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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuly referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sa honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami bledéw drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéow i popra-
wek nie wpltywajacych na tres$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatlgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwojng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petlnym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich tytulty naukowe wraz z nazwami placowek nauko-
wych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwienie tema-
tu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w teks$cie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty— arabska. Tytuty nia wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W teksScie nalezy odwotaé sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujgc sie na literature nalezy podaé¢ w tek$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zataczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajacym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalgczniki nalezy oznaczy¢
u gory nazwiskiem autora i poczgtkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtowek opisujacy jej tres¢, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczona na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,go6re” i ,,dot”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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TOMASZ GOLASZEWSKI*, JAN W. SZARKOWSKI **
MARTA RYTEL***

Biochemia powstawania i rozwoju mitochondriéw

Biochemistry of Genesis and Development of Mitochondria

Review of biochemical data on biogenesis and development of mitochondria
is presented

Mitochondria nie sg wasko wyspecjalizowana organella przeprowa-
dzajaca jedynie procesy utlenien komdrkowych. Obok petnienia tej pod-
stawowej funkcji sg one zdolne do syntezy biatek, kwasdw nukleinowych
i przynajmniej niektérych tluszczowcow. Nie ulega tez watpliwosci
udziat mitochondriéow w procesach dziedziczenia pozachromosomalnego.
W zwigzku z tym uwaza sie mitochondria za twory potautonomiczne,
podobnie jak chloroplasty (26, 28, 94). Mimo do$¢ wszechstronnych zdol-
no$ci metabolicznych, mitochondria najprawdopodobniej nie sg w stanie
zaspokoi¢ witasnych potrzeb na wiekszo$¢ anabolitéw niezbednych do wy-
ksztalcenia struktury mitochondrium, warunkujgcej jego prawidiowe
dziatanie w komérce. Rozwdj mitochondrium bytby zatem zalezny od me-
tabolizmu catej komérki. Punktem wyjscia w badaniach nad genezg i roz-
wojem mitochondriow jest poznanie miejsca syntezy ich skiladnikow.
Gtdwnym celem natomiast jest wyjasnienie sposobu powstawania mito-
chondrium. Rozpatrywano trzy mozliwosci: geneze mitochondriow na
drodze autoreplikacji — poprzez podziaty organelli, rozwdj z innych struk-
tur komorkowych w procesie nazwanym przez Andre (1) neoformo-
waniem i wreszcie geneze de novo.

Pochodzenie bton mitochondrialnych jest stosunkowo mato znane.
Wynika to, miedzy innymi, z faktu, ze mitochondria charakteryzujg sie
do$¢ daleko posunietym polimorfizmem (1), co sprzyjato wysuwaniu po-
gladow (opartych na obserwacjach cytologicznych) o bezposrednim
zwigzku bton mitochondrialnych na przyktad z btong jadra komérkowego

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
** Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
*** Mgr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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(6), czy z btonami aparatu Golgiego (62). Przeglad hipotez na ten temat
mozna znalezé w artykutach Roulliera (73), Novikoffa (62
Trag era (90) i Andre (1.

W procesie powstawania mitochondrium najistotniejsze jest miejsce
taczenia sie podstawowych sktadnikdw organelli: lipidow i biatek, w wy-
niku czego powstajg okreSlone systemy bion czyli zawigzki strukturowe
mitochondriéw. Jak podkre$la Yotsuyanagi (107), liczne dane
Swiadczg, ze w czasie rozwoju embrionalnego organizmoéw roslinnych
i zwierzecych wzrostowi aktywnos$ci oddechowej komorek towarzyszy
zawsze rownolegty wzrost masy mitochondriow — komdrki embrionalne
wykazujg stabe oddychanie i majg stabo rozwiniete mitochondria. Dla-
tego tez powstawanie zwigzkéw mitochondrialnych musi by¢ $cisle zwig-
zane z formowaniem sie wielosktadnikowego taficucha oddechowego i jego
zespoleniem z aparatem fosforylujgcym. Wedtug opinii Borsta i wsp.
(9), najprostsze bytoby zatozenie, ze tancuch oddechowy powstaje w sa-
morzutnym procesie tgczenia sie jednostek monometrycznych, ktdrych
wiasnosci okreSlatyby zaréwno kolejno$¢ etapdédw tego procesu, jak tez
regulowatyby okreslong stechiometrie uktadu.

Dane cytologiczne uzyskane za pomocg mikroskopu elektronowego
wskazujg, ze mitochondria, podobnie jak plastydy, rozwijajg sie z ku-
listych tworéw o $rednicy okoto 1000 A, odszczepiajacych sie od organelli
macierzystej (24, 26, 45). Twory te, otoczone podwdjng btong, wypetnione
sg szczelnie stromga. Biona wewnetrzna tworzy — na drodze inwagina-
cji — uchytki skierowane ku wnetrzu promitochondrium, ktére stanowia
zaczatki grzebieni mitochondrialnych (Yacinskie cristae mitochondriales).
Wtedy witasnie promitochondrium zaczyna ulegaé morfogenezie doprowa-
dzajagcej do powstania dojrzatego mitochondrium. W czasie wzrostu mi-
tochondrium i réznicowania sie jego struktury zmieniajg sie stosunki
iloSciowe miedzy poszczegdlnymi sktadnikami organelli wchodzacymi tez
w sktad bton mitochondrialnych. Goldhor (27) zauwazyt na przyktad,
ze we wczesnych stadiach rozwojowych zarodkéw kurczecia mitochondria
watroby wykazujg nietypowy dla mitochondriow dojrzatych stosunek
iloSciowy tluszcz6w do biatek. Zdaniem Lucka (51) zmiany tego sto-
sunku podczas rozwoju organelli sg odzwierciedleniem zmiany natezenia
procesow syntezy tych sktadnikow w réznych stadiach rozwojowych mi-
tochondrium.

Istotne jest réwniez filogenetyczne pochodzenie bton mitochondrial-
nych. Wedtug Frey-Wysslinga (24), wewnetrzne btony mitochon-
drialne reprezentujg sobg — w aspekcie filogenezy — struktury homo-
logiczne z plazmolemma czyli btong komorkowg. Blony te bytyby ota-
gzane w czasie rozwoju mitochondrium przez btony gtadkie endoplazma-
tycznego reticulum. Na podobienstwo zewnetrznych bton mitochondrium
do bton reticulum endoplazmatyeznego zwracali uwage Sottocasa
i wsp. (79) oraz Beallie (4). Blony reticulum prawdopodobnie nie majg
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zwigzku genetycznego z plazmolemma (24). Mitochondria wystepuja, jak
wiadomo, u posiadajacych jadro komorkowe organizméw eukariotycz-
nych. Organizmy prokariotyczne, w tym bakterie, nie wyksztatcajg struk-
tur mitoehondrialnych. Uklad oddechowy u bakterii tlenowych zlokali-
zowany jest w btonach plazmatycznych. Szerszy opis tego uktadu mozna
znalezé w artykule przegladowym Zagorskiego (108). Zespoty bion
grupujacych enzymy oddechowe u bakterii nazwano mezosomami (23).
Bytyby one uktadami pochodzacymi rowniez z plazmolemmy. Jest wiec
prawdopodobne, ze mezosomy organizméw prokariotycznych stanowig fi-
logenetycznie pierwotniejsze stadium rozwojowe wewnetrznych bton mi-
tochondrialnych.

Najnowsze wyniki wskazujg, ze w procesie rozwoju mitochondrium
synteza btony zewnetrznej organelli, a takze synteza nierozpuszczalnych
biatek jej bton wewnetrznych sa niezbednymi etapami dla zapoczatko-
wania procesu wypetniania zawigzkéw mitoehondrialnych biatkami roz-
puszczalnymi (4).

Zagadnienie zestawu enzymow w zawigzkach mitoehondrialnych nie
jest dotychczas wyjasnione. Zgodnie z danymi Schatza (75), zawiagzki
te u drozdzy hodowanych w warunkach beztlenowych wykazujg obecnosé
jedynie dehydrogenazy bursztynianowej. Cytochromy natomiast poja-
wiajg sie dopiero w warunkach dostepu tlenu, kiedy zawigzki mitochon-
drialne przeksztatcajg sie w mitochondria. Wediug Hensona i Ma-
liler a (31), niedojrzate mitochondria drozdzy hodowanych w warunkach
tzw. represji glukozowej (tzn. w obecnosci glukozy w pozywce wzrosto-
wej, gdy giéwnym szlakiem metabolicznym staje sie fermentacja, co
doprowadza do zahamowania syntezy enzymow oddechowych i wstrzy-
mania rozwoju mitochondriow (107)) zawierajg oksydaze cytochromowag.
Jednakze nawet dojrzate mitochondria mogg zawiera¢ niekompletny ze-
staw enzyméw. Zgodnie bowiem z wynikami Evansa i Llyoyda
(22) mozliwa jest indukcja enzyméw utleniajagcych propioniany w rozwi-
nietych mitochondriach wiciowca Polytomella caeca.

Niezwykle interesujgcym obiektem badan nad rozwojem mitochon-
driow okazat sie glon Euglena gracilis. Lefort (45) przeprowadzita
niedawno badania enzymatyczne i cytologiczne nad wptywem warunkéw
oSwietlenia hodowli tego glonu (szczepu Z) na mitochondria i plastydy.
Okazato sie, ze podczas diugotrwatej etiolacji (6 tygodni zaciemniania)
komdrek, kiedy nastepuje zahamowanie proceséw fotosyntezy i zanikanie
struktury chloroplastéw, zwieksza sie parokrotnie aktywno$¢ oddechowa
komorek i réwnocze$nie zachodzi niezwykty wzrost objetosci i masy
mitochondriéw. Po powtdérnym oswietleniu kolonii glonu procesy te prze-
biegaja w odwrotnym kierunku. Obserwacje dokonane przez Lefort
(45) zaréwno metodami biochemicznymi, jak tez przy uzyciu mikroskopu
elektronowego, wykazaly po raz pierwszy, ze w komoérce E. gracilis
istnieje pewna zalezno$¢ metaboliczna miedzy plastydami i mitochon-
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driami. Wydaje sie, ze ma ona charakter kompensacyjny zaréwno pod
wzgledem strukturalnym jak i metabolicznym. Niewyjasniony mechanizm
regulacyjny dzialajagcy zapewne na poziomie ponadorganellowym nada-
watby wiasciwy w danych warunkach kierunek przemian. Role te mo-
gtyby petni¢ geny chromosomalne, ktére — zgodnie z opinig wyrazong
przez Bor sta i wsp. (99— warunkuja w duzej mierze rozw0j struktur
mitochondrialnych, miedzy innymi dostarczajagc informacyjnego RNA.
Translacja tego RNA mogtaby sie dokonywa¢ bgdz w mitochondriach,
badz tez poza nimi (9). Ilos¢ DNA obecnego w tych organellach jest bo?
wiem zbyt mata, aby informacja gentyczna w nich zawarta mogta do-
tyczy¢ wszystkich biatek mitochondrialnych (9, 106).

I. Aktywno$¢ metaboliczna mitochondriéw i miejsce syntezy
ich sktadnikow

Wiadomo dzi$, ze mitochondria uczestniczg w syntezie biatek (18, 40,
41, 42, 50, 66, 68, 70, 71, 87, 106), RNA (7, 47, 60, 74, 101, 103), DNA (38),
porfiryn (86) oraz niektérych ttuszczowcow (11, 21, 99), przede wszystkim
kwasow ttuszczowych (2) i lecytyn (11, 99).

Badania wielu autoréw wykazaty (5, 40, 41, 42, 43, 69, 72, 91, 102,
106), ze izolowane mitochondria witgczajg znakowane aminokwasy przede
wszystkim do biatek nierozpuszczalnych, wzglednie lipoproteidéw, zwig-
zanych najprawdopodobniej z btonami mitochondrialnymi. W poréwnaniu
z nimi biatka rozpuszczalne, w tym réwniez niektére enzymy, znakujg sie
aminokwasami znacznie stabiej (43, 72). Wskazywaloby to na istnienie
w mitochondriach dwé6ch odmiennych puli biatkowych. Przeprowadzane
préby rozdziatu i oczyszczania poszczeg6lnych podfrakcji strukturalnych
mitochondrium oraz ich enzymatyczna charakterystyka (12, 63, 79, 92,
95) wskazujg, ze najintensywniej witacza aminokwasy frakcja bton we-
wnetrznych mitochondrium (61, 79, 105). W podfrakcji tej zlokalizowane
sq — obok biatek strukturalnych — nierozpuszczalne enzymy tancucha
oddechowego (79).

Dodatkowe informacje o syntezie okresSlonych biatek enzymatycznych
w mitochondriach uzyskano w doSwiadczeniach na tzw. matym mutancie
drozdzy, odkrytym i opisanym przez Ephrussiego (19, 20). Mi-
tochondria tego mutanta charakteryzujg sie niewydolnoscig oddechowsa.
Nie stwierdzono w nich obecnos$ci niektérych nierozpuszczalnych biatek
enzymatycznych, na przykitad cytochroméw a, a3 i b; zawierajg one na-
tomiast rozpuszczalne enzymy cyklu kwasow tréjkarboksylowych i cy-
tochrom c¢. Poniewaz mitochondria ,matlego mutanta” charakteryzuja
sie niedoborem, a by¢ moze zupetnym brakiem DNA (16), badZz tez majg
DNA odmienny niz mitochondria szczepu dzikiego drozdzy (57), mozna
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wnioskowaé¢ o tym, ktére enzymy sg syntetyzowane pod kontrola DNA
mitochondrialnego. Podobne wnioski mozna wyciggna¢ réwniez z do-
Swiadczen Clark-Walkera i Linnane’go (14). Zaobserwowali
oni, ze w obecnosci chloramfenikolu, hamujgcego u drozdzy synteze bia-
tek jedynie w mitochondriach, znakowane aminokwasy nie wigczaty sie
do cytochromdw a, a3 i b. Spostrzezenie to odnosnie oksydazy cytochro-
mowej potwierdzili tez Henson i Mahler (31). Ich zdaniem, w wy-
niku mutacji cytoplazmatycznej uniemozliwiona jest transkrypcja mito-
chondrialnego DNA. Dziatanie chloramfenikolu polegatoby na hamowa-
niu translacji materiatu genetycznego na rybosomach mitochondrialnych.

Kadenbach (34) stwierdzit preferencyjne wigczanie znakowanych
aminokwaséw do biatek strukturalnych organelli i prébowat wykazac
doswiadczalnie Transport pewnych bialek z mikrosoméw do mitochon-
driow. Kiedy wtaczano znakowane aminokwasy do mitochondriéw in vitro,
wowczas we frakcji biatek rozpuszczalnych (organelli) wykrywano je-
dynie okoto 10°/o pietna. Natomiast mitochondria izolowane ze skrawkow
watroby szczura, inkubowanych uprzednio ze znakowanymi aminokwa-
sami, zawieraty we frakcji biatek rozpuszczalnych niemal potowe wiaczo-
nego pietna. Radioaktywno$¢ wykazywaty, miedzy innymi, dehydrogena-
za jabiczanowa i glutaminianowa, kinaza adenylanowa oraz aminotransfe-
raza asparaginianowa; enzymy zwigzane z btonami mitochondrialnymi,
jak cytochrom a i dehydrogenaza bursztynianowa, nie ulegaty znako-
waniu. Po inkubacji mitochondriow wraz z mikrosomami w Srodowisku
zawierajagcym znakowane aminokwasy, pietno znajdowato sie w biatkach
mitochondrialnych, wystepujacych w przestrzeniach miedzygrzebienio-
wych (miedzy innymi w cytochromie c¢ i kinazie nukleozydodwufosfora-
nowej). Po takiej inkubacji Kadenbach (35 stwierdzal znacznie
mniejszg radioaktywno$¢ biatek mikrotoméw, w poréwnaniu z radio-
aktywnosciag wykrywang po inkubacji samych mikrosoméw. Jednakze
znakowane biatka rozpuszczalne wyizolowane z mikrosoméw nie whbu-
dowywaly sie do wyizolowanych mitochondriéw. Sugerowatoby to, ze
obecno$¢ nienaruszonych mikrosoméw jest niezbedna dla prawidtowego
transportu.

Tak wiec Kadenbach wykazat po raz pierwszy, ze mozliwy
jest transport niektérych biatek z mikrosoméw do mitochondriéw. Do
wyjasnienia pozostawataby jednak kwestia samego mechanizmu takiego
transportu (33). Nie wiadomo, czy odbywa sie on w kazdym stadium roz-
wojowym mitochondrium. Wiadomo jednak, ze do jego przebiegu nie-
zbedny jest GTP. Zdaniem Kadenbacha (34), podczas przemieszcza-
nia sie biatek~w komorce, dochodzi do przejsciowego wigzania sie rybo-
soméw z btonami mitochondrium. Autor ten w innej pracy (35) wspo-
minat o mozliwosci transportu poprzez btony mitochondrialne tancuchéw
polipeptydowych cytochromu c¢ zsyntetyzowanych uprzednio na rybo-
somach hialoplazmatycznych.
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Wyniki Kadenbacha (34) znalazty potwierdzenie w pracy Be -
allie (4). Autorka badata rozmieszczenie pietna znakowanych amino-
kwaséw w trzech frakcjach biatkowych mitochondrium — rozpuszczal-
nej w wodzie, rozpuszczalnej w roztworze chlorku potasu oraz we frakcji
biatek nierozpuszczalnych. Biatka te autorka wyodrebniata z mitochon-
driow znakowanych uprzednio 14C-leueyng in situ w skrawkach watroby
szczura. Rozpuszczalne w wodzie biatka mitochondriow znakowaty sie
po 30 minutowym opo6znieniu (ang. lag period), czego nie obserwowano
w przypadku biatek rozpuszczalnych w roztworze soli. Po dodatkowej
inkubacji skrawkow z nieznakowana leucyna, autorka zaobserwowata
spadek radioaktywnosci we frakcji biatek nierozpuszczalnych a wzrost
aktywnos$ci witasciwej biatek rozpuszczalnych, czemu towarzyszyt spadek
aktywnosci biatek mikrosomalnych. Zdaniem autorki (4) przemawiatoby
to za mozliwos$cig transportu biatek rozpuszczalnych z mikrosoméw do
mitochondridw.

Beallie (4 wykorzystata w swych badaniach witasciwo$¢ rdzni-
cowego dziatania chloramfenikolu (5, 48, 49) i cykloheksimidu (5, 50)
na procesy witgczania aminokwasow do biatek mitochondriow i mikroso-
moéw. Chloramfenikol hamuje, mianowicie, wigczanie aminokwasow do
biatek syntetyzowanych w mitochondriach u organizmoéw wyzszych, nie
wplywa natomiast na proces syntezy biatek w mikrosomach. Odwrotnie —
cykloheksimid nie hamuje syntezy biatek w mitochondriach, blokuje na-
tomiast te synteze w mikrosomach. W ten sposéb mozna odrézni¢ obydwa
procesy. Gdy po wstepnej inkubacji skrawkéw watroby z chloramfeni-
kolem (w niskim stezeniu) inkubowano je ze znakowang leucyng bez
dodatku antybiotyku, nastepowato silne zahamowanie wigczania leucyny
do mitochondrialnych biatek nierozpuszczalnych a jedynie nieznaczne
obnizenie wtaczania do biatek rozpuszczalnych tej organelli i do biatek
mikrosoméw. Autorka zwrocita uwage na zalezno$¢ wigczania aminokwa-
séw do biatek nierozpuszczalnych mitochondrium od jego aktywnosci
oddechowej. Wyniki te wskazywaty, ze biatka rozpuszczalne mitochon-
dridw i biatka mikrosomalne syntetyzujg sie we wspolnym uktadzie, naj-
prawdopodobniej w hialoplazmie. Podobny wniosek nasuwa sie z dos-
wiadczenn prowadzonych przez Beallie (4) z uzyciem cykloheksimidu.
Kiedy do mieszaniny inkubacyjnej zawierajgcej znakowang leucyne
dodano cykloheksimid, wdwczas obserwowano jednakowo silne zaha-
mowanie (okoto 90%) wiaczania pietna do biatek mikrosomalnych i roz-
puszczalnych biatek mitochondrialnych, znacznie stabsze natomiast — do
biatek mitochondrialnych nierozpuszczalnych w soli.

Coraz wiecej danych przemawia wiec za stusznos$cig przypuszczenia,
ze biatka mitochondrialne pochodzg czeSciowo z puli biatek syntetyzo-
wanych na rybosomach hialoplazmatycznych, a czeSciowo — syntetyzo-
wane sg wewnatrz mitochondrium, by¢é moze przy udziale wtasnego RNA
informacyjnego (15, 104).
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Zdaniem Worka i wsp. (106), okoto 2/3 ogoélnej ilosci biatek za-
wartych w mitochondriach syntetyzuje sie poza mitochondriami, a po-
zostala cze$¢ — wewnatrz organelli, cho¢ nie jest wykluczone, ze te
ostatnie biatka moga by¢ syntetyzowane czesciowo przy udziale infor-
macyjnego RNA pochodzacego z jagdra komdérkowego *.

Il. Podzialy mitochondriéw

Potwierdzeniem hipotezy o powstawaniu mitochondriéw na drodze
podziatéw preegzystujgcych organelli sg wyniki prac Lucka (51, 52,
53, 54). Hodujac wymagajacego choliny mutanta grzyba Neurospora
crassa na pozywce zawierajgcej radioaktywng choling, L uck stwier-
dzit (53), ze pietno wbudowuje sie do lipidow mitochondrialnych i po-
zostaje tam przez diugi okres czasu. Stosunek radioaktywnosci lipidow
do ilosci biatek mitochondrialnych oznaczany w r6znych okresach wzro-
stu hodowli Neurospora crassa moze byé wskaznikiem predkosci przy-
rostu masy mitochondriow. Luck (53) zaobserwowat $cistg korelacje
miedzy spadkiem tego stosunku spowodowanym przyrostem biatka mi-
tochondrialnego a wzrostem masy kolonii tego organizmu.

Gestosé mitochondrium u Neurospora crassa, uwarunkowana wielko-
$cig organelli, jest zalezna od stezenia choliny w pozywce. Przy matej
zawartosci choliny (np. 1 Mg/ml) w pozywce wyksztatcajg sie mitochon-
dria ,,geste”, przy duzej (10 mg/ml)— mitochondria ,,lekkie”. Mitochon-
dria o réznej gestosci mozna rozdzieli¢ na drodze wirowania calej po-
pulacji mitochondriéw w ciagtym gradiencie sacharozy (51, 54). Luck
(54) zmieniajac stezenie znakowanej choliny w pozywce S$ledzit zmiany
gestosci mitochondriéw i badat rozmieszczenie pietna w poszczeg6lnych
typach mitochondriow. ROwnomierne rozmieszczenie pietna choliny
w calej populacji mitochondriow u organizméw pozostajgcych w loga-
rytmicznej fazie wzrostu (kiedy zachodzi intensywne namnazanie mi-
tochondridw) nasuwa przypuszczenie o replikacji preegzystujgcych orga-
nelli; w przypadku syntezy mitochondriéw de novo musiatoby bowiem
docho<lzi¢ do nagromadzenia sie pietna w okre$lonej czesci populacji
mitochondriow. W doswiadczeniach Lucka (54), zwiekszeniu stezenia
choliny w pozywce towarzyszyto stopniowe zmniejszanie sie gestosci
catej populacji mitochondriéw, co byto odbiciem wzrostu wielko$ci posz-
czeg6lnych mitochondriow. W komorkach zanikaty wéwczas mitochondria
.geste”, wyksztatcajgce sie przy niskim stezeniu choliny. Swiadczytoby
to, zdaniem Lucka (54), ze mitochondria ulegaja podziatom. Jesli bo-
wiem mitochondria miatyby powstawa¢ de novo z niskoczasteczkowych
prekursoréw, wéwczas po zwiekszeniu stezenia choliny w pozywce nale-
zatoby oczekiwa¢ w komorkach grzyba Neurospora crassa obecnosci za-
rowno mitochondriéw ,gestych” jak i ,lekkich”. Usuniecie znakowanej

* Patrz addendum na koncu tego artykutu.
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choliny z pozywki doprowadzato do r6wnomiernego spadku radioaktywno-
§ci we wszystkich mitochondriach, co byto wyrazem tzw. niekonserwa-
tywnego rozprowadzenia pietna w coraz wiekszej liczbie powstajacych
organelli. Gdyby dochodzito do tzw. konserwatywnego rozprowadzenia
pietna w populacji mitochondriow, wyjsciowg radioaktywno$¢ wyka-
zywatyby jedynie nieliczne mitochondria stanowigce coraz mniejszg
cze$¢ populacji mitochondriow komorki, w miare powstawania de novo
organelli pozbawionych pietna.

Przedstawione prace Lucka (51, 52, 53, 54) pozostaja w zgodzie
z obserwacjami dokonanymi za pomocg mikroskopu elektronowego (3)
potwierdzajgcymi podziaty mitochondriow. Jednak pewne dane wskazujg
na mozliwos¢ powstawania mitochondriow ze struktur pozamitochon-
drialnych lub nawet de novo. Greenawalt i Hall (30) obserwowa-
li na przykiad zjawisko wyksztatcenia sie mitochondridw z prostych
struktur plazmatycznych w kietkujagcych konidiach grzyba Neurospora
crassa. Podobne obserwacje poczynili Wallace i Linnane (97)
oraz Linnane i wsp. (48, 49), ktoérzy badajgc biogeneze mitochon-
driéw u drozdzy stwierdzili, ze w warunkach beztlenowych komaérki tego
organizmu nie wykazujg obecnos$ci struktur mitochondrialnych. Typowe
mitochondria rozwijatyby sie, wedtug tych badaczy, z prostych kanalikéw
cytoplazmatycznych po udostepnieniu tlenu komoérkom. W tlenowych wa-
runkach zaobserwowano zwiekszong synteze enzymow oddechowych
i RNA (25). Zgodnie jednak z opinig wyrazona niedawno przez Walla-
ce’a i wsp. (96) na podstawie badah wtasnych i innych autoréw, obec-
nos$¢ tlenu nie jest jedynym czynnikiem okreslajgcym zdolno$¢ komorek
drozdzy do tworzenia mitochondriéw. Na zdolno$¢ te wplywa bowiem
rowniez sktad pozywki: glukoza doprowadza do zahamowania rozwoju
mitochondriow (tzw. represja kataboliczna (107)), natomiast nienasycone
kwasy ttuszczowe i ergosterol umozliwiajg komdrkom wyksztatcenie
struktur mitochondrialnych a takze innych struktur btonowych, nawet
w warunkach beztlenowych **

Wydaje sie, ze poglad o genezie mitochondriow ze struktur pozami-
tochondrialnych wymaga rewizji. Nie jest bowiem wykluczone wyste-
powanie jakich$ zawigzkéw organellowych zawierajgcych informacje ge-
netyczng, ktorej realizacja rozpoczynataby sie w odpowiednich warunkach
fizjologicznych badz ekologicznych. Teoretycznie mozna nawet zatozyé,
ze najbardziej pierwotng forma zawigzkéw organellowych bytyby odpo-
wiednie nici informacyjnego kwasu dezoksyrybonukleinowego.

I11. Podzialy mitochondriéw a cykl podziatowy komoérek

Zagadnienie to jest istotnym punktem w badaniach nad biogenezg
mitochondriéow. Wiadomo juz dzisiaj, ze¢ DNA mitochondriéw stanowi

** Patrz addendum na kofricu tego artykutu.
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odmienng niz DNA jadrowy pule kwasu dezoksyrybonukleinowego w ko-
morce. Wskazywatyby na to odmienne wiasnosci fizyko-chemiczne tego
DNA (16, 17, 57, 98), a takze ksztalt jego czasteczek: wykrywano mito-
chondrialny DNA o koliscie zamknigetych tancuchach (8, 77), jak tez repli-
kacyjne formy rozwidlonych nici DNA (39). Stwierdzono (38), ze w mi-
tochondriach wystepuje polimeraza DNA wymagajgca obecnosci mito-
chondrialnej matrycy do optymalnego dziatania. Wysunieto nawet przy-
puszczenie, ze mozliwy jest transport DNA z mitochondriéw do jadra
w fibroblastach kurczecia (13).

Je$li udatoby sie wykaza¢, ze synteza mitochondrialnego DNA nie
jest Scisle skorelowana z synteza DNA jadrowego, uzyskalibySmy do-
datkowy dowdd przemawiajagcy za hipotezg o autonomii metabolicznej
mitochondriéw i o ich genetycznej ciggtosci. To z kolei sugerowatoby
mozliwos$¢ autoreplikacji mitochondriow.

Synteza DNA chromosomalnego nie jest rownomierna w czasie ca-
tego cyklu podziatowego komorki. Odbywa sie ona jedynie w okreslonym
momencie interfazy, w tzw. fazie S (81). Synteza mitochondrialnego DNA
w tym wzgledzie nie jest jeszcze wyjasniona. Neubert i wsp. (59)
oraz Nass (58) uwazajg, ze metabolizm DNA mitochondriéw in vivo
jest znacznie intensywniejszy niz DNA jadrowego. Par son s (64)
stwierdzat wigczanie znakowanej tymidyny do DNA mitochondriéw w cia-
gu catego cyklu podziatowego komorki Tetrahymena pyriformis, czego
nie obserwuje sie w przypadku DNA jadrowego. Badania Parsonsa
i Rustada (65) nad wiaczaniem znakowanej tymidyny do DNA mi-
tochondriow wykazaly ponadto, ze wszystkie mitochondria pozostajg
znakowane przynajmniej przez kilka generacji komorek. Wskazywatoby
to na duzg stabilnos¢ DNA mitochondrialnego i jego ciggto$¢ genetyczna,
co przemawia z kolei za replikacjg mitochondriow.

Scopes i Williamson (76) zaobserwowali gwattowne zwiek-
szenie zuzycia tlenu przez drozdze bezpos$rednio po okresie podziatéw
komdrkowych. Zdaniem tych autoréow (76) mogtoby to Swiadczyé, ze
zwigkszenie iloSci mitochondriow — a co za tym idzie réwniez replikacja
ich DNA — ma miejsce wtasnie w tej fazie rozwoju komérek (u ktérych
przyrost masy jest rownomierny w czasie).

James (32) badat intensywnos$¢ pobierania tlenu przez tzw. zsyn-
chronizowane kolonie pierwotniaka z rodzaju Astasia. Kolonie zsyn-
chronizowane zawierajg duzg ilos§¢ komérek znajdujacych sie w tej
samej fazie podziatowej; stan taki osigga sie sztucznie poprzez odpo-
wiednie zmiany temperatury hodowli. Autor zaobserwowat gwattowny
wzrost zuzycia tlenu na poczatku tzw. okresu cieplnego odpowiadajgcego
profazie (okres przedpodziatowy) wiekszosci komorek w kolonii, jednak
powolne zwiekszanie intensywnosci pobierania tlenu dato sie zauwazy¢
réwniez i w ciggu okresu zimnego (okres podziatowy) Kahn i Blum
(36, 37) stwierdzili, ze w okresie cieplnym rozwoju hodowli Astasia zwiek-
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sza sie synteza biatek mitochondrialnych. Miarg tej syntezy byta inten-
sywno$¢ wiaczania znakowanego 3S-siarczanu do reszt cysteiny. Auto-
rzy sa zdania, ze istnieje Scista zalezno$¢ miedzy natezeniem syntezy
biatek w catej komdrce i w mitochondriach. A zatem istniataby wspot-
zalezno$¢ cyklu podzialowego komorki i mitochondrium. Teze taka po-
pierajag obserwacje Manton (55 oraz Manton i Parke (56),
ktérzy stwierdzili, ze wielko$¢ pojedynczego mitochondrium w komérce
wiciowca Micromonas podwaja sie z takg predkoscia, ze w okresie cyto-
kinezy moze on ulec podziatowi. Badania Kroona (43) wskazujg na
zalezno$¢ miedzy synteza biatek mitochondrialnych regenerujacej watro-
by szczura i aktywnos$cig mitotyczng komorek tego narzadu po czesciowej
hepatektomii: najwiecej aminokwaséw wbudowywato sie do biatek mi-
tochondrialnych miedzy 30 i 45 godzing po operacji, a wiec wtedy, gdy
obserwuje sie réwniez najwyzszg aktywno$¢ mitotyczng komorek. Po-
dobne wnioski nasuwajg obserwacje Breidenbacha i wsp. (10),
ktorzy stwierdzili zwiekszong aktywnos$¢ oddechowg, co mozna uwazaé za
odzwierciedlenie zwiekszonej syntezy mitochondriéw, w okresie kietko-
wania nasion, kiedy podziaty komdrek odbywajg sie rowniez intensywnie.

Ostatnie doswiadczenie Parsonsa i Rustada (65 potwier-
dzajg poprzednie wyniki uzyskane na Tetrahymena pyriformis (64); DNA
mitochondrialny tego organizmu znakuje sie tymidyng bez wzgledu na
faze cyklu podziatlowego komorki; wbudowywanie tymidyny zachodzi
nawet wtedy, gdy synteza DNA jadrowego jest wstrzymana, to znaczy
w czasie podziatdw komorkowych. Jednakze wiaczanie tymidyny do DNA
mitochondriow jest znacznie intensywniejsze wowczas, gdy zachodzi
synteza DNA jadrowego, to znaczy w okresie interfazy. Swiadczytoby to
o-istnieniu wspélnego dla mitochondriéow i jadra komorkowego mecha-
nizmu regulujagcego synteze DNA.

Z badan Smitha i wsp. (78) wynika, ze synteza DNA mitochon-
drialnego, podobnie jak DNA jadrowego, odbywa sie w spos6b cykliczny.
Poréwnanie stosunkéw ilosci DNA mitochondrialnego do ilosci DNA
w catej komdrce w réznych stadiach jej zycia wskazuje, ze intensywna
synteza DNA mitochondrialnego nie zachodzi jednoczes$nie z najintensyw-
niejsza syntezg DNA jadrowego. Autorom udato sie bowiem uchwyci¢
moment, gdy powyzszy stosunek ulegal gwattownemu wzrostowi. Obser-
wowali oni rowniez momenty w cyklu podziatowym komérki, w ktérych
synteza kwaséw dezoksyrybonukleinowych obu puli byta wstrzymana,
lub zahamowana byta jedynie synteza DNA mitochondrialnego. W tym
ostatnim przypadku nastepowat spadek stosunku ilosci DNA mitochon-
drialnego do DNA catej komérki. Dane Smitha i wsp. (78) wskazy-
watyby rowniez na pewng niezalezno$¢ replikacji DNA mitochondrial-
nego.

Interesujace badania przeprowadzono nad metobolizmem DNA w tak
zwanych kinetoplastach pierwotniaka z rodzaju Leishmania. Kinetopla-
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sty — organelle typowe dla wiciowcow z rzedu Kinetoplastida — moga
by¢ uwazane za mitochondria bogate w DNA (82, 83, 84). Za pomocg
niektérych barwnikéw, na przyktad akryflawiny, mozna otrzymac¢ po-
pulacje kinetoplastow pozbawionych DNA, nie posiadajagcych grzebieni
mitoehondrialnych (84). W obecnosci akryflawiny nastepuje selektywne
wstrzymanie replikacji DNA w kinetoplastach, bez wstrzymania syn-
tezy DNA jadrowego. Po kilku pokoleniach uzyskuje sie tzw. komérki
dyskinetoplastowe, zawierajgce kinetoplasty pozbawione DNA. Wilasnie
w tych komorkach zaobserwowano nie tylko podziaty jader, ale réwniez
podziaty zmutowanych kinetoplastow (82, 83, 84), co mogtoby wskazywaé
na istnienie wspdlnego mechanizmu regulujagcego podziaty obu orga-
nelli.

Bez wzgledu na zakres autonomii procesow replikacji DNA w mito-
chondriach, a zatem i innych szlak6w metabolicznych, organellom tym
przypisuje sie pewng role w przekazywaniu informacji genetycznej.
Zagadnienie to szeroko omowit Wilkie (100). Tutaj przytoczymy wy-
niki Tuppy’ego i Wildnera (93), ktérzy za pomoca akryflawiny
pozbawiali drozdze aktywnos$ci oddechowej i nastepnie prébowali aktyw-
no$¢ te przywraca¢. Gdy sferoplasty uzyskane z tak uszkodzonych ko-
morek inkubowano w odpowiednich warunkach z mitochondriami pocho-
dzacymi z komorek drozdzy normalnie oddychajgcych, woéwczas okoto
3% sferoplastow uzyskiwato aktywno$é oddechowg. Transformacja ta
byta dziedziczna, a zatem mitochondria nie tylko przenosity informacje
genetyczng, ale rédwniez przekazywaty jg innym komodrkom. Podobny
wniosek nasuwajg wyniki Thomasa i Wilkie’go (88); zaobser-
wowali oni, ze w warunkach $cisle beztlenowych w krzyzowanych ko-
maérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae dochodzi do wymiany se-
gmentdw DNA miedzy zawigzkami mitochondrialnymi, dzieki czemu
pewne zawigzki uzyskujg ceche odpornosci na niektdre antybiotyki.

IV. Uwagi koncowe

Hipoteza o powstawaniu mitochondriéw na drodze podziatéw preegzy-
stujgcych organelli i przekazywaniu ich nastepnie komérkom potomnym
w czasie mitozy, znajduje coraz wieksze uznanie. Coraz wiecej danych
przemawia za stuszno$cig przypuszczenia, ze procesy syntezy skiadni-
kéw mitochondrium znajdujg sie pod kontrolg zaréwno genomu jadro-
wego jak i genomu mitochondrialnego.

Obok ontogenezy mitochondriéw duze zainteresowanie budzi ich fi-
logeneza. Przypuszczano, ze wiele $wiatta na to zagadnienie rzuci zba-
danie wzajemnego stosunku mitochondriéw i piastydow. Guillier-
mond sadzit, ze niektére formy mitochondriow przeksztatcajg sie w pla-
stydy. Mitochondria stanowigc zasadniczo inng niz plastydy linie roz-
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wojowa chondriomu ros$linnego zachowywatyby swojg indywidualnosé
w ontogenezie komorek, pozostawalyby jednak w pewnych zwigzkach
filogenetycznych z plastydami. Mozna nawet sadzi¢, ze brak chloropla-
stow u roslin nie zawierajgcych chlorofilu bytby wyrazem sui generis
degradacji rozwojowej komérek wynikajacej z przystosowania sie tych
organizméw do heterotrofizmu (29).

Istnieje wiele istotnych podobieistw miedzy mitochondriami a chlo-
roplastami. Na przyklad promitochondria i proplastydy wystepujace
w merystemie zawigzkéw liscia u Bryophyllum sg morfotycznie niemal
identyczne (45). PodobieAstwo uorganizowania bton, czy nawet pewna
analogia miedzy czastkami elementarnymi mitochondriéw (czyli jedno-
stkami oddechowymi) i kwantasomami chloroplastéw (morfotycznymi
jednostkami fotosyntezy), jako integralnymi skiadnikami kryst mito-
chondrialnych i lamelli piastydialnych, nie zamyka rejestru zbieznosci
miedzy tymi organellami. Mitochondria, podobnie jak plastydy zielone,
sq najprawdopodobniej wyposazone w rybosomy podobne do rybosoméw
bakteryjnych a zarazem odmienne od rybosomow cytoplazmatycznych
komérek organizméw wyzszych. O ile rybosomy cytoplazmatyczne o sta-
tej sedymentacji 80S zawierajg 16S i 25S RNA (u roslin) lub 18Sli 29S
RNA (u zwierzat), o tyle rybosomy organelli, mitochondriow i plastydéw,
a takze rybosomy bakteryjne, wykazujgce statg sedymentacji 10S, zawie-
raja RNA o statej sedymentacji 1QS i 23S. (44, 49, 80, 85).

Wrazliwo$¢ mitochondrialnego i plastydialnego systemu syntezy bia-
tek na chloramfenikol (26, 44), czy tez kolisty ksztalt czagsteczek DNA
(17, 77) upodabniajg réwniez te organelle do bakterii. Nalezy tu dodac,
ze juz pot wieku temu Portier (67) wysunat hipoteze popartg p6zniej
przez Lehningera (46), w my$l ktorej mitochondria wywodzityby
sie genetycznie z prymitywnych bakterii zespolonych endosymbiotycznie
z komédrka. W analogicznym ujeciu chloroplasty pochodzityby raczej
od prekambryjskich sinic (89). Jak przypomina Gdérski (29), hipoteze
o wyksztatceniu sie chloroplastéw z endosymbiotycznie zespolonych z ko-
madrka organizméw egzogennych, wysunat rosyjski botanik Merez-
kowski w roku 1905.

Interesujace rozwazania na temat pojawienia si¢ mitochondriow jako
tworéw komorkowych opublikowali niedawno W or ki wsp. (106). Zgod-
nie z ich pogladem, bakterie tlenowe, posiadajgce uktad przenos$nikéw
elektronowych powigzany z btonami plazmatycznymi, nie wymagatly
mitochondriéw. W miare wzrostu rozmiardw komérki w czasie jej roz-
woju ewolucyjnego oraz strukturowo-funkcjonalnego komplikowania sie
organizmow zwiekszato sie réwnoczes$nie zapotrzebowanie na tlen. Je-
dnakze znacznemu zwiekszeniu objetosci komorek towarzyszyt stosunko-
wo maty wzrost powierzchni bton niezbednych dla prawidtowego dziata-
nia przenos$nikéw elektronowych. Powierzchnia istniejagcych bion plaz-
matycznych stata sie niewystarczajgca dla wyksztatcenia odpowiednio
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wydajnego systemu enzymatycznego odpowiedzialnego za procesy utle-
nien. Stad konieczno$¢ pojawienia sie nowego jakosSciowo systemu bion —
prekursora dzisiejszych mitochondriow. Autorzy hipotezy nie wykluczaja
(106), ze tymi prekursorami mogty by¢ bakterie.

Trudno przyjmowac takie poglady bez zastrzezen. Zdaniem Trage-
ra (90) pochodzenie i rozwdj mitochondriow mozna bedzie lepiej wy-
jasni¢, gdy zostang dobrane warunki umozliwiajagce prowadzenie pro-
cesow replikacji organelli komoérkowych in vitro. Jak podkres$lat Kroon
(43), nie nalezy wykluczaé mozliwos$ci, ze mitochondria i organizmy pro-
kariotyczne sg systemami homologicznymi, pochodzacymi filogenetycznie
ze wspolnych prastruktur. W takim ujeciu mitochondria bytyby struk-
turami filogenetycznie starszymi niz komorki organizmoéw eukarto-
tycznych.
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Addendum

* Niedawno wyrazono poglad (Henson C P, Weber C. N, Mahler
H. R., Biochemistry 7, 4431 (1968) oraz Henson C P, Perlman P.,, Weber
C. N, Mahler H. R., Biochemistry 7, 4445 (1968)), ze biatka powstajgce we-
wnatrz mitochondriéw petnig role regulacyjng w procesie wtasciwego zespalania
biatek mitochondrialnych syntetyzowanych poza tg organella.

** Zgodnie z najnowszymi danymi grupy Schatza (Biochemistry s, 322, 335,
339 (W63)), nawet w warunkach skrajnie niekorzystnych u drozdzy (w obecnosci
glukozy i nieobecnosci tluszczowcoéw oraz tlenu) stwierdza sie promitochondria, tzn.
kuliste twory o $rednicy o.—o.s fi wykazujgce aktywno$¢ dehydrogenazy burszty-
nianowej i ATP-azy, pozbawione jednak kompletnego fancucha oddechowo-fosfo-
rylacyjnego. W czasie adaptacji tlenowej drozdzy nastepuje zespalanie istniejgcych
bton z nowosyntetyzowanymi w cytoplazmie biatkami — wyksztatcajg sie dojrzate
mitochondria.
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ANNA B. WOJTCZAK *

Utlenianie bursztynianu w mitochondriach

Succinate Oxidation in Mitochondria

Investigations on the oxidation of succinate in mitochondria from various
mammalian tissues are reviewed. The effect of oxaloacetate as a controlling factor
of this oxidation is described. Properties of the soluble succinate dehydrogenase
and the effect of oxaloacetate on this enzyme are presented. The regulatory action
of oxaloacetate on mitochondrial metabolism is discussed.

Cykl kwaséw trojkarboksylowych, zwany réwniez cyklem Krebsa
odgrywa kluczowg role w procesach energetycznych w zywych orga-
nizmach. Obecnie wiemy, ze wszelkie substancje pokarmowe, a wiec
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szczawiooctowy
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Kwas jabtkowy
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i |
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Schemat 1. Uproszczony schemat cyklu Krebsa

* Dr, Zaktad Biochemii Instytutu Biologii DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego,
Polska Akademia Nauk, Warszawa.

Wykaz stosowanych skréotéw: DNP — 2,4-dwunitrofenol, FCCP — karbonylocy-
janek p-trojfluoro-metoksyfenylohydrazonu, EDTA — czterooctan etylenodwuaminy,
FAD — dwunukleotyd adenino-flawinowy, PMS — metosiarczan fenazyny, FMN —
mononukleotyd flawinowy, PCMB — p-chlororteciobenzoesan.
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weglowodany, thuszcze i biatka, po kolejnych etapach degradacji za-
chodzacej w organizmie utleniajg sie ostatecznie w cyklu Krebsa. Upro-
szczong forme tego cyklu przedstawia schemat 1

Produkty rozpadu weglowodandéw, ttuszczéw i biatek mogg by¢ wia-
czane w cykl utleniania na réznych jego etapach, w czym bierze udzial
szereg enzymow, ktdre nie sg oksydoreduktazami. Sa to tzw. enzymy
pomocnicze w cyklu Krebsa: transaminazy, enzymy aktywujace kwasy
thuszczowe oraz réznego rodzaju transferazy. Witasnie dlatego, ze cykl
Krebsa jest tak $ciS$le powigzany z innymi procesami przemiany materii,
mechanizmy kontrolujace ten cykl odgrywajg pierwszorzedng role w ca-
tym metabolizmie. Utlenianie bursztynianu jako jeden z etapéw cyklu
Krebsa byto od dawna obiektem badan. Szczegdlnie ciekawe i szeroko
opracowane jest zagadnienie hamowania tego utleniania przez szczawio-
octan in vitro (43), chociaz znaczenie tego hamowania jako mechanizmu
regulujacego cykl Krebsa in vivo jest dotychczas sprawa dyskusyjna.
Poniewaz szczawiooctan nie jest bezpo$rednim produktem utleniania
bursztynianu, lecz produktem dalszych reakcji cyklu, uwaza sie, ze ha-
mowanie to moze by¢ typowym przyktadem regulacji na zasadzie sprze-
zenia zwrotnego. Badania na izolowanej dehydrogenazie bursztynianowej
wykazaty kompetycyjny charakter hamowania przez szczawiooctan, uja-
whniajagc jednocze$nie szczeg6lne wiasciwosci szczawiooctanu jako inhi-
bitora.

I. Badania na izolowanych mitochondriach

Mitochondria watroby szczura utleniajg bursztynian w obecnosci
ADP i fosforanu ze statg szybkoscig przez okres co najmniej 20—30
minut. Natomiast w warunkach rozprzezenia oksydacyjnej fosforylacji
utlenianie bursztynianu juz po kilku minutach ulega zahamowaniu (2).
Utlenianie to mozna reaktywowac¢ dodajac ATP (2). Przypuszczenie, ze
przyczyna zahamowania utleniania bursztynianu w mitochondriach jest
gromadzenie sie szczawiooctanu, potwierdzita nastepujaca obserwacja:
w obecnosci substancji hamujacych powstawanie szczawiooctanu (na przy-
ktad amytalu lub rotenonu) utlenianie bursztynianu przebiega ze stalg
szybkoscig niezaleznie od tego, czy obecny jest ADP, czy tez substancja
rozprzegajaca. Najczesciej uzywanymi substancjami rozprzegajacymi
byty: 2,4-dwunitrofenol (DNP), dwukumarol, arsenian i karbonylocyjanek
p-trojfluoro-metoksyfenylohydrazonu (FCCP).

Omoéwione wyniki sugerujg, ze w warunkach, w ktérych utlenianiu
bursztynianu towarzyszy wytwarzanie ATP, powstajgcy szczawiooctan
ulega badZ usunieciu z mitochondriow badZ dalszemu przeksztatceniu,
natomiast w obecnosci substancji rozprzegajacych gromadzi sie on w mi-
tochondriach. Pomiary wykonane r6znymi metodami wykazaty bardzo
niskg zawarto$¢ szczawiooctanu — okoto 0,01 mmola na mg biatka mi-
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tochondriow (49, 55). Zawarto$¢ szczawiooctanu w mitochondriach serca
szczura preinkubowanych z bursztynianem byta przy tym okoto 5 razy
mniejsza niz po preinkubacji z bursztynianem i DNP (49).

Rola ATP jako aktywatora utleniania bursztynianu byta do niedawna
nie wyjasniona. Przypisywano ATP blizej nie sprecyzowane dziatanie
aktywujace (2, 16), lub tez czeSciej sprowadzano wptyw ATP do udziatu
w reakcjach zuzywajacych szczawiooctan. Teoretycznie w mitochondriach
zachodzi¢ moze kilka reakcji enzymatycznych przeksztatcajgcych szcza-
wiooctan :

redukcja do jabtczanu:

szczawiooctan + zred. NAD <*jabtczan+NAD 1
kondensacja do cytrynianu:
szczawiooctan+acetylo-CoA ~ cytrynian+ CoA 2
transaminacja:
szczawiooctan + glutaminian A asparaginian + a-ketoglutaran 3
dekarboksylacja do pirogronianu:
szczawiooctan -> pirogronian+ CO0: 4
dekarboksylacja do pirogronianu z udziatem acetylo-CoA:
szczawiooctan+acetylo-CoA -> pirogronian+malonylo-CoA 5a
malonylo-CoA -» acetylo-CoA+CQ: - 5b
sumarycznie:
szczawiooctan >mpirogronian+ C02 5
dekarboksylacja do fosfoenolopirogronianu:
szczawiooctan+ GTP ~ fosfoenolopirogronian+ C02+GDP 6

Tylko reakcja 6 jest zalezna bezposrednio od tréjfosfonukleotydu
GTP, a reakcje 2 i 5 sg zalezne posrednio od ATP, wzglednie GTP.
Ponadto tylko w pewnych warunkach poszczegdlne z tych reakcji moga
zachodzi¢ z tak duza szybkos$cig, aby efektywnie usuwaé powstajacy
podczas utleniania bursztynianu szczawiooctan. Mitochondria pochodzace
z réznych narzadow roznig sie bowiem aktywnos$cig poszczegdlnych, bio-
racych tu udziat enzymow oraz, co takze jest istotne, iloScig i skadem
endogennych substratow. Wydaje sie wiec, ze dopiero bioragc pod uwage
wszystkie te czynniki mozna zrozumieé i wyttlumaczy¢ sprzeczne dane,
ktére nagromadzity sie w ostatnich latach w zwigzku z udzialem ATP
w utlenianiu bursztynianu.

Schollmeyer i Klingenberg (45 oznaczali poziom szcza-
wiooctanu i ATP oraz zuzycie tlenu podczas utleniania bursztynianu
w zawiesinie mitochondriow mieéni piersiowych gotebia. Nie stwierdzili
oni zaleznosci miedzy stezeniem szczawiooctanu w mieszaninie a szybko-
§cig utleniania bursztynianu. Na przyktad w obecnosci glutaminianu za-
warto$¢ szczawiooctanu byta mata a aktywno$¢ utleniania bursztynianu
znaczna. Natomiast w obecnosci ATP lub ketoglutaranu szybko$é utle-
niania byta taka sama jak w obecnosci glutaminianu, ale poziom szcza-
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wiooctanu — o wiele wyzszy. Autorzy wywnioskowali, ze bardziej istot-
nym czynnikiem dla utleniania bursztynianu jest utrzymanie pewnego
poziomu ATP niz obecno$¢ szczawiooctanu. Jednakze duze zastrzezenia
budzi fakt, ze oznaczano szczawiooctan tylko w catej zawiesinie, a nie
réwniez w samych mitochondriach. Podobny brak zaleznoSci miedzy
stezeniem szczawiooctanu w mieszaninie inkubacyjnej a aktywnos$cia
oddechowg wzgledem bursztynianu stwierdzit K unz w mitochondriach
watroby szczura (37).

Mitochondria serca szczura wykazujg spadek szybkos$ci utleniania
bursztynianu nie tylko w obecnosci DNP ale takze, cho¢ po diuzszym
czasie, w obecnosci ADP (49). Mitochondria miesni szkieletowych szczura
otrzymane przez Suranyi i Erstera (50) pozbawione byty prawie
zupetnie zdolnosci utleniania bursztynianu w obecnos$ci DNP. Mitochon-
dria watroby szczura po preinkubacji z fosforanem wykazywatly znacznie
wiekszg wrazliwo$¢ na szczawiooctan — catkowite zahamowanie utle-
niania zachodzito juz przy okoto 10 razy mniejszym stezeniu szczawio-
octanu niz w przypadku mitochondriéw nie preinkubowanych (3). Aby
przywréci¢ aktywno$¢ w mitochondriach z mie$ni czy watroby, prein-
kubowanych z fosforanem i zahamowanych matg iloScig szczawiooctanu,
nalezato doda¢ nie tylko ATP, ale i NAD oraz substratdw utleniajgcych
sie przy udziale NAD. Najlepiej reaktywujacymi substratami byty diugo-
tancuchowe kwasy ttuszczowe. Autorzy (3, 50) przypuszczali na tej
podstawie, ze do reaktywacji dehydrogenazy bursztynianowej potrzebny
jest jaki$ produkt utleniania kwaséw tluszczowych.

Rézny przebieg utleniania bursztynianu w mitochondriach mies$ni
i watroby Chance i Hagihara (13) oraz Chappell (14) thu-
maczyli rozng aktywnoscig systemu fosforylacyjnego w tych narzadach.
W mitochondriach watroby system ten jest mniej aktywny niz w mi-
tochondriach miesni i dlatego w stanie rozprzezonym szybkos$¢ utleniania
bursztynianu wzrasta 2—4-krotnie w stosunku do szybko$ci osigganej
w obecnosci ADP. Tym samym szczawiooctan powstaje szybko i obser-
wuje sie szybkie hamowanie. Wydaje sie jednak, ze nie jest to jedyna
przyczyna roznej aktywnosci oddechowej wzgledem bursztynianu mi-
tochondriéw miesni, serca i watroby. Prawdopodobnie wazng role odgry-
wajg takze endogenne substraty tych mitochondriéw. Przypuszczano, ze
mitochondria serca zawierajg wiecej endogennych substratéw niz mito-
chondria watroby czy nerki poniewaz wykazujg wysokie endogenne zu-
zycie tlenu. Jednakze zawarto$é endogennych wolnych kwas6éw ttuszczo-
wych i glutaminianu (tablica 1) jest znaczna zar6wno w mitochondriach
serca, jak i nerki, a mata w mitochondriach watroby, a zatem poglad
Kuna i Volfina (36) o niskiej zawartosci endogennych substratow
w mitochondriach nerki nie jest stuszny. Inna sprawa, ze utlenianie
endogennych substratow w tych mitochondriach nie zachodzi, dopdki
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nie doda sie ATP (wzglednie ADP i fosforanu) i ktérego$ ze zwigzkéw
posrednich cyklu Krebsa. Utlenianie kwaséw tluszczowych poprzedzone
musi byé bowiem ich aktywacjg, a utlenianie glutaminianu zachodzi
w duzej mierze poprzez jego transaminacje ze szczawiooctanem i dalsze
utlenianie powstajgcego a-ketoglutaranu (35). Mitochondria serca, oprécz
glutaminianu i kwasow tluszczowych, zawierajg znaczne ilosci jabtczanu
i cytrynianu (5, 7), ich wysokie endogenne oddychanie mozna przeto
wytlumaczy¢ obecnoscig substratow zasilajagcych peiny cykl Krebsa
oraz duza zawarto$cig kwasdw ttuszczowych. Endogennymi substratami
oddechowymi mitochondriow watroby wobec malej zawartosci gluta-
minianu sg natomiast gtdwnie kwasy ttuszczowe (10,58). Z tego wzgledu
dodanie szczawiooctanu podwyzsza znacznie endogenne oddychanie w mi-
tochondriach nerki, a w matym stopniu w mitochondriach watroby
(36, 58).

Tablica 1

Zawartos¢ glutaminianu i wolnych kwaséw ttuszczowych w mitochondriach z réznych narzadéw
szczura i krélika

Glutaminian Wolne kwasy ttuszczowe
po inkubacji przez
Narzad mitochondria mitochondria 30 min. w 25°
$wiezo izolowa- $wiezo izolowa-
bez do- + bur-
ne ne 3 +KCN sztynian
datkow + DNP
Serce szczura* 6,9 a8a* 57 98 52
Nerka szczura* 6.0 49 123 125 69
Watroba szczura** 2,3 30** 48 50 29
Serce kroélika* 14,0 75
Nerka krolika** 9,2 614> 97 97 46

Liczby wyrazajg pimole na gram biatka mitochondrialnego. Wartosci dla glutaminianu stanowia $rednie dla dwoéch lub
trzech preparatéw mitochondrialnych. Zmiany zawartosci wolnych kwaséw ttuszczowych dotyczg oznaczen w jednym
prepaiacie dla kazdego narzadu; zawarto$¢ w réznych preparatach wahata sie w granicach:* 60—90, ** 15—30
*x* 60— 120.

* Wojtczak, dane nie publikowane (58),** Wojtczak (57)-

Z warto$ci poczatkowej szybkosci utleniania bursztynianu wywnio-
skowano, ze aktywno$¢ dehydrogenazy bursztyniamowej jest o wiele niz-
sza w sercu niz w watrobie (36). Jednak porownanie utleniania burszty-
nianu przez mitochondria serca szczura otrzymane przy uzyciu réznych
Srodowisk izolacyjnych (rysunek 1) (58) wykazuje, ze wniosek ten nie jest
stuszny.

Mitochondria izolowane w obecno$ci sacharozy i ATP (rysunek Ila)
utleniajg bursztynian od poczatku z duzg szybko$cig prawdopodobnie
dlatego, ze dzieki degradacji kwasow ttuszczowych do acetylo-CoA nie
gromadzi sie w nich szczawiooctan. Potwierdza to fakt, ze utlenianie
pirogronianu w tych mitochondriach jest catkowicie zalezne od doda-
nego jabtczanu.
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Intensywno$¢ utleniania pirogronianu moze by¢ w mitochondriach
serca uwazana za miare zawartosci w nich szczawiooctanu i jabtczanu.
Jak wiadomo bowiem, mitochondria serca nie wytwarzajg acetooctanu,
a zatem utlenianie pirogronianu i kwasow ttuszczowych uzaleznione jest
catkowicie od obecnos$ci szczawiooctanu lub jego prekursora.

Rys. 1. Utlenianie bursztynianu i pirogronianu przez mitochondria serca szczura
izolowane w rdéznych roztworach (wg Wojtczak (58))

Krzywe przedstawiaja polarograficzny pomiar zuzycia tlenu
Srodowiska izolacyjne: a) 0,25 M sacharozy + 5 mM ATP (20), b) 018 M KC1 + I°fo albuminy
surowiczej + 2 mM EDTA (33), ¢) 025 M sacharozy + 10 mM EDTA (48)
Srodowisko inkubacyjne: 120mM KC1, IOmM Tris-HCI (pH 7,4), 2mM bufor fosforanowy
(pH 7,4), 3mM MgCI2; ponadto 5mM pirogronian (Pir), 5mM bursztynian (B), 5mM jabiczan
(Jabt), 2mM ADP, 2mM amytal, IyM rotenon (Rot), 0,ImM 2,4-dwunitrofenol (DNP); mito-
chondria (M) w ilosci okoto Img biatka/ml

W S$rodowisku zawierajagcym KC1 i albumine surowiczg (rysunek Ib)
endogenne kwasy tluszczowe ulegajg usunieciu przez zwigzanie z albu-
ming. W tych warunkach obserwuje sie bardzo niskg aktywnos$¢ utle-
niania bursztynianu, co mozna przypisa¢ nagromadzeniu sie szczawio-
octanu. Potwierdzeniem stusznos$ci tego przypuszczenia jest stwierdze-
nie, ze pirogronian utlenia sie bez dodatku jabtczanu. Trzeba tu jednak
podkresli¢, ze preinkubacja tych mitochondriow z ATP i kwasami ttusz-
czowymi nie reaktywuje utleniania bursztynianu. Przyczyny tej nie-
odwracalnej inhibicji nie sg na razie wyjasnione.

W obecno$ci sacharozy i EDTA (rysunek Ic) otrzymuje sie mito-
chondria w stanie, ktory mozna by nazwac¢ pos$rednim miedzy dwoma
wyzej wymienionymi. Utlenianie pirogronianu jest czeSciowo zalezne od
dodanego jabtczanu. EDTA wiazac Mg2+ uniemozliwia utlenianie kwa-
séw tluszczowych, ale ich nie usuwa. Po umieszczeniu mitochondriéw
w zawierajacym magnez i ADP Srodowisku kwasy ttuszczowe moga sie
utlenia¢ i zuzywaé szozawiooctan. Nagromadzenie szczawiooctanu nie
jest jednak tak duze jak w przypadku usuniecia kwaséw ttuszczowych
ze $rodowiska, bowiem dodany jabiczan zwieksza nieco utlenianie piro-
gronianu. W obecnosci DNP poczatkowa szybko$¢ utleniania burszty-
nianu jest bardzo mata, zwieksza sie jednak w miare przediuzania czasu
inkubacji, zwkaszcza gdy w $Srodowisku znajduje sie rotenon (rysunek lIc,
ostatnia krzywa). Wytlumaczyé to mozna w nastepujgcy sposob. Juz
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podczas izolowania w mitochondriach zachodzi utlenianie endogennego
cytrynianu, jabtczanu i glutaminianu. Prowadzi to do nagromadzenia sie
szczawiooctanu, poniewaz EDTA, hamujgc utlenianie endogennych kwa-
séw ttuszczowych, uniemozliwia powstawanie acetylo-CoA. W zwigzku
z tym w mitochondriach izolowanych w obecnosci EDTA dehydrogenaza
bursztynianowa jest czesciowo zahamowana endogennym szczawiooota-
nem. Nastepnie, w warunkach umozliwiajgcych utlenianie endogennych
kwasdw ttuszczowych, nastepuje wzmozone zuzycie szczawiooctanu (wia-
czanie w cykl Krebsa) i, co za tym idzie, odblokowanie dehydrogenazy
bursztynianowej. W obecnosci rotenonu dochodzi jeszcze dodatkowa
mozliwo$¢ usuwania szczawiooctanu drogg redukcji do jabtczanu (reak-
cja 1). W tych warunkach reaktywacja jest szczegdlnie efektywna, gdyz
rotenon uniemozliwia catkowicie powstawanie szczawiooctanu z jabtczanu.

Niedostatecznie wyjasnione byto zagadnienie, za pomocg jakich reak-
cji enzymatycznych usuwany jest szczawiooctan. Ochraniajgce dzialanie
rotenonu na dodany szczawiooctan (60) oraz wptyw substratow utlenia-
nych przy udziale NAD (3, 57) sugeruja, ze szczawiooctan usuwany jest
najskuteczniej droga redukcji do jabiczanu. Reakcja katalizowana przez
dehydrogeneze jabtczanowgq jest przesunieta w stanie rOwnowagi znacz-
nie w strone jabiczanu tak, ze przy zahamowaniu tafcucha oddecho-
wego przez rotenon utlenianie zredukowanego NAD (powstajacego pod-
czas utleniania endogennych kwasow ttuszczowych lub innych substra-
téw) zachodzi catkowicie kosztem szczawiooctanu (57). Wydaje sie za-
tem, ze postulowanie udziatu jakiego$ produktu utleniania kwasow ttusz-
czowych w reaktywacji utleniania bursztynianu (3) nie jest stuszne,
zwtaszcza, ze w mitochondriach watroby dziatanie to wykazujg takze
inne substraty, na przykiad izocytrynian lub pirogronian (57) i ze akty-
wacji tej towarzyszy wzrost redukcji NAD wewnatrz mitochondriéw.
Jednakze kwasy ttuszczowe zaréwno endogenne jak i dodane oraz ich
pochodne karnitynowe sg lepszymi aktywatorami niz inne substraty
(3, 57). Rdznica efektywnosci dziatania r6znych substratow polega chyba
gtownie na tym, ze transport pirogranianu, izocytrynianu i innych po-
$rednikow cyklu Krebsa do mitochondriow jest uposledzony w obecnosci
substancji rozprzegajacych (17, 44). Nie dotyczy to kwaséw ttuszczowych
i ich pochodnych karnitynowyeh, ktére wykazujg duze powinowactwo
do btony mitochondrialnej i sa wigzane przez mitochondria, podobnie
jak przez albumine surowiczg (59).

o] udziale endogennych kwasow tluszczowych w usuwaniu szczawio-
octanu z mitochondriéw Swiadczy takze pobudzajgce dziatanie karnityny
i arsenianu w obecnosci ATP (57). Jak wiadomo, karnityna bierze udziat
w transporcie zaktywowanych kwas6w ttuszczowych przez bitone mito-
chondrialng i w ten sposdb utatwia ich utlenianie. Arsenian natomiast
uwalnia CoA z innych potgczen acylowych, giéwnie z sukcynylo-CoA,
czynigc go dostepniejszym dla utleniania kwaséw ttuszczowych. W nie-
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obecnosci ATP arsenian silnie wzmaga hamowanie utleniania burszty-
nianu przez dodany szczawiooctan. W tym wypadku dziatanie arsenianu
polega na catkowitym pozbawieniu mitochondriéw endogennego ATP.
gdyz arsenian hamuje zaréwno fosforylacje oksydacyjng jak i substrato-
wg. W mitochondriach, w ktérych zachodzi reaktywacja utleniania bur-
sztynianu, zawarto$¢ kwaséw tluszczowych maleje znacznie (tablica 2).
Aktywujacy wptyw ATP i karnityny na utlenianie bursztynianu w stanie
rozprzezonym obserwuje sie zarbwno w obecnosci rotenonu i dodanego
szczawiooctanu, jak i bez rotenonu, wtedy gdy przyczyng zahamowania
jest wytwarzany endogennie szczawiooctan. W tym ostatnim przypadku
usuwanie szczawiooctanu nie moze odbywac sie wskutek redukcji do
jabtczanu, poniewaz zred. NAD jest utleniany bardzo szybko w tancuchu
oddechowym. W tych warunkach szczawiooctan moze ulega¢ albo kon-
densacji z acetylo-CoA dajac cytrynian, albo dekarboksylacji.

Tablica 2

Zmiany zawartosci wolnych kwasow ttuszczowych w mitochondriach watroby szczura w czasie
utleniania barsztynianu (w* Wojtczak (57))

Wolne kwasy ttuszczowe

Warunki . o
[i.mole w proébie *)
Préba nie inkubowana 0,92
Préba inkubowana 131
+ KCN 1,47
+ bursztynian + DNP 0,90
+ bursztynian + DNP + ATP 0,72
+ bursztynian + DNP + arsenian 1,82
+ bursztynian + DNP + ATP +
+ arsenian 0.66

*) 30,6 mg biatka mitochondrialnego

Jak wymieniono na wstepie, istnieje kilka procesow enzymatycznych,
ktorych wynikiem jest dekarboksylacja szczawiooctanu. Sg to reakcje
4, 51 6. Bardzo trudno oceni¢ na podstawie dotychczasowych danych czy
reakcje te peinig role w reaktywacji utleniania bursztynianu. Wydaje
sie, ze reakcja 4 nie ma wiekszego znaczenia, poniewaz jest niezalezna od
energii, a reaktywacja w mitochondriach wymaga ATP. Reakcja 5 jest
posrednio zalezna od energii, gdyz dostarczanie acetylo-CoA musi by¢
poprzedzone aktywacjg kwaséw ttuszczowych. Wyniki pracy Wojt-
czak (57) wskazuja, ze reaktywacja utleniania bursztynianu w mito-
chondriach watroby szczura pod wpltywem ATP zachodzi gtéwnie na
drodze redukcji do jabtczanu i kondensacji z acetylo-CoA do cytrynianu.
Whniosek ten oparto na obserwacji, ze najlepiej reaktywujg substraty,
ktore dostarczajg zarowno zredukowanego NAD jak i acetylo-CoA. Cy-
trynian i pirogronian nie byty jednak w tych doswiadczeniach oznacza-
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ne, tak ze alternatywny udziat reakcji 5 pozostaje do dalszego wyswie-
tlenia.

Mitochondria watroby szczura wykazuja bardzo niskg aktywnos$¢ kar-
boksykinazy (reakcja 6). Pod tym wzgledem watroba szczura jest wy-
jatkiem, bo u wiekszosci zwierzat enzym ten jest gtownie zlokalizowany
wiasnie w mitochondriach (38). Chociaz wiec dekarboksylacja zalezna
od GTP zachodzi w mitochondriach watroby szczura (46), to proces ten
jest bardzo powolny i wydaje sie watpliwe, aby miat on znaczenie w usu-
waniu szczawiooctanu (40). Aktywno$¢ karboksykinazy w mitochondriach
serca jest rowniez bardzo niska, aktywnos$é¢ za$ enzymow cyklu Krebsa
i zawarto$¢ endogennych substratéw sg znaczne w poréwnaniu z mito-
chondriami watroby. Wydaje sie wiec, ze usuwanie szczawiooctanu
w mitochondriach serca kontrolowane jest gtownie przez synteze cytry-
nianu i redukcje do jabtczanu podobnie jak w mitochondriach watroby
szczura.

Mitochondria nerki, podobnie jak mitochondria watroby (z wyjatkiem
watroby szczura) majg bardzo aktywna karboksykinaze. Obecnos$¢ tego
enzymu zwigzana jest z procesem glukoneogenezy, ktory przebiega gtow-
nie w tych witadnie narzadach. Powstawanie fosfoenolopirogronianu
w mitochondriach nerki utleniajgcych bursztynian wykazali bezposred-
nio Papa i wsp. (41). Dodanie ATP powodowalo szybsze utlenianie
bursztynianu, jednocze$nie za$ wzrastat poziom fosfoenolopirogronianu,
a spadat poziom endogennego szczawiooctanu. Autorzy wysnuli wniosek,
ze w mitochondriach nerki gtéwnie karboiksykinaza kontroluje utlenia-
nie bursztynianu. Ciekawy jest jednak fakt, ze dodanie ATP i rotenonu
duzo bardziej obnizato zawarto$¢ endogennego szczawiooctanu niz sam
ATP. Wydaje sie, ze wiasnie ten wptyw rotenonu moze $wiadczy¢ 0 usu-
waniu szczawiooctanu przez redukcje, przy czym endogenne kwasy

Tablica 3

Zuzycie tlenu i produkcja szczawiooctanu oraz fosfoenolopirogronianu w czasie utleniania bur-
sztynianu przez mitochondria nerki krélika (wg Papa, Lofrumento i Quagliariello (41)

Zuzycie Produkcja Produkcja
Substancje dodane tlenu szczawiooc- fosfoent?lopiro-
(pig atom) tanu gronianu
(mjj.mole) (mijimole)
2.8 29,6 5,6
ATP + oligomycyna 5.2 20,0 71,1
ATP + oligomycyna + rotenon 5,0 5,0

0

tluszczowe, ktorych ilos¢ w mitochondriach nerki jest duza, dostarczaja
zredukowanego NAD (tablica 3). Wprawdzie w nieobecnosci rotenonu
zuzycie tlenu jest w przyblizeniu takie samo jak w jego obecnosci, jed-
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nakze w drugim przypadku odpowiada oino wytgcznie utlenianiu bur-
sztynianu, natomiast w pierwszym — utlenianiu bursztynianu i endogen-
nych substratow. Mozna wiec sadzi¢, ze w mitochondriach nerki oprécz
fosfoenolopirogronianu istotng role w usuwaniu szczawiooctanu odgrywa
zaréwnoi jego redukcja do jabtczanu jak i wigczanie do cyklu Krebsa.

W ostatnich latach zwr6cono uwage, ze transport substratow oddecho-
wych do mitochondriéw rowniez jest procesem wymagajacym energii (17,
44). W zwigzku z tym w warunkach rozprzezenia fosforylacji transport
ten zmniejsza sie, co moze przyczynia¢ sie do zmniejszania utleniania.
W przypadku utleniania bursztynianu efekt ten sumuje sie z hamujacym
wpltywem szczawiooctanu (18, 42). Jednak przy stezeniach bursztynianu
rzedu kilku mM i wyzszych hamowanie transportu bursztynianu przez
substancje rozprzegajace nie ma juz istotnego wptywu na szybko$¢ jego
utleniania.

Il. Badania na rozpuszczalnej dehydrogenazie bursztynianowej

Dehydrogeneza bursztynianowa (EC 1.3.99.1) jest flawoproteidem, za-
wierajacym oprécz FAD takze niehemowe zelazo i labilng siarke (22, 47,
53, 54)! Na jedng czasteczke enzymu o ciezarze 150 000—200 000 przypa-
da jedna grupa FAD, osiem atomow Fe i cztery (65) lub osiem (27) ato-
mow siarki. FAD pofgczony jest z biatkiem poprzez pierScien izoalloksa-
zynowy i tworzy trwaty, nie ulegajacy rozszczepieniu w kwasie zwigzek.
Dopiero trawienie enzymu trypsyng uwalnia FAD potagczony jeszcze
z krétkimi peptydami (22, 30). Od dawna uwazano FAD za jedyng grupe
prostetyczng dehydrogenezy bursztynianowej. Ostatnio jednak badania
spektralne i badania technikg rezonansu elektromagnetycznego udowod-
nity, ze w przenoszeniu elektronéw bierze udzial, oprécz FAD, réwniez
zelazo niehemowe potaczone, z siarkg (6, 29, 52). Mimo, ze udziat zelaza
podczas przenoszenia elektrondw z bursztynianu na tancuch oddechowy
jest dos¢ dobrze udowodniony, to jednak stale wysuwane sa watpliwosci
co do roli zelaza w dehydrogenezie wspo6tdziatajgcej ze sztucznymi akcep-
torami. Nie jest ona bowiem hamowana przez zwigzki chelatujgce zelazo,
na przyktad 2-tenoilotréjfluoroaceton (67).

W mitochondriach dehydrogenaza znajduje sie w wewnetrznej btonie.
Ani dziatanie na mitochondria ultradzwiekami, digitoning, ani tez mecha-
niczna dezintegracja nie uwalniajg dehydrogenazy ze struktur. Nieroz-
puszczalne preparaty bton mitochondrialnych zawierajg oprécz dehydro-
genazy bursztynianowej wszystkie komponenty #fancucha oddechowego.
Przyktadem czastek zawierajacych zaréwno dehydrogenaze, jak i oksy-
daze bursztynianowg jest tzw. preparat Keilina-Hartree otrzymany z ser-
ca wotu. Preparat ten utlenia intensywnie bursztynian, zuzywajgc tlen
jako akceptor elektronéw (po dodaniu cytochromu c¢) lub redukujac
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sztuczne akceptory elektronow, jak metosiarczan fenazyny (PMS) czy
zelazicyjanek. Reakcja ze sztucznymi akceptorami przebiega bez udziatu
systemu cytochromowego. Reakcja katalizowana przez dehydrogenaze
bursztynianowg jest odwracalna; donatorem wodoru dla redukcji fuma-
ranu jest zredukowany FMN.

Prace Singera i wsp. (47) oraz Wanga i wsp. (53, 54) dotyczg-
ce metod dalszego oczyszczania rozpuszczalnej dehydrogenazy dostarczy-
ty wiadomosci o poszczegdlnych komponentach enzymu. Dehydrogenaze
bursztynianowa mozna odszczepi¢ od reszty tancucha oddechowego, dzia-
tajagc na fragmenty bton lub cate mitochondria alkaliami. Przy pH okoto
9— 10 enzym odszczepia si¢ w formie rozpuszczalnej i mozna go oddzieli¢
od czastek przez wirowanie (23, 53). Kearney (21) stwierdzita, ze
enzym przeprowadzony w postaé rozpuszczalng jest mato aktywny i do-
piero preinkubacja z bursztynianem zwieksza kilkakrotnie jego aktyw-
no$¢. Zauwazono rdwniez (21), ze poza substratem enzym moze byé
reaktywowany przez fosforan, a takze przez inhibitory kompetycyjne
jak fumaran lub malonian (usuwane nastepnie przez dialize). Proces ten
jest niezalezny od pH w zakresie 6,0—8,9. W temperaturze 0° reaktywa-
cja praktycznie nie zachodzi; okolo 38° jest prawie natychmiastowa,
a w zakresie 18°—22° mozna bada¢ jej kinetyke. Energia aktywacji tego
procesu jest wysoka i wynosi 35 kcal/mol. Szybkos$¢ reaktywacji dehy-
drogenazy bursztynianowej zwieksza sie wraz ze wzrostem stezenia akty-
watora, ale osiggnieta po pewnym czasie maksymalna aktywnos$¢ enzymu
(Vmax) jest dla roznych stezen aktywatora taka sama. Charakterystycz-
nym zjawiskiem towarzyszacym reaktywacji sg zmiany w widmie enzy-
mu. Zarowno pod wptywem substratu, jak i inhibitoréw nastepuje obni-
zenie absorpcji przy 460 nm i wzrost przy 510 nm. Zmiany te wynoszg
tylko okoto 10°/0, ale sg powtarzalne (21). Der Vartanian i Vee-
ger (15) stwierdzili, ze szereg zwigzkéw bedacych analogami struktu-
ralnymi bursztynianu tworzy kompleksy z enzymem, a towarzyszace
temu zmiany absorpcji sg zalezne od powinowactwa tych zwigzkéw do
enzymu. Na przyktad malonian, jako silniejszy inhibitor (stata inhibicji
K; = 0,018 mM), wywotuje wiekszg zmiane widma niz a-ketoglutaran
(Kj = 70 mM). Postugujac sie metoda spektralnego miareczkowania en-
zymu wyznaczono, state dysocjacji enzym-inhibitor (Ko) i okazato sie, ze
ich wartosci rownajg sie w przyblizeniu wartosciom Kj, oznaczonym dla
tych samych inhibitoréw metoda kinetyczng (tablica 4).

Na tej podstawie autorzy wysnuli wniosek, ze charakterystyczne
zmiany w widmach odpowiadaja powstawaniu kompleksu enzym-inhi-
bitor, wzglednie enzym-substrat, ale nie $wiadczg o reaktywacji. W praw-
dzie warunkiem reaktywacji jest wytworzenie potgczenia enzym-sub-
strat lub enzym-inhibitor, ale nie w kazdym przypadku powstanie takie-
go potgczenia jest réwnoznaczne z reaktywacjg enzymu. Przykladem
moze by¢ szczawiooctan, najsilniejszy, kompetycyjny inhibitor
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dehydrogenazy bursztynianowej, ktéry wywotuje zmiany widma (15),
ale nie reaktywuje enzymu (61). Nalezy jednak podkresli¢, ze zmia-
na widma enzymu wywotana przez szczawiooctan r6zni sie od zmian

Tablica 4

State inhibitorowe (KJ oznaczone kinetycznie i state dysocjacji (KD) oznaczone spektrofotomet-
rycznie dla dehydrogenazy bursztynianowej (wg DerYartaniana i Yeegera (15)

Inhibitor KD (mM) Ki (mM)
Malonian 0,028 0,018
Fumaran 2.6 13
Metylenobursztynian 6,3 1.8
Maleinian 7,0 6.2
Acetooctan 80 40
Szczawiooctan 0,0040 0,0015

spowodowanych przez inne inhibitory: minimum absorpcji jest nieco
przesuniete, a maksimum obejmuje bardzo szeroki pas w zakresie
500—600 nm (rysunek 2).

A(nT)
Rys. 2. Wptyw inhibitoréw kompetycyjnych na widmo absorpcyjne dehydrogenazy
bursztynianowej (wg DerVartaniana i Veegera (15)
Krzywe przedstawiaja widmo réznicowe enzymu traktowanego inhibitorem wzgledem enzymu
bez ‘inhibitora. Oznaczenia: ---------=-=-=-m-mmmm- szczawiooctan,---------------- malonian, albo maleinian,
albo metylenobursztyndan, albo fumaran............... acetooctan

Badania kinetyki hamowania dehydrogenazy bursztynianowej przez
szczawiooctan wykazaty tez réznice w stosunku do innych kompetycyj-
nych inhibitorow. Hamowanie dehydrogenazy nie zachodzi natychmiast,
ale jest op6znione o V2—1 minuty i zwieksza sie w miare uptywu czasu
(61). Szybkos¢ utleniania bursztynianu ustala sie dopiero po 10—15 mi-
nutach, zaleznie od stezenia szczawiooctanu (rysunek 3a). K; obliczona
po ustaleniu sie szybkosci reakcji wynosi 0,12—0,35 mM. Jesli enzym
jest catkowicie zahamowany przez szczawiooctan, jego reaktywacja bur-
sztymianem takze nie zachodzi natychmiast. W pierwszej minucie nie ma
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efektu, nastepnie aktywnos$é enzymu zwieksza sie i po kilku minutach
osigga statg wartos¢ (rysunek 3b). Obserwacje te potwierdzili Zeyle-
maker i Slater (66). Oznaczyli oni dwie wartosci statej inhibito-
rowej wobec szczawiooctanu: K;' (dla szybkosci poczatkowej) zawarta
w granicach 1,7—6,3 MM i Kj" (dla szybkosSci po ustaleniu sie) wynoszacy
okoto 0,6 u-M. Ta ostatnia wartos¢ zblizona jest do wynikow Wojtcza-
ka i wsp. (61). Warto$¢ K;' zblizona jest do wartoSci KD oznaczonej
spektralnie (15), co dowodzitoby, Ze pierwszy etap hamowania zwigzany
jest z wytworzeniem kompleksu enzym-inhibitor, natomiast drugi etap,
w ktérym hamowanie zwieksza sie, spowodowany jest jakim$ innym
wptywem szczawiooctanu na enzym.

Rys. 3. a) Poréwnanie hamowania dehydrogenazy bursztynianowej przez malonian
i szczawiooctan i b) reaktywacja enzymu przez bursztynian (wg Wojtczaka,
Wojtczak i Ernstera (61))

Reakcje mierzono spektrofotometrycznie wobec metosiarczanu fenazyny i dwuchlorofenoin-
dofenolu jako akceptoréw elektronéw

King i wsp. (25 26, 27, 28, 29, 30) wykazali, ze dehydrogenaza
bursztynianowa odszczepiona od tarncucha oddechowego ma zdolnos$¢ do
rekonstytucji, to znaczy, moze by¢ spowrotem wigczona do fragmentow
bton pozbawionych dehydrogenazy, przy czym calty kompleks odzyskuje
wiasnosci oksydazy bursztynianowej. Aby jednak otrzymac¢ enzym zdol-
ny do rekonstytucji, odszczepianie enzymu nalezy przeprowadzi¢ w obec-
nosci bursztynianu, mozliwie bez dostepu tlenu. W przeciwnym przy-
padku otrzymuje sie enzym, ktory wykazuje aktywnos$é dehydrogenazy
wzgledem sztucznych akceptorow, ale nie jest zdolny do rekonstytucji.
Reaktywacja za pomoca bursztynianu, malonianu, fosforanu i innych
zwigzkéw zwieksza wprawdzie aktywno$¢ dehydrogenazy wzgledem
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sztucznych akceptoréw, ale nie przywraca zdolnosSci do rekonstytucji.
Utrate zdolnoSci do rekonstytucji powoduje réwniez potraktowanie en-
zymu szczawiooctanem (61).

Wiadomo, ze aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej uzalezniona
jest od obecnosci wolnych grup -SH, gdyz substancje blokujace te grupy,
jak PCMB oraz utleniajace, jak utleniony glutation, hamujg utlenianie
bursztynianu. Hamujgce dziatanie cyjanku na dehydrogenaze burszty-
nianowg zaobserwowat po raz pierwszy Tsou (51) w 1951 r. W Kilka
lat p6zniej Keilin i King (23) stwierdzili, ze preparat Keilina-
Hartree traktowany cyjankiem traci catkowicie aktywno$¢ oksydazy
bursztynianowej i czeSciowo aktywno$¢ dehydrogenazy. Pierwszy efekt
wywotany byt hamowaniem oksydazy cytochromowej. Cyjanek hamowat
takze czeSciowo rozpuszczalng dehydrogenaze bursztynianowg oraz znosit
jej zdolnos$¢ do rekonstytucji. Dziatanie cyjanku polega prawdopodobnie
na nieodwracalnym rozszczepieniu grupy -S-S- z utworzeniem jednej
grupy -SH i jednej grupy -CNS. Na podstawie dalszych obserwacji Wu
i King (62) wywnioskowali, ze w reakcji katalizowanej przez dehy-
drogenaze biorg udziat wolne grupy -SH, a w procesie rekonstytucji —
grupy -S-S-.

Szczawiooctan, ktéry jest bliskim analogiem strukturalnym burszty-
nianu, zawiera grupe karbonylowg. Grupa ta moze w pewnych warun-
kach reagowaé¢ z grupa -SH z wytworzeniem uktadu tioketotowego (11).
Mozna by przypuszcza¢, ze podobna reakcja zachodzi miedzy szczawio-
octanem i reaktywnag grupg -SH dehydrogenazy bursztynianowej, co
uniemozliwia przeksztatcenie strukturalne czasteczki w forme aktywnag.
O tym, ze enzym wystepuje w dwoch lub wiecej formach, $wiadczg oma-
wiane wyzej badania Kearney (21), Keilin a i Kinga (23),
Kimury i wsp. (24) oraz Wo jtczaka i wsp. (61), ktorych wyniki
sprowadzajg sie gtéwnie do stwierdzenia, ze do uzyskania petnej aktyw-
nosci enzymu nie wystarcza usuniecie szczawiooctanu, ale konieczna jest
preinkubacja enzymu z bursztynianem lub innym aktywatorem. Praw-
dopodobnie obecno$¢ substratu czy aktywatora stabilizuje aktywng forme
enzymu. Mozna przypuszczaé, ze proces reaktywacji polega na osiagnie-
ciu przez enzym okre$lonego stanu konformacyjnego.

Role fosfolipidéw w mechanizmie dziatania dehydrogenazy burszty-
nianowej badali Cerletti i wsp. (12). Stwierdzili oni, ze rozpuszczal-
ng dehydrogenaze aktywujg tylko fosfolipidy kwasne, przy czym proces
ten jest r6zny od aktywacji powodowanej przez substrat. Fosfolipidy nie
mogqa zastapi¢ bursztynianu, ale dodane wraz z bursztynianem zwigksza-
ja aktywnos$¢ enzymu.

Ostatnio Bruni i Racker (9) zrekonstruowali oksydoreduktaze
bursztynian-ubichinon z izolowanych elementéw tancucha oddechowego.
W sktad kompleksu wchodza: rozpuszczalna dehydrogenaza, cytochrom
b, czynnik F4 (jeden z czynnikéw biatkowych Rackera) i lecytyna albo
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mieszanina fosfolipidow mitochondrialnych. Udato sie rowniez (63) zre-
konstruowa¢ system oksydazy bursztynianowej sktadajacy sie z elemen-
téw wymienionych wyzej i cytochroméw c i cb ubichinonu i oksydazy
cytochromowej. Badania te udokumentowaty ostatecznie wysuwane daw-
niej przypuszczenia, ze naturalnym akceptorem elektronow dla dehy-
drogenazy bursztynianowej w tancuchu oddechowym jest ubichinon (31).

I11. Uwagi koncowe

Nasuwa sie pytanie, czy in vivo w nerce, watrobie lub sercu hamowa-
nie dehydrogenazy bursztynianowej przez szczawiooctan odgrywa zna-
czaca role. Utlenianie bursztynianem w izolowanych mitochondriach wag-
troby i nerki jest bardzo intensywne i przekracza okoto dziesieciokrotnie
utlenianie innych substratéw (36). Mozna by wiec przypuszczaé, ze na-
wet cze$ciowe zahamowanie dehydrogenazy bursztynianowej nie spowo-
duje zablokowania utleniania bursztynianu in vivo. Potwierdza to brak
bursztynianu w swiezo izolowanych mitochondriach i podczas utleniania
innych substratow. Jedynie w przypadku, gdy inkubowano mitochondria
watroby z jabtczanem i kwasami tluszczowymi w stosunku 30 :1, za-
obserwowano nagromadzanie sie bursztynianu, co $wiadczytoby o zaha-
mowaniu cyklu Krebsa wtasnie na poziomie dehydrogenazy bursztynia-
nowej (8). Taka sytuacja mogtaby zaistnie¢ in vivo tylko wtedy, gdyby
organizm otrzymywat w pozywieniu prawie wytgcznie kwas jabtkowy
lub szczawiooctan z minimalnym dodatkiem ttuszczéw Ilub weglowo-
dandw.

Wspomniano poprzednio (cze$¢ 1), ze mitochondria serca izolowane
w sacharozie wykazujg aktywno$¢ dehydrogenazy mniejsza niz aktyw-
nos$¢, jaka mozna uzyska¢ w innych $srodowisku. Prawdopodobnie in vivo
w mitochondriach serca ujawnia sie petna aktywno$¢ dehydrogenazy
bursztynianowej, co pozwala na intensywne funkcjonowanie cyklu Kreb-
sa. Cykl ten bowiem zaréwno w sercu jak i w nerce spetnia funkcje
gtdwnego generatora energii, gdyz, jak wiadomo, w tych narzgadach nie
wystepuje alternatywna droga utleniania kwaséw ttuszczowych do ace-
tooctanu. Istnieje jednak pewna trudno$¢ w interpretacji danych dos-
wiadczalnych, na ktérg zwrécili uwage juz Chance i Hagihara
(13). Oznaczana przez wielu autorow wartos¢ Ki dla dehydrogenazy
bursztynianowej wzgledem szczawiooctanu waha sie w granicach
0,2—0,7mM (61, 66). Natomiast Km syntetazy cytrynianowej wobec
szczawiooctanu wynosi 15mM (55). Jak mozliwe jest wiec peitne opero-
wanie cyklu Krebsa, skoro przy maksymalnym wysyceniu syntetazy
cytrynianowej szczawiooetanem, dehydrogenaza bursztynianowa powin-
na byé catkowicie zahamowana? Jednak w normalnych warunkach za-
rowno w sercu jak i w nerce cykl ten doskonale funkcjonuje. Probuje

3 Postgpy Biochemia
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sie zatem ttumaczy¢ sytuacje istniejgcg w tych narzadach nastepujgco:
1) Szybko$¢ reakcji syntezy cytrynianu zalezy nie tylko od stezenia
szczawiooctanu, ale i od stezenia drugiego substratu, to jest acetylo-CoA.
Z tego wzgledu mozna uzyska¢ znaczng szybko$é reakcji syntezy cytry-
nianu nawet przy malym stezeniu szczawiooctanu przez zwiekszenie
doptywu acetylo-CoA. 2) CzeSciowe zahamowanie dehydrogenazy bur-
sztynianowej w mitochondriach serca i nerki nie ogranicza szybkosSci ca-
tego cyklu ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ tego enzymu w tych na-
rzadach. Z drugiej strony utrzymanie pewnego stezenia bursztynianu
jest korzystne, gdyz sukcynylo-CoA (przy udziale transferazy sukcyny-
lo-CoA:acetooctan) potrzebny jest do aktywacji acetooctanu. Acetooctan
za$ jest dla nerki i serca jednym z gtdéwnych substratow oddechowych
dostarczanych przez krew.

Stezenie szczawiooctanu w mitochondriach watroby kontrolowane
jest przez poziom zredukowanego NAD (patrz czes¢ 1). Z kolei stosunek
zred. NAD/NAD w mitochondriach zalezy od rodzaju utlenianego sub-
stratu. W przypadku utleniania kwaséw tluszczowych stosunek ten jest
wysoki, co nie sprzyja szybkiemu wytwarzaniu szczawiooctanu. Nastep-
stwem tego jest czeSciowe zahamowanie cyklu Krebsa z powodu obnizo-
nej syntezy cytrynianu. Utlenianie kwasow tluszczowych przebiega wte-
dy gtownie do acetooctanu (56). Natomiast dehydrogenaza bursztyniano-
wa, jak o tym byta juz mowa w czeSci I, zachowuje w obecnosci utle-
nianych kwasow ttuszczowych peing aktywno$é. Podczas utleniania pi-
rogronianu ustala sie nizszy stosunek zred. NAD/NAD niz przy utlenia-
niu kwaséw ttuszczowych skutkiem czego tworzy sie wiecej szczawio-
octanu. Ponadto czes¢ pirogronianu ulega karboksylacji, dostarczajac
jeszcze dodatkowo szczawiooctanu (19, 32). W rezultacie cykl Krebsa
funkcjonuje o wiele intensywniej niz podczas utleniania kwaséw ttusz-
czowych. I w tym przypadku dehydrogenaza bursztynianowa zachowuje
swojg peing aktywno$¢ (57). Trudniej natomiast zrozumieé, ze nawet
w warunkach wielokrotnie podwyzszonej produkcji szczawiooctanu z pi-
rogronianu, jak ma to miejsce przy cukrzycy alloksanowej u szczuréw,
takze nie stwierdzono hamowania utleniania bursztynianu (34). Widocznie
jednak i w tym przypadku stosunek zred. NAD/NAD, zblizony do wy-
stepujgcego przy utlenianiu pirogronianu u zdrowych szczuréw, sprawia,
ze w mitochondriach nie gromadzi sie szczawiooctan lecz jabtczan. W od-
roznieniu jednak od stanu normalnego, przy cukrzycy obserwuje sie
znaczne zahamowanie cyklu Krebsa i wystepuje silna ketoza. Przyczyny
wystepowania ketozy sg w tej chwili obiektem usilnych badan, ale inter-
pretacje sg na razie bardzo kontrowersyjne (4, 39).

Badania nad konformacyjnymi zmianami dehydrogenazy bursztynia-
nowej sg w zupetnie poczatkowej fazie. Ostatnie badania kinetyczne su-
geruja wystepowanie enzymu w kilku formach (64).
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ALEKSANDER KOJ *

Mechanizm utleniania tiosiarczanu w tkankach zwierzecych

The Mechanism of Thiosulphate Oxidation in Animal Tissues

Oxidation of thiosulphate is probably initiated by the enzymie reductive break-
down of its molecule in the presence of a thiol compound with subseguent oxidation
of sulphite to sulphate

Poczatek zainteresowania metabolizmem tiosiarczanu w organizmie
zwierzecym zwigzany jest z wykryciem tego zwigzku w moczu pséw
i kotow przez Schmiedeberga (38) doktadnie 100 lat temu. Péz-
niej (18, 19) tiosiarczan znaleziono w moczu réznych gatunkéw zwierzat
i zdrowych ludzi oraz zaobserwowano wahania jego ilosci zalezne od die-
ty. Losy tiosiarczanu w organizmie sg interesujace z tej przyczyny, Ze
zwigzek ten stosowany jest w medycynie w celach leczniczych i dia-
gnostycznych: stanowi on odtrutke przeciw cyjankowi (9), iperytowi azo-
towemu (1) i iperytowi siarkowemu (5), uzywany bywa do badania funkcji
nerek (4, 20), a takze do pomiaru przestrzeni pozakomorkowej ustroju
(10).

I. Powstawanie tiosiarczanu w organizmie zwierzecym

Pochodzenie endogennego tiosiarczanu wydalanego z moczem nie jest
jednoznacznie wyjasnione. Wielu autordéw (18, 37) dyskutowato nad mozli-
woscig tworzenia tego zwigzku przez flore jelitowa, obecnie znamy jednak
szereg reakcji enzymatycznych, zachodzacych w tkankach zwierzecych,
ktére prowadzg do wytworzenia tiosiarczanu (schemat 1).

Powstawanie tiosiarczanu z P-merkaptopirogronianu i siarczynu (re-
akcja 1) wykazano w watrobie, nerce i krwinkach czerwonych szczura

* Dr med., Katedra Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet Jagiellonski, Krakdéw.



358 A. KOJ 21

(43), przy czym posrednikiem w powyzszej reakcji sa niedyfundujace
wielosiarczki (23).

Siarkowodor lub siarczek moze by¢ utleniany do tiosiarczanu (reak-
cja 2) pod wptywem oksydazy obecnej w mitochondriach watroby szczura
(2) oraz komplekséw biatka z metalami (3), a takze w obecnosci hema-

Nadsiarczek
H2S organiczny
COOH COOH

Schemat 1. Gtdwne drogi tworzenia tiosiarczanu w tkankach zwierzecych
1—Transsulfuracja; 2—Utlenianie; 3— Transsulfuracja; 4—Transaminacja i hydroliza

tyny i sulfhemoglobiny (44) przy czym pos$rednikiem sg wielosiarczki
nieorganiczne (45).

Udziat rodanazy w powstawaniu tiosiarczanu (reakcja 3) byt badany
przez Szczepkowskiego (48), ktory wykazat, ze enzym ten kata-
lizuje transsulfuracje miedzy nadsiarczkiem organicznym oraz siarczy-
nem. Koj i Frendo (27) zwrécili przed kilku laty uwage na przy-
puszczalne powigzanie metaboliczne cystationazy i rodanazy, a ostatnio
Szczepkowski i Wood (50) opisali sprzezony uktad enzyma-
tyczny, w ktérym nadsiarczek cystyny (tiocystyna) powstajacy pod wpty-
wem cystationazy stanowi doskonaty substrat dla transsulfuracji ka-
talizowanej przez rodanaze.

Nadsiarczki organiczne moga powstawa¢ pod dziataniem siarkowo-
doru na dwusiarczek organiczny: cystyne, cystamine, kwas liponowy,
lub utleniony glutation (48, 53), w reakcji siarki elementarnej z tiolem
(23), przy rozktadzie cystyny w obecnosci fosfopirydoksalu i jonéw mie-
dzi (6) lub pod wptywem cystationazy (7), a takze podczas kwasnej hydro-
lizy biatek (16). Nadsiarczki ulegajg tatwo transsulfuracji na sulfiniany
z wytworzeniem tiosulfonianéw (13). Kwas alaninotiosulfonowy jest pre-
kursorem tiosiarczanu (reakcja 4), gdyz tatwo ulega transaminacji i dal-
szej hydrolizie (12). Przedstawione na schemacie 1 reakcje z pewnoscig
nie wyczerpujg wszystkich mozliwosci powstawania tiosiarczanu w orga-
nizmie zwierzecym, jak to zresztg podkresla wielu autorow (11, 14).



[3] UTLENIANIE TIOSIARCZANU 339

1. Teorie utleniania tiosiarczanu przez tkanki zwierzece
i samozywne bakterie

Dorosty cztowiek wydala z moczem na dobe od 2 do 17 mg siarki
tiosiarczanu, co stanowi 1—2°/o catkowitej ilosci siarki zawartej w moczu
(19). Liczby te przypuszczalnie nie odzwierciedlaja rozmiaréw syntezy
tiosiarczanu w ustroju, gdyz od dawna wiadomo, iz w organizmie zwie-
rzecym tiosiarczan moze utlenia¢ sie do siarczanu (34). Utlenianie tio-
siarczanu zaobserwowano takze podczas inkubacji skrawkoéw watroby
w atmosferze tlenowej (37), jednakze préby homogenizacji tkanki i wy-
odrebnienia enzyméw prowadzity do zaniku aktywnosci.

Nowe Swiatto na metabolizm tiosiarczanu w ustroju zwierzecym rzu-
city badania SkarzyhAskiego, Szczepkowskiego i Weber
(41, 49). Autorzy ci wykazali, ze po wstrzyknieciu szczurom tiosiarczanu
znakowanego ¥ w pozycji zewnetrznej (35-S032~ lub wewnetrznej
(S-35032~, siarka wewnetrzna jest szybko wydalana w moczu jako
siarczan. Siarczan jest takze ostatecznym produktem przemiany siarki
zewnetrznej, ktéra zostaje jednak zatrzymana przez diuzszy czas w orga-
nizmie szczura, co przemawia za tym, ze wchodzi w jakie$ procesy me-
taboliczne. Analizujgc zwigzki siarki wydalane w moczu po jednoczesnym
wstrzyknieciu szczurom cystyny znakowanej 35S i nieaktywnego tio-
siarczanu, autorzy ci doszli do wniosku, Zze pula metaboliczna tiosiarczanu
w ustroju jest znacznie wieksza niz dotychczas przypuszczano, a szybki
metabolizm tego zwigzku w ustroju powoduje, ze tylko niewielkie ilosci
tiosiarczanu wystepuja w normalnym moczu. Jakkolwiek teorie przypi-
sujacq tiosiarczanowi role gtéwnego prekursora siarczanbw w moczu
krytykowano p6zniej na podstawie obserwacji o enzymatycznej wymianie
izotopowej (46), nie ulega watpliwosci, ze doSwiadczenia Skarzyn -
skiego, Szczepkowskiego i Weber (41, 49) podkreslity dy-
namiczny stan tiosiarczanu i jego istotng role w przemianach siarkowych
ustroju.

Mechanizm utleniania tiosiarczanu w tkankach zwierzecych prébo-
wano wyjasni¢ szukajac pewnych analogii do przemian tego zwigzku ob-
serwowanych u samozywnych bakterii siarkowych z rodzaju Thiobacillus.
Badania nad bakteriami doprowadzity do wysuniecia dwoch, czesSciowo
przeciwstawnych pogladéw: wedtug pierwszego z nich tiosiarczan utle-
niany jest najpierw do czterotionianu lub politionianéw (32, 54, 55), we-
dtug drugiego — ulega rozbiciu w bionie bakteryjnej z wytworzeniem
siarczanu i aktywnej siarki zewnetrznej, ktora ulega dalszym procesom
metabolicznym (40). Ten drugi poglad potwierdzili Peck i Fisher
(35, 36), ktorzy wykazali, ze w ekstraktach bakteryjnych tiosiarczan
pod wptywem glutaitionu i swoistego enzymu rozpada sie na siarczek
i siarczyn ulegajacy nastepnie utlenieniu do siarczanu w obecnosci AMP
i nieorganicznego fosforanu. Ostatnio Charles i Suzuki (8 za-
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obserwowali, ze preparaty Thiobacillus novellus katalizujg rozbicie czg-
steczki tiosiarczanu na siarczyn i siarke elementarng, przy czym glu-
tation jest niezbedny jedynie dla dalszego utleniania siarki. Mechanizm
utleniania tiosiarczanu przez samozywne bakterie jest jednak nadal nie-
catkowicie wyjasniony (25, 51, 52).

Prawdopodobnie w organizmach zwierzecych politioniany nie odgry-
wajg roli gtbwnego posrednika przemiany tiosiarczanu. Czterotionianu nie
znaleziono nigdy w moczu czy preparatach tkankowych, a po wprowa-
dzeniu do organizmu wykazuje on dziatanie toksyczne, zwtaszcza wobec
nerek (21). Rozmaite, obecne w tkankach zwigzki -SH redukujg tatwo
czterotionian do tiosiarczanu z wytworzeniem organicznych dwusiarcz-
kéw. Goffart i Fischer (22) zaobserwowali, ze zatrucie cztero-
tionianem prowadzi do spadku zawartosci zredukowanego glutationu
w tkankach, a zwitaszcza w nerkach.

Z drugiej strony w ostatnich latach uzyskano pewne dane zgodne
z teorig zakladajaca, ze rozbicie czasteczki tiosiarczanu poprzedza jego
utlenienie w tkankach zwierzecych. Sér bo (47) potwierdzit obserwacje
Piriego (37) dotyczace tworzenia siarczanu z tiosiarczanu podczas
inkubacji skrawkéw watroby szczura w atmosferze tlenowej. Przy inku-
bacji skrawkéw w atmosferze powietrza reakcja byta znacznie mniej
wydajna, a rozbicie struktury komdérkowej przez homogenizacje prowa-
dzito do catkowitego zahamowania utleniania tiosiarczanu. Aktywnos$¢
homogenatu mozna bylo przywréci¢ przez dodanie pewnych zwigzkow
-SH: glutationu, kwasu dwuhydroliponowego, cysteiny czy merkapto-
etanolu. Na podstawie tych spostrzezen Sorbo (47) sugerowat, ze re-
dukcja tiosiarczanu w preparatach watroby szczura jest przypuszczalnie
katalizowana przez dwa enzymy: rodanaze i reduktaze tiosiarczanu; ten
drugi enzym opisano poprzednio w drozdzach (24). Siarczyn powstajacy
przez rozbicie czasteczki tiosiarczanu moze by¢ dalej utleniany samo-
rzutnie lub pod dziataniem swoistej oksydazy, ktérg wyosobniono z wa-
trob rozmaitych gatunkéw ssakdw (33). Zaproponowany przez Sorbo me-
chanizm utleniania tiosiarczanu okazat sie stuszny i w nastepstwie badan
prowadzonych w ostatnich latach zidentyfikowano i wyodrebniono enzy-
my Kkatalizujgce cigg reakcji metabolicznych przemiany tiosiarczanu
w tkankach zwierzecych.

I1l. Poréwnanie zdolnoSci utleniania tiosiarczanu przez preparaty
tkankowe

Inkubujgc skrawki rozmaitych tkanek szczura z tiosiarczanem w wa-
runkach tlenowych P irie (37) stwierdzit powstawanie siarczanu w wg-
trobie oraz, w mniejszych ilosciach, w nerce i tozysku.
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W naszych badaniach (30) poréwnaliSmy szybko$¢ utleniania tiosiarcza-
nu do siarczanu w homogenatach o$Smiu tkanek szczura po wzbogaceniu
ich w glutation (tablica 1). Jednocze$nie oznaczano aktywnos$¢ rodanazy,
reduktazy tiosiarczanu i oksydazy siarczynowej.

Tablica 1

Utlenianie tiosiarczanu do siarczanu oraz aktywnos$¢ pewnych enzyméw w homogenatach
tkanek szczura (30)

Reduktaza tio-

Przyrost siarcza- Rodanaza . Oksydaza siarczyno-
Tkanka nu fi.mole/g [nnoie SCNh/g | slarczanu wa pimole SOIl~Ilg
biatka/godz.  biatka /5 min.  Pimole SOJ_/g bia- biatka/godz.
ka/l5 min
Watroba 56,5 3620 48 154
Nerka 20,6 3700 26 235
Sledziona 3,4 170 ponizej 4 ponizej 1o
Ptuco 10,2 680 5 25
Mézg ponizej 1 770 17 20
Miesien 45 280 5 45
Jelito ponizej 1 100 ponizej 4 68
Jadra 6,9 920 6 41

Homogenaty tkanek w roztworze 0,05 M (NH4Z2HP04 inkubowano przez 60 min. w atmosferze tlenu z 5 (zmolam
tiosiarczanu i 5 (zmolami glutationu, a nastepnie oznaczono przyrost ilosci siarczanu kolorymetryczng metoda z chlora-
nilanem baru. Réwnocze$nie w osobnych prébkach homogenatéw oznaczono aktywno$¢ rodanazy, reduktazy tio-
siarczanu i oksydazy siarczynowej

Najbogatszym zrddtem tych enzymow okazata sie watroba i nerka, inne
tkanki wykazujag na ogo6t niewielka aktywnos$é. Nalezy zwroci¢ uwage,
ze nerka wykazuje najwyzszg aktywno$¢ rodanazy i oksydazy siarczyno-
wej, a mniejszg zdolno$¢ utleniania tiosiarczanu w poréwnaniu z watroba,
gdzie stwierdza sie wiecej reduktazy tiosiarczanu. Przemawia to za
teorig przypisujaca temu ostatniemu enzymowi zasadnicze znaczenie dla
zapoczatkowania procesu utleniania tiosiarczanu.

Powszechnie wiadomo, ze rodanaza jest typowym enzymem mito-
chondrialnym (15). Wedtug naszych obserwacji takze pozostate dwa enzy-
my zawarte sg gtéwnie w mitochondriach, co zgadza sie z obserwacja,
ze utlenianie tiosiarczanu do siarczanu jest okoto dwudziestokrotnie wiek-
sze w mitochondriach niz w nadsgczu. Nalezy jednakze zwréci¢ uwage
na fakt, ze rozmieszczenie rodanazy i reduktazy tiosiarczanu we frak-
cjach subkomorkowych nie jest identyczne. Wyzszg aktywno$¢ reduktazy
tiosiarczanu w nadsaczu mozna ttumaczyé tatwiejszym uwalnianiem tego
enzymu z mitochondriéw lub istnieniem dwoch izozymoéw.

We frakcjach mitochondrialnych uzyskanych z watréb o$miu ga-
tunkéw zwierzat badano utlenianie tiosiarczanu i aktywnos$¢ trzech enzy-
mow (tablica 2). Obserwuje sie ogromng zmienno$¢ badanych parametréw
nie tylko miedzy gtdwnymi typami — ssakami, ptakami, ptazami i ryba-
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mi — ale takze miedzy do$¢ spokrewnionymi gatunkami (szczur i chomik).
Moze to przemawia¢ za przypuszczeniem, ze enzymy metabolizujgce
tiosiarczan nalezg do grupy enzymoéw indukowanych pod wpltywem diety
czy warunkdéw Srodowiska.

Tablica 2

Utlenianie tiosiarczanu do siarczanu i aktywno$¢ pewnych enzyméw we frakcjach mitochondrial-
nych z watréb réznych gatunkéw zwierzat (30)

Przyrost siarcza- Rodanaza Reduktaza tiosiar- Oksydaza siarczyno-
Gatunek nu ~mole/g biat- (i.mole SCN~/g czanu fimole SOs-/  wa [i.mole SOj_/g
ka/godz. biatka/5 min. g biatka/l 5 min. biatka/godz.
Szczur 242 11600 93 410
Chomik 69 7300 74 276
Woét 52 10400 58 180
Gotgb 38 800 56 84
Zaba 5 6400 7 55
Aksolotl 5 720 16 37
Pstrag 205 ponizej 100 92 205
Karp 65 ponizej 100 65 161

Mitochondria zaby i aksolotla nie wykazujg praktycznie zdolnosci
do utleniania tiosiarczanu, podczas gdy mitochondria szczura czy pstragga
moga wytworzy¢ ponad 200 mmoli S04 /g biatka/godz. Wyniki te sg
wyraznie skorelowane z zawartoscig reduktazy tiosiarczanu i oksydazy
siarczynowej. Natomiast nie ma korelacji miedzy zawartoScig rodanazy
i reduktazy tiosiarczanu u pewnych gatunkéw zwierzgt: mitochondria
zaby sa bardzo bogate w rodanaze, a ubogie w reduktaze tiosiarczanu,
a mitochondria karpia zawierajg mato rodanazy, a duzo reduktazy. Uzy-
skane wyniki nalezy jednak traktowa¢ z pewnym zastrzezeniem wynika-
jacym z faktu, ze specyficzno$¢ substratowa rodanazy zalezy w duzej
mierze od gatunku zwierzecia.

IV. Rola zwigzkéw -SH w inicjowaniu utleniania tiosiarczanu

Proces utleniania tiosiarczanu do siarczanu przez preparaty tkankowe
ulega wybitnemu przyspieszeniu po dodaniu glutationu lub innych
zwigzkéw -SH. Wzgledna aktywnos$¢ rdéznych tioli w reakcji utleniania
tiosiarczanu przez petny homogenat watroby szczura wynosita wedtug
Sorbo (47): glutation— 100, dwuhydroliponian— 101, cysteina — 31,
merkaptoetanol — 63. DlIla mitochondriow watroby szczura Koj
i Frendo (30) podali nieco inne wartosci: glutation — 100, cysteina —
9, dwuhydroliponian — 45.
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Rola tioli polega przypuszczalnie na rozbiciu czasteczki tiosiarczanu
w obecnosci odpowiedniego enzymu (rodanaza, reduktaza tiosiarczanu).
Podczas inkubacji homogenatu watroby wzbogaconego w tiosiarczan i glu-
tation Sorbo (47) wykazal powstawanie znacznych iloSci siarczynu.
Podobne obserwacje przy uzyciu frakcji mitochondrialnych oraz cysteiny,
dwuhydroliponianu i glutationu przeprowadzili Koj i Frendo (30).
Udato sie im takze wykazac, ze z tiosiarczanu znakowanego &S w ze-
wnetrznym atomie siarki podczas inkubacji z tiolami i mitochondriami
wytwarzat sie radioaktywny H2S. Aktywno$¢ witasciwa siarkowodoru
powstajacego po dodaniu glutationu i dwuhydroliponianu byta zblizona
do aktywnos$ci wiasciwej tiosiarczanu, co wskazuje, ze zwigzek ten byt
jedynym prekursorem H2S. W przypadku cysteiny aktywno$¢ witasciwa
siarkowodoru byta wyraznie nizsza, przypuszczalnie wskutek dziatania
cystationazy obecnej w watrobie szczura i majacej zdolno$¢ odszczepiania
H2S z tego aminokwasu (27).

Funkcja glutationu lub innego zwigzku -SH w inicjowaniu utleniania
tiosiarczanu polega przypuszczalnie na dostarczeniu elektronéw w reakcji
rozpadu czasteczki tiosiarczanu (36, 53):

(S-505)2- + 2 G SH -wrmrmrmmmmeeee >H2S+ S032 +GSSG

Wedtug niektdrych autoréw (46, 53) posrednim etapem opisanej re-
akcji jest tworzenie ugrupowania nadsiarczkowego:

Enzym

(S-S05)2 + GSH < GSSH+ S0

GSSH+ GSH Z *GSSG+HZS

Ugrupowania nadsiarczkowe sg bardzo reaktywne (48) i nie udato
sie wykaza¢ ich nagromadzania podczas utleniania tiosiarczanu (30). Na-
lezy wspomnieé, ze przy uzyciu tiosiarczanu znakowanego w atomie
zewnetrznym i po zastosowaniu elektroforezy bibutowej stwierdzono
wystepowanie drobnych iloSci zwigzku zachowujgcego sie jak tiocysteina
(28).

Udowodniono ponadto, ze utlenianiu tiosiarczanu w opisanych dos-
wiadczeniach towarzyszy ubytek zredukowanego glutationu. Je$liby oba
atomy siarki po rozbiciu czgsteczki tiosiarczanu utleniaty sie ostatecznie
do siarczanu, to ubytek GSH powinien by¢ réwnowazny przyrostowi
siarczanéw. W rzeczywistosci stwierdzono, ze na kazdy mmol wytworzo-
nego siarczanu ulegato utlenieniu okoto 1,3 umola GSH. Obserwacja ta
przypuszczalnie wigze sie z faktem, Zze utlenienie siarczku do siarczanu
jest procesem wielostopniowym, w ktérym mogg braé udziat dalsze
czasteczki zredukowanego glutationu.
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V. Losy zewnetrzego atomu tiosiarczanu podczas utleniania

Dalsze informacje o mechanizmie utleniania tiosiarczanu przez mito-
chondria watroby szczura uzyskano dzieki zastosowaniu izotopow (31).
Izotopowe oznaczenia nie pokrywajg sie z chemicznymi i wskazuja, ze we-
wnetrzny atom tiosiarczanu przeksztatcany jest w siarczan znacznie tat-
wiej niz zewnetrzny. Ponadto istnieje oczywista rozbiezno$¢ miedzy iloScig
znakowanego siarczanu wytworzonego z (S-35032_a iloscig tiosiarczanu
zuzytego podczas inkubacji (jeden wewnetrzny znakowany atom siarki
tiosiarczanu moze da¢ tylko jedng czasteczke znakowanego siarczanu).
Wyniki takie uzyskiwano zawsze gdy prébka inkubowana zawierata duzg
ilos¢ tiosiarczanu (15 mToii). Natomiast gdy warunki doswiadczenia po-
zwalaty na praktycznie catkowite utlenienie tiosiarczanu podczas inkuba-
cji (3 mmole tiosiarczanu i 10 mToii glutationu w prébce) réznice miedzy
tiosiarczanem znakowanym w atomie zewnetrznym i wewnetrznym za-
nikaty. W takim przypadku ilo$¢ wytworzonego siarczanu obliczona me-
todg izotopowg stanowita okoto potowe catkowitej ilosci powstajacego
siarczanu i byta bliska iloSci zuzytkowanego tiosiarczanu.

Wyniki te mozna wytlumaczy¢ zaktadajac, ze w pierwszym etapie
zachodzi w obecnosci glutationu rozpad reduktywny czasteczki tiosiar-
czanu. W dalszym etapie siarczyn utlenia sie do siarczanu, a siarczek
do nowej czasteczki (S-S032~:

2HS-+:202_>(S-S03).-+H D

Zatem w przypadku, gdy tylko drobna czes¢ tiosiarczanu obecnego
w prébce ulega przemianie, siarczan powstaje gtdwnie z wewnetrznego
atomu siarki, a ilos¢ tworzonego znakowanego siarczanu przekracza zu-
zytkowywanie tiosiarczanu, ktéry regeneruje sie z atoméw zewnetrznych.
Jesli zatozenie to jest stuszne, mozna oczekiwaé, ze przy utlenianiu tio-

Tablica 3
Tworzenie siarczanu z tiosiarczanu znakowanego w zewnetrznym atomie siarki (31)

Przyrost tiosiarczanu Akt. wih (iTp/TiI‘I/[I‘ITOO

Czas inku-  Zuzycie tiosiar- ([nToie)
bacji (min.) czanu (fi-mole)  netoda che-  Metoda izo- Wewnetrzny atom
miczna topowa Siarczan tiosiarczanu
0 0 0 0,01 N 480
0— 20 1.2 2,3 0,15 2340 5300
20—40 0.8 1,4 0,25 6420 9080
40—60 0,5 0.6 0,17 10900 12500

Zawiesine mitochondriéw (19 mg biatka) inkubowano w atmosferze tlenowej przez 20, 40 i 60 min. w obecnosci 10 |XTT'0-
li GSH i 10 (xToii (35-503>2 (akt. wk. 43.000 imp/min/p.mol). Znakowany siarczan izolowano na kolumnie Dowex 2,
radioaktywny tiosiarczan analizowano pod wzgledem rozmieszczenia znakowanych atcir.6w po cyjanolizie w obecnosci
jonéw Cu2+
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siarczanu znakowanego w atomie zewnetrznym przejsciowo bedzie sie
pojawia tiosiarczan znakowany w obu atomach siarki. Przemawia za
tym doswiadczenie przedstawione w tablicy 3.

Szybko$¢ rozkiadu tiosiarczanu i produkcja siarczanu mierzone me-
todami chemicznymi zmniejszajg sie stopniowo w ciggu inkubacji, pod-
czas gdy aktywnos$¢ wiasciwa powstajgcego siarczanu oraz aktywnos¢
wiasciwa wewnetrznego atomu tiosiarczanu ciggle wzrastajg. Stosunek
tych aktywnosci wtasciwych nasuwa wniosek, ze wewnetrzny atom tio-
siarczanu zachowuje sie jak prekursor siarczanu. Nie przeczy to oczy-
wiscie zatozeniu, ze bezposrednim prekursorem siarczanu jest siarczyn,
gdyz w badanym ukitadzie doSwiadczalnym pula siarczynu jest wzglednie
mata, a sam siarczyn moze pozostawaé w stanie réwnowagi z wewnetrz-
nym atomem tiosiarczanu wskutek reakcji wymiany katalizowanej przez
rodanaze (46). Przypuszczalne zalezno$Sci miedzy tiosiarczanem, siarcz-
kiem, siarczynem i siarczanem przedstawia schemat 2.

. (6) Kwas
Cysteina cysteinosulfinowy

\(7)

Schemat 2. Cykl tiosiarczanowy w procesie tworzenia siarczanu w tkankach

zwierzecych

(1) Reduktywny rozpad czasteczki tiosiarczanu w obecno$ci tiolu (rodanaza, reduktaza tio-

siarczanu), (2) Wymiana siarczynu z wewnetrznym atomem tiosiarczanu (rodanaza), (3) Utle-

nianie siarczku do siarczynu (ndeenzymatyczne, oksydaza siarczkowa), (4) Utlenianie siarczku

do tiosiarczanu (pochodne hematyny, oksydaza siarczkowa, metaloproteidy, nieenzymatyczne),

(5 Powstawanie siarczku z cysteiny (cystationaza), (6) Tworzenie siarczynu z kwasu cy-

steinosulfinowego (transaminaza, desulfinaza), (7) Utlenianie siarczynu do siarczanu (oksyda-
za siarczynowa)

Trudno obecnie zdecydowaé czy zewnetrzny atom tiosiarczanu whbu-
dowywany jest w pozycje wewnetrzng tylko przez bezpos$rednie utlenianie
siarczku do tiosiarczanu (reakcja 4, schemat 2), czy tez siarczek utlenia
sie najpierw do siarczynu (reakcja 3), a potem ulega wymianie z we-
wnetrznym atomem tiosiarczanu (reakcja 2). W takim przypadku siarczyn
maogtby by¢ traktowany jako prekursor zaréwno siarczanu jak i wewnetrz-
nego atomu tiosiarczanu.

Sposéb przedstawiania metabolizmu siarki na schemacie 2 podkresla
hipotetyczng centralng pozycje tiosiarczanu w procesie tworzenia siarcza-
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nu w tkankach zwierzecych. Rozmaite reakcje wiodace do powstania
tiosiarczanu przedyskutowano na wstepie artykutu. Tutaj nalezy dodad,
ze siarczek moze by¢ wytwarzany z cystyny lub cysteiny przez cystatio-
naze (desulfhydraze) (27), natomiast transaminacja kwasu cysteinosulfi-
nowego prowadzi ostatecznie do uwolnienia sie siarczynu (39). Biologiczne
znaczenie przedstawionego na schemacie 2 cyklu tiosiarczanowego moze
polega¢ na opO6znianiu procesow nieodwracalnego utlenienia siarczku
i siarczynu do siarczanu.

V1. Enzymatyczna redukcja tiosiarczanu w preparatach watroby

Nie ulega juz watpliwosci, ze utlenienie tiosiarczany poprzedzone jest
przez jego enzymatyczny rozktad w obecnoSci zwigzkow -SH. Reakcja
ta moze by¢ katalizowana przez rodanaze lub reduktaze tiosiarczanu.
Rozréznienie obu enzyméw byto przez dtugi czas niezbyt $ciste. Sorbo
(47) opart ten podziat na zalozeniu, ze rodanaza rozklada tiosiarczan
w obecnosci cyjanku lub dwuhydroliponianu, natomiast jest nieaktywna
z cysteing lub glutationem (46, 53). Ostatnio przebadano ponownie spe-
cyficzno$¢ substratowa rodanazy (26); uzyskane wyniki wskazujg, ze
enzym ten jest mato swoistg transferazg atomu siarki, ktérego akcepto-
rami moga byé oprécz cyjanku i siarczynu rozmaite zwigzki -SH, a wiec
takze glutation i cysteina. Szybko$¢ redukcji tiosiarczanu przez roda-
naze w obecnos$ci glutationu zalezy wybitnie od wartosci pH; maksimum
aktywnosci przypada okoto pH 9 (rysunek 1).

Rys. 1. Redukcja tiosiarczanu w obecnos$ci glutationu katalizowana przez krysta-
liczng rodanaze lub Swiezy homogenat watroby wotu (26)

A e A peiny homogenat (a), O----------—-- O krystaliczna rodanaza (b), ... réznica
miedzy (a) i (b)
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W $wiezym homogenacie watroby wotowej krzywa zaleznosci szybko-
Sci redukcji tiosiarczanu od pH wyglada odmiennie, a r6znica ta wynika
z obecnos$ci drugiego enzymu — reduktazy tiosiarczanu. W przeciwien-
stwie do rodanazy optymalne warunki dziatania tego enzymu sg bliskie
odczynowi obojetnemu. Podczas inkubacji homogenatu watroby wotowej
z tiosiarczanem i glutationem w pH 7,4 tylko okoto 35% iloSci siarczynu
powstaje wskutek dziatania rodanazy, a reszte wytwarza reduktaza tio-
siarczanu. W toku zabiegéw preparatywnych enzym ten ulega stosunkowo
tatwo inaktywacji i dotychczas nie udato sie go otrzymaé w stanie
znacznego oczyszczenia.

VII. Enzymatyczny model utleniania tiosiarczanu

Frakcjonowanie S$wiezego homogenatu watroby wotu Ilub szczura
w celu wyodrebnienia rodanazy prowadzi rychto do utraty zdolnosci
utleniania tiosiarczanu do siarczanu podczas inkubacji z glutationem
w atmosferze tlenowej (29). Okazato sie jednak, ze aktywno$¢ te mozna
przywréci¢ przez dodanie do rodanazy oczyszczonego preparatu oksydazy
siarczynowej, ktory sam nie wykazuje zdolnosci utleniania tiosiarczanu
(tablica 4).

Tablica 4
Utlenianie tiosiarczanu do siarczanu przez sprzezony ukitad enzymatyczny (26a)

Skiad prébki

Z_”ZYC'e Przyrost siar-
Nr . Oksydaza o lutati tioslar- czanu
prébki _Ro anaza siarczynowa Tlos_larczan G_{Jtatlon czanu (. mole)
(ledn. akt) odn akt) ([j-mole) @(j-mole)  (~mole) :
1 0 200 10 10 0 0
630 0 10 10 0,10 0
3 630 200 10 10 0,95 2,09

Krystaliczng rodanaze otrzymano z watroby wotu wedtug metody S5 rbo (42), a preparat oksydazy siarczynowej
z watroby szczura wedtug metody McLeo d i wsp. (33). Koricowa objeto$¢ prébki 2 ml, pH 8,0. Inkubacja 60 min.
Watmosferze tlenu.

W ten sposob udato sie doSwiadczalnie odtworzyé model utleniania
tiosiarczanu w tkankach zwierzecych. W naturze uktad ten jest bezwat-
pienia bardziej skomplikowany, gdyz wiemy, ze conajmniej dwa enzymy
moga katalizowa¢ redukcyjny rozpad czgsteczki tiosiarczanu. Réwniez
utlenianie siarczynu do siarczanu przyspiesza nie tylko oksydaza siarczy-
nowa, ale takze nieswoiscie rozmaite enzymy, pod ktérych dziataniem
powstaje nadtlenek wodoru (17). Nie ulega watpliwosci, ze petny model
enzymatyczny powinien zawiera¢ takze odpowiedni czynnik przyspiesza-
jacy utlenianie siarkowodoru powstajgcego z rozpadu tiosiarczanu. Za-
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obserwowano bowiem, ze zar6wno siarczyn jak i siarczek nagromadzajgce

sie

w Srodowisku reakcyjnym hamujg dalszy rozpad tiosiarczanu (26a).
Jakkolwiek dla uzyskania petnego obrazu kinetyki utleniania tiosiar-

czanu niezbedne sg dalsze badania zard6wno przy uzyciu preparatéw
tkankowych jak i oczyszczonych enzyméw w obecnosci rozmaitych zwigz-
kéw -SH, przemiana tiosiarczanu w tkankach zwierzecych jest w zasadzie

wyjasniona.
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ANDRZEJ GARDAS *

Zelazo niehemowo zwigzane w enzymach oksydoredukcyjnych
Non-hem Iron in Red-Ox Enzymes

The properties of electron transfer non-hem iron proteins and the mode of
iron binding to the proteins are reviewed.

W 1954 roku Mahler i wsp. (33, 35) stwierdzili, ze oksydoredukta-
za zred. NAD: cytochrom c¢ zawiera znaczne iloSci zelaza zwigzanego nie-
hemowoi. Zelazo niehemowo zwigzane wykryto nastepnie w dehydro-
genazie bursztynianowej (60), dehydrogenazie kwasu orotowego (1), oksy-
dazie ksantynowej (50, 51) i kompleksach I, Il i Il tancucha oddechowego
(25, 26). Przypuszczano, ze bierze ono udziat w wigzaniu substratu badz
koenzymu (na przykiad flawiny) przez biatko enzymatyczne (34) lub
udziat w transporcie elektronéw (25, 35, 68). Ostatnie przypuszczenie
uzyskato juz w latach 1954—1956 pewng podbudowe dosSwiadczalng:
w wielu pracowniach stwierdzono, ze forma zredukowana dehydrogenazy
zred. NAD zawiera dwa razy wiecej zelaza zredukowanego niz forma
utleniona. Nie mozna jednak wykluczy¢ chemicznej redukcji zelaza przez
grupy tiolowe, lub zredukowang forme flawiny (61). O udziale zelaza
w przeniesieniu elektronow jednoznacznie S$wiadczytaby zmiana jego
wartosciowosci w czasie reakcji zachodzaca z szybkoscig rowng szybkosci
reakcji enzymatycznej.

Rownoczes$nie z wykryciem zelaza niehemowo zwigzanego w wymie-
nionych wyzej enzymach flawoproteidowych Davenport, Hill
i Whalley (20) wyodrebnili z chloroplastéw szpinaku ferroproteid,
niezbedny do przeprowadzenia redukcji methemoglobiny (sztuczny akcep-
tor elektronéw) przez naswietlane chloroplasty. Okazat sie on identyczny
z otrzymang przez San Pietro i Langa (57) fotosyntetyczng re-
duktaza nukleotydéw nikotynamidoadeninowych. Podobne wiasciwosci
chemiczne do omawianego enzymu wykazywaty ferredoksyny z bakterii

* Mgr, Zaktad Enzymatyki, Katedra Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-
szawa

Wykaz stosowanych skrotéw: p-CMB — p-chlororteciobenzoesan.
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beztlenowych (40, 41). Nazwa ferredoksyna poczatkowo nadana zelazo-
proteidom wyodrebnionym z beztlenowych bakterii zostala nastepnie
rozszerzona i na enzymy z ro$lin zielonych, zawierajace niehemowo
zwigzane zelazo o niskim potencjale oksydoredukcyjnym.

W 1965 roku Kimura i Suzuki (28, 64, 69) oraz niezaleznie
Omura i wsp. (44) otrzymali z kory nadnerczy ferroproteid biorgcy
udziat w procesie hydroksylacji hormondw sterydowych nadnerczy w po-
zycji 11 Pi 18 (42, 44). Enzym ten, wykazujacy szereg zblizonych wiasnosci
chemicznych do ferredoksyny nazwano androdoksyng. Mozna zatem roz-
rézni¢ dwie grupy enzymow zawierajagcych zelazo niehemoiwo zwigzane:
do pierwszej nalezg ferroflawoproteidy, a do drugiej ferroproteidy nie
zawierajgce flawiny — ferredoksyny i androdoksyna. Wszystkie te enzy-
my wykazuja wiele wspdlnych wiasnosci fizycznych i chemicznych,
dlatego tez wysunieto przypuszczenie, ze majg one podobnie zbudowang
grupe prostetyczna zawierajacq zelazo.

W artykule zostang omowione niektore wiasnosci wyzej wymienionych
enzymow, wynikajace z obecnosci zelaza niehemowo zwigzanego oraz
budowa i rola 'tej nowo poznanej grupy prostetycznej.

I. Niektore wiasnosci ferroproteidéw przenoszacych elektrony

We wszystkich poznanych dotychczas enzymach zawierajagcych ze-
lazo zwigzane niehemowo ulega ono odszczepieniu pod wplywem IN
kwasu solnego lub innych kwaséw mineralnych z réwnoczesnym wydzie-
leniem réwnowaznych ilosci siarkowodoru (38, 39, 56). Zelazo zwiazane
z enzymem nie ulega wymianie z zelazem $rodowiska i jest konieczne do
zachowania aktywnos$ci enzymatycznej. Niektore ferroproteidy, jak na
przyktad ferredoksyna czy androdoksyna, traca zelazo w czasie dializy
w roztworach zawierajagcych zwigzki chelatujgce metale, inne, na przy-
ktad dehydrogenaza zred. NAD, nie uwalniajg zelaza nawet w czasie
dtugotrwatej dializy w roztworze o-fenantroliny lub 8-hydroksychino-
liny. Przyczyng tych rdznic moze by¢ rézna dostepnos$¢ centrum zawie-
rajgcego zelazo.

Widma absorbcyjne enzymow ferroproteidowych ferroflawoproteido-
wych po wyeliminowaniu udziatu absorbcji flawiny sg bardzo podobne.
W formie utlenionej majg one maksima absorbcji przy 300—330, 390—
420, 450—460 i czesto szerokie pasmo przy 550 nm (36, 65, 66). Po redukcji
substratem lub podsiarczynem sodowym cze$¢ pasm absorbcyjnych za-
nika lub ulega przesunieciom. Przyktadem moze tu by¢é widmo zredu-
kowanej i utlenionej formy ferroproteidu otrzymanego z Azotobacter
vinelandii (rysunek 1).

Potencjat oksydoredukcyjny omawianych enzymow waha sie w bar-
dzo szerokich granicach: dla ferredoksyny z lisci szpinaku wynosi —432

4%
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mV, a dla androdoksyny +164 mV. Wydaje sie jednak, ze za%eiy on
w znacznej mierze od biatka enzymatycznego. Zjawisko to spotyka sie
i w innej grupie enzymdéw — wsréd nie zawierajgcych zelaza flawopro-
teidéw, ktére rdéznig sie znacznie wartoscig potencjatu oksydoredukcyj-
nego, cho¢ zawierajg ten sam koenzym. W tablicy 1 zestawiono niektdre
wiasnosci fizykochemiczne poznanych dotad ferroproteidow.

Jedng z bardzo waznych witasciwosci fizycznych enzymow ferropro-
teidowych sg ich wiasno$ci paramagnetyczne. Jednak ze wzgledu na matg
warto$é podatnosci magnetycznej pomiar jej nie mogt znalez¢ zastosowa-
nia w charakterystyce tych enzymoéw. Udato sie to dopiero po wprowa-

nm

Rys. 1. Widmo absorpcyjne ferroproteidu otrzymanego z Azotobacter vinelandii (58)

dzeniu spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP).
W 1960 roku w pracowni Beinerta (8, 9, 13, 54) zaobserwowano
w widmie ERP dehydrogenazy bursztynianowej nieznany sygnat ztozony
z trzech pasm gx, gy i gz, z ktérych gtéwne (gy) wykazuje wspotczynnik
rozszczepienia g = 1,94. Wartos¢ wspoétczynnika nizsza od wartosci dla
wolnego elektronu wykluczata udziat wolnych rodnikébw w tworzeniu
tego sygnatu. Jak wykazano pdzniej dajg go wszystkie zawierajace zwig-
zane niehemowo zelazo enzymy po redukcji substratem lub podsiarczy-
nem sodowym. Sygnat ten zanika po utlenieniu, a w wiekszosci przy-
padkbw mozna go obserwowaé tylko w bardzo niskich temperaturach
(20—140°K), gdyz z podwyzszeniem temperatury pasmo absorpcji ulega
znacznemu poszerzeniu i tym samym splaszczeniu poza granice czutosci
obecnie dostepnych spektroskopdw (10). Sygnat ten daje sie stosunkowo
tatwo zaobserwowaé w enzymach ferroflawoproteidowych i androdo-
ksynie, wiele trudno$ci sprawiato natomiast jego wykrycie w widmie
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ERP ferredoksyny. Jak wykazano niedawno (46) wynikato to z faktu, ze
forma zredukowana ferredoksyny powstajgca w reakcji ze zred. NADP
ulega szybko utlenieniu przez wytworzony NADP+. Dopiero dodanie
do ukiadu specyficznej NADP-azy rozktadajacej tylko forme utleniong
koenzymu umozliwito wykrycie w ferredoksynie sygnatu g = 1,94. Wid-
mo ERP ferredoksyny z Clostridium pasteurianum przedstawia rysunek 2.

Pole magnetyczne wgausach

Rys. 2. Widmo ERP ferredoksyny z lisci szpinaku (na osi rzednych odtozono druga
pochodng absorpcji) (46)

Odszczepienie zelaza od ferredoksyny powoduje zniszczenie sygnatu
ERP, podczas gdy dodanie zelaza i siarkowodoru do apoferredoksyny nie
tylko przywraca aktywno$é enzymatycznag, lecz réwniez powstawanie
sygnatu g = 1,94. Dalszych dowodoéw, ze sygnat ten zwigzany jest z obec-
noscig zelaza dostarczyty pomystowe dosSwiadczenia przeprowadzone
w pracowni Beinera (58). Okolto 92% zelaza wystepujagcego w na-
turze stanowi izotop 56Fe, ktdrego jadro ma spin rowny zeru i dlatego jest
diamagnetyczne. W ilosci okoto 3% wystepuje izotop zelaza 5Fe, ktérego
jadro ma spin réwny V2 i wytwarza jadrowe pole magnetyczne. Gdyby
SFe zastgpi¢ 5Fe to wowczas podczas otrzymywania widma ERP jg-
drowe pole magnetyczne 5Fe mogtoby na skutek dwdch mozliwych
orientacji spinu jadrowego, zwieksza¢ lub zmniejszaé zewnetrzne pole
magnetyczne i nastgpitoby rozszczepienie lub poszerzenie pasm absorpcji.
W pracowni Beinerta otrzymano z hodowanego na pozywce zawierajacej
5fFe Azotobacter vinelandii metaloproteid wzbogacony w ten izotop ze-
laza do okoto 65%. Nastepnie oznaczonq jego widmo ERP. Z rysunku
3A widaé, ze pasmo w widmie tak otrzymanego ferroproteidu z 5fFe jest
znacznie szersze i bardziej sptaszczone w poréwnaniu z pasmem widma
ferroproteidu zawierajagcego S6~e. Widmo ERP ferroproteidu zawieraja-
cego S5-e i 5Fe obliczone teoretycznie przedstawia rysunek 3B. Zgodnos¢
ich z widmami otrzymanymi doswiadczalnie jest bardzo znaczna. Fakty
doswiadczalne wskazywaly zatem niezbicie, ze zelazo warunkuje sygnat
g = 1,94, nie usuwaty jednak trudnosci natury teoretycznej.

Jak wiadomo, zelazo posiada 26 elektron6w, z ktdrych 8 potozonych
na orbitalach 3d i 4s decyduje o jego chemicznych witasciwosciach. Roz-
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mieszczenie elektron6w we wszystkich mozliwych stanach walencyjnych
jest nastepujace:

Fe0 Is2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d3 4s2
Fe+ Is2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d6 4s1
Fe2+ 1s2 2s2 Sp6 3s2 3p6 3d6
Fe3+ Is2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d5

Cyfry 1, 2, 3, 4 oznaczajag gtéwna liczbe kwantowa, litery s, p, d
poboczng liczbe kwantowa, a cyfry po prawej stronie u gory liczbe elek-
trondw na danym orbitalu. Pionowg kreskg oddzielono elektrony biorgce
udziat w tworzeniu potgczen chemicznych zelaza. Pie¢ elektrondéw ze-

Pcle magnetyczne w gausach Pole magnetyczne ksgausach

Rys. 3A. Widmo ERP ferroproteidéw otrzymanych z Azotobacter vinelandi (58)
Linia przerywana — ferroproteid zawierajacy 6fFe; Linia ciggla — dFe.
Rys. 3B. Widmo ERP obliczone teoretycznie przy zatozeniu, ze zelazo jest atomem
centralnym kompleksu dajgcego sygnat g = 1,94 (58)
Linia przerywana — ferroproteid zawierajacy b5Fe; Linia ciagta — Fe.

laza trojwartosciowego i po szes¢ elektronéw w pozostatych formach znaj-
duje sie na orbitalu 3s. Orbital ten jest rozszczepiony na pie¢ réwnych
pod wzgledem energetycznym poziomoéw, na ktérych moze znajdowaé
sie tgcznie 10 elektronéw — na kazdym po dwa o przeciwnie skierowa-
nych spinach. Poniewaz na orbitalu 3d atomu zelaza znajduje sie tylko
6 lub 5 elektron6w, nie wszystkie poziomy moga by¢é wypetnione. Mozli-
we rozmieszczenie elektrondw na tym orbitalu przedstawia schematycz-
nie tablica 2.

Stan, w ktérym mozliwie.najwieksza liczba elektronéw ma spiny usta-
wione rownolegle cechuje sie maksymalnym spinem wypadkowym, totez
zelazo w tym stanie wykazuje szczeg6lnie duzy paramagnetyzm (wysoki
stan spinowy). W stanie, w ktorym najwieksza liczba elektronéw ma
spiny ustawione antyréwnolegle (niski stan spinowy) zelazo moze byc¢
nawet diamagnetyczne. Powstawanie sygnatu ERP g = 1,94 nie moze
byé uwarunkowane obecnoscig zelaza dwuwartoSciowego w niskim sta-
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nie spinowym ze wzgledu na jego diamagnetyzm, ani zelaza tréjwar-
tosciowego w wysokim stanie spinowym ze wzgledu na Kkilkakrotnie
wiekszg warto$¢ wspotczynnika rozszczepienia g od obserwowanej w fer-
roproteidach. Z rozwazan teoretycznych wynika, ze rowniez zelazo dwu-

Fe2+ Fe3+
Wysoki stan Niski stan soki stan Niski stan

spinowy spinowy pinowy spinowy
Wypetnienie f t LI
orbitalow 3d

H t+ t HHH bt H tt t
Spin 2 0 21z 1z
sumaryczny
Moment 52-5,5 >0 59 23-2,5
magnetyczny
Sygnat ERP 2 - 6 ~2

9=

Tablica 2. Mozliwe wypetnienia orbitalow elektronowych zelaza dwu- i tréjwarto-
$ciowego

wartosciowe w wysokim stanie spinowym nie moze dawaé sygnatu
g = 1,94, daje go natomiast zelazo trojwartosciowe w niskim stanie spi-
nowym. Natomiast fakty doswiadczalne wykazujg wyraznie, ze omawia-
ne ferroproteidy dajg sygnat ERP g = 1,94 tylko w formie zredukowanej.
Sprzeczno$¢ te rozwigzal dopiero model budowy centrum aktywnego
ferredoksyny zaproponowany przez Brintzingera i wsp. (18),
omawiany w nastepnym rozdziale.

Il. Spos6b powigzania zelaza z biatkiem enzymatycznym

Zelazo tworzy z innymi atomami kompleksy o budowie czworo- lub
o$mioscianu, to znaczy, ze cztery lub sze$s¢ atoméw wchodzacych w skiad
kompleksu jest utozone wokot centralnego atomu zelaza wzdtuz dwdch
lub trzech wzajemnie prostopadtych osi. Rozszczepienie widma ERP na
trzy pasma gx, gy i gz (rysunek 2) wskazuje na czworo$cienng budowe
kompleksu zelaza z biatkiem. Poczgtkowo ugrupowaniami wigzgcymi
wydawaty sie grupy tiolowe cysteiny, bowiem ich zablokowanie przez
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p-chlororteciobenzoesan (p-CMB) powodowato utrate aktywno$ci enzy-
matycznej i uwolnienie zelaza. Zwrdcono jednak uwage, ze we wszyst-
kich enzymach zawierajgcych zelazo zwigzane niehemowo wystepuja
tak zwane labilne grupy tiolowe, ktore w kwasnym Srodowisku ulegajg
odszczepieniu w postaci siarkowodoru z réwnoczesnym odigczeniem
zelaza (14, 29, 30, 32, 49, 65, 71). Stosunek zawarto$ci zelaza zwigzanego
niehemowo do zawartosci labilnych grup tiolowych wynosi wedtug wiek-
szosci autoréw 1:1 (14, 23, 29, 30, 49, 67), chociaz znajdowano stosunek
wyzszy (71) i nizszych (32). Udziat siarki w wigzaniu zelaza z biatkiem
potwierdzito badanie otrzymanych z Azotobacter vinelandii i Pseudomo-
nas putida ferroproteidéw, w ktdrych siarke 3S zastgpiono izotopem 35
drogg hodowli na pozywce zawierajagcej ciezszy izotop. Badania widm
ERP ferroproteiddw zawierajgcych siarke S i 35 (spin jadrowy 3r)
wykazaty catkowita zgodno$é z widmami obliczonymi teoretycznie przy
zatozeniu, ze zelazo tworzy symetryczny kompleks z grupami -SH (21, 27).

Jednak nadal nie byta zrozumiata witasciwos¢ chemiczna labilnych
grup tiolowych, poniewaz nie znano organicznych zwigzkoéw siarki od-
szczepiajacych siarkowod6r w kwasnym S$rodowisku. Wysunieto przeto
przypuszczenie, ze dwa atomy siarki tworzace kompleks z zelazem po-
chodzg od dwdch reszt cysteiny, natomiast dwa — od siarki nieorganicz-
nej (30, 31, 47, 67). Kompleks taki w kwasnym S$rodowisku ulegatby
rozbiciu z uwolnieniem siarkowodoru i rdwnoczesnym oderwaniem ze-
laza. Model budowy centrum aktywnego ferredoksyny przedstawiony na
schemacie zaproponowali Blomstrom i wsp. (14).

Na podstawie badan kompleksu estru metylowego cysteiny z solg
Mohra Bayer i wsp. (4, 53) wysuneli inna hipoteze. Stwierdzili oni, ze
kompleks ten daje widmo ERP podobne do widma biatek zawierajgcych
zelazo niehemowe zwigzane, a uwalnia siarkowodd6r po zakwaszeniu $ro-

Schemat 1. Model budowy ferredoksyny zaproponowany przez Blomstroma
i wsp. (14)
Uzupetniono symbolami aminokwaséw uzywanymi przez Wellnera i Meistera (70)
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dowiska. Autorzy uwazajg, ze kompleks ten moze by¢ traktowany jako
zwigzek modelowy biatek zawierajgcych niehemowo zwigzane zelazo
i przypuszczaja, ze zelazo taczy sie z biatkiem wylacznie za pomoca grup
tiolowych cysteiny. Ich labilno$¢ bytaby uwarunkowana, tak jak w kom-
pleksie metylocysteiny z solg Mohra wytworzeniem kompleksu z zela-
zem. Odszczepienie w kwasnym Srodowisku jednej z czterech grup tiolo-
wych tworzacych kompleks powodowatoby uwolnienie zelaza i tym sa-
mym zapobiegatoby dalszemu odszczepianiu siarkowodoru. Zgodnie z ta
hipotezg podczas odszczepiania labilnych grup tiolowych powinna zacho-
dzi¢ przemiana cysteiny w dehydroalanine. Wymienieni autorzy stwier-
dzili istotnie w hydrolizacie ferredoksyny, z ktorej odszczepili labilne
grupy tiolowe, spadek zawarto$ci cysteiny a przyrost zawartosci dehy-
droalaniny (oznaczanej jako przyrost alaniny w stosunku do kontroli po
redukcji hydrolizatu borowodorkiem sodowym) przy niezmienionych sto-
sunkach innych aminokwasow (4). '

Jednakze Malkin i Rabinowitz (36) nie mogli stwierdzic
zwiekszenia zawartosci dehydroalaniny w hydrolizacie ferredoksyny po
odszczepieniu labilnych grup tiolowych. Wykazali oni, ze apoferredoksy-
na otrzymana w wyniku réwnoczesnego odszczepienia zelaza i labilnych
grup tiolowych daje sie reaktywowac przez dodanie jonow zelazawych,
siarczku sodowego i 2-merkaptoetanoilu (37). Uwazajg oni zatem, ze
doswiadczenie ich przemawia za nieorganicznym pochodzeniem labilnych
grup tiolowych. Wniosek ten bytby jednak o tyle stuszny, gdyby praw-
dziwe byto zatozenie, ze usuniecie siarkowodoru z reszt cysteiny jest

r v

Schemat 2. Model budowy centrum aktywnego enzymoéw oksydoredukcyjnych
zawierajgcych zelazo niehemowo zwigzane, wg’ Brintzingera i wsp. (18).
I i Il —formy utlenione enzymu, Il i IV—formy zredukowane enzymu



389 A. GARDAS [10]

procesem nieodwracalnym, co ostatnio zostato zakwestionowane przez
Gersonde i Druskeita (24).

W Swietle przytoczonych faktow wydaje sie, ze hipoteza Bayera
i wsp. (3, 4, 5 o cysternowym pochodzeniu labilnych grup tiolowych
jest obecnie najbardziej prawdopodobna. Za tga hipotezg przemawiaja
rowniez wyniki doSwiadczen Suzuki i Kimury (65), ktdrzy usi-
tujac .znalezé zwiazek modelowy enzymoéw zawierajgcych niehemowo
zwigzane zelazo, inkubowali albumine surowicza wotu z solg Mohra
w obecnosci merkaptoetanolu. Otrzymali oni kompleks albumina-zelazo,
zawierajacy rownowazne ilosci zelaza i labilnych grup tiolowych, o wid-
mie ERP bardzo zblizonym do widma ferredoksyny. Rysunek 5 przedsta-
wia schematycznie budowe centrum aktywnego omawianych enzymoéow
proponowang przez Brin.tzingera i wsp. (18).

Schemat ten jest zgodny z zatozeniem, ze tylko tréjwartoSciowe zelazo
w niskim stanie spinowym daje sygnat ERP g = 1,94, a wszystkie atomy
siarki tworzace kompleks pochodza z reszt -SH cysteiny. Zaréwno utle-
niona (l) jak i zredukowana forma enzymu (lll) zawierajg trojwartoscio-
we zelazo, przy czym w formie utlenionej w skiad kompleksu wchodzg
dwa atomy Fe3+, natomiast w formie zredukowanej jeden atom Fe3+
i jeden atom Fe24. Kompleksowi utlenionemu mozna przypisaé dwie
nie dajgce sie rozrozni¢ pod wzgledem chemicznym struktury graniczne
Iill, zktorych Il jest diamagnetyczna a w | moze nastepowa¢ wymiana
energii miedzy dwoma niesparowanymi elektronami obu atoméw zela-
za, co powoduje znaczne sptaszczenie pasma absorpcji, uniemozliwiajace
jego wykrycie, lub zanik pasma w widmie ERP. Forma zredukowana ma
rowniez dwie formy graniczne Il i IV, przy czym obie z nich posiadaja
po jednym niesparowanym elektronie i moga dawaé sygnat g = 1,94.
Model ten zgadza sie zaréwno z danymi teoretycznymi, jak réwniez
wyjatkowo' dobrze ttumaczy szereg obserwowanych, a dotad niewyjas-
nionych faktéw doswiadczalnych. Na przykitad zelazo odszczepione od
ferredoksyny i innych metaloproteidow zawiera zawsze 50°0 formy zre-
dukowanej zelaza i 50°/0 formy utlenionej. Badanie widm Mossbauera
utlenionej i zredukowanej formy ferredoksyny otrzymanej z lisci szpi-
naku (55) wykazato, ze tylko jeden atom zelaza jest redukowany podczas
reakcji enzymatycznej, przy czym z dwoma molami zredukowanej ferre-
doksyny reaguje tylko jeden mol NADP+ dajac jeden mol zred. NADP.
Przyczyna tych faktéow staje sie oczywista gdy patrzymy na przedsta-
wiony model budowy centrum aktywnego zredukowanej formy enzymu.

I11. Rola biologiczna

Dzieki spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
stwierdzono, ze zelazo niehemowo zwigzane w enzymach ulega redukcji
w czasie reakcji enzymatycznej. Jednak dla udowodnienia udziatu ze-
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laza w procesie transportu elektrondw, nalezalo zmierzy¢ szybkosé
jego redukcji i wykazac, ze jest ona réwna szybkosci reakcji enzymatycz-
nej. Byto to o tyle trudne, ze sygnal ERP mozna mierzy¢ w bardzo ni-
skich temperaturach, w ktérych reakcje enzymatyczne juz nie zachodza.
Bray (15, 16) opracowat taka technike szybkiego mieszania enzymu
z substratem i nastepnie zamrazania mieszaniny reakcyjnej, ze czas, jaki
uptywa od momentu dodania substratu do catkowitego przerwania reak-
cji enzymatycznej przez zamrozenie, jest kilkakrotnie krotszy niz jeden
cykl badanej reakcji. Zastosowanie tej techniki pozwala na pomiar widma
ERP po uptywie 10 milisekund od chwili dodania substratu. Zatem gdy
czas reakcji enzymatycznej wynosi okoto 100 milisekund, mozna prze-
prowadzi¢ badanie kinetyki redukcji kompleksu zelazo-grupy tiolowe.
Badania takie wykazalty zgodno$¢ szybkosci reakcji enzymatycznej
z szybkos$cig powstawania sygnatu ERP g = 194, czyli szybkoscig re-
dukcji kompleksu zelazo-grupy tiolowe, dla oksydazy ksantyny (17, 45)
dehydrogenazy kwasu orotowego (1) i czastek mitoehondrialnych (7, 11).

Dla dehydrogenazy zred. NAD nie mozna byto przeprowadzié¢ odpo-
wiednich doswiadczen z powodu krotszego niz 10 milisekund cyklu reak-
cji. Dlatego tez Beinert i wsp. (12) zastosowali jako substrat zred.
NADP, dla ktérego czas jednego cyklu reakcji jest okoto stukrotnie wiek-
szy. Otrzymane wyniki wykazaty catkowitg zgodnos$¢ szybkosci redukcji
flawiny z szybkoscig powstawania sygnatu ERP g = 1,94. Z obliczen
iloSci zelaza z intensywnos$ci pasma absorbeji w widmie ERP wynikato
jednak, ze ilo$¢ zelaza dajgcego sygnat g = 1,94 stanowi itylko okoto 10%
ogblnej zawarto$ci zelaza dehydrogenazy zred. NAD. Obliczenia te s3
jednak obarczone znacznym biedem. Ponadto natywno$¢ otrzymywa-
nych obecnie dehydrogenaz zred. NAD jest sprawg sporng. Zawartos$¢
zelaza zwigzanego niehemowo jest jednak w tancuchu oddechowym tak
duza (na przyktad 24 atomy zelaza na' mol flawiny w kompleksie 1), ze
wydaje sie mozliwy jego udziat w innych procesach poza transportem
elektronow (48). Réwniez w innych enzymach oksydoredukcyjnych za-
wierajagcych zelazo niehemowo zwigzane, na przyktad w ferredoksynie
(22, 57), nie mozna wykluczy¢ udziatu zelaza w zapewnieniu odpowied-
niej konformacji lub w wigzaniu substratu. Jednakze udziat zelaza niehe-
mowego w przenoszeniu elektronéw nie ulega dzisiaj najmniejszej
watpliwosci, a kompleks zelazo-grupy tiolowe stanowi nowg grupe pro-
stetyczng enzymdw oksydoredukcyjnych.
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JOLANTA SKANGIEL-KRAMSKA *

Wiasnosci i biologiczna rola izoenzymow

Properties and Biological Function of Isoenzymes

The properties, biological function and genetic control of synthesis of some
isoenzymes are described.

W roku 1950 Meister (43) zaobserwowal, ze w preparatach kry-
stalicznej dehydrogenazy mleczanowej z serca wotu znajdujg sie dwa
sktadniki roznigce sie ruchliwoscig elektroforetyczng. Dwa lata poOzniej
Nielands (44) stwierdzit, ze oba sktadniki majg te samg aktywnos$¢
enzymatyczng. W ten sposéb wykryto, ze enzymy katalizujgce S$cisle
okre$long reakcje w danym organizmie moga byé heterogenne. Zagad-
nienie heterogennosci enzyméw omowita Szumiel w Postepach Bio-
chemii (58).

Dla okres$lenia roznych form molekularnych, w jakich moze wystepo-
waé enzym w obrebie jednego organizmu badZz gatunku, Markert
i Molier (39) zaproponowali nazwe izozymy. Termin izoenzymy
uznano za réwnocenny. Obecnie znanych jest okoto 50 enzymow wyste-
pujacych w postaci izoenzymow. Reprezentujg one niemal wszystkie
klasy enzymoéw: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, izomerazy.
Zjawisko wystepowania izoenzymow obejmuje swym zasiegiem zaréwno
zwierzeta, rosliny jak i mikroorganizmy (14).

I. Budowa izoenzymow

Najlepiej poznano izoenzymy dehydrogenazy mleczanowej. Inten-
sywne badania rozpoczety sie od obserwacji Pfleiderera i Jec-
kela (49), ze dehydrogenaza mleczanowa (LDH) mieé$ni szkieletowych

*Mgr, Zaktad Biochemii, Instytut Biologii DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego
Polska Akademia Nauk, Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétow: LDH — dehydrogenaza mleczanowa, MDH — de-
hydrogenaza jabiczanowa, IDH — dehydrogenaza izocytrynianowa, AChE — esteraza
acetylocholinowa, NHD — nikotynamidohipoksantynowy dwunukleotyd.

5 Postepy Biochemii
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szczura ma odmienne witasnosci kinetyczne od enzymu z mie$nia serco-
wego. Rozdziat elektraforetyczny LDH z tkanek szczura, krdlika i czto-
wieka wykazat obecno$é pieciu aktywnych form tego enzymu (61). Izo-
enzym o najwiekszej ruchliwosci w kierunku anody oznaczono jako
izoenzym— 1, a o najmniejszej ruchliwos$ci jako izoenzym— 5. Stwier-
dzono, ze aktywnos$¢ enzymatyczng LDH w mie$niu sercowym warunkuje
przede wszystkim izoenzym— 1, natomiast w mies$niach szkieletowych
izoenzym — 5.

Wraz ze wzrostem ruchliwosci elektroforetycznej izoenzymy LDH
wykazujg stopniowe zmiany szeregu witasnosci, miedzy innymi wrazli-
wosci na dziatanie inhibitoréw, stabilnosci w podwyzszonej temperatu-
rze, powinowactwa do substratu (tablica 1) (62).

Tablica 1
Poréwnanie wiasnosci izoenzyméw LDH ssakéw (wg 62)
1zoenzym

Badana wiasciwos¢
LDH-5 LDH-4 LDH-3 LDH-g LDH-1

Hamowanie siarczkiem (%) 31—37 42—48 47—53 62—78 69—75
Potokres denaturacji w

50°C (min) 3 10 40 100 00
Optymalne stezenie piro-
gronianu (M) 12x10-3 e * 0.5X10-3

Wozrost szybkosci reakcji
przy podniesieniu tempe-
ratury o 10°C 2 > 21

Gradacja witasnosci izoenzyméw LDH ujawnia sie rowniez w przy-
padku gdy zamiast NAD stosuje sie jego analogi (13). Pomiary aktyw-
nosci izoenzymoéw dehydrogenazy mleczanowej przy uzyciu jako koen-
zymu dwunukleotydu nikotynamidohipoksantynowego (zred. NDH)
wskazujg, ze poszczegllne izoenzymy w roéznym stopniu wykorzystujg
analogi naturalnego koenzymu (tablica 2).

Z testdbw immunologicznych wynika, ze LDH-1 i LDH-5 sg roznymi
biatkami. Plagelmann i wsp. (52), uzywajac przeciwciat dziatajg-
cych na typ mieSniowy LDH krdlika, stwierdzili, ze przeciwciata te pre-
cypitujg izoenzym — 2, 3, 4 i oczywiscie 5. Przeciwciata dziatlajace na
LDH-1, reagowaly rowniez z LDH-4, 3, 2. Podobne wyniki uzyskano
takze na innym materiale (13, 34, 46, 47). Zjawisko to ttlumaczg wyniki
prac Appetli i Markerta (2) oraz Cahna i wsp. (13). Autorzy
ci stosujac 12M mocznik, wzglednie 5M chlorowodorek guanidyny z do-
datkiem merkaptoetanolu otrzymali cztery nieaktywne polipeptydy. Za-
obserwowane roznice ruchliwos$ci elektroforetycznej Swiadczyty, ze uzy-
skuje sie dwojakiego rodzaju podjednostki. lzoenzym — 1 zawiera tylko



[3] IZOENZYMY 387

jeden rodzaj podjednostek,. ktére oznaczono jako H (ang. heart), ponie-
waz izoenzym ten przewaza w sercu. Natomiast LDH-5 skfada sie z czte-
rech identycznych podjednostek drugiego rodzaju, ktére oznaczono jako

Tablica 2

Aktywnos¢ izoenzyméw LDH przy zastosowaniu jako koenzymu dwunukleotydu nikotynamido
hypoksantynowego (zred. NHD) wzgledem aktywnosci z zred. NAD (wg 13)

Miesien szkieleto-

1zoenzym Serce wotu
wy wotu
LDH-1 2,78 2-50
LDH-2 1-83 1-74
LDH-3 1-23 1-29
LDH-4 070 0-78
LDH-5 0-53 —

Stezenie pirogronianu 3,3 x 10~4M przy stosowaniu zred. NHD i 10 X10~2M przy zred. NAD.

M (ang. muscle). Wymienieni autorzy wysuwajg poglad, ze podjednostki
H i M mogg tgczy¢ sie ze soba, wytwarzajagc aktywne tetrametryczne
hybrydy LDH-2, LDH-3 i LDH-4 o wtasnoS$ciach posrednich (schemat 1).

Schemat 1. Tetrameryczna budowa izoenzyméw LDH.
Prostokaty puste —podjednostki H, Prostokaty petne —podjednostki M

Wedlug Jaenickea i Knopfa (30) ciezar czasteczkowy LDH wy-
nosi 142 000, a ciezar czasteczkowy podjednostek okoto 35 000. Podjed-
nostki H i M roznig sie sktadem aminokwasowym (19, 50, 51, 61) (tabli-
ca 3). Za tetrameryczng budowa LDH przemawiajg rowniez i inne dane:
jeden mol enzymu wigze w przyblizeniu cztery mole NAD (59), a w ro-
dzimym enzymie znaleziono cztery wolne grupy -SH (16).

Pieknego potwierdzenia tetramerycznej budowy izoenzyméw LDH
dostarczyty dosSwiadczenia Markerta (36). Dziatanie IM NaCl oraz
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zamrazanie oczyszczonych izoenzyméw LDH, pochodzgcych z r6znych
tkanek wolu, powoduje rozpad na monomery. Przy rozmrazaniu zacho-
dzi ponowne potgczenie monomerow z wytworzeniem aktywnych tetra-
meréw. Gdy zmieszano jednakowe ilosci izoenzym6éw LDH-1 i LDH-5
i poddano je powyzszej procedurze otrzymano pie¢ izoenzymow (rysunek
1). lzoenzymy te wystepowaty w stosunkach 1:4:6:4:1 Proporcje te

Tablica 3

Poréwnanie sktada aminokwasowego izoenzyméw LDH z miesni wotu (wg 36)

Liczba reszt aminokwasowych na
czasteczke enzymu¥)

Aminokwas

LDH-1 LDH-5
Lizyna 94 95
Histydyna 25 34
Arginina 34 52
Kwas asparaginowy 123 104 j
Treonina 56 62 /
Seryna 92 61
Kwas glutaminowy 124 135
Prolina 42 63
Glicyna 91 100
Alanina 72 122
Walina 135 82
Metionina 32 20
I1zoleucyna 86 73
Leucyna 130 118
Tyrozyna 26 35
Fenyloalknina 19 26

*) Przyjeto, ze ciezar czasteczkowy enzymu wynosi 135 O0Q a kazdy izoenzym zawiera 12 reszt cysteiny i 30 reszt try-
ptofanu

Swiadczg o losowym taczeniu sie podjednostek w aktywne tetramery.
Podobne stosunki znaleziono rowniez w warunkach naturalnych na przy-
ktad w mézgu ludzkim (56).

W niektorych przypadkach nie udato sie wykazaé¢ zadnych réznic
miedzy izoenzymami poza odmienng ruchliwo$cig w polu elektrycznym.
Jako przyktad moga stuzyé formy mitochondrialnej dehydrogenazy jabt-
czanowej (MDH) kurczecia uzyskiwanej w wyniku rozdziatu elektrofo-

retycznego czystego enzymu. Killo i wsp. (32) przypuszczajg, ze
poszczeg6lne formy réznig sie od siebie tylko konformacjg i dlatego
nazwali je konformerami. Jednakze Schechter i Epstein (53

wykazali, ze odwracalna denaturacja takich izoenzyméw w 6M chloro-
wodorku guanidyny nie wywotuje zmian w rozmieszczaniu sie izoenzy-
mow podczas elektroforezy. Wynik ten sugeruje, ze przyczyng réznej
ruchliwosci jest nie tylko konformacja, lecz i jakie$ inne czynniki.
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Il. Rola izoenzyméw w kontroli metabolizmu wewnatrzkomdérkowego

Odmienne witasnosci kinetyczne poszczegdlnych izoenzymoéw w pota-
czeniu z danymi o ich rozmieszczeniu w réznych tkankach sugeruja, ze
charakterystyczny sktad izoenzymatyczny jest zwigzany z funkcjg tkan-
ki (37, 38). Roznice w stopniu hamowania LDH-1 i LDH-5 przez piro-
gronian staty sie podstawag wysunietej przez grupe Kaptana koncep-
cji o fizjologicznej roli tych dwéch podstawowych izoenzymow (13).

a b ¢

Rys. 1. Obraz rozdziatu elektroforetycznego trzech preparatow LDH, uzyskany
przez Markerta (wg 36)

a— LDH-5; b —mieszanina utworzona po zmieszaniu jednakowych ilosci LDH-1 i LDH-5;
¢ —LDH-1; 0—linia startu.

K

LDH-1 hamowana jest przez stezenie 10-2M pirogronianu (13, 40, 52),
natomiast LDH-5 jest mniej wrazliwa na wzrost stezenia tego substratu
(rysunek 2).

Forma LDH-1 wystepuje w sercu, gdzie jest state zapotrzebowanie na
energie. Ciggto$¢ dostawy energii zapewniona jest przez utlenianie piro-
gronianu w cyklu kwasow tréjkarboksylowych. Hamowanie aktywnosci
LDH-1 przez substrat w stezeniu 10~2M sprzyja catkowitemu utlenieniu
pirogronianu. LDH-5 stanowi gtéwny sktadnik LDH w migs$niach szkie-
letowych, w ktorych wystepujg okresy wzglednego niedotlenienia. Do-
datkowa energia potrzebna do skurczu miesnia dostarczana jest dzigki
glikolizie. W procesie tym wytwarzaja sie znaczne ilosci pirogronianu,
ktéry nastepnie redukowany jest do mleczanu. Mleczan przenika do
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krwiobiegu, gdzie jest dalej metabolizowany. W ten sposob fizjologicz-
ne wiasnosci serca i miesni szkieletowych znajdujg swdj wyraz we wia-
sno$ciach odpowiadajgcych im izoenzyméw.

Dalsze prace potwierdzity hipoteze, ze forma ztozona z czterech pod-
jednostek H przystosowana jest do dziatania w warunkach tlenowych,
natomiast forma LDH-5 nie jest $cisle uzalezniona od dostawy tlenu.
Poréwnanie izoenzymow miesni piersiowych sporadycznie i krétko fru-
wajacych ptakéw (kura, gtuszec) i ptakow fruwajacych czesto i diugo
(kolibry, burzyki) wykazato u tych ostatnich przewage podjednostek
typu H (64). Z danych Bonavity (9 o rozmieszczeniu izoenzymow
dehydrogenazy mleczanowej w tkance nerwowej wynika, Zze wiecej
LDH-1 jest w mdzgu niz w obwodowym uktadzie nerwowym. Jak wia-
domo mozg jest tkankg szczeg6lnie wrazliwg na niedotlenienie. Ten sam

Stezenie pinogronianu (*10 4M)

Rys. 2. Wplyw stezenia pirogronianu sodu na aktywno$¢ LDH-1 i LDH-5 (wg 13)
Kotka petne LDH-5, kétka puste LDH-1

autor wigze zwiekszanie sie iloSci podjednostek H w nerwach obwodo-
wych zwierzecia po przejsciu do zycia pozaptodowego ze zmiang stopnia
dotlenienia organizmu (10).

Fritz (22) wykazal, ze izoenzym LDH-5 z mieéni szkieletowych
krolika jest aktywowany przez metabolity cyklu kwasoéw tréjkarboksy-
lowych. Po dodaniu jednego z tych aktywatoréw krzywa nasycenia pi-
rogronianem zmienia ksztatt z sigmoidalnej na hiperboliczng. Ogrzewanie
LDH-5 przez 3 minuty w temperaturze 40°C znosi ten efekt. 1zoenzym —
1 nie wykazuje tych witasnosci.

Z uzyskanych danych wynika, ze LDH-5 jest enzymem allosterycz-
nym. Autor sadzi, ze aktywacja tego izoenzymu przez metabolity cyklu
Krebsa moze by¢ czynnikiem wptywajagcym na gromadzenie sie mleczanu
w miesniach przy niedoborze tlenu.

Réwniez zmiany w skiadzie izoenzymatycznym LDH podczas snu
zimowego u susta sugerujg, ze wzrost ilosci podjednostek M podczas
hibernacji jest zwigzany z adaptacyjnymi zmianami metabolicznymi (12).

Najdoktadniej przebadane obok izoenzyméw dehydrogenazy mlecza-
nowej sa rézne formy esteraz (7, 27, 63). Rola wiekszosci poznanych izo-
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enzymoéw esteraz w metabolizmie nie jest catkowicie wyjasniona, nie-
znane sg roéwniez ich naturalne substraty. Z tego wzgledu stosowanie
terminu izoenzym w tych przypadkach budzi watpliwosci (3).

SzczegoOlne miejsce wsréd esteraz zajmuje esteraza acetylocholinowa
(AChE), enzym o wyraznej specyficznosci substratowej. Bernsohn
i Barron (6) wykazali obecnos$é¢ trzech izoenzyméw AChE w mozgu
ssakdbw. Maynard (42) zaobserwowata wybiorczy wpltyw Tritonu
X-100 na aktywno$¢ izoenzymu o najmniejszej ruchliwos$ci w kierunku
anody. Niemierko i Lubinska (45), na podstawie zachowania
sie AChE w nerwach obwodowych po ich przecieciu, sugerujg obecnos¢
dwéch form tej esterazy, powigzanych z rédznymi strukturami aksonu.

Wystepowanie réznych izoenzyméw w obrebie jednej komorki moze
wigzaé sie z rolg poszczeg6lnych organelli. Dehydrogenaza jabtczanowa
wystepujgca w mitochondriach ma odmienne witasnosci od formy znajdu-
jacej sie we frakcji rozpuszczalnej. Nasuneto to przypuszczenie, ze en-
zym mitochondrialny, ktéry hamowany jest przez szczawiooctan, pro-
wadzi reakcje w kierunku utleniania jabtczanu i redukcji NAD, a dehy-
drogenaza jabtczanowa rozpuszczalna bierze udziat w redukcji szczawio-
octanu (31) (schemat 2). Rola tych dwéch form dehydrogenazy jabicza-
nowej uwypukla sie w zestawieniu z faktem ograniczonej przepuszczal-
nosci bton mitochondrialnych dla jabtczanu (24).

Schemat 2. Dziatanie mitochondrialnej i rozpuszczalnej dehydrogenazy jabiczanowej
(wg 31)

A —przestrzen pozamitochondrialna, B —mitochondrium

Wiasnos$ci  kinetyczne dwoch form transaminazy glutaminian:piro-
gronian (alaninowej) (65) oraz dwdéch izoenzyméw transaminazy glutami-
nian:szczawiooctan, (asparaginianowej) (11, 41) wskazujg, ze formy
wystepujgce w mitochondriach katalizujg reakcje tworzenia sie keto-
kwasow z odpowiednich aminokwasow, natomiast wystepujace w cyto-
plazmie reakcje odwrotng — powstawania aminokwasow z odpowiednich
ketokwaséw. Moze najwyrazniejszym przyktadem kontroli metabolicz-
nej, sprawowanej przez izoenzymy, jest opisana przez Stadtmana
i wsp. (57) regulacja metabolizmu asparaginianu u E.coli. Asparaginian
jest prekursorem trzech aminokwaséw: izoleucyny, treoniny i metioniny
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(schemat 3). Mechanizmem regulujacym biosynteze tych aminokwaséw
jest sprzezenie zwrotne. Hamowaniu syntezy dwdch z tych aminokwa-
sOw przez nadmiar trzeciego zapobiega obecnos¢ trzech réznych izoenzy-
moéw kinazy asparaginianowej, z ktorych kazdy hamowany jest przez
nadmiar innego aminokwasu (48, 57).

Asparaginian
i
4-{osfo-asparaginian
4, zred. NADP
Aspartylo-P-semialdehyd
4, > -» -m Lizyna
4. zred. NADP
Metionina < - 4 - 4 - Homoseryna -> -> Treonina

Schemat 3. Drogi biosyntezy lizyny, metioniny i treoniny z asparaginanu

I1l. Genetyczna kontrola syntezy izoenzymow

Wystepowanie w obrebie jednego gatunku zwierzat enzyméw w roz-
nych formach molekularnych spowodowato konieczno$¢ zrewidowania
pogladu, ze jeden gen kieruje syntezg jednego enzymu. Stosujgc metode
tzw. zymogramow — wykrywania aktywnos$ci enzymatycznej bezposred-
nio na podtozu elektroforetycznym (28) — udato sie uzyskaé szereg do-
wodoéw na wielogenowa kontrole syntezy jednego enzymu. Shaw
i Barto (55), badajgc zmiany w obrazie elektroforetycznym LDH réz-
nych genetycznych odmian myszy, zaobserwowali, ze zmianie ulega poli-
peptyd H. Cztery sposréd pieciu izoenzymow miaty zmieniong ruchli-
wos¢ w poréwnaniu z odmiang dzikg, przy niezmienionej ruchliwosci
podjednostki LDH-5. Stwierdzono réwniez, ze podczas elektroforezy LDH
z osobnikéw heterozygotycznych pod wzgledem alleli, kierujacych syn-
tezg LDH, ujawniaty sie dodatkowe pasma obok pasm wystepujacych na
obrazie elektroforetycznym LDH rodzicow. Pasma te odpowiadaty kom-
binacjom normalnych i zmienionych polipeptydéw. Forma LDH-1 wy-
stepowata w postaci pieciu pasm, podczas gdy LDH-5 jako jedno pasmo.
Wskazuje to, ze synteza podjednostek H i M jest kontrolowana przez dwa
rézne geny.

Ciekawych danych dostarczyli Zinkham i wsp. (66, 67). Wykryli
oni, ze LDH z jader ptakéw i cztowieka wykazuje obecno$é jeszcze jed-
nej formy molekularnej — LDH-X, o ruchliwosci posredniej miedzy
LDH-3 a LDH-4. Dysocjacja i reasocjacja wykazaty, ze forma LDH-X
ztozona jest z czterech identycznych monomerdéw réznych od H i M. Au-
torzy wnioskujg zatem, ze synteza podjednostek X znajduje sie pod kon-
trolg oddzielnego locus genowego.

Markert (38 przypuszcza, ze we wczesnych stadiach ewolucji
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jeden gen warunkowat synteze jednego tancucha polipeptydowego. Po-
lipeptyd taki mégt taczy¢ sie z podobnymi taficuchami tworzac polimery.
Duplikacja genu, wywotana na przyktad przez niehomologiczny cros-
sing-over, nie zmieniata powstajgcych polimerow. Jesli jednak zaszia
mutacja jednego z dwoch gendw, zaczynatly pojawiaé sie dwa rozne po-
lipeptydy, ktére w wyniku polimeryzacji dawaty rdzne izoenzymy. Ta
hipoteza odnosi sie rowniez do genéw, kontrolujagcych synteze hemoglo-
biny (29) oraz innych biatek ztoZzonych.

Jednakze niektére fakty Swiadcza o kontroli syntezy izoenzymow
niektorych enzymow przez jeden gen. Je$li bowiem mutacja powoduje
zmiane ruchliwosci elektroforetycznej wszystkich uzyskanych przy roz-
dziale form badanego enzymu, to przynajmniej cze$¢ czasteczki kazdego
z izoenzymoOw musi sie znajdowaé pod kontrolg tego samego genu.
U E.coli na przyktad pojedyncza mutacja powoduje zmiane ruchliwosci
wszystkich form fosfatazy alkalicznej, co sugeruje, ze ich synteza znaj-
duje sie pod kontrolg jednego genu (4). Doswiadczenia genetyczne wy-
kazaty, ze rowniez produkcja réznych form esteraz u szczepu 1 Tetrahy-
mena pyrijormis kontrolowana jest przez ten sam gen (1).

Liczne dane $wiadczg o podjednostkowej strukturze innych izoen-
zymow. Wiegkszosci dowodéw na podjednostkowa budowe izoenzyméw
dostarczyty badania genetyczne (54). Na przyktad myszy heterozygotyczne
dla alleli kontrolujgcych synteze dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH),
zaleznej od NADP, wykazujg obecno$¢ trzech form rozpuszczalnych tego
enzymu. Formy te pojawiajg sie w proporcji 1:2:1. Homozygotyczne
myszy rodzicielskie majg tylko jedng forme rozpuszczalnej IDH. Mozna
zatem sadzi¢, ze rozpuszczalne izoenzymy dehydrogenazy izocytryniano-
wej zaleznej od NADP sg ztozone z dwdch podjednostek tgczacych sie
w sposéb przypadkowy z wytworzeniem trzech réznych czasteczek AA,
AA', A'A' (26).

IV. Zmiany skiadu izoenzymatycznego tkanek podczas rozwoju

Zmiany skiladu izoenzymatycznego tkanek zaobserwowano podczas
rozwoju zwierzat i roslin sg niewgatpliwie zwigzane z réznicowaniem sie
komorek. Jednakze interpretacja wynikdw jest bardzo trudna.

Ciekawg prébe powigzania zmian w skiadzie izoenzymoéw z pojawia-
niem sie nowych elementéw strukturalnych dali Eppenberger
i wsp. (17). Poréwnali oni wzrost aktywnosci izoenzymu fosfotransferazy
kreatynowej (2.7.3.2) typu mieSniowego w czasie rozwoju kurczat ze wzro-
stem ilosci fosfokreatyny oraz struktur zawierajacych aktomiozyne. Oka-
zato sie, ze wszystkie te procesy przebiegajg réwnolegle.

Barber i Stewart (5 prébujg wigza¢ zmiany spektrum izo-
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enzymatycznego dehydrogenazy jabiczanowej tulipana z powstawaniem
narzgdow wegetatywnych i kwiatowych.

Francesconi i Viiee (21), badajagc izoenzymy dehydrogenazy
jabtczanowej w zarodkach Arbacia, wykazali pojawianie sie dodatkowych
form enzymu w 45 minut po zaptodnieniu. Aktywno$¢ tych form
wzrasta intensywnie przez dwie godziny, po czym ustala sie. Autorzy
ttumaczg to zjawisko wzmozong syntezg biatka w tym okresie i zmiana-
mi metabolicznymi towarzyszacymi pierwszemu podziatowi.

Charakterystyczne zmiany sktadu izoenzymatycznego MDH podczas
rozwoju owadéw obserwowat Laufer (33). Najwiecej jednak prac
poswieconych jest zmianom sktadu dehydrogenazy mleczanowej w onto-
genezie réznych zwierzat (18, 34, 40). Na przyktad zarodkowe mies$nie
szkieletowe kurczat zawierajg stosunkowo znaczng ilo$¢ podjednostek
H. Po wykluciu sie pisklat ilos¢ podjednostek M gwattownie wzrasta,
a podjednostek H pozostaje bez zmiany. Zblizong sytuacje mozna obser-
wowa¢ w miesniu gastroenemius podczas rozwoju krélika.

Dodatkowych danych o czynnikach, regulujgcych synteze izoenzy-
mow moga dostarczy¢ rowniez badania nad wptywem rozmaitych para-
metrow na skilad izoenzymatyczny tkanek zarodkowych. Dawson
i wsp. (15) obserwowali, ze w zaptodnionych jajach kurczat inkubowa-
nych w atmosferze zawierajagcej 100% tlenu nastepuje zahamowanie
syntezy podjednostek M LDH w mieé$niach szkieletowych. Z drugiej
strony Lindy i Rajasalmi (35 wykazali, ze pod wptywem obni-
zenia cisnienia czastkowego tlenu do 15°0 wzrasta synteza podjednostek
M w sercu, nerkach i miesniach piersiowych kurczat. Podobna zaleznos¢
sktadu izoenzymatycznego LDH od ci$nienia czgstkowego tlenu obserwo-
wali rowniez Hellung-Larsen i Anderson (25 w hodowli
ludzkich limfocytéw. Niskie cisnienie tlenu pobudza zatem synteze izo-
enzymow, w ktérych przewazaja podjednostki M, bardziej odporne na
niedotlenienie.

U szczuréw przetrzymywanych w niskiej temperaturze zwieksza sie
synteza podjednostek M w sercu w poréwnaniu ze szczurami kontrolny-
mi (8). Jednakze temperatura moze by¢ czynnikiem tylko pos$rednio regu-
lujgcym synteze tych podjednostek. Czynnikiem bezposrednim mogtyby
by¢ na przyktad hormony. Wiadomo bowiem, ze podawanie hormondw
sterydowych wplywa na synteze izoenzyméw LDH w niedojrzatej ma-
cicy kastrowanych szczurow i krolikdw. Obserwowano, ze jeden z tych
hormonéw — estradiol stymuluje w wiekszym stopniu synteze podjed-
nostek M niz podjednostek H. Rownocze$nie podanie obok estradiolu
aktynomycyny znosi pobudzajace dziatanie tego hormonu (23).

Réwniez w stanach patologicznych normalny skiad izoenzymatyczny
ulega zmianom. Pojawianie sie pewnych izoenzymow w surowicy i zmie-
nione spektrum izoenzymatyczne tkanek wykorzystano w diagnostyce
klinicznej (20, 60).
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ALICJA K. DRABIKOWSKA>*

Biosynteza ubichinonu w tkankach zwierzecych

Biosynthesis of Ubiguinone in Animal Tissues

The biosynthetic pathway of ubiguinone is reviewed.

W roku 1955 w pracowni Mortona w Liverpoolu, w ktorej przepro-
wadzono badania nad lipidami w réznych tkankach, wyodrebniono sub-
stancje o wyraznym maksimum absorpcji przy 272 nm (8). Substancja ta
nie ulegata zmydleniu w czasie gotowania z alkoholowym roztworem
tugu. Na podstawie whasnosci nieoczyszczonego preparatu Morton przy-
puszczat, ze jest to zwigzek o strukturze steroli. W roku 1957 Crane
i wsp. (6) otrzymali z lipidbw mitochondrialnych substancje o takim
samym widmie w ultrafiolecie. Widmo w podczerwieni tej substancji
oraz wilasnosci chemiczne wskazywaty, ze ma ona strukture chinonu.
W dwa lata p6Zniej obydwie grupy badaczy ustality, ze substancje te sa
identyczne, a dalsze badania wykazaty, ze jest to 2,3-dwumetoksy-5-me-
tylo-6-dekaprenylo-i,4-benzochinon (wz6r ). Zwigzek ten nazwano ubi-
chinonem (19, 39, 44).

Wystepujace w Swiecie zywym homologi ubichinonu réznig sie nie
tylko ditugoscig tahncucha prenylowego i stopniem nasycenia, ale takze
podstawnikami w pierscieniu. Wystepowanie tych chinonéw oraz rdznice
w ich budowie oméwiono w Postepach Biochemii (7).

Mimo, ze ubichinon pod wzgledem budowy chemicznej podobny jest
do witamin E i K (wzér II, IIl) to jednak nie ma dotagd zadnych danych
wskazujacych na jakiekolwiek ich pokrewienstwo biogenetyczne.

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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11
witamina K

Poziom ubichinonu w tkankach nie zalezy od zawarto$ci tego zwigzku
w podawanym pozywieniu, ani od intensywnos$ci jego biosyntezy przez
mikroflore jelitowg, a ponadto nie mozna zwierzat pozbawi¢ catkowicie
ubichinonu eliminujac go z pokarmu (29). Wydaje sie, ze fakty te wska-
zuja jednoznacznie, ze ubichinon nie jest witaming.

W $lad za wykryciem ubichinonu w tkankach i stwierdzeniem, ze nie
jest on pochodzenia egzogennego, potoczyty sie badania zmierzajgce do
ustalenia drég jego syntezy w organizmach zywych. Do tego celu po-
stuzyty badania z substancjami radioaktywnymi, domniemanymi prekur-
sorami ubichinonu, przeprowadzane in vivo i in vitro.

Punktem wyjscia bylo zatozenie, ze tancuch prenylowy ubichinonu
powstaje z octanu poprzez kwas mewalonowy, natomiast pier$cien benze-
nowy moze pochodzi¢ z cyklicznych prekursoréw dostarczanych orga-
nizmowi z pozywieniem. Wiadomo bowiem bylo na podstawie prac
Beera i wsp. (3), ze organizmy zwierzece nie sa zdolne do syntezy
pierscienia benzenowego de novo z niskoczasteczkowych zwigzkéw, lecz
jedynie, i to w ograniczonym stopniu, moga aromatyzowaé pewne po-
chodne cykloheksanowe oraz pierscien A estrogendw.

I. Biosynteza ubichinonu n vivo

We wszystkich pracowniach zajmujgcych sie wyjasnieniem mecha-
nizmu biosyntezy ubichinonu postugiwano sie podobng metodyka badan.
Zwierzetom, zazwyczaj szczurom, podawano znakowane weglem 14C do-
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mniemane prekursory. Poczgtkowo jako prekursorow ubichinonu uzywano
kwasdw mewalonowego i octowego, ktére, jak przypuszczano, winny
wigcza¢ sie do tancucha bocznego oraz fenyloalaniny i tyrozyny — jako
prekursordw pierScienia benzenowego (11, 17, 26, 28).

Udziat mikroflory bakteryjnej w tych doswiadczeniach wykluczono
przez wyjatawianie jelit zwierzat sulfamidami (34) lub antybiotykami
(27). Ols on i wsp. (28) przeprowadzili takze badania na szczurach,
ktérym usunieto operacyjnie jelita. Zwierzeta po tych zabiegach prze-
zywaly jeszcze kilka godzin. Czas ten byl wystarczajagcy do przeprowa-
dzenia dosSwiadczen z radioaktywnymi prekursorami. W wyniku tych
badarn ustalono, ze ubichinon tkankowy jest produktem biosyntezy, ktéra
zachodzi wytgcznie w tkankach zwierzecych. Wiaczanie sie do Q9 feny-
loalaniny jednolicie znakowanej (-U-14C) oraz octanu (-1-14C), podanych
szczurom dozylnie, byto jeszcze jednym dowodem potwierdzajagcym bio-
synteze tego chinonu w tkankach zwierzecych (28).

W rutynowych badaniach najczesciej $ledzono wbudowywanie sie
prekursorow do ubichinonu w watrobie szczur6w. Dominuje w niej ubi-
chinon o dziewieciu jednostkach izoprenowych (Q9. Stanowi on okoto
80% catej ilosci chinondw; pozostate 20% to ubichinon o dziesieciu jedno-
stkach izoprenowych (Qio) (26, 28). Nizsze homologi wystepujg w ilosciach
$ladowych. Po podaniu szczurom octanu znakowanego 14C w grupie kar-
boksylowej 95%, radioaktywnosci frakcji chinonowej odnajdowano w Q9
(27). W zwiagzku z tym w badaniach rutynowych wyodrebniano tylko Q9
przyjmujac, ze u szczuréw jest to jedyny syntetyzowany homolog chi-
nonowy.

Wyodrebnianie ubichinonu z tkanki przeprowadzano w nastepujacy
sposéb. Po uptywie 1,5—3 godzin od podania radioaktywnego prekursora
zwierzeta zabijano, a ubichinon ekstrahowano eterem etylowym ze zmy-
dlonej tkanki. Ekstrakt oczyszczano wielokrotnie na kolumnie z tlenku
glinu, a nastepnie za pomocg chromatografii bibutowej —az do otrzy-
mania spektralnie i radiochemicznie czystej substancji. W celu zabezpie-
czenia grup chinonowych zredukowang forme ubichinonu acetylowano,
w wyniku czego otrzymywano dwuoctan chinonu (20).

W wiekszosci eksperymentéw oczyszczano takze inne frakcje lipidowe
dla poréwnania ich radioaktywnosci z radioaktywnoscig ubichinonu.
Nalezy wspomnie¢, ze podawany szczurom radioaktywny octan odnajdo-
wano gtéwnie we frakcji sterolowej, a tylko nieznaczng jego cze$¢ we
frakcji chinonowej. Na przykiad po podaniu zwierzeciu dootrzewnowo
100 i*C octanu (-1-14C) radioaktywnos¢ w poszczego6lnych frakcjach elu-
owanych z kolumny mieszaning eteru naftowego i dwuetylowego, kté-
rego stezenie wzrastato od 0—50%, rozmieszczona byta w sposéb podany
na rysunku 1.

Po podaniu szczurom jednolicie znakowanej fenyloalaniny obserwo-
wano podobny jakosSciowo rozklad radioaktywnos$ci w poszczeg6lnych
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frakcjach (rysunek 2). We frakcjach od 1 do 10 znajdowaly sie weglowo-
dory, we frakcjach od 20 do 35 homologi ubichinonu, a we frakcjach
36—55 sterole.

0 20 30 40 50 0 20 30 40 5 . 60
Numer frakcji Numer frakeji
Rys. 1. Rozmieszczenie radioaktywnosci Rys. 2. Rozmieszczenie radioaktywnosci

w

lipidach ekstrahowanych z watroby w lipidach ekstrahowanych z watroby

szczura, ktéoremu podano IOOttC octanu  szczura, ktéremu podano 100 uC fenylo-

(_

1-14C), po chromatografii na tlenku alaniny (-U-14C), po chromatografii na
glinu wg (28) tlenku glinu wg (28)

Podobny rozktad radioaktywnosci otrzymali Gloor i Wiss (12) po
podaniu szczurom mewalonianu (-2-14C) jako prekursora. W przypadku
fenyloalaniny (-U-14C) i octanu (-1-14C) wiaczanie wegla izotopowego
do frakcji weglowodorowej i ubichinonowej jest iloSciowo bardzo zbli-
zone. Radioaktywnos$¢ frakcji sterolowej jest natomiast prawie 3,5 razy
wieksza po podaniu octanu niz fenyloalaniny. Frakcja ubichinonowa
otrzymana po podaniu radioaktywnej fenyloalaniny zawiera znacznie
mniej zanieczyszczen niz frakcja wyodrebniona po podaniu znakowanego
octanu, zawierajgca prenylowe alkohole o réznej dtugosci tancucha, ktore
powstajg z octanu. Stopien zanieczyszczen obrazuje nastepujacy przy-
ktad (28): jezeli ilos¢ impulséw/min/mg substancji znajdujgcych sie
w frakcji chinonowej, jeden raz oczyszczonej na kolumnie, przyjmie sie
za 100, to po szeSciokrotnym oczyszczeniu wynosi ona okoto 12, a po wy-
odrebnieniu ubichinonu w postaci dwuoctanu zaledwie 7.

Stosunek S$redniej wartosci radioaktywnosci wiasciwej ubichinonu
do radioaktywnos$ci wtasciwej cholesterolu wynosi 0,48 po podaniu octanu
(-1-14C) i 4,31 po podaniu fenyloalaniny (-U-14C). Fakt ten wskazuje, ze
fenyloalanina jest dawcag 14C nie tylko dla tancucha prenylowego, lecz
takze pierscienia ubichinonu. W celu ustalenia miejsc w czasteczce ubi-
chinonu, w ktére wilaczajg sie octan, mewalonian lub fenyloalanina, wy-
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osobniony ubichinon po zacetylowaniu (zwigzek 1, schemat 1) poddawano
degradacji za pomocg ozonolizy (4), a w otrzymanych produktach ozna-
czano radioaktywnos$¢.

OAc OAc
0Ac OAc
(1) (2)
ro CH3
+ C-CH2CH2COH + 1 .

COCHj
CH3

®3)
Schemat 1. Ozonoliza ubichinonu wg (35)

() —ubichinon, (2) —kwas 3,6-dwuacetoksy-4,5-dwumetoksy-2-metylo-fenylooctowy, (3)—aldehyd

lewulinowy, (4) —aceton
W wyniku ozonolizy otrzymywano z pierScienia ubichinonu podstawiong
pochodng kwasu fenylooctowego, a z tancucha prenylowego aldehyd
lewulinowy i aceton powstajacy z koncowych wegli tancucha (zwigzki
2, 3 i 4, schemat 1). Analiza tych produktéw wykazata, ze octan nie jest
wbudowywany do pier$cienia ubichinonu, a jedynie do tancucha pre-
nylowego. Natomiast 70—80% radioaktywnosci podanej fenyloalaniny
(-U-14C) odnajdowano w pierscieniu ubichinonu a tylko 20—30% w bocz-
nym #tancuchu. Obecno$¢ wegla 24C w bocznym tancuchu ubichinonu
mozna wyttumaczy¢ degradacjg fenyloalaniny poprzez kwasy homoge-
ntyzynowy i mewalonowy do kwasu octowego, ktory wigcza sie do
tancucha prenylowego ubichinonu. (23).

W celu prze$ledzenia losu bocznych grup fenyloalaniny i tyrozyny
uzyto tych prekursoréw znakowanych na trzecim atomie wegla w faincu-
chu bocznym. Z obu tych substratéw 14C jest wbudowywany do tafAcucha
bocznego ubichinonu, nie wigcza sie natomiast w zadne z miejsc pierscie-
nia. Przypuszcza sie, ze tancuchy boczne obydwu aromatycznych amino-
kwasow sg odszczepiane przy przemianie pier$cienia aminokwaséw w pier-
$cien ubichinonowy i witaczajg sie w przemiany, ktore prowadza do syn-
tezy prenylowego tancucha. Z badan tych wynika, ze pierscien benze-
nowy pochodzi zawsze z pierScienia fenyloalaniny lub tyrozyny, zas
taricuch boczny ubichinonu tworzy sie z octanu oraz bocznych tancuchéw
aromatycznych aminokwaséw, a niekiedy takze z produktéw degradacji
ich pierscienia. W nieznacznym stopniu moze w tym procesie bra¢ udziat
kwas mrowkowy (43). Brak radioaktywnos$ci w pierscieniu benzenowym
ubichinonu po podaniu zwierzetom octanu lub mewalonianu jest dowo-
dem, ze pierScien benzenowy nie moze byé syntetyzowany de novo z ni-
skoczgsteczkowych prekursorow.

6 Postepy Biochemii
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Il. Biosynteza ubichinonu in vitro

Po wielu nieudanych prébach przeprowadzenia biosyntezy ubichinonu
in vitro (18, 33, 41, 42) Gold i Olson (14) oraz Go ld i wsp. (13)
wykazali, ze w odpowiednio dobranych warunkach proces ten zachodzi
z wydajnosciag zblizong do biosyntezy in vivo. Octan (-1-14C), mewalonian
(_2 14C), fenyloalanina (-U-14C) i tyrozyna (-U-14C) sg witaczane do ubichi-
nonu. Uzywajagc mewalonianu stwierdzono, ze in vitro stosunki szybkosci
biosyntezy ubichinonu i cholesterolu cechuje wigksza zmienno$¢ niz in
vivo. O ile in vivo przecietna szybko$é syntezy cholesterolu byta 40 razy
wieksza niz ubichinonu, to in vitro szybkos¢ ta jest do 350 razy wieksza.
Réznice te sg znacznie mniejsze gdy uzywa sie zamiast watroby prepa-
ratdbw innych tkanek (tablica 1). Zmieniony in vitro stosunek szybkosci

Tablica 1
Wiaczanie mewalonianu (-2-14C) do ubichinonu i cholesterolu w skrawkach tkanek szczura
wg (14)
Ubichinon Cholesterol

Tkanka L, Aktywnos¢ Synteza » Aktywnosé Synteza
Zawartosc' wilasciwa imp/min/g ffawalztosli:_ wiasciwa imp/min/g

[xg/g thanki imp/jj.mol tkanki 9/g thanki imp/punol tkanki
Serce 210 1650 456 1,04 1620 1680
Watroba 100 3520 530 2,10 56000 117000
Nerki 80 18200 1944 1,90 13000 24700
Jelita 28 3410 136 1,60 1268 2200

biosyntezy ubichinonu do szybkosci syntezy cholesterolu wskazuje na
istnienie mechanizmu kontrolujgcego w warunkach fizjologicznych. Za-
obserwowano rowniez (14, 24), ze w obecnosSci mewalonianu (-2-14C)
biosynteza cholesterolu zachodzi natychmiast, natomiast biosynteze ubi-
chinonu poprzedza okres spoczynkowy (ang. lag period) (rysunek 3).
Natychmiastowe wigczanie mewalonianu do cholesterolu moze by¢ uwa-
runkowane tym, ze jest to jedyny prekursor cholesterolu. Natomiast
w syntezie ubichinonu biorg udziat takze inne zwiagzki, ktdére musza
by¢ ,Sciggniete”, jak przypuszczajg autorzy, z réznych obszaréw ko-
morki.

I1l. Zwigzki posrednie w biosyntezie ubichinonu

1. Prekursory pierscienia ubichinonu

Wyniki badan przeprowadzanych in vivo i in vitro wskazywaty, ze
do pierScienia ubichinonu poza fenyloalaning i tyrozyng moze by¢ wia-
czany z catkiem dobrg wydajnoscig pierscien kwasu benzoesowego oraz
p-hydroksybenzoesowego (2, 25, 31, 32). Wydaje sie zatem, ze aroma-
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tyczne aminokwasy podlegaja enzymatycznym przemianom prowadzgcym
do kwasu benzoesowego lub p-hydroksybenzoesowego (5a, 16) lub ewentu-
alnie do zwigzkéw mogacych wzig¢ bezposredni udziat w biosyntezie
ubichinonu.

Czas wgodzinach

Rys. 3. Szybkos$¢ wiaczania sie mewalonianu (-2-14C) do ubichinonu i cholesterolu
wg (14)

W badaniach nad przemianami, jakim ulega tyrozyna przed wilacze-
niem sie do czasteczki ubichinonu zastosowano metode rozciefnczen ,,zim-
nym” zwigzkiem posrednim. Jako substratu uzywano tyrozyny (-U-14C),
a jako substancji rozcienczajagcych réznych pochodnych benzenowych. Te
z nich, ktére stanowig zwiazki posrednie w biosyntezie ubichinonu po-
winny zmniejsza¢ lub catkowicie hamowaé¢ wigczanie sie tyrozyny. Oka-
zato sie, ze p-hydroksyfenylopirogronian, kwas p-hydroksycynamonowy,
p-hydroksybenzoesan, benzoesan i jego pochodne podstawione w pozy-
cjach 2, 3i 4 zmniejszajg wiaczanie sie jednolicie znakowanej tyrozyny
do pierScienia ubichinonu (2, 23). Sg one zatem posrednikami w biosynte-
zie pierscienia ubichinonu. Inne substancje nie lezace na gtéwnym szlaku
metabolicznym aromatycznych aminokwaséw mogg by¢ rdwniez wia-
czane do pierScienia ubichinonu. Do nich nalezg alkohol benzoesowy
i p-hydroksybenzoesowy oraz aldehyd benzoesowy i p-hydroksybenzoeso-
wy. Obydwa rodzaje tych zwigzkéw ulegaja prawdopodobnie najpierw
utlenieniu do kwasu benzoesowego lub p-hydroksybenzoesowego, a na-
stepnie wchodzg w tok nomalnych przemian.

Wyniki doswiadczen z fenylomleczanem Ilub p-hydroksyfenylomle-
czanem jako czynnikiem rozcieficzajacym jednolicie znakowang fenylo-
alanine dowodzg, ze tworzenie sie p-hydroksybenzoesanu zachodzi gtéwnie
poprzez hydroksylacje fenyloalaniny do tyrozyny. Z drugiej strony w wy-
niku przemian fenyloalaniny powstaja takze kwas benzoesowy lub alde-
hyd benzoesowy, ktdére mogg takze ulega¢ in vivo hydroksylacji (2).
Wydaje sie, ze obecno$¢ grupy karboksylowej lub karbonylowej przy
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pierscieniu benzenowym sprzyja temu procesowi. Dowodem pozwalaja-
cym na wyciggniecie takich wnioskdw sg dosSwiadczenia Rudneya
i Parsona (37) oraz Parsona i Rudneya (31), ktorzy wy-
kazali, ze szybko$¢ wigczania sie radioaktywnego benzaldehydu do ubi-
chinonu u Rhodospirillum rubrum, Azotobacter vinelandii, drozdzy
i w nerkach szczura jest taka sama jak kwasu benzoesowego. Wskazuje to
na jego $ciste powigzanie ze zwigzkiem stanowigcym bezposredni pre-
kursor pier$cienia benzenowego, prawdopodobnie z kwasem p-hydroksy-
benzoesowym. Poniewaz wegla radioaktywnego grupy karboksylowej ani
karbonylowej nie odnajdowano w zadnym produkcie posrednim, przypusz-
cza sie,ze grupy te zostajg enzymatycznie odszczepione od pierscienia przed
przytagczeniem lub w czasie przytgczania tancucha prenylowego. Droga
wiodaca przez benzoesan moze mieé¢ znaczenie w fenyloketonurii, kiedy
aktywnos$¢ hydroksylazy fenyloalaniny jest znacznie ostabiona (30).

W celu ustalenia, w ktoére miejsce czgsteczki ubichinonu wilacza sie
radioaktywny atom wegla badanych zwiazkéw, ubichinon izolowano
z tkanki, przeprowadzano w pochodng dwuacetylowg i poddawano ozo-
nolizie otrzymujac kwas 3,6-dwuacetoksy-4,5-dwumetoksy-2-metylofeny-
looctowy (schemat 1, zwigzek 2), ktéry degradowano nastepnie w sposob
podany na schemacie 2.

0Ac OH COOH
CH®\J\/C H . CHjo\ I\ CH3 /cI.CH3
stez. HC1 alkalia 0O |
1 i \C G H 2000H
CH3 /4 /\ CHjCooH cn3/y \ GH?2 [
OAo 0 3
& @) @)
4)
B. » 1
4- HOOC-CH3
HOOO
& 2
i - 3
h}/ll—i | | | o ;
821 2 A srodowisko alkaliczne H A -
CHjO /*/* C H jCOOH FC-CHZOOH i
OAc HoOC
bo2
©) HOOC-CHZ2COOH
L_
3)

Schemat 2. Degradacja kwasu 3,6-dwuacetoksy-4,5-dwumetoksy-2-metylofenyloocto-
wego (wzor (1))

(2) — lakton pochodnej kwasu fenylooctowego, (3) —kwas epoksytréjkarboksylowy, (4) —kwas
malonowy, (5) —kwas octowy
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W wyniku tej degradacji otrzymywano dwie czgsteczki C02 kwas
epoksytréjkarboksylowy (zwigzek 3, schemat 2A) oraz kwas malonowy.
Kwas epoksytréjkarboksylowy wykazywat te samg aktywno$é co ubi-
chinon powstaty z kwasu benzoesowego, w ktérym atom wegla w pier-
§cieniu zwigzany z grupg karboksylowg byt radioaktywny. Kwas ma-
lonowy natomiast nie byt radioaktywny. A zatem radioaktywny wegiel
znajdujacy sie w pierscieniu kwasu benzoesowego jest wigczany przez
tkanki do pierscienia ubichinonu w jedno z ugrupowan chinonowych.
Okazato sie rowniez, ze powstajagcy podczas degradacji metodg Kuhna-
-Rotha (schemat 2B) kwas octowy jest nieradioaktywny. Wyniki te $wiad-
czg, ze pierScien benzenowy ubichinonu moze powstawaé ze wszystkich
zwiazkow, ktére ulegajg przemianom do kwasu p-hydroksybenzoesowego;
(schemat 3).

Przemiany prowadzace od kwasu p-hydroksybenzoesowego do ubi-
chinonu musza obejmowaé dekarboksylacje, O- i C-metylacje oraz przy-
taczenie tancucha prenylowego. Wykrycie szeregu prekursorow ubichi-
nonu (9) w ciggu ostatnich kilku lat pozwala uzupetni¢ w dos$¢ znacznym
stopniu schemat biosyntezy ubichinonu na odcinku od kwasu p-hydro-
ksybenzoesowego az do ubichinonu (schemat 3).

2. Przytaczanie tancucha prenylowego

W roku 1966 Olson i Aiyar (24) wyodrebnili ze skrawkow
watroby i nerek szczura lipid, absorbujgcy Swiatto ultrafioletowe, ktéry
podczas chromatografii wykazuje bardziej polarne witasnosci niz 2-deka-
prenylofenol (schemat 3). Ma on prawdopodobnie podstawiong jedng
pozycje w pierscieniu grupg metylowa (wzér IV). Tyrozyna (-U-14C) oraz
kwas p-hydroksybenzoesowy (-U-14C) znakujg ten zwigzek w podobny
spos6b jak ubichinon. Lipid ten podany jako substrat wbudowuje sie

OH
v
rr.etylo-prenylofenol

w ubichinon i w zwigzku z tym przypuszcza sie, ze jest jego naturalnym
prekursorem i ze przytgczenie tanicucha prenylowego do pierScienia ben-
zenowego zachodzi we wczesnej fazie procesu biosyntezy czasteczki ubi-
chinonu (22). Pierwotnie przypuszczano, ze przytgczenie grupy prenylowej
jest ostatnim z etapéw biosyntezy ubichinonu. Poza tym sadzono, ze
grupa prenylowa witgcza sie w miejsce grupy karboksylowej kwasu ben-
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zoesowego (38, 40). Koncepcje te podwazyty negatywne wyniki doswiad-
czen, w ktérych prébowano podstawi¢ grupe prenylowga do czasteczki ubi-
chinonu QO (11). Obecnie uwaza sie, na co wskazuje budowa licznych
wyodrebnionych zwigzkéw posrednich, ktdre sg niekompletnie podsta-
wione, ze kwas p-hydroksybenzoesowy jest alkilowany przez pirofosforan
prenylu do kwasu 3-prenylo-4-hydroksybenzoesowego, ktéry z kolei ulega
dekarboksylacji dajac 2-prenylofenol (schemat 3). Gdyby taricuch pre-
nylowy wiaczat sie w miejsce grupy karboksylowej, wowczas powsta-
watby 4-prenylofenol, co nie jest zgodne z obserwacjami.

3. Przytgczanie grup metylowych i metoksylowych

W roku 1961 Olsen i wsp. (27) stwierdzili, ze grupa metylowa
zwigzana z pier$cieniem benzenowym ubichinonu moze tworzy¢ sie z kwa-
su mréwkowego podobnie jak pozostate grupy metoksylowe. Dawca
grup metoksylowych i metylowych jest prawdopodobnie S-adenozylo-
metionina (25). Bytby to wedilug O 1son a i wsp. (25) pierwszy zaobser-
wowany przypadek bezposredniego dotgczania grupy metylowej do atomu
wegla zwigzku wystepujgcego w tkankach zwierzecych. Ostatnio w pra-
cowni Olsona (5) stwierdzono, ze podany szczurom radioaktywny alde-
hyd mréwkowy wigcza sie do ubichinonu z watroby. Wyizolowany
i oczyszczony ubichinon poddany ozonolizie daje kwas i,4-dwuacetoksy-
-5,6-dwumetoksy-3-metylofenylooctowy (schemat 2, wzdr 1), ktéry wy-
kazuje prawie 80% radioaktywnos$ci wyodrebnianego ubichinonu. Reszta
za$ znajduje sie w produktach rozktadu tafcucha prenylowego. Wyniki
degradacji metodg Kuhna-Rotha lub Zeisela wykazaty, ze radioaktywnos$¢
atomu wegla grupy metylowej stanowi okoto 41%, a grup metoksylowych
59°/o catej radioaktywnos$ci pochodnej fenylowej kwasu octowego (5).
Teoretyczne warto$ci przy zatozeniu, ze wszystkie trzy grupy sg w jedna-
kowy sposéb wigczane do pierScienia wynosityby 33,3% dla grupy me-
tylowej i 66,6% dla grup metoksylowych.

Wydaje sie, ze przytgczanie grupy metylowej przebiega tak samo
rowniez i u Rhodospirillum rubrum. Okazato sie bowiem, ze podobnie
jak u szczuréw radioaktywnos$é grupy metylowej ubichinonu wyodreb-
nionego z tego mikroorganizmu po podaniu do pozywki mréwczanu sta-
nowi 44% catej radioaktywnos$ci ubichinonu (32).

Doswiadczenia z kwasem benzoesowym znakowanym 14C w pierscie-
niu wykazaly, ze grupa metylowa nie przytgcza sie do pierScienia benze-
nowego ubichinonu w miejsce poprzednio zwigzanej z nim grupy karbo-
ksylowej. Produkt degradacji metodg Kuhna-Rotha, kwas octowy, nie
jest bowiem radioaktywny. Jest to w zgodzie z poprzednimi wnioskami
(36), ze wegiel pierscienia benzenowego, z ktdrym zwigzana jest grupa
karboksylowa stanowi jeden z dwdch wegli chinonowych, a grupa me-
tylowa wigcza sie w pozycje orto w stosunku do grupy karboksylowej
kwasu benzoesowego lub p-hydroksybenzoesowego.
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Z R. rubrum po dodaniu do pozywki kwasu benzoesowego lub p-hydro-
ksybenzoesowego otrzymano kilka poliprenylofenoli i benzochinonéw (9,
10, 21), ktére mogg by¢ produktami posrednimi w biosyntezie ubichinonu.
Nalezy do nich 2-dekaprenylo-¢)-metoksy-3-metylo-1,4-benzochinon, 2-de-
kaprenylo-6-metoksy-i,4-benzochinon oraz metylo-dekaprenylobenzochi-
non i metylo-nonaprenylobenzochinon. W dwéch ostatnich zwigzkach da-
jacych charakterystyczne sygnaly w spektroskopie masowym nie usta-
lono pozycji grupy metylowej. Mimo, ze nie wszystkie te zwigzki udato
sie wyodrebni¢ z tkanek zwierzecych, to jednak wydaje sie, ze u zwie-
rzat i Rhodospirillum rubrum drogi biosyntezy ubichinonu sg wspdlne
lub tylko nieznacznie réznigce sie na pewnych odcinkach. Przemawiaja
za tym przede wszystkim dwa fakty: p-hydroksybenzoesan jest prekurso-
rem ubichinonu zaréwno u R. rubrum jak i zwierzat wyzszych, a ubi-
chinon Qi0Owystepuje w obu tych organizmach.

IV. Miejsce syntezy ubichinonu w komorce

Mimo, ze przebieg biosyntezy ubichinonu zostal w ostatnich latach
W znacznym stopniu wyjasniony, to dotychczas niewiele wiadomo o miej-
scu jego syntezy w komdrce.

Joshi i wsp. (15) wykazali, ze podany szczurom radioaktywny
kwas mewalonowy wigcza sie do ubichinonu w watrobie przy czym
najwyzszg radioaktywnos$¢ wykazywat ptyn po odwirowaniu mikrosomow,
mitochondriéw i jader komorkowych z homogenatu sporzadzonego po
jednej godzinie od chwili podania mewalonianu. Po tym czasie ilos¢
ubichinonu w supernatancie zmniejszata sie, a zwiekszata sie jego za-
warto$¢ w pozostatych frakcjach. Wyniki te wskazujg dos¢ wyraznie,
ze W supernatancie zachodza ostatnie etapy biosyntezy ubichinonu.

Phillips i wsp. (35) wykazali, ze ubichinon nie jest syntetyzowany
przez zadng frakcje podkomorkowg uzyta z osobna. Wydajnos$¢ biosyntezy
rowng wyjsciowej w homogenacie watroby szczura otrzymano, kiedy
mitochondria i supernatant lub mikrosomy i supernatant inkubowano
razem.

Ta skromna ilos¢ prac i wynikéw nie moze stanowi¢ podstawy do
wyciggania ogolnych wnioskéw. Zebrane dane zaprzeczaja jednak przy-
puszczeniu, jakoby prenylacja pierscienia, jako jeden z ostatnich etapow
biosyntezy ubichinonu, zachodzita w mitochondriach. Wskazujg natomiast,
ze mitochondria lub mikrosomy sg konieczne we wcze$niejszej fazie pro-
cesu. Wydaje sie jednak, ze na pytanie jakie struktury komoérkowe biorg
udziat w biosyntezie ubichinonu nie szybko otrzymamy odpowiedz.
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WIESLAW H. TRZECIAK *

Enzymatyczna aktywacja kwasow ttuszczowych

Enzymie Fatty Acid Activation

Enzymie fatty acid activation is reviewed.

W Srodowisku O pH zblizonym do panujagcego w tkankach kwasy
tluszczowe wystepujag prawie wytgcznie w postaci ujemnie natadowanych
reszt kwasowych, nie ulegajacych reakcji podstawienia ugrupowaniami
nukleofilowymi. Aktywacja kwasow ttuszczowych polega na przeksztat-
ceniu reszty kwasowej w pochodng reaktywng, zwykle kosztem energii
wigzania nukleozydotrdjfosforanu. Wyrédznia sie bezposrednia i posredniag
aktywacje kwaséw ttuszczowych (30).

Bezposrednia aktywacja polega na przeksztatceniu reszty kwasowej
w takg pochodng, ktéra nie wykazuje ujemnego tadunku ani rezonansu
wiasciwego wolnej grupie karboksylowej. Reakcja przebiega wediug na-
stepujgcego schematu:

0] 0]

| Il 1
R_c—0O- -AB »" R—C—O—A+B-

gdzie A—B jest donatorem energii. W reakcji tego typu oba atomy
tlenu pochodzace z grupy karboksylowej pozostaja w jednym z pro-
duktow reakcji, co stwierdzono uzywajac zwigzku znakowanego' 180.
Jedynymi tego rodzaju reakcjami, prowadzacymi do powstania znacz-
nych ilosci ,aktywnych” kwaséw tluszczowych, sg reakcje katalizowane
przez fosfotransferazy (EC. 2.7.2.). Aktywna grupa fosforanowa — zwykle
z ATP — zostaje przeniesiona bezposrednio na reszte kwasu tluszczowego.
Produktem reakcji sg acylofosforany. Do najlepiej poznanych enzymow
katalizujacych reakcje bezposredniej aktywacji kwaséw tluszczowych
nalezg kinaza octanowa (EC. 2.7.2.1.), przenoszaca reszte fosforanowgq
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z ATP na octan (41) oraz kinaza maslanowa, katalizujaca przeniesienie
reszty fosforanowej z ATP na kwasy tluszczowe o tancuchu zawierajgcym
2 do 10 atomow wegla (64). Acylofosforany moga takze by¢ zrddiem
innych ,,aktywnych” postaci kwasow ttuszczowych. W reakcjach kata-
lizowanych przez fosfotransacylaze (EC. 2.3.1.8.) acyl z acylofosforanu
moze zosta¢ przeniesiony na CoA. Produktem reakcji sg acylotioestry
koenzymu A.

Posrednia aktywacja kwasow ttuszczowych polega na przeksztatceniu
reszty kwasowej w rodnik acylowy przez wymiane jednego atomu tlenu
w grupie karboksylowej na atom siarki. Oprocz donatora energii (A-B)
w reakcji tej bierze udziat akceptor acylu (D-H):

O 0
I I
R—C—O- +A—B+D—H ~ R—C—D- +A—OH+ B~

W reakcji 2 zachodzi wymiana izotopowego tlenu IsO grupy karboksy-
lowej miedzy akceptorem acylu a donatorem energii (10). Reakcji to-
warzyszy roztozenie donatora energii — nukleozydotréjfosforanu (z re-
guty ATP) na nukleozydomonofosforan i nieorganiczny pirofosforan
(5, 6, 28, 31, 35). W ten sposéb aktywowane sg octan (5, 6, 28, 31, 35, 69),
kwasy ttuszczowe o $redniej dtugosci tancucha (28, 31, 44) i o diugim
tancuchu acylowym (38, 45, 57). Opisano takze reakcje aktywacji kwa-
sow ttuszczowych o tancuchu $redniej diugosci (53) i o dtugim tancuchu
acylowym (24, 25, 55), ktérym towarzyszyt rozpad GTP na GDP i nie-
organiczny ortofosforan. Wskazuje to na istnienie co najmniej dwdch
drog posredniej aktywacji kwasow tluszczowych. Akceptorem acylu
w reakcji posredniej aktywacji kwasOw ttuszczowych jest koenzym A,
a produktami reakcji sg acylotioestry CoA.

I. Mechanizm reakcji aktywacji kwaséw ttuszczowych

Jako uktad modelowy dla $ledzenia mechanizmu aktywacji kwasow
thuszczowych postuzyt uktad aktywujgcy octan. Okazato sie, ze reakcja
katalizowana przez oczyszczong syntetaze acetylo-CoA z drozdzy prze-
biega w dwdch etapach (5, 6).

W pierwszym etapie, w obecnosci jonéw magnezu, reszta kwasu ttusz-
czowego reaguje z ATP. Produktami reakcji sg: zwigzany z enzymem,
mieszany bezwodnik kwasu tluszczowego i nukleozydomonofosforanu
(adenylan acylowy) oraz nieorganiczny pirofosforan (reakcja 3a). W dru-
gim etapie w obecnosci kationdw jednowartosciowych adenylan reaguje
z koenzymem A i tworzg sie acylo-CoA (,,aktywny” acyl) i adenozy-
nomonofosforan (reakcja 3b). Berg (5 6) przedstawit przekonywajgce
dowody przemawiajace za udziatem acetylo-AMP w reakcji aktywacji
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octanu. Wykazat on, ze acetyloadenylan moze by¢é donatorem acetylu
dla CoA lub adenylu dla pirofosforanu. Ta ostatnia reakcja zachodzi
wytgcznie w obecnosci jondw magnezu. Przy wspotudziale hydroksyla-
miny jako akceptora acetylu syntetaza acetylo-CoA Kkatalizuje reakcje,
w ktérej w obecnosci jondw magnezu z octanu i ATP powstaja kwas
acetylohydroksamowy, AMP i PP;. Reakcja moze przebiega¢ bez udziatu

Mg
[\
0O 0O o o o o o
I | | I I
R—C—0O- +P —O—P—0—P—0- » R—C—0O—P—0O- +PPj 3a
| ] Il |
Adenozyna—O (0] (0] Adenozyna—O
(¢} (e} O (0]
] I I Il
R—C—O—P—CI' +Co ASH » R—C ~ SCoA+ “O—P—O- 3b
I |
Adenozyna—O Adenozyna—O
0] (0]

sumarycznie: R—@'—B +ATP+CoASH’\R—é—O ~S —CoA+AMP+PP} 3

CoA. Dowiedziono ponadto, ze radioaktywny pirofosforan w obecnosci
octanu i jonébw magnezu wymienia pietno izotopowe z ATP (5 6, 23)
oraz, ze whudowanie do ATP znakowanego AMP wymaga octanu i CoA
(5, 6). Pietno izotopowe octanu odnajdowano w acetylo-CoA po inkubacji
w obecnosci PP;, AMP i syntetazy acetylo-CoA. Znakowany octan nie
wigczat sie w tych warunkach do acetylo-AMP (5, 6).

Aktywacja kwaséw ttuszczowych o tancuchach S$redniej dtugosci
i o dtugim tancuchu acylowym przebiega analogicznie do aktywacji octa-
nu (31, 67).

Badajgc reakcje acetyloadenylanu z imidazolem Jen cks wykazat,
ze energia swobodna hydrolizy wolnego acetylo-AMP, mierzona w pH 7,
jest co najmniej rowna energii uwalniajgcej sie podczas hydrolizy ace-
tyloimidazolu (28). Poniewaz energia swobodna hydrolizy acetyloimida-
zolu wynosi okoto 13300 kal/mol, a energia uwalniajagca sie w czasie
rozktadu ATP na AMP i PPj zaledwie 7600 kal/mol (32), bariera energe-
tyczna, ktérej przekroczenie jest konieczne do utworzenia wolnego ace-
tyloadenylanu, jest wysoka. Wolne acetyloadenylany nie gromadzg sie
w przebiegu reakcji i trudno je wykry¢ nawet stosujgc czute techniki
izotopowe. Nie decyduje o tym wytgcznie wspomniana wysoka bariera
energetyczna, lecz takze pewna ,modyfikacja” struktury tego zwigzku
spowodowana przypuszczalnie jego zwigzaniem z biatkiem enzymatycz-
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nym (30). Dane doswiadczalne wskazuja, ze bariera energetyczna dy-
socjacji zwigzanego acyloadenylanu znacznie przewyzsza wydatek energii
potrzebny do potaczenia wolnego acyloadenylanu z biatkiem. Zwigzany
acylo-AMP musi wiec znajdowac sie na nizszym poziomie energetycznym
niz wolne acyloadenylany.

Te same uwagi stosuja sie do reakcji przebiegajacych z rozszczepieniem
nukleozydotréjfosforanu na nukleozydodwufosforan i ortofosforan z ta
jednak réznica, ze energia swobodna hydrolizy ATP na ADP i Pj jest
przypuszczalnie nieco nizsza niz energia wydzielajgca sie podczas rozktadu
nukleozydotrdjfosforanu na nukleozydomonofosforan i nieorganiczny pi-
rofosforan. Hydroliza pirofosforanu dostarcza dodatkowo pewnej ilosci
energii (30). Pirofosfataza mogtaby zapewnié utrzymanie stezenia piro-
fosforanu na niskim poziomie, a tym samym powodowataby przesuniecie
reakcji aktywacji kwasow ttuszczowych w kierunku tworzenia acylo-
adenylandéw.

Rhodes i Mc Elroy (52) wykazali, ze energia swobodna hy-
drolizy wolnego luciferylo-AMP jest zblizona do warto$ci uzyskanych dla
acetylo-AMP. Dowiedziono ponadto, ze istnieje mozliwo$¢ biologicznej
syntezy luciferylo-AMP (52). Webster i Campagnari (74) otrzy-
mali znakowane 14C acetylo- i butyrylo-adenylany z mieszaniny reakcyj-
nej zawierajagcej radioaktywny octan i maslan oraz ATP, jony magnezu
i odpowiednie syntetazy. Stosujac réznorodne techniki chromatograficzne
autorzy ci stwierdzili identyczno$¢ otrzymanych acyloadenylanéw ze
zwigzkami syntetycznymi oraz wykazali, ze ich pochodne hydroksamowe
majg te same witasnosci (74). Poglad, ze acyloadenylany sg zwigzane z biat-
kiem enzymatycznym poparty doswiadczenia Webstera (69), ktory
inkubowat 1AC-octan, ATP i jony magnezu ze znacznie 0czyszczong syn-
tetazg acetylo-CoA, po czym rozdzielit mieszanine reakcyjng na kolumnie
wypetnionej zelem Sephadex G-200. Stwierdzit on, ze szczyt radioakty-
wnosci pokrywat sie ze szczytem aktywnos$ci enzymu. To samo zjawisko
zaobserwowat inkubujac 14C-acetylo-CoA z AMP w obecnosci syntetazy
acetylo-CoA. lzolujagc zwigzek, w ktérym znajdowato sie pietno izoto-
powe stwierdzit, ze byt nim acetyloadenylan (69). Dzieki temu mozna
byto uznac, ze naturalne acyloadenylany w uktadach in vitro zachowujg
sie tak samo jak syntetyczne acyloadenylany (5, 6, 67, 69). Okazato sie,
ze wolny acetylo-AMP jest bardzo wrazliwy, za$ acetyloadenylan zwig-
zany z syntetazg oporny na hydrolize deacylazg (EC. 3.1.2.1) (69). Wy-
kazano ponadto, ze dziatanie deacylazy jest swoiste i inne biatka nie
chronig acetyloadenylanu przed enzymatyczna hydroliza (69). Badania
te wskazujg na zanieczyszczenia deacylazg preparatow syntetazy acety-
lo-CoA jako na przyczyne niepowodzehA przy otrzymywaniu acyloadeny-
lanéw z materiatu biologicznego.
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Il. Enzymy aktywujace kwasy ttuszczowe

Reakcje aktywacji kwasdw tluszczowych sg katalizowane przez, synte-
tazy acyk>-koenzymu A zwane tez ligazami kwasow tluszczowych (ligazy
kwas :CoA (AMP); EC. 6.2.1.). Na podstawie odrebnej swoistosci sub-
stratowej wyrozniono trzy rozne enzymy aktywujace: syntetaze acetylo-
-koenzymu A (EC. 6.2.1.1.), enzym aktywujgcy kwasy ttuszczowe o $red-
niej dlugosci tancucha (EC. 6.2.1.2.) oraz syntetaze aktywujacg kwasy
ttluszczowe o diugim tancuchu (EC. 6.2.1.3)).

1. Syntetaza acetylo-koenzymu A (EC.6.2.1.1)

Syntetaze acetylo-koenzymu A Kkatalizujgcg reakcje 3 otrzymano
z drozdzy (5), szpinaku i innych roslin (46) oraz z bakterii Rodospirillum
rubrum (18, 19) i Streptobacterium plantarum (17). Sposrod syntetaz
z narzagdow ssakow (4, 11, 16, 26, 35, 36, 42, 60, 70) w stanie najbardziej
oczyszczonym otrzymano syntetaze z watroby golebia (16, 35, 36, 42)
oraz enzym z mitochondriow serca wotu (70). Syntetaza acetylo-koenzy-
mu A katalizuje reakcje aktywacji octanu, propionianu i akrylanu wy-
kazujac najwieksze powinowactwo do octanu jako substratu (5, 42, 70).
Wartosci statej Michaelisa (Km) dla tych substratéw wynoszg: 1,5X10~3M,
5X10 3M i 2,9X10-3M (26). Fluorooctan jest takze aktywowany, jednak
reakcja wymaga znacznie wiekszych stezeh substratu (10). Mrowczan,
maslan, kapronian i kaprylan nie sg w tych warunkach aktywowane (26).
Reakcja wymaga obecnosci ATP, koenzymu A i jonéw magnezu, ktore
zastagpi¢ mozna jonami manganu (5, 6, 71). GTP i ITP oraz UTP i CTP
nie moga zastagpi¢ ATP w mieszaninie reakcyjnej (5 6). W obecnosci
rownomolowych ilosci ATP i jonow magnezu stata réwnowagi reakcji
wynosi okoto 1. Jones (34) podat wartosci od 1,4 do 5,7 z przecietng
wartoscig 2,7 w pH 75 a Hele (26) w pH 7,5 8,0 i 85 znalazt warto$¢
statej rownowagi 0,86. Najwyzszg aktywno$¢ enzymu obserwowano po-
miedzy pH 7,2 a 85 (5, 6, 35, 70).

Badajac wptyw kationéw na aktywnos$¢ znacznie oczyszczonej synte-
tazy acetylo-CoA z drozdzy Evans i wsp. (20) dowiedli, ze w reakcji
tworzenia acetylo<adenylanéw (reakcja 3a) niezbedne sg jony magnezu,
za$ zbyteczne jednowartoSciowe kationy. Stwierdzili oni takze, ze chlorek
magnezu w stezeniu 0,01M hamuje tworzenie acylotioestréw (reakcja 3b).
Jony potasu, amonu lub rubidu sg niezbedne przy tej reakcji, sod i lit
nie wywierajg na nig wptywu, a cez nieznacznie aktywuje syntetaze.
Autorzy ci wysuneli przypuszczenie, ze jony potasu wptywajg na szyb-
ko$¢ rozpadu kompleksu enzym-CH3C-AMP-CoA, lub oddziatywujg na

|
0}

centra aktywne uczestniczace w reakcji 3b. Wiasnosci aktywujace NHa4b,
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Rb+ i Cs+ wigzg oni ze zblizong do K+ wielko$cig uwodnionego jonu,
ktorego promien wynosi okoto 5A (20). Podobne wyniki uzyskat Web -
ster (72) badajac wptyw kationdw na aktywno$¢ znacznie oczyszczonej
syntetazy acetylo-CoA z mitochondriow serca wotu. Stwierdzit on, ze
jony potasu, amonu i rubidu silnie aktywujg enzym, séd i lit aktywuja
lub hamujg enzym zaleznie od stezenia, a pojawianie sie zwigzanego
z enzymem acetyloadenylanu zalezy od dodania kationéw jednowartos$cio-
wych. Jony Mg2+, Cu2+, Co2+, Fe2+ i Ca2+ sg konieczne do enzymatycznej
syntezy acetylo-CoA z octanu, ATP i CoA, oraz do tworzenia acetylo-
adenylanu z octanu i ATP, natomiast zbedne przy syntezie acetyloade-
nylanu z acetylo-CoA i AMP (71). Autor przypuszcza, Ze jony te po-
trzebne sg do chelatowania ATP i PP{ Potwierdza to takze obserwacja,
ze state Michaelisa dla tych metali (okoto 0,9 mM) sg zblizone do Kmozna-
czonej dla ATP (71). Kationy Fe2+, Ni2+, Cd2+ i Cu2+ aktywujg synteze
acetyloadenylanu zaréwno z octanu i ATP jak i acetylo-CoA i AMP, co
sugeruje, ze uczestniczag one w wigzaniu substratu lub substratéw do
enzymu. Udziat kationdbw w aktywacji octanu przedstawia schemat 1.

E+ acetylo-AMP

Me2+

Me+, Me2+
octan+ MgATP+E .— E(acetylo-AMP) + PPi Mg

+CoA
Me+ Me+, Me2+

Acetylo-CoA+AMP+E

Schemat 1. Udziat jonéw jedno- i dwuwartosciowych w reakcji aktywacji octanu

Jednowartosciowe jony aktywujgce (Me#: Na+, Rb* NH«+ Tris+ K+, Li+ Dwuwartosciowe
jony aktywujgce (MeJd+); Ni8+ FX}, Cd*+ Cu,+ E —syntetaza acetylo-CoA, Wedlug Webstera (73)

2. Syntetaza acylo-koenzymu A (EC.6.2.1.2)

Syntetaza acylo-CoA katalizuje reakcje aktywacji kwasow tluszczo™-
wych o $redniej diugosci tancucha acylowego. Enzym otrzymano ze
szpinaku (46), watroby wieprza (33), watroby wotu (44) oraz watroby
i nerki cztowieka (47). Syntetaza ta, podobnie jak enzym aktywujacy
octan, wymaga obecnos$ci ATP, jonéw magnezu lub manganu i koenzymu
A. Aktywnos$¢ 10-krotnie oczyszczonej syntetazy z wyciggu z ,,proszkéw
acetonowych” watroby wotu znajdowano w frakcji elektroforetycznej,
stanowigcej okoto 60% biatka preparatu (44). Stata rownowagi reakcji
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3 wynosi okoto 1,5 (44). Enzym odznacza sie wzglednie niskg swoistoscig
substratowg. Aktywuje on kwasy tluszczowe od C4 do C12 wykazujac
najwieksze powinowactwo do substratow zawierajagcych 7 i 8 atoméw
wegla w tancuchu acylowym (33, 44, 75). Dziala réwniez na benzoesan
i jeg® pochodne, fenylooctan, 2,4-dwunitrochlorofenoksyoctan, p-amino-
fenylooctan, winylooctan, fenylopropionian, cynamonian, nikotynian
i szereg kwasow ttuszczowych o rozgatezionym tancuchu, a takze na hy-
drokwasy i kwasy nienasycone o $redniej diugosci tancucha acylowego
(33, 37, 44, 56). State Michaelisa (Km) dla kwaséw ttuszczowych o tancuchu
nierozgatezionym wynoszg od 10-4 do 10 _3M. W wyzszych stezeniach
substratu enzym aktywuje nawet octan (Km= 2X10_2M) (44). Gluta-
tion zredukowany , kwas lipoinowy, -semikarbazyd, imidazol, pirydyna,
glicyna i cyjanek nie moga stuzy¢ jako akceptory acylu (33).

Nie stwierdzono wyraznego optimum pH dziatania tego enzymu. Ak-
tywnos$¢ syntetazy wzrasta miedzy pH 7 a 10,5, nie wykazujgc jednak
liniowej zaleznosci od stezenia jondw wodorotlenowych (44).

Badania nad aktywacjg kwasoéw ttuszczowych o $redniej diugosci tan-
cucha acylowego wykazaty, ze w nieobecnosci CoA z kwasu ttuszczowego,
ATP i hydroksylaminy tworzg sie kwas acylohydroksamowy, AMP i nie-
organiczny pirofosforan (27, 33, 50). Wskazuje to na wystepowanie acylo-
-AMP jako produktu posredniego. Reakcja hydroksylaminy z aktywo-
wang grupg acylowg (acylo-AMP) prowadzita przynajmniej w czesci do
tworzenia nietrwatych ortoacylohydroksamatéw (29). Ttumaczy to roz-
bieznosci pomiedzy wynikami pomiaréow aktywnos$ci enzymu uzyskiwa-
nych metodg hydroksamowg oraz oznaczeniami pirofosforanu, uwalnia-
nego z ATP w przebiegu reakcji. W poréwnaniu z syntetazg acetylo-CoA
aktywno$¢ syntetazy acylo-CoA obserwuje sie juz przy nizszych steze-
niach hydroksylaminy, a nawet w obecno$ci hydrazyny lub cysteiny,
jako akceptoréw acylu (33). Dowodzi to, ze tworzace sie w reakcji acy-
loadenylany wchodzg w reakcje z hydroksylaming tatwiej niz acetylo-
-AMP
Obok adenylanéw kwasow ttuszczowych o S$redniej diugosci tancucha
acylowego donatorami acylu dla koenzymu A, jak rowniez adenylanu
dla pirofosforanu mogg by¢: propionylo-, butyrylo-, kapronylo-, benzoilo-,
fenacetylo-, a nawet acetylo-AMP (33, 37, 39, 40, 47, 48, 62).

W obecnosci kwasow ttuszczowych i syntetazy radioaktywny piro-
fosforan wymieniat pietno izotopowe z ATP. Wymiane znakowanego
pirofosforanu z ATP obserwowano nawet w nieobecnosci substratow syn-
tetazy, lecz kwasy ttuszczowe w stezeniach mikromolowych pobudzaty
reakcje wymiany izotopowej, a w stezeniach milimolowych wyraznie ja
hamowaty (33, 39). Hydroksylamina znosi stymulujacy wptyw kwasow
tluszczowych na wymiane izotopowa. Nieorganiczny ortofosforan, ADP
i AMP silnie hamujg wymiane (44). Dializa preparatu, wzglednie trak-
towanie wersenianem, powoduje znaczne obnizenie aktywnosci synteta-

7 Postepy Biochemii
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zy. Aktywno$¢ mozna przywréci¢ przez dodanie jonow magnezu (44).
Enzym jest aktywowany przez zwigzki tiolowe, a hamowany przez N-ety-
lomaleimid, kwas jodooctowy i PCMB (33).

3. Syntetaza acylo-koenzymu A (EC.6.2.1.3)

Ta syntetaza acylo-CoA katalizuje reakcje aktywacji kwaséw ttusz-
czowych o diugim tancuchu, zaréwno nasyconych jak i nienasyconych.
Enzym otrzymano z bakterii Bacillus megaterium (45), z mikrosoméw
watroby $winki morskiej i szczura (38), mitochondriow watroby tych
zwierzat (67), mikrosoméw jelit szczura (57), tkanki ttuszczowej szczura
(59) oraz tetnicy gtéwnej $wini domowej (63). Nie udato sie jednak
oczysci¢ tej syntetazy (1, 38, 58, 59, 63). Enzym wykazuje najwieksze
powinowactwo do palmitynianu jako substratu (38, 57, 63). Aktywacja
palmitynianu wymaga ATP, jonéw magnezu i CoA. ATP nie mozna
zastagpi¢ GTP Ilub ITP, ani ADP i AMP (63). Te ostatnie, dodane do
mieszaniny reakcyjnej zawierajacej ATP, silnie hamujg aktywnos$é syn-
tetazy palmitylo-CoA (63). Podobnie jak syntetaza acylo-CoA (EC.6.2.1.2),
ligaza palmitylo-CoA jest aktywowana przez zwigzki tiolowe, a hamo-
wana przez kwas jodooctowy i PCMB (63). Wskazuje to na role grup-Sill
w czynnosci katalitycznej enzymu.

Do niedawna uwazano, ze enzymatyczna aktywacja diugotancucho-
wych kwasOw ttuszczowych przebiega analogicznie do aktywacji octanu.
Obserwowano bowiem synteze palmitylo-CoA z palmitylo-AMP i CoA,
tworzenie ATP z palmityloadenylamu i pirofosforanu, a takze wymiane
3P miedzy pirofosforanem a ATP (7, 8, 67). Dowodzi to, ze palmitylo-
AMP jest produktem posrednim reakcji. Udowodniono jednak, ze ucze-
stniczacy w reakcji koenzym A jest zwiazany z enzymem, czego nie
obserwowano w reakcjach aktywacji octanu i kwaséw ttuszczowych
O $redniej diugosci tancucha. Bar-Tana i Shapiro (1) badajgc
aktywacje palmitynianu przez enzym z mikrosoméw watroby szczura
wykazali, ze najpierw tworzy sie zwigzek enzym-koenzym A, ktéry na-
stepnie reaguje z palmitylo-AMP tworzgc kompleks enzym-koenzym
A-palmitylo-AMP.

Nowe $wiatto na mechanizm aktywacji palmitynianu rzucita takze
praca Farstada (21), ktéry w supernatancie po odwirowaniu mikro-
somoéw z réznych narzadéw szczura znalazt termolabilny czynnik sty-
mulujacy syntetaze palmitylo-CoA z mitochondridow watroby tego zwie-
rzecia. Autor sugeruje, ze czynnikiem tym jest enzym-kinaza, katalizu-
jacy przy udziale ATP fosforylacje nieczynnej postaci syntetazy palmi-
tylo-CoA i przeprowadzenie jej w forme aktywna.

Rao i Johnston (49, 50) postuluja, ze zwigzkiem posrednicza-
cym w syntezie trojgliceryddw z palmitylo-CoA i monoglicerydu jest
.zwigzany CoA” (ang. bound CoA). Zwigzek ten ma by¢ zara-
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zem akceptorem acylu z palmitylo-CoA i donatorem acylu dla monogli-
cerydu. Zauwazono uderzajgce podobienstwo witasnosci tego zwigzku do
otrzymanego wcze$niej peptydu nazwanego biatkowym nosnikiem acylu
(ang. acyl carrier protein) (49, 50). Na podstawie badan nad synteza
trojglicerydéw w homogenatach $luzéwki jelita cienkiego chomika Rao
i Johnston (51) postulujg, ze proces ten katalizowany jest przez
»,Syntetaze trojglicerydowg” ktora stanowi kompleks enzymow. W skiad
kompleksu wchodzi¢ majg: ,zwigzany CoA”, syntetaza palmitylo-CoA
oraz transferazy mono- i dwuglicerydowe (EC. 2.1.3). Rozdziat czesciowo
oczyszczonej ,syntetazy trojglicerydowej” na zelu poliakrylamidowym
wykazat, ze skiada sie ona z czterech biatek. Nie udato sie jednak roz-
dzieli¢ aktywnosci enzymoOéw — sktadnikéw kompleksu ani na kolumnach
wypetnianych zelem Sephadex G-200, DEAE-Sephadex i CM-Sephadext
ani za pomocg chromatografii na kolumnach z DEAE-celulozy i CM-ce-
lulozy. Aktywno$¢ enzymdw znacznie zmniejszata sie, gdy na oczyszczo-
ng ,syntetaze tréjglicerydowg” podziatano dezoksycholanem sodu lub
detergentami Tween-80 i Triton X-100 (51). Nalezatoby wiec sadzi¢, ze
pod wptywem detergentow, a takze rozdziatu na kolumnach z wymien-
nikdw jonowych i zelu Sephadex zachodzi ,,dysocjacja” wieloenzymowe-
go kompleksu ,syntetazy trojglicerydowej”, pociggajaca za sobg utrate
aktywnosci enzymoéw, sktadnikéw kompleksu.

I1l. Aktywacja kwaséw ttuszczowych przy udziale zwigzkéw posrednich
tlenowej fosforylacji

Na mozliwos¢ aktywacji kwaséw ttuszczowych bez udziatu nukleozy-
dotréjfosforandw zwrocili uwage Wojtczak i wsp. (78, 79). Oparli
sie oni na spostrzezeniu, ze utlenianie kwaséw ttuszczowych oraz ich
wbudowywanie do fosfolipidow w nieobecnosci ATP niezalezne byto od
funkcjonowania systemu oksydacyjnej fosforylacji. Badajac wptyw inhi-
bitoréw oddychania tkankowego i tlenowej fosforylacji na utlenianie
kwasow ttuszczowych w mitochondriach watroby szczura zauwazyli, ze
w nieobecnosci ATP proces ten byl hamowany przez cyjanek, lecz nie
byt blokowany przez inhibitory tlenowej fosforylacji oligomycyne i azy-
dek, za$ hamujace dziatanie dwunitrofenolu (DNP), ktéry jest aktywa-
torem ATP-azy, byto bardzo stabe. Autorzy ci przypuszczajg, ze w przy-
padku zablokowania produkcji ATP oligomycyng lub azydkiem powstaje
niefosforylowany produkt posredni tlenowej fosforylacji. Reaguje on
z kwasem tluszczowym dajac jego ,,aktywne” wysokoenergetyczne pota-
czenie. System ten maégitby umozliwiaé produkcje ,,aktywnych” kwasow
tluszczowych bez udziatu nukleozydotréjfosforanow.

W piSmiennictwie istniejg sprzeczne opinie o wystepowaniu tego sy-
stemu w mitochondriach watroby szczura. Van den Bergh (65)
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reprezentuje poglad, ze w mitochondriach istniejg tylko dwa uktady
aktywujgce kwasy tluszczowe: uktad wykorzystujgcy ATP oraz uktad,
w ktorym aktywacja przebiega z rozszczepieniem GTP na GDP i nie-
organiczny ortofosforan. Zdaniem tego autora wysokoenergetyczne po-
Sredniki oksydacyjnej fosforylacji nie mogg aktywowac kwaséw ttuszczo-
wych w mitochondriach watroby szczura (66). Opisany przez Wojtczaka
i wspotpracownikow uktad niewrazliwy na oligomycyne i stabo oddzia-
tywujgcy na dwunitrofenol jest catkowicie zalezny od funkcjonowania
cyklu kwasow tréjkarboksylowych. Ponadto jest on hamojwany przez
mate stezenia arseniandéw, ktére rozprzegajg zalezng od a-ketoglutaranu
fosforylacje substratowg GDP (54). Dodatkowym faktem, ktory mogiby
wskazywaé, ze uktad mato wrazliwy na DNP jest identyczny z uktadem
z mitochondriow watroby aktywujgcym kwasy tluszczowe z udziatem
GTP (24, 55), byto blokowanie niewrazliwego na DNP systemu aktywu-
jacego kwasy tluszczowe przez ortofosforan.

Pewne jednak badania potwierdzajg hipoteze Wojtczaka i wsp.. Be-
attie i Basford (2) dowiedli, ze w mitochondriach mdzgu nie
wystepuje uktad aktywujgcy kwasy ttuszczowe z udziatem GTP. Pomimo
to zachodzito utlenianie kwasow ttuszczowych w nieobecnosci ATP przy
rownoczesnym zablokowaniu tlenowej fosforylacji oligomycyng. Autorzy
sadzg, ze system aktywujacy kwasy tluszczowe, w ktorym uczestniczg
posredniki tlenowej fosforylacji odgrywa w komodrce znacznie mniejsza
role niz system zuzywajacy ATP i jest uruchamiany wtedy, gdy brakuje
nukleozydotréjfosforanéw lub gdy ich synteza jest upos$ledzona.

Omawiany wyzej mechanizm aktywacji kwasoéw ttuszczowych oraz
ich wigczania w szlaki metaboliczne nie ma uniwersalnego charakteru.
Okazato sie, ze kwasy ttuszczowe aktywowane w mitochondriach mdzgu
przez wysokoenergetyczne zwigzki posrednie tlenowej fosforylacji nie
moga zosta¢ wbudowane do fosfolipidéw (3).

W przeciwienstwie do systemu z mitochondriow watroby (79) wbu-
dowywanie kwaséw ttuszczowych do fosfolipiddow w mitochondriach
maézgu wymaga obecnosci ATP i CoA. Nukleotydy te nie sg natomiast
potrzebne do utleniania kwaséw tluszczowych (3). Wyniki tych badah
nasuwajg przypuszczenie o istnieniu alternatywnej drogi utleniania kwa-
sow tluszczowych bez udziatu acylo-CoA i sugerujg, ze acylotioestry nie
muszg bra¢ udziatu w obu procesach tj. w oksydacji kwasow ttuszczowych
i syntezie lipidéw.

IV. Rola acylotioestréw w metabolizmie komérki

Produktem reakcji aktywacji kwasow tluszczowych sg wybitnie re-
aktywne tiolowe estry acyléw, odgrywajgce wazng role w metabolizmie
komorki. Giowne drogi metabolizmu tioestréw przedstawia schemat 2
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Najprostszy tioester, acetylo-CoA, moze ulegaé spalaniu w cyklu kwa-
sow trojkarboksylowych, lub moze byé wykorzystany do syntezy kwasow
ttuszczowych (43, 68) i cholesterolu (14). Wyzsze acylotioestry sg waznymi
metabolitami posrednimi na drodze syntezy trdjglicerydéw i fosfolipidéw

H1TOCHONDRIALNA

Schemat 2. Metabolizm acylotioestrow w komorce
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{38, 43) oraz oksydacji kwasow ttuszczowych (43). Uczestniczg one w tran-
sporcie acylu przez btone mitochondrialng (22, 23), a takze jak dowiodty
badania najnowsze, stanowig metaboliczne regulatory przemian lipidoéw
(9, 12, 13, 15, 64, 77). Sposrdd rdznorodnych funkcji, jakie spetniaja
wyzsze acylotioestry koenzymu A w komoérce wymienié nalezy regulacje
utleniania acetylo-CoA w cyklu kwasoiw trojkarboksylowych (61) oraz
regulacje syntezy kwaséw ttuszczowych (77) i lipidow (13).
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STANISLAW LEWAK *

Flawonoidy gtogu

The Flavonoids of Hawthorn

Flavones, flavonols, their O- and C-glycosides as well as flavan derivatives
present in hawthorn tissues are reviewed. Biosynthetic and chemotaxonomic conclu-
sion of the studies on hawthorn flavonoids are pointed out.

Glég (Crataegus L.) jest rosling krzewiastg, wystepujagcg powszechnie
w strefie klimatu umiarkowanego. Ro$nie on w stanie dzikim zasiedlajac
pobocza las6w i poreby, zbocza i nieuzytki, a rowniez jest uprawiany jako
roslina ozdobna. Na terenie Europy znanych jest pie¢ gatunkéw gtogu,
a mianowicie gtdég jednoszyjkowry (Cr. monogyna Jacq.), gtég dwuszyj-
kowy (Cr. oxyacantha L.), gt6g odgietoszyjkowy (Cr. curvisepala Lindm.),
gtog prostokielichowy (Cr. calycina peterm.) i gtég Palmstrucha (Cr.
Palmstruclnii Lindm.) jak rowniez mieszance niektérych tych gatunkow.

Pospolitos¢ wystepowania gtogu oraz fakt, ze zarébwno medycyna lu-
dowa jak i coraz czeSciej medycyna farmakopealna stosuje wyciagi z roz-
nych organéw tej rosliny w lecznictwie choréb wiericowych i jako sktad-
nik lekéw sedatywnych (18, 37), spowodowaty w latach 50-tych naszego
stulecia wzmozone zainteresowanie zwiazkami wystepujacymi w gtogu.
Badania nad nimi prowadzono gidwnie w laboratoriach niemieckich
i szwajcarskich, totez uzyskane dane dotyczg lisci, kwiatostan6w i owo-
cow gatunku najpowszechniej wystepujacego na tych terenach, to znaczy
Crataegus oocyacantha (4, 5, 41, 47). Prowadzone réwnolegle prace nad
witasciwosciami farmakologicznymi wyodrebnianych zwigzkéw zdawaty
sie poczatkowo wskazywac, ze aktywnych sktadnik6éw nalezy sie spodzie-
waé wsrod kwasow tréjterpenowych i ich pochodnych (37, 38, 42). Do-
piero w latach 1954—55 Dorner i Kuschke (8), oraz Liibers
i Kuschke (29) wykazali przekonywujgco brak dziatania leczniczego
kwasow trojterpenowych wydzielonych z glogu. Natomiast badania zwiaz-
kow fenolowych wyodrebnionych z tej samej rosliny wyraznie wskazy-

* Doc. dr, Katedra Fizjologii Ros$lin, Uniwersytet Warszawski, Warszawa.
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waty na czynno$¢ farmakologiczng takich skiadnikéw jak antocyjany
(43), glikozydy flawonowe (6), leuko.autocyjany (10) czy (—) epikatechina
(39). Prace te pozwolity na stwierdzenie hypotensyjnego i inotropowo do-
datniego dziatania kardiotonicznego flawonoidéw gtogu. Poszczegdline
zwiazki tej grupy posiadaja wyrazne dziatanie detoksykacyjne w sto-
sunku do digitoksyny, akonityny, chloroformu, etanolu i metanolu. Frak-
cja leukoantocyjanéw wywiera dziatanie uspokajajagce znoszac poko-
kainowe pobudzenie ruchowe.

Badania nad dziataniem leczniczym poszczeg6lnych flawonoidéw gtogu
prowadzone sg do chwili obecnej (np. 34, 40). Nie pozwolity one jeszcze
na jednoznaczne wskazanie zwigzku warunkujgcego czynnos$¢ farmako-
logiczng preparatow z tej rosliny. Im jednak zawdzieczamy wszechstronne
poznanie w ostatnich kilkunastu latach flawonoidéw zawartych w glogu.

Badania nad flawonoidami gtogu zostaty zapoczatkowane w roku
1896 wykryciem kwercetyny w kwiatostanach Crataegus oxyacantha
przez Perkina i Hummela (33), ktérzy juz wtedy sugerowali,
ze flawonol ten wystepuje w roslinie w postaci glikozydu. Przypuszcze-
nie to potwierdzita dopiero po niemal 60-ciu latach Fiedler (12),
ktora wyodrebnita z kwiatow, lisci i owocow tego samego gatunku gtogu
glikozyd kwercetyny zidentyfikowany jako hyperozyd (3-galaktozyd
kwercetyny). Autorka wykazata obecno$¢ w tych samych organach gtogu
rowniez i wolnego aglikonu — kwercetyny (21).

Dalsze badania doprowadzity do wykrycia w tkankach gtogu 15
ré6znych flawondéw i flawonoli oraz ich pochodnych. Zestawienie tych
potaczen znajduje sie w tablicy 1. Kwercetyna jest jedynym flawonolem
wystepujacym w postaci wolnej, zreszta w stosunkowo bardzo matych
ilosciach. Pozostate zwigzki sg O- lub C-glikozylowymi pochodnymi
kwercetyny, apigeniny 3ub luteoliny. Zwracajg uwage réznice w skiadzie
kompletu flawonoiddéw poszczegdlnych odmian gtogu. Najlepiej poznane
zostaty flawonoidy dwoch gatunkdéw: Crataegus oxyacantlna, gtownie
dzieki pracom badaczy niemieckich (12, 16, 17, 21) i Crataegus curvise-
pala—w wyniku badan osrodka charkowskiego (2, 3). Liscie pierwszej
z tych odmian zawierajg siedem ro6znych pochodnych flawonoidowych,
a liscie drugiej — osiem. Tylko trzy zwiazki — kwercetyne, hyperozyd
i kwercytryne wykryto w obu gatunkach, a i to obecnos¢ kwercytryny
w Cr. oxyacantha jest kwestionowana przez Kranen-Fiedler (21).

We wszystkich badanych gatunkach glogu stwierdzono obecno$é gli-
kozydéw kwercetyny, natomiast sktad glikozydéw flawonowych wyka-
zuje charakterystyczne r6znice w zaleznosci od gatunku. O-glikozydy
apigeniny (7-glukozyd i 7-ramnozyd) oraz luteoliny (7-glukozyd) wy-
kryto wytgcznie w lisciach Crataegus curvisepala, natomiast C-glikozydy
apigeniny sa prawdopodobnie rozpowszechnione szerzej w obrebie ro-
dzaju Crataegus. Witeksyne i jej pochodne glikozylowe powstate przy
udziale fenolowych grup hydroksylowych reszty apigeniny (4-ramnozyd,
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4’-ramnoglukozyd i 4’,7-dwuglukozyd) wykryto wytacznie w tkankach
Cr. oxyacantha. W gatunku tym inie wystepuje natomiast kratenacyna
i dezacetylokratenacyna, ktore sa biozydami apigeniny (C-ramnozyloglu-
kozydarni).

Reakcje glikozylacji stanowig ostatnie etapy biosyntezy glikozydéw
flawonoidowych (1, 19). Wydaje sie, ze w przypadku antocyjanoéw i fla-
wonoli podstawienie resztg cukrowg grupy hydroksylowej w pozycji 3
jest warunkiem dalszej glikozylacji grup fenolowych (44). Badania prze-
prowadzone na roS$linach rodzaju Streptocarpus, Vitis, Antirrhinum,
Phaseolus, Prunus i innych (1, 35) wskazujg, ze przeksztatceniem mo-
noglikozydow w dwuglikozydy Kkieruje pojedynczy gen, podczas gdy
powstanie biozydu moze wymagaé¢ aktywnosci dwoéch genéw komple-
mentarnych (19). Wydaje sie prawdopodobnym, ze wprowadzenie okre-
$lonych reszt cukrowych w poszczeg6lne pozycje uktadu flawonoidu jest
uwarunkowane aktywnos$cig pojedynczych genow.

Przeglad glikozydéw kwercetyny zawartych w réznych gatunkach
gtogu (tablica 1) wskazuje, ze zaden z dotychczas badanych gatunkdédw nie
jest zdolny do glikozylacji fenolowych grup hydroksylowych kwercetyny.
Rosliny dwoch gatunkéw (Cr. oxyacantha i Cr. curvisepala) moga synte-
tyzowaé 3-galaktozyd i 3-ramnozyd kwercetyny, dwoéch innych (Cr. py-
racantha i Cr. monogyna) — 3-ramnozyloglukozyd, a tylko jeden gatunek
(Cr. monogyna) jest w stanie produkowa¢ 3-ramnozylogalaktozyd kwer-
cetyny.

Pomimo, ze drogi biosyntezy C-glikozydéw flawonowych nie sg tak
dobrze poznane jak O-glikozydéw tej samej grupy (11) prawdopodobna
wydaje sie nastepujaca kolejnos¢ ich powstawania w roslinie: a) synteza
uktadu flawonoidowego, b) C-glikozylacja i c¢) O-glikozylacja. Dane ta-
blicy 1, aczkolwiek niepeine, zdajg sie wskazywac, ze zdolno$¢ O-gliko-
zylacji flawonow (apigeniny i luteoliny) posiada jedynie gatunek Cra-
taegus curvisepala. C-glikozylacja apigeniny (przeksztatcenie jej w wi-
teksyne) w tkance Crataegus curvisepala uniemozliwia przytaczanie reszt
cukrowych do fenolowych grup wodorotlenowych flawomu. W tym ga-
tunku gtogu stwierdzono tylko C-biozydy apigeniny (kratenacyne i de-
zacetylokratenacyne) natomiast brak O-glikozydéw. Inaczej przedstawiaja
sie nastepstwa C-glikozylacji u gatunku Crataegus oxyacantha. Wydaje
sie, ze dopiero powstanie C-glikozydu umozliwia przytgczanie reszt cukro-
wych do grup fenolowych flawonu. Wskazuje na to wykrycie w tym ga-
tunku trzech ro6znych O-glikozydow witeksyny, a brak O-glikozydoéw
apigeniny.

Brak jest danych o skiadzie flawonow i flawonoli mieszancéw roz-
nych gatunkéw gtogu. Umozliwityby one wnioskowanie nie tylko o ge-
netycznych uwarunkowaniach biosyntezy poszczeg6lnych zwigzkéw, lecz
réwniez o wartosci poszczeg6lnych flawonoidow jako znacznikéw che-
motaksonomicznych w obrebie rodzaju Crataegus.
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Flawony, flawonole i ich glikozydy nie sg jedynymi flawonoidami
tkanek gtogu. Ptatki kwiatow niektorych gatunkéw, a owoce wszystkich
zawierajg barwniki antocyjanowe, ktorych budowa niemal nie byta do-
tychczas badana. Wiadomo tylko, ze podstawowy barwnik owocow gto-
gu Cr. oxyacantha jest glikozydem pelargonidyny (28). Wszystkie do-
tychczas badane organy gtogu, a wiec liscie, owoce, kwiatostany i drew-
no zawierajg pochodne flawanu: katechiny, leukoantocyjany i wielko-
czasteczkowe potgczenia tej grupy o charakterze garbnikéw skondenso-
wanych.

(—) Epikatechina jest jedynym flawanolem i jedyng prostg, to znaczy
zbudowang z tréjpierscieniowego, pietnastoweglowego szkieletu pochod-
ng flawanu znaleziong w gtogu. Pozostate potgczenia tej grupy sa zwigz-
kami dimerycznymi, ztozonymi z dwdch jednostek flawanowych, badz
tez zwigzkami wielkoczgsteczkowymi, w ktorych skiad wchodzi wiele
uktadéw C15 Zaréwno w strukturze dimeréw jak i polimeréw flawano-
wych gtogu obok ukladéw leukoantocyjanowych (flawandiole, flawan-
triole lub flawanonole) moga wystepowaé jednostki (—)epikatechiny.

Na obecno$¢ zwigzku o charakterze leukoantocyjanu w wyciggach
z kwiatostan6w gtogu zwrdcono uwage po raz pierwszy w roku 1958
(10), stwierdzajgc rownoczesnie czynnos$¢ farmakologiczng tego zwigzku.
Dalsze prace nad strukturg tego typu potgczehd i nad ich rozmieszcze-
niem w ro$linie byly prowadzone przez dwa os$rodki: laboratorium
K. Weingesa w Heidelbergu i przez naszg pracownie. W obu pracow-
niach przedmiotem badan byty leukoantocyjany zawarte w tym samym
gatunku gtogu — Crataegus oxyacantha.

Prace nad strukturg garbnikéw skondensowanych sg znacznie mniej
zaawansowane niz badania nad innymi naturalnymi zwigzkami wielko-
czasteczkowymi jak biatka, kwasy nukleinowe czy ligniny. Przyczyna te-
go sg wieksze trudnosci metodyczne a takze fakt, ze rola biologiczna
tych potgczehn w organizmie roslinnym ciggle nie jest jeszcze wyjasnio-
na. Uzyskane dotychczas dane ws$kazujg, ze garbniki skondensowane
tworzg przestrzenne struktury ztozone z jednostek hydroksyflawamo-
wych potaczonych réznego typu wigzaniami (20). O charakterze tych wig-
zan mozna wnioskowaé badajgc naturalne dimery flawanowe, ktére sg
tatwiejsze do wyodrebnienia w stanie czystym a zarazem ich struktura
jest prostsza. Nic wiec zaskakujgcego, ze pierwsze badania flawandéw
zawartych w gtogu dotyczyty zwigzkéw dimerycznych.

Freudenberg i Weinges (15 45) opisali po raz pierwszy
w roku 1961 dimeryczny leukoantocyjan wyodrebniony z owocéw gto-
gu, przypisujagc mu budowe 3'4'5,7-tetrahydroksyflawan-2,3,4-triolu po-
taczonego przy udziale potacetalowej grupy hydroksylowej w pozycji 2
z resztg (—)epikatechiny (wzor Il). Cztery lata p6zniej Lewak i Ra-
dominska (27) wykazali, ze zwigzek ten posiada raczej budowe
3'4'5,7-tetrahydroksyflawan-on-3-olu-4 potaczonego wigzaniem semike-
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talowym z resztg (—)epikatechiny (wzo6r I1l1). Réwnolegle prowadzono
badainia nad dimerycznym leukoantocyjanem z lisci gtogu (22, 23). Do-
prowadzity one do wydzielenia zwigzku zlozonego z dwodch reszt
3',4'5,7-tetrahydroksyflawan-3,4-diolu potgczonych wigzaniem eterowym
przy udziale drugorzedowych grup alkoholowych pierscieni heterocyklicz-
nych (wzor 1V). Poréwnanie leukoantocyjanow zawartych w liSciach
i owocach gtogu wskazuje, ze w obu tych tkankach znajdujg sie obie
wspomniane leukocyjanidyny, lecz w réznych stosunkach ilosciowych.
Ponadto wykryto blizej nie badany zwigzek o charakterze dimerycznej
leukopelargonidyny (27).
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Weinges i wsp. (46) proponujag dla wszystkich dimerycznych leu-
koantocyjanéw gtogu strukture ubozszg o jeden atom tlenu, w Kktoérej
dwie jednostki (—)epikateehiny bytyby zigczone wigzaniem C-C miedzy
atomami wegla 4 i 6 lub 8 uktadu flawanowego jak na przykiad we
wzorze V. Na podstawie widm masowych i jgdrowego rezonansu mag-
netycznego dimerycznych leukoantocyjanéw wydzielonych z réznych
roslin Weinges i wsp. przypuszczajg, ze tego typu wigzanie miedzy
resztami flawanowymi wystepuje powszechnie w garbnikach skonden-
sowanych. Przypuszczenie to jest zgodne z wcze$niejszymi sugestiami
Creasy i Swaina (7), niemniej wydaje sig, Zze nie ma wystarcza-
jacej podstawy do odrzucenia mozliwosci jednoczesnego udziatu wigzanh
eterowych lub acetalowych w strukturze dimeréw i polimeréow flawa-
nowych gtogu. Przekonywujacych dowodéw tego rodzaju wspotistnienia
dostarczyty badania dimerycznych i wielkoczasteczkowych leukoanto-
cyjanéw wydzielonych z innego materiatu roslinnego. Mayer i wsp.
(30) wydzielili na przykiad z owocéw Aesculus hippocastanum dimerycz-
ng leukoantocyjanidyne i w jej czasteczce stwierdzili na drodze degrada-
cji oraz postugujac sie spektrometria masowg zaréwno wigzania typu
C-C jak i wigzanie eterowe miedzy dwoma jednostkami C15 Uzyskato
to potwierdzenie w pracach Drewes i wsp. (9 oraz Roux i Pau-
lusa (36), ktérzy badajac dimeryczne leukofizetynidyny, zawierajgce
wylacznie wiagzania C-C miedzy elementami strukturalnymi, stwierdzili
wyrazne roznice trwato$ci tych wigzan w poréwnaniu z wigzaniami,
w ktorych bierze udziat atom tlenu. Z drugiej strony Morgan i Or-
sler (31) wykazali, ze podstawowym ukladem wielkoczgsteczkowych
garbnikdw drewna tekowego sg jednostki 3',4',7-trojhydrOksyflawan-3,4-
-diolu potgczone mostkami eterowymi miedzy atomami wegla 3 i 4.

Wyjasnienie budowy dimerycznych leukoantocyjanéw wymaga jesz-
cze wielu badan. Niemniej poglady na strukture wielkoczgsteczkowych
zwigzkO6w tej grupy oparte sg niemal wytacznie na danych dotyczacych
potaczen dimerycznych. Nie rozwigzano dotychczas zagadnien metodycz-
nych: okres$lania masy czasteczkowej wielkoczasteczkowych garbnikow
skondensowanych i ich frakcjonowania. Podejmowane proby frakcjono-
wania garbnikow skondensowanych opieraty sie gtownie na metodach
chromatograficznych i tym samym ich zastosowanie byto ograniczone do
zwigzkéw ztozonych z nie wiecej niz siedmiu jednostek flawanowych
(36). Podczas badania flawonoidowych skitadnikéw gtogu wydzielono,
stosujgc saczenie molekularne na zelu Sephadex G-35, oligomeryczng
leukocyjanidyne ztozong z okoto dziesieciu jednostek CI (26). Zwigzki
0 wyzszym stopniu polimeryzacji adsorbowaty sie na zelu G-25. Saczenie
na acetylowanym zelu dekstranowym (Sephadex LH-20) pozwolito omi-
nag¢ te trudno$¢ i doprowadzito do wydzielenia z lisci glogu szeregu
frakcji oligomerycznych i polimerycznych garbnikdw r6znigcych sie mie-
dzy sobg nie tylko stopniem spolimeryzowania, lecz réwniez i udziatem



[9] FLAWONOIDY GLOGU 433

elementéw strukturalnych (25). Poréwnujac wyniki sgczenia na zelu
Sephadex LH-20 z danymi uzyskanymi za pomocg kolorymetrycznych
metod okres$lania stopnia polimeryzacji flawanéw, wykazano, ze oznacze-
nie kolejnosci wymywania garbnikéw skondensowanych z zelu moze by¢
wartosciowg metoda oznaczania ich masy czasteczkowej, pod warunkiem
zastosowania odpowiednich wzorcowych substancji wielkoczgsteczko-
wych.

Rozmieszczenie grup -OH w aromatycznych pierScieniach elementow
strukturalnych garbnikéw skondensowanych, wystepujacych w gtogu,
jest takie samo jak we flawonach i flawonolach wykrytych w tej rosli-
nie. Najczesciej pierscienie aromatyczne sg podstawione grupami hydro-
ksylowymi w pozycjach 3'4'5 i 7 (kwercetyna, luteolina, (—)epikate-
china i leukocyjanidyny). Mniej rozpowszechnione jest rozmieszczenie
grup fenolowych w pozycjach 4'5 i 7 (apigenina, leukopelargonidyna).
Stanowi to jeszcze jedno potwierdzenie wspoélnej drogi biosyntezy
wszystkich flawonoidow niezaleznie od stopnia utlenienia pierscienia
heterocyklicznego. Liczba grup -OH i ich rozmieszczenie w pierscieniu
B flawonoidéw (jednostka C6+3 sg najprawdopodobniej determinowane
przed utworzeniem pietnastoweglowego prekursora uktadu flawonoido-
wego.

Wyniki dotychczasowych prac nad flawonoidami gtogu zdajag sie wska-
zywac, ze dziatanie lecznicze tej rosliny jest uwarunkowane obecnoscia
catego kompletu zwigzkéw flawonoidowych.

Choé zainteresowanie czynnoscig farmakologiczng ekstraktéw z gtogu
byto gtdwng przyczyng podjecia badan nad flawonoidami, prace te do-
starczyty takze cennych danych o budowie i biosyntezie tych zwigzkéw.
Dalsze za$ poréwnawcze badania nad sktadem flawonoidéw w réznych
gatunkach gtogu mogg by¢ podstawa chemotaksonomii i wnioskowania
o uwarunkowaniu genetycznym biosyntezy tych zwigzkéw.
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JANINA H. ROGOZINSKA *

Struktura a aktywno$¢ cytokinin

Cytokinins’ Structure and Activity

The relationships between the cytokinin activity of adenine derivatives as

affected by the nature and location of the substituent groups is discussed.

Wkroétce po wyodrebnieniu i identyfikacji kinetyny (wzér 1) (16),
zsyntetyzowano kilkaset chemicznie pokrewnych jej zwigzkow i zbadano
ich aktywnos$¢ biologiczng. Do roku 1958 (36) uwazano, ze aktywnos$¢
cytokinin (25) oznaczana testem tytoniowym (opartym na stymulacji
cytokinezy) jest ograniczona do 6-podstawionych aminopuryn. (wzér I1).
Swiadczyty o tym takze prace Okumury i wsp. (18 19, 20, 21, 22)
oraz Kuraishi i Okumury (9, 10), ktérzy badali wptyw cyto-
kinin stosujgc test powiekszania sie kragzkow lisci rzodkiewki. Natomiast
Skinner i Shive (33), obserwujgc stymulujacy wptyw cytokinin
na kietkowanie nasion sataty, stwierdzili mniej $cistg zalezno$¢ miedzy
aktywnoscig tych zwigzkéw a ich strukturg chemiczng. W zaleznosci za-
tem od stosowanego biotestu cytokininy, moga wykazywaé rézng aktyw-
no$¢ wzgledng (6, 9, 13, 33), co spowodowane jest prawdopodobnie tym, ze
mechanizm ich dziatania na poziomie molekularnym w poszczeg6lnych
biotestach jest rozny.

W poczatkowym etapie badan prowadzonych w Uniwersytecie
w Wisconsin (36) nie uwzgledniano dostatecznie korelacji miedzy steze-
niem a aktywnoscig cytokinin. Dopiero opracowanie specjalnej pozywki
(15, 17) i wprowadzenie r6znych modyfikacji (24, 27) testu tytoniowego
umozliwito precyzyjniejsze poréwnawcze oznaczenia aktywnos$ci wielu
cytokinin. W ulepszonym tescie tytoniowym ledwo wykrywalny wzrost
mozna zaobserwowaé zwykle juz przy stezeniu 5X10-~4—5X10-3 inM,
a maksymalny wzrost tkanek przy stezeniu 0,1 uM kinetyny (24, 35).
Stosujac ten test, Hamzi (5) przebadat w pracowni Skooga aktywnos$é
56 zwigzkow, gtéwnie pochodnych purynowych okre$lajgc zalezno$¢ mie-

*Dr, Zaktad Dendrologii i Arboretum Kbornickie, Polska Akademia Nauk,
Koérnik. Obecny adres: Katedra Fizjologii Roslin WSR, Poznan
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dzy ich aktywnos$cig a rodzajem i pozycjg podstawionych grup w ukia-
dzie purynowym. Aktywnos$¢ dalszych 13 zwigzkéw zbadali nastepnie
5kKo00g i wsp. (35).

Badania nad syntezg i aktywno$cig analogéw kinetyny i jej antago-
nistéw zapoczatkowaty prace nad mechanizmem dziatania tej grupy re-
gulatoré6w wzrostu roslin (23). Ponizej przedyskutowano najwazniejsze
prace, omawiajace zalezno$¢ aktywnosci cytokinin od ich struktury che-
micznej.

I. Wplyw struktury podstawnika na aktywnos$¢ cytokinin
1. Wplyw diugosci nasyconego tancucha alkilowego

N6-adeniny alkilowe réznig sie aktywnos$cig, w zaleznosci od diugosci
tancucha alkilowego. Wedlug danych Stronga (36), cytokinany za-
rowno z krdétkim (1—2C) jak i z bardzo dtugim (powyzej 7 C) nasyco-
nym tafcuchem nie wykazujg aktywnosci. O zwiekszaniu sie aktywnosci
cytokinin wraz z liczbg atomdw wegla w tafncuchu alkilowym do 5 lub
6 Swiadczg zaréwno wyniki testu tytoniowego (36), jak i testu sataty
(30, 31, 32). Kur ais hi (9) stosujgc biotest lisci rzodkiewki stwierdzit
wzrost aktywnosci wraz ze zwiekszaniem dtugosci tancucha az do 6-n-
-heksyloaminopuryny i brak aktywnos$ci zwiazkéw o 9, 10, 12 lub 18
atomach wegla w tancuchu bocznym. Ostatnio (5, 35) okreslono doktad-
niej korelacje miedzy aktywnos$cig zwigzku a diugoscig jego tancucha:
adenine (II) mozna wykry¢ zaledwie w stezeniu 200 M, 6-metylo-,
6-etylo-, e-propylo- i 6-butyloaminopuryne w coraz nizszych stezeniach,
a 6-pentyloaminopuryne (wzér I1l1) juz w stezeniu okoto 0,001 mM. Mnigj-
szg aktywno$¢ wykazujg 6-heksylo- i 6-heptyloaminopuryna, a mini-
malng 6-decyloaminoipuryna. Wptyw dtugosci tafcucha moze mieé zwia-
zek z wiasciwosciami fizycznymi, utatwiajgcymi pobranie zwigzku lub
jego dostep do reaktywnych miejsc w komorce.

2. Wptyw wigzan podwdéjnych w podstawniku alkilowym

Podwdjne wigzanie w fancuchu bocznym znacznie zwieksza aktywnos$¢
cytokinin (5). Przyktadem moze by¢ 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryna
(wzor IV). Wedlug Beauchesne i Goutarela (1) zwigzek ten
odznacza sie mniejsza aktywnoscig od kinetyny. Jednakze badania prze-
prowadzone przez Rogozinska, w pracowni Skooga (28) wykazaty, ze jest
ona okoto 10 razy aktywniejsza od kinetyny, co potwierdzili inni auto-
rzy (5, 35), a takze od 6-izoamyloaminopuryny (wz6r V). Nalezy ona obok
zeatyny do najaktywniejszych cytokinin (13). Duzej aktywnos$ci wzro-
stowej 6-(7,7-dwumetyloalliloamino) puryny towarzyszy wybitna aktyw-
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no$¢ morfogenetyczna, znacznie przewyzszajagca aktywnos$¢ Kkinetyny
i innych badanych cytokinin (5, 26, 35). Wptyw 6-(Y>Y-dwumetyloallilo-
amino) puryny na wzrost i réznicowanie tkanek tytoniu w hodowli in
vitro przedstawia rysunek 1. Biorgc pod uwage duzg aktywno$¢ tego
zwiagzku i to, ze Y/Y-dwumetyloallil jest powszechnie wystepujacym me-
tabolitem roslinnym, Beauchesne i Goutarel (1) przypuszczali,
ze 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryna moze by¢ endogenng cytokining.
Zwigzek ten wystepuje w Corynebacterium fascians (7), a jego rybozyd
(V) — w drozdzach (4) oraz w grochu i szpinaku (3).

Zalezno$¢ aktywnosci cytokininowej od diugos$ci bocznego tarcucha
zawierajgcego podwdjne wigzanie jest inna niz w przypadku nasyconych
tancuchdw bocznych. 6-Farnezyloaminopuryna i 6-geranyloaminopuryna
sg aktywniejsze od 6-decyloaminopuryny. Nieoczekiwanie 6-geranylo-
aminopuryna jest znacznie mniej aktywna od 6-farnezyloaminopuryny
majacej diuzszy tancuch boczny. Natomiast aktywnos$ci 6-propyloamino-
puryny (wzér VII) i 6-alliloaminopuryny (wzdr VIII) prawie nie rdznig
sie. Prawdopodobnie na matg aktywno$¢ zwigzku o krdétszym tancuchu
bocznym obecnos¢ podwdjnego wigzania w tym tancuchu wptywa nie-
znacznie.

Poza obecnoscig podwojnych wigzan réwniez inne cechy strukturalne
tancucha bocznego majg wptyw na aktywno$¢ cytokinin. Na przyktad
zwigzek zawierajgcy grupy metylowe przy atomie wegla Y w tafAcuchu
allilowym jest znacznie aktywniejszy niz zwigzek z grupg metylowg
przy atomie wegla a. Aktywnos$¢ biologiczna cytokinin z nienasyconymi
tancuchami bocznymi zwieksza sie od 6-alliloaminopuryny poprzez
6-(a,a-dwumetyloalliloamino) puryne do 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) pu-
ryny.

Podwodjne wigzanie w podstawniku majg takze wystepujgce w przy-
rodzie pochodne adeniny podstawione przy N6 ugrupowaniem izoprenoi-
dowym, ktdre odznaczajg sie olbrzymia aktywnos$cig cytokininowa.

3. Wptyw grup hydroksylowych w podstawniku alkilowym

Aktywnos$¢ cytokinin zmienia sie po podstawieniu grup polarnych
w ich fancuchu-bocznym. Trans zeatyna zawierajaca jedng grupe hydro-
ksylowg (wzér IV) (14) jest nieco aktywniejsza od 6-(Y>Y-dwumetyloallilo-
amino) puryny, jak wykazat test tytoniowy (35) i inne biotesty (13). Na-
tomiast ¢>-(2,3-dwuhydroksy-3-metylobutyloamino) puryna odznacza sie
znacznie mniejszg aktywnoscig (35). Fakt, ze zwigzki zawierajace grupy
hydroksylowe sg aktywne, byt dos¢ nieoczekiwany wobec wczesniejszych
doniesien Stronga (36), o warunkowaniu aktywnosci cytokinin przez
podstawniki przy N6o charakterze niepolarnym.

W przyrodzie wystepujg hydroksypochodne 6-(Y,Y-dwumetyloallilo-
amino) puryny zaréwno trans jak i cis: zeatyna [6-(4-hydroksy-3-metylo-
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butylo-trans-2-enyloamino) puryna] (I1X), 6,4-hydroksy-3-metylobuty-
lo-cis-2-enylo-amino)-9-P-D-rybofuranozylopuryna  (X) wyodrebniona
z kukurydzy, grochu i szpinaku (4) oraz (—) dwuhydrozeatyna [(—) 6-N-
(-4-hydroksy-3-metylobutyloamino) puryna] (XI) z niedojrzatych nasion
tubinu (8).

4. Wpltyw podstawnikéw pierscieniowych

Kuraishi (9 probowal wyjasni¢ znaczenie wigzan podwdjnych
w pierscieniu furfurylowym lub benzylowym dla aktywnosci cytokinin.
Stwierdzit on, ze 6-N-cykloheksyloaminopuryna (XII) byta prawie tak
aktywna jak kinetyna () i 6-benzyloaminopuryna (XII1). PéZniej okazato
sie, ze wigzania podwojne zwiekszajg aktywno$¢ 6-aryloaminopuryn (5).
Za pomocg testu tytoniowego wykazano, ze 6-fenyloaminopuryna (XIV)
byta znacznie aktywniejsza od cykloheksyloaminopuryny (XII).

Z cytokinin podstawionych ugrupowaniem pier$cieniowym najaktyw-
niejsza okazata sie benzyloaminopuryna (5). Jej dziatanie mozna byto
wykry¢ juz przy stezeniu 8X10-4|biM, a jej stezenie optymalne wynosito
0,07 M (dla kinetyny 1,7X10~3i 0,1 mM) (rysunek 2). Benzyloaminopu-
ryna wykazywata posrednig aktywnos¢é miedzy kinetyng i 6-/y,y-dwume-
tyloalliloamino) puryng w tescie tytoniowym, a w chlorofilowym biotescie
krazkow lisci rzodkiewki okazata sie aktywniejsza takze od 6-(y, y-dwu-
metyloalliloamino) puryny.

Podobnie jak pochodne alkilowe réwniez pochodne adeniny z podstaw-
nikami cyklicznymi w pozycji N6 wykazujg zatem wiekszg aktywnos$¢
w przypadku gdy podstawnik zawiera wigzanie podwojne; aktywnos$¢
zalezy takze od wielkosci podstawnika (2, 5, 35).

5. Wptyw grup polarnych w podstawniku pierscieniowym

Zwigzki zawierajgce heteroatomy N i Cl w podstawnikach wykazujg
mniejszg aktywno$¢ cytokininowg. Na przykiad ¢)-(2-pirydylometyloami-
no) puryna jest mniej aktywna od benzyloaminopuryny, a 6-(5-chlorofur-
furyloamino) puryna (XV) od furfuryloaminopuryny. Zastgpienie atomu
tlenu w grupie furfurylowej atomem siarki ma maty wptyw (35). Wedtug
Kuraishi (9) chlor w pozycji orto w pochodnych 6-benzyloaminopu-
rynowych zwieksza aktywno$é czasteczki, w pozycji meta ma maty
wptyw, natomiast w pozycji para znacznie zmniejsza aktywno$¢. RoOw-
niez grupa metylowa w pozycji orto zwieksza aktywno$¢, a w pozycji
para zmniejsza. Obecno$¢ innych grup przy podstawniku benzylowym
.{-OH, -OCH3, -N02 -SO3H, -NH2 obniza aktywnos¢ (9).



Rys. 1. Wptyw 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryny (O OI, 05, 25 125 /[iM) na
réznicowanie tkanek tytoniu w hodowli in vitro, z ktérych uzyskano nastepnie
catkowicie rozwiniete rosliny (5 26)

Rys. 2. Wzrost tkanek tytoniu przy optymalnym stezeniu kinetyny 0.1 uM (z lewej)
w poréwnaniu z tkankami kontrolnymi bez kinetyny (z prawej)
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W wyniku wprowadzenia silnie polarnego pierScienia dezoksyrybozy
w pozycje 6-metyloaminopuryny powstaje aktywna cytokinina o maksy-
malnej aktywnos$ci w stezeniu 2.5—25i"M, a wyraznie dzialajaca juz
w stezeniu 0.02—0.1 mM (35). Obecnos¢ grup polarnych w tym zwigzku,
jak i w zeatynie $wiadczy, iz obecnosé grup polarnych w tancuchu lub
pierscieniu nie przeszkadza biologicznej aktywacji cytokinin.

6. Wptyw diugosci mostku miedzy adening a podstawnikiem pier$cieniowym

Zwiagzki nie zawierajace grupy metylenowej taczacej podstawnik
z aminopuryng w pozycji N6, a takze zawierajgce dtugie mostki, wyka-
zujag matlg aktywno$¢ cytokininowg. Jak podaje Kuraishi (9 spo-
$rod 6-N-co-fenylo-alkilo-aminopuryn najaktywniejsze sg zwiazki o most-
kach jedno- lub dwucztonowych, 6-fenyloaminopuryna i 6-(fenoksy)-ety-
loaminopuryna sa mniej aktywne niz kinetyna i wykazuja okoto V5 ak-
tywnosci 6-benzyloaminopuryny. Takze aktywno$¢é 6-[2-(2-furylo) ety-
loamino]puryny wynosi Vs aktywnosci kinetyny (35).

Il. Wptyw modyfikacji adeniny na aktywno$¢ cytokinin

Modyfikacje w adeninowym skiadniku czasteczki obnizajg aktywnos$¢
cytokinin. Zastgpienie azotu w pozycji 6 pierScienia purynowego siarka
znacznie zmniejsza aktywno$¢ cytokinin (9, 30, 31, 36). Hamzi (5
stwierdzit, ze 6-(Y,Y-dwumetyloallilotio) puryna (XVI) jest okoto 100 razy
mniej aktywna od jej aminopoehodnej (IV).

Usuniecie grupy 6-aminowej catkowicie niszczy aktywnos$é. Takie po-
chodne puryn jak 1-benzylopuryna (XVII) i i(-Y,Y-dwumetyloallilo) pu-
ryna (XVIII) sa nieaktywne w testach, w ktérych pochodne 1-adeniny
wykazujg aktywnos$é (5). Prawdopodobnie usuniecie grupy -NH2 z ade-
niny uniemozliwia przemiane tych zwigzkéw na 6-podstawione pochodne.

Przez zastgpienie grupy -NH2 grupg -OH i podstawienie #tancucha
7,Y-dwumetyloallilowego w pozycji 2 mozna utworzy¢ nieaktywny
zwigzek 2-(Y,Y-dwumetyloallilo) guanina, wykazujgcg antagonistyczne
dziatanie w stosunku do auksyn i mieszanin auksyn z kinetyng (1). Po-
dobne antagonistyczne dziatanie w stosunku do aktywniejszych cytokinin
wywiera 6-metyloaminopuryna (35).

Zastgpienie atomu wegla w pozycji 8 adeniny azotem (8-azakinetyna
(XIX) i 6>-benzylo-8-azapuryna) powoduje okoto 20-krotne zmniejszenie
aktywnosci (5, 35). Natomiast zwigzki pirazolowe (w ktdrych nastgpita
wymiana atomOw wegla i azotu miedzy pozycjami 7 i 8 pierScienia pury-
nowego) nie wykazujg zupetnie aktywnos$ci biologicznej, nawet jesli za-
wierajg taki tafcuch boczny jak najaktywniejsze cytokininy (36).
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I11. Wplyw lokalizacji podstawnika przy adeninie na aktywnos$¢ cytokinin

Wedtug wczesniej uzyskanych danych (9, 36) aktywnos$é cytokinin wy-
kazuja jedynie 6-podstawione aminopuryny. Pochodne adeniny podsta-
wione grupg alkilowg lub arylowg w innej pozycji niz N6 mogg wyka-
zywaé tak zwang pozorng aktywno$¢ cytokininowg, zaleznie od miejsca
podstawienia w pier$cieniu purynowym i od stosowanego testu (28, 35).
Ta aktywno$¢é pozorna uwarunkowana jest tatwosScig przegrupowywania
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sie tych zwigzkow na 6-pochodne aminopuryn podczas autoklawowania
pozywki do biotestu (28). Hamzi i Skoog doniesli o pozornej aktyw-
nosci 1l-podstawionych aminopuryn. Dalsze badania (35) wykazatly, ze
1-benzyloadenina wykazuje rzeczywistg aktywno$¢ cytokininowg, ale
jedynie w duzych stezeniach.

Beauchesne i Goutarel (1) badajgc izomery z faricuchem
Y,Y-dwumetyloallilowym podstawionym w pozycji 3, 6, 7, 8 i 9 pie-
Scienia purynowego wykryli nastepujace zaleznosci: 3-(Y,Y-dwumetyloalli-
lo) adenina wykazuje stabg aktywnos$¢, a izomery podstawione w pozycji
7, 8 lub 9 sg nieaktywne; natomiast 6-(y,Y-dwumetyloalliloamino) puryna
jest aktywna, jednak mniej niz kioetyna. Prace przeprowadzone nastepnie
w pracowni Skoog a wykazaty jednak, ze aktywno$¢ 3-podstawionej
aminopuryny jest tylko pozorna, uzalezniona od przegrupowania do' 6-po-
chodnej (28). Nieaktywne sg réwniez 3-allilo-, 3-furfurylo-, 3-fitylo-,
i 3-benzyloadeniny (35). Okazato sie dalej, ze 9-podstawione adeniny moga
by¢ réwniez aktywowane wskutek przegrupowania do N6izomerdw, cho¢
znacznie trudniej niz 1- i 3-podstawione adeniny. 7-Podstawione amino-
puryny natomiast nie ulegajg przegrupowaniu (35).

Leonard i wsp. (11) na podstawie wynikéw testu pobudzania kiet-
kowania nasion sataty podajg, ze 2-amino- i 2-fluoro-6-podstawione-ami-
nopuryny sa aktywne, choé mniej niz odpowiednie 6-podstawione-ami-
nopuryny. Jednak w tescie tytoniowym zarowno 2-benzyloadenina jak
i 2-m-metoksybenzyloadenina (w stezeniach 1—64 mM) nie wykazujg
aktywnosci (35). Czy 2 i 8 podstawione adeniny moga ulega¢ aktywacji
wskutek przegrupowania dotychczas nie wiadomo.

IV. Wplyw dodatkowego tarnicucha na aktywnos$¢ cytokininowa
N6-podstawionych aminopuryn

Wprowadzenie dodatkowego podstawnika do pochodnych 6-aminopu-
rynowych zmniejsza aktywnos$¢ cytokinin (1, 18, 36). Jak podaje
Strong (36) aminopuryny z dwoma podstawnikami: 6-(i-metyloamylo-
amino)- i 6-(2,3-dwumetyloamyloamino) puryny oraz 2-metylo-6-furfu-
rylo-, 2-amino-6-furfurylo- i 2-amino-6-benzyloaminopuryny, wykazuja
mnieszg aktywnos$¢ od kinetyny, a 6-hydrazynopuryna i 6-(1,2-dwukarbo-
ksyetyloamino) puryna — brak aktywnosci. Okumura i wsp. (18)
stwierdzili, ze 6-(dwumetylo)-, G-(dwuetylo)- i 6-(dwubutylo) aminopuryny
wywierajg tylko nieznaczne dziatanie stymulujgce. Wedlug Beau-
chesne i Goutarela (1), bis- Y,Y-dwumetyloallilo-6-adenina (XX)
i bis- Y>Y-dwumetyloallilo-3,¢)-adenina (XXI) sg réwniez mniej aktywne
niz 6-monopodstawiony zwigzek (IV). Nalezy wspomnie¢, ze podstawnik
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9-rybozylowy (VI) w malym stopniu wptywa na aktywno$¢ cytokininowa.

Badania przeprowadzone w pracowni Skooga (5 35 potwierdzity
niektére dane dorzucajac nowych. Okazato sig, ze 9-rybozyd Kkinetyny
i 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryny jest 2—5 razy mniej aktywny
niz odpowiednie wolne zasady. Obecno$¢ grupy metylowej w pozycji N6
kinetyny lub 6-benzyloaminopuryny (XXII) powoduje przynajmniej
100-krotne obnizenie aktywnos$ci. Podobnie zmniejszona jest aktywnos$¢
pochodnych dwubenzylowych, podstawionych w pozycjach 6, 7 oraz 6, 9
adeniny. Obecnos$¢ drugiego podstawnika w pozycjach 1- lub 3- w N6&po-
chodnych adeniny (XXIII) drastycznie zmniejsza (1,6-dwubenzyloadeni-
na) lub nawet catkowicie eliminuje (6,6-dwumetylo 1,3,4,5a,9-pentaaza-5a,
6,7,8-czterohydro-3H-benz [0] inden) aktywnosé cytokinin. Wskazuje to
na istotne dla aktywnosci cytokinin znaczenie pozycji 1- i 3- w uktadzie
purynowym, ktére muszg byé wolne. Dwupodstawione pochodne adeniny,
i,9-dwubenzyloadenina i 2,7-dwubenzyloadenina wykazywaly pewng
aktywnos¢, ale przypuszczalnie wskutek przegrupowania do odpowiednich
N6-pochodnych (5, 35).

Wydaje sie, ze zwiazki wykazujace aktywno$¢ cytokininowa musza
zawiera¢ w swoim skladzie adening, cho¢ znane sg pewne wyjatki jak
6-(Y,Y-dwumetyloallilotio) puryna, oraz 8-aza-pochodne kinetyny i 6-ben-
zyloaminopuryny. Badania nad pochodnymi pirymidynowymi i pochodny-
mi mocznika, omawiane przez Skooga i wsp. (35 wskazujg, ze nawet
nie zawierajace uktadu purynowego substancje mogg wykazywaé aktyw-
no$¢ podobng do kinetyny. Jednakze mechanizm ich dziatania jest praw-
dopodobnie inny.

Okreslajac elementy struktury cytokinin warunkujgce ich aktywno$¢
Strong (36) wysunat sugeste o roli tancucha bocznego: ze wzgledu na
jego réznorodng budowe funkcjg jego mogtoby by¢ nadawanie adeninie
»odpowiednich witasciwosci fizycznych, by¢ moze rozpuszczalnosci”, co
pozwala na przenikniecie zwigzku do pewnych miejsc w komorce. Pro-
bujac wyjasni¢ zalezno$¢ miedzy aktywnos$cig cytokinin a ich strukturg
chemiczng, Kuraishi (9 przypuszcza, ze cze$¢ lipofilna (Yaricuch
boczny) umozliwia zaadsorbowanie sie czasteczki w okreSlonym miejscu
w komoérce, w ktérym czes¢ hydrofilna (uktad purynowy) oddziatywuje
w jaki$ sposéb na pewne procesy metaboliczne.

Nowych, niezmiernie interesujacych danych dostarczajg ostatnie ba-
dania wykazujace obecno$é cytokinin w tRNA (3, 4, 12, 29, 34, 37). Su-
geruja one specyficzng role cytokinin w kontrolowaniu wbudowywania
sie aminokwaséw do biatek. Czy cytokininy funkcjonujg w tym procesie
jako wolne zasady, czy tez jako komponenty RNA nie wiadomo. Dalsze
badania w tej dziedzinie mogg rzuci¢ nowe Swiatlo na zagadnienia re-
gulacji hormonalnej wzrostu i rozwoju roslin.
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JACEK SLIWOWSKI *

Mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub wiecej
substratami i produktami

A. Podstawy teoretyczne

Mechanisms of enzyme reactions with two or more substrates
and prcducts

A. Theoretical basis

A nomenclature and a shorthand notation for writting down mechanisms of
enzyme reactions with two or more substrates and products are presented. Methods
for deriving the fuli steady state rate eguations for these mechanisms are explained.

Kilka lat temu ukazaty sie w Postepach Biochemii artykuty (9, 13),
w ktérych zajmowano sie kinetyka uktadéw: jeden substrat, jeden kom-
pleks enzym-substrat, jeden produkt.

Lata szesédziesigte przyniosty jednak szybki rozwdj badan w tej
dziedzinie. Réwnania Michaelisa-Memtena i Briggsa-Haldane’a (3) opi-
sujgce takie wyidealizowane proste uklady enzymatyczne zastgpiono
rownaniami szybkosci reakcji w uktadach obejmujacych po kilka sub-
stratow i produktdw oraz izomeryzujacych form enzymu. Utlatwito to
poznanie mechanizmow reakcji: ustalenie kolejnosci w jakiej substraty
przytaczajg sie do miejsca aktywnego enzymu, skitadu tworzacych sie
komplekséw oraz kolejnosci w jakiej produkty odigczaja sie od po-
wierzchni enzymu (8).

Artykut ten jest pierwszym z dwdch poswieconych kinetyce ztozo-
nych reakcji enzymatycznych. Oméwiono w nim podstawy teoretyczne
zagadnienia, natomiasit stosowane obecnie techniki badania mechanizméw
reakcji enzymatycznych oraz wyniki otrzymane przy zastosowaniu tych
technik przedstawione zostang w drugim artykule. Wprowadzajgc czy-
telnika w podstawy teoretyczne autor bedzie starat sie utatwié zrozu-
mienie pewnych trudniejszych, w znacznym stopniu zmatematyzowanych
poje¢ podajagc tam gdzie to mozliwe ilustrujace przyktady jak i wypro-
wadzenia niektérych wzorow.

* Mgr, Zaktad Biochemii Roslin, Katedra Biochemii, Uniwersytet Warszawski
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I, Wprowadzenie

Rozwdj kinetyki reakcji enzymatycznych rozpoczat sie od rozpatry-
wania uktadéw najprostszych i przyjmowania zalozeh bardzo ograniczo-
nych, reprezentujacych specjalne przypadki.

Rozpatrzmy réwnanie:

Ki k2
E+SA"ES”P+E t
ki k.2
gdzie E — enzym
S — suhstrat
ES — kompleks enzym-subistrat
P — produkt

Szybko$¢ zuzywania substratu w takiej reakcji zalezy od stezen: enzymu
i kompleksu enzym-substrat. Oznaczajagc wiec stezenia wyrazone w mo-
lach nawiasem kwadratowym otrzymuje sie:

d[s] .
V= e = E] o[S]—k i [ES] 2

Aby wyznaczy¢ szybko$¢ zuzywania substratu w reakcji enzymatycz-
nej nalezy znaé stezenie wolnego enzymu i stezenie kompleksu enzym-
-substrat. Szybkos$¢ z jaka ES powstaje jest rowna KHE]*[S]+ k_2[E][P]
a szybkos$¢ z jaka kompleks ten jest rozktadany zaréwno doi E i S jak
i do Ei P wynosi k_i[ES]+k2[ES]

Réwnanie opisujgce zmiany stezenia kompleksu ES ma wiec postaé:

d

TEST
vE oL AEHSI+K-"EHPbCW ESJ+k~ES]) 3
t

Poniewaz [Et] = [ES]+ [E] gdzie symbolem [Et] oznaczono catkowite ste-
zenie enzymu, zatem stezenie wolnego enzymu mozna wyrazi¢ jako:

N = [EJ-[ES] 4

Po podstawieniu tego wyrazenia zamiast E do ré6wnania 3 wzér przyjmie
postac:

v T K, ([Et]- [ES])+[S]+k_2([Et]- [ES]) [PI-KANESI-K~"ES] 5
Z danych eksperymentalnych wynika, ze zalezno$¢ pomiedzy szybkoScig

reakcji enzymatycznej a stezeniem substratu przyjmuje na wykresie
(V — oS rzednych, S— o$ odcietych) ksztatt hiperboli (3). Aby wypro-
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wadzone réwnanie szybkosci reakcji enzymatycznej odpowiadato takiej
zaleznosci, v musi byé funkcja [S] ([P] chwilowo, dla uproszczenia, po-
mija sie) opisywang przez réwnanie typu:

a-[s] .
V S - gdzie a, b state 6
b+[S]

Aby od réwnania 2 i rdwnania 5 przejs¢ do réwnania hiperboli (réwna-
nie 6) nalezy przyja¢ pewne upraszczajace zatozenia (inaczej jednoznaczne
rozwigzanie tego problemu jest niemozliwe). Michaelis i Menten przyjeli,
ze E i Ssg w rdwnowadze z ES, czyli ze ES powstaje z E i S z taka
samg szybkoscig z jaka dysocjuje na E i S, co jest rébwnowazne alge-
braicznej zaleznoSci:

Ki[EMS] = k-i[ES] 7.

Przy zatozeniu, ze k2 k™ (K2 jesit znacznie mniejsze od k_i) otrzymali
orni rownanie szybkoS$ci reakcji enzymatycznej w postaci:

dis]  k2[EfL[S]  ViexX[9]

W tym réwnaniu oznaczono dla okre$lonej ilosci enzymu:

gdzie Vmex— szybko$¢ maksymalna reakcji, Km— stata, nazwana stalg
Michaelisa.

Ogéblniejsze zatozenie przyjeli Briggs i Haldane. Zatozyli oni, ze kom-
pleks ES powstaje z E i S zasadniczo tak szybko, jak szybko jest rozkta-
dany, zarowno przez ponowne przeksztatcenie do E i S jak i przez prze-
ksztatcenie do E i P — co jest rownowazne algebraicznej zaleznosci:

Ki[S]-[E] = k_![ES]4-k2[ES] 9

Przy takim zatozeniu réwnanie szybkosci reakcji enzymatycznej przy-
jeto postaé

d[S] =  k2[Et] []] Vipx
dt k_j+k2 K 4+[S] 10

w rownaniu 10 oznaczono:

11

9 Postepy Biochemii
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Nalezy tu zwrdci¢ uwage ma dwa zagadnienia:

a) w obu przypadkach definicje statej Miehaelisa sg rézne

b) zatozenie Briggsa i Haldane’a jest rzeczywiscie ogo6lniejsze od za-
tozenia Michaelisa-Mentona, gdyz wystarczy w rownaniu 9 przyjaé

k2= 0aby otrzymaé réwnanie 7.

Przypadek jeszcze ogdlniejszy otrzymano pomijajgc zatozenie, ze re-
akcja enzymatyczna przedstawiona w réwnaniu 1 jest rozpatrywana
w potozeniu dalekim od stanu rédwnowagi, tj. zanim nagromadzg si¢ mie-
rzalne ilosci produktow.

Ponizej dla przyktadu przedstawiono wyprowadzenie ré6wnania szyb-
kosci dla takiej jednosubstratowej, odwracalnej reakcji enzymatycznej
uwzgledniajgc zatozenia stanu stacjonarnego, a mianowicie

d[s] d[P] i2
dt dt
d[ES]_
oraz o 0 13

Stezenie ES przyjeto jako state dla znacznej cze$ci czasu trwania reakcji,
wytgczajgc poczatkowe stadium, w czasie ktorego stezenie to szybko wzra-
sta. Petniejsze omdwienie zastosowania pojecia stanu stacjonarnego w Ki-
netyce reakcji enzymatycznych podat Grabowski (9). Poréwnujac
rownania 5 i 13 otrzymano zaleznos¢:

KU[E]-[ESDIS] + k A[E]-[ES]).[P]-k_AES]-KZES]) = 0 14
z ktorej wyznaczono [ES]

[ES]_ (k,[g + k-,gD-DM
ki[S] + kK 2[P]+k_i+k2

Wartosci [E] z ré6wnania 4 i [ES] z rdwnania 15 wstawiono do réwnania
2 uzyskujac wyrazenie:

ds] f kilS]+k 2Pl }
v= - = [KIS]~ KIS+ K-TH ki [8)* k 2[Pj4-% i k2 [E] 16

Dzielagc licznik i mianownik utamka w réwnaniu 16 przez (k_1+k?2)

otrzymano:
/L
_ds] (ISIHKD ) i‘z o ivka/

o i| KIS | k2Pl
k_i+k2 Kk oek2

[E1] 17
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Zdefiniowano, ze:

_ k_i+k2 18
m= Tk

k_i+k2
19

gdzie Km— stata kinetyczna odpowiadajgca statej Michaelisa w réwnaniu
Michaelisa-Mentena (dla reakcji naprzéd”, Kp— stata kinetyczna wpro-
wadzona w wyniku przyjecia zatozenia, ze reakcja enzymatyczna jest
odwracalna (dla reakcji ,wstecz”), a wtedy po odpowiednim przeksztat-
ceniu

k2[S]  k_x[P] e

d[s] \ Km KE
dt IS, PL »
Km = Kn
Z kolei zdefiniowano, ze:
VS = k2[Et] 2l
Vp = k_![Et] 22

gdzie Vs— szybko$¢ maksymalna (w okreslonych warunkach) dla reakcji
enzymatycznej przebiegajacej w kierunku ,naprzéd”; VP— szybkos¢
maksymalna (w okre$lonych warunkach) dla reakcji enzymatycznej prze-
biegajacej ,wstecz”, a woéwczas

7Js] . jp~
d[s] d[P] XsKrm__ Vp Kp

V_ dt ~ dt “ "1 DB [P] 23
Km Kp

Réwnanie 23 jest petnym réwnaniem opisujgcym szybkos$¢ reakcji enzy-
matycznej, w ktorej uczestniczy jeden substrat, powstaje jeden kompleks
enzym-substrat i w wyniku rozpadu tego kompleksu otrzymujemy jeden
produkt oraz zregenerowany enzym. Wida¢ wiec, ze nawet tak rozbu-
dowane réwnanie opisuje przypadek bardzo prosty. W wiekszosci znanych
reakcji enzymatycznych bierze jednak udziat dwa lub wiecej substratéw,
tworzy sie dwa lub wiecej komplekséw posrednich, uwalniane sg dwa
lub wiecej produktéw.

Il. Mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub wigecej substratami
i produktami

1. Terminologia

Terminologia, ktéra tu zostanie przedstawiona pochodzi od C le-
landa (4). Jej zwarto$¢ i przejrzystos¢ zadecydowaly o coraz powszech-
niejszym uzyciu.
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Substraty beda oznaczane literami: A, B, C..., w kolejnosci w jakiej
przytaczajg sie do enzymu.

Produkty bedg oznaczone literami: P, Q. R,...., w kolejnos$ci, w ktérej
odtgczane sg od powierzchni enzymu.

Stabilnymi formami enzymu nazwano formy enzymu niezdolne do
jednoczasteczkowej reakcji przebiegajgcej z uwolnieniem substratu lub
produktu a takze niezdolne do izomeryzacji w formy enzymu o podanych
wyzej wiasnosciach. Stabilne formy enzymu oznaczono E, F, G,....

Przejsciowymi kompleksami nazwano formy enzymu zdolne do jedno-
czasteczkowej reakcji przebiegajacej z uwolnieniem substratu lub pro-
duktu albo zdolne do izomeryzacji w formy enzymu o podanych wyzej
wiasnos$ciach. PrzejSciowe kompleksy sa takze zdolne do przylaczenia
substratu lub produktu. PrzejSciowe kompleksy oznaczono grupami liter
reprezentujgcych ich sktad np. EA, FA czy EAB.

Centralnymi kompleksami (sg to kompleksy o witasnosciach postulo-
wanych przez Michaelisa) nazwano kompleksy niezdolne do przytgczania
ani substratow ani produktéw. Takie kompleksy ulegajag wytacznie je-
dnoczgsteczkowej degradacji z uwolnieniem substratdéw lub produktéw,
lub tez nastepuje ich izomeryzacja do komplekséw ulegajacych takiej
degradacji. Dla odroznienia ich od nieposiadajgcych tych wiasnosci, in-
nych przejsciowych komplekséw, symbole oznaczajgce kompleksy cen-
tralne ujete sg w nawiasy np. (EAB) lub (EAB-EPQ).

Nazwa ,reaktant” oznacza¢ bedzie substrat lub produkt.

Liczba biorgcych udziat w reakcji enzymatycznej substratdw lub pro-
duktéw oznaczana bedzie liczebnikiem gtéwnym: jeden, dwa, trzy. Na
przykiad reakcje enzymatyczng z (trzema substratami i dwoma produkta-
mi okreS$la sie jako reakcje enzymatyczng, trzy-dwa.

Ze wzgledu na kolejnos¢ przytaczania sie do enzymu substratéw
i uwalniania z powierzchni enzymu produktéw bedziemy wyrdzniali na-
stepujace typy mechanizmoéw reakcji enzymatycznych:

1) mechanizmy sekwencyjne
2) mechanizmy typu ping-pong.

Mechanizmami sekwencyjnymi nazwano takie mechanizmy, w ktérych
wszystkie substraty biorgce udziat w reakcji musza dotgczyé sie do enzy-
mu, zanim z powierzchni enzymu uwolniony zostanie pierwszy produkt.
Mechanizmami typu ping-pong nazwano takie mechanizmy reakcji enzy-
matycznych, w ktérych jeden lub wiecej produktéw oddysocjowuje z po-
wierzchni enzymu, zanim do enzymu dotgczg sie wszystkie substraty
biorgce udziat w reakcji. Enzym wystepuje wiec w dwdch lub wiecej
stabilnych formach, pomiedzy ktérymi oscyluje w czasie reakcji.

Ws$réd mechanizmow sekwencyjnych wyrdézniono:

a) mechanizmy uporzadkowane
b) mechanizmy o dowolnej kolejnosci
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Mechanizm, sekwencyjny jest uporzadkowany jezeli substraty doita-
czajg sie do enzymu w okreSlonej kolejnosci i powstate w czasie reakcji
enzymatycznej produkty sa réwniez uwalniane z powierzchni enzymu
w okreslonej kolejnosci.

W mechanizmie sekwencyjnym o dowolnej kolejnoSci substraty nie
przytaczajg sie do enzymu w okreSlonym porzadku i powstate w czasie
reakcji enzymatycznej produkty moga by¢ uwalniane z powierzchni enzy-
mu w dowolnej kolejnosci. W mechanizmie tego 'typu wystepuja wiec
alternatywne sekwencje reakcji.

Jezeli izomeryzacja stabilnej formy enzymu jest czeScig sekwencji
reakcji do nazw mechanizméw takich reakcji dolgcza sie przedrostek
»iza” np. mechanizm izouporzadkowany lub mechanizm izo-ping-pong.
Cleland (5 zaproponowat rowniez system graficznego zapisu mecha-
nizmow ztozonych reakcji enzymatycznych. Enzym reprezentowany jest
przez poziomg linie. Dotgczenie do enzymu substratu i uwolnienie z po-
wierzchni enzymu produktu oznacza s;ie pionowymi strzatkami. Substraty,
produkty i formy enzymu oznaczone sg literami lub grupami liter wedtug
przedstawionych wyzej regut. State szybkosci pisze sie obok strzatek: po
lewej stronie — state szybkosSci dla reakcji ,naprz6d”, po prawej zas—
dla reakcji ,wstecz”. Najprostszy przykitad zapisu graficznego wg Cle-
landa dla reakcji o mechanizmie jeden-jeden przedstawiono na sche-
macie 1

ki ki K

E (EA) k.2 (EP) E

Schemat 1. Mechanizm jeden-jeden, dwa centralne kompleksy

2. Typowe mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub wiecej substratami
i produktami

Schemat 2 ilustruje réznice pomiedzy mechanizmami sekwencyjnymi,
uporzadkowanym (a) i o dowolnej kolejnosci (b) dla reakcji enzymatycz-
nej z jednym substratem i dwoma produktami (reakcja jeden-dwa).

Uporzagdkowany mechanizm reakcji dwa-dwa przedstawia schemat 3.
Dla poréwnania w schemacie tym obok zapisu graficznego wg Clelanda
(schemat 3a) przedstawiano tez zapis tradycyjny (schemat 3b) tego samego
mechanizmu tej samej reakcji.

Schemat 4 przedstawia mechanizm sekwencyjny, izouporzagdkowany
reakcji dwa-dwa. W tym i nastepnych przyktadach dla uproszczenia
na schematach mechanizméw pominieto' state szybkosci.
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W mechanizmie zapisanym na schemacie 4 zachodzi izomeryzacja wol-
nego enzymu. Réwnanie szybkosci dla rozpatrywanej reakcji enzymatycz-
nej przyjmuje wdwczas inng posta¢ niz w przypadku mechanizmu upo-

b)

a p
Schemat 2. Mechanizm sekwencyjny, jeden-dwa
a) uporzadkowany, b) dowolna kolejnos¢

rzagdkowanego, dwa-dwa (schemat 4) co pozwala na odr6znienie tych me-
chanizmoéw.

a)
ki K. kn k-t
EA SEAB' EQ
EPQJ
b)
EtA # “ ;En+BT H “a)*I [ Ea+p- EQs" E+Q

Schemat 3. Zapis reakcji enzymatycznej o mechanizmie uporzadkowanym, dwa-dwa
a) graficzny wg. Clelanda, b) tradycyjny

E EA EAB FR FE
FPQ

Schemat 4. Mechanizm sekwencyjny, izouporzagdkowany, dwa-dwa

Mechanizm sekwencyjny o dowolnej kolejnosci dla reakcji dwa-dwa
przedstawia schemat 5.

Natomiast schemat 6 (a, b i ¢) przedstawia mechanizmy typu ping-pong
dla reakcji dwa-dwa. W mechanizmie 6a enzym oscyluje miedzy dwiema
stabilnymi formami (forma E i formg F). Sekwencja tak przedstawionej
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reakcji enzymatycznej moze by¢ rozpoczeta zarbwno formg enzymu E
jak i forma enzymu F.

W -analogiczny sposéb mozna przedstawi¢ dwa rézne mechanizmy
trzy-dwa otrzymane przy zatozeniu, ze nie wystepuje izomeryzacja sta-
bilnej formy enzymu, wystepuja centralne kompleksy i nie ma alterna-

A B P a

tywnych sekwencji reakcji. Przy tych samych zatozeniach sg mozliwe
cztery rézne mechanizmy dla reakcji enzymatycznych cztery-cztery
i dziewieé¢ mechanizmow dla reakcji pie¢-pieé. Oczywiscie przy pominieciu
podanych wyzej zatozen liczba mozliwych mechanizméw dla reakcji enzy-
matycznych z 3, 4, 5 substratami i produktami jest jeszcze wieksza.

3. Metody wyprowadzania réwnan szybkosci dla reakcji enzymatycznych z dwoma
lub wiecej substratami i produktami

Réwnania szybkosci dla reakcji enzymatycznych sg wyprowadzone
przy zatozeniu stanu stacjonarnego. Jak juz wspomniano w stanie stacjo-
narnym stezenia produktdw posrednich (kompleksy przejsciowe i kom-
pleksy centralne) sg state, wobec tego pochodna ze stezen tych komplek-
sow wzgledem czasu jest rowna zero (réwnanie 13). Aby otrzymac réwna-
nie szybkosci dla reakcji enzymatycznej z dwoma lub wiecej substratami
i produktami nalezy napisa¢ dla kazdej formy enzymu (wolny enzym
lub kompleksy enzymu z substratami czy produktami) wystepujacej
w rozpatrywanym mechanizmie reakcji, wyrazenie opisujace szybkosc
zmiany stezenia tej formy enzymu w czasie. Takie wyrazenia zawieraja
state szybkos$ci charakteryzujace przemiany zachodzace w reakcji oraz
stezenia reaktantéw i form enzymu. Zgodnie z przyjetym zalozeniem
stanu stacjonarnego wyrazenia 'te przyréwnuje sie do zera. Otrzymuje sie
w ten sposob serie n rownan liniowych dla n form enzymu. Otrzymany
uktad rownan liniowych nie jest niezalezny. Jedno z réwnan ukiadu
mozna wyeliminowa¢ korzystajac z faktu, ze suma stezed wszystkich
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wystepujgcych w danym mechanizmie form enzymu jest réwna [Et].
Rozwigzanie tak zdefiniowanego uktadu (n—1) rownan wyznacza stezenia
stacjonarne wszystkich form enzymu wystepujacych w rozpatrywanym
mechanizmie. Znajomos$¢ stezen stacjonarnych dla form enzymu pozwala
na bezposrednie wyprowadzenie rownania szybkosci dla rozpatrywanej
reakcji enzymatycznej.

a)

b)

E (ep)

(GB
|Ga$
Schemat 6. Mechanizm dwa-dwa typu ping-pong

a) normalny, b) izo-ping-pong, c) dwuizo-ping-pong

llustracjg omawianej metody bedzie wyprowadzenie rownania szyb-
kosci dla mechanizmu reakcji enzymatycznej przedstawionego na sche-
macie 1. Wystepujg tu trzy formy enzymu: E, EA oraz EP. Wyrazenia
opisujace szybkos$¢ zmiany stezen tych form enzymu w czasie reakcji
przedstawiajg wzory 24 i 25, przy czym, z zalozenia stanu stacjonarnego
pochodne stezenia kazdego z kompleksow wzgledem czasu sg réwne zeru.

d[EA]

s ki [E] o[A] + k-r [EP]—k_][EA]—KZ[EA] = 0 24
d[EP]
i C k2[EA]+ k_3[E][P]—k3[EP]—k_2[EP] = 0 25
Poniewaz za$
[Et]= [E] + [EA] + [EP] 26

zatem

[E] = [Et]-[EA]-[EP] 27
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Podstawiajac prawg strone réwnania 27 do réwnan 24 i 25 i porzadkujac
te rownania otrzymano uktad dwoch rownan z dwiema niewiadomymi,
ktérymi sg [EP] oraz [EA]:

(k_2—ki [A]) [EP] —(kX[A] + k_'+ kI [EA] = -ki[A][Et 28
- (k_3[P]+ k_2+ k3[EPJ + (k2—k_3[P])[EA] = - k_3[P][Et] 29
Réwnania tego typu rozwigzuje sie przy pomocy tzw. wzoréw Cramera (12).
Uktad n réwnan liniowych o n niewiadomych xb x2 ..., xn
aux™arxH----- +awxn= bi
azZixi+a2x2= —-+anxn= b2 30
........................................................... 0]
aniXitamx2+ ... +annxn= bn

nazywa sie uktadem Cramera, jesli
det A = det[ajk] ® 0 31

gdzie det A jest wyznacznikiem uktadu (i), zas macierz [A] = ajk jest macierza
tego ukitadu.

Kazdy zesp6t liczb x1( x2 ..., xn, ktéry spetnia uktad (i) nazywa sie¢ rozwigzaniem
uktadu (i). Wedtug twierdzenia Cramera uktad Cramera ma doktadnie jedno roz-
wigzanie. Dane jest ono wzorem:

_ det Ak

xk = (k = 1,2, ***.n) 32
det A

gdzie macierz Ak powstaje z macierzy A przez zastapienie k-tej kolumny przez
bj., b2 .. bn-

llustracjg powyzej przytoczonych definicji oraz twierdzenia bedzie zastosowanie ich
do rozwigzania wyprowadzonego uktadu réwnarn (réwnanie 28 i 29). Macierz [A]
tego uktadu réownan ma postac:

[fau aiXH
[Al=1 _ ‘I 33
a2 aZ]
gdzie
au = k_2—ki[A]; an = —(ki[A]+k_i+k2
a2i= - (k_3[P]+ k_2+k3; a2 = k2- k_3IP
oraz:

bt =-ki[A] *Ne*];m  b2=-k _ 3[P][Et]
Wyznacznik rozpatrywanego uktadu ma wiec postac:

det A = :;1 f]; —au3y akaz —(k 2 Ki[AT)(k2~ k_3[P])—ki[Al+ k_i+ k2(k_3P]+

+ k_2+k37°0 34
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Stacjonarne stezenia form enzymu EP i EA sa wobec tego réwne odpowiednio:

bi at2
Ep b2 a2 bia2 brair
[EP] det A dya2—ai2a2

- ki [A][Et] «(k2—k_3[P]) - k_3[P] < [Et] (k, [A] + k_t+ k2
(k_2- K, [A])'k2- k_3[P]) - (k:[A]+k '+ kD :[P]+ k_2+k3

an bi
a2 bi 3Aub2 biaZ
[EAL .
et A auaz—a2aj
-(k_2-k JA]-k_JPI-[Ef] - k - A][Etl(k_JP]+k_2+k3)
(k_2—xj[A]) (k2—k_3[P])—(ki[A]+ k_i+ k9 (k 3[P]+ k_2+ k3

36

Po uporzadkowaniu otrzymano:

{k, kK2[A]+k_3(k_t+ k [P]}-[Et]
k3k_ !+ k+k_ik_2+ki(k3+ k2+ k 2)[A]+ k3(k_2+ k_i+ k2[P]

= ' {kt(k_2+ k3[A]+ k_2k_3[PI}e[Et] 39

k3 (K_i+ k9+ k_i k_2+ki (k3+ k_2+ kJ[A]+ K 3(K_2+ k_i+ k2[P]

[EPJ 3i

Ogo6lne réownanie szybkosci dla rozpatrywanej reakcji enzymatycznej (schemat 1)
wyprowadzono w nastepujacy sposéb:

d[Al  d[P]

ot G = KIAEPI-K_IAEIIP] 39

[EP] wyznaczono powyzej (réwnanie 37). [E] wyznacza sie korzystajagc z réwnan
27 i rownan 37 i 38. Po podstawieniu wartosci [E] i [EP] do réwnania 39 otrzymano
ogblne rownanie opisujgce szybkos$¢ tworzenia sie produktu lub zuzywania substratu
w reakcji enzymatycznej przedstawionej w schemacie 1.

- {ki k 2k 3[A]—k_ik_2k_3[P1}[Et] 0

k3(k_i+k2+ k_ik_2+ ki (k3+ k_2+ k2[A]-fk_3(k_2+ k_i + k2[P]

Po zdefiniowaniu nastepujgcych statych kinetycznych (interpretowanych analogicz-
nie jak w réwnaniu 23):

VAL L kak3EY "
T Tk2¥ K 2+ k3
k_Ik2[Et]
Vp= - o 42
k_i-fk2+k 3

k_ik_2+k_]k3+k2k3
Ki(k3+ k_2+ k2

k_,k_2+k_ik3+k2k3

Kn — €
n K3 iTKEK D
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mozna réwnanie 40 zapisaé w postaci:

[A] [P]
v VK- vl 5

i+M + JEL
Km Kp

Z przytoczonego przyktadu wynikajg nastepujgce wnioski:

a) wyznaczenie stezen stacjonarnych wolnego enizymu oraz komplekséw enzym-
-substrat i enzym-produkt metodg wzorow Cramera cho¢ proste w koncepcji jest
bardzo zmudne i ktopotliwe w realizacji,

b) gdy rozpatrujemy réwnania szybkosci dla mechanizméw ztozonych reakcji
enzymatycznych konieczne staje sie zdefiniowanie wiecej niz jednej statej Michaelisa
i wiecej niz jednej szybkosci maksymalnej.

Powstaje problem wyboru definicji dla stalych kinetycznych. Muszg one by¢
tak zdefiniowane aby réwnanie szybkosci dla reakcji enzymatycznej przyjeto postaé
mozliwie najprostszg i najdogodniejszg do interpretacji.

4. Schematyczna metoda wyprowadzania réwnan szybkosci dla reakcji
enzymatycznych

Metoda, ktorg ponizej przedstawiono opracowana zostata przez Kin -
ga i Altmana (10). Opiera sie ona na algebraicznych wiasnosciach
wyznacznikow. Postugiwanie sie metodg Kinga i Altmana przy wypro-
wadzaniu réwnan szybko$ci dla reakcji enzymatycznych nie wymaga
jednak znajomosci tego dziatu matematyki wyzszej.

Zalézmy, ze mechanizm reakcji enzymatycznej obejmuje trzy formy
enzymu (ogélnie ,n” form enzymu) na przyktad E, EA i EP (schemat 1).

Zauwazono, Ze wyrazenie opisujace stezenie stacjonarne kazdej formy
enzymu wystepujacej w dowolnym mechanizmie dowolnej reakcji enzy-
matycznej (takg dowolng forme enzymu mozna oznaczy¢ jako EX) jest
ilorazem dwoch sum szeregu cztonéw bedacych iloczynami statych szyb-
kosci i stezen reaktantow, pomnozonym przez catkowite stezenie enzymu
(Et) (réwnania 37 i 38). Kazdy czton licznika mianownika takiego wyra-
zenia jest iloczynem doktadnie (n-1) stalych szybkoSci gdy mechanizm
reakcji obejmowat ,,n” form enzymu. Wobec tego jezeli w mechanizmie
reakcji wystepujg trzy formy enzymu wtedy kazdy czton jest iloczynem
dwéch statych szybkosci i stezen reaktantéw.

Kazdy czton w liczniku wyrazenia opisujagcego stacjonarne stezenie
dowolnej formy enzymu, czyli [EX] obejmuje (tylko te state szybkosci
i stezenia tylko tych reaktantéw, ktére prowadza do powstania formy
enzymu EX. Dla ilustracji tych rozwazan wykorzystano mechanizm re-
akcji przedstawiony na schemacie 1, zapisany jednak w innej postaci
(schemat 7a).

Poniewaz cztony licznika i mianownika wyrazen opisujacych [E],
[EA], [EP] moga zawiera¢ doktadnie dwie state szybkosci, wiec dla me-
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chanizmoéw reakcji z trzema formami enzymu nalezy rozpatrywa¢ dwu-
etapowe przemiany prowadzgce do powstania tych form enzymu. Dwu-
etapowe przemiany prowadzgce do wytworzenia E, EA i EP obrazuje
schemat 7b. (Ze schematu tego wynika, ze graficzne przedstawienia czto-

Schemat 7. Mechanizm jeden-jeden- dwa centralne kompleksy,
a) zapis graficzny reakcji, b) graficzne przedstawienie cztonéw reakcji

now sg takie same dla kazdej formy enzymu. Réznica polega tylko na
miejscu, w ktorym sg wprowadzone gtowki strzatek) Wobec tego liczniki
wyrazeh opisujacych [E], [EA], [EP] sa rowne odpowiednio:

dla formy E K_ikK3+ kx3+ Kk ik _2 46
dla formy EA KI3[A] + K_2X_3[P]+kik_2A] 47
dla formy EP K_X_3[P]+kX_3[P] U-k"k"A] 48

Stwierdzono rowniez, ze mianownik wyrazenia opisujgcego [EX] jest
sumag licznikéw pochodzacych z wyrazer opisujgcych stezenia stacjonarne
wszystkich form enzymu danej reakcji. Tak wiec mianowniki wyrazen
na [E], [EA] i [EP] sg jednakowe i réwne sumie przedstawionych powyzej
licznikow:

k3(k_i+ k+ k_ik_2+ kx(k3+ k_2+ k[A]+ k_3(k_2+ k_j+ k2[P] 49

Wpisujgc odpowiednio tak otrzymane liczniki pomnozone przez catkowite
stezenie enzymu [Et] i mianownik otrzymamy dla [EA] i [EP] wyrazenia
identyczne z wyrazeniami wyprowadzonymi po skomplikowanych i zmud-
nych przeksztatlceniach metodg wyznacznikowg (réwnania 37 i 38).

Petniejszy wyktad metody Kinga i Altmana mozna znalez¢ w litera-
turze (1, 10, 11, 14).
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5. Stosowanie stalych kinetycznych w rdéwnaniach szybkosci dla reakcji enzyma-
tycznych z dwoma lub wiecej substratami i produktami

Réwnania szybkos$ci reakcji enzymatycznych wyrazone przy uzyciu
statych szybkosci reakcji moga byé przeksztatcone w réwnowazne im
rownania zawierajace wytacznie dajace sie zmierzyé eksperymentalnie
state kinetyczne. W tym celu dla réwnan szybkosci reakcji enzymatycz-
nych z dwoma lub wiecej substratami i produktami nalezy zdefiniowaé
wiekszg liczbe statych kinetycznych niz to bylo potrzebne dla réwnan
szybkosci reakcji enzymatycznych z jednym substratem i jednym pro-
duktem. W tym ostatnim przypadku zdefiniowano cztery state kinetyczne
tak jak to byto przyktadowo pokazane w réwnaniach 23 i 45.

Wysunieto szereg propozycji odnosnie sposobu definiowania statych
kinetycznych. Bloomfield, Peller i Alberty (2) definiowali
state kinetyczne oddzielnie dla kazdego cztonu wystepujgcego w mia-
nowniku petnego réwnania szybkos$ci reakcji enzymatycznej. Nie jest
to metoda wygodna, gdyz np. mechanizm uporzadkowany trzy-trzy ma
w mianowniku réwnania szybkosci juz 27 cztonéw co wymaga wprowa-
dzenia 27 stalych kinetycznych. Ciel and (4) zaproponowal wprowa-
dzenie dwodch statych kinetycznych dla kazdego z reaktantow wystepu-
jacych w reakcji enzymatycznej: statej Michaelisa dla danego reaktanta
i tzw. statej inhibitorowej. Metoda Clelanda definiowania statych kine-
tycznych uznana jest za najlepszag spos$rod dotychczas zaproponowanych,
dlatego tez zostanie omoéwiona doktadniej. Dla uporzadkowanych me-
chanizmoéw bez alternatywnych sekwencji reakcji metoda Clelanda umo-
zliwia zapisanie petnych réwnan szybkos$ci reakcji przy uzyciu tylko
dwoch maksymalnych szybkosci (jednej dla reakcji enzymatycznej ,na-
prz6d”, drugiej dla reakcji przebiegajacej w kierunku ,wstecz”), jednej
statej Michaelisa i jednej statej inhibitorowej dla kazdego reaktanta oraz
termodynamicznej statej rownowagi reakcji.

Zasady definiowania statych kinetycznych zostang wyjasnione na
przyktadzie réwnania szybkosci dla reakcji enzymatycznej przebiega-
jacej wedtug mechanizmu uporzgdkowanego' jeden-dwa przedstawionego
juz na schemacie 2. Aby wyprowadzi¢ petne rdwnanie szybkosci metoda
Kinga, Altmana mechanizm ten zapisano jednak w innej formie (sche-
mat 8a), przedstawiajac tez graficznie cztony wystepujace w wyrazeniach
opisujgcych stacjonarne stezenia form enzymu: [E], [EA] i [EQ]. (sche-
mat 8b. Wyrazenie opisujgce stacjonarne stezenie enzymu w formie nie-
zwigzanej ma postaé:

[E] =

(k_ik3+ k2k3+ k xk_ZP])[Et

50

~ K3(k_,+ k2k3+ k_ik_2[P])+kik3[A]+kik_2[A][P]+ k_2k_3[P][Q])+ (k-tk_, [Q]+ k, k2[A]+ k2k_3[Q]

Po uporzagdkowaniu za$

[ = {k3(k_1+ k2+ k_Ik_2[PT} [Et]

k3(k_j+ k2+ ki (k2+ k3[A]+ k_i k_2[P]+ k_3(k_:+ kQ[Q]+kxk_2[A][P]+ k_2k_3[P] [Q]51




462 J- SLIWOWSKI [16]

W analogiczny sposob wyznaczono' stacjonarne stezenia EA i EQ
52

hy\l—"“ — (kik3[A]+k1k _a[P][A]+k_2k JIPI[QD-[Et] _
kak 1+ k2+ ki (k2+ K[A]+k_ik_2P]+k_3k_i+Kk3[Q]+ ktk AAI[PI+ k 2 JPI[Q]

53
(k_'k 3[Q]+ k' k2[A]+ k2k 3[Q])[E]
[EQ] ~ K3(K_1+ K+ K (k2+ K3) [A]+K_IK_2[P]+K_3(k_1+ k[ ]+ K1k 2[A][P]+ k_2k_3[P][Q]

Szybko$¢ zuzywania s-ubstratu A w rozpatrywanej reakcji enzymatycznej
mozna opisa¢ réwnaniem:

V= d([th] = KI[E][A]- k_, [EA] 54

Po podstawieniu do réwnania 54 wyznaczonych wartosci [E] i [EA]
(réwnanie 51 i 52) oraz po wymnozeniu i uproszczeniu otrzymano:

(k,k23[A]- k_, k_2k 3[P][Q]) [Et]

K T KA K (F AT K TR 2PT+ k3K i+ Ka[Ol+ ki K FATTPT+ K 2x aPlic] >

V=

Réwnanie 55 jest pelnym rdwnaniem szybkosci reakcji przebiegajacej
wedtug mechanizmu uporzgdkowanego jeden-dwa.

Schemat 8. Reakcja jeden-dwa przebiegajgca wg mechanizmu sekwencyjnego
uporzadkowanego
a) zapis graficzny reakcji, b) graficzne przedstawienie cztonoéw reakcji

Petne rownania szybkosci dla reakcji enzymatycznych sg zawsze wy-
razeniami ztozonymi z licznika i mianownika. W liczniku wystepujg z re-
guty dwa cztony (na przykiad réwnanie 55 lub 40). Czton dodatni jest
iloczynem statych szybkos$ci i stezeh reaktantdw (substratow) biorgcych
udziat w reakcji ,,naprzéd”. Czton ujemny jest iloczynem statych szyb-
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koSci i stezen reaktantéw (produktow) biorgcych udziat w reakcji
,wstecz”. Mianownik sktada sie z wiekszej liczby cztonéw niz licznik.
W rownaniu 55 wystepuje na przyktad sze$¢ cztonéw. Kazdy czton mia-
nownika jest iloczynem statych szybko$ci lub sum poszczeg6lnych sta-
tych szybkosci i stezen roznej liczby reaktantéw.

Okazato sie, ze dla celéw interpretacji wygodne jest zapisywanie pet-
nych réwnan szybkosci ztozonych reakcji enzymatycznych przy uzyciu
wspoétczynnikéw, w ktérych sa zebrane wszystkie state szybkosci. Wspot-
czynniki cztonéw licznika zostaly oznaczone jako (licznik 1) i (licznik 2)
odpowiednio dla dodatniego i ujemnego cztonu. Wspotczynniki cztonow
mianownika otrzymaty nazwe od wystepujagcych w tych cztonach sub-
stratow czy produktéw. Réwnanie 55 moze by¢ zapisane w opisanej po-
wyzej postaci wspdtczynnikowej w sposdb nastepujacy:

* licznik

T == 56
mianownik

gdzie: licznik = {(licznik 1) [A]—(licznik 2)[P] [QI}Et]
mianownik = (stata)+(wspotcz. A) [A]+ (wspoicz. P)[P]+ (w3pdtcz. Q)[Q]+
+ (wspdtcz. PQ)[P]I[Q] + (wspotcz. AP)[A][P]

Maksymalne szybkos$ci reakcji w kazdym z dwoéch kierunkéw (kieru-
nek ,naprzéd” i kierunek ,wstecz”) definiuje Cleland jako ilorazy wspét-
czynnika cztonu licznika dla reakcji w danym kierunku i wspotczynnika
cztonu mianownika zawierajgcego iloczyn stezen wszystkich substratow
dla reakcji w tym samym kierunku pomnozony przez [Et]. Szybkosci
maksymalne oznaczono Vi i V2odpowiednio dla reakcji ,,naprzéd” i reak-
cji ,wstecz”. Wyrazajg one szybkos$¢ reakcji enzymatycznej przy zato-
zeniu, ze wszystkie substraty dla reakcji w danym kierunku sg w ste-
zeniu nasycajacym, za$ wszystkie produkty w stezeniu zerowym.

Dla mechanizmu uporzgdkowanego, jeden-dwa zatem:

v _ (licznik 1)«[Etf] _ kik2k3[Et] _ k2k3[Et] 5?
(wspotcz. A) ki(k2+ k3 k2+k3
Vo= (licznik 2) o[Et] _  k_ik_2k_3[Et] = K i-[Ef 58

(wspdtcz. PQ) k_2k_3

Vi i V2mierza zmiany stezenia na jednostke czasu, za$ v i vz sg licz-
bami obrotéw dla reakcji ,naprzéd” i ,wstecz”. Cleland zaproponowat
rowniez aby state Michaelisa i state inhibitorowe byty definiowane jako
ilorazy cztonow mianownika. State Michaelisa bedg oznaczane Ka, Kp, Kq,
state inhibitorowe za$ jako Kia, K;p, K;g. State Michaelisa i state inhibi-
torowe majg wymiar stezen. Jako regute przyjeto, ze wyrazenie na stala
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Michaelisa ma ten sam mianownik co wyrazenie na szybkos¢ maksymal-
ng w kierunku, w ktorym rozpatrywany reaktant jest substratem. Tak
wiec dla reakcji enzymatycznej przebiegajacej wedtug mechanizmu upo-
rzgdkowanego jeden-dwa state Michaelisa zostaly zdefiniowane jako:

stata k3(k_i+k2

Ka= = 59
wspotcz. A ki(k2+ k3
Kp= wspllcz. Q  k_3kx+k)  (kxtk2 60
" wspokcz.PQ ~ k 3k 2 k2
wspotcz. P k_ik_2 k_i
= e = = 61

wspotcz. PQ N k_3k_2" - k 3

Nalezy pamieta¢, ze zdefiniowane w ten sposéb state Michaelisa sg
statymi granicznymi. Gdy np. stezenie A jest zmieniane, Ka jest osiag-
niete tylko wtedy, gdy wszystkie inne substraty (gdy w reakcji bierze
udziat wiecej niz jeden substrat) sg w stezeniach nasycajagcych. W innych
warukach mozna wyznaczy¢ tzw. pozorng stalg Michaelisa dla substratu
A (Ka). Wartosé Ka' jest nizsza od wartosci Ka. Definicje statych inhibi-
torowych wybiera Cleland spos$réd pozostatych mozliwych ilorazéw czto-
néw mianownika, tak aby wspo6tczynniki tych cztonéw mogly byé wyra-
zone przy uzyciu statych kinetycznych, gdy réwnanie szybkosci w formie
wspoOtczynnikowej jest pomnozone przez odpowiedni mnoznik. Tym mnoz-
nikiem jest (licznik 2) podzielony przez iloczyn dwéch cztonédw mianowni-
ka uzytych w definiowaniu szybkosci maksymalnych. Dla mechanizmu
uporzagdkowanego jeden-dwa ten mnoznik ma postac:

(licznik 2)-[Et] k_ik_2k_3[Et] k_r[Ef]
wspotcz. A-wspotcz. PQ kx(k2+ k dk_2k_3  kik2+k3J

62

Ponizej przedstawiono” state inhibitorowe dla reakcji enzymatycznej
przebiegajgcej wedtug rozpatrywanego mechanizmu:

Kya = wsp'(_)lcz. P k_?a_k_z - h_x 63
wspotcz. AP kik_2 ki
. wspoétcz. A ki(k2+ k3 k2+ k3
Kin = ----- e T — = — 64
wspolcz. AP kik_2 k_2
tat k3(k_i+ k k3
_ stata _ ( _|______a _ k3 65

wspétcz, Q Kk 3(k_i+kd k.3
Stalg termodynamicznej ré6wnowagi oznaczong Keq zdefiniowano naste-
pujacym wyrazeniem:
_ Licznik 1 -
" Licznik 2

ktére dla rozpatrywanego mechanizmu przyjmuje postac:
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Zdefiniowane rozne state kinetyczne nie sg wielkoSciami niezaleznymi.
tacznie ze stalg rownowagi termodynamicznej potaczone sg one zalez-
noscig zwang zaleznoscig Haldane’a. Wyraza to rdwnanie w postaci:

(Vi)n K(p,.K,,).K]|r)...
\V'2/  K(a) *K(i1) *K(c) *" "

gdzie K@ mozna oznacza¢ albo Ka, albo Kia itd. Petniejsze przedyskuto-
wanie zalezno$ci Haldane’a czytelnik znajdzie w literaturze Zzrodiowej
(4, 8). Zalezno$¢ Haldane’a obejmuje state Michaelisa lub state inhibi-
torowe dla kazdego reaktantu reakcji enzymatycznej. Zawsze jest przy-
najmniej jedna zalezno$¢ Haldane’a cho¢ zwykle jest ich wiecej.

Dla reakcji przebiegajacej wedtug mechanizmu uporzadkowanego je-
den-dwa sa dwie zaleznosci Haldane’a:

V.0 Nn
V2 Kia
Kea = Vi KEEIq o
ea = V7 R =

Podstawiajagc konkretne warto$ci zamiast statych kinetycznych wy-
stepujacych w zaleznos$ciach Haldane’a czytelnik sprawdzi z tatwoscia, ze
zalezno$ci te sg prawdziwe. Dalej, korzystajagc z definicji szybkos$ci ma-
ksymalnych, statych Michaelisa i statych inhibitorowych czytelnik moze
réwniez sprawdzi¢ prawdziwo$¢ podanych nizej zaleznosci pomiedzy sta-
tymi szybkos$ci dla poszczegélnych przemian reakcji enzymatycznej
a mierzalnymi w doswiadczeniu statymi kinetycznymi:

Ki =o-cmmmmeee 71
Kla-[Et]
V2 1 [Et] 1.
1 [Ef] k2 \2 k3’ 72
k_i+k2
kK 2= --Fmmemm 73
KP
Vv - b - V* m 74
Kal[Et] ’ kq[Et]

Wida¢ iteraz, ze réwniez petne ré6wnanie szybkos$ci dla ztozonych reak-
cji enzymatycznych mozna przedstawic¢ tylko przy pomocy mierzalnych
w doswiadczeniu statych kinetycznych (4). Ogélna metoda jest naste-
pujaca: réwnanie szybkos$ci reakcji w formie wspo6tczynnikowej nalezy
pomnozy¢ przez zdefiniowany powyzej mnoznik. W o0g6lnym przypadku
licznik rownania szybkosci przyjmuje wtedy postac:

Vi V2[A][B][C]-------- Y iXi[P][QIR] ... 75
Keq

za$ cztony mianownika zawierajg V2albo ?"
€q
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Nastepnie jezeli chcemy rozpatrywac reakcje ,,naprzod” nalezy podzielié
rownanie 75 przez V2 Cztony \_/2Y<Ie_ mozna wyeliminowaé korzystajac
z odpowiedniej zalezno$ci Haldane’a. Licznik przyjmuje wtedy postac:

Vi /[A] [BI[C] [PI[QI[RL s*e+ \ .
! Keq /

za$ cztony mianownika oprécz stezen reaktantéw zawierajg tylko state
Michaelisa i state inhibitorowe.

Przedstawiona powyzej metoda prowadzaca do zapisu peinych rownan
szybkosci ztozonych reakcji enzymatycznych wytacznie przy pomocy
statych kinetycznych mierzalnych eksperymentalnie stosuje sie tylko do
uporzagdkowanych mechanizmoéw z dowolng ildScig produktow i substra-
téw. Petniejsza dyskusja réwnan szybkosci dla mechanizméw typu ping-
-pong znajduje sie w pracach Clelanda (4,.5).

Opisang metode zastosowano ponizej do przeksztatcenia réwnania
szybkosci dla reakcji przebiegajacej wedtug mechanizmu uporzadkowa-
nego jeden-dwia. Mnozac licznik i mianownik réwnania szybkosci w po-
(Licznik 2)-[EQ

staci wspdtczynnikowe! przez - : otrzymano:
(wspotcz. A) (wspodtcz.PQ)
(licznik 1) (licznik 2)[A] (licznik 2)2[P] -[Q]
(wspotcz. A) (wspoétcz. PQ) (wspotcz. A) (wspoétcz. PQ)
stata elicznik 2 A (wspdicz. A)[A] e licznik 2 77

(wspotcz. A) < (wspoicz. PQ) (wspotcz. A) « (wspbicz. PQ)
(wspdtcz. P)[P] e licznik 2
(wspotcz. A) e wspodtcz. PQ

po uporzadkowaniu i skorzystaniu z odpowiednich definicji otrzymano:

Viv2|ra,-19 M)
78

:K—avz“r V2LAJ 4- K. V.[P] H Kpv.[Ql . V,[PIQI + VZ[A_\][P]

Keq. Keg Keq Ki
Jest to petne réwnanie szybkoS$ci reakcji dla mechanizmu uporzgdkowa-

nego jeden-dwa wyrazone catkowicie w statych kinetycznych mierzal-
nych eksperymentalnie.

Zakonczenie

Czytelnikowi moze sie nasungé¢ pytanie jakiemu celowi ma stuzy¢
wyprowadzanie petnych rownan szybkosci dla mechanizméw reakcji en-
zymatycznych o dwdch lub wiecej substratach, produktach i formach
enzymu. CzeSciowo postaram sie odpowiedzie¢ na to pytanie juz w chwili
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obecnej, czeSciowo odpowiedz wyniknie z nastepnego artykutu poswie-
conego technikom badania mechanizmow reakcji enzymatycznych wy-
pracowanych w oparciu o naszkicowang powyzej teorie (5, 7, 8) oraz. wy-
nikom prac nad mechanizmami reakcji enzymatycznych wykonanych
przy uzyciu tych technik (8).

Peine réwnanie szybkosci reakcji enzymatycznej opisuje zachowanie
sie systemu enzymatycznego w dowolnym czasie, zar6wno blisko jak
i daleko od punktu rownowagi. Jezeli reakcja jest badana w warunkach
stezen dalekich od stanu rownowagi ujemny czton lub cztony w liczniku
rownania szybkosci mozemy opusci¢, jednakze warunek, ze reakcja jest
daleko od stanu réwnowagi nie pozwala opusci¢ jakiegokolwiek z czto-
néw mianownika. Dysponujgc petnym réwnaniem mozna tatwo otrzymac
rownanie uproszczone jakiego wymagajg potrzeby doswiadczenia, gdy
stezenie jednego' lub kilku reaktantéw jest rdwne zeru.

Réwniez rozpatrujac hamowanie produktami oraz poczatkowe szyb-
kosci nie potrzebujemy wyprowadzaé¢ dodatkowych réwnan. Uproszcze-
nie czy modyfikacja petnego réwnania szybkosci daje od razu poszuki-
wang zaleznosc.

LITERATURA

1L Amdur I, Hammes G. G, Chemical Kinetics: Principles and Selected
Topics, New York, 1966.

2. Bloomfield V, Peller L, Alberty R. A, J. Am. Chem. Soc. 84
4367 (1962).

3 Christensen H. N, Palmer G. A, Enzyme Kinetics, a learning program

for students of the biological and medical sciences, Philadelphia and London,

1967.

Cleland W. W, Biochim. Biophys. Acta 67, 104 (1963).

Cleland W. W., Biochim. Biophys. Acta 67, 173 (1963).

Cleland W. W., Biochim. Biophys. Acta 67, 188 (1963).

Cleland W. W, Nature 198, 463 (1963).

Cleland W. W., Ann. Rev. Biochem. 35, 85 (1966).

Grabowski Z. R, Post. Biochem. 8, 3 (1963).

10. King E L, Altman C. J., J. Phys. Chem. 60, 1375 (1956).

11. Mahler H.R., Cord es E. H. Biological Chemistry, New York, 1966.

12 Mostowski A, Stark M., Elementy algebry wyzszej, Warszawa, 1965.

13. Sikorska E. A, Post. Biochem. 9, 393 (1963).

14. Voikenstein M V, Goldstein B. N, Biochim. Biophys. Acta 115, 471
(1966).

© o N ok



http://rcin.org.pl



Fost. Biochem. 18, 4697572 (1969)

Laureaci nagrody Nobla w 1968 roku
R. W. Holley, H. G. Khorana, M. W. Nirenberg

Nagrode Nobla za rok 1968 w dziedzinie nauk przyrodniczych otrzy-
mali wspélnie: Robert W. Holley z Instytutu Salka, Har Gobind Khorana
z Uniwersytetu stanu Wisconsin oraz Marshall W. Nirenberg z National
Institutes of Health (wszyscy z USA). Choé¢ nagroda jest wspolna,
a i dziedzina ich aktywnos$ci naukowej ta sama, to jednak badacze ci
nie stanojwig jednego zespotu. Pracowali i czynili swoje odkrycia nieza-
leznie, tyle tylko, ze odkrycia te doskonale uzupetniajg sie wzajemnie.

Pierwszym duzym osiggnieciem Nirenberga byto otrzymanie, wesp6t
z Matthaei pracujgcym teraz w Instytucie Maxa Plancka w Getyndze,
uktadu bezkomorkowego z Escherichia coli, wlaczajacego aminokwasy
do biatka in vitro. Ukfad ten, dzi§ juz klasyczny i nadal powszechnie
stosowany, reagowat na doidatek RNA zwiekszeniem poziomu wigczania
aminokwasow do polipeptydu. Byt ito jeden z koronnych dowoddw na
rzecz teorii Jacoba i Monoda, ze DNA nie sam jest matrycg w syntezie
polipeptydow, lecz spetnia te role poprzez czasteczke odpowiedniego RNA,
ktéry jest jego replikag. Dalej — Nirenberg wykorzystuje odkryty wczes-
niej przez Marie Grunberg-Manago enzym, fosforylaze polinukleotydo-
wa, do syntezy sztucznej matrycy, homopolinukleotydu zlozonego wy-
tacznie z reszt kwasu urydylowego. Kwas poliurydylowy okazuje sie
niezmiernie aktywnag matryca, stymulujacg prawie wytgcznie wigczanie
jednego tylko aminokwasu, fenyloalaniny, przy czym powstaje homo-
polipeptyd, polifenyloalanina. Moment ten jest jednoznaczny z odkry-
ciem pierwszego kodonu. Odtad wiadomo juz byto, ze miejsce fenylo-
alaniny w biatku okres$lane jest przez odcinek mRNA zawierajacy wy-
tacznie reszty U. Z innych laboratoriow nadeszty wyniki prac nad kwa-
sem poliadenylowym i policytydylowym (kodujg odpowiednio lizyne
i proline).

Inaczej jest z polinukleotydami ztozonymi z wiecej niz jednego ro-
dzaju nukleotydéw. Fosforylaza polinukleotydowa syntetyzuje polinu-
kleotyd beztadnie, a enzymu odwzorowujgcego sekwencje DNA, czyli
syntetazy RNA zaleznej od DNA, nie mozna byto do tych celéw wykorzy-
sta¢, przede wszystkim z braku polidezoksyrybonukleotydow o znanej
sekwencji zasad w tafAcuchu. Nie potrafiono tez okre$la¢ kolejnosci wy-
stepowania nukleotydéw w czasteczce RNA, chyba, ze bytby to oligonu-
kleotyd odpowiednio krotki. Ten witasnie moment wykorzystuje Niren-
berg i tworzy, wraz z Lederem, nowg metode badania kodu genetycz-
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nego w oparciu o interakcje 4C-aminoacylo-tRNA z kompleksem rybo-
som-oligonukleotyd. Droga hydrolizy RNA otrzymuje Nirenberg oligo-
nukleotydy ztozone z 2, 3, 4 i wiecej reszt. Po rozdziale chromatograficz-
nym i otrzymaniu czystych frakcji stosunkowo tatwo jest okresli¢ w nich
tak rodzaj, jak i kolejno$¢ wystepowania nukleotydéw. Odpowiednie
homogenne pod wzgledem sktadu zasad i dtugosci frakcje oligonukleoty-
dowe tgczono z rybosomami na sgczkach nitrocelulozowych. Nastepnie
przez sgczek taki przepuszczano roztwory 14C-aminoacylo-tRNA. Tylko
ten aminoacylcntRNA byt zatrzymywany na saczku, ktory przytaczyt
sie do kompleksu oligonukleotydu z rybosomem, przylaczenie za$ jest
mozliwe jedynie wtedy gdy antykodon tRNA ma skiad zasad komple-
mentarny (wg. regut Watsona i Crieka) do nukleotydéw danego oligonu-
kleotydu — kodonu. Dzieki tej technice dowiedziono ostatecznie stusz-
nosci wielu zatozen teoretycznych Crieka, takich jak jego hipoteza adap-
terowa, tryplet jako jednostka kodujgca, uniwersalno$é kodu genetycz-
nego, nie naktadanie sie trypletow kodu na siebie, dzieki niej wreszcie
okres$lono sktad i sekwencje zasad tréjnukleotydéw kodujacych wszyst-
kie wystepujagce w biatku aminokwasy. Stowem— ustalono cechy kodu
genetycznego.

Wkrotce po odkryciu biologicznej funkcji tRNA, polegajacej na przy-
taczaniu aminokwaséw (Hoagland i wspoOtpracownicy) oraz przenoszeniu
ich do aparatu syntetyzujgcego biatko, scharakteryzowano dos¢ doktadnie
te grupe zwigzkow, zresztg bardzo homogenng pod wzgledem wielkosci
czastek. Stwierdzono, ze czgsteczka tRNA ma duzy stopien uporzadko-
wania, liczba wystepujagcych w niej nukleotydéw nde przekracza 100,
a pomimo iz kazdy aminokwas ma swoéj ,wtasny” rodzaj tRNA —to
jednak wszystkie tRNA majg na koncu akceptorowym tancucha charak-
terystyczny trojnukleotyd ..CCA. Wiedziano tez, ze jaki$ tréjnukleo-
tydowy fragment tancucha tRNA musi spetnia¢ funkcje antykodonu, czyli
mieé strukture komplementarng wobec kodonu dla danego aminokwasu,
ale by go znalezé trzeba byto przedtem pozna¢ budowe pierwszorzedowa
czasteczki tRNA. | tego wtasnie dokonat zespét Roberta Holley’a. Wa-
runkiem podstawowym byto otrzymanie czystych frakcji tRNA specy-
ficznych dla okreslonych aminokwaséw. Otrzymano je stosujagc metode
rozdziatu w przeciwpradzie. Nastepnie Holley postuzyt sie odpowiednimi
enzymami nukleotylitycznymi, zastosowat wiec metodyke koncepcyjnie
zblizona do tej, ktorag Sanger, wykorzystujagc proteazy, opracowat dla
biatek. Holley uzywat RNaze T1| z takadiastazy oraz RNaze z trzustki. Oba
te enzymy cechuje pewna wybiorczo$¢ w dziataniu. RNaza T1 hydrolizuje
wigzania fosfodwuestrowe w sgsiedztwie reszty kwasu guanilowego, trzu-
stkowa za$ w sgsiedztwie reszt kwasow urydylowego i cytydylowego.
Dodatkowym czynnikiem zwiekszajagcym selektywnos$é dziatania nukleo-
litycznego RNazy Tl byta temperatura. Ciag dalszy pracy zespotu Hol-
ley’a to rozdzielanie produktow enzymatycznej hydrolizy tRNA, okresle-
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nie sekwencji nukleotydow w poszczegdlnych fragmentach i wreszcie
cze$¢ najtrudniejsza, odtworzenie z tych fragmentdw catego tancucha
tRNA. Aby doceni¢ skale trudno$ci tego przedsiewzigcia wystarczy uzmy-
stowié sobie, ze istniejg tysigce kombinacji, w jakich z szeregu matych
czastek zestawi¢ mozna pewng cato$¢, a przeciez jedna tylko z nich be-
dzie prawdziwa. Holley wykorzystat tez fakt, ze tRNA zawiera do$¢ duzo
nietypowych zasad, takich jak pseudourydyna, dwuhydrouracyl, kwas
4-tiourydylowy, kwas rybotymidylowy i inne, ktére rozmieszczone wzdtuz
taricucha byty niejako wyznacznikami podczas ,skiladania” zbadanych
fragmentow w catos¢. W efekcie latem 1965 roku dowiedzieliSmy sig,
ze budowa czasteczki pierwszego biologicznie czynnego kwasu rybonu-
kleinowego zostata rozszyfrowana. Byt to tRNA specyficzny dla alaniny,
pochodzacy z drozdzy. Metoda Holley’a, aczkolwiek trudna i ztozona,
nie nalezy jednak do rzedu tych, ktérych powtorzenie udaje sie jedynie
ich autorom. Przeciwnie, przejeto jg z sukcesem w szeregu laborato-
riow, w wyniku czego okre$lono strukture pierwszorzedowga kilku dal-
szych rodzajéw tRNA, jak réwniez tzw. RNA 5S oraz pewnych fragmen-
tdw rybosomowego RNA.

Trzeci z laureatébw nagrody Nobla, pochodzacy z Indii Har Gobind
Khorana, tematycznie blizszy Nirenbergowi, jest chemikiem i w pracach
jego metody biologiczne splatajg sie z czysto chemicznymi. Khorana
doprowadzit do doskonatos$ci sposoby chemicznej syntezy polidezoksyry-
bonukleotyddw; uzyskuje produkt o zgdanej wielkosci oraz skladzie i se-
kwencji nukleotydow. Mozna to chyba nazwac pierwszymi probami syn-
tezy gendéw in vitro. Nastepnie, wprowadzajgc syntetaze RNA zalezng od
DNA, otrzymuje on repliki syntetyzowanych polidezoksyrybonukleoty-
dow — nici RNA o witasnosciach mRNA. Przystosowujac te metode do
syntezy matryc polinukleotydowych ztozonych z powtarzajacych sie, na-
przemiennie utozonych oligonukleotydéw Khorana doskonale uzupetnit
wyniki prac Nirenberga, 'ugruntowat ponadto definicje szeregu innych
cech charakterystycznych kodu genetycznego. Dzieki jego pracom pozna-
no ostatecznie kierunek odczytywania tancucha mRNA w procesie trans-
lacji. Wreszcie bez opanowanej przez niego metody syntezy kopolinukleo-
tydow ztozonych z powtarzajgcych sie, takich samych i znanych frag-
mentéw, trudno byloby badaé szerzej zjawisko dwuznacznosci kodu
genetycznego. Khorana rozstrzygnat takze wiekszosé problemow zwig-
zanych z kodowaniem aminokwaséw bezposrednio przez tafncuch DNA,
z pominieciem matrycy RNA. Specyficznos¢ kodonow ztozonych z reszt
dezoksyrybonukleotyddéw okazata sie identyczna z tg, jakg obserwujemy
w przypadku matryc RNA i to w odniesieniu do wszystkich aminokwa-
séw. Odczytywanie zdenaturowanego DNA jako bezposredniej matrycy
wymaga obecnosSci neomycyny w ukiadzie, a in vivo zapewne nie za-
chodzi nigdy, jednak jego teoretyczne znaczenie dla poznania prawidto-
wosci kodu genetycznego byto bardzo duze. Ostatnio Khorana doniést
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o planach zsyntetyzowania tancucha takiego polidezoksyrybonukleotydu,
ktory, po skopiowaniu go przez synitetaze RNA, dalby czasteczke odpo-
wiedniego tRNA. A wiec — jednak synteza gendéw in vitro.

W ostatnich latach do$¢ czesto, jak sie wydaje, wystepowato zjawisko
pewnego rozziewu miedzy strong koncepcyjng a eksperymentalng okreslo-
mych problemow. Jest to zresztg naturalng konsekwencjg burzliwego
rozwoju jakiejkolwiek dziedziny wiedzy, a tym bardziej dziedziny tak
trudnej i ztozonej, jak kod genetyczny i mechanizm biosyntezy biatka.
Na tym tle ze szczegdlng ostroscig rysuje sie jedna zwilaszcza cecha,
wspollna catej trojce laureatéw. Jest nig dar rewolucjonizowania nie
tylko koncepcji, lecz takze i metody. Terminologia kodu genetycznego
zawiera, miedzy innymi, takie pojecia, jak ,tryplet bezsensowny” lub
»tryplet znaczacy”. W tygodniku Science, pani Maxine F. Singer pisze
o Holley’u, Khoranie i Nirenbergu, Zze razem stanowig oni ,,a triplet oj
great sense”. Mysle, ze z tym okreSleniem zgodzimy sie wszyscy.

S. Klita
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RECENZJE

Advances in Enzyme Regulation, red. G. Weber, tom V. Pergamon Press,
Londyn 1967; str. 469, cena £ 6 10 s.

Tom ten jest dalszym ciggiem cennego wydawnictwa, ktére zawiera publikacje
wyktadéw i dyskusji wygtaszanych na dorocznie odbywajacych sie sympozjach
w Indianopolis, U.S.A. Tematem obrad piatego sympozjum, ktére odbyto sie w paz-
dzierniku 1966 roku byfa biochemia regulacji aktywnosci i syntezy enzyméw w nor-
malnych i nowotworowych tkankach ssakow.

Sesja pierwsza, ktorej przewodniczyt Sir H. A. Krebs dotyczyta mikrofluory-
metrycznych oznaczen stezenia zred. NAD w poszczeg6lnych frakcjach komérkowych
oraz badan in vitro i in vivo nad biosyntezg NAD z réznych prekursoréw w watro-
bie. Tematem drugiej sesji, prowadzonej przez R. E. Olsona oraz sesji 6smej, ktorej
przewodniczyt H. A. Lardy byt wptyw hormondéw na regulacje aktywnosci enzyma-
tycznej w roéznych narzadach. H. G. Williams-Ashman przewodniczyt sesji trzeciej,
traktujgcej o kontroli metabolizmu glutaminy w mitochondriach nerek, watroby
i mézgu oraz regulacji syntezy amoniaku w nerkach szczura. Sesja czwarta (prze-
wodniczacy V. R. Potter) byta poswiecona regulacji metabolizmu poprzez indukcje
lub hamowanie biosyntezy enzymu jak to ma miejsce w przypadku oksydoreduktazy
glukozo-6-fosforan: NADP oraz enzymoéw biorgcych udziat w syntezie seryny w wa-
trobie. Pigta sesja, ktorej przewodniczyt N. Kretchmer dotyczyta roli enzyméw w on-
togenezie. Omdwiono system katalizujgcy synteze tauryny w rozwoju zarodka jaja
kurzego oraz aktywno$¢ polimerazy RNA i szybko$s¢ syntezy RNA w watrobie
w czasie rozwoju szczura. C. F. Cori przewodniczyt sesji sz6stej, ktora stanowita
przeglad poréwnawczy mechanizmdéw regulacji enzymoéw u ssakéw i mikroorga-
nizméw. Zagadnieniom kontroli glukoneogenezy, ketogenezy i glikolizy byta posSwie-
cona sesja siédma (przewodniczagcy G. F. Cahill Jr.). W sesji dziewiatej, prowadzonej
przez W. E. Knoxa omoéwiono regulujacy wptyw witaminy E na aktywnos¢ fosfotran-
sferazy ATP: kreatyna w osoczu krwi krélika oraz role izoenzyméw 6-fosfotransfe-
razy ATP: glukoza. W tej sesji rowniez, rozpatrywano teoretycznie pojecie sprzezenia
zwrotnego. W sesji dziesigtej (przewodniczagcy S. Weinhouse) zajmowano sie regu-
lacja enzyméw w tkankach nowotworowych. Przedstawiono badania in vivo nad
wptywem czynnikéw rakotwérczych na aktywno$¢ polimerazy RNA oraz wpiyw
gtodzenia, glukagonu i naswietlania na aktywno$¢ aminotransferazy tyrozynowej
i pirolazy tryptofanowej u szczura. Ostania, jedenasta sesja, ktorej przewodniczyt
Sir H. A. Krebs dotyczyta badan nad ustaleniem stosunku stezen NAD i zred. NAD
w cytoplazmie i mitochondriach watroby szczura oraz czynnikow regulujacych ten
uktad oksydoredukcyjny.

Tom V jest Zrédiem dalszych, nowych informacji z dziedziny badan nad regu-
lacja metabolizmu. Warto$¢ jego podnosi dodatkowo wykaz literatury, zatgczony do
kazdego wyktadu.

K. Betzecka
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Urea as a Protein Supplement red. Michael H. Briggs, Pergamon Press, Oxford,
1967; stron 466, cena $ 8.00

Badania omoéwione w niniejszej ksigzce majg na celu znalezienie nowych drdg
hodowli zywca, ktére mogtyby zapewnié¢ dostarczenie takiej ilosci biatka zwierze-
cego, jaka bedzie niezbedna naszej gwattownie rosngcej populacji, przewidzianej
na 6—7 miliardéw pod koniec XX wieku. Z badan ostatnich lat wynika, ze mocznik
wytwarzany syntetycznie w prawie dowolnych iloSciach otwiera nowe, korzystne
perspektywy. Wydaje sie, ze dokarmianie mocznikiem bydta domowego, conajmniej
przez 7 miesiecy w roku moze wystarczajgco zabezpieczy¢ rosngce zapotrzebowanie
ludzkosci na zwierzece biatko, bez powiekszenia areatu rolniczego przewidzianego dla
hodowli.

26 specjalistow z 11 krajow (miedzy innymi R. Ry$, Instytut Zootechniki, Kra-
kéw) przedstawia zbiér pogladéw i doswiadczen nad uzytkowaniem mocznika jako
uzupetniajgcego zrodia azotu'w zywieniu zwierzat przezuwajgcych. Omdéwione s3g
miedzy innymi zagadnienia dotyczace przemian azotowych zwiazkéw niebiatkowych
w przewodzie pokarmowym przezuwaczy, wpityw tych przemian na metabolizm
bakterii, warunki przyswajania mocznika i jego toksycznos$¢. Najwiecej miejsca po-
Swiecono stosowaniu mocznika u przezuwaczy, aczkolwiek nie pominieto badan do-
tyczacych drobiu, $win i owiec. Prace te dostarczyty szczeg6lnie duzo danych o mi-
krobiologii i biochemii przemian w zwaczu.

Ksigzka stanowi przeglad badan ogtoszonych do 1965 roku wiacznie i obejmuje
okoto 1500 odnos$nikéw do Swiatowego piSmiennictwa. Piekny i przystepny styl,
wzorowa szata zewnetrzna to dodatkowe zalety tego podstawowego przewodnika
w studiach nad wykorzystaniem mocznika jako cennego dodatku paszowego dla
wykarmiania bydta domowego.

Ksigzke mozna zaleci¢ wszystkim pracownikom zajmujgacym sie teoretycznymi
i praktycznymi aspektami hodowli zwierzat domowych, nie wytaczajgc fizjologow,
mikrobiologéw i biochemikdw.

. Reijer



Post. Biochem. 15, 475—480 (1969)

SPRAWOZDANIA | KOMUNIKATY

Sympozjum Biochemii Wiruséw Roslin
Krakéw 2—7.V11.1968 roku

Problemy biochemii wiruséw roslinnych budza obecnie zywe zainteresowanie
wirusologéw. W Polsce zajmuje sie tymi zagadnieniami miedzy innymi Pracownia
Wirusologii Roslin przy Zaktadzie Fizjologii Roslin PAN w Krakowie, kierowana
przez Prof. dr A. Koztowskg. OS$rodek ten nawigzat dzieki stazom naukowym liczne
kontakty z instytutami naukowymi zagranicg. Doceniajgc znaczenie bezposredniej
dyskusji i wymiany pogladéw dla rozwoju badan postanowiono zorganizowaé¢ sym-
pozjum pos$wiecone tematowi ,,Biochemia wirusow”.

Sympozjum odbyto sie w dniach 2—7 lipca 1968 r. w Oddziale PAN w Krakowie
pod protektoratem V Wydzialtu PAN i Rektora Wyzszej Szkoty Rolniczej w Kra-
kowie Prof. dr T. Ruebenbauera. W Sympozjum wzieto udziat kilkadziesigt osob,
w tym Kilkunastu uczestnikdw z zagranicy. Naczelnymi problemami omawianymi na
Sympozjum byty: 1) synteza wirusa w komodrce ro$linnej w aspekcie biochemiczno-fi-
zjologicznym, 2) zagadnienia zwigzane z wirusologig o0g6lng. W czasie Sympozjum
wygtoszono 24 referaty, w czym 11 referatdw gosci zagranicznych. Sposréd uczestni-
kéw z zagranicy nalezy wymieni¢ znanego biochemika roélin dr Venekatpa z Ho-
landii, ktéry jako pierwszy wprowadzil metode chromatograficznego czyszczenia
réznych wiruséw roslinnych w dwufazowym systemie polimeréw, wybitnego wi-
rusologa Prof. dr Klinkowskiego z Aschersleben z NRD, Prof. dr Schustera z NRD,
dr Pincka i dr Perdrizet z Francji, dr Cockinga z Nottingham z Anglii. Ten ostatni
przedstawit piekng prace z zakresu prowadzonych przez niego i jego wspdtpracowni-
kéw badan nad infekcjg wirusowa na izolowanych protoplastach z pomidoréw. Dr
Esanu z Rumunii omoéwit wyniki prowadzonych juz od kilku lat interesujgcych prac
nad metabolizmem energetycznym (fosforylacjg) w roslinach zakazonych wirusami
w poréwnaniu ze zdrowymi. Wirusologéw z Czechostowacji reprezentowali: dr Poz-
dena, dr Marcinka i dr Kortancikova. Z polskich naukowcéw miedzy innymi brali
udziat Prof. dr Gdérski z Krakowa, Prof. dr Przesmycki i Prof. dr Bryll z Warszawy,

Prof. dr Btaszczak z Poznania oraz Dyrektor Instytutu Ziemniaka w Boninie Doc.
dr Gabriel.

Na podkre$lenie zastuguje udziat w tym Sympozjum polskich naukowcéw zwig-
zanych bezposrednio z praktyka rolnicza.

M. Kamienska-Zyla
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Miedzynarodowe Sympozjum ,Biosynteza biatka — struktura i funkcja
makromolekut i elementéw subkomoérkowych”

Olsztyn 25—27.V11.1968 roku

Sympozjum potaczone byto z VI Krajowym Zjazdem P. T. Bioch., ktéry odbyt sie
w dniach 25—27 lipca 1968 r. w Olsztynie.

Obrady Zjazdu rozpoczetly sie plenarng sesjg Sympozjum. Uczestnikéw Sympo-
zjum, wérod ktérych znalazto sie wielu zagranicznych wybitnych specjalistéw w dzie-
dzinie kwaséw nukleinowych i biosyntezy biatek powitat prof. dr Przemystaw Sza-
franski. Sympozjum odbyto 3 plenarne posiedzenia, na ktérych wygtoszono 22 re-
feraty. Tematyka obrad byta bardzo szeroka i ro6znorodna, dominowaty jednak
2 gtéwne problemy:

1. Kwasy nukleinowe — struktura i funkcja

2. Rybosomy, enzymy i kofaktory proceséw biosyntezy biatek.

W takiej kolejnosci chciatbym pokrétce omoéwi¢ poszczegdlne zagadnienia re-
ferowane i dyskutowane na Sympozjum.

Ad 1. Problem zaleznos$ci pomiedzy strukturg a funkcjg przenoszacych kwaséw
nukleinowych nie zostat dotad wyjasniony, jakkolwiek sprawom tym poswieca sie
ostatnio wiele uwagi. Znalazto to takze odbicie w referatach sympozjalnych. Z a-
ch au (Monachium) przedstawit szereg danych wskazujgcych na to, ze odcinki
jednoniciowe czasteczki tRNA odpowiedzialne sa za rozpoznawanie niektorych
enzyméw, jak np. pirofosforylaza-CCA (CCA — koncowy fragment akceptorowej
czesci tRNA), a takze rybosomoéw. Niewielkie zmiany konformacyjne petli zawie-
rajacej antykodon prowadza do utraty zdolnosci rozpoznawania kodonu. Za spe-
cyficzng interakcje aminoacylo-tRNA syntetazy z przenoszacym RNA odpowiedzialny
jest odcinek dwuniciowy, a wedtug danych Chambersa (Nowy Jork) jedynie
3 pierwsze pary zasad. Do takiego wniosku prowadza bowiem wyniki doswiadczen
nad inaktywacjg tRNAala przez promienie UV. Dziataniu UV na tRNA i warunkom
w jakich powstaje kompleks enzym-tRNA poswiecit rowniez swoj referat Kisie-
lew (Moskwa). W dalszym ciggu nie wiadomo jakie fragmenty tancucha tRNA
uczestniczg w reakcji z aminoacylo-tRNA transferazami i transferazg peptydylowa.
Postep w tej dziedzinie zalezny jest gtéwnie od dalszego rozwoju badan nad struk-
turg tRNA. Nawigzaniem do tego typu badan byto doniesienie Legockiego
(Legocki, Pawetkiewicz i inni— Poznan) na temat konformacji tRNAileu w pod-
wyzszonych temperaturach. Autor omoéwit rdwniez zagadnienie réznicowania sie
ros$linnych tRNA.

Informacyjny RNA byt tematem kilku referatéw i doniesien. Samarina (Sa-
marina, Kriczewskaja, tukanidin i.Georgiew — Moskwa) omoéwita zagadnienie form
wystepowania jadrowego D-RNA (ang. DNA-like RNA) — prekursora cytoplazma-
tycznego mRNA i jego transportu z jadra do cytoplazmy. W jadrze komérki zwie-
rzecej D-RNA wystepuje w potgczeniu z biatkiem zwanym informoferem. Infor-
mofer ma witasnoséci zasadowe, rozni sie jednak od histonéw jadra komoérkowego
i biatek rybosomowych. Potgczen mRNA — biatko nie obserwuje sie u drobnoustro-
jow, gdzie transkrypcja sprzezona jest bardzo $cisle z translacja nowopowstatego
mMRNA. W odniesieniu do operonu histydyny u Salmonella typhimurium procesy
transkrypcji omoéwit Venetianer (Budapeszt). Trwato$¢ powstajacych in viiro
komplekséw naturalnego mRNA z rybosomami E. coli i zagadnienie hamujacego
wptywu sRNA na ten proces byty tematem doniesienia Perzynskiego (Pe-
rzynski i Szafranski— Warszawa).

Wiele uwagi poswiecono zagadnieniom struktury rRNA w nawigzaniu do
funkcji rybosoméw. Z danych Hadjiolowa (Sofia) wynika, ze zaréwno 18S
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jak 28S RNA ssakdw sa niejednorodne i zawierajg odcinki z przewaga guaniny
i cytozyny jak i odcinki bogate w adenine i uracyl. Rozmieszczenie tych fragmentéw
w obrebie nici rRNA nie jest przypadkowe, co moze wskazywaé¢ na odmienng
funkcje spetniang przez okreslone odcinki. Z wielkim zainteresowaniem przyjety
zostat referat Cox’a (Londyn) omawiajacy nowsze badania nad strukturg Il
rzedowg rRNA. Jak sie okazuje, struktura Il rzedowa rybosomowego RNA zaréwno
wewnatrz rybosomu jak i po usunieciu biatka jest podobna. Wielko$¢ segmentu
0 charakterze podwéjnej spirali nie jest doktadnie znana, natomiast ilo$¢ petli dla
RNA z mniejszej podjednostki wynosi 40—60, dla wiekszej za$ 80—120. Przy two-
rzeniu sie nici rybonukleoproteidowej poszczeg6lne biatka rybosomowe taczag sie
ze $cisle okreslonymi odcinkami rRNA. Heterogenna powierzchnia rybosomu po-
siada wiele, funkcjonalnie réznych miejsc wigzacych: mRNA, tRNA i liczne enzymy
uczestniczagce w syntezie biatek. Integralno$¢ rRNA jest niezbedna dla funkcji ry-
bosomu (Kucan — Zagrzeb). Inaktywacja rybosomu zachodzi jednakze tylko w tym
przypadku jes$li przerwaniu wigzan miedzynukleotydowych w rRNA towarzyszy
zmiana struktury Il rzedowej (Szekely — Budapeszt).

Biosynteze kwasow rybonukleinowych u drozdzy w zaleznosci od warunkéw ho-
dowli i stanu fizjologicznego komdrek, jak rowniez perspektywy dalszych badan
nad biosynteza RNA przedstawit Gniazdowski (Gniazdowski, Lorenc i Fi-
lipowicz — £6dz).

Tematyka referatéw poswieconych DNA dotyczyta wielu réznorodnych zagad-
nien. Chorazy (Gliwice) omoéwit problem wewnatrz i miedzyczasteczkowej
heterogennosci DNA na przyktadzie DNA faga X i DNA ssakéw oraz mozliwosci
1 perspektywy badan w tej dziedzinie. Dalsze wyniki badan nad dAT kraba byty
tematem referatu Baranowskiego (Baranowski, Baranowska i Lasko-
wski Sr. — Wroctaw i Buffalo), a w szczeg6lnosci proces renaturacji polimeru i wpty-
wu jonéw magnezu na renaturacje. Polimer dAT okazat sie dogodnym modelem dla
badan biologicznych mechanizméw rozszczepienia i rekonstytucji podwdjnej spi-
rali DNA. Na Sympozjum omawiana byta réwniez informacyjna rola mitochondrial-
nego DNA (Deutsch — Gif-sur-Yvette).

Tematycznie z kwasami nukleinowymi zwigzany byt referat Shugara (Ja-
nion i Shugar — Warszawa) dotyczacy mutagennego dziatania hydroksylaminy. Na
podstawie przytoczonych danych autorzy postuluja, ze pojawiajgca sie pod wptywem
hydroksylaminy hydroksycytozyna jest przyczyng mutacyjnego dziatania tego zwiga-
zku na uktady genetyczne.

Funkcja rybosomoéw i enzymoéw w biosyntezie biatka byta przedmiotem Kkilku
referatow sympozjalnych. Obszerny referat na temat struktury i roli rybosomow
przedstawit Hayes (Paryz). Funkcja obu komponentéw rybosomu, a w szczegdl-
nosci indywidualnych biatek rybosomowych nie jest wyjasniona. Wiadomo jednak,
ze biatko rybosomowe uczestniczy, jakkolwiek nie bezposrednio, w wigzaniu mRNA
do rybosomoéw, w asocjacji podjednostek rybosomu, a takze stabilizuje kompleks
aminoacylo-tRNA-mRNA-rybosom. Badania nad skiadem biatek rybosoméw wol-
nych i zwigzanych z bitong retikulum endoplazmatycznego komoérek watroby nie
wykazuja wyraznych réznic jakosSciowych (Gaal — Budapeszt), co sugeruje ciagta
wymiane pomiedzy wolnymi i zwigzanymi rybosomami.

W S$wietle ostatnich badan nad koncowymi etapami biosyntezy biatka, przed-
stawionych na Sympozjum przez Matthaei (Getynga) mozna wyré6zni¢ 3 fazy
biosyntezy: 1 faza zapoczatkowywania syntezy fanicucha polipeptydowego (ang.
initiatiori), 2. wydtuzania polipeptydu (ang. elongatiori) i 3. faza zakohczania syntezy
(ang. terminatiori). W fazie 1 biora udziat trzy czynniki biatkowe. Czynnik F3 bierze
udziat w wigzaniu mRNA do podjednostki 30S (40S) rybosomu, Fi i F2 za§ w przy-
taczaniu N-formylo-metionylo-tRNA do kodonu startowego AUG Ilub GUG kom-
pleksu 30S-mRNA. W uktadach heterologicznych zawierajgcych wirusowy RNA
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jako mRNA i bakteryjne rybosomy proces inicjacji syntezy przebiega nieco inaczej
(Bosch — Leiden), jakkolwiek w obu przypadkach bierze udzial N-formylo-metio-
nylo-tRNA. W dalszym ciggu niewiele wiadomo o zapoczgtkowywaniu biosyntezy
biatek w komodrkach zwierzecych.

Wydtuzanie peptydu jest procesem ztozonym. Biorg w nim udziatl transferazy
I i Il odpowiedzialne za przytagczanie aminoacylo-tRNA do rybosoméw (T-1)
i proces translokacji (T-11) (Gasior — Lublin), oraz transferaza peptydylowa Kka-
talizujgca synteze wigzania peptydowego. Vazquez (Vazquez i Monro — Madryt)
oraz Cerna (Cerna i Rychlik — Praga) przedstawili dalsze dowody wskazujgce
na podjednostke 50S bakteryjnych rybosoméw jako miejsce lokalizacji transferazy
peptydylowej.

Proces zakonczania syntezy polipeptydu zwigzany jest z obecnos$cig kodonu(éw)
»zakonczajgcego” (UAA u E. coli), a jego odigczanie od tRNA katalizowane jest
przez odpowiedni enzym (ang. releasing factor).

Problem wbudowywania aminokwaséw do biatka w nieobecnosci rybosomow,
tRNA, ATP i GTP przedstawit Szafranski (Szafranski, Passent i Klita— War-
szawa). Przy uzyciu supernatantu (170 000 ) otrzymanego ze Srodkowej partii gru-
czotu przednego jedwabnika morwowego BoTbyx mori wykazano wigczanie 14C-try-
ptofanu w N-korficowe potozenie w tancuchu polipeptydowym. Wiele danych wska-
zuje, ze zrédiem energii dla tego procesu moze by¢ potaczenie tioestrowe.

Kontrole syntezy biatka w komérkach ssakéw na etapie translacji kodu omo-
wita von der Decken (Sztokholm). Autorka zwré6cita uwage na mozliwos¢
wystepowania w cytoplazmie komorek zwierzecych inhibitoréw, ktérych poziom
zalezny jest od takich czynnikéw jak rodzaj diety, stress itp.

W doniesieniach sympozjalnych wygtoszonych w znacznej czesci przez polskich
uczestnikéw dominowaty zagadnienia zwigzane z biosynteza biatka.

Obrady Sympozjum cieszyty sie olbrzymim zainteresowaniem, czego wyrazem
byta duza frekwencja uczestnikéw jak i ozywiona dyskusja po kazdym referacie.

Petne teksty referatéw posiedzen plenarnych ukaza sie w materiatach sympo-
zjalnych w formie odrebnej publikacji.

Doniesienia zjazdowe na tematy wolne reprezentowaty bardzo réznorodna
tematyke, obejmujacg prawie wszystkie dziedziny biochemii. Zwracata uwage do$¢
liczna grupa komunikatéw dotyczacych enzymologii. Zjazd byt przegladem dorobku
naukowego wiekszosci osrodkéw biochemicznych i kierunkéw badawczych biochemii
w Polsce.

E. Gasior

V1 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Olsztyn 25—27.V11.1968 roku

W dniach 25—27 lipca 1968 r. odbyt sie na terenie Wyzszej Szkoly Rolniczej
w Olsztynie VI doroczny Zjazd P. T. Bioch., potgczony z Miedzynarodowym Sym-
pozjum na temat biosyntezy biatek. W Zjezdzie wzieto udziat 353 biochemikow
z réznych osrodkéw krajowych oraz 63 biochemikéw z laboratoriow zagranicznych,
w tym 16 zaproszonych wyktadowcow.

Zjazd rozpoczat sie zebraniem plenarnym, na ktérym zostaly wreczone dyplomy
cztonkéw honorowych Towarzystwa wybitnym biochemikom i zastuzonym dzia-
taczom PTBioch.: prof. dr Wtodzimierzowi Mozotowskiemu, prof
dr J6zefowi Hellerowi i prof. dr Wtodzimierzowi Niemierce.
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Podczas Zjazdu i Sympozjum wygtoszono 22 referaty i 29 doniesien sympo-
zjalnych oraz 124 doniesienia zjazdowe, ktérych tematyka obejmowata gtéwnie
enzymatyke i biochemie biatek.

Liczba referatéw i doniesien z poszczegélnych o$rodkéw wynosita: Warszawa —
51, £6dz — 17, Poznah — 14, Bialystok — 12, Wroctaw — 9, Gliwice i Olsztyn — po 7,
Lublin — 6, Szczecin — 4, Slask — 4, Gdansk i Krakéw —po 2. Nalezy podkreslié
liczny udziat w Zjezdzie mtodych pracownikéw naukowych, ktérzy przedstawiali
wyniki swoich prac eksperymentalnych.

W pierwszym dniu Zjazdu Przewodniczacy Wojewddzkiej Rady Narodowej
podjat uczestnikéw Zjazdu lampka wina na Zamku Olsztynskim.

Sprawny przebieg Zjazdu i kolezenska atmosfera byty zastugg wszystkich pra-
cujacych w Komitecie organizacyjnym kolegdw z Olsztynskiego Oddziatu PTBioch.
a w szczeg6lnosci doc. dr W. Minakowskiego, przewodniczacego Komitetu Organi-
zacyjnego i dr J. Kiszy, sekretarza Zjazdu. Naukowym organizatorem Sympozjum
byt prof. dr P. Szafranski z Warszawy.

Streszczenia referatow i komunikatéw zostaty wydrukowane przed Zjazdem,
natomiast w opracowaniu jest odrebne wydanie ksigzkowe petnych tekstéw re-
feratéw sympozjalnych. Redaktorami tego tomu sa: prof. P. Szafranski, doc. R. Ma-
stowski i dr S. Klita.

Koszty organizacji Zjazdu i Sympozjum oraz wydawnictw zostaty czeSciowo
pokryte z dotacji PAN i UNESCO.

Z dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zorganizowat dla
cztonkéw Towarzystwa kurs elektroforezy na zelu poliakrylamidowym. W opra-
cowaniu programu kursu wzieli udziat: dr Mirostawa Weber, doc. dr Karol Taylor,
doc. dr Zdzistaw Szafran, doc. dr Stanistaw Lewak, dr Henryk Panusz, dr Jerzy Ko-
nopa, mgr Anna Rychterowa, dr Wactaw Madalinski i mgr Hanna Tilgnez.

Kurs odbyt sie w dniach 28.1—I.11. 1969 r. z udziatem 90 uczestnikéw (w tym
45 spoza Warszawy). Poza zajeciami praktycznymi z elektroforezy biatek odbytly
sie nastepujace wyktady:

1. dr H. Panusz Technika analitycznej elektroforezy na zelu poliakryla-
midowym

2. dr W. Madalinski Preparatywna elektroforeza na zelu poliakrylamidowym
(wraz z pokazem)

3. doc. J. Kowalczyk Teoria rozdziatu elektroforetycznego na zelu poliakryla-

midowym

4. dr M. Weber Zastosowanie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym do
rozdziatu biatek

5. doc. K. Taylor Elektroforeza kwaséw nukleinowych na zelu poliakrylami-
dowym

6. doc. Z. Szafran Zastosowanie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym

w badaniach Kklinicznych

7. mgr A. Rychterowa Wykrywanie enzymoéw na elektroforetogramach na zelu
poliakrylamidowym (wraz z pokazem)

8. doc. S. Lewak Zastosowanie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym do
badania biatek roslinnych.
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Zarzad Giéwny P.T. Bioch. zorganizowat w Kkwietniu 1968 r. kurs podstaw
biochemii (50 godz.) dla nauczycieli biologii klas licealnych szko6t ogdélnoksztatca-
cych. W kursie wzieto udziat 95 nauczycieli z réznych osrodkéw z wytgczeniem
miasta Warszawy i wojewo6dztwa warszawskiego. Program kursu opracowat Za-
rzad Gtéowny w porozumieniu z Centralnym Os$rodkiem Metodycznym Ministerstwa
Os$wiaty i Szkolnictwa Wyzszego. Wyktadowcami byli koledzy z Warszawy (16
0s6b) oraz todzi (2 osoby) i Gdanska (1 osoba).

W roku biezacym nastepny Kurs Podstaw Biochemii dla nauczycieli biologii
odbedzie sie¢ w maju w oparciu o zesztoroczny program.

Zarzad Gtoéwny wspolnie z kotem NOT przy Instytucie Przemystu Fermentacyj-
nego rozpoczat w lutym Kurs Podstaw Biochemii (30 godz.) dla pracownikéw
tegoz Instytutu. Wyktadowcami sg koledzy z Oddzialu Warszawskiego.
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W 4-tym zeszycie tego tomu ukazg sie:

1. Metabolizm zwierzat statocieplnych a metabolizm izolowanych tkanek —
R. Jusiak, P. Poczopko

2. Mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub wiecej substratar-n i pro-
duktami. B. Metody badania — J. Sliwowski

3. O mozliwos$ci wystepowania oddzialywan donorowo-akceptorowych vr uktadach
biologicznych — K. Szymborski

4. Stabilno$¢ struktury drugorzedowej DNA — S. Szala, J. Filipski
5. Regulacja translacji genéw u zwierzagt — I. Szumiel

i. Teorie mutagenezy chemicznej w $wietle badan nad mutagenicznym dziataniem
hydroksylaminy — C. Janion
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Nalezy podawac¢ kolejno: L. p., nazwisko autora i pierwsze litery imion
(podaje sie nazwiska wszystkich autorow w kolejnosci podanej w ory-
ginale), skrécony tytut czasopisma, tom (podkreslony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202,
793 (1953). Wykaz skrétéw tytutdw czasopism podajg Post. Biochem. 7,
601 (1961). Cytujac ksiazki nalezy podac¢ kolejno: nazwisko i pierwsze li-
tery imion autora(6w), tytut, wydawce, miejsce i rok wydania; np.: Ba-
ranowski T., Podrecznik Biochemii, PZWL, Warszawa 1963. Cytujac
artykuty w pracy zbiorowej nalezy poda¢ po tytule tom i nazwiska wy-
dawcow, oraz na koncu stronice; np. Schneider W. C., w Methods in En-
zymology, tom Ill, red. S. P. Colowick i N. O. Kaptan, Academic Press,
New York 1957, str. 680.
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