tym: po 
pierwsze — duża specyficzność, gdyż inne nukleotydy, prócz adeninowych,
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nie przenikają; po drugie — hamowanie przenikania przez a trak ty lan  
(31, 32).

Omówione w niniejszym  artykule zagadnienia dotyczące przenoszenia 
różnych substancji przez błony m itochondrialne przedstaw ia schem at 4.

zależny od karnityny

S chem at 4. M echanizmy przenoszenia różnych substancji przez błonę m itochondrialną
(wg 15, zm odyfikowany)

Objaśnienia: FP i FpH. — flawoproteid (dehydrogenaza a-glicerofosforanu) utleniony i zredu­
kowany, GP — a-glicerofosforan, PDA — fosfodwuhydroksyaceton, M — jabłczan, OA — szcza-

wiooctan
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JÓZEF ZBOROW SKI*

Udział karnityny w utlenianiu kwasów tłuszczowych 
w mitochondriach

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

> P A N U  P R O F E S O R O W I JO Z E F O W I H E L L E R O W I  
Z O K A Z J I  70-T E J R O C Z N IC Y  U R O D Z IN

The role carnitirve esters in the tran sfe r of fa tty  acyl groups across m itochondrial
m em branes is review ed.

DL-karnityna (kwas P-hydroksy-y-betainom asłowy) jest szeroko roz­
powszechniona wśród mikroorganizm ów, roślin, zw ierząt bezkręgowych
i kręgowców. Mięśnie szkieletowe zw ierząt kręgowych są najbogatszym  
jej źródłem (25) i w nich też po raz pierwszy w roku 1905 wykazali jej 
obecność G u l e w i t s c h  i K r i m b e r g  (44) oraz niezależnie — K u t -  
s c h e r  (53). Pierwsze próby w yjaśnienia fizjologicznej roli karn ityny  
podjęto w latach 1936— 37 (78, 79), jednak dopiero gdy 10 la t później 
F r a e n k e l  (23, 24, 25) i C a r t e r  (17) ustalili, że karnityna jest egzo­
gennym  czynnikiem  wzrostow ym  dla niektórych owadów, związkiem tym  
zainteresowało się wielu badaczy.

F r i t z  (27, 28, 29) wykazał, że pozbawiony białek wyciąg z mięśni 
szkieletowych szczura wzmaga utlenianie długołańcuchowych kwasów 
tłuszczowych in vitro w hom ogenatach i skraw kach w ątroby; analogicznie 
działała dodana syntetyczna DL-karnityna. Natom iast kwasy laurynow y 
(C12) i kaprylow y (C8) utleniane były przez hom ogenaty w ątroby z m aksy­
m alną szybkością bez udziału karn ityny  (31). K arn ityna zwiększała rów ­
nież utlenianie długołańcuchowych kwasów tłuszczowych we fragm entach 
m ięśni szkieletowych (34). Nie wzmagała ona natom iast utleniania długo­
łańcuchowych kwasów tłuszczowych w układach rozpuszczalnych, kiedy 
fragm enty  wątrobow e poddane były działaniu dezoksycholanu, lub gdy 
uległy dostatecznie dobrem u rozbiciu pod wpływem  czynników m echa­
nicznych i homogenizowania w wodzie destylow anej (30). Sugerowało to, 
że zachowanie s tru k tu ry  wew nątrzkom órkow ej jest w arunkiem  działania 
karnityny. Za wnioskiem tym  przem aw iały również inne obserwacje. 
K arn ityna nie wpływała na reakcję aktyw ow ania kwasu tłuszczowego 
opisaną przez K o r n b e r g a  i P r i c e r a  (51), ani na utlenianie pal-

* Mgr, doktorant PAN — Zakład Biochemii In sty tu tu  Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego.
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mitylo-CoA, co wskazywało, że działa ona na etapie wcześniejszym, ani­
żeli utw orzenie tego związku pośredniego w procesie ß-oksydacji i że może 
ona ułatw iać przejście kwasu palm itynowego do miejsca, w którym  jest 
on utleniany.

F r i t z ,  K a p l a n  i Y u e  (35) prowadząc badania na izolowanych 
sarkosomach z m ięśnia sercowego stw ierdzili, że dodanie karn ityny  zwięk­
sza kilkakrotnie szybkość utleniania długołańcuchowych kwasów tłuszczo­
wych, przy czym w pływ  Co A na szybkość utleniania zaznacza się jedy­
nie w obecności karn ityny . W ykazali oni, że obecność grupy OH przy 
węglu ß w cząsteczce karn ityny  jest konieczna i z wielu zsyntetyzow anych 
przez nich pochodnych karn ityny  działał jedynie kwas ß-hydroksy-y-dw u- 
m etyloam inom asłowy. Dane o udziale karn ityny  potwierdził i ugruntow ał 
B r e m e r  (8 , 9, 10), k tó ry  obserwował szybkie utlenianie estrów  karni- 
tynowych niektórych kwasów tłuszczowych w m itochondriach z różnych 
organów szczura.

Dokładne dane o szybkości utleniania wolnych kwasów tłuszczowych
i ich estrów  karnitynow ych dla całego szeregu homologicznego w m ito­
chondriach z różnych organów kręgowców podali B o d e  i K l i n g e n ­
b e r g  (6 ), a dla owadów — B e n n a k k e r s  (2 ).

Z tablicy 1 wynika, że m itochondria z różnych organów różnią się pod 
względem zdolności u tleniania wolnych kwasów tłuszczowych, oraz że 
estry  karnitynow e długołańcuchowych kwasów tłuszczowych są utleniane 
z dużo lepszą wydajnością, aniżeli wolne kw asy tłuszczowe. W m ito­
chondriach z mięśni szkieletowych estry  karnitynow e u tlen iają się ze 
znaczną szybkością, podczas gdy utlenianie wolnych kwasów tłuszczo­
wych nie zachodzi w ogóle. W m itochondriach w ątroby natom iast, wolne 
kwasy tłuszczowe u tlen ia ją  się z dość znaczną szybkością, a karn ityna 
zdaniem  jednych autorów  (8 6 ) jest niezbędna dla osiągnięcia m aksym alnej 
szybkości utleniania, według innych w pływ  jej jest niewielki, chociaż w y­
raźnie zależny od długości łańcucha alifatycznego (4, 5, 6 ). (rysunek 1).

Rys. 1. U tlenianie kw asów  tłuszczowych o różnej długości łańcucha w izolowanych 
m itochondriach w ątroby szczura (wg 6)

http://rcin.org.pl
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Do wyjaśnienia m echanizm u działania karn ityny  przyczyniły się ba­
dania F r i e d m a n a  i F r a e n k l a  (26), k tórzy wykazali możliwość 
odw racalnej reakcji acylacji karn ityny  przez acetylo-CoA przy udziale 
acetylotransferazy acetylo-CoA: karn ityna (E.C.2.3.1.7) w reakcji:

O
II

CH3—C -S C oA  +  (CH3)3N+CH2—c h  c h 2c o c t
I

1II' OH
(CH3)3N+CH2—CH CH2COO~ +  CoASH !

0
1Ic=oI

c h 3

W ytworzone w tej reakcji wiązanie estrowe acetylokarnityny jest 
wiązaniem  wysokoenergetycznym .

Dalsze badania prowadzące do w yjaśnienia funkcji i znaczenia karn ity ­
ny stały  się możliwe dzięki ustaleniu istnienia kom partam entów  m ito­
chondrialnych, w których zachodzi aktyw acja kwasów tłuszczowych kosz­
tem  ATP lub GTP oraz kom partam entów , w których kwasy tłuszczowe 
są utleniane. U ltras truk tu ra  m itochondriów oraz hipotetyczny schemat 
oksydacyjnej fosforylacji były omówione w poprzednich zeszytach Po­
stępów Biochemii (84, 85, 88).

I. Mechanizm aktywacji kwasów tłuszczowych w mitochondriach

W stępnym  etapem  na drodze utleniania kw asu tłuszczowego w pro­
cesie P-oksydacji jest powstanie „zaktyw ow anego” kwasu tłuszczowego 
przy udziale CoASH. Znane są dwa układy enzym atyczne w m itochon­
driach katalizujące aktyw ację kwasu tłuszczowego. Pierw szy z nich w y­
maga ATP i został opisany dla kwasu octowego (58) oraz dla długołańcu- 
chowych kwasów tłuszczowych (51). Reakcję aktyw acji katalizuje ligaza 
(AMP) kwas tłuszczowy: CoA nazywana potocznie syntetazą acetylo-CoA 
(E.C.6.2.1.2) dla kwasu octowego i syntetazą acylo-CoA (E.C.6.2.1.3) dla 
długołańcuchowych kwasów tłuszczowych.
Reakcja ta  przebiega następująco:

R.COOH +  ATP +  CoASH ^  R.COSCoA +  AMP +  PPi 2
Czynniki rczprzęgające oksydacyjną fosforylację np. 2,4-dwunitrofenol 

(2,4-DNP), ham ują reakcję 2 niezależnie od tego, czy ATP jest syntety­
zowany w m itochondriach, czy też dodany z zew nątrz (22, 49). Gdy reakcja
2 zachodzi kosztem dodanego ATP oligomycyna przeciwdziała wpływowi 
DNP, ham ując ATP-azę stym ulow aną przez substancje rozprzęgające (54).

[4]
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Drugi układ aktyw ujący kwasy tłuszczowe opisany niedawno (69), w y­
m aga GTP i katalizuje reakcję:

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

Aktyw ację przy udziale GTP stwierdzono po raz pierwszy w m ito­
chondriach w ątroby wołu, a ostatnio wykazano istnienie obu opisanych 
układów  aktyw ujących w izolowanych m itochondriach w ątroby szczu­
ra  (4).

GTP powstaje przy utlenianiu a-ketoglutaranu w reakcji fosforylacji 
substratow ej:

sukcynylo-CoA +  GDP -f- Pi ^  bursztynian +  Co A +  GTP 4

i  może reagować z ADP lub AMP (20, 45):

GTP +  ADP ^  GDP +  ATP 5

GTP +  AMP ^  GDP +  ADP 6

Nieznaczna część GTP w specjalnych w arunkach w ykorzystyw ana jest 
w  reakcji (71):

szczawiooctan -f- GTP ^  GDP +  fosfoenolopirogronian -f- C 0 2 7

Na możliwość udziału fosforylacji substratow ej w aktyw acji kwasów 
tłuszczowych zwrócił uwagę już w roku 1945 L e h n i n g e r  (55) w y­
kazując, że kwasy tłuszczowe mogą ulegać utlenieniu w nieobecności 
nukleotydów  adeninowych, jeżeli w środowisku inkubacyjnym  znajduje 
się a-ketoglutaran. B o d e  i K l i n g e n b e r g  (6 ) stw ierdzili później, 
że a-ketoglu taran  jest niezbędny dla całkowitego utlenienia długołańcu- 
chowych kwasów tłuszczowych niezależnie od obecności innych związków 
pośrednich cyklu K r e b s a .  Fosforylacja substratow a nie jest hamowana 
przez 2,4-dwunitrofenol (46, 47), natom iast jest ham owana przez niskie 
stężenia arsenianu (19, 70). A ktyw acja kwasów tłuszczowych kosztem GTP, 
powstającego na drodze fosforylacji substratow ej może zachodzić w m ito­
chondriach w obecności czynników rozprzęgających oksydacyjną fosfo- 
ry lację np. w obecności 2,4-DNP, lub dużych stężeń niektórych długo- 
łańcuchowych kwasów tłuszczowych (7, 6 8 ), jednakże nie w obecności 
dużych stężeń ortofosforanu (4). W ydaje się, że ten  rodzaj aktyw acji kw a­
sów tłuszczowych w kom órkach in vivo  ma duże znaczenie.

II. Mechanizm działania estrów karnitynowych 
w transporcie grup acylowych przez błony mitochondrialne

Jak  już wspomniano, karnityna jest acetylow ana enzymatycznie 
w obecności kwasu octowego, ATP i CoA (26). Enzym katalizujący tę re ­
akcję wyizolowano z rozpuszczalnej frakcji w ątroby i częściowo oczysz­
czono (38, 39). Stwierdzono także, że znaczne ilości acetylokarnityny tw o­
rzą się podczas utleniania pirogronianu w obecności karn ityny  (8 , 9, 14).
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G rupa acetylowa L-acetylokarnityny (D-izomer jest inhibitorem  acety- 
lo transferazy acetylo-CoA: karn ityna (64)) zachowuje się jak  „czynny 
octan” i w obecności niew ielkich stężeń bursztynianu jest całkowicie u tle ­
niana w cyklu K r e b s a  przez m itochondria w w arunkach, w których 
nie zachodzi utlenianie kwasu octowego (8 ). Na podstawie tych obser­
wacji B r  e m e r  (8 ) w ysuw a przypuszczenie, że acetylo-CoA pochodzący 
z przem ian cukrowców może być w ykorzystany np. do biosyntezy kw a­
sów tłuszczowych przy udziale pozam itochondrialnej acetylotransferazy 
acetylo-CoA: karnityna. K arn ityna działa więc jako przenośnik grup acety- 
lowych przez błony m itochondrialne. B r  e m e r  (9, 10) udowodnił następ­
nie jej udział w przenoszeniu również innych grup acylowych do m ito­
chondriów. Stw ierdził on bowiem, że różne długołańcuchowe kw asy tłusz­
czowe podane w form ie estrów  karnitynow ych są w ydajnie utleniane przez 
m itochondria. W obecności związków pośrednich cyklu K r e b s a  pro­
duktem  utleniania był C 0 2, a w nieobecności — kwas acetooctowy.

W m itochondriach (11, 32) i w m ikrosomach (11) wykazano też odw ra­
calną reakcję:

katalizow aną przez palm itylotransferazę palmitylo-CoA: karnityna. Oka­
zało się, że palm itylokarnityna utlenia się w sarkosomach serca lepiej ani­
żeli palmitylo-CoA, a dodatek karn ityny  stym uluje utlenianie palm ity- 
lo-CoA i stearylo-CoA w nieobecności ATP. Przem aw ia to za udziałem  
karn ityny  w transporcie acylo-CoA do kom partam entu (5-oksydacji. Po­
dobnie utlenianie acetylo-CoA stym ulow ane jest przez karnitynę, nato­
m iast nie wpływa ona na utlenianie kwasu octowego.

F r i t z  i S c h u l t z  (37) oraz N o r u m (63) wykazali, że acetylo- 
transferaza jest specyficznym enzymem  acylacji krótkołańcuchowych, 
a palm itylotransferaza — długołańcuchowych kwasów tłuszczowych. Za­
proponowany przez F r i t z a (35,40) m echanizm  działania karn ityny  
przedstaw ia schem at 1 .

palmityio-CoA -f  karnityna ^  palm itylokarnityna +  CoA 8

Acyio-CoA CoA Przestrzeń poza mitochondrium 
Lub przestrzeń między błonami

Bariera 
nie przepuszczalna 

dlaacyloCoA
Btona wewnętrzna

Przestrzeń wewnątrz mitochondrium
Acylo-CoA CoA

J3-oksydacja
Schem at 1.
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Hipoteza Bode i Klingeńberga. Autorzy ci (6 ) zaproponowali w łasny 
schem at tłum aczący m echanizm  działania karn ityny  (schemat 2 )

CoA Acetylokarnityna Kw. palmitynowy Palmitylo-CoA Kannityna
*

j3-oksydacj'a

Schem at 2.

Przesłankam i ich hipotezy były następujące fakty:
a) M itochondria różnych tkanek u tlen iają  ze słabą w ydajnością długołań- 
cuchowe kw asy tłuszczowe (57, 60, 67). U tlenianie to wzmaga się po do­
daniu krótkołańcuchow ych kwasów tłuszczowych lub a-ketoglutaranu (6 ).
b) A cetylokarnityna stym uluje m aksym alnie utlenianie kwasu palm i­
tynowego niezależnie od obecności CoA, natom iast stym ulujący wpływ 
karn ityny  wym aga obecności CoA i jest zależny od jego stężenia (35).
c) Aktywność acetylotransferazy acetylo-CoA: karn ityna jest wysoka 
w m itochondriach z narządów, w których utlenianie kwasów tłuszczowych 
wym aga obecności karn ityny  (np. z m ięśni szkieletowych i serca (3, 59)), 
jest natom iast niska w m itochondriach w ątroby (tablica 1). d) Aktywność 
acetylotransferazy acetylo-CoA: karn ityna w różnych tkankach jest zgod­
na z poziomem karn ityny  i acetylokarnityny w  tych tkankach (6 , 59) 
(rysunek 2). e) Aktywność syntetazy acylo-CoA (E.C.6.2.1.3) w izolowa­
nych sarkosomach serca szczura jest bardzo niska (6 ), a w tkance w ątro­
bowej syntetaza znajduje  się głównie poza m itochondriam i (2 1 ).

Przeciwko hipotezie Bode i K lingenberga wypow iadają się F r  i t z 
i M a r q u i s  (36, 41), k tórzy kw estionują reakcję:

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

A cetylokarnityna m usiałaby wg schem atu Bode i K lingenberga pow­
stać pierw otnie z acetylo-CoA i karn ityny  przy udziale acetylotranferazy. 
Zatem, zaham owanie syntezy acetylokarnityny powinnoby znieść stym u­
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lu jący wpływ karn ityny  na utlenianie kwasów tłuszczowych w m itochon­
driach. F r i t z  i M a r q u i s  (36) stosując hamowanie kom petycyjne 
acetylotranferazy acetylo-CoA: karn ityna nie zaobserwowali jednak za­
hamowania utleniania kwasu palm itynowego przez sarkosomy ani w obec­
ności karn ityny  ani bez niej. A utorzy ci stosując piętnow ane substra ty  nie 
znaleźli w ogóle aktyw ności transferazy  karn ityny  w preparatach z m ięś­
nia sercowego i wątroby.

M. sercowy

Brunatne
dato

tłuszczowe

Mięśnie
szkieletowe

Jądra

Nerki

Mózgowie

Karnityna

Acetyiokarnityna

\////////A  Acetylotransferaza
acetylo CoA -.karnityna

3*

0 200 400 600 800
jug/g suchej masy ----- ►

___ 1 i_i________ i________i________i________ i________ i_________i___
O 50 100 150 200

¡lmole/min/g suchej masy — ►

Rys. 2. P orów nanie zaw artości karn ityny , acety lokarnityny i aktywności acetylo- 
transferazy  acetylo-CoA: k arn ityna  (EC. 2.1.3.7) w różnych narządach szczura

(wg 59)

Hipoteza Garlanda. C h a p p e l l  i C r o f t s  (18, 19) zastosowali do 
badania utleniania kwasów tłuszczowych w izolowanych m itochondriach 
w ątroby fluorym etryczną m etodę oznaczania stopnia redukcji NAD. Sto­
sunek NADH2/NAD zwiększa się przy tw orzeniu się keto-pochodnej kw a­
su tłuszczowego w procesie ß-oksydacji. Stosując metodę fluorym etryczną 
C h a p p e l l  i C r o f t s  stw ierdzili, że wym agające obecności ATP 
i karn ityny  utlenianie kwasu palm itynowego jest częściowo hamowane 
przez a trak ty lan  (alkaloid z korzeni Atractylis guminijera). Związek ten  
stw arza wokół w ew nętrznej błony m itochondrialnej barierę nieprzepusz­
czalną dla ATP i innych nukleotydów  adeninowych (15, 19, 40, 50). A trak­
ty lan  nie ham uje natom iast utleniania palmitylo-CoA w obecności karn i-
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tyny, ani u tleniania palm itylokarnityny. Dane te potwierdzili G a r  1 a n d 
i wsp. (86). W ykazali oni ponadto, że w obecności atrak ty lanu  i arsenianu, 
a więc w w arunkach kiedy nie może nachodzić synteza GTP stosunek 
NADH2/NAD przy utlenianiu kwasu palm itynowego w obecności karn i­
tyny  i ATP (lub utlenianiu palm itylokarnityny), w zrasta dopiero po do­
daniu CoASH. Świadczy to, że w  m itochondriach utlenianie kwasów 
tłuszczowych zachodzi w obrębie bariery  atraktyłanow ej, a więc w błonie 
w ew nętrznej kontaktującej się z m atrix, podczas gdy aktyw acja kosztem 
dodanego z zew nątrz ATP zachodzi w innym  kom partam encie, przed barie­
rą  atraktylanow ą. K arnityna odgryw ałaby rolę przenośnika grup acy- 
lowych przez błonę wew nętrzną, nieprzepuszczalną dla acylowych po­
chodnych CoA (10, 18, 33, 62). Z dwu syntetaz acylo-CoA omawianych 
poprzednio jedna, w obrębie bariery  atraktylanow ej, zależna (od GTP) 
czuła na arsenian, zużywałaby endogenny CoA, druga zaś na zewnątrz 
bariery  atraktylanow ej, nieczuła na arsenian (zależna od ATP) w ykorzys­
tyw ałaby dodany CoASH. Zdaniem  G a r l a n d a  i wsp. (86, 87) w m ito­
chondriach istnieją trzy  pule CoA: jedna w przestrzeni między błonami 
oraz dwie w obrębie bariery  atraktylanow ej. Z aw arty  w obrębie bariery  
a traktylanow ej CoA wchodzący w skład jednej z puli byłby dostępny 
dla syntetazy acylo-CoA wym agającej GTP (a być może również dla 
dehydrogenazy a-ketoglutaranu (E.C.1.2.4.2) i syntetazy sukcynylo-CoA 
(E.C.6.2.1.4)), a niedostępny dla enzymów ß-oksydacji. CoA wchodzący 
w  skład drugiej puli, związany z błoną, jest dostępny jedynie dla enzy­
m ów ß-oksydacji. Ten CoA byłby acylow any jedynie przez palm itylo- 
karnitynę, a nie przez palmitylo-CoA lub kwas palm itynow y i ATP 
w obecności karnityny. CoA zaw arty  w  przestrzeni między błonami 
w  świeżo wyizolowanych m itochondriach zapewne pochodzi z cytoplazmy, 
z k tórej przedostał się na skutek dyfuzji przez przepuszczalną nawet dla 
dużych cząsteczek zew nętrzną błonę m itochondrialną.

W edług hipotezy G arlanda powstawanie estrów  karnitynow ych długo­
łańcuchowych kwasów tłuszczowych jest niezbędnym  w arunkiem  prze­
dostania się cząsteczek kwasu do kom partam entu  mitochondrialnego, 
w  którym  ulegają one utlenianiu.

Za hipotezą przem aw ia stw ierdzenie G a r l a n d a  i wsp. (75), że 
w w arunkach m aksym alnej wydolności utleniania kwasów tłuszczowych 
w m itochondriach szybkość przem iany palm itylo-CoA w palm itylokar- 
n itynę jest bliska szybkości utleniania palmitylo-CoA, podczas gdy ak tyw ­
ność syntetazy palmitylo-CoA (E.C.6.2.1.3) jest dużo wyższa. Autorzy ci 
są zatem  zdania, że czynnikiem  ograniczającym  utlenianie kwasu palm ity­
nowego lub palmitylo-CoA w m itochondriach jest wydolność palm itylo- 
transferazy  palmitylo-CoA: karnityna, a nie syntetazy acylo-CoA 
(E.C.6.2.1.3) jak  przy jm ują K r e b s  (52) i K l i n g e n b e r g  (5), czy 
też dehydrogenazy acylo-CoA (E.C.1.3.2.2) jak  u trzym ują B u n y a n  
i G r e e n b a u m  (16).

[9]
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III. Lokalizacja enzymów w komórce i w mitochondriach

R ezultaty  szeregu badań (8 , 14, 41, 65) w ykazują, że karn ityna służy 
nie tylko jako przenośnik grup acylowych do w nętrza m itochondrium , ale 
również u łatw ia przejście pochodnych acylo-CoA na zewnątrz.

Acetylotransjeraza acetylo-CoA: karnityna. Jak  już wspomniano acety- 
lacja karn ityny  katalizow ana jest zarówno przez enzym znajdujący się 
w ew nątrz jak  i na zew nątrz m itochondriów. Dane o aktyw ności enzymu 
w różnych tkankach szczura przedstaw ia rysunek  2 , a dane o jego ak tyw ­
ności w m itochondriach z różnych narządów  umieszczono w tablicy 1 .

Lokalizacja enzym u w ew nątrz m itochondrium  jest spraw ą kontrow er­
syjną: w edług jednych badaczy (1, 3) m aksym alna aktywność enzym u 
znajduje się w  rozpuszczalnej frakcji m itochondrialnej, inni (59) znajdu­
ją w tej frakcji tylko 2 0 %  aktywności acetylotransferazy pomimo, iż 
frakcja  ta zaw iera około 85% wolnej karn ityny . W edług badań F r i t z a 
(38) "i N o r  u m (62) enzym znajduje się głównie we frakcji nierozpusz­
czalnej.

Palmitylotransferaza palmitylo-CoA: karnityna. Enzym ten jest spe­
cyficzny dla długołańcuchowych kwasów tłuszczowych (33, 37, 40, 64, 87). 
F r i t z  i Y u e  (40) znajdują dużą aktyw ność enzymu we frakcji roz­
puszczalnej po w irow aniu fragm entów  m itochondriów  przy 25 000 g (40). 
Ostatnio ustalono, że jest on zlokalizowany we frakcji błon m itochon­
drialnych (6 6 ).

IV. Regulacja końcowego etapu utleniania kwasów tłuszczowych

U tlenianie długołańcuchowych kwasów tłuszczowych zwiększa w m i­
tochondriach zawartość acetylo-CoA (42), k tó ry  dalej może być m etaboli­
zowany w cyklu K rebsa lub w ykorzystany do syntezy acetooctanu. Zu­
żywanie acetylo-CoA do syntezy acetooctanu można tłum aczyć niskim po­
ziomem szczawiooctanu (56, 81) wyw ołanym  przez wzrost stosunku 
NADH2/NAD podczas utleniania kwasów tłuszczowych (83).

Innym  czynnikiem  skierow ującym  acetylo-CoA na tory  syntezy aceto­
octanu jest ham ow anie syntetazy cytrynianow ej przez pochodne acylowe 
CoA (56, 77, 80, 82).

Niedawno S h e p h e r d ,  Y a t e s  i G a r l a n d  (72, 73) zapropono­
wali inny m echanizm  ham ow ania syntetazy  cytrynianow ej. Stw ierdzili 
oni, że izolowane m itochondria w ątroby szczura syntetyzują acetooctan 
podczas utleniania palm itylokarnityny w obecności jabłczanu w w arun­
kach, w k tórych oksydacyjna fosforylacja jes t sprzężona. Teoretyczne 
obliczenia stosunku ilości zużytego tlenu (w figramoatomach) na 1 fimol 
pod m itylokarnityny w różnych w arunkach m ożna przedstawić w nastę­
pujących reakcjach:
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a) utlenianie palm itylokarnityny w obecności m alonianu p rzy  zaham o­
waniu cyklu Krebsa na poziomie dehydrogenazy bursztynianow ej

kwas palm itynow y +  7 0 2 -> 4 cz. acetooctanu 
(AO/A palm ityl — 14)

b) w obecności jabłczanu i fluorocytrynianu, k tó ry  zapobiega dalszemu 
utlenianiu  cytrynianu

kwas palm itynow y t  8  cz. jabłczanu +  1 1  0 2 -> 8  cz. cy trynianu  
(AO/A palm ityl =  2 2 )

c) w obecności wysokich stężeń ATP
kwas palm itynow y +  5 Oz -> 4 cz. (5-hydroksymaślanu 

(AO/A palm ityl =  10)
A utorzy wykazali doświadczalnie, że w  m itochondriach sprzężonych 

stosunek AO/A palm ityl =  16,17, co wskazuje, że w  tych w arunkach 
zachodzi reakcja a. Dopiero dodanie czynników rozkojarzających (2,4-DNP) 
zwiększa ten  stosunek do 2 2 , co wskazuje że w tym  przypadku zachodzi 
reakcja b. Ponadto S h e p h e r d  i G a r l a n d  (74) wykazali, że czę­
ściowo oczyszczona syntetaza cytrynianow a z m itochondriów w ątroby jest 
ham ow ana przez m ilim olarne stężenia ATP, a wpływu tego nie można ich 
zdaniem  tłum aczyć usuw aniem  szczawiooctanu w w arunkach aktywnego 
m etabolizm u komórki. Na podstawie tych danych G a r l a n d  i wsp. 
(72, 73) sugerują, że istnieje zależny od ATP mechanizm kontrolujący 
rozdział puli acetylo-CoA pomiędzy syntezę acetooctanu, a kondensację 
do cytrynianu.

Uwagi końcowe
Funkcja karn ityny  jako przenośnika zaktywowanych grup acylowych 

przez błony m itochondrialne m a szczególne znaczenie w m itochondriach 
niektórych tkanek  zwierzęcych (mięsień sercowy, m ięśnie szkieletowe).

Ostatnio B r e m e r  porów nuje acylokarnityny i pirogronian jako sub­
stra ty  oddechowe w sarkosomach (12) i m itochondriach w ątroby (13). Sto­
sując estry  karnitynow e kwasów tłuszczowych oznaczono doświadczalnie 
kontrolę oddechową i stosunek P  : O, k tó ry  jest m iarą oksydacyjnej fosfo­
ry lacji i otrzym ano dla kwasów tłuszczowych wartość P  : O bliską w ar­
tości teoretycznej to jest około 2,5 (76). W ydaje się, że brak  dotychczas 
danych o wyodrębnieniu in term ediatów  P-oksydacji (piśmiennictwo patrz 
poz. 42) przem aw iający za hipotezą, że cały łańcuch utlenienia kwasu 
tłuszczowego odbywa się na jednej cząsteczce enzymu, nie jest sprzeczny 
z postulowanym  udziałem  transferaz karnitynow ych w transporcie grup 
acylowych przez błony.
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R Y S Z A R D  W IE R Z B IC K I*, JAC E K  B A R T K O W IA K **

Kwas dezoksyrybonukleinowy w mitochondriach 

The Mitochondria] Deoxyribonucleic Acid

The existence and the biological role of m itochondrial DNA are discussed.

W ciągu ostatnich lat ukazało się wiele prac na tem at w ystępow ania 
DNA poza chrom atyną jądrow ą. W yniki żm udnych eksperym entów  pod­
ważyły powszechnie dotychczas panujący pogląd, że DNA zlokalizowany 
jest wyłącznie w chrom atynie jądrow ej i że tylko ten  jądrow y DNA jest 
nośnikiem dziedziczności. Pogląd ów był tak  głęboko zakorzeniony i pow­
szechnie przyjęty, że drobne ilości DNA w ykryw ane w cytoplazmie ko­
m órkowej, głównie w plastydach i m itochondriach, przypisywano za­
nieczyszczeniu jądrow ym  kwasem  dezoksydrybonukleinowym .

W ostatnich latach wykazano ponad wszelką wątpliwość, że DNA 
w ystępuje w chloroplastach i plastydach roślin związany z nimi s tru k ­
tu raln ie  i funkcjonalnie (4, 8 , 20, 29, 36, 40).

W łączanie znakowanej try tem  tym idyny (29, 40) do plastydów  roślin 
oraz usuwanie z nich piętna pod w pływem  dezoksyrybonukleazy przem a­
wia nie tylko za obecnością DNA w plastydach, ale sugeruje również, 
że synteza DNA zachodzi w ew nątrz tych organelli. Aktynom ycyna D, 
inhibitor syntezy RNA zależnej od DNA, ham uje również włączanie 
prekursorów  RNA do plastydów  (17), co sugeruje, że synteza RNA w tych 
organellach zależy od m atrycy  DNA. Pozajądrow y DNA w komórce 
roślinnej, zdolny do tw orzenia inform acyjnego kwasu rybonukleinowego 
(mRNA), może zatem  obok jądrowego DNA uczestniczyć w przekazyw aniu 
inform acji genetycznej i kierować procesem w ytw arzania nowych drobin 
białkowych, typowych dla plastydów.

Plastydy i m itochondria są organellam i kom órkowymi m ającym i wiele 
wspólnych cech anatom icznych i funkcjonalnych. Nasuwa się przeto py­
tanie, czy w m itochondriach także znajduje się DNA, jaka jest jego cha­

* Mgr, st. asyst. K atedry  Biochemii U niw ersytetu  Łódzkiego.
** Mgr, asyst, stażysta K atedry  Biochemii U niw ersytetu  Łódzkiego.
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rak terystyka fizyko-chemiczna oraz jaką spełnia rolę biologiczną. N iniejszy 
artykuł stanowi próbę przedstaw ienia aktualnego stanu wiedzy na ten  te ­
mat.

I. Dowody na występowanie DNA w mitochondriach

Pierw szych dowodów na występowanie DNA w ew nątrz m itochondriów  
dostarczyły badania cytochemiczne. W ew nątrz m itochondriów obserw o­
wano przy pomocy m ikroskopu elektronowego pola o obniżonym pochła­
nianiu elektronów, w obrębie których dostrzegano niekiedy, w zależności 
od techniki u trw alania  i barw ienia, zarysy delikatnych s tru k tu r w łók­
nistych o średnicy 15— 30A, lub utw orów  pałeczkowatych o średnicy około 
400A (15, 28). Do spostrzeżeń tych nie przyw iązywano jednak większej 
wagi, trak tu jąc  obserwowane s tru k tu ry  jako artefak ty , wywołane zm ia­
nami pośm iertnym i w komórce lub drastycznym i m etodam i utrw alania.

Prace M. N a s s  i S. N a s s  z roku 1962 i 1963 (24, 25) nad m ito- 
chondriami embrionów kurzych, wykluczające możliwość zniekształceń 
preparatów  m ikroskopowych pod wpływem  techniki u trw alania  dowiodły, 
że jasne pola w ew nątrz m itochondriów oraz w ystępujące w nich bardziej 
kontrastow e tw ory włókniste są jednostkam i struk turalnym i m itochon­
driów. Tw ory te obserwowano we wszystkich preparatach  m ikroskopo­
wych, niezależnie od techniki u trw alania, stężenia u trw alaczy i wartości 
pH środowiska.

W ybarw ienie octanem  uranylu  m ikroskopowych preparatów  em brio­
nów kurzych (25) pozwalało zaobserwować w ew nątrz m itochondriów 
włókno o średnicy 15— 30A w postaci delikatnej, słaboskontrastow anej, 
pozbawionej ograniczeń m em branow ych siateczki. W krótce potem  ukazało 
się doniesienie C h r i s p e e l s a  i wsp. (3), a w 1965 roku K i s l e v a  
i wsp. (18) o występow aniu podobnych włókienek w plastydach i m ito­
chondriach roślinnych. Identyczny efekt otrzym ano także, gdy utrw alano 
octanem uranylu  p repara ty  chloroplastów zaw ierające DNA (36). (rys. 1).

P repara ty  m itochondriów u trw alane przy pomocy czterotlenku osmu 
zawierały natom iast pałeczkowate stru k tu ry  o średnicy około 400A, będące 
zbitym  skupiskiem  delikatnych włókienek o średnicy 15—30A (24). Po­
dobne s tru k tu ry  obserwowano wcześniej w utrw alonych w identyczny 
sposób preparatach  bak tery jnej nukleoplazm y (16, 39) i chloroplastach 
glonów (36), a więc w organellach, o k tórych wiadomo na pewno, że za­
w ierają kwas dezoksyrybonukleinowy.

Potw ierdzeniem  polinukleotydowego charakteru  widocznych we­
w nątrz m itochondriów włókien były w yniki traw ienia nukleazam i i enzy­
mami proteolitycznym i (25, 32), świadczące, że włókienka te są specy­
ficznie traw ione DN-azą. Czterogodzinna inkubacja 19-godzinnego embrio- 
nu kurzego (25) powodowała całkow ity zanik w łóknistych s tru k tu r we-
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Rys. 1. W łókna kw asu dezoksyrybonukleinowego widoczne w obrębie jasnych pól 
m itochondriów  em brionu kurzego (wg 25)

Preparat utrwalono octanem uranylu. Powiększenie 150 000 razy

Rys. 2. M itochondria em brionu kurzego inkubow ane z DN-azą w ciągu 4 godz.
(wg 25)

Powiększenie 150 000 razy. Objaśnienia w tekście
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Rys. 3.. M itochondria em brionu kurzego inkubow ane w ciągu 4 godz. wobec Z n S 0 4,
jako inh ib ito ra DN-azy (wg 25)

Powiększenie 150 000 razy. Objaśnienia w tekście

Rys. 4. Obraz m itochondrialnego DNA z Neurospora crassa w  m ikroskopie elek­
tronow ym  (wg 23)
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w nątrz m itochondriów, przy jednoczesnej utracie przez jądro  zdolności 
w ybarw iania się w reakcji Feulgena. (rys. 2).

W obecności jonów Z n++, które są inhibitoram i DN-azy, w łókienka 
w ew nątrz m itochondriów nie znikały naw et po długotrw ałej inkubacji 
(rys. 3).

W łókna m itochondriów były natom iast odporne na działanie RN-azy 
i pepsyny. Enzym atyczny rozkład s tru k tu r  włóknistych m itochondriów 
pod wpływem  DN-azy dowodzi ich charakteru  polidezoksyrybonukleoty- 
dowego. Nasuwa się jednak pytanie, dlaczego p repara ty  m itochondrialne 
nie dają dodatniej reakcji Feulgena. W ydaje się, że jest to spowodowane 
m niejszym  niż w jądrze stężeniem m ateria łu  polidezoksyrybonukleotydo- 
wego na jednostkę powierzchni organelli. Być może wpływa na to również 
wysoki stopień hydratacji DNA w m itochondriach i w ynikający stąd stan 
jego rozproszenia w tych organellach.

Bardzo poważnych dowodów w ystępowania DNA w m itochondriach 
dostarczyły badania autoradiograficzne (18, 30, 41, 12, 31). P a r s o n s  
(30, 31) podaje, że u Tetrahymena pyriformis  inkubowanej z 3H -tym idyną 
piętno pojawia się nie tylko w jądrach, ale także i w m ateriale  cytoplaz- 
m atycznym  (mitochondriach). Przeniesienie znakowanych m ikroorganiz­
mów na nieradioaktyw ną pożywkę, prowadziło do podziału rad ioak tyw ­
ności cytoplazm atycznej pomiędzy wszystkie kom órki potomne. Zanik 
radioaktyw ności w m itochondriach znakowanych kom órek pod wpływ em  
traw ienia DN-azą pozwala wnioskować, że 3H -tym idyna została włączona 
do m ateriału  polidezoksyrybonukleotydowego. Podobne badania na tym  
samym  obiekcie przeprowadzili S t o n e  i M i l l e r  (41). Zauw ażyli oni 
ponadto, że szybkość wbudow ywania 3H -tym idyny do m itochondriów 
zwiększa się w obecności aktynom ycyny D lub fluorodezoksyurydyny, co 
wskazuje, że w m itochondriach zachodzi synteza DNA.

Dalszy etap badań nad kwasam i nukleinow ym i m itochondriów obej­
mował próby ilościowej analizy tych związków. Stosując spektrofoto- 
m etryczne i chem iczno-kolorym etryczne m etody analizy m ateria łu  m ito- 
chondrialnego rozfrakcjonowanego w edług m etody Schm idta-Thannhause- 
ra  określono zawartość DNA w m itochondriach w ątroby szczura, serca 
wołu, drożdży, Neurospora crassa i węzłów chłonnych cieląt (19, 23, 26, 
38, 43, 45).

Ilości DNA w m itochondriach są niewielkie, stanowią zaledwie od 
1—3%  całkowitego DNA kom órki i w ahają się od 0,3— 10,0^g na jeden 
mg białka m itochondriów w zależności od ich pochodzenia i stosowanych 
m etod analizy. Zawartość DNA w przeliczeniu na jedno m itochondrium  
wynosi lX 1 0 -16g (26, 43), jest więc tego samego rzędu co w chloroplastach 
(8 ). Stosunek RNA : DNA w m itochondriach nie jest stały  i zależnie od 
ich pochodzenia wynosi od 3,0— 15,0.

Dane przytoczone w tablicy 1 są obarczone błędami, w ynikającym i 
głównie z zanieczyszczenia preparatów  m itochondriów m ateriałem  jąd ro ­
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wym  lub adsorbcją jądrowego DNA i cytoplazm atycznego RNA na po­
wierzchni m itochondriów. Są to jednak ilości niewielkie. DNA pochodzący 
z zanieczyszczeń frakcji m itochondrialnej m ateriałem  jądrow ym  stanowi 
około P/o oznaczanego w m itochondriach kwasu dezoksyrybonukleino­
wego (26). Zaadsorbowane na powierzchni organelli kwasy rybo- i dezo­
ksyrybonukleinow e można usunąć przez inkubację zawiesiny m itochon­
driów  z RN-azą i DN-azą (26, 43). (tablica 1).

T a b l i c a  1

Zaw artość D N A  i R N A  w m itochondriach  o trzym anych z różnych źródeł

Źródło m ito­
chondriów

D N A  
w [iglmg 
białka

R N A  
w [¿g/mg 
białka

M etoda oznaczania Cytowane wg

Serce wołu 2,4
2,1

7,4 spektrofotom etry czna 
dw ufenyloam inow a

7,2 orcynolowa
K roon (19)

; W ątroba 2,2 13,7 spektofotom etryczna
l szczura

12,6 orcynolowa

W ątroba 0,64 dwufenyloam inow a
szczura

0,29 indolowa Nass i wsp. (26)
1,83

9,6
cysteinowa
orcynolowa

W ęzły 9,72 29, 7 na podst. fosforu '

chłonne
cieląt 10,13

29,86
dwufenyloam inow a
orcynolowa

W ierzbicki (45)

D rożdże 3,0— 10,0 dwufenyloam inow a
18,0—40,0 orcynolowa T ew ari i wsp. (43)

D rożdże 1,0—4,6 — indolow a Schatz i wsp. (38)

Neurospora 0,7 — dwufenyloam inow a L uck i wsp. (23)
: crassai 1

DNA m itochondriów różni się pod względem pewnych fizykochemicz­
nych właściwości od DNA jąder. Podczas gdy dla jądrowego DNA różne 
m etody analizy ilościowej dają zgodne wyniki, to w przypadku mitochon- 
drialnego DNA w yniki różnią się znacznie. Reakcja cysteinowa z DNA 
m itochondriów z w ątroby szczura np. daje 6  razy wyższe wartości, niż re ­
akcja indolowa i 3 razy wyższe niż m etoda Dischego (26). Pozwala to 
wnioskować o odmiennej reaktyw ności m itochondrialnego i jądrowego 
DNA z tym i samymi związkami, a tym  samym  wskazuje na zróżnicowanie 
obydwu rodzajów DNA. O odrębności DNA m itochondriów świadczy rów ­
nież jego d u ż a . odporność na działanie DN-azy. Podczas gdy jądrow y
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DNA jest praw ie całkowicie traw iony DN-azą w ciągu 15 m inut, to mi- 
tochondrialny DNA z tego samego m ateriału  naw et po ośmiogodzinnej 
inkubacji z DN-azą rozkładany jest zaledwie w 30% (26). Ponieważ kine­
tyka traw ienia jądrowego DNA przez DN-azę nie zmieniała się w obec­
ności stężonej zawiesiny m itochondriów, w ydaje się, że odporność DNA 
m itochondriów nie jest spowodowana ham ującym  wpływem  ich białka, 
a raczej s truk tu ra lną  odrębnością m itochondrialnego DNA.

Ostatecznym  dowodem występowania w m itochondriach DNA po­
winno być uzyskanie z czystej frakcji m itochondrialnej preparatów  kwasu 
dezoksyrybonukleinowego. W 1964 r. L u c k  i R e i c h  (23), jako pierwsi, 
donieśli o otrzym aniu m etodą fenolowodetergentow ą preparatów  DNA 
z uprzednio wyizolowanych i oczyszczonych m itochondriów z N eurospora 
crassa. C harakterystyka spektrofotom etryczna tych preparatów  była ty ­
powa dla kwasu dezoksyrybonukleinowego, ulegały one traw ieniu DN-azą 
i w ytw arzały połączenia kompleksowe z aktynom ycyną. Porównawcze, 
analityczne ultraw irow anie DNA jąder i m itochondriów w gradiencie 
gęstości CsCl wykazało, że różnią się one gęstością (buoyant density). 
Jądrow y DNA posiadał gęstość q =  1,712, a m itochondrialny 1,701. Przy 
w irow aniu większych ilości p repara tu  DNA z m itochondriów stw ierdzano 
występowanie w nim również niewielkich ilości składnika o q =  1,712, 
typowego dla DNA jądrowego. Autorzy nie rozstrzygnęli jednak, czy cha­
rak terystyczny dla m itochondriów DNA w ystępuje wyłącznie poza jądrem  
kom órkowym  oraz jakiego pochodzenia, jądrowego czy mitochondrialnego, 
jest cięższy składnik w ystępujący w mitochondriach. Dużym osiągnię­
ciem tych autorów  było uzyskanie w m ikroskopie elektronow ym  obrazu 
DNA m itochondriów podobnego do obserwowanych wcześniej obrazów 
dwułańcuchow ych, wysokospolimeryzowanych DNA z innych źródeł (39). 
W połączeniu z wynikam i ultraw irow ania w gradiencie gęstości CsCl su­
geruje to, że m itochondrialny DNA jest dwułańcuchowym, spiralnie zwi­
niętym  polimerem, o dużej masie cząsteczkowej, (rys. 4).

Również R a b i n o w i t z  i wsp. donieśli o istnieniu „satelitarnego” 
DNA w całkow itym  DNA kom órek serca i w ątroby embrionów kurfcych 
(32). W preparatach  DNA otrzym anych z m itochondriów ten dodatkowy 
składnik dominował nad kwasem  dezoksyrybonukleinowym  typowym  
dla jąder, nie znaleziono go natom iast w preparatach  DNA otrzym anych 
z jąder komórkowych. Na tej podstawie autorzy w ysunęli wniosek, że 
ten  „satelitarny” DNA jest pochodzenia m itochondrialnego. Różnice 
w gęstości jądrowego i m itochondrialnego DNA, ujaw niające się w trakcie 
u ltraw irow ania w gradiencie gęstości CsCl, w ynikają z różnic w ich skła­
dzie nukleotydowym .

P repara ty  DNA otrzym ane z m itochondriów nie są jednorodne. Nie­
jednorodność m itochondrialnego DNA wykazali T e w a r i i wsp. (43), 
uzyskując dwufazowy profil topnienia preparatów  DNA wyizolowanych 
z m itochondriów drożdży (Tmx =  74,0°C i Tm 2 =  84,0°C).
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Dwie frakcje otrzym ane z tych preparatów  za pomocą ultraw irow ania 
w  gradiencie gęstości CsCl, w ykazują jednofazowe profile topnienia. 
Składnik lżejszy, k tó ry  jest charakterystycznym  DNA m itochondriów sta­
nowi od 5 do 25'°/o całości p reparatu , ma Tm =  75°C, a cięższy składnik ty ­
powy dla DNA jąder ulega topnieniu przy 84,5°C. (rys. 5 i 6 ).

Temperatura ,°C — ►

Rys. 5. P rofile topnienia tem peraturow ego p rep ara tu  całkowitego DNA z m ito­
chondriów  drożdży (I) oraz otrzym anych z niego na drodze u ltraw irow an ia w  g ra­

diencie gęstości CsCl dwóch frakc ji (II), wg Tew ari i wsp. (43)

Rys. 6. F rakcje  kw asu dezoksyrybonukleinowego z m itochondriów  drożdży, uzyskane 
przy pomocy ultraw irow ania w gradiencie gęstości CsCl, z trzech prepara tów  m i- 
tochondrialnego DNA zaw ierających 5% (o—o—o), 15%, (—A —A —) i 25% (—□ —□ —)

tego DNA (wg 43)
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O występowaniu dwóch różnych składników DNA w kinetoplastach 
Leishmania euretti, organellach uważanych za wyspecjalizowane m ito­
chondria, doniósł również d e  B u y  (2). Autor podaje, że typowy dla 
tych organelli DNA m a niższy ciężar cząsteczkowy, wykazuje m niejszą 
gęstość w gradiencie gęstości CsCl ( 9  =  1,699), niż całkowity DNA ko­
m órki (q =  1,721) oraz zawiera tylko 36% guaniny i cytozyny, podczas 
gdy całkowity DNA zawiera 57%.

N iestety dotychczas nie zanalizowano jeszcze składu nukleotydowego 
DNA m itochondriów m etodam i elektroforetycznym i i chrom atograficz­
nym i, co pozwoliłoby na dokładniejsze porównanie ich z DNA jąd ra  ko­
mórkowego.

II. Rola biologiczna mitochondrialnego DNA

W ykrycie DNA w m itochondriach oraz doniesienia o powstawaniu 
fenotypowych dziedzicznych zmian w składzie i struk tu rze m itochondriów 
pod wpływem  działania na cytoplazmę komórkową czynników m utagen­
nych, jak UV, akrydyna, streptom ycyna (1, 7, 47), stały  się podstaw ą hi­
potezy o funkcji biologicznej m itochondrialnego DNA jako półautonomicz- 
nej jednostki genetycznej. Za hipotezą tą przem aw iają też obserwacje 
wskazujące, że m itochondria są zdolne do przynajm niej częściowej sa- 
m oreprodukcji, a ich funkcja jest kontrolowana przez pozajądrowe czyn­
niki genetyczne zaw arte w nich samych (9, 33). Ażeby ustalić, że m ito­
chondria są rzeczywiście półautonomicznymi struk turam i komórkowymi, 
wyposażonymi we własny aparat genetyczny, należy wykazać, że:
a. są one struk tu ram i samopowielającym i się,
b. zaw arty w nich DNA ma zdolność replikacji,
c. m itochondrialny DNA funkcjonuje jako m atryca dla inform acyjnego 

RNA (mRNA),
d. w mRNA zakodowana jest inform acja dla biosyntezy białek m ito- 

chondrialnych, powstających w obrębie tych struk tur.
Pierwsze zagadnienie było trudne do rozwiązania, ponieważ małe 

rozm iary mitochondriów, ich plastyczność i brak pigm entacji nastręczają 
w iele trudności n a tu ry  technicznej. Zdołano jednak wykazać, że za­
równo m itochondria jak  i ich niezróżnicowane stadium  — prom itochondria 
posiadają zdolność podziału, a nie tw orzą się de novo (6 , 2 1 , 2 2 ).

Badania autoradiograficzne nad włączaniem  znakowanej tym idyny 
do frakcji m itochondriów (18, 30, 31, 41, 42) wskazują, że DNA nie jest 
dostarczany do nich w gotowej formie każdorazowo z jądra, ale że w m i­
tochondriach zachodzi jego biosynteza. S c h a t z i wsp. (38) wykazali, 
że w m itochondriach w ystępują mono- i oligodezoksyrybonukleotydy 
i sugerują również możliwość przem iany DNA w tych organellach. Dal­
szym  uzasadnieniem  tego poglądu jest b rak  w jądrach kom órkowych DNA
o cechach typowych dla frakcji m itochondrialnego DNA (43).

http://rcin.org.pl



5 8 4 R. W IER Z B IC K I, J. B A R T K O W IA K m

Dowodów świadczących o genetycznej funkcji m itochondrialnego DNA 
dostarczają badania nad indukow aniem  m utacji i dziedziczeniem pow sta­
łych zmian.

E p h r u s s i  (5) uzyskał szczep drożdży, u którego niezdolność do 
oddychania tlenowego była wynikiem  m utacji czynników genetycznych, 
zlokalizowanych wyłącznie w cytoplazmie. Dalsze pokolenia zmutowanego 
szczepu dziedziczyły tę  patologiczną właściwość. Cecha ta nie dziedzi­
czyłaby się, gdyby jądro dostarczało odpowiedni m ateriał genowy do 
nowopowstających mitochondriów. W ypływa stąd wniosek, że ten defekt 
przekazywany jest na drodze powielania pierw otnie zmienionego cyto- 
plazmatycznego m ateria łu  genetycznego.

Gdyby m itochondria posiadały swój w łasny aparat genetyczny, to funk­
cja jego powinna by się przejaw iać w powielaniu inform acyjnego RNA 
niosącego inform ację dla syntezy specyficznych białek m itochondriów. 
Analiza ilościowa kwasów nukleinowych wykazała obecność znacznych 
ilości RNA we frakcji m itochondrialnej (19, 25, 26, 43), a m ikroskop elek­
tronow y pozwolił dostrzec w m itochondriach pewne ulegające traw ieniu 
RN-azą struk tu ry  przypom inające rybosom y (18, 32). Są też dowody do­
świadczalne, że w m itochondriach zachodzi synteza kwasu rybonukleino­
wego zależna od DNA (13, 25, 27, 44, 45). L u c k  i R e i c h  (25) wykazali, 
że zawiesina m itochondriów z Neurospora crassa, wolna od zanieczyszczeń 
jądrow ych i rybosomów, ma zdolność włączania 3H-GTP do nowopowsta­
jącej frakcji m itochondrialnej, m ającej cechy kwasu rybonukleinowego. 
W łączanie 3H-GTP było blokowane przez aktynom ycynę D, która jak  
wiadomo ham uje specyficznie syntezę RNA zależną od DNA (10, 34).

Zagadnienie syntezy białka w m itochondriach nie jest jeszcze dosta­
tecznie wyjaśnione. Istnienie takiego procesu sugerują badania nad w łą­
czaniem radioaktyw nych aminokwasów przez wyizolowaną frakcję m ito­
chondrialną (11, 19, 35). F ragm enty  subm itochondrialne, otrzym ane pod 
wpływem  digitoniny, w łączają aminokwasy z podobną szybkością jak  m i- 
krosom y z w ątroby szczura (35). Proces ten  jest ham ow any przez ak ty ­
nom ycynę D i chloram fenikol (ham ujący łączenie się mRNA z ryboso­
mami). W ystępowanie w m itochondriach kompleksów DNA—RNA (26) 
pozwala przypuszczać, że odczytywanie i przekazyw anie inform acji gene­
tycznej, zakodowanej w DNA mitochondriów, przebiega w tych orga­
nellach w sposób podobny, jak  w przypadku jądrowego DNA. Ilość DNA 
przypadająca na jedno m itochondrium  ( l X 1 0 ~16g) jest zdolna zakodować 
inform ację o syntezie około 150 białek o masie cząsteczkowej 20 000 (26), 
co świadczyłoby o wielogenowym charakterze m ateriału  genetycznego, 
zaw artego w jednym  m itochondrium.

Za odrębnością m itochondrialnego układu genetycznego przem aw ia 
też sugerow any przez G i b o r a  i G r a n i c k a  (9) wpływ tlenu na 
przekształcanie się prom itochondriów w wyspecjalizowane m itochondria 
zdolne do oddychania tlenowego. Jądro  komórkowe niew ątpliw ie rów nież
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w yw iera wpływ na czynność m itochondrialnego m ateriału  genowego. 
W pływ ten może być bezpośredni, poprzez jądrow e represory lub aktyw a­
tory m itochondrialnych układów genetycznych, bądź pośredni, polegający 
na lim itowaniu dopływu do m itochondriów m etabolitów  niezbędnych do 
funkcjonow ania tych organelli.

Znaczenie biologiczne istnienia pozajądrowego czynnika genetycznego 
we wszystkich m itochondriach komórki może polegać na zwiększaniu opor­
ności kom órki na przypadkowe czynniki m utagenne co zwiększałoby sta­
bilność filogenetyczną organizmów, zwłaszcza, że w grę wchodzą s truk tu ry  
komórkowe dysponujące szczególnie ważnym i dla ustro ju  procesami ener­
getycznymi.
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W ŁO D ZIM IERZ MOZOŁOWSKI*

Wincenty Arnold, biochemik i lekarz 
1864-1942

Wincenty Arnold, Biochemist and Physician 
1864—1942

WE WSPOMNIENIU LWOWSKICH WSPÓLNIE PRZE­
BYTYCH CZASÓW DEDYKUJĘ TĘ PRACĘ PRZY­
JACIELOWI I KOLEDZE PROFESOROWI JÓZEFOWI 
HELLEROWI W 70-TĄ ROCZNICĘ JEGO URODZIN

Działalność naukow a W incentego A rnolda przypada na pierwsze lata 
XX wieku, w przew ażnej części na okres poprzedzający pierwszą wojnę 
światow ą.

Biochemia taka, jaką dziś upraw iam y — biochemia przem ian ustro­
jowych i s tru k tu r wielkocząsteczkowych — była dopiero w zaczątkach, 
chociaż wiek XIX dał mocne podstaw y chemii organicznej, na których 
m ogła się oprzeć z pełnym  zaufaniem  i rozbudować się tak, jak  to dzisiaj 
m a miejsce. Zdobycze biochemii — (w dzisiejszym słowa tego znaczeniu) — 
przed naszym XX wiekiem — można w skrócie wyznaczyć trzem a nazwis­
kami: Antoniego Lavoisiera, największego chemika wszystkich czasów 
i  narodów, k tó ry  stw orzył podstaw y naszej nauki przez ścisłe, ilościowe 
ujęcie u tleniań ustrojow ych i związanie ich z przem ianą energetyczną 
ustrojów ; Ludw ika Pasteura, k tóry  u jm uje ferm entację alkoholową droż­
dży, jako „życie w w arunkach beztlenow ych” ; Hansa i Edw arda Buch­
nerów, k tórym  udaje się oddzielić od uorganizowanej kom órki zestaw 
enzymów przeprow adzających ferm entację alkoholową i udostępnić je 
badaniom. Ale nasze wiadomości biochemiczne w dzisiejszym słowa zna­
czeniu były bardzo niewielkie; przecież dopiero w 1902 r. Emil Fischer 
w ykazuje istnienie wiązania peptydowego w białkach, a jeszcze w pierw ­
szych latach po drugiej wojnie św iatow ej uważało się kwasy nukleinowe 
za czteronukleotydy, a więc związki o niew ielkiej masie cząsteczkowej. 
Gdy zdamy sobie z tego sprawę, w yraźniej wystąpi ciężar gatunkow y 
biochemicznych zdobyczy naukowych W incentego Arnolda.

* Em. Prof, zwycz. chemii fizjologicznej AM, G dańsk.
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W incenty Arnold urodził się 5 grudnia 1864 roku w Ołomuńcu na Mo­
rawach. Do szkół początkowych i średnich uczęszczał w Krakowie i Lwo­
wie, a studia lekarskie odbywał w Krakowie i Lipsku. (Wydział Lekarski 
powstał we Lwowie dopiero w 1894 roku). Prom ocję na doktora wszech 
nauk lekarskich uzyskał 7 m aja 1890 w Krakowie. Następny rok poświę­
cił studiom  filozoficznym, których przedm iotem  były (jak to podaje 
w jedynym  dostępnym  mi krótkim  życiorysie znajdującym  się w arch i­
wum  Polskiej Akadem ii Umiejętności): „historia filozofii, K ant, a z now ­
szych autorów  W ilhelm W undt, Riehl, A rtu r Schopenhauer, Edward 
H artm ann”. Następnie odbył roczną służbę wojskową, a w 1892 podjął 
pracę w Szpitalu Powszechnym  we Lwowie; przez dwa lata pracow ał na 
oddziale chorób w ew nętrznych oraz w szpitalnej pracowni chemicznej. 
W 1894 obejm uje samodzielne kierownictwo oddziału chorób zakaźnych, 
z początku jako sekundariusz, a od 1897 roku jako prym ariusz. Na tym  
stanowisku pozostaje do em ery tury  w roku 1926. Następne lata spędza we 
Lwowie aż do śm ierci w jesieni 1942 r. W 1922 roku został obrany człon­
kiem  korespondentem  Akademii Nauk Lekarskich w W arszawie, k tó ra  
w 1930 r. została włączona do Polskiej Akadem ii Um iejętności w K rako­
wie, jako jej W ydział IV.

Praca na pawilonach zakaźnych nie była ani łatwa, ani mała, ani 
bezpieczna. Epidemie w okresie pierwszej wojny, zwłaszcza duru  osu t- 
kowego i brzusznego były szczególnie ciężkie; lekarze oraz personel 
szpitalny, składający się z sióstr zakonnych, w dużej części przechodzili 
choroby, które w danym  okresie panowały; a na pozostałych przy zdrowiu 
spadała tym  większa praca. I Arnold przeszedł ciężki du r osutkow y 
w latach wojny. Obsada lekarska była bardzo niewielka; wszystkie, w za­
sadzie, badania pomocnicze były wykonyw ane na oddziale; Arnold bardzo 
dbał o chorych powierzonych jego opiece, pracow ał samotnie, nie m iał 
współpracowników i pomocy technicznej, a jednak w okresie lat 1898— 
1926 ogłosił drukiem  29 prac; ty tu ły  ich podaje wykaz umieszczony na 
końcu tego artykułu .

Działalność naukową W incentego Arnolda można ująć w trzy  grupy 
zagadnień: A. Prace biochemiczne; m ają one istotne znaczenie dla roz­
woju naszej nauki i dlatego nimi zajm ę się przede wszystkim  (poz. wyk. 
4, 5, 6, 7, 8, 16, 17 i 18); B. Prace analityczno-lekarskie, podające szereg 
m etod i in terpretacji, z k tórych i dzisiejszy analityk  wiele może sko­
rzystać (poz. wyk. 1, 2, 3, 9, 10, 11, 15, 19, 22, 23, 25, 28 i 29); C. P race  
kliniczno-lekarskie, szczególnie cenne w tym  dawnym  okresie m edycyny, 
gdy lekarz nie m iał do dyspozycji ani dzisiejszych m etod diagnostycznych 
ani sulfonamidów i antybiotyków  (poz. wyk. 12, 13, 14, 20, 21, 24, 26 
i 27).

A. Prace biochemiczne; ich tem atem  są: grupy sulfhydrylow e białek 
i ich reaktywność, cysteina związków niebiałkowych tkanek oraz hem aty- 
na obojętna czyli kathem oglobina.

[2  1
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1) Grupy sujhydrylowe białek i ich reaktywność  są przedm iotem  dwóch 
prac (poz. wyk. 16 i 17). O pierają się one na prostej reakcji, k tórą Arnold 
w ykonuje zadając 1 do 2 ml roztworu białka kilkoma kroplam i 5% roz­
tw oru  nitroprusydku sodowego, a potem  kilkoma kroplam i amoniaku; 
w  przypadku dodatniej próby powstaje intensyw ne purpurow o-czerw one 
zabarw ienie, znikające po dodaniu kwasu octowego; w pierwszej z prac, 
będącej sprawozdaniem  z doniesienia na posiedzeniu Akademii U m iejęt­
ności w Krakowie, określa ją Arnold jako nowy odczyn barw ny ciał biał­
kowych; w drugiej, wydanej w następnym  roku (1911) podaje, że po za­
kończeniu swojej pracy doświadczalnej znalazł pracę A. H efftera z 1908 r. 
(M ed. Naturwiss. Arch. 1.81.), w której jest ta reakcja opisana. Arnold ba­
dając występowanie tej reakcji wykazuje, że dają  ją białka wytrącone 
przez obojętne sole (siarczan sodowy, siarczan magnezowy), przez alkohol 
czy kwas fosforowolframowy, natom iast osady białkowe uzyskane przez 
zastosowanie soli m etali ciężkich (chlorek żelaza, sublim at) reakcji tej 
nie dają; także jod, brom, lub woda utleniona w oddziaływaniu zasado­
wym  uniem ożliw iają jej występowanie. Własność dawania tej reakcji 
przez białka znika prędko w oddziaływaniu zasadowym, ale w oddziały­
w aniu kwaśnym  jest ona stosunkowo trw ała; i tak soczewka oka roztarta  
w cienkiej w arstw ie na bibule jeszcze po roku daje reakcję tak  samo 
praw ie mocną, jak  w świeżym stanie. Nie daje jej właściwa tkanka 
łączna (ścięgna, powięzi) a w chrząstce jedynie kom órki w ystępują jako 
barw ne punkty. W roślinnych tkankach daje się łatwo wykazać ten  od­
czyn w nasionach (soczewicy, ziarnach jabłek czy pomarańcz), a także 
i grzybach. Nie daje się stwierdzić w zielonych częściach roślin. K eratyny 
tego odczynu nie dają, ale po zadziałaniu ługiem  sodowym lub potasowym 
w ystępuje ta reakcja bardzo silnie; zbadał to Arnold na keratynie paznok­
ci, włosów, piór ptasich i błonach jaja  kurzego. Białko jaja  kurzego reakcji 
tej nie daje, ale jeżeli się je traw i pepsyną z kwasem  solnym w 37° to 
reakcja ta staje się coraz intensyw niejszą, osiągając m aksim um  po upły­
wie godziny. Białko ja ja  kurzego ścięte przez ogrzewanie i dobrze prze­
płukane daje w yraźną reakcję z nitroprusydkiem .

Arnold bada jaki składnik białka jest za tę reakcję odpowiedzialny. 
Nie dają jej następujące aminokwasy: glikokol, alanina, fenyloalanina, 
tyrozyna, leucyna, kwas asparaginowy, kwas glutam inowy, cystyna, his- 
tydyna, tryp tofan  i tauryna. Jedynie cysteina daje tę reakcję i na tej 
podstawie form ułuje wniosek: grupą reagującą, która daje w białku tę 
barw ną reakcję, jest cysteina, a zmienne natężenie tej reakcji zależy od 
liczby zdolnych do reakcji grup sulfhydrylow ych.

Zapoczątkowanie badań grup sulfhydrylow ych białek, a zwłaszcza ich 
zmienności w zależności od stanu, w którym  się białko znajduje, jest 
zasługą Arnolda, powszechnie uznaną i stale podnoszoną w publikacjach 
ujm ujących przegląd całości tego tak aktualnego dziś zagadnienia. W dzie­
le „The P ro teins” wydanym  przez H. N eura th ’a i K. Bailey’a (Academic
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Press New York 1953, 1954) pisze F. Putnam : (Vol I. P a rt B. str. 830) 
„Since 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  m iejscu (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 m any enzymes, and their ease of 
detection and m e a s u r e m e n t W  tym  sam ym  dziele (Vol. II. 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”. N aw ia­
sem dodam, że praca A rnolda ukazała się w 1911 roku, a M irsky i Anson 
podjęli to zagadnienie w 1935 roku, a więc w ćwierć wieku później.
2) Cysteina niebialkowych frakcji narządów zwierzęcych  (poz. wyk. 18). 
Po zupełnym  usunięciu białek przez wysolenie siarczanem  sodowym lub 
amonowym daje się wykazać intensyw na reakcja z nitroprusydkiem  
i amoniakiem  taka, jak  poprzednio podana dla białek. Arnold bardzo 
szczegółowo opisuje sposób postępowania, k tórym  się posługiwał; należy 
używać narządów  zwierzęcych możliwie bezpośrednio po zabiciu zwie­
rzęcia, a jeżeli później to po przechowaniu w lodzie; pozostawienie wod­
nych wyciągów narządów w tem peraturze pokojowej prowadzi do zaniku 
reakcji, ale zagotowanie takich wyciągów utrzym uje reakcję na dłuższy 
czas. W yciągi sporządza z miazgi oczyszczonych narządów, zadanej roz­
cieńczonym kwasem  siarkowym  do w yraźnej kwaśnej reakcji na lakm us 
i to w temp. 34°—35° ze względu na to, że w tej tem peraturze jest większa 
rozpuszczalność siarczanu sodu użytego do wysolenia białek. W wodo- 
jasnym  przesączu uzyskanym  z wyciśniętej miazgi reakcje na białko w y­
padają ujem nie. Reakcja z nitroprusydkiem  i amoniakiem  wypada we 
wszystkich bezbiałkowych wyciągach badanych narządów  silnie dodatnio, 
otrzym uje się mocną purpurow o-fioletow ą barwę; najsilniejszą jednak 
jest reakcja w wyciągach w ątroby  (wołu, królika) około 3 do 4 razy 
mocniejsza niż w innych narządach,, a przebadał Arnold następujące 
narządy: grasicę, mięsień, serce, mózg, jądra, nerki, jelito, soczewkę oka; 
także z erytrocytów  uzyskuje się bezbiałkowe przesącze dające w yraźną 
reakcję nitroprusydkow ą, natom iast osocze względnie surowica krw i reak ­
cji tej nie dają. Na bezbiałkowych ekstrak tach  badanych narządów, oraz 
równolegle na roztw orach cysteiny uzyskanej przez redukcję cystyny, 
w ykonuje Arnold siedem reakcji charakterystycznych dla cysteiny; do­
łącza do tego dwie nowe, szczególnie czułe, będące m odyfikacjam i reakcji
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nitroprusydkow ej. W oparciu o w ynik tego porównania wyciąga wnio­
sek, że związkiem dającym  te reakcje jest cysteina; wyraża to zdaniem 
(poz. wyk. 18 str. 316): „Der mit Nitroprussidnatrium reagierende Kórper  
ist seinen Reaktionen nach Cystein”.

W dziesięć lat później F. G. Hopkins izoluje glutation jako substancję 
dającą reakcję nitroprusydkow ą w bezbiałkowych wyciągach tkanek. 
Zw iązek swoich badań z pracą Arnolda w yraża w streszczeniu swej pracy 
w następujących słowach (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 I ie f fter  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 często powołuje 
się na badania Arnolda, zwłaszcza w odniesieniu do występowania reak ­
cji nitroprusydkow ej w różnych tkankach; potwierdza także w ystępow a­
nie w erytrocytach związku dającego tę reakcję w odróżnieniu od osocza 
krw i. J. H e 11 e r  w pracy przeglądowej o tioneinie moczu (Polska Ga­
zeta Lekarska  12, N r 50 (1933)) omawia te spraw y podnosząc znaczenie 
reakcji A rnolda w  badaniach składników sulfhydrylow ych (glutationu
i ergotioneiny) erytrocytów  krw i człowieka.
3. H em atyna obojętna Arnolda czyli kathemoglobina van Klaverena  
(poz. wyk. 4, 5, 6 , 7 i 8 ). W 1899 (poz. wyk. 4 i 5) podaje Arnold, że 
w ściśle określonych w arunkach (odpowiednie stężenie chlorku sodowego 
oraz pół objętości alkoholu etylowego) stw ierdza się zmianę zabarw ienia
i widma m ethem oglobiny na charakterystyczne, nie opisane do tego czasu, 
widmo „hem atyny obojętnej”. Arnold podaje dane zarówno wykonania 
tej reakcji, jak  i ścisły opis i charakterystykę widma tego związku. Opi­
suje zatem  nową, nieznaną dotychczas pochodną barw ika krwi. Donie­
sienie to w yw ołuje gwałtow ną kry tykę L. W a c h h o l z a ,  (Przegląd  
lekarski 39, 73 (1900)) k tó ry  kw estionuje wyniki Arnolda podając, że 
hem atyna obojętna Arnolda jest hemochromogenem. W odpowiedzi (poz. 
wyk. 6 ), Arnold przedstaw ia ponownie cały bieg swoich doświadczeń
i obserw acji ze wszystkim i szczegółami oraz z odparciem  wszystkich 
zarzutów  udow adniając ponad wszelką wątpliwość, że ma się tu  do czy­
nienia z nowym, dotychczas nieznanym  związkiem. W achholz ponownie 
zabiera głos w tej spraw ie w artykule, (Przegląd Lekarski  39, 132 (1900)) 
k tóry  nie przynosi nowych argum entów  ale nie cofa się przed złośliwoś­
ciami, z k tórych przytoczę następujące słowa (str. 133) „Gdyby nawet  
widmo hem atyny  obojętnej było zasadniczo różne od widma hemochro- 
mogeny, co atoli jak wykazałem  wcale nie ma miejsca, to nie mógłbym na 
tej wyłącznej podstawie opierać stwierdzenia nowego związku, aby nie 
uledz zarzutowi, jaki czynią Nencki i Sieber” „den Pseudochemikern, wel-  
che sich bei ihren Arbeiten einzig m it dem Spektralapparate begniigen 
und daraufhin neue Kórper entdecken” . W ponownej odpowiedzi Arnold 
(poz. wyk. 7) pow tarza raz jeszcze argum enty, które pow inny usunąć
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wszelkie zastrzeżenia Wachholza. I kończy tw ierdzeniem  „Żywię nadzie­
ję, że po odczytaniu tej polemiki nieuprzedzeni, o ile znajomość spektro­
skopii krwi nie jest im  obcą, znajdą się po mojej stronie”. I tak  też było. 
Zaraz w 1901 roku opisuje V a n  K l a v e r e n  (Z. physiol. Chemie 33„ 
293 (1901)) ten  związek, podając ściśle dane spektroskopowe takie jak  
Arnold, stw ierdzając, że związek ten zawiera białko i stąd zmienia nazwę 
„hem atyny obojętnej” na „kathem oglobinę” . D. K e i 1 i n, k tóry  w ćwierć 
w ieku później zajm uje się tym i spraw am i w swoich badaniach nad cy- 
tochrom am i i innym i związkami hemowymi (Proc. Roy. Soc. 100, 129 
(1926)) potwierdza w pełni dane Arnolda, zarówno dotyczące sposobu 
otrzym yw ania kathem oglobiny, jak  i charakterystyki liczbowej jej widma.
O obserw acji Arnolda, że widmo „hem atyny obojętnej A rnolda” tj. k a t­
hemoglobiny zmienia się po zagotowaniu roztw oru, a zjaw ia się ponownie 
po jego oziębieniu, 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”. K eilin daje tem u związkowi 
nazwę „parahem atyna” , podając jej definicję w słowach (str. 139): „Para- 
haematin ( — Arnolds neutral haematin =  kathaemoglobin of van K la­
veren) is therefore an oxyhaematin united with a nitrogen compound such 
as: globin, histidine, pyridine, nicotine and the unknow n nitrogen com­
pounds of cytochrome and of oxyhelicorubin.”

Omówione wyżej trzy  serie prac W incentego Arnolda, a mianowicie: 
reaktyw ność grup sulfhydrylow ych białek, cysteina niebiałkowych w y­
ciągów tkanek oraz „hem atyna obojętna A rnolda” czyli kathem oglobina 
to powszechnie uznaw any trw ały  dorobek biochemii.

B. Prace analityczno-lekarskie. W tej grupie mieszczą się prace, k tó ­
rych, przedm iotem  jest: 1 ) tzw. traw ienna reakcja moczu, 2 ) kwas acety- 
looctowy moczu, 3) barw niki moczu i 4) inne doniesienia związane z ana­
lityką lekarską.
1) Tzw. trawienna reakcja moczu  (poz. wyk. 10, 11, 23 i 25). W 1906 podał 
Arnold, że w moczu daje się stwierdzić po spożyciu pewnych pokarm ów 
(zwłaszcza bulionu z mięsa wołowego) szczególna reakcja z n itroprusyd- 
kiem  sodowym, odm ienna od reakcji W eyla na kreatyninę, a także od 
reakcji na grupy sulfhydrylow e. Jeżeli do 20 ml moczu doda się kroplę 
4 '°/o roztw oru nitroprusydku sodowego lub potasowego, w ystępuje silne, 
czyste zabarwienie fioletowe, które przechodzi w purpurow o-czerw one, 
brunatne, a wreszcie w żółte. Reakcja ta w ystępuje po spożyciu pokar­
m ów, zawierających substancje powstające przy działaniu wyższej tem ­
pera tu ry  (200— 250°) na pokarm y; najintensyw niejszy jednak  odczyn 
otrzym uje się po spożyciu mocnego bulionu. P rodukty , po których spo­
życiu w ystępuje ta reakcja w moczu, same jej nie dają; reakcja jest 
odpowiedzią ustro ju  na pobudzenie gruczołów traw iennych; stąd jej naz­
wa. W przebiegu chorób gorączkowych, które na ogół wiążą się z hypo-
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funkcją gruczołów traw iennych, reakcja ta wypada ujem nie lub bardzo 
tylko słabo. Istota związku dającego ten  odczyn w moczu nie jest znana. 
O. H a m m a r s t e n  (Lehrb . d. Physiolog. Chem. 1926 str. 550) podaje, 
że odpowiedzialnym za tę reakcję zdaje się być jakiś związek zaw iera­
jący siarkę, prawdopodobnie tioamidowy.
2) Kwas acetylooclowy moczu  (poz. wyk. 3 i 9). W końcu ubiegłego wieku 
odróżniano jako różne stany acetonurię od diaceturii; pogląd ten opierał 
się na tym, że reakcję Legała daje zarówno aceton, jak  i acetylooctan; 
natom iast reakcję G erhard ta z chlorkiem  żelaza daje acetylooctan, ale 
nie aceton; m ała stosunkowo czułość reakcji G erhardta była odpowiedzial­
na za to, że wykazywano jedynie aceton w moczach, w których acetylo­
octan uległ w pewnym  stopniu rozpadowi na aceton i jego stężenie było 
za małe dla otrzym ania mało czułej próby z chlorkiem  żelaza. Arnold 
podaje nową reakcję dla w ykryw ania kwasu acetylooctowego; roztwór 
p-am idoacetofenonu oraz roztw ór azotynu sodowego dodane do roztworu 
zawierającego acetylooctan powodują po dodaniu kilku kropli stężonego 
roztw oru amoniaku czerw ono-brunatne zabarwienie, które po dodaniu 
stężonego kwasu solnego przechodzi we fioletowe. W oparciu o to, że 
w przypadku ,,acetonurii” , w której nie wykazywano próbą G erhardta 
acetylooctanu i k tóry  to stan uważano dlatego za odm ienny od „diaceturii” , 
daje się acetylooctan wykazać próbą z p-am idoacetofenonem  przyjm uje 
Arnold, że rozróżnianie „acetonurii” od „d iaceturii” jest nieuzasadnione. 
L. M a r c h l e w s k i  (Por. do badań fizjol. chem. 1924 str. 233) podaje, 
że „Arnold po raz pierwszy wskazał na kwas acetylooctowy jako źródło 
acetonu”.
3. Barwniki moczu. W ykryw anie i znaczenie kliniczne barw ika żółci 
w moczu jest tem atem  pierwszej pracy Arnolda (poz. wyk. 1). Podany 
przez niego sposób W ykrywania naw et bardzo m ałych ilości bilirubiny 
zasługuje, moim zdaniem, na uwagę i dzisiejszych analityków  klinicz­
nych. Arnold w ykonuje go, dodając do badanego moczu połowę objętości 
nasyconego roztw oru barytowego (sporządzonego z 2/3 części nasyconego 
na zimno w odorotlenku barowego i V3 części nasyconego chlorku baru); 
powstały osad zbiera na sączku; sączek wraz z osadem bez przem ywania 
rozkłada na bibule dla usunięcia nadm iaru wilgoci, następnie dzieli go 
na dwie połowy; jedną z nich kładzie na kaw ałku bibuły na płytce szkla­
nej i nachylając nad miseczką polewa ostrożnie osad kroplam i stężonego 
kwasu solnego; jeżeli osad miał jasno żółte zabarwienie, pochodzące od 
bilirubiny, to zmieni je pod wpływem  kwasu solnego na brązowe (brunat- 
no-czerwone); ta zmiana barw y następuje w przeciągu kilku sekund
i tylko tak długo powinno trw ać polewanie kwasem solnym; jeżeli tak 
przygotowany osad dotknie się pałeczką szklaną zanurzoną w kwasie 
azotowym (lekko żółtawym) najlepiej na brzegu sączka, gdzie w arstw a 
osadu nie jest zbyt gruba, w ystąpią barw ne pierścienie Gmelina „wyraź­
niej i piękniej, niż przy zastosowaniu jakiegokolwiek innego sposobu”.

10 Postępy Biochemii http://rcin.org.pl
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Dyskusja klinicznego znaczenia próby na barw iki żółciowe moczu może 
zainteresować i dzisiejszego analityka i klinicystę.

Barwikom  urorozeinowym, pow stającym  z kwasu indoloctowego w je­
licie, a wydalanym  w moczu, poświęca Arnold dwie prace (poz. wyk. 15
i 19). Także jeden krótki a rtyku ł (poz. wyk. 2) omawia wykazywanie 
barw ika krw i w moczu.
4. Inne prace analityczno-lekarskie  dotyczą: znaczenia klinicznego od­
czynu diazowego (poz. wyk. 29), otrzym yw ania hem atoporfiryny z krw i 
tlenko-węglowej (poz. wyk. 22) oraz opisu przypadku hem atoporfirynurii 
u chorego na dur brzuszny (poz. wyk. 21). O tym , że niełatw e były w a­
runki pracy laboratoryjnej w okresie bezpośrednio po wojnie świadczy 
artyku ł ogłoszony w 1922 ,,0  możliwości zastąpienia olejku cedrowego 
olejkiem  santałowym  do celów mikroskopowych (poz. wyk. 28).

Omówione prace analityczno-lekarskie m ają dziś głównie znaczenie 
historyczne; ich omówienie, jest jednak ważne dla pełniejszego przed­
stawienia działalności lekarskiej W incentego Arnolda.

C. Prace kliniczno-lekarskie. Jest rzeczą zrozum iałą, że ponad pół 
wieku, które nas dzieli od działalności lekarskiej Arnolda, zmieniło w zu­
pełności problem atykę kliniczno-lekarską. Spraw a leczenia nagminnego 
zapalenia opon (poz. wyk. 13, 14 i 27) opiera się dziś na zupełnie innych 
zasadach, aniżeli w tam tych czasach. Doświadczalne wykazanie przez 
Arnolda, że doniesienia o korzystnym  działaniu dożylnych in jekcji kolar- 
golu w przebiegu chorób zakaźnych nie m ają podstaw, a sam zabieg nie 
jest dla pacjenta obojętnym, (poz. wyk. 12) miało znaczenie w tym  daw ­
nym  okresie, gdy w walce z chorobami zakaźnym i brak było tak  skutecz­
nej broni, jaką dziś lekarz dysponuje i próbowano często środków bardzo 
ryzykownych. Na bliższe omówienie zasługują jednak prace (poz. wyk. 
20, 24 i 26) wykazujące, że neuritis optica, w ystępująca stosunkowo często 
w przebiegu zapalenia opon, a w innych ostrych chorobach zakaźnych 
jedynie bardzo rzadko, w ystępuje także w przebiegu duru  osutkowego 
tak praw ie często jak w zapaleniu opon mózgowych. Arnold ogłosił to 
w 1911 roku w oparciu o stw ierdzenie tego w 14 przypadkach du ru  osut­
kowego, ale w artykule  w 1918 roku pisze: „Epidemie lat w ojennych  
um ożliw iły  m i uzupełnienie tych badań”. Dno oka zbadał u 244 chorych; 
zapalenie nerw ów wzrokowych znalazł 144 razy tj. w 59% chorych. 
Pierw sze zmiany na tarczy wzrokowej występow ały nie wcześniej jak 
ósmego lub dziewiątego dnia choroby; prognozę wyleczenia zapalenia 
nerw ów  wzrokowych w durzę osutkowym  uważa za dobrą. Ponieważ 
w durzę brzusznym  neuritis optica nie w ystępuje, miało stw ierdzenie 
Arnolda istotne znaczenie epidemiologiczne. Nie należy zapominać, że 
wszystkie badania dodatkowe, także dna oka, wykonyw ał Arnold sam.

W oparciu o przedstaw iony dorobek naukow y W incentego Arnolda 
należy stwierdzić, że był to w ybitny badacz, k tó ry  w bardzo trudnych
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w arunkach otrzym ał wyniki, których znaczenie w ystępuje dziś jeszcze 
w yraźniej niż w chwili ich ogłoszenia.

Toteż w setną rocznicę urodzin tego uczonego należało ogłosić drukiem  
zestawienie jego naukowej działalności. Nie było to rzeczą łatwą; że udało 
się to, (choć z opóźnieniem i w takiej tylko postaci, jaką jest obecna p ra­
ca), należy zawdzięczać wielu osobom. Wśród nich wym ienię przede 
wszystkim : śp. dra Emiliana Ostachowskiego, k tóry  mi udostępnił kopię 
listu W incentego Arnolda do Sekretaria tu  Akademii Nauk Lekarskich 
w W arszawie z wykazem prac oraz z bardzo krótkim  życiorysem; oraz 
ks. dr. M ariana Starka, m isjonarza z Krakowa, którem u zawdzięczam 
list siostry Żmudzińskiej Zakonu Sercanek, która pracowała w Paw ilo­
nach Zakaźnych we Lwowie przez szereg lat. Słowa Jej listu są dla mnie 
jedyną wskazówką, pozwalającą podać jako przypuszczalną datę śmierci 
W incentego Arnolda jesień 1942; pisze Ona w swym liście: „Dokładnej 
daty śmierci nie w iemy, mimo że były siostry na śp swego Szeja dra 
Arnolda pogrzebie. Siostra Świętosława pisze mi na mój list, że zdaje 
się było to jesienią 1942 roku; tak mówi parę sióstr, tego czasu tam we  
Lwowie będących na Pawilonach Zakaźnych. Pochowany na Cmentarzu  
Łyczakow skim ”.

WYKAZ OGŁOSZONYCH DRUKIEM PRAC WINCENTEGO ARNOLDA

(W publikacjach niemieckich imię Autora jest podane „Vinzenz dlatego skróty spotykany 
w niepolskim piśmiennictwie, jest ,,V. Arnold”).

1. O sposobach i klinicznej doniosłości w ykrycia barw ika żółci w moczu. Przegląd 
Lekarski.  37. 1898. str. 441—443; 452—454; 466—467.

2. U ber die H eller’sche P robe zum Nachweis des B lutfarbstoffes im Harn. Berliner 
Klinische Wochenschrift  35. 1898. str. 283—285.

3. Eine neue Reaction zum Nachweis der A cetessigsäure im H arn. Wiener K l i­
nische Wochenschrift 12. 1899, str. 541—544.

4. U eber das neu tra le  H äm atinspektrum . Centralblatt für  medizinische W issen­
schaften  36. 1899. str. 833—836; 849—851.

5. O widm ie hem atyny obojętnej. Przegląd Lekarski. 38. 1899 str. 705—706.
6. Dalsze uwagi o hem atynie obojętnej. Przegląd lekarski.  39. 1900. str. 114—117; 

129—132.
7. Jeszcze o hem atynie obojętnej. Przegląd Lekarski.  39. 1900. str. 164—165.
8. Ein Beitrag zur Spectroskopie des Blutes. Zeitschrift für physiologische Chemie

29. 1900. str. 78—85.
9. U ber Nachweis und Vorkom men der A cetessigsäure in pathologischem  Harn. 

Centralblatt für  innere Medicin.  21. 1900. str. 417—423.
10. Eine neue H arnreak tion  m it N itroprussidnatrium . Bulletin de VAcademie des 

Sciences de Cracovie. Ju in  1906. str. 405—407.
11. E ine neue N itroprussidreaktion  des H arnes. Zeitschrift für  physiologische  

Chemie  49. 1906. str. 397—405.
12. Ü ber die W irkung in travenöser C ollargolinjektionen bei einigen Infek tions­

krankheiten . Centralblatt für  innere Medicin. 29, 1907. str. 1065—1079.
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13. Uber die Behandlung der übertragbaren  G enickstarre m it M eningokokkenheil­
serum . Centralblatt für  innere Mediein  30. 1908. str. 409—416.

14. Uber die Therapie der ü b ertragbaren  G enickstarre. Centrablatt für  innere  
Mediein. 30. 1908. str. 457—467.

15. U ber das Vorkom m en eines dem Urorosein nahestehenden F arbstoffes in ge­
wissen pathologischen H arnen. Zeitschrift für  physiologische Chemie. 61. 1909. 
str. 240—243.

16. Nowy odczyn barw ny ciał białkowych. Rozprawy Wydziału mat-przyr. Akadem ii  
Umiejętności w  Krakowie  50. Ser. A. 1910.

17. Eine Farbenreak tion  von E iw eisskörpern m it N itroprussidnatrium . Zeitschrift  
für  physiologische Chemie  70. 1911. str. 300—309.

18. Ü ber den C ysteingehalt der tierischen Organe. Zeitschrift für  physiologische 
Chemie  70. 1911. str. 314—325.

19. Die U roroseinfarbstoffe des H arnes. Zeitschrift für  physiologische Chemie  71. 
1911. str. 1—6.

20. Über Neuritis optica bei Fleckfieber. Wiener Klinische Wochenschrift.  24. 1911.
21. Ein Fall von H äm atoporphyrinurie  bei A bdom inaltyphus. Zeitschrift fü r  p h y ­

siologische Chemie. 82. 1912. str. 172—174.
22. U ber D arstellung von H äm atoporphyrin  aus K ohlenoxydblut. Zeitschrift für  

physiologische Chemie. 82. 1912. str. 274—275.
23. W eitere Beobachtungen über die A rnoldsche H arnreak tion  m it N itroprussid­

natrium . Zeitschrift fü r  physiologische Chemie. 83. 1913. str. 304-—314.
24. O zapaleniu nerw ów  wzrokowych w przebiegu duru  osutkowego. Przegląd L e­

karski  57. 1918. str. 169—170.
25. Die V erdauungsreaktion des H arnes und ihre Bedeutung. Wiener Klinische  

Wochenschrift. 31. 1918. Nr. 13.
26. Uber Neuritis optica als Spätsym ptom  bei F leckfieber. Wiener Klinische W o­

chenschrift.  32. 1919. str. 893—895.
27. O leczeniu napotnem  nagm innego zapalenia opon. Polskie Czasopismo L e ­

karskie. 1. 1921. str. 1—5.
28. O możliwości zastąpienia olejku cedrowego olejkiem  santałow ym  do celów 

m ikroskopowych. Polska Gazeta Lekarska. 1. 1922. str. 828.
29. O znaczeniu klinicznem  odczynu diazowego. Polska Gazeta Lekarska.  5. 1926. 

str. 165.
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AUTOREFERATY PRAC HABILITACYJNYCH I DOKTORSKICH

S T A N IS Ł A W  L E W A K  

Leukoantocyjany głogu

Pracę wykonano w K atedrze Biochemii U niw ersytetu  W arszawskiego 
Recenzenci: prof. dr I. CHMIELEW SKA, prof. d r Z. JERZMANOWSKA,

prof. dr I. REIFER
U chw ała Rady W ydziału Biologii i Nauk o Ziemi U niw ersytetu  W arszawskiego, 
nadająca stopień naukow y docenta w  zakresie biochemii  z dn. 21. IV. 1966.

N iedostateczna znajomość budowy leukoantocyjanów  w znacznym stopniu u tru d ­
nia badanie roli biologicznej tych związków. Do badań w ybrano leukoantocyjany 
liści i owoców głogu (Crataegus oxyacantha)  ze względu na stosunkowo znaczną 
ich ilość w tym m ateria le  oraz ze względu na w ystępow anie układów  dim erycznych, 
k tórych w yjaśnienie stru k tu ry  rzu tu je  na sposób pow iązania między sobą jednostek 
flaw anow ych w cząsteczkach polim erycznych leukoantocyjanów .

Stw ierdzono na drodze chrom atograficznej, że zarówno w liściach jak  i w owo­
cach badanej rośliny znajdu je się frakcja  niskocząsteczkowych (dimerycznych) 
leukoantocyjanów  i. frak c ja  polim erów flaw anowych. W ykorzystując rozdział na 
chrom atogram ach cienkow arstw ow ych i zm odyfikowaną m etodę Swaina i H illisa 
przebadano zm iany zaw artości obu frakcji leukoantocyjanów  w liściach głogu 
podczas okresu wegetacyjnego. Zaw artość frak c ji dim erycznych leukoantocyjanów , 
bardzo niska w m łodych liściach, w zrasta w okresie w egetacji ponad pięciokrotnie. 
Poziom związków polim erycznych przewyższa w m łodych liściach ponad trzy k ro t­
nie zaw artość niskocząsteczkowych leukoantocyjanów. Podczas rozw oju liścia w zras­
ta on powoli osiągając w okresie dojrzew ania owoców w artość dw ukrotnie w iększą 
niż w m łodych liściach. W następnym  okresie następuje spadek poziomu obu frakcji, 
powolniejszy w przypadku związków niskocząsteczkowych. D ane te pozw alają na 
stw ierdzenie możliwości polim eryzacji leukoantocyjanów  w  liściach, a nie tylko 
w drew niejących częściach rośliny.

N astępnym  etapem  badań nad leukoantocyjanam i głogu były badania s tru k ­
tu ry  niskocząsteczkowych związków w ydzielonych z głogu. Opracowano oryginalną 
m etodę p repara tyk i tych związków, której istotnym  elem entem  było oczyszczanie 
frakc ji zaw ierającej leukoantocyjany na kationicie Amberli te  IRC 50.

O trzym any w  ten sposób główny leukoantocyjan liści głogu okazał się związkiem 
w yjątkow o nietrw ałym , toteż większość badań budowy przeprow adzono stosując 
pochodne m etylow e lub acylowe o większej trw ałości. A naliza produktów  p rze­
kształcenia badanej substancji w antocyjanidynę, dane analizy elem entarnej po­
chodnych, oznaczenia m asy cząsteczkowej i badanie reaktyw ności pochodnych 
z kw asam i oraz z nadjodanem  pozwoliły na zaproponow anie dla głównego leukoan- 
tocyjanu liści głogu stru k tu ry  dim erycznej leukocyjanidyny zbudow anej z dwóch 
jednostek  3’,4’,5 ,7-tetrahydroksy-flaw an-diolu-3,4 połączonych w iązaniem  eterow ym  
przy udziale drugcrzędow ych grup alkoholowych pierścieni heterocyklicznych.
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Zarówno w łasności jak  i dane analityczne, a co za tym  idzie i proponow ana 
budowa różnią dim eryczną leukocyjanidynę w yodrębnioną z liści głogu od związku 
wydzielonego z owoców tej rośliny przez F r e u d e n b e r g a  i W e i n g e s a  
(Tetrahedron Letters  str. 267, (1961)). W celu bezpośredniego porów nania obu po­
łączeń w yodrębniono z owoców głogu frakcję  zaw ierającą niskocząsteczkowe leuko- 
antocyjany. Stw ierdzono w  niej na drodze chrom atograficznej obecność trzech 
związków oznaczonych Lj, L2 i L3.

Leukoantocyjan Lj, w ystępujący w najw iększej ilości, wydzielono chrom atogra­
ficznie. Stw ierdzono jego identyczność z substancją opisaną przez F reudenberga 
i W eingesa, natom iast jego własności fizyczne i chem iczne w yraźnie różnią się 
od w łasności dim erycznej leukocyjanidyny liści głogu. Na uwagę zasługuje znaczna 
trw ałość leukocyjanidyny Lj w  porów naniu z leukocyjanidyną liści.

A naliza widm w podczerw ieni pochodnych związku L, oraz badanie ich reakcji 
z kw asem  nadjodowym  pozwoliły ustosunkow ać się do s tru k tu r  proponow anych dla 
tego połączenia przez F reudenberga i W eingesa. W yniki te w skazują, że dim erycz­
nej leukocyjanidynie owoców głogu (L]) z w iększym  praw dopodobieństw em  można 
przypisać budowę 3’,4,,5 ,7 -tetrahydroksy-flaw an-3-on-4-olu  połączonego w iązaniem  
sem iketalow ym  z resztą (-)epikatechiny.

Porów nano chrom atograficznie produkty  acetylow ania m ieszanin niskocząstecz- 
kowych leukoantocyjanów  w yodrębnionych z liści i owoców badanej rośliny. S tw ier­
dzono, że główna dim eryczną leukocyjanidyna owoców głogu Lj w ystępuje rów nież 
w liściach tej rośliny, lecz w m niejszych ilościach. Zw iązek L2, znajdujący się w  n ie­
w ielkich ilościach w owocach odpowiada ruchliw ością chrom atograficzną głównej 
leukocyjanidynie liści głogu. Dotychczas niezbadany trzeci leukoantocyjan  L 3 za­
w iera w swej s truk tu rze  elem ent leukopelargonidyny i w ystępuje zarówno w owo­
cach jak  i w liściach głogu w  najm niejszej ilości.

Dotychczasowe badania w skazują na możliwość w ystępow ania dwóch rodzajów  
dim erycznych leukoantocyjanów . Główna leukocyjanidyna owoców głogu rep rezen ­
tu je  obok innych znanych dim erów  grupę złożonych leukoantocyjanów , w cząstecz­
ce których jednostka leukoantocyjanu zw iązana jest z resztą flaw an-3-olu . Główna 
leukocyjanidyna owoców głogu jest jedynym  dotychczas znanym  przedstaw icielem  
dim erycznych leukoantocyjanów  zbudow anych w yłącznie z jednostek flaw an- 
diolu -3,4.

Fragm enty pracy ukazały się w Rocznikach Chemii 38, 1773 (1964), 39, 1839 
(1965) oraz w Buli. Acad. Polon. Sci. cl. II 13, 121 (1965).

Badanie wpływu witaminy K i jej strukturalnych analogów 
na aktywność enzymatyczną katalazy

J A N  P Ł O T K O W IA K

Pracę w ykonano w Zakładzie Biochemii i Zakładzie Chemii Fizycznej A kadem ii
M edycznej w  Poznaniu 

P rom otor: Doc. d r med. JÓZEF CHMIEL 
U chw ała Rady W ydziału Farm aceutycznego A kadem ii M edycznej w Poznaniu n a ­
dająca stopień naukow y doktora nauk farm aceutycznych  z dnia 1 kw ietn ia  1966 r.

Celem pracy było określenie w pływ u związków z grupy p-chinonów : hydro­
chinonu, p-chinonu, an trach inonu  oraz w itam iny K 3 (2-m etylo-I,4-naftochinon) i jej 
farm akologicznych antagonistów  na aktywność enzym atyczną katalazy. Badania 
m iały w ykazać jak i jest charak te r w zajem nego oddziaływ ania katalazy i związków
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chinonowych in vitro, jaką rolę w tych procesach spełnia potencjał oksydacyjno — 
redukcyjny  poszczególnych partnerów  reakcji i czy obecne w środow isku związki 
chinonow e w pływ ają w sposób uchw ytny na tw orzenie się połączenia kom plekso­
wego katalazy z nadtlenkiem  wodoru.

Do doświadczeń zastosowano katalazę f-m y Boeringer i Boehne w postaci za­
w iesiny oraz zaw ierający katalazę wyciąg drożdżowy w buforze fosforanowym . 
Aktywność enzym atyczną oznaczano m anganom etrycznie, a pow staw anie kom pleksu 
enzym -substrat badano polarograficznie.

A naliza uzyskanych w yników  w ykazała, że hydrochinon, p-chinon i w itam ina K 3 
w stężeniach od 10-'M  do 1 0 -(iM ham ują enzym atyczny rozkład nad tlenku  wodoru, 
przy czym najsiln iej działa hydrochinon, najsłabiej zaś w itam ina K 3. K um aryna, 
antrach inon  i dw ukum arol w tych stężeniach nie w pływ ają na przebieg reakcji.

Liniowy charak ter zależności A kń (różnica między stałym i początkowej szyb­
kości reakcji w próbie kontro lnej i próbie w łaściwej) od stężenia badanych sub­
stancji umożliwił porów nanie stopnia oddziaływ ania poszczególnych chinonów na 
enzym atyczny rozkład nad tlenku  wodoru. W artości kó dla stężenia 1 0 -4M kształ­
towały się następująco: hydrochinon 0,0200, p-chinon 0,0100, w itam ina K 3 0,0060, 
kum aryna 0,0000, antrachinon-0,0010, dw ukum arol (roztwór nasycony) 0,0070.

Stw ierdzono zależność między potencjałem  oksydacyjno — redukcyjnym  po­
szczególnych p-chinonów , a stopniem  ham ującego oddziaływ ania na szybkość enzy­
matycznego rozkładu H20 2. Obie w artości m aleją ze w zrostem  masy cząsteczkowej 
badanych związków: dla p-chinonu E„ =  0,699V, natom iast A kó =  0,0100; dla 
2-m etylo-2,4-naftochinonu E0 =  0,396V, a A =0,0060; dla an trach inonu E0 =  0,154V, 
a A k '  — —0,0010.

Do badań polarograficznych zastosowano handlowy p rep a ra t katalazy ponieważ 
w polarogram ach eks trak tu  drożdżowego w skutek  obecności substancji in te rfe ru - 
jących w ystępow ał zanik zarówno fali tlenu jak  i nad tlenku  wodoru. W ykazano 
zm iany w  widm ie polarograficznym  katalazy w  obecności p-chinonu, hydrochinonu, 
2-m etylo-i,4-naftochinonu, dw ukum arolu i kum aryny. U zyskane w yniki nie pozw a­
lają jednak  wnioskować o charak terze tw orzących się przejściowo połączeń.
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SPRAWOZDANIA

III Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych 
Warszawa, 4—7 kwietnia 1966 r.

Sesja otwarcia.  III zjazd Federacji E uropejskich Tow arzystw  Biochemicznych 
otworzył Przewodniczący Federacji, Prezes Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego 
i główny organizator Z jazdu — prof. dr K a z i m i e r z  Z a k r z e w s k i .  P rzy stole 
prezydialnym  zasiedli: prof. dr S. O c h o a, Prezes M iędzynarodowej Unii B ioche­
micznej, prof. dr. J. G r o s z k o w s k i ,  Prezes Polskiej Akadem ii Nauk. prof. 
dr J. H e l l e r ,  Przewodniczący K om itetu Biochemicznego i D yrektor In sty tu tu  
Biochemii i Biofizyki PAN, oraz prof. dr W. N i e m i e r  k o, D yrektor In sty tu tu  
Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego.

W itając przedstaw icieli W ładz Państw ow ych i Nauki, Członków Rady Federacji, 
innych honorowych gości i uczestników  Zjazdu prof. Z a k r z e w s k i  w yraził radość 
organizatorów  z powodu przybycia na Zjazd w ielu w ybitnych uczonych, co pozwoli 
licznemu gronu polskich biochem ików przedyskutow ać wspólne problem y z kolegami 
z zagranicznych ośrodków badawczych. Następnie odczytany został pow italny list 
p ro tek to ra  Zjazdu, Przewodniczącego K om itetu N auki i Techniki W iceprem iera 
E u g e n i u s z a  S z y r a .  W liście swym E. Szyr podkreślił doniosłą rolę biochemii 
w rozwoju współczesnej nauki, zw racając szczególną uwagę na liczne praktyczne 
zastosow ania badań biochemicznych. W im ieniu Polskiej A kadem ii Nauk prof. 
J. G r o s z k o w s k i  mówił o pozycji biochemii wśród innych nauk ścisłych oraz
o roli poznawczej badań biochemicznych. W im ieniu M iędzynarodowej Unii B ioche­
m icznej pow itał Zjazd dr S. O c h o a.

Po przem ów ieniach pow italnych i k rótk ie j p rzerw ie w ykład inauguracyjny 
wygłosił P. G r a b a r, D yrektor In sty tu tu  Badań nad Rakiem  (Villejuif).

Odczyt swój P, G r  a b a r  rozpoczął od szczegółowego om ówienia techniki 
im m unoforetycznego rozdziału białek i praktycznego zastosow ania jej w badaniach 
klinicznych i eksperym entalnych. Jako  ilu s trac je  pokazał G rabar w iele in te resu­
jących diapozytywów przedstaw iających im m unoelektroforegram y surowic osób 
zdrowych lub też z różnym i zm ianam i patologicznymi. W spom niał rów nież o bada­
niach innych płynów  ustrojow ych oraz omówił zastosow anie im m unoelektroforezy 
do badań nad now otw oram i doświadczalnym i u zwierząt. W tej dziedzinie na uwagę 
zasługuje spostrzeżenie, że w m ateria le  pochodzącym ze zw ierząt z pew nym i zm ia­
nam i nowotworowym i — można wyróżnić frakc je  białkow e — nie spotykane w  p ra ­
w idłowych tkankach  zw ierząt dorosłych — a przypom inające własnościam i fizycz­
nym i pew ne b ia łka z tkanek  zarodkowych.

Sym pozjum: Własności i funkcja  elementów genetycznych.  Rozpoczynając relację  
z obrad Sym pozjum  dobrze będzie krótko wspom nieć o najw ażniejszych osiągnię­
ciach chemii i biochem ii kw asów  nukleinow ych, k tóre dały podstaw y pod rozwój 
dzisiejszej biologii m olekularnej.

Przede wszystkim  zatem należy w ym ienić prace B r o w n a  i T o d d a  (1952), 
którzy w oparciu o badania trzech pokoleń chem ików  i w łasne doświadczenia zdo­
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łali zdefiniować charak te r pow iązania nukleotydów  w kw asach nukleinow ych; 
model m akrom olekularnej budow y DNA skonstruow any przez C r i c k a  i W a t ­
s o n  a (1953), przeprow adzoną przez K o r n b e r g a  (1956) in vitro replikację  
DNA, rów noznaczną z w ykryciem  polim erazy DNA, jak  rów nież odkrycie przez
S. O c h o a i wsp. fosforylazy nukleotydow ej (1956) oraz odkrycia polim eraz RNA 
zależnych od DNA (1960) — stanow iły dalsze etapy na drodze do poznania w łas­
ności i funkcji elem entów  genetycznych. Szczególnie płodne okazały się badania 
nad w budow ywaniem  am inokw asów  do peptydów  w  układach bezkom órkow ych 
(Z a m e c n i k i H o a g l a n d ;  B e r g ;  L i p m a n n ;  N i r e n b e r g  i M a t t h a e i ,  
1961). Zastosow anie kw asu poliurydylow ego w doświadczeniu kontrolnym  podczas 
badania wpływ u w irusowego RNA na syntezę peptydów  w układach bezkom órko­
wych z E. coli doprowadziło niespodziew anie do identyfikacji nukleotydu tró jrybo - 
urydylowego jako tryp le tu  kodującego fenyloalaninę ( M a t t h a e i  i N i r e n ­
b e r g ,  1961). W yniki tego doświadczenia w yw ołały praw dziw ą eksplozję badań. 
Badania S. O c h o a  i wsp. oraz M. N i r e n b e r g a  i wsp., którzy stosowali 
mieszane polirybonukleotydy dały możność określenia składu w ielu innych tryp le - 
tów  (kodonów), nie dały jednak jeszcze sposobów pewnego zdefiniow ania sekw encji 
nukleotydów  w kodonach. N astępnym  w ielkim  krokiem  naprzód było w ykazanie 
przez P. L e d e r a  i M. N i r e n b e r g a  (1964), że zasocjowane z rybosom am i 
tró jnukleo tydy  mogą specyficznie wiązać odpowiednie am inoacylo-tRNA. Umożliwiło 
to z kolei badania różnych tró jnukleotydów  jako kodonów. Niezwykle żm udne 
i precyzyjne metody m ieszanej chem icznej i enzym atycznej syntezy tró j-  oraz 
polinukleotydów  w  Laboratorium  H. G. K h o r a n y  oraz zastosow anie tych 
związków do badań nad kodem genetycznym  wzmogło ogrom nie zaufanie do p ra ­
widłowości rozszyfrow ania poszczególnych kodonów. P rzedstaw ione podczas Sym ­
pozjum  najnowsze w yniki umożliwiły, jak  zobaczymy, całkow ite niem al rozszyfro­
w anie kodu genetycznego, co — w edług słów F. S a n g  e r  a — jest najbardzie j 
podniecającym  i najw ięcej obiecującym  osiągnięciem biochem ii la t ostatnich.

O badaniach stru k tu ry  kw asów  nukleinow ych przy użyciu techniki dy frakcji 
prom ieniow ania X m ówili V. L u z z a t i  (współautorzy J. W i t z  i A. M a t ­
h i s — G if-sur-Y vette  i Strasbourg) oraz W. F u l l e r  (Londyn). P rzedstaw ili oni 
między innymi dane na tem at wpływu tem peratu ry  i pH  roztw orów  oraz stopnia 
uw odnienia środow iska na konform ację cząsteczek kw asów  nukleinow ych. Fu ller 
ponadto zwrócił uwagę na dane eksperym entalne św iadczące o oddziaływ aniu czą­
steczek niektórych antybiotyków , substancji rakotw órczych i toksycznych na czą­
steczki DNA. P rzedyskutow ał on możliwy w pływ  tych antym etabolitów  w zależ­
ności od ich stru k tu ry  i w łasności orąz od s tru k tu ry  i w łasności kw asów  nukleino­
wych, szczególnie uw zględniając praw dopodobne m echanizm y oddziaływ ania czą­
steczek kw asów  nukleinow ych z pochodnym i akrydyny, jak  rów nież własności 
kom pleksów  DNA i antybiotyku duanom ycyny.

W pływ poliam in na s tru k tu rę  polinukleotydów  omówił w swym doniesieniu 
W S z e r  (Warszawa). W ystępujące powszechnie w  kom órkach poliam iny mogą, 
zdaniem  autora, grać istotną rolę w procesach rep likacji i syntezy kw asów  nukleino­
wych oraz białek.

Treść w ykładu F. J. B o 11 u m ’ a (Lexington) o enzym atycznej rep likacji poli- 
dezoksyrybonukleotydów  stanow iły: zjaw isko autokatalizy  DNA oraz w łasności i ak ­
tyw ność polim eraz DNA. W ykazano, że jedynie polim eraza z niezakażonych b ak ­
te rii rozpoczyna i przeprow adza rep likację DNA na m atrycy natyw nej form y dw uni- 
ciowej ( K o r n b e r g  1961), natom iast polim erazy z bak terii zakażonych fagiem  
( B o l l u m ,  1957) lub z grasicy cielęcej (B o 11 u m, 1963) nie m ają  tej zdolności. 
Przeszkodą do rozpoczęcia procesu rep likacji przez „defektyw ne”, polim erazy jest 
drugorzędow a s tru k tu ra  łańcucha polinukleotydow ego w  natyw nym  DNA i w iąza­
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nia w odorowe łączące jego obydwie nici. N iezbędnym  i w ystarczającym  w arunkiem  
rozpoczęcia rep likacji jest takie rozdzielenie par kom plem entarnych zasad obydwu 
nici DNA, aby w olna grupa hydroksylow a z pozycji 3’ skrajnego nukleotydu jednej 
nici znalazła się naprzeciw ko tego odcinka drugiej nici, k tóry m a być odtw arzany. 
D yskutując szczegóły tej hipotezy Bollum zaproponował kilka modeli miejsc, 
w k tórych zaczyna się odtw arzanie DNA*na m atrycy.

W referac ie pod skrom nym  tytu łem  „Synteza polinukleotydów , a kod gene­
tyczny” H. G. K h o r a n a (Wisconsin) przedstaw ił w yniki ogromnej wagi, k tóre 
pozwoliły na ustalenie znaczenia wszystkich wyrazów kodu genetycznego. O trzy­
m ane w drodze syntezy chemicznej, krótk ie polidezoksyrybonukleotydy o pow ta­
rzającej się sekw encji dw u-, tró j-, lub cztero-nukleotydow ej służyły jako m atryca 
dla polim erazy RNA zależnej od DNA, a w  konsekw encji pow stawały długie poli- 
rybonukleotydy zaw ierające kom plem entarne nukleotydy o odpowiednio pow ta­
rzającej się sekwencji. Co więcej, k ró tk ie polidezoksyrybonukleotydy stanow iły 
m atrycę również dla polim erazy DNA, co z kolei powodowało pow staw anie długich 
polim erów  DNA-podobnych o pow tarzającej się sekw encji dw u- lub tró j-dezoksy- 
rybonukleotydów . Te długie dw uniciow e polim ery o s truk tu rze  podobnej do DNA 
mogą służyć jako m atryce dla polim erazy RNA; dodanie dwu odpowiednich rybo- 
nukleozydotrójfosforanów  pozwalało na dowolną transk rypcję  jednej lub drugiej 
nici DNA z utw orzeniem  kom plem entarnego polirybonukleotydu. Synteza w szyst­
kich możliwych 64 trójrybonukleotydów  (z czterech podstaw owych m ononukleoty- 
dów) oraz polinukleotydów  o pow tarzającej się sekw encji poszczególnych tró jry b o n u ­
kleotydów  dała możność syntezy w układach bezkom órkowych odpowiednich homo- 
polipeptydów. Syntetyczne polirybonukleotydy zaw ierające przem iennie dwa tró j-  
nukleotydy prowadziły w układach bezkom órkowych do pow staw ania kopolipety- 
dów o również przem iennej sekw encji am inokwasów. Pod koniec w ykładu zebrał 
K horana w yniki badań swego laboratorium  w postaci tabeli ilu stru jącej 64-wyrazo- 
wy kod dla w szystkich 20 am inokw asów  w ystępujących w  białkach.

Poruszając zagadnienie rozpoczynania syntezy łańcucha peptydowego K h o r a -  
n a naw iązał do badań nad N -form ylom etionylo-sR NA  z E. coli ( C l a r k  i M a r c -  
k e r, 1966), który w ydaje się grać rolę sRNA inicjatora, a kodujący go tryp le t — 
kodonu inicjującego.

Podobne badania przedstaw ił następnie H. M a t t h a e i  (Gottingen). W do­
św iadczeniach nad odczytywaniem  kodu stosował on jako m odele mRNA długie 
polirybonukleotydy oraz izolowane z E. coli rybosom y oczyszczone od enzymów 
nukleolitycznych. O trzym ane tą  drogą w yniki okazały się zbieżne z w ynikam i badań 
K horany i jego grupy z tym  jednak, że w edług M atthaei tró jnukleo tyd  UGA nie 
koduje żadnego z 20 am inokw asów  i jak  przypuszcza autor, może stanowić sygnał 
do odłączania się łańcucha peptydowego z rybosomów.

Problem  kodow ania początku i końca syntezy łańcucha peptydowego szerzej 
przedyskutow ał B. F. C. C l a r k  (współautor L. M a r c k e r  — Cambridge). 
Dane genetyczne i biochem iczne sugerują, że tryple ty  kodujące koniec łańcucha 
peptydowego m ają sekw encję UAA lub UAG (według M atthaei UGA) podczas gdy 
początek łańcucha kodow any jest przez try p le t AUG. C lark przypuszcza, że w e­
w nątrz  cząsteczki wielocistronowego mRNA tryp le ty  sygnalizujące koniec jednego 
peptydu i początek następnego w ystępują kolejno po sobie (UAA AUG), oraz że ten 
sam zespół tryp le tów  rozpoczyna również cząsteczkę mRNA. Przedstaw iony przez 
Ochoa fak t nie odczytyw ania krańcowego tryp le tu  cząsteczki mRNA od strony 5’ 
oraz dane w skazujące, że cząsteczki natu ra lnych  mRNA zaczynają się od nukleoty- 
dów purynow ych, pozw alają według C larka założyć, że ów purynow y tryp le t bierze 
udział w przyłączaniu mRNA do rybosom u, co jest konieczne, aby sygnał rozpoczy­
nający został odczytany. Na tem at roli N -form ylo-m et-tR N A  w rozpoczynaniu syn­
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tezy peptydu rozw inęła się następnie żywa dyskusja, w k tórej zabrali głos specjaliści 
te j m iary, jak  S. O c h o a ,  P. L e d e r  i U. Z. L i t t a u e r .

W swoim w ykładzie na tem at kodu genetycznego K horana poruszył również 
zjawisko specyficzności rozpoznaw ania kodonów przez tRNA. Jak  w ykazały badania 
tRNA przenoszących argininę, serynę (Khorana) i fenyloalaninę (Littauer) bezwzględ­
na specyficzność odczytyw ania dotyczy pierw szej litery  tryp le tu ; trzecia zaś litera, 
jeśli je s t nią pirym idyna, w ydaje się być w ym ienna bez zm iany znaczenia kodonu. 
W ynika z tego, zdaniem K horany, że biologicznie niezbędna ilość sRNA w tkance 
mogłaby być niewielka, w rzeczywistości jednak  w skutek częściowej degeneracji 
kodu w każdym  badanym  organizm ie w ystępuje więcej różnych sRNA niż jest to 
konieczne. Stopień degeneracji kodu może być jednakże u różnych organizm ów 
inny, co przejaw ia się ostatecznie w pew nej gatunkow ej specyficzności poszczegól­
nych sRNA (O. C i f e r r i  — Pavia; F. K a l o u s e k ,  J. C e r n a ,  F. S o r m  — 
Praga). Oznacza to, że pew ne izoakceptorowe sRNA m ają swoje odm ienne kodony. 
I tak  np. lizyna kodow ana jes t przez trzy  tryp le ty : AAA, AAU, i AAG, lecz tylko 
AAA charakterystyczny jest dla drożdży, AAG dla E. coli, a AAA i AAU dla A. vi- 
nelandi (G. N. Z a i s t s e v a ,  R. N. G l e b o  v — M o s k w a ) .

B rak specyficzności natom iast przy obecności w tRNA właściwego antykodonu, 
względnie błędy w odczytyw aniu kodonów przez niektóre tRNA tłum aczy się róż­
nicami ich drugorzędow ej s tru k tu ry  (U. Z. L i t t a u e r  i M. R e v e l  — Reho- 
voth).

Badane przez L ittauera  i wsp. tRNA przenoszące fenyloalaninę z egzotrofów 
E. coli, hodowanych na pełnych pożywkach lub w nieobecności m etioniny różniły się 
ilością zm etylowanych zasad oraz odpowiedzią na różne kodony. Przy czym cząs­
teczki Bhe-tRNA ubogie w grupy m etylow e odznaczały się zdolnością w budow yw a­
nia fenyloalaniny do peptydów  w  odpowiedzi na kodony nietypow e dla p raw id ło­
w ych cząsteczek Phe-tRNA. Są również dane w skazujące, że cząsteczki Phe-tRNA 
nie zaw ierające zm etylowanych zasad m ają zm odyfikowaną s tru k tu rę  trzeciorzę­
dową. Przypuszczenie takie uzasadniają między innym i badania nad w łasnościam i 
syntetycznych polinukleotydów  (D. S h u g a r i W. S z e r) oraz chem icznie zm ety­
low anych cząsteczek innych sRNA (Ebel, 1966). N iedostateczna jednak  znajo­
mość rozm ieszczenia grup m etylow ych w cząsteczkach Phe-tRN A  z E. coli u trudnia 
zrozum ienie m echanizm u oddziaływ ania tych grup  na zdolność odczytyw ania kodu.

W referacie pt. „M iejsca aktyw ne w RNA” G. L. B r o w n  (współautorzy: 
S h e i l a  L e e ,  D. M e t z  — Londyn) przedstaw ił w yniki doświadczeń, w których 
stosował m etodę selektyw nego i specyficznego podstaw iania lub blokow ania n ie­
których zasad natu ra lnych  w sRNA, oraz przedyskutow ał w pływ  w yw ołanych mo­
dyfikacji na w spółdziałanie badanych sRNA z syntetycznym i mRNA podczas syntezy 
peptydów  in vitro.

W pływ chemicznej m odyfikacji sRNA na ich zdolność w iązania i przenoszenia 
am inokw asów  były treścią w ielu doniesień. Z badań J. P. E b e 1 a i wsp. (S tras­
bourg) można wnioskować, iż dopóki chem iczna in te rw encja nie zm ienia antykodonu 
oraz nie prowadzi do zmian drugorzędow ej stru k tu ry  na tu ra lnych  sRNA, ich zdolność 
w iązania i przenoszenia właściwego am inokw asu pozostaje zachowana. M odyfikacja 
zaś spowodowana, np. przez działanie hydroksylam iny na cytozynę antykodonu po­
w oduje u tra tę  zdolności „rozpoznaw ania” am inokw asu przez tRNA (D. G. K n o r -  
r e  — Nowosybirsk; N. N. K o c h e t k o w, E. I. B u d o w s k y ,  N. E. B r o u d e ;  
oraz V. P. D e m u s h k i n ,  N. K.  K o c h e t k o v ,  E. I. B u d o w s k y  — Mos­
kw a; L. F r o l o v a ,  T.  Z h i l a y e v a ,  N. A l e x a n d r o v a ,  L. K i s s e l e v  — 
Moskwa).

Badania nad pierw szorzędow ą s tru k tu rą  przenoszącego w alinę tRNA z drożdży 
piekarskich , prowadzone przez biochem ików radzieckich, przedstaw ił A. A., B a e v
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(w spółau torzy : T. V. V e n k s t e r n ,  A. D. M i r s a b e k o v ,  A. J. K r u t i l i n a ,  
V. A. A x e l r o d ,  L. L i  i V. A. E n g e l h a r d t  — Moskwa). Jak  dotąd nie można 
było w praw dzie określić pełnej sekw encji nukleotydów  w przenoszącym w alinę 
tRNA, udało się jednak  ustalić sekw encję nukleotydów  w obu krańcow ych częściach 
cząsteczki, tj. w części akceptorow ej i nieakceptorow ej. O składzie nukleotydow ym  
oraz o sekw encji nukleotydów  w tRNA przenoszącym serynę m ówił H. G. Z a- 
c h a u (Köln). Omówił on badania, k tóre doprowadziły do ustalenia sekw encji n u ­
kleotydów  tworzących cząsteczki każdego z dwu Ser-tRN A  i podał postulow aną 
przez siebie, a odm ienną od dotychczas przyjm ow anej, s tru k tu rę  trzeciorzędow ą 
tych m akrom olekuł. Cząsteczki Ser-tRN A różnią się od siebie tylko trzem a nukleo- 
tydam i, a w  antykodonie zaw ierają te same nukleotydy. Nieznaczne różnice w  sk ła ­
dzie nukleotydow ym , nie zm ieniają biologicznej roli w przenoszeniu seryny — 
w pływ ają jednak  w pewnym  stopniu na w łasności fizyczne cząsteczek, co pozw ala 
w yodrębnić obie frakcje  Ser-tR N A  techniką rozdziału przeciwprądowego. W edług
O c h o a, k tóry  zabrał głos w dyskusji, różnice w składzie nukleotydowym  S er- 
-tRN A  badanych przez Z a c h a u ’ a i jego w spółpracowników, są tak  nieznaczne, 
że pow stały zapew ne w drodze m utacji punktow ych.

Zagadnienia związane z odczytywaniem  kodu szczegółowo omówili w kolejnych 
refera tach  S. O c h o a i R. E. M o n r o. Odczytanie inform acji genetycznej w ym a­
ga, jak  wiadom o, wzajem nego oddziaływ ania am inoacylo-tRNA  i mRNA na ryboso­
m ach w obecności pewnych białek supernatan tu , GTP oraz kationów  dwu i jednow ar- 
tościowych. K ulm inacyjnym  m om entem  odczytyw ania jest pow stanie nowego w ią­
zania peptydowego. Udział rybosomów w syntezie w iązań był głównym tem atem  
om aw ianym  przez M o n r o. D ane doświadczalne w skazują, że wybiórcze w iązanie 
am inoacylo-tRN A  m a m iejsce na m niejszych podjednostkach rybosom alnych (o s ta ­
łej sedym entacji 30S). W układach zaw ierających izolowane podjednostki 30S 
połączone z mRNA można było bowiem wykazać kierow ane przez kodon, specy­
ficzne w iązanie am inoacylo-tRNA. W edług Monro w w yniku oddziaływ ania części 
cząsteczki tRNA bliskiej tryp le tu  z podjednostką rybosom u 30S u trw ala  się słabe 
połączenie zasad kodonu i antykodonu. Skoro zaś izolowane większe podjednostki 
rybosom ow e (o stałej sedym entacji 50S) nie w iążą ani mRNA, ani tRNA, w zm ac­
n ia ją  natom iast siłę w iązania am inoacylo-tRNA z mRNA połączonym z podjednost- 
kam i 30S — to można sądzić, iż stabilizacja ta  jest w yw ołana oddziaływaniem  pod- 
jednostek 50S z obszaram i cząsteczki tRNA niesąsiadującym i z trypletem . P eptyd 
przyłączony estrowo do tRNA (poprzez sk ra jną  resztę adenozyny) rośnie stopniowo 
od strony sk ra jne j grupy am inowej. W iązanie peptydowe zaś pow staje w w y­
niku  przeniesienia peptydu na świeżo przyłączoną cząsteczkę następnego am ino- 
acylo-tRN A  z równoczesnym  usunięciem  tRNA, z którego peptyd został przeniesio­
ny. Zdaniem  M onro w iele danych w skazuje, że w przeniesieniu peptydu nie biorą 
bezpośredniego udziału białka z tzw. superna tan tu  i GTP, lecz, że proces ten  k a ­
talizow any jest przez transferazę peptydową, trw ale w budow aną w stru k tu rę  
w iększych cząstek rybosomowych.

K ierunek  odczytywania kodu omówił S. Ochoa, w skazując doświadczenia do­
wodzące polarności odczytywania mRNA od skrajnego 5’ nukleotydu do skrajnego 
nukleo tydu  3’.

W arto w  tym  m iejscu zasygnalizować badania nad syntezą przeciw ciał na 
polisom ach izolowanych ze śledziony im m unizow anych zw ierząt (M. B a g d a- 
s a r i a n ,  M.  B a g d a s á r i a n ,  D. B o r e c k a  — W arszawa; P. L ó n a i ,  

E. K á l m á n ,  E. J.  H i d v é g i  — Budapeszt).
Własności RNA 5S, izolowanego z rybosom ów w ątroby szczurzej badali R. J. 

B a c h v a r o f f  i V, S. T o n g u r  (Moskwa) określając w łasności fizyczne,
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skład nukleotydow y i dyskutu jąc praw dopodobną rolę RNA 5S w  w iązaniu  am ino­
kwasów. Sekw encja nukleotydów  rybosomowego RNA o stałej sedym entacji 5S 
z E. coli stanow i obecnie przedm iot zainteresow ania F. S a n g e r a  (Cambridge). 
RNA to cechuje b rak  nukleotydów  o nietypow ych zasadach oraz obecność urydyno- 
5’ fosforanu na jednym  oraz urydyny na drugim  krańcu  cząsteczki (R o s s e t, 
M o n i e  r, J u l i e  n, 1964). G. G. B r o w l e e  i F. S a n g e r  ustalili, jak  dotąd, 
sekw encję nukleotydów  w oligonukleotydach uw alnianych podczas rozkładu RNA 
5S przez rybonukleazę trzustkow ą oraz tzw. rybonukleazę T1; co jednak  nie pozwala 
jeszcze na określenie pełnej sekw encji w szystkich 115, jak  się w ydaje, nukleo ty­
dów składow ych cząsteczki tego RNA.

Z dużym zainteresow aniem  przyjęty  został w ykład P. B o r  s t a  (współauto­
rzy A. M. K r o o n, G. J. C. M. R u t t e n b e r g  — A m sterdam ) na tem at cy- 
toplazm atycznego DNA. W ostatnich latach dopiero w ykazano definityw nie (G i b o r 
i G r  a n i c k, 1964; K r o o n, 1966), że DNA jest stałym  składnikiem  chloroplastów  
i m itochondriów . W kom órkach kręgowców DNA m itochondriów  m a postać kulistą. 
Są dane w skazujące, że cytoplazm atyczny DNA ulega rep likacji w organellach ko­
m órkow ych, oraz, że gra pew ną rolę w biosyntezie białek m itochondrialnych. Na 
zakończenie Borst zaproponował i przedyskutow ał praw dopodobne modele biosyn­
tezy m itochondriów  i chloroplastów .

W m itochondriach bak tery jnych  i zw ierzęcych można w ykazać (D. N e u b e r  t,
H. H e l g e ,  R. B a a s  — Berlin-D ahlem ) uzależnioną od DNA syntezę RNA, sprzę­
żoną w  pew nym  stopniu z syntezą białek. N asuw a to autorom  przypuszczenie, iż b a ­
dane przez nich RNA syntetyzow ane w izolowanych m itochondriach, m a ch a rak ­
te r RNA inform acyjnego.

W spółczesne poglądy na transfo rm acje bak tery jne  przedstaw ił R. D. H o t c h -  
k i s s (New York) uw zględniając problem y w nikania DNA z jednej kom órki do 
drugiej, wzajem nego odziaływ ania cząsteczek DNA oraz ew entualnej w ym iany 
nukleotydów .

Z badań nad m etabolizm em  w rażliw ych na ciepło m utantów  E. coli w ynikało, 
że term olabilnym  czynnikiem  w zm utow anych kom órkach jest enzym, k tóry  syn­
te tyzuje przenoszący w alinę sRNA. A utorzy re fe ra tu  (F. G r o s  i M. Y a n i w — 
Paryż) są zdania, że gen odpow iadający za w spom nianą m utację zlokalizowany jest 
pomiędzy m arkeram i T h re -  i M et-.

O m echanizm ach rep likacji w irusowego RNA m ówił w  swym referac ie
E. M. M a r t i n  (Londyn). Zrozum ienie procesu rep likacji w irusow ego RNA po­
głębiło się znacznie z chw ilą w ykrycia dwuniciowego RNA w zakażonych w iru ­
sam i kom órkach ( M o n t a g n i e r  i S a n d e r s ,  1963) oraz w yizolowania z tych 
kom órek niezależnej od kom órkowego DNA polim erazy, syntetyzującej w irusow e 
RNA i jego form ą dw uniciową ( B a l t i m o r e  i F r a n k l i n ,  1963). Na podsta­
wie badań nad zakażonym i fagiem  kom órkam i E. coli W e i s s m a n n ,  B o r s t ,  
B u r d o  n, B i l l e  te r  i O c h o a  (1964) w ysunęli hipotezę, że rep likacja  w iruso­
wego RNA zachodzi na kom plem entarnej nici podw ójnej form y RNA przy rów no­
czesnym usuw aniu nici p ierw otnej przez pow stającą nić w tórną. W oparciu zaś
o badania nad interm ediatem  pow stającym  podczas rep likacji w irusa polio (B i s- 
h o p ,  S u m m e r s  i L e w i n t o w  1965) oraz o w łasne doświadczenia nad syntezą 
w irusa Sem liki (1966) w kom órkach fibroblastów  kurzych — zaproponował M a r t i n  
kontr-h ipotezę m echanizm u rep likacji. M artin  postu lu je m ianowicie, iż dw uniciową 
form a RNA zaw iera obszary, w  których nici są rozdzielone i gdzie, być może, 
zlokalizow ana jest polim eraza w irusowego RNA. R eplikacja więc m iałaby w edług 
M artina zachodzić na kom plem entarnej nici odchylonej od nici pierw otnej. Na nici 
kom plem entarnej obok polim erazy można stw ierdzić również pojedyncze nici nowo­
pow stałego RNA, podobnego do RNA z dojrzałych cząstek w irusa.
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R eferat M a r t i n a  wzbudził żywy oddźwięk. W dyskusji w ypow iadali się 
B o r s t ,  O c h o  a oraz F u l l e r .  K om unikat M artina na tem at syntezy RNA 
v irusa  Sem liki in  vivo  i in vitro  cieszył się też bardzo dużym zainteresow aniem , 
a w dyskusji zabrali głos S a n g e r  i O c h o  a.

Genetyczną współzależność między bakteriam i i bakteriofagam i badali D. B. 
C o w i e  i P.  S z a f r a ń s k i  (W ashington) stosując technikę hybrydyzacji DNA 
na agarze (polegającą na oddziaływ aniu w zajem nym  cząsteczek DNA o podobnej 
strukturze). We wszystkich badanych przypadkach stw ierdzono współzależność 
genetyczną między DNA w irusa a DNA kom órki gospodarza.

W ram ach Sym pozjum  wygłoszono łącznie 17 referatów  i 116 kom unikatów , 
w  tym  12 doniesień z laboratoriów  krajow ych. Przew odniczącym  i organizatorem  
Sym pozjum  był prof. D. S h u g a r  (Warszawa).

K olokw ium : Biochemia P ły tek  K rw i. W w ykładzie rozpoczynającym  pierw sze 
m iędzynarodow e Kolokw ium  na tem at biochem ii płytek krw i J. R o s k a m  (Liege) 
omówił rozwój poglądów na rolę płytek w  hem ostazie. A gregaty płytek krw i g rają  
pierw szorzędną rolę w ham ow aniu krw aw ień z drobnych ran. W procesie tym 
obserw uje się etap przylegania płytek do w łókien kolagenowych, uw alniania z p ły­
tek  ADP, k tóre jest najpotężniejszym  czynnikiem  agregującym  oraz tzw. lepką 
przem ianę zlepów płytek w  następstw ie ich oddziaływ ania z trom biną i C a++. 
M echanizm y tych bardzo skom plikow anych zjaw isk badane są bardzo in tensyw nie 
w  w ielu laboratoriach  biochemicznych.

W zastępstw ie E. F. L üschera badania nad białkam i płytek przedstaw ił M. D a- 
v e y  (Bern); w łasności pochodzących z p ły tek  czynników aktyw nych w  procesie 
k rzepnien ia krw i stanow iły treść referatów  S. N i e w i a r o w s k i g o  (współ­
autorzy: R. F a b i s z e w s k i  i A.  P o p ł a w s k i  — Białystok) oraz E. D e u t -  
s c h a  (współautor K. L e c h n e r  — Wiedeń) i k ilku  doniesień.

P rzem iany nukleotydów  adenylow ych w płytkach dyskutow ali H. H o l m s e n  
(Oslo), który stw ierdził istn ienie co najm niej dwóch puli nukleotydów  adenylow ych
o odm iennym  m etabolizm ie, oraz T. H. S p a e t (New York) i A. U z a n (współ­
autorzy: J. D o u m e n c, M. S a m a m a, R. T i x i e r  — Gennevilliers, Seine). 
W edług Spaeta agregacja płytek zachodzi na koszt energii w yzw alanej podczas 
rozpadu ADP do AMP i P 1# Badacze francuscy podkreślali, że in  vitro  podobne 
działanie w ykazuje rów nież IDP.

E. K o w a l s k i  (W arszawa) przedstaw ił teorię, wg k tórej uw alnianie nuk le­
otydów adenylowych z p ły tek  przez trom binę i enzymy proteolityczne jest zw ią­
zane z aktyw acją enzymów lizosomalnych i ATP-azowej czynności kurczliw ego 
b ia łka płytek — trom bosteniny.

F. M a r k w a r d t  (Erfurt) przedstaw ił badania nad uw alnianiem , pod w pły­
wem trom biny, biogennych am in — serotoniny i histam iny, czemu tow arzyszy spa­
dek poziomu ATP w płytkach. A utor ten jest zdania, że podobnie jak  trypsyna, 
papaina i subtilizyna (w badaniach in v itro ) również i trom bina (in v ivo ) może 
zm ieniać wybiórczo przepuszczalność błony płytek krw i sprzy ja jąc uw aln ian iu  amin. 
Okazało się, iż niektóre jady wężów w yw ołują analogiczny efekt. F. C r a w f o r d  
(Birm ingham ) na podstaw ie badań nad przechodzeniem  serotoniny z osocza do p ły­
tek  u chorych z nowotw orem  w ydzielającym  serotoninę w ykazał istnienie co n a j­
m niej dwóch różnych m echanizm ów  przenoszenia serotoniny przez błonę płytek.

Badania nad u ltra s tru k tu rą  pły tek  krw i osób zdrowych oraz pacjentów  z pew ­
nym i zaburzeniam i układu krzepnienia przedstaw iła L. L i b a ń s k a  (Praga). 
Szczególną uw agę zwróciła ona na obrazy połączeń w łókien fib ryny  z pew nym i ty ­
pam i ziarnistości płytek.

M. K o p e ć  (W arszawa) w  oparciu o w yniki doświadczeń nad w zajem nym  
oddziaływ aniem  płytek krw i i produktów  rozpadu fib rynogenu przypuszcza, że

i i*
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fibrynogen stanow i in tegralną część pow ierzchni płytek i decyduje o zdolności 
płytek do ich przem ian, adhezji, agregacji i lepkiej przem iany. P rodukty  rozpadu 
fibrynogenu adsorbując się na pow ierzchni p ły tek  zaburzają ich funkcje.

W zastępstw ie R. G r o s s a ,  G. W.  L ö h r a  i D. H. W a l l e r a  (Tübingen) 
badania nad defektam i enzym atycznym i w genetycznie uw arunkow anych choro­
bach płytek przedstaw ił E. L o c h 1 e r.

Łącznie podczas kolokwium  wygłoszono 27 referatów  i doniesień przy żywej 
dyskusji w ielu spornych zagadnień w ynikających z przedstaw ionych prac i hipotez. 
Kolokwium  zostało zorganizowane przez prof. E. K o w a l s k i e g o  (W arszawa) 
oraz d o c .  S. N i e w i a r o w s k i e g o  (Białystok).

Kolokwium: Biochemia Mitochondriów. „Pomimo znacznego postępu naszej w ie­
dzy o poszczególnych kom ponentach łańcucha oddechowego i s tru k tu rze  m ito­
chondriów  dalecy jesteśm y jeszcze od zrozum ienia m echanizm ów, dzięki którym  
w  m itochondrium  m agazynuje się energia w yzw alana w procesach oksydoredukcji 
łańcucha oddechowego” — tym i słowam i rozpoczął w ykład inauguru jący  K olok­
wium  * na tem at Biochemii M itochondriów  E. C. S 1 a t e r (Amsterdam).

W dalszym ciągu w ykładu S later w ysunął szereg nierozw iązanych dotąd kw estii, 
fo rm ułu jąc między innym i pytania: czy pierw szym  aktem  m agazynow ania energii 
je s t utw orzenie związku bogatego w energię ( S l a t e r ,  1953), czy też utw orzenie 
potencjału  m em branowego ( M i t c h e l l ,  1961), lub zm iany konform acji białek 
( B o y  e r ,  1964)? Jak a  jest ro la poszczególnych członów łańcucha oddechowego, 
a w  szczególności cytochrom u b i ubichinonu; jak ie  m a znaczenie fak t, że redukcji 
NAD+ i cytochrom ów oraz być może, niehemowego żelaza+3 i m iedzi2+ tow arzyszy 
uw alnianie protonów ; jaka  jest ro la lipoproteidow ych błon?

Dwie a lternatyw ne hipotezy dotyczące pozycji i roli - ubichinonu w łańcuchu 
oddechowym omówili M. K l i n g e n b e r g  (współautor A. K r o g e r  — M ar­
burg) i E. R. R e d f e a r n  (w spółautor P. A. W h i t t a k e r  — Leicester). K lin- 
genberg przedstaw ił dane uzasadniające pogląd, że ubichinon nie tylko włączony 
jest w główny ciąg reakcji łańcucha oddechowego, lecz, co więcej, za jm uje w ła ń ­
cuchu oddechowym m iejsce centralne, zbierając elektrony z różnych flaw oproteidów. 
Cytowane kilkakro tn ie podczas Kolokwium  prace zm arłej niedaw no L. S z a r k o  w-  
s k i e j  dostarczyły w ielu danych w skazujących, że w łaśnie w  ubichinonie spo tykają 
się szlaki transpo rtu  elektronów  z różnych utlenianych substratów . O dm ienne s ta ­
nowisko rep rezen tu je  R edfearn, który uważa, iż ubichinon znajduje się w rozga­
łęzieniu szlaku oddechowego, w m iejscu, w  którym  krzyżować się jednak  mogą 
ciągi reakcji przenoszące elektrony z NADH2 i bursztynianu.

Ogrom nie żywa dyskusja toczyła się również wokół różnych koncepcji m echa­
nizm u oksydacyjnej fosforylacji oraz m echanizm ów  i znaczenia transpo rtu  jonów  
przez błony m itochondrialne. W edług „klasycznej” teorii oksydacyjnej fosforylacji 
w w yniku reakcji łańcucha oddechowego tworzy się nieufosforylow any, bogaty 
w  energię związek pośredni o nieznanej dotąd struk turze . S tanow isko to  oprócz 
E. C. S I  a t e r  a na Zjeździe reprezentow ali L. E r n s t e r  (współautorzy: C. P. 
L e e  i S. J a n d a  — Sztokholm), B. C h a n c e  (Philadelphia) i inni. W toku 
dyskusji W. W a i n i o (New Jersey) doniósł o izolowaniu z m itochondriów  fosfo- 
jodohistydyny i przedstaw ił dane sugerujące, że substancja ta spełnia k ry te ria  po­
stulow ane dla in term ediatu  oksydacyjnej fosforylacji.

* Po zakończeniu III Zjazdu FEBS, w dniach 8 i 9 kwietnia odbyło się zamknięte Kon­
wersatorium z udziałem 65 zaproszonych uczestników Kolokwium. Na konwersatorium tym, 
zorganizowanym przez Zakłady Biochemii Uniwersytetu Amsterdamskiego, Instytutu im. 
M. Nenckiego i Uniwersytetu Warszawskiego, kontynuowano dyskusję nad referatami i ko­
munikatami przedstawianymi na Kolokwium. Niniejsze sprawozdanie obejmuje częściowo 
również wypowiedzi i dyskusje w ramach tego zamkniętego Konwersatorium.
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Zupełnie odmienny m echanizm  sprzężenia u tlen ian ia z syntezą ATP zakłada 
teoria P. M i t c h e l l a  (Bodmin). Proces transpo rtu  elektronów  w łańcuchu od­
dechowym prowadzi według M itchella do przem ieszczania protonów, a ta  z kolei do 
w ytw orzenia się różnic pH  i różnic potencjału elektrostatycznego po obydwu s tro ­
nach błony m itochondrialnej, sprzyjając syntezie ATP. Przeciw nie zaś B. C h a n c e ,  
j ak i J. B. C h a p p e l l  (współautor K. N. H a a r h o f  — Bristol) są zdania, 
że przem ieszczanie się protonów  jest w tórnym  efektem  m agazynow ania energii. 
Podstawowe różnice pomiędzy założeniami obu teorii, zilustrow ał podczas dyskusji 
S later w  następującym  schem acie:

1. Chappell:

łańcuch oddechowy -> produk t pośredni bogaty w energię ^  ATP
I

pobieranie kationów  =  pow staw anie H+
2. M itchell:

łańcuch oddechowy ->■ pow staw anie H+ ^  ATP
1

pobieranie kationów

Problem  transportu  jonów  poprzez błony m itochondrialne dyskutow ali szeroko 
C h a p p e l l  i C h a n c e  oraz E. C a r a f o l i  (współautorzy: C. S. R o s  s i ,  
J. B i e l a w s k i ,  A. L. L e h n i n g e r  — Padw a; Baltim ore), A. A z z i  i G. F. 
A z o n e (Padwa). Główne rozbieżności w poglądach na transpo rt kationów  doty­
czyły kw estii w ystępow ania lub braku  stosunków  stechiom etrycznych pomiędzy 
pobieraniem  jonów w apnia a w yrzucaniem  protonów. Spraw a transpo rtu  anionów  
przez błony m itochondrialne tak  podstaw owa dla zrozum ienia w ykorzystania (zuży­
cia) substratów  w m itochondriach dyskutow ana była przez Chappella, k tóry  k la ­
syfikując aniony według łatw ości z jaką przen ikają  do w nętrza m itochondrium  po­
stu lu je w ystępow anie specyficznych przenośników  dla każdej z grup anionów. 
Znaczenie czynnika regulującego przepuszczalność, jako regulatora zużycia a-k e to - 
g lu taranu  w ykazał E. J. d e  H a a n  (Amsterdam). W pływ szczawiooctanu na u tle ­
nianie bursztyn ianu  w cyklu kw asu cytrynowego oraz czynniki kontro lu jące 
poziom szczawiooctanu dyskutow ane były przez A. B. W o j t c z a k  (W arszawa) 
oraz A. M. R o b e r t o n a  (Oxford) i S. P a p a  (Bari).

Spośród enzymów m itochondrialnych odgryw ających istotną rolę w m etaboliz­
mie tych organelli, om aw iane były obszerniej: oksydaza cytochrom ow a 
(W. H. V a n n e s t e  — Gandawa) i dehydrogenaza bursztynianow a (P. C e r -
1 e 11 i — Rzym i L. W o j t c z a k  — W arszawa).

Nowe koncepcje aktyw acji i u tlen ian ia kw asów  tłuszczowych om aw iali 
D. S h e p h e r d  i D. W.  Y a t e s  z grupy P. B. G a r l a n d a  (Bristol). Z asad­
niczym punktem  ich hipotezy jest założenie, że CoA w ew nątrz m itochondriów  n ie­
zbędny dla beta-oksydacji kw asów  tłuszczowych ulegać może acetylacji jedynie 
przez acy lo-karn itynę pow stającą w  m itochondriach lub poza nimi.

R eferat w prow adzający w  problem y zależności cytoplazm a — m itochondria w y­
głosił H. A. K r e b s  (Oxford), w skazując, że NADH2 niezbędne w cytoplazm ie 
w procesach glukoneogenezy, a pow stające p ierw otnie w m itochondriach — tr a n ­
sportow ane jest do cytoplazmy poprzez układ szczaw iooctan-jabłczan. U kład ten , 
pracu jąc w  odw rotnym  k ie runku  przenosi z cytoplazm y do w nętrza m itochondrium  
tzw. redukcyjne równow ażniki, pow stające podczas glikolizy. In teresu jącą hipotezę 
na tem at regulacji poziomu ATP w cytoplazm ie a pośrednio również intensyw ności 
glikolizy podał S. A. N e i f a k h (Leningrad), opisując czynnik lipohem oproteido- 
wy — „kinazynę”, k tó ra  w ydzielana przez błony m itochondrialne m a selektyw nie 
aktyw ow ać kinazę fosfoglicerynianu.

http://rcin.org.pl



6 1 0 S P R A W O Z D A N IA [10]

Ogółem podczas K olokw ium  na tem at Biochemii M itochondriów  wygłoszono 
7 referatów  oraz 81 krótkich  doniesień. Biochemicy .polscy przedstaw ili 15 donie­
sień, część z nich przy w spółpracy z biochem ikam i zagranicznym i. Ponadto 3 prace 
przedstaw ione przez biochem ików zagranicznych w ykonane były przy udziale bio­
chem ików  polskich. O rganizatoram i K olokwium  byli prof. S. C. S 1 a t e r (A m ster­
dam), doc. L. W o j t c z a k  (W arszawa) oraz doc. Z. K a n i u g a  (Warszawa).

Doniesienia na tematy wolne. Spośród ogólnej liczby 527 krótkich  doniesień w y­
głoszonych podczas III Z jazdu FEBS w ram y dyskusji na Sym pozjum  i w K olok­
w iach włączono 221. W śród pozostałych 306 blisko 30 kom unikatów  dotyczyło syntezy 
białek, około 20 — procesów oksydoredukcyjnych, a dalszych kilkanaście skupiało 
się wokół, zagadnień z dziedziny krw i. W skazuje to jak  bardzo w iodące tem aty zjaz­
dów k ierunku ją  nadsyłane doniesienia, równocześnie je s t także w yrazem  zainte- 
teresow ania szerokich kół biochem icznych problem atyką w arszaw skiego Z jazdu 
FEBS.

Znaczną większość kom unikatów  przedstaw ionych w sekcjach, bo około 120, 
stanow iły prace z zakresu enzymologii w najszerszym  sensie tego określenia. Na 
uw agę zasługują doniesienia inform ujące o badaniach centrów  aktyw nych enzymów, 
oraz m echanizm ów aktyw acji przez kationy i ham ow ania przez analogi su b s tra ­
tów, a przede w szystkim , niezbyt w praw dzie liczne, prace nad regulacją syntezy 
enzymów. Ciekawą grupę stanow iły rów nież prace dotyczące aktywnego tran sp o rtu  
kationów  oraz dyskusja nad aktyw nym , czy b iernym  — m odulow anym  jednak  przez 
przenośniki — transporcie cukrów  poprzez błony.

Inna, zw arta tem atycznie, choć pochodząca z różnych ośrodków, g rupa prac 
dotyczyła badań nad m etabolizm em  lipidów  i steroli; szereg zaś luźniej zw iązanych 
kom unikatów  omawiało różnie ujm ow ane badania glikolipidów, glikopeptydów
i glikoproteidów.

Przeglądając program  naukow y Zjazdu i tom streszczeń można również zauw a­
żyć, że w w ielu ośrodkach europejskich bardzo intensyw nie prowadzone są badania 
w  zakresie neurochem ii, oraz nad m etabolizm em  tkanek  nowotworowych. P od­
czas III Z jazdu FEBS przedstaw iono rów nież w iele prac wywodzących się z fizjo ­
logii roślin, co rzadko dotychczas zdarzało się na ogólnych zjazdach biochem icznych 
w  naszym kraju .

Informacje o organizacji I II  Zjazdu FEBS. Zarząd Główny Polskiego T ow arzys­
tw a Biochemicznego rozpoczął w stępne prace organizacyjne wcześniej niż rok przed 
term inem  III Z jazdu FEBS. P ierw sze narady odbyły się w  w ąskim  gronie k ilku  za­
ledw ie osób, w krótce jednak  ukonstytuow ały  się K om itety O rganizacyjny i W ydaw ­
niczy; K om itet Naukowy, pod przew odnictw em  prof. J. H e l l e r a  rozpoczął pracę 
w grudniu  ub. r. selekcjonując prace nadesłane na Zjazd. P race organizacyjne 
stopniowo w ym agały coraz to w ięcej w ysiłku i starań , trzeba zatem było dokoopto­
wać szereg osób do w spółpracy w różnych działach; w końcowym etapie organizacji 
oraz podczas Z jazdu współdziałało z K om itetem  O rganizacyjnym  ponad 200 K o­
legów, głównie z Oddziału W arszawskiego PTBioch.

Ogółem w  Zjeździe wzięło udział 1566 uczestników z 29 krajów , w tym  550 
z Polski. Gości zagranicznych przybyw ających na Zjazd w itali na lotnisku i dw or­
cach Koledzy z Sekcji T ransportu , k ierow anej przez m gr Lecha N o w a k a .  Człon­
kow ie Zjazdu, którzy we właściwym  term in ie załatw ili konieczne form alności
i w nieśli przepisane opłaty otrzym ali, jeszcze przed w yjazdem  ze swego k ra ju , 
informacje,, w jak im  hotelu zostaną ulokow ani. Z dworca lub lotniska członkowie 
ci odwiezieni zostali specjalnym i au tokaram i pilotow anym i przez kolegów z Sekcji 
T ransportu  w prost do hoteli, gdzie zajęli się nim i koledzy w spółdziałający rów nież 
z K om itetem  O rganizacyjnym . W hotelach czekały na zarejestrow anych członków 
Z jazdu przygotow ane uprzednio m ateria ły  zjazdowe. T rudną pracę rozdziału kw a­
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te r  przeprow adził m gr R obert K r a u z e ,  rozw iązując szereg kw estii z PBP 
Orbis. Inni uczestnicy, którzy z różnych względów nie dopełnili wszystkich fo r­
malności, przywożeni byli do PKiN, gdzie na IV-ej kondygnacji znajdowało się 
B iuro Zjazdowe, z karto teką uczestników, kasą FEBS, pocztą zjazdową i ogólną 
inform acją. Z aw ikłane form alności paszportow e i finansow e spraw iły niemało 
k łopotu naszym kolegom z krajów  D em okracji Ludowych. Duża grupa Niemców 
z NRD mogła wziąć udział w  Zjeździe dzięki temu, że dr A ndrzej B u d z y ń s k i  
załatw ił dla nich spraw y zaproszeń oraz w ym iany Polska-NRD. Dr Jerzy  W i t w i c -  
k  i zaś m iał pod swą opieką kolegów z Bułgarii, Czechosłowacji, Rum unii, W ęgier
i Zw iązku Radzieckiego.

Całość re jestrac ji i recepcji członków zorganizowali doc. S tanisław  L e w a k
i d r Irena S z u m i e 1, spraw am i finansow ym i kierow ała dr Anna M a z a n o  w  s k  a, 
pom agali im w tym  odpowiedzialnym i niełatw ym  zadaniu bardzo liczni koledzy 
z W arszawy oraz duża grupa studentów  biochemii.

Na III Zjazd FEBS (nie licząc zaproszonych wykładów) zgłoszono 588 donie­
sień, z k tórych przedstaw iono 527, w tym  110 przez polskich uczestników  Zjazdu. 
Tom streszczeń o objętości 537 stron ukazał się w estetycznej form ie graficznej 
dzięki staraniom  kolegów z K om itetu W ydawniczego doc. W łodzim ierza B i c z a ,  
doc. K rzysztofa M u r a w s k i e g o  i dr W ojciecha R o s s o w s k i e g o .

O brady toczyły się równocześnie w  kilku  salach na IV, VI i X II piętrze PKiN. 
W szystkie spraw y związane z przygotow aniem  i obsługą sal zorganizował dr Antoni 
M ieczysław D a n c e w i c z .  W rannych godzinach i po przerw ie obiadowej zdąża­
jący na obrady uczestnicy cisnęli się w pośpiechu do wind. W salach, gdzie od­
byw ały się posiedzenia Sym pozjum  i obydwu Kolokwiów frekw encja była na ogół 
ogrom na. Posiedzenia sekcyjne gromadziły zaś biochem ików bezpośrednio zain tereso­
w anych przedstaw ianym i pracam i, co w prow adzało atm osferę koleżeńskiej dys­
kusji. Trzeba dodać, że dyskutanci przechodzili następnie często do bufetów , sali 
B iura Zjazdowego oraz „za ku lisy” prowizorycznie wydzielonych na IV kondygnacji 
dw u sal wykładowych, co niekiedy przeszkadzało w obradach toczących się w  tych 
w łaśnie salach. Goście nasi jednak, obyci z dyskusjam i w  różnych sytuacjach, 
szybko, ku ltu ra ln ie  i z hum orem  dostosowali się do w arunków  oraz zorientow ali 
w  rozkładzie sal.

K ażdej sesji przewodniczyło w  zasadzie dwóch zaproszonych biochemików, 
jeden  spośród gości zagranicznych, drugi spośród polskich członków Zjazdu. Se­
k re ta rze  sesji pom agali przewodniczącym  i inform ow ali o przebiegu obrad. S ekre­
ta rza  Z jazdu doc. Tadeusza K ł o p o t o w s k i e g o ,  k tóry  k ierow ał również wespół 
z dr. Zofią L a s s o t o w ą  B iurem  Prasow ym  Zjazdu.

Wystawa.  Na czw artej kondygnacji PKiN, w  sąsiedztw ie B iura Zjazdowego, 
została urządzona w ystaw a apara tu ry  oraz różnych m ateriałów  stosowanych w ba- 
dniach biochemicznych. O rganizatorem  w ystaw y z ram ienia PTBioch. był d r P rze- 
sław  P o s z w i ń s k i .  W w ystaw ie wzięło udział szereg poniżej w ym ienionych 
firm  zagranicznych i krajow ych, których ciekawsze eksponaty wyliczamy.

M SE  (UK) — ultraw irów ka p reparatyw na, w irów ka szybkoobrotowa o dużej 
pojem ności

Pye-Unicam  (UK) — spektrofotom etry na podczerwień i u ltrafio let, spektrofo­
tom etr płomieniowy, pH -m etry , chrom atograf gazowy

Unipan  (Polska) — kolektor frakcji, apara t rentgenow ski do badań s tru k tu ra l­
nych, w irów ka labora to ry jna

BTJTJ (Polska) — urządzenia do prac z izotopam i, spektrom onitor (spektrom etr 
telew izyjny do zdejm ow ania widm w ciągu ułam ka sekundy)

L K B  (Szwecja) — m onitory do chrom atografii, urządzenia do chrom atografii 
obiegowej
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Radiometr  (Dania) — autom aty do m iareczkow ania potencjom etrycznego, pH -m et- 
ry  z rozw iniętą skalą, m ostek do badania przewodnictw a, zestaw  A strupa do ozna­
czeń C 0 2 we krw i

PZO  (Polska) — m ikroskop polaryzacyjny i in terferencyjny  
Zeiss  (NRD) — w ielki m ikroskop badawczy, m ikrom anipulatory , spektrofoto­

m etr płomieniowy
Farmacja  (Szwecja) — Sephadex’y
Reeve Angle W hatm an  (UK) — Bibuły i kolum ny chrom atograficzne 
The Radiochemical Center Am ersham  (UK) — p repara ty  znakow ane 
Biomed  (Polska) — odczynniki biologiczne i biochemiczne.
O zainteresow aniu w ystaw ą św iadczyła duża frekw encja i żywo prow adzone 

rozm owy zw iedzających z poszczególnymi wystawcam i. O rganizatorów  zaś cieszy 
rów nież fakt, że 703/o w ystaw ionych eksponatów  produkcji firm  zagranicznych zos­
tało zakupionych przez różne k rajow e placów ki badawcze.

Zwiedzanie placówek biochemicznych i imprezy turystyczne.  W przerw ach m ię­
dzy posiedzeniam i uczestnicy Z jazdu m ieli możność zwiedzić różne ośrodki bioche­
m iczne z terenu  W arszawy. Specjalne autokary  pilotow ane przez kolegów z Sekcji 
T ranspo rtu  przewiozły około 300 gości do ponad 20 pracow ni w wyższych uczelniach, 
insty tu tach  PAN oraz insty tu tach  i laboratoriach branżowych.

Im prezy turystyczne zorganizow ane przez doc. W itolda D r a b i k o w s k i e g o  
objęły zwiedzanie W arszawy i okolic, Żelazowej Woli oraz k ilkudniow e wycieczki 
(przed i po term in ie Zjazdu) do K rakow a i Zakopanego. W yjazdy te obsłużone były 
przez PBP Orbis.

Imprezy  towarzyskie.  W przeddzień otw arcia Z jazdu (3. IV. br.) wszyscy uczest­
nicy w raz z osobami tow arzyszącym i m ieli okazję spotkać się w godzinach w ie­
czornych w salach PKiN  na czw artej kondygnacji. P rzyjęcie zorganizow ane s ta ra ­
niem  pań Ireny  S z a f r a ń s k i e j  i M arii W o j n a r o w s k i e j  cieszyło się 
bardzo dużą frekw encją, przybyło bowiem na nie blisko 1500 osób. Spotkanie to 
było w łaściw ie w stępną i nieoficjalną inauguracją III Z jazdu FEBS. P ełna u p rze j­
mości gościnność w szystkich kolegów w spółdziałających z K om itetem  O rganizacyj­
nym w prow adziła już tego wieczoru nieform alną i koleżeńską atm osferę, k tó ra  
panow ała podczas wszystkich następnych dni wytężonej pracy i dyskusji zjazdo­
wych.

W późniejszych godzinach w ieczornych tegoż dnia Przewodniczący PTBioch pod­
ją ł kolacją Członków Rady Federacji, następnego zaś dnia (4. IV. br.) Prezes PAN 
przyją ł w Jabłonnie zaproszonych wykładowców i innych w ybitnych uczonych za­
granicznych przybyłych na Zjazd.

Na zaproszenie Przewodniczącego K om itetu N auki i Techniki, W iceprem iera 
Eugeniusza S z y r  a w recepcji w salach Urzędu Rady M inistrów, wzięło 420 człon­
ków  Zjazdu z wszystkich k rajów  reprezentow anych na III Zjeżdzie FEBS.

W salach H otelu Europejskiego (6. IV. br.) odbyło się zorganizow ane przez 
PBS Orbis cocktail-FE B S-party , przy niem ałej frekw encji gości zagranicznych. 
Dobrze, iż oprócz napojów  alkoholowych, „m ikro”-zakąsek i kaw y podano wówczas 
rów nież chłodzone lodem soki owocowe. Nie zaspokoiły one w praw dzie apetytów  za­
ostrzonych całodzienną dyskusją — ostudziły jednak złudzenia, że po ’’d rinkach” 
podana zostanie zasłużona kolacja.

W kolejnych dniach Z jazdu Am basady Belgijska, B ry ty jska i F rancuska u rzą­
dziły przyjęcia dla przybyłych na Zjazd FEBS biochem ików  ze swoich krajów .

Program dla osób towarzyszących.  P rogram  dla osób towarzyszących, przygoto­
w any przez K om itet Pań — M arię Z a k r z e w s k ą ,  M arię K o r z y b s k ą  i G race 
S h u g a r  — objął wycieczkę nad Zalew  Zegrzyński oraz zwiedzanie W arszawy, 
W ilanowa, szeregu galerii sztuki, sklepów DESA i CPLiA, Zakładów  22 Lipca, oraz
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żłobków itp. Podziwiać można, z jakim  zainteresow aniem  i przejęciem  uczestniczki 
wycieczek oglądały urządzenia socjalne, zrekonstruow ane zabytki W arszawy oraz 
z jaką łatwością i hum orem  przyjm ow ały różne niedogodności transpo rtu  i n ie­
spodzianki zm iennej u nas w kw ietniu  pogody. W program ie dla osób tow arzyszą­
cych brało udział około 70 osób, w tym kilka pań z m aleńkim i dziećmi. Okazało 
się, że pozostałe blisko 70 osób z listy osób tow arzyszących stanow ili młodzi bio­
chemicy nie opuszczający obrad naukow ych Zjazdu.

Posiedzenia Rady Federacji. W przeddzień o tw arcia III Z jazdu FEBS oraz 
w ostatnim  dniu obrad odbyły się pod przewodnictw em  prof. K. Z a k r z e w ­
s k i e g o  kolejne posiedzenia Rady Federacji. W zebraniach tych z ram ienia K o­
m itetu  Biochemicznego PAN uczestniczył prof. J. H e l l e r ,  z ram ienia zaś 
PTBioch doc. T. K ł o p o t o w s k i  i prof. Z. Z i e l i ń s k a .

Omówiono między innym i spraw ę letnich szkół biochem icznych oraz przedys­
kutow ano p ro jek t w ydaw ania przez Federację europejskiego czasopisma biochem icz­
nego, k tóre pozwoliłoby na szybką publikację najlepszych prac eksperym entalnych 
Ustalono, że następny, tj. IV Zjazd FEBS odbędzie się w Oslo, w dniach 4—7 lipca 
1967, a organizatorem  Z jazdu i Przewodniczącym  Rady F ederacji będzie prof. 
A. P i h 1, Prezes Norweskiego Tow arzystw a Biochemicznego.

Pisząc spraw ozdanie w dwa m iesiące po zakończeniu obrad można pozwolić 
sobie na ocenę program u, poziomu naukow ego oraz organizacji Zjazdu. Czyniąc 
to sięgnę do listów  nadesłanych licznie przez przedstaw icieli szeregu tow arzystw  
biochemicznych, członków Rady F ederacji i n iektórych innych w ybitnych uczest­
ników  Zjazdu. Z w racają oni przede w szystkim  uwagę na trafny  w ybór a trakcy jne j
i ak tualnej tem atyki Sym pozjum  i Kolokwiów, zaproszenie kom petentnych w y­
kładowców oraz podkreśla ją wysoki poziom dyskusji; sk ładają również g ratu lacje  
z powodu dobrej organizacji Zjazdu, a doceniając ogrom włożonego w ysiłku w y­
rażają  uznanie i dziękują w szystkim , którzy w tej pracy w spółdziałali z Zarządem  
Głównym Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego.

Z. Zielińska

Sprawozdanie z działalności Oddziałów PTBioch w 1965 r.

Członkowie Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego zrzeszeni byli w 1965 r. 
w 11 Oddziałach działających w najw iększych i najbardziej aktyw nych ośrodkach 
naukow ych kraju . PTBioch zrzeszało w dniu 31 grudnia 1965 r. 716 członków, w  tym 
84 osoby, które w stąpiły  do Tow arzystw a w  ciągu ubiegłego roku, co w skazuje na 
dalszy dynam iczny rozwój Oddziałów PTBioch.

Zgodnie z postanow ieniam i S ta tu tu  Tow arzystw a głównym celem działalności 
Oddziałów jest organizow anie zebrań naukow ych. W okresie sprawozdawczym  
w 11 Oddziałach odbyły się 84 zebrania naukow e, na których 138 prelegentów  
wygłosiło 102 odczyty. Tem atem  odczytów były zarówno w yniki w łasnych dośw iad­
czeń (43 referaty) jak  i przegląd najciekaw szych osiągnięć współczesnej biochem ii 
na podstaw ie danych z p iśm iennictw a (51 referatów ). W w ielu w ypadkach badania 
w łasne przedstaw iono na tle ogólnego postępu biochem ii w  danej dziedzinie w o sta t­
nich latach. R eferow anie w łasnych prac doświadczalnych było stosunkowo częste 
na zebraniach naukow ych Oddziałów: W rocławskiego, Łódzkiego i Białostockiego. 
Stosunkowo m niej refera tów  na zebraniach Oddziałów poświęcono zagadnieniom  
m etodyki biochemicznej.

Na 138 prelegentów  jedynie 26 pochodziło spoza Oddziału organizującego zebra­
nie, w tym  9 osób było gośćmi z zagranicy, a więc zaledwie koło 12% prelegentów
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zostało zaproszonych z innych ośrodków naukow ych naszego k ra ju . M ożna za­
ryzykow ać stw ierdzenie, że świadczy to o zbyt słabo rozw iniętej w ym ianie m yśli 
naukow ej między Oddziałam i PTBioch. Zarząd Główny PTBioch postaw ił w ub. roku 
do dyspozycji Oddziałów odpowiednie fundusze na zapraszanie prelegentów  i n a ­
leży żałować, że nie są one w pełni w ykorzystyw ane.

Dla zwiększenia frekw encji na zebraniach naukow ych poszczególne Oddziały 
poszukiw ały odpowiednio a trakcy jne j form y zebrań i sposobów inform acji o nich 
poprzez im ienne zaw iadom ienia, drukow ane afisze oraz notatk i w prasie  codzien­
nej. Na podstaw ie przedstaw ionych spraw ozdań w ydaje się, że celowe jest o rgan i­
zowanie zebrań poświęconych szerszem u problem owi, gdzie k ilku  specjalistów  
z pokrew nych dziedzin nauki wygłasza kró tk ie refera ty . P rzykładem  tu ta j mogą 
być posiedzenia zorganizow ane w m arcu 1965 r. w spólnie przez Oddziały: W ar­
szaw ski i K rakow ski, a poświęcone zastosow aniu hodowli tkanek  w w irusologii
i onkologii doświadczalnej i połączone z pro jekcją  francuskiego film u naukowego. 
Szersze zainteresow anie i bardziej ożywioną dyskusję można było obserw ow ać 
z reguły także na zebraniach w ielotem atycznych, przy udziale k ilku  prelegentów  
z różnych pracow ni lub w  obecności dyskutan tów  i koreferentów  zaproszonych z in ­
nych ośrodków.

W ydaje się, że ciągle nie jest w pełni w ykorzystana możliwość w spółpracy 
PTBioch z innym i Tow arzystw am i N aukowym i w organizow aniu zebrań nauko ­
wych. Ta form a działania może być szczególnie korzystna w  m niejszych ośrodkach
i w związku z tym  należy podkreślić in icjatyw ę Białostockiego Oddziału PTBioch, 
gdzie na 16 zebrań naukow ych w 13 zebraniach uczestniczyły inne Tow arzystw a 
Naukowe.

Poza organizacją zebrań naukow ych niektóre Oddziały Terenow e PTBioch roz­
w ija ły  działalność popularyzatorską. Na w yróżnienie zasługuje cykl 16 w ykładów  
akadem ickich z zakresu biochemii i pokrew nych nauk  przyrodniczych zorganizo-

Działalność oddziałów PT B ioch  w 1965 r.

Oddział
PT B ioch

Ilość
członków
31.X II.65

Członkowie 
przyjęci 
w 1965

Ilość
zebrań

naukowych

Całkowita 
ilość prele­

gentów

Ilość p re ­
legentów 
zapro- 
szon.

Inne
rodzaje

zebrań

Białystok 41 10 16 23 5 2
G dańsk 38 3 4 5 1 1*
G órny Śląsk 50 4 4 7 1 16**
Kraków 57 14 10 16 4 —
L ublin 44 5 8 9 4 —
Ł ódź 50 6 6 14 — —
Olsztyn 31 2 4 4 3 —
Poznań 79 3 6 6 — —
Szczecin 57 4 4 4 — —
W arszawa 220 28 14 29 8 1###

W rocław 49 5 8 21 — 1####

Razem 716 84 84 138 26 21

* IV  Sym pozjum  PT B ioch , 11— 12.V I.1965.
** Cykl wykładów wspólnie z  P T F izjol. i PTPrzyr. 

*## Konferencja Fotobiologów, 6 .X II.1965.
*###  Konferencja Elektroników w Karpaczu, 4 .X II.1965.
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w any przez G órnośląski Oddział PTBioch przy w spółpracy z Polskim  Tow arzystwem  
Przyrodników  im. K opernika oraz z Polskim  Tow arzystwem  Fizjologicznym.

. Odział G dański PTBioch zorganizował w  dnach 11 i 12 czerwca 1965 r. IV do­
roczne Sym pozjum  Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego, w którym* wzięło udział 
około 200 uczestników. Sym pozjum  połączone było z W alnym Zebraniem  Tow a­
rzystw a; spraw ozdanie z Sym pozjum  i Z ebrania ukazało się w Postępach Bio­
chem ii (1966 r . — zeszyt 1).

W rocławski Oddział PTBioch był gospodarzem  konferencji E lektroników
i Biochemików, k tóra odbyła się 4.X II.65 w K arpaczu. K onferencja ta była p ie rw ­
szym spotkaniem  biochemików z w ytw órcam i i dostarczyła inform acji o problem ach 
konstrukcji prototypów  ap a ra tu ry  biochemicznej w Polsce.

W dniu 6.XII.65 odbyło się w  W arszawie ogólnopolskie spotkanie fotobiologów 
zorganizowane staraniem  zainteresow anych członków W arszawskiego Oddziału 
PTBioch. Spotkanie to powołało do życia Kom isję Fotobiologiczną i zdecydowało
o zwołaniu w  m aju  br. specjalistycznego sym pozjum  w K rakow ie; kom unikat
o spotkaniu fotobiologów został zamieszczony w Postępach Biochemii (1966 r. — 
zeszyt 1).

N iektóre dane dotyczące pracy Oddziałów PTBioch w 1965 r. zebrano dla 
łatw iejszego porów nania w  form ie tablicy.

Dr A  Koj 
Pełnom ocnik ZG PTBioch 

d/s Zebrań i Zjazdów
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Zamówienie i wpłaty na prenum eratę przymują:
— Oddziały i delegatury ,,Ruchu”
— urzędy pocztowe i listonosze tylko do dnia 
10.XII.1966

Czytelnicy indywidualni mogą dokonywać wpłat 
również na konto PKO N r. 1-6-100020 Centrala 
Kolportażu Prasy i Wydawnictw „Ruch” 
Warszawa, ul. W ronia 23.
Wszystkie instytucje państwowe i społeczne za­
mawiają prenum eratę wyłącznie za pośrednictwem 
oddziałów i delegatur „Ruch”.

WCZEŚNIEJSZE ZAPRENUMEROWANIE GWARANTUJE 
OTRZYMYWANIE CZASOPISM PWN.

http://rcin.org.pl



Należy podawać kolejno: L. p., nazwisko au to ra i pierw sze litery  imion 
(podaje się nazw iska wszystkich autorów  w kolejności podanej w ory­
ginale), skrócony ty tu ł czasopisma, tom (podkreślony), stronica i rok 
( w  naw iasach). Np.: 3. Bogorad L., G ranick S., J. Biol. Chem. 202 
793 (1953). W ykaz skrótów  tytułów  czasopism podają Post. Biochem., 7, 
601 (1961). C ytując książki należy podać kolejno: nazwisko i pierw sze li­
tery  imion autora(ów), tytuł, m iejsce i rok  w ydania; np.: P rzyłęcki S. 
J., Podręcznik Chemii Fizjologicznej, Łódź, 1947. C ytując artykuły  
w pracy zbiorowej należy podać po ty tu le  tom i nazw iska wydawców, 
oraz na końcu stronicę; np. Schneider W. C., w  M ethods in Enzym o- 
logy, tom III, red. S. P. Colowick i N. O. K aplan, New York, 1957, 
str. 680.
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