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INFORM ACJA DLA AUTORÓW

Postęp y  Biochemii  publikują artykuły referatow e ze w szystkich  
dziedzin biochem ii n ie drukow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły  
drukowane w  Postępach Biochemii  n ie  mogą być bez zgody Redakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły są honorowane w g usta­
lonych staw ek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. K oszty zmian tekstu w  ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów  drukarskich ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie m ożność w prow adzenia skrótów i popra­
w ek n ie  w p ływ ających  na treść pracy.

Forma maszynopisu.  M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  
nadsyłać w  dwu egzem plarzach. M aszynopis pow in ien  być napisany  
jednostronnie, z podw ójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm  po lew ej 
i ок. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na p ierw szej 
stronie należy zam ieścić tylko: im iona (w pełnym  brzmieniu) i n a­
zw iska autorów, ich tytu ły  naukow e w raz z nazw am i p laców ek nauko­
wych, ty tu ł pracy w  języku polskim  i angielsk im  oraz om ów ienie tem a­
tu pracy w  języku angielsk im  (najwyżej 5 w ierszy m aszynopisu).

R ozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską a podroz­
d z ia ły — arabską. T ytu ły  ni a w ydzielon e z tekstu n ie pow inny być nu­
m erowane.

W tekście  nie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostaw ić w olny w iersz  
i oznaczyć: Tablica 1, R ys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w  n aw ia­
sie — num er odpow iedniego wzoru. W tekście należy odw ołać się do 
num eracji w zoru po słow nym  w ym ienieniu  zw iązku, np.: kw as g lu ta­
m inow y (I).

Pow ołując się na literaturę należy podać w  tekście, w  naw iasie, 
k olejny numer pozycji w  spisie literatury.

Załączniki do teks tu .  K ażdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tek ś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek opisujący jej treść, jej rubry­
ki pow inny być zaopatrzone w  odpow iedni tytuł.

P odpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączona na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać  
na m aszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem . W fotografiach  
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.

Literatura.  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazw isk autorów.
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Post. Biochem.  15, 323—338 (1969).

TO M ASZ G O ŁA SZE W SK I* , J A N  W. S Z A R K O W S K I **, 
M A R T A  RYTEL***

Biochemia powstawania i rozwoju mitochondriów

Biochemistry of Genesis and Development of Mitochondria

R eview  of b iochem ical data on b iogenesis and developm ent of m itochondria  
is presented

M itochondria nie są wąsko w yspecjalizow aną organellą przeprow a­
dzającą jedynie procesy utlenień kom órkowych. Obok pełnienia tej pod­
staw owej funkcji są one zdolne do syntezy białek, kwasów nukleinow ych 
i przynajm niej niektórych tłuszczowców. Nie ulega też wątpliwości 
udział m itochondriów w procesach dziedziczenia pozachromosomalnego. 
W związku z tym  uważa się m itochondria za tw ory półautonomiczne, 
podobnie jak chloroplasty (26, 28, 94). Mimo dość w szechstronnych zdol­
ności m etabolicznych, m itochondria najpraw dopodobniej nie są w stanie 
zaspokoić w łasnych potrzeb na większość anabolitów  niezbędnych do w y­
kształcenia s tru k tu ry  m itochondrium , w arunkującej jego praw idłowe 
działanie w komórce. Rozwój m itochondrium  byłby zatem  zależny od me­
tabolizm u całej komórki. Punktem  w yjścia w badaniach nad genezą i roz­
w ojem  m itochondriów jest poznanie m iejsca syntezy ich składników. 
Głównym  celem natom iast jest w yjaśnienie sposobu pow staw ania m ito­
chondrium . Rozpatryw ano trzy  możliwości: genezę m itochondriów na 
drodze autoreplikacji — poprzez podziały organelli, rozwój z innych s tru k ­
tu r kom órkowych w procesie nazw anym  przez A n d r e  (1) neoform o- 
waniem  i wreszcie genezę de novo.

Pochodzenie błon m itochondrialnych jest stosunkowo m ało znane. 
W ynika to, m iędzy innym i, z faktu , że m itochondria charakteryzują  się 
dość daleko posuniętym  polim orfizm em  (1), co sprzyjało w ysuw aniu po­
glądów (opartych na obserw acjach cytologicznych) o bezpośrednim  
związku błon m itochondrialnych na przykład z błoną jądra  komórkowego

* Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyk i, P olska A kadem ia Nauk, W arszawa
** Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki, Polska A kadem ia Nauk, W arszawa

*** Mgr, Instytut B iochem ii i B iofizyki, P olska A kadem ia Nauk, W arszawa

http://rcin.org.pl



324 T. G O Ł A SZ E W SK I I W SP.

(6), czy z błonam i apara tu  Golgiego (62). Przegląd hipotez na ten tem at 
można znaleźć w  artyku łach  R o u l l i e r a  (73), N о v i к o f f a (62) 
T r a g  e r  a (90) i A n d r e  (1).

W procesie pow staw ania m itochondrium  najistotniejsze jest miejsce 
łączenia się podstawowych składników organelli: lipidów i białek, w w y­
niku czego pow stają określone system y błon czyli zawiązki strukturow e 
mitochondriów. Jak  podkreśla Y o t s u y a n a g i  (107), liczne dane 
świadczą, że w czasie rozw oju embrionalnego organizmów roślinnych 
i zwierzęcych wzrostowi aktyw ności oddechowej kom órek towarzyszy 
zawsze równoległy wzrost m asy m itochondriów — kom órki em brionalne 
w ykazują słabe oddychanie i m ają słabo rozw inięte m itochondria. Dla­
tego też pow staw anie związków m itochondrialnych m usi być ściśle zwią­
zane z form owaniem  się wieloskładnikowego łańcucha oddechowego i jego 
zespoleniem z aparatem  fosforylującym . W edług opinii В o r s t a i wsp. 
(9), najprostsze byłoby założenie, że łańcuch oddechowy pow staje w sa­
m orzutnym  procesie łączenia się jednostek m onom etrycznych, których 
własności określałyby zarówno kolejność etapów tego procesu, jak  też 
regulow ałyby określoną stechiom etrię układu.

Dane cytologiczne uzyskane za pomocą m ikroskopu elektronowego 
w skazują, że m itochondria, podobnie jak  plastydy, rozw ijają się z ku­
listych tworów o średnicy około 1000 A, odszczepiających się od organelli 
m acierzystej (24, 26, 45). Twory te, otoczone podwójną błoną, wypełnione 
są szczelnie strom ą. Błona w ew nętrzna tworzy — na drodze inw agina- 
cji — uchyłki skierow ane ku w nętrzu prom itochondrium , które stanowią 
zaczątki grzebieni m itochondrialnych (łacińskie cristae mitochondriales). 
W tedy w łaśnie prom itochondrium  zaczyna ulegać morfogenezie doprow a­
dzającej do pow stania dojrzałego m itochondrium. W czasie w zrostu m i­
tochondrium  i różnicow ania się jego struk tu ry  zm ieniają się stosunki 
ilościowe między poszczególnymi składnikam i organelli wchodzącymi też 
w skład błon m itochondrialnych. G o 1 d h o r  (27) zauważył na przykład, 
że we wczesnych stadiach rozwojowych zarodków kurczęcia m itochondria 
w ątroby w ykazują nietypow y dla m itochondriów dojrzałych stosunek 
ilościowy tłuszczów do białek. Zdaniem  L u c k a  (51) zm iany tego sto­
sunku podczas rozwoju organelli są odzwierciedleniem  zm iany natężenia 
procesów syntezy tych składników  w różnych stadiach rozwojowych mi­
tochondrium .

Istotne jest również filogenetyczne pochodzenie błon m itochondrial­
nych. W edług F r e y - W y s s l i n g a  (24), w ew nętrzne błony m itochon- 
drialne reprezen tu ją  sobą — w aspekcie filogenezy — s tru k tu ry  homo­
logiczne z plazm olem mą czyli błoną komórkową. Błony te byłyby ota- 
ęzane w czasie rozw oju m itochondrium  przez błony gładkie endoplazma- 
tycznego reticulum . Na podobieństwo zew nętrznych błon m itochondrium  
do błon reticu lum  endoplazm atyeznego zwracali uwagę S o t t o c a s a  
i wsp. (79) oraz В e a 11 i e (4). Błony reticulum  prawdopodobnie nie mają

w

http://rcin.org.pl



[5] RO ZW Ó J M ITOCHONDRIÓ W 325

związku genetycznego z plazm olem m ą (24). M itochondria w ystępują, jak 
wiadomo, u posiadających jądro  komórkowe organizm ów eukariotycz­
nych. Organizm y prokariotyczne, w tym  bakterie, nie w ykształcają s tru k ­
tu r  m itoehondrialnych. Układ oddechowy u bak terii tlenow ych zlokali­
zowany jest w błonach plazm atycznych. Szerszy opis tego układu można 
znaleźć w artyku le  przeglądowym  Z a g ó r s k i e g o  (108). Zespoły błon 
grupujących enzymy oddechowe u bakterii nazwano mezosomami (23). 
Byłyby one układam i pochodzącymi również z plazm olem my. Jest więc 
prawdopodobne, że mezosomy organizmów prokariotycznych stanow ią fi­
logenetycznie pierw otniejsze stadium  rozwojowe w ew nętrznych błon mi- 
tochondrialnych.

Najnowsze wyniki w skazują, że w procesie rozw oju m itochondrium  
synteza błony zew nętrznej organelli, a także synteza nierozpuszczalnych 
białek jej błon w ew nętrznych są niezbędnym i etapam i dla zapoczątko­
w ania procesu w ypełniania zawiązków m itoehondrialnych białkam i roz­
puszczalnym i (4).

Zagadnienie zestawu enzymów w zawiązkach m itoehondrialnych nie 
jest dotychczas wyjaśnione. Zgodnie z danym i S с h a t z a (75), zawiązki 
te u drożdży hodowanych w w arunkach beztlenow ych w ykazują obecność 
jedynie dehydrogenazy bursztynianow ej. Cytochrom y natom iast poja­
w iają się dopiero w w arunkach  dostępu tlenu, kiedy zawiązki m itochon- 
drialne przekształcają się w m itochondria. W edług H e n s o n a  i M a ­
li 1 e r  a (31), niedojrzałe m itochondria drożdży hodowanych w w arunkach 
tzw. represji glukozowej (tzn. w obecności glukozy w pożywce wzrosto­
wej, gdy głównym  szlakiem  m etabolicznym  sta je  się ferm entacja, co 
doprowadza do zaham ow ania syntezy enzymów oddechowych i w strzy­
m ania rozwoju m itochondriów (107)) zaw ierają oksydazę cytochromową. 
Jednakże naw et dojrzałe m itochondria mogą zawierać niekom pletny ze­
staw  enzymów. Zgodnie bowiem z wynikam i E v a n s a  i L l y o y d a
(22) możliwa jest indukcja enzymów utleniających propioniany w rozw i­
niętych m itochondriach wiciowca Polytomella caeca.

Niezwykle in teresu jącym  obiektem  badań nad rozwojem  m itochon­
driów okazał się glon Euglena gracilis. L e f o r  t  (45) przeprowadziła 
niedawno badania enzym atyczne i cytologiczne nad wpływem  w arunków  
oświetlenia hodowli tego glonu (szczepu Z) na m itochondria i plastydy. 
Okazało się, że podczas długotrw ałej etiolacji (6 tygodni zaciemniania) 
komórek, kiedy następuje zaham ow anie procesów fotosyntezy i zanikanie 
s tru k tu ry  chloroplastów, zwiększa się parokrotnie aktyw ność oddechowa 
komórek i równocześnie zachodzi niezw ykły wzrost objętości i masy 
m itochondriów. Po pow tórnym  oświetleniu kolonii glonu procesy te  prze­
biegają w odwrotnym  kierunku. O bserwacje dokonane przez L e f o r t  
(45) zarówno m etodami biochem icznymi, jak  też przy  użyciu mikroskopu 
elektronowego, w ykazały po raz pierwszy, że w  komórce E. gracilis 
istnieje pewna zależność m etaboliczna między plastydam i i mitochon-
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driam i. W ydaje się, że ma ona charakter kom pensacyjny zarówno pod 
względem struk tu ra lnym  jak i metabolicznym . N iewyjaśniony mechanizm 
regulacyjny działający zapewne na poziomie ponadorganellowym  nada­
wałby w łaściw y w danych w arunkach k ierunek  przem ian. Rolę tę  mo­
głyby pełnić geny chromosomalne, które — zgodnie z opinią wyrażoną 
przez B o r  s t a  i wsp. (9) — w arunkują  w dużej m ierze rozwój s tru k tu r 
m itochondrialnych, między innym i dostarczając inform acyjnego RNA. 
Translacja tego RNA m ogłaby się dokonywać bądź w m itochondriach, 
bądź też poza nim i (9). Ilość DNA obecnego w tych organellach jest bo^ 
wiem zbyt mała, aby inform acja gentyczna w nich zaw arta mogła do­
tyczyć wszystkich białek m itochondrialnych (9, 106).

I. Aktywność metaboliczna mitochondriów i miejsce syntezy
ich składników

Wiadomo dziś, że m itochondria uczestniczą w syntezie białek (18, 40, 
41, 42, 50, 66, 68, 70, 71, 87, 106), RNA (7, 47, 60, 74, 101, 103), DNA (38), 
porfiryn (86) oraz niektórych tłuszczowców (11, 21, 99), przede wszystkim  
kwasów tłuszczowych (2) i lecytyn (11, 99).

Badania wielu autorów  w ykazały (5, 40, 41, 42, 43, 69, 72, 91, 102, 
106), że izolowane m itochondria w łączają znakowane am inokwasy przede 
wszystkim  do białek nierozpuszczalnych, względnie lipoproteidów, zwią­
zanych najpraw dopodobniej z błonam i m itochondrialnym i. W porów naniu 
z nimi białka rozpuszczalne, w tym  również niektóre enzymy, znakują się 
am inokwasam i znacznie słabiej (43, 72). W skazywałoby to na istnienie 
w  m itochondriach dwóch odm iennych puli białkowych. Przeprow adzane 
próby rozdziału i oczyszczania poszczególnych podfrakcji struk tu ra lnych  
m itochondrium  oraz ich enzym atyczna charak terystyka  (12, 63, 79, 92, 
95) wskazują, że najin tensyw niej włącza am inokw asy frakcja  błon w e­
w nętrznych m itochondrium  (61, 79, 105). W podfrakcji tej zlokalizowane 
są — obok białek s truk tu ra lnych  — nierozpuszczalne enzym y łańcucha 
oddechowego (79).

Dodatkowe inform acje o syntezie określonych białek enzym atycznych 
w m itochondriach uzyskano w doświadczeniach na  tzw. m ałym  m utancie 
drożdży, odkry tym  i opisanym  przez E p h r u s s i e g o  (19, 20). Mi­
tochondria tego m utan ta  charak teryzu ją  się niewydolnością oddechową. 
Nie stw ierdzono w nich obecności niektórych nierozpuszczalnych białek 
enzymatycznych, na przykład cytochromów a, a3 i b; zaw ierają one na­
tom iast rozpuszczalne enzym y cyklu kwasów trójkarboksylow ych i cy- 
tochrom  c. Ponieważ m itochondria „małego m u tan ta” charakteryzują 
się niedoborem, a być może zupełnym  brakiem  DNA (16), bądź też m ają 
DNA odm ienny niż m itochondria szczepu dzikiego drożdży (57), można
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[7] ROZW ÓJ M ITOCHONDRIÓ W 327

wnioskować o tym, k tóre enzym y są syntetyzowane pod kontrolą DNA 
m itochondrialnego. Podobne wnioski można wyciągnąć również z do­
świadczeń C l a r k - W a l k e r a  i L i n n a n e ’ g o  (14). Zaobserwowali 
oni, że w obecności chloram fenikolu, ham ującego u drożdży syntezę bia­
łek jedynie w m itochondriach, znakowane aminokwasy nie włączały się 
do cytochromów a, a3 i b. Spostrzeżenie to odnośnie oksydazy cytochro- 
mowej potwierdzili też H e n s o n  i M a h l e r  (31). Ich zdaniem, w w y­
niku m utacji cytoplazm atycznej uniemożliwiona jest transkrypcja  m ito­
chondrialnego DNA. Działanie chloram fenikolu polegałoby na ham owa­
niu translacji m ateriału  genetycznego na rybosomach m itochondrialnych.

K a d e n b a c h  (34) stw ierdził p referencyjne włączanie znakowanych 
aminokwasów do białek struk tu ra lnych  organelli i próbował wykazać 
doświadczalnie T ransport pew nych białek z mikrosomów do mitochon- 
driów . Kiedy włączano znakowane am inokwasy do m itochondriów in vitro, 
wówczas we frakcji białek rozpuszczalnych (organelli) w ykryw ano je­
dynie około 10°/o piętna. N atom iast m itochondria izolowane ze skraw ków 
w ątroby  szczura, inkubow anych uprzednio ze znakowanym i am inokw a­
sami, zaw ierały we frakcji białek rozpuszczalnych niem al połowę włączo­
nego piętna. Radioaktywność wykazywały, między innymi, dehydrogena­
za jabłczanowa i glutam inianow a, kinaza adenylanowa oraz am inotransfe- 
raza asparaginianowa; enzym y związane z błonam i m itochondrialnym i, 
jak  cytochrom  a i dehydrogenaza bursztynianow a, nie ulegały znako­
waniu. Po inkubacji m itochondriów wraz z mikrosomami w środowisku 
zaw ierającym  znakowane aminokwasy, piętno znajdow ało się w  białkach 
m itochondrialnych, w ystępujących w  przestrzeniach m iędzygrzebienio- 
wych (między innym i w cytochrom ie с i kinazie nukleozydodwufosfora- 
nowej). Po takiej inkubacji K a d e n b a c h  (35) stw ierdzał znacznie 
m niejszą radioaktyw ność białek m ikrotom ów, w  porów naniu z radio­
aktyw nością w ykryw aną po inkubacji sam ych mikrosomów. Jednakże 
znakowane białka rozpuszczalne wyizolowane z mikrosomów nie w bu­
dow yw ały się do wyizolow anych mitochondriów. Sugerowałoby to, że 
obecność nienaruszonych mikrosomów jest niezbędna dla prawidłowego 
transportu .

Tak więc K a d e n b a c h  wykazał po raz pierwszy, że możliwy 
jest transport niektórych białek z  mikrosomów do mitochondriów. Do 
w yjaśnienia pozostawałaby jednak kw estia samego m echanizm u takiego 
transportu  (33). Nie wiadomo, czy odbywa się on w każdym  stadium  roz­
wojowym  m itochondrium . W iadomo jednak, że do jego przebiegu n ie­
zbędny jest GTP. Zdaniem  K a d e n b a c h a  (34), podczas przemieszcza­
nia się białek~w komórce, dochodzi do przejściowego w iązania się rybo­
somów z błonam i m itochondrium . A utor ten  w innej pracy (35) wspo­
m inał o możliwości transportu  poprzez błony m itochondrialne łańcuchów 
polipeptydowych cytochrom u с zsyntetyzow anych uprzednio na rybo­
somach hialoplazm atycznych.
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W yniki K a d e n b a c h a  (34) znalazły potw ierdzenie w pracy В e - 
a 11 i e (4). A utorka badała rozmieszczenie piętna znakowanych am ino­
kwasów w trzech frakcjach  białkowych m itochondrium  — rozpuszczal­
nej w  wodzie, rozpuszczalnej w  roztworze chlorku potasu oraz we frakcji 
białek nierozpuszczalnych. Białka te  au to rka w yodrębniała z mitochon- 
driów  znakowanych uprzednio 14C-leueyną in situ w skraw kach w ątroby 
szczura. Rozpuszczalne w  wodzie białka m itochondriów znakowały się 
po 30 m inutow ym  opóźnieniu (ang. lag period), czego nie obserwowano 
w przypadku białek rozpuszczalnych w  roztworze soli. Po dodatkowej 
inkubacji skraw ków  z nieznakowaną leucyną, autorka zaobserwowała 
spadek radioaktyw ności we frakcji białek nierozpuszczalnych a wzrost 
aktyw ności właściwej białek rozpuszczalnych, czemu tow arzyszył spadek 
aktywności białek m ikrosom alnych. Zdaniem  autorki (4) przem awiałoby 
to za możliwością transportu  białek rozpuszczalnych z mikrosomów do 
m itochondriów.

В e a 11 i e (4) w ykorzystała w  swych badaniach właściwość różni­
cowego działania chloram fenikolu (5, 48, 49) i cykloheksim idu (5, 50) 
na procesy włączania am inokwasów do białek m itochondriów i mikroso­
mów. Chloram fenikol ham uje, mianowicie, włączanie aminokwasów do 
białek syntetyzow anych w  m itochondriach u organizm ów wyższych, nie 
wpływa natom iast na proces syntezy białek w  m ikrosomach. O dw rotnie — 
cykloheksim id nie ham uje syntezy białek w m itochondriach, blokuje na­
tom iast tę syntezę w mikrosomach. W ten sposób można odróżnić obydwa 
procesy. Gdy po w stępnej inkubacji skraw ków  w ątroby z chloram feni­
kolem (w niskim  stężeniu) inkubow ano je ze znakowaną leucyną bez 
dodatku antybiotyku, następowało silne zaham owanie włączania leucyny 
do m itochondrialnych białek nierozpuszczalnych a jedynie nieznaczne 
obniżenie w łączania do białek rozpuszczalnych tej organelli i do białek 
mikrosomów. A utorka zwróciła uwagę na zależność w łączania am inokw a­
sów do białek nierozpuszczalnych m itochondrium  od jego aktyw ności 
oddechowej. W yniki te wskazywały, że białka rozpuszczalne m itochon­
driów i białka m ikrosomalne syntetyzują się we w spólnym  układzie, n a j­
prawdopodobniej w  hialoplazmie. Podobny wniosek nasuw a się z doś­
wiadczeń prowadzonych przez В e a 11 i e (4) z użyciem cykloheksimidu. 
K iedy do m ieszaniny inkubacyjnej zaw ierającej znakowaną leucynę 
dodano cykloheksimid, wówczas obserwowano jednakow o silne zaha­
m owanie (około 90%) w łączania piętna do białek m ikrosom alnych i roz­
puszczalnych białek m itochondrialnych, znacznie słabsze natom iast — do 
białek m itochondrialnych nierozpuszczalnych w soli.

Coraz więcej danych przem aw ia więc za słusznością przypuszczenia, 
że białka m itochondrialne pochodzą częściowo z puli białek syntetyzo­
w anych na rybosom ach hialoplazm atycznych, a częściowo — syntetyzo­
wane są w ew nątrz m itochondrium , być może przy udziale własnego RNA 
inform acyjnego (15, 104).
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Zdaniem  W o r k a  i wsp. (106), około 2/3 ogólnej ilości białek za­
w artych  w  m itochondriach syntetyzuje się poza m itochondriam i, a po­
została część — w ew nątrz  organelli, choć nie jest wykluczone, że te 
osta tn ie  białka mogą być syntetyzow ane częściowo przy udziale in for­
m acyjnego RNA pochodzącego z jądra  komórkowego *.

II. Podziały mitochondriów

Potw ierdzeniem  hipotezy o pow staw aniu m itochondriów na drodze 
podziałów preegzystujących organelli są w yniki prac L u c k a  (51, 52, 
53, 54). Hodując w ym agającego choliny m utan ta  grzyba Neurospora 
crassa na pożywce zaw ierającej radioaktyw ną cholinę, L u с к stw ier­
dził (53), że piętno w budow uje się do lipidów m itochondrialnych i po­
zostaje tam  przez długi okres czasu. Stosunek radioaktyw ności lipidów 
do ilości białek m itochondrialnych oznaczany w różnych okresach wzro­
stu  hodowli Neurospora crassa może być wskaźnikiem  prędkości przy­
rostu  m asy m itochondriów. L u c k  (53) zaobserwował ścisłą korelację 
m iędzy spadkiem  tego stosunku spowodowanym przyrostem  białka mi- 
tochondrialnego a w zrostem  m asy kolonii tego organizmu.

Gęstość m itochondrium  u Neurospora crassa, uw arunkow ana wielko­
ścią organelli, jest zależna od stężenia choliny w pożywce. P rzy  małej 
zawartości choliny (np. 1 M-g/rnl) w  pożywce w ykształcają się mitochon- 
d ria  „gęste” , przy dużej (10 м-g/m l)— m itochondria „lekkie”. M itochon- 
dria  o różnej gęstości można rozdzielić na drodze w irow ania całej po­
pulacji m itochondriów w ciągłym gradiencie sacharozy (51, 54). L u c k  
(54) zm ieniając stężenie znakowanej choliny w  pożywce śledził zmiany 
gęstości m itochondriów i badał rozmieszczenie piętna w poszczególnych 
typach m itochondriów. Równomierne rozmieszczenie piętna choliny 
w  całej populacji m itochondriów u organizmów pozostających w loga­
rytm icznej fazie w zrostu (kiedy zachodzi intensyw ne nam nażanie m i­
tochondriów) nasuw a przypuszczenie o replikacji preegzystujących orga­
nelli; w przypadku syntezy m itochondriów de novo m usiałoby bowiem 
docho<lzić do nagrom adzenia się piętna w określonej części populacji 
m itochondriów. W doświadczeniach L u c k a  (54), zwiększeniu stężenia 
choliny w  pożywce tow arzyszyło stopniowe zm niejszanie się gęstości 
całej populacji m itochondriów, co było odbiciem w zrostu wielkości posz­
czególnych m itochondriów. W kom órkach zanikały wówczas m itochondria 
„gęste” , w ykształcające się przy niskim  stężeniu choliny. Świadczyłoby 
to, zdaniem  L u c k a  (54), że m itochondria ulegają podziałom. Jeśli bo­
wiem  m itochondria m iałyby powstawać de novo z niskocząsteczkowych 
prekursorów , wówczas po zwiększeniu stężenia choliny w pożywce nale­
żałoby oczekiwać w kom órkach grzyba Neurospora crassa obecności za­
równo m itochondriów  „gęstych” jak  i „lekkich”. Usunięcie znakowanej

* Patrz addendum  na końcu tego artykułu.
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choliny z pożywki doprowadzało do równom iernego spadku radioaktyw no­
ści we wszystkich m itochondriach, co było w yrazem  tzw. niekonserw a- 
tywnego rozprowadzenia piętna w coraz większej liczbie pow stających 
organelli. Gdyby dochodziło do tzw. konserw atyw nego rozprowadzenia 
piętna w populacji m itochondriów, wyjściową radioaktyw ność w yka­
zyw ałyby jedynie nieliczne m itochondria stanow iące coraz m niejszą 
część populacji m itochondriów komórki, w  m iarę pow staw ania de novo 
organelli pozbawionych piętna.

Przedstaw ione prace L u c k a  (51, 52, 53, 54) pozostają w  zgodzie 
z obserwacjam i dokonanym i za pomocą m ikroskopu elektronow ego (3) 
potwierdzającym i podziały m itochondriów. Jednak pewne dane w skazują 
na możliwość pow staw ania m itochondriów ze s tru k tu r pozamitochon- 
drialnych lub naw et de novo. G r e e n a w a l t  i H a l l  (30) obserwowa­
li na przykład zjawisko wykształcenia się m itochondriów z prostych 
s tru k tu r plazm atycznych w kiełkujących konidiach grzyba Neurospora 
crassa. Podobne obserwacje poczynili W a l l a c e  i L i n n a n e  (97) 
oraz L i n n a n e  i wsp. (48, 49), którzy badając biogenezę m itochon­
driów u drożdży stw ierdzili, że w w arunkach beztlenow ych kom órki tego 
organizmu nie w ykazują obecności s tru k tu r m itochondrialnych. Typowe 
m itochondria rozw ijałyby się, według tych badaczy, z prostych kanalików 
cytoplazm atycznych po udostępnieniu tlenu komórkom. W tlenowych w a­
runkach zaobserwowano zwiększoną syntezę enzymów oddechowych 
i RNA (25). Zgodnie jednak z opinią wyrażoną niedawno przez W a l l a -  
c e ’ a i wsp. (96) na podstawie badań własnych i innych autorów, obec­
ność tlenu  nie jest jedynym  czynnikiem  określającym  zdolność komórek 
drożdży do tworzenia m itochondriów. Na zdolność tę wpływ a bowiem 
również skład pożywki: glukoza doprowadza do zaham owania rozwoju 
m itochondriów (tzw. represja kataboliczna (107)), natom iast nienasycone 
kwasy tłuszczowe i ergosterol umożliwiają komórkom w ykształcenie 
s truk tu r m itochondrialnych a także innych s tru k tu r błonowych, naw et 
w w arunkach beztlenowych **.

W ydaje się, że pogląd o genezie m itochondriów ze s tru k tu r pozami- 
tochondrialnych w ym aga rew izji. Nie jest bowiem wykluczone w ystę­
powanie jakichś zawiązków organellow ych zaw ierających inform ację ge­
netyczną, której realizacja rozpoczynałaby się w odpowiednich w arunkach 
fizjologicznych bądź ekologicznych. Teoretycznie można naw et założyć, 
że najbardziej pierw otną form ą zawiązków organellow ych byłyby odpo­
wiednie nici inform acyjnego kwasu dezoksyrybonukleinowego.

III. Podziały mitochondriów a cykl podziałowy komórek

Zagadnienie to  jest isto tnym  punktem  w badaniach nad biogenezą 
mitochondriów. Wiadomo już dzisiaj, że DNA m itochondriów stanowi

** Patrz addendum  na końcu tego artykułu.
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odm ienną niż DNA jądrow y pulę kw asu dezoksyrybonukleinowego w ko­
mórce. W skazyw ałyby na to  odm ienne własności fizyko-chem iczne tego 
DNA (16, 17, 57, 98), a także kształt jego cząsteczek: w ykryw ano mito- 
chondrialny DNA o koliście zam kniętych łańcuchach (8, 77), jak też repli- 
kacyjne form y rozw idlonych nici DNA (39). Stwierdzono (38), że w mi- 
tochondriach w ystępuje polim eraza DNA w ym agająca obecności mito- 
chondrialnej m atrycy do optym alnego działania. W ysunięto naw et przy­
puszczenie, że możliwy jest transport DNA z m itochondriów do jądra 
w  fibroblastach kurczęcia (13).

Jeśli udałoby się w ykazać, że synteza m itochondrialnego DNA nie 
jest ściśle skorelowana z syntezą DNA jądrowego, uzyskalibyśm y do­
datkow y dowód przem aw iający za hipotezą o autonom ii metabolicznej 
m itochondriów i o ich genetycznej ciągłości. To z kolei sugerowałoby 
możliwość autoreplikacji m itochondriów.

Synteza DNA chromosomalnego nie jest rów nom ierna w czasie ca­
łego cyklu podziałowego kom órki. Odbywa się ona jedynie w określonym  
momencie in terfazy, w tzw. fazie S (81). Synteza m itochondrialnego DNA 
w tym  względzie nie jest jeszcze wyjaśniona. N e u b e r t  i wsp. (59) 
oraz N a s s  (58) uważają, że m etabolizm  DNA m itochondriów in vivo 
jest znacznie intensyw niejszy niż DNA jądrowego. P a r  s o n  s (64) 
stw ierdzał włączanie znakow anej tym idyny do DNA m itochondriów w cią­
gu całego cyklu podziałowego kom órki Tetrahym ena pyriformis, czego 
nie obserw uje się w przypadku DNA jądrowego. Badania P a r s o n s a  
i R u s t a d a  (65) nad w łączaniem  znakowanej tym idyny do DNA m i­
tochondriów wykazały ponadto, że wszystkie m itochondria pozostają 
znakowane przynajm niej przez kilka generacji komórek. W skazywałoby 
to  na dużą stabilność DNA m itochondrialnego i jego ciągłość genetyczną, 
co przem aw ia z kolei za rep likacją  mitochondriów.

S c o p e s  i W i l l i a m s o n  (76) zaobserwowali gwałtowne zwięk­
szenie zużycia tlenu  przez drożdże bezpośrednio po okresie podziałów 
komórkowych. Zdaniem  tych  autorów (76) mogłoby to świadczyć, że 
zwiększenie ilości m itochondriów — a co za tym  idzie również replikacja 
ich DNA — ma miejsce w łaśnie w tej fazie rozw oju kom órek (u których 
przyrost m asy jest rów nom ierny w czasie).

J a m e s  (32) badał intensyw ność pobierania tlenu  przez tzw. zsyn­
chronizowane kolonie p ierw otn iaka z rodzaju Astasia. Kolonie zsyn­
chronizowane zaw ierają dużą ilość kom órek znajdujących się w tej 
samej fazie podziałowej; stan  taki osiąga się sztucznie poprzez odpo­
wiednie zm iany tem pera tu ry  hodowli. A utor zaobserwował gwałtowny 
wzrost zużycia tlenu na początku tzw. okresu cieplnego odpowiadającego 
profazie (okres przedpodziałowy) większości kom órek w kolonii, jednak 
powolne zwiększanie intensyw ności pobierania tlenu  dało się zauważyć 
również i w ciągu okresu zim nego (okres podziałowy) K a h n  i B l u m  
(36, 37) stw ierdzili, że w  okresie cieplnym  rozw oju hodowli Astasia zwięk­
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sza się synteza białek m itochondrialnych. M iarą tej syntezy była in ten ­
sywność włączania znakowanego 35S-siarczanu do reszt cysteiny. Auto­
rzy są zdania, że istn ieje ścisła zależność między natężeniem  syntezy 
białek w całej komórce i w m itochondriach. A zatem  istn iałaby  współ­
zależność cyklu podziałowego komórki i m itochondrium . Tezę taką po­
pierają obserwacje M a n t o n (55) oraz M a n t o n  i P a r k ę  (56), 
którzy stwierdzili, że wielkość pojedynczego m itochondrium  w komórce 
wiciowca Micromonas podwaja się z taką prędkością, że w  okresie cyto- 
kinezy może on ulec podziałowi. Badania K r o o n a  (43) w skazują na 
zależność między syntezą białek m itochondrialnych regenerującej w ątro ­
by szczura i aktyw nością m itotyczną komórek tego narządu po częściowej 
hepatektom ii: najw ięcej aminokwasów wbudowywało się do białek m i­
tochondrialnych między 30 i 45 godziną po operacji, a więc w tedy, gdy 
obserw uje się również najw yższą aktyw ność m itotyczną kom órek. Po­
dobne wnioski nasuw ają obserw acje B r e i d e n b a c h a  i wsp. (10), 
którzy stw ierdzili zwiększoną aktyw ność oddechową, co można uważać za 
odzwierciedlenie zwiększonej syntezy m itochondriów, w okresie kiełko­
wania nasion, kiedy podziały komórek odbywają się również intensyw nie.

O statnie doświadczenie P a r s o n s a  i R u s t a d a  (65) potw ier­
dzają poprzednie w yniki uzyskane na Tetrahym ena pyriformis  (64); DNA 
m itochondrialny tego organizmu znakuje się tym idyną bez względu na 
fazę cyklu podziałowego komórki; wbudowywanie tym idyny zachodzi 
naw et wtedy, gdy synteza DNA jądrowego jest w strzym ana, to znaczy 
w czasie podziałów komórkowych. Jednakże włączanie tym idyny  do DNA 
m itochondriów jest znacznie intensyw niejsze wówczas, gdy zachodzi 
synteza DNA jądrowego, to znaczy w okresie interfazy. Świadczyłoby to 
o-istnieniu wspólnego dla m itochondriów i jąd ra  kom órkowego m echa­
nizmu regulującego syntezę DNA.

Z badań S m i t h a  i wsp. (78) wynika, że synteza DNA m itochon­
drialnego, podobnie jak  DNA jądrowego, odbywa się w sposób cykliczny. 
Porów nanie stosunków ilości DNA m itochondrialnego do ilości DNA 
w całej komórce w różnych stadiach jej życia wskazuje, że in tensyw na 
synteza DNA m itochondrialnego nie zachodzi jednocześnie z na jin tensyw ­
niejszą syntezą DNA jądrowego. Autorom  udało się bowiem uchwycić 
moment, gdy powyższy stosunek ulegał gwałtow nem u wzrostowi. Obser­
wowali oni również m om enty w  cyklu podziałowym kom órki, w których 
synteza kwasów dezoksyrybonukleinowych obu puli była w strzym ana, 
lub zaham ow ana była jedynie synteza DNA m itochondrialnego. W tym  
ostatn im  przypadku następow ał spadek stosunku ilości DNA m itochon­
drialnego do DNA całej komórki. Dane S m i t h a  i wsp. (78) w skazy­
w ałyby również na pew ną niezależność replikacji DNA m itochondrial­
nego.

Interesujące badania przeprowadzono nad metobolizmem DNA w  tak  
zwanych kinetoplastach pierw otniaka z rodzaju Leishmania. K inetopla-
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sty — organelle typowe dla wiciowców z rzędu Kinetoplastida  — mogą 
być uważane za m itochondria bogate w DNA (82, 83, 84). Za pomocą 
niektórych barwników, na przykład akryflaw iny, można otrzym ać po­
pulację kinetoplastów  pozbawionych DNA, nie posiadających grzebieni 
m itoehondrialnych (84). W obecności akryflaw iny następuje selektyw ne 
w strzym anie replikacji DNA w kinetoplastach, bez w strzym ania syn­
tezy DNA jądrowego. Po kilku pokoleniach uzyskuje się tzw. kom órki 
dyskinetoplastow e, zaw ierające kinetoplasty pozbawione DNA. W łaśnie 
w tych kom órkach zaobserwowano nie ty lko podziały jąder, ale również 
podziały zm utow anych kinetoplastów  (82, 83, 84), co mogłoby wskazywać 
na istnienie wspólnego m echanizm u regulującego podziały obu orga­
nelli.

Bez względu na zakres autonom ii procesów replikacji DNA w m ito- 
chondriach, a zatem  i innych szlaków m etabolicznych, organellom  tym  
przypisuje się pewną rolę w  przekazyw aniu inform acji genetycznej. 
Zagadnienie to szeroko omówił W i l k i e  (100). Tutaj przytoczym y w y­
niki T u p  p y ’ e g o  i W i l d n e r a  (93), którzy za pomocą akryflaw iny 
pozbawiali drożdże aktyw ności oddechowej i następnie próbowali aktyw ­
ność tę przyw racać. Gdy sferoplasty  uzyskane z tak  uszkodzonych ko­
m órek inkubowano w odpowiednich w arunkach z m itochondriam i pocho­
dzącymi z kom órek drożdży norm alnie oddychających, wówczas około 
3%  sferoplastów uzyskiw ało aktyw ność oddechową. T ransform acja ta  
była dziedziczna, a zatem  m itochondria nie ty lko przenosiły inform ację 
genetyczną, ale również przekazyw ały ją innym  komórkom. Podobny 
wniosek nasuw ają w yniki T h o m a s a  i W i l k i e ’ g o  (88); zaobser­
wowali oni, że w  w arunkach  ściśle beztlenow ych w  krzyżow anych ko­
m órkach drożdży Saccharomyces cerevisiae dochodzi do w ym iany se­
gm entów DNA między zawiązkam i m itochondrialnym i, dzięki czemu 
pewne zawiązki uzyskują cechę odporności na niektóre antybiotyki.

IV. Uwagi końcowe

Hipoteza o powstawaniu m itochondriów  na drodze podziałów preegzy- 
stujących organelli i przekazyw aniu ich następnie komórkom potomnym  
w czasie mitozy, znajduje coraz większe uznanie. Coraz więcej danych 
przem aw ia za słusznością przypuszczenia, że procesy syntezy składni­
ków m itochondrium  znajdują  się pod kontrolą zarówno genomu jądro­
wego jak i genomu m itochondrialnego.

Obok ontogenezy m itochondriów  duże zainteresow anie budzi ich fi­
logeneza. Przypuszczano, że w iele św iatła n a  to zagadnienie rzuci zba­
danie wzajemnego stosunku m itochondriów i piastydów. G u i l l i e r -  
m o n d  sądził, że niektóre form y m itochondriów  przekształcają się w pla- 
stydy. M itochondria stanow iąc zasadniczo inną niż p lastydy linię roz-
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woj ową chondriom u roślinnego zachowywałyby swoją indywidualność 
w ontogenezie komórek, pozostawałyby jednak  w  pew nych związkach 
filogenetycznych z plastydam i. Można naw et sądzić, że brak  chloropla­
stów u roślin nie zaw ierających chlorofilu byłby w yrazem  sui generis 
degradacji rozwojowej kom órek w ynikającej z przystosow ania się tych 
organizmów do heterotrofizm u (29).

Istn ieje  wiele isto tnych podobieństw  między m itochondriam i a chlo­
roplastam i. Na przykład prom itochondria i proplastydy w ystępujące 
w m erystem ie zawiązków liścia u Bryophyllum  są m orfotycznie niem al 
identyczne (45). Podobieństwo uorganizowania błon, czy naw et pewna 
analogia między cząstkam i elem entarnym i m itochondriów (czyli jedno­
stkam i oddechowymi) i kw antasom am i chloroplastów (morfotycznym i 
jednostkam i fotosyntezy), jako in tegralnym i składnikam i k ryst m ito­
chondrialnych i lam elli piasty dialnych, nie zamyka re jes tru  zbieżności 
między tym i organellam i. M itochondria, podobnie jak  p lastydy  zielone, 
są najpraw dopodobniej wyposażone w rybosom y podobne do rybosomów 
bak tery jnych  a zarazem  odm ienne od rybosom ów cytoplazm atycznych 
kom órek organizmów wyższych. O ile rybosom y cytoplazm atyczne o sta­
łej sedym entacji 80S zaw ierają 16S i 25S RNA (u roślin) lub 18S1 i 29S 
RNA (u zwierząt), o ty le  rybosom y organelli, m itochondriów i plastydów, 
a także rybosom y baktery jne, w ykazujące stałą  sedym entacji 10S, zawie­
ra ją  RNA o stałej sedym entacji 1QS i 23S. (44, 49, 80, 85).

W rażliwość m itochondrialnego i plastydialnego system u syntezy bia­
łek na chloram fenikol (26, 44), czy też kolisty kształt cząsteczek DNA 
(17, 77) upodabniają również te  organelle do bakterii. Należy tu  dodać, 
że już pół wieku tem u P o r t i e r  (67) w ysunął hipotezę popartą później 
przez L e h n i n g e r a  (46), w m yśl k tórej m itochondria wyw odziłyby 
się genetycznie z prym ityw nych bakterii zespolonych endosymbiotycznie 
z komórką. W analogicznym  ujęciu chloroplasty pochodziłyby raczej 
od p rekam bryjsk ich  sinic (89). Jak  przypom ina G ó r s k i  (29), hipotezę
o w ykształceniu się chloroplastów z endosymbiotycznie zespolonych z ko­
m órką organizmów egzogennych, w ysunął rosyjski botanik M e r e ż -  
k o w s k i  w roku 1905.

Interesujące rozważania na tem at pojaw ienia się m itochondriów jako 
tworów kom órkowych opublikowali niedaw no W o r k i  wsp. (106). Zgod­
nie z ich poglądem, bakterie tlenowe, posiadające układ przenośników 
elektronow ych powiązany z błonami plazm atycznym i, nie w ym agały 
mitochondriów. W m iarę wzrostu rozm iarów kom órki w czasie jej roz­
woju ewolucyjnego oraz strukturow o-funkcjonalnego kom plikowania się 
organizm ów zwiększało się równocześnie zapotrzebow anie na tlen. Je ­
dnakże znacznemu zwiększeniu objętości kom órek tow arzyszył stosunko­
wo m ały wzrost powierzchni błon niezbędnych dla prawidłowego działa­
nia przenośników elektronowych. Pow ierzchnia istn iejących błon plaz- 
m atycznych stała się niew ystarczająca dla wykształcenia odpowiednio
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wydajnego system u enzymatycznego odpowiedzialnego za procesy u tle­
nień. Stąd konieczność pojaw ienia się nowego jakościowo system u błon — 
prekursora dzisiejszych m itochondriów. A utorzy hipotezy nie w ykluczają 
(106), że tym i prekursoram i mogły być bakterie.

Trudno przyjm ować takie poglądy bez zastrzeżeń. Zdaniem T r a g e -  
r a (90) pochodzenie i rozwój m itochondriów można będzie lepiej w y­
jaśnić, gdy zostaną dobrane w arunki umożliwiające prowadzenie pro­
cesów replikacji organelli komórkowych in vitro. Jak  podkreślał К  r o o n 
(43), nie należy wykluczać możliwości, że m itochondria i organizmy pro- 
kariotyczne są system am i homologicznymi, pochodzącymi filogenetycznie 
ze wspólnych p rastruk tu r. W takim  ujęciu m itochondria byłyby s truk ­
turam i filogenetycznie starszym i niż kom órki organizmów eukarto- 
tycznych.
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Addendum

* N iedaw no w yrażono pogląd ( H e n s o n  С. Р., W e b e r  C. N., M a h 1 e r
H. R., B iochem istry  7, 4431 (1968) oraz H e n s o n  С. Р., P e r l m a n  Р., W e b e r
C. N., M a h 1 e r H. R., Biochem istry  7, 4445 (1968)), że białka pow stające w e ­
w nątrz m itochondriów  pełnią rolę regulacyjną w  procesie w łaściw ego zespalania  
białek m itochondrialnych syntetyzow anych  poza tą organellą.

** Zgodnie z najnow szym i danym i grupy S с h a t z a (B iochem is try  8 , 322, 335, 
339 (ШбЭ)), naw et w  w arunkach skrajnie niekorzystnych u drożdży (w obecności 
glukozy i n ieobecności tłuszczow ców  oraz tlenu) stw ierdza się prom itochondria, tzn. 
kuliste tw ory o średnicy 0 ,2 —0 , 6  f.i w ykazujące aktyw ność dehydrogenazy burszty- 
nianow ej i A TP-azy, pozbaw ione jednak kom pletnego łańcucha oddechow o-fosfo- 
rylacyjnego. W czasie adaptacji tlenow ej drożdży następuje zespalanie istn iejących  
błon z now osyntetyzow anym i w  cytoplazm ie białkam i — w ykształcają  się dojrzałe 
m itochondria.
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A N N A  B. W O JTC ZAK  *

Utlenianie bursztynianu w mitochondriach 

Succinate Oxidation in Mitochondria

Investigations on the oxidation of succinate in m itochondria from  various 
m am m alian tissues are review ed. 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 enzym e are presented. The regulatory action  
of oxaloacetate on m itochondrial m etabolism  is discussed.

Cykl kwasów trójkarboksylow ych, zwany również cyklem Krebsa 
odgrywa kluczową rolę w procesach energetycznych w żywych orga­
nizmach. Obecnie wiemy, że wszelkie substancje pokarmowe, a więc
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K w as fum arow y
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i

K w as bursztynow y
TX

Sukcynylo-C oA
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K w as cytrynow y  

T

K w as cis-akonitow y
Ti

K w as izocytrynow y
T
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K w as szczaw iobursztynow y

K w as /
a-ketoglutarow y у

Schem at 1. U proszczony schem at cyklu Krebsa

* Dr, Zakład B iochem ii Instytutu  B iologii D ośw iadczalnej im. M. Nenckiego, 
Polska A kadem ia Nauk, W arszawa.

W ykaz stosow anych skrótów: DNP — 2,4-dw unitrofenol, FCCP — karbonylocy- 
janek p-trójfluoro-m etoksyfenylohydrazonu, EDTA — czterooctan etylenodw uam iny, 
FAD — dw unukleotyd aden ino-flaw inow y, PM S — m etosiarczan fenazyny, FMN — 
m ononukleotyd flaw inow y, PCM B — p-chlorortęciobenzoesan.
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węglowodany, tłuszcze i białka, po kolejnych etapach degradacji za­
chodzącej w organizm ie u tlen ia ją  się ostatecznie w cyklu Krebsa. U pro­
szczoną form ę tego cyklu przedstaw ia schem at 1.

P rodukty  rozpadu węglowodanów, tłuszczów i białek mogą być w łą­
czane w cykl utleniania na różnych jego etapach, w czym bierze udział 
szereg enzymów, które nie są oksydoreduktazam i. Są to tzw. enzymy 
pomocnicze w cyklu Krebsa: transam inazy, enzymy aktyw ujące kwasy 
tłuszczowe oraz różnego rodzaju transferazy. W łaśnie dlatego, że cykl 
K rebsa jest tak  ściśle powiązany z innym i procesam i przem iany m aterii, 
m echanizm y kontrolujące ten cykl odgryw ają pierwszorzędną rolę w ca­
łym  metabolizmie. U tlenianie bursztynianu  jako jeden z etapów  cyklu 
K rebsa było od daw na obiektem  badań. Szczególnie ciekawe i szeroko 
opracow ane jest zagadnienie ham ow ania tego u tleniania przez szczawio- 
octan in vitro (43), chociaż znaczenie tego ham ow ania jako m echanizm u 
regulującego cykl K rebsa in vivo  jest dotychczas spraw ą dyskusyjną. 
Ponieważ szczawiooctan nie jest bezpośrednim  produktem  utleniania 
bursztynianu, lecz produktem  dalszych reakcji cyklu, uważa się, że ha­
mowanie to może być typow ym  przykładem  regulacji na  zasadzie sprzę­
żenia zwrotnego. Badania na izolowanej dehydrogenazie bursztynianow ej 
w ykazały kom petycyjny charakter ham ow ania przez szczawiooctan, u ja ­
w niając jednocześnie szczególne właściwości szczawiooctanu jako inhi­
bitora.

I. Badania na izolowanych mitochondriach

M itochondria w ątroby szczura u tlen ia ją  bursztynian w obecności 
ADP i fosforanu ze stałą szybkością przez okres co najm niej 20—30 
m inut. Natom iast w  w arunkach rozprzężenia oksydacyjnej fosforylacji 
utlenianie bursztynianu już po kilku m inutach ulega zaham ow aniu (1). 
U tlenianie to można reaktyw ow ać dodając ATP (2). Przypuszczenie, że 
przyczyną zaham owania utleniania bursztynianu  w  m itochondriach jest 
gromadzenie się szczawiooctanu, potwierdziła następująca obserwacja: 
w obecności substancji ham ujących pow staw anie szczawiooctanu (na przy­
kład am ytalu  lub rotenonu) u tlenianie bursztynianu przebiega ze stałą 
szybkością niezależnie od tego, czy obecny jest ADP, czy też substancja 
rozprzęgająca. Najczęściej używ anym i substancjam i rozprzęgającym i 
były: 2,4-dwunitrofenol (DNP), dw ukum arol, arsenian i karbonylocyjanek 
p-trójfluoro-m etoksyfenylohydrazonu (FCCP).

Omówione wyniki sugerują, że w  w arunkach, w  których utlenianiu 
bursztynianu towarzyszy w ytw arzanie ATP, pow stający szczawiooctan 
ulega bądź usunięciu z m itochondriów bądź dalszemu przekształceniu, 
natom iast w obecności substancji rozprzęgających gromadzi się on w  mi­
tochondriach. Pom iary w ykonane różnym i m etodam i w ykazały bardzo 
niską zawartość szczawiooctanu — około 0,01 м-mola na mg białka mi-
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tochondriów (49, 55). Zawartość szczawiooctanu w m itochondriach serca 
szczura preinkubow anych z bursztynianem  była przy tym  około 5 razy 
m niejsza niż po preinkubacji z bursztynianem  i DNP (49).

Rola ATP jako ak tyw atora u tleniania bursztynianu była do niedaw na 
nie wyjaśniona. Przypisyw ano ATP bliżej nie sprecyzowane działanie 
ak tyw ujące (2, 16), lub też częściej sprowadzano wpływ  ATP do udziału 
w  reakcjach zużywających szczawiooctan. Teoretycznie w m itochondriach 
zachodzić może kilka reakcji enzym atycznych przekształcających szcza­
wiooctan :

redukcja  do jabłczanu:
szczaw iooctan +  zred. NAD <=* jab łczan + N A D  1

kondensacja do cytrynianu:
szczaw iooctan + acety lo-C oA  ^  cy tryn ian + Co A 2

transam inacja:
szczaw iooctan +  glutam inian  ^  asparaginian +  a-ketoglutaran  3

dekarboksylacja do pirogronianu:
szczaw iooctan -> pirogronian +  C 0 2 4

dekarboksylacja do pirogronianu z udziałem  acetylo-CoA:
szczaw iooctan+ acety lo-C oA  -> p irogronian+m alonylo-C oA  5a

_________________________ m alonylo-C oA  -» acety lo -C oA + C Q 2 _____ ____  5b
sum arycznie:

szczawiooctan ->■ pirogronian +  C 0 2 5
dekarboksylacja do fosfoenolopirogronianu:

szczaw iooctan+  GTP ^  fosfoenolopirogronian +  C 0 2+ G D P  6

Tylko reakcja  6 jest zależna bezpośrednio od trójfosfonukleotydu 
GTP, a reakcje 2 i 5 są zależne pośrednio od ATP, względnie GTP. 
Ponadto tylko w pewnych w arunkach  poszczególne z tych  reakcji mogą 
zachodzić z tak  dużą szybkością, aby efektyw nie usuwać pow stający 
podczas u tleniania bursztynianu szczawiooctan. M itochondria pochodzące 
z różnych narządów  różnią się bowiem aktyw nością poszczególnych, bio­
rących tu  udział enzymów oraz, co także jest istotne, ilością i skadem 
endogennych substratów . W ydaje się więc, że dopiero biorąc pod uwagę 
wszystkie te  czynniki można zrozumieć i w ytłum aczyć sprzeczne dane, 
które nagrom adziły się w  ostatn ich  latach w związku z udziałem  ATP 
w utlenianiu bursztynianu.

S c h o l l m e y e r  i K l i n g e n b e r g  (45) oznaczali poziom szcza­
wiooctanu i ATP oraz zużycie tlenu podczas u tlen ian ia bursztynianu 
w  zawiesinie m itochondriów mięśni piersiow ych gołębia. Nie stw ierdzili 
oni zależności między stężeniem  szczawiooctanu w  m ieszaninie a szybko­
ścią u tleniania bursztynianu. Na przykład w obecności glutam inianu za­
wartość szczawiooctanu była m ała a aktyw ność utleniania bursztynianu 
znaczna. N atom iast w obecności ATP lub ketoglu taranu  szybkość u tle­
niania była taka sama jak w  obecności glutam inianu, ale poziom szcza-
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wiooctanu — о wiele wyższy. A utorzy wywnioskowali, że bardziej isto t­
nym  czynnikiem  dla utleniania bursztynianu jest u trzym anie pewnego 
poziomu ATP niż obecność szczawiooctanu. Jednakże duże zastrzeżenia 
budzi fakt, że oznaczano szczawiooctan ty lko w  całej zawiesinie, a nie 
również w  sam ych m itochondriach. Podobny brak  zależności m iędzy 
stężeniem  szczawiooctanu w m ieszaninie inkubacyjnej a aktyw nością 
oddechową względem bursztynianu stw ierdził К  u n  z w m itochondriach 
w ątroby szczura (37).

M itochondria serca szczura w ykazują spadek szybkości utleniania 
bursztynianu nie tylko w obecności DNP ale także, choć po dłuższym  
czasie, w  obecności ADP (49). M itochondria m ięśni szkieletow ych szczura 
otrzym ane przez S u r a n y i  i E r s t e r a  (50) pozbawione były  praw ie 
zupełnie zdolności utleniania bursztynianu  w  obecności DNP. M itochon­
dria w ątroby szczura po preinkubacji z fosforanem  w ykazyw ały znacznie 
większą wrażliwość na szczawiooctan — całkow ite zaham owanie u tle ­
niania zachodziło już przy około 10 razy  m niejszym  stężeniu szczawio­
octanu niż w przypadku m itochondriów nie preinkubow anych (3). Aby 
przywrócić aktyw ność w m itochondriach z mięśni czy w ątroby, p rein ­
kubowanych z fosforanem  i zaham ow anych m ałą ilością szczawiooctanu, 
należało dodać nie tylko ATP, ale i NAD oraz substratów  utleniających 
się przy udziale NAD. Najlepiej reaktyw ującym i substratam i były długo- 
łańcuchowe kw asy tłuszczowe. A utorzy (3, 50) przypuszczali na  tej 
podstawie, że do reak tyw acji dehydrogenazy bursztynianow ej potrzebny 
jest jakiś produkt utleniania kwasów tłuszczowych.

Różny przebieg u tleniania bursztynianu  w m itochondriach mięśni 
i w ątroby C h a n c e  i H a g i h a r a  (13) oraz C h a p p e l l  (14) t łu ­
m aczyli różną aktyw nością system u fosforylacyjnego w tych  narządach. 
W m itochondriach w ątroby system  ten jest m niej aktyw ny niż w  m i­
tochondriach mięśni i dlatego w stanie rozprzężonym  szybkość u tlen ian ia 
bursztynianu w zrasta 2—4-krotnie w stosunku do szybkości osiąganej 
w obecności ADP. Tym sam ym  szczawiooctan pow staje szybko i obser­
w uje się szybkie hamowanie. W ydaje się jednak, że nie jest to jedyna 
przyczyna różnej aktyw ności oddechowej względem  bursztynianu  m i­
tochondriów mięśni, serca i w ątroby. Prawdopodobnie ważną rolę odgry­
w ają także endogenne substra ty  tych  m itochondriów. Przypuszczano, że 
m itochondria serca zaw ierają więcej endogennych substratów  niż m ito­
chondria w ątroby czy nerki ponieważ w ykazują wysokie endogenne zu­
życie tlenu. Jednakże zawartość endogennych wolnych kwasów tłuszczo­
wych i glutam inianu (tablica 1) jest znaczna zarów no w m itochondriach 
serca, jak  i nerki, a mała w m itochondriach w ątroby, a zatem  pogląd 
K u n a  i V o l f i n a  (36) o niskiej zaw artości endogennych substratów  
w m itochondriach nerki nie jest słuszny. Inna spraw a, że utlenianie 
endogennych substratów  w tych m itochondriach nie zachodzi, dopóki
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nie doda się ATP (względnie ADP i fosforanu) i któregoś ze związków 
pośrednich cyklu Krebsa. U tlenianie kwasów tłuszczowych poprzedzone 
musi być bowiem ich aktyw acją, a u tlenianie g lutam inianu zachodzi 
w dużej mierze poprzez jego transam inację ze szczawiooctanem i dalsze 
utlenianie powstającego a-ketoglutaranu (35). M itochondria serca, oprócz 
glutam inianu i kwasów tłuszczowych, zaw ierają znaczne ilości jabłczanu 
i cy trynianu  (5, 7), ich wysokie endogenne oddychanie można przeto 
w ytłum aczyć obecnością substratów  zasilających pełny cykl Krebsa 
oraz dużą zawartością kwasów tłuszczowych. Endogennymi substratam i 
oddechowym i m itochondriów w ątroby wobec m ałej zawartości g lu ta­
m inianu są natom iast głównie kwasy tłuszczowe (10,58). Z tego względu 
dodanie szczawiooctanu podwyższa znacznie endogenne oddychanie w mi­
tochondriach nerki, a w m ałym  stopniu w  m itochondriach w ątroby 
(36, 58).

Tablica 1
Zawartość glutaminianu i wolnych kwasów tłuszczowych w mitochondriach z różnych narządów

szczura i królika

Narząd

Glutaminian Wolne kwasy tłuszczowe

mitochondria 
świeżo izolowa­

ne

mitochondria 
świeżo izolowa­

ne

po inkubacji przez 
30 min. w 25°

bez do­
datków

+K C N
+  bur­

sztynian 
+  DNP

Serce szczura* 6,9

*OOoo 57 98 52
Nerka szczura* 6 , 0 49 123 125 69
Wątroba szczura** 2,3 30** 48 50 29
Serce królika* 14,0 75
Nerka królika** 9,2 61*#* 97 97 46

Liczby wyrażają pimole na gram białka mitochondrialnego. Wartości dla glutaminianu stanowią średnie dla dwóch lub 
trzech preparatów mitochondrialnych. Zmiany zawartości wolnych kwasów tłuszczowych dotyczą oznaczeń w jednym 
prepaiacie dla każdego narządu; zawartość w różnych preparatach wahała się w granicach:* 60-—90, ** 15—30 
*** 60— 120.
* W o j t c z a k ,  dane nie publikowane (58),** W o j t c z a k  (57)-

Z wartości początkowej szybkości u tlen ian ia bursztynianu w yw nio­
skowano, że aktywność dehydrogenazy bursztyniamowej jest o wiele niż­
sza w  sercu niż w w ątrobie (36). Jednak  porównanie utleniania burszty­
nianu przez m itochondria serca szczura otrzym ane przy użyciu różnych 
środowisk izolacyjnych (rysunek 1) (58) wykazuje, że wniosek ten nie jest 
słuszny.

M itochondria izolowane w obecności sacharozy i ATP (rysunek la) 
u tlen iają  bursztynian od początku z dużą szybkością prawdopodobnie 
dlatego, że dzięki degradacji kwasów tłuszczowych do acetylo-CoA nie 
gromadzi się w nich szczawiooctan. Potw ierdza to fakt, że utlenianie 
pirogronianu w  tych m itochondriach jest całkowicie zależne od doda­
nego jabłczanu.
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Intensyw ność u tlen ian ia  pirogronianu może być w m itochondriach 
serca uw ażana za m iarę zaw artości w  nich szczawiooctanu i jabłczanu. 
Jak  wiadomo bowiem, m itochondria serca nie w ytw arzają  acetooctanu, 
a zatem  utlenianie pirogronianu i kwasów tłuszczowych uzależnione jest 
całkowicie od obecności szczawiooctanu lub jego prekursora.

Rys. 1. U tlen ian ie bursztynianu i pirogronianu przez m itochondria serca szczura  
izolow ane w  różnych roztworach (wg W o j t c z a k  (58))

Krzyw e przedstaw iają polarograficzny pom iar zużycia tlenu  
Środowiska izolacyjne: a) 0,25 M sacharozy +  5 mM ATP (20), b) 0,18 M KC1 +  l°/o album iny  

surow iczej +  2 mM EDTA (33), c) 0,25 M sacharozy +  10 mM EDTA (48)
Środow isko inkubacyjne: 120mM KC1, lOmM Tris-HCl (pH 7,4), 2mM bufor fosforan ow y  
(pH 7,4), 3mM MgCl2; ponadto 5mM pirogronian (Pir), 5mM bursztyn ian  (B), 5mM jabłczan  
(Jabł), 2mM ADP, 2mM am ytal, ІцМ rotenon (Rot), 0,lmM  2,4-dw unitrofenol (DNP); m ito ­

chondria (M) w  ilo śc i około lm g  białka/m l

W środowisku zaw ierającym  KC1 i album inę surowiczą (rysunek lb) 
endogenne kw asy tłuszczowe ulegają usunięciu przez związanie z a lb u ­
miną. W tych w arunkach  obserw uje się bardzo niską aktyw ność u tle ­
niania bursztynianu, co można przypisać nagrom adzeniu się szczawio­
octanu. Potw ierdzeniem  słuszności tego przypuszczenia jest stw ierdze­
nie, że pirogronian utlenia się bez dodatku jabłczanu. Trzeba tu  jednak 
podkreślić, że preinkubacja tych m itochondriów z ATP i kwasam i tłu sz­
czowymi nie reak tyw uje  u tleniania bursztynianu. Przyczyny tej n ie­
odwracalnej inhibicji nie są na razie wyjaśnione.

W obecności sacharozy i EDTA (rysunek lc) o trzym uje się m ito­
chondria w stanie, k tó ry  można by nazwać pośrednim  m iędzy dwoma 
wyżej wym ienionymi. U tlenianie pirogronianu jest częściowo zależne od 
dodanego jabłczanu. EDTA wiążąc Mg2+ uniem ożliwia utlenianie kw a­
sów tłuszczowych, ale ich nie usuwa. Po um ieszczeniu m itochondriów 
w zaw ierającym  m agnez i ADP środowisku kw asy tłuszczowe mogą się 
utleniać i zużywać szozawiooctan. Nagrom adzenie szczawiooctanu nie 
jest jednak tak  duże jak  w przypadku usunięcia kwasów tłuszczowych 
ze środowiska, bowiem dodany jabłczan zwiększa nieco u tlenianie piro­
gronianu. W obecności DNP początkowa szybkość utleniania bursz ty ­
nianu jest bardzo mała, zwiększa się jednak  w m iarę przedłużania czasu 
inkubacji, zwłaszcza gdy w środowisku znajdu je  się rotenon (rysunek lc, 
ostatn ia krzywa). W ytłum aczyć to można w następujący  sposób. Już
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podczas izolowania w m itochondriach zachodzi utlenianie endogennego 
cy trynianu , jabłczanu i glutam inianu. Prowadzi to do nagrom adzenia się 
szczawiooctanu, ponieważ EDTA, ham ując utlenianie endogennych kw a­
sów tłuszczowych, uniem ożliwia powstawanie acetylo-CoA. W związku 
z tym  w m itochondriach izolowanych w obecności EDTA dehydrogenaza 
bursztynianow a jest częściowo zaham owana endogennym  szcza wiooota- 
nem. Następnie, w w arunkach um ożliw iających utlenianie endogennych 
kwasów tłuszczowych, następuje  wzmożone zużycie szczawiooctanu (włą­
czanie w  cykl Krebsa) i, co za tym  idzie, odblokowanie dehydrogenazy 
bursztynianow ej. W obecności rotenonu dochodzi jeszcze dodatkowa 
możliwość usuwania szczawiooctanu drogą redukcji do jabłczanu (reak­
cja 1). W tych  w arunkach reaktyw acja  jest szczególnie efektyw na, gdyż 
rotenon uniemożliwia całkowicie pow staw anie szczawiooctanu z jabłczanu.

Niedostatecznie w yjaśnione było zagadnienie, za pomocą jakich reak ­
cji enzym atycznych usuw any jest szczawiooctan. O chraniające działanie 
rotenonu na dodany szczawiooctan (60) oraz w pływ  substratów  u tlen ia­
nych przy  udziale NAD (3, 57) sugerują, że szczawiooctan usuw any jest 
najskuteczniej drogą redukcji do jabłczanu. Reakcja katalizow ana przez 
dehydrogenezę jabłczanow ą jest przesunięta w stanie równowagi znacz­
nie w stronę jabłczanu tak, że przy zaham owaniu łańcucha oddecho­
wego przez rotenon utlenianie zredukowanego NAD (powstającego pod­
czas u tleniania endogennych kwasów tłuszczowych lub innych  substra­
tów) zachodzi całkowicie kosztem  szczawiooctanu (57). W ydaje się za­
tem , że postulowanie udziału jakiegoś produktu  u tleniania kwasów tłusz­
czowych w reaktyw acji u tleniania bursztynianu  (3) nie jest słuszne, 
zwłaszcza, że w m itochondriach w ątroby  działanie to w ykazują także 
inne substraty , na przykład izocytrynian lub pirogronian (57) i że ak ty­
w acji tej towarzyszy wzrost redukcji NAD w ew nątrz mitochondriów. 
Jednakże kw asy tłuszczowe zarówno endogenne jak  i dodane oraz ich 
pochodne karnitynow e są lepszymi aktyw atoram i niż inne substra ty  
(3, 57). Różnica efektywności działania różnych substratów  polega chyba 
głównie na tym , że transport pirogranianu, izocytrynianu i innych po­
średników  cyklu K rebsa do m itochondriów jest upośledzony w obecności 
substancji rozprzęgających (17, 44). Nie dotyczy to  kwasów tłuszczowych 
i ich pochodnych karnitynow yeh, k tóre w ykazują duże powinowactwo 
do błony m itochondrialnej i są w iązane przez m itochondria, podobnie 
jak przez album inę surowiczą (59).

O udziale endogennych kwasów tłuszczowych w  usuw aniu szczawio­
octanu z m itochondriów świadczy także pobudzające działanie karn ityny  
i arsenianu w  obecności ATP (57). Jak  wiadomo, karn ityna  bierze udział 
w transporcie zaktyw ow anych kwasów tłuszczowych przez błonę mito- 
chondrialną i w ten sposób ułatw ia ich utlenianie. Arsenian natom iast 
uwalnia CoA z innych połączeń acylowych, głównie z sukcynylo-CoA, 
czyniąc go dostępniejszym  dla utleniania kwasów tłuszczowych. W nie­
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obecności ATP arsenian silnie wzmaga ham ow anie u tlen ian ia bu rsz ty ­
nianu przez dodany szczawiooctan. W tym  w ypadku działanie arsenianu 
polega na całkowitym  pozbawieniu m itochondriów endogennego ATP. 
gdyż arsenian ham uje zarówno fosforylację oksydacyjną jak  i substra to ­
wą. W m itochondriach, w  których zachodzi reak tyw acja  u tlen ian ia  b u r­
sztynianu, zawartość kwasów tłuszczowych m aleje znacznie (tablica 2). 
A ktyw ujący wpływ ATP i karn ityny  na u tlenianie bursztynianu  w stanie 
rozprzężonym obserw uje się zarówno w obecności rotenonu i dodanego 
szczawiooctanu, jak  i bez rotenonu, w tedy gdy przyczyną zaham ow ania 
jest w ytw arzany endogennie szczawiooctan. W ty m  ostatnim  przypadku 
usuwanie szczawiooctanu nie może odbywać się w skutek redukcji do 
jabłczanu, ponieważ zred. NAD jest u tlen iany  bardzo szybko w  łańcuchu 
oddechowym. W tych w arunkach szczawiooctan może ulegać albo kon­
densacji z acetylo-CoA dając cy trynian , albo dekarboksylacji.

Tablica 2

Zmiany zawartości wolnych kwasów tłuszczowych w mitochondriach wątroby szczura w czasie 
utleniania barsztynianu (w* W o jtcza k  (57))

Warunki Wolne kwasy tłuszczowe 
[i.mole w próbie *)

Próba nie inkubowana 0,92
Próba inkubowana 1,31

+  KCN 1,47
,, ,, +  bursztynian +  DNP 0,90
,, ,, +  bursztynian +  DNP +  ATP 0,72
,, ,, +  bursztynian +  DNP +  arsenian 1,82
,, ,, +  bursztynian +  DNP +  ATP +

+  arsenian 0 , 6 6

*) 30,6 mg białka mitochondrialnego

Jak  w ym ieniono na wstępie, istn ieje  kilka procesów enzym atycznych, 
k tórych w ynikiem  jest dekarboksylacja szczawiooctanu. Są to reakcje 
4, 5 i 6. Bardzo trudno ocenić na podstaw ie dotychczasowych danych czy 
reakcje te  pełnią rolę w reaktyw acji utleniania bursztynianu. W ydaje 
się, że reakcja  4 nie ma większego znaczenia, ponieważ jest niezależna od 
energii, a reaktyw acja  w m itochondriach w ym aga ATP. Reakcja 5 jest 
pośrednio zależna od energii, gdyż dostarczanie acetylo-CoA musi być 
poprzedzone aktyw acją kwasów tłuszczowych. W yniki pracy  W o j t ­
c z a k  (57) wskazują, że reak tyw acja  utleniania bursztynianu w m ito­
chondriach w ątroby szczura pod w pływ em  ATP zachodzi głównie na 
drodze redukcji do jabłczanu i kondensacji z acetylo-CoA do cytrynianu . 
W niosek ten oparto na obserw acji, że najlepiej reak tyw ują  substraty , 
które dostarczają zarówno zredukowanego NAD jak i acetylo-CoA. Cy­
tryn ian  i pirogronian nie były jednak w  tych doświadczeniach oznacza­
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ne, tak  że a lte rna tyw ny  udział reakcji 5 pozostaje do dalszego w yśw ie­
tlenia.

M itochondria w ątroby szczura w ykazują bardzo niską aktyw ność kar- 
boksykinazy (reakcja 6). Pod tym  względem  w ątroba szczura jest w y­
jątkiem , bo u większości zwierząt enzym  ten  jest głównie zlokalizowany 
w łaśnie w  m itochondriach (38). Chociaż więc dekarboksylacja zależna 
od GTP zachodzi w m itochondriach w ątroby  szczura (46), to proces ten 
jest bardzo powolny i w ydaje się wątpliwe, aby miał on znaczenie w usu­
w aniu szczawiooctanu (40). Aktywność karboksykinazy w m itochondriach 
serca jest również bardzo niska, aktyw ność zaś enzymów cyklu Krebsa 
i zawartość endogennych substratów  są znaczne w porów naniu z m ito­
chondria mi w ątroby. W ydaje się więc, że usuwanie szczawiooctanu 
w m itochondriach serca kontrolow ane jest głównie przez syntezę cy try ­
nianu i redukcję do jabłczanu podobnie jak w m itochondriach w ątroby 
szczura.

M itochondria nerki, podobnie jak  m itochondria w ątroby (z w yjątkiem  
w ątroby szczura) m ają bardzo aktyw ną karboksykinazę. Obecność tego 
enzym u związana jest z procesem  glukoneogenezy, k tóry  przebiega głów­
nie w tych w łaśnie narządach. Pow staw anie fosfoenolopirogronianu 
w m itochondriach nerki u tleniających bursztynian w ykazali bezpośred­
nio P a p a  i wsp. (41). Dodanie ATP powodowało szybsze utlenianie 
bursztynianu, jednocześnie zaś w zrastał poziom fosfoenolopirogronianu, 
a spadał poziom endogennego szczawiooctanu. Autorzy w ysnuli wniosek, 
że w m itochondriach nerki głównie karboiksykinaza kontroluje u tlen ia­
nie bursztynianu. Ciekawy jest jednak fakt, że dodanie ATP i rotenonu 
dużo bardziej obniżało zawartość endogennego szczawiooctanu niż sam 
ATP. W ydaje się, że w łaśnie ten  w pływ  rotenonu może świadczyć o usu­
waniu szczawiooctanu przez redukcję, przy czym endogenne kwasy

Tablica 3

Zużycie tlenu i produkcja szczawiooctanu oraz fosfoenolopirogronianu w czasie utleniania bur­
sztynianu przez mitochondria nerki królika (wg P apa, L o fru m en to  i Quagl i ar i e l l o  (41)

Substancje dodane
Zużycie 

tlenu 
(pig atom)

Produkcja
szczawiooc­

tanu
(mjj.mole)

Produkcja
fosfoenolopiro­

gronianu
(mijimole)

. 2 , 8 29,6 5,6
ATP +  oligomycyna 5,2 2 0 , 0 71,1
ATP +  oligomycyna +  rotenon 5,0

0
5,0

tłuszczowe, których ilość w m itochondriach nerki jest duża, dostarczają 
zredukow anego NAD (tablica 3). W prawdzie w nieobecności rotenonu 
zużycie tlenu jest w przybliżeniu takie samo jak w jego obecności, jed­
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nakże w drugim  przypadku odpowiada oino w yłącznie u tlen ian iu  b u r­
sztynianu, natom iast w pierw szym  — utlenianiu  bursztynianu  i endogen­
nych substratów . Można więc sądzić, że w m itochondriach nerk i oprócz 
fosfoenolopirogronianu isto tną rolę w usuw aniu szczawiooctanu odgrywa 
zarównoi jego redukcja do jabłczanu jak i włączanie do cyklu Krebsa.

W ostatnich latach zwrócono uwagę, że transport substra tów  oddecho­
wych do m itochondriów również jest procesem w ym agającym  energii (17, 
44). W związku z tym  w w arunkach rozprzężenia fosforylacji transport 
ten zmniejsza się, co może przyczyniać się do zm niejszania u tleniania. 
W przypadku u tleniania bursztynianu efekt ten  sum uje się z ham ującym  
w pływ em  szczawiooctanu (18, 42). Jednak  p rzy  stężeniach bursztynianu 
rzędu kilku mM i wyższych ham owanie transportu  bursztynianu  przez 
substancje rozprzęgające nie ma już istotnego w pływ u na szybkość jego 
utleniania.

3 4 8  А. В . W O JTCZAK  [ U ]

II. Badania na rozpuszczalnej dehydrogenazie bursztynianowej

Dehydrogeneza bursztynianow a (ЕС 1.3.99.1) jest flawoproteidem , za­
w ierającym  oprócz FAD także niehem owe żelazo i labilną siarkę (22, 47, 
53, 54)’. Na jedną cząsteczkę enzym u o ciężarze 150 000—200 000 przypa­
da jedna grupa FAD, osiem atomów Fe i cztery (65) lub osiem  (27) a to ­
mów siarki. FAD połączony jest z białkiem  poprzez pierścień izoalloksa- 
zynowy i tw orzy trw ały , nie ulegający rozszczepieniu w  kw asie związek. 
Dopiero traw ienie enzym u trypsyną uw alnia FAD połączony jeszcze 
z krótkim i peptydam i (22, 30). Od dawna uważano FAD za jedyną grupę 
prostetyczną dehydrogenezy bursztynianow ej. O statnio jednak  badania 
spektralne i badania techniką rezonansu elektrom agnetycznego udowod­
niły , że w  przenoszeniu elektronów bierze udział, oprócz FAD, również 
żelazo niehem owe połączone, z siarką (6, 29, 52). Mimo, że udział żelaza 
podczas przenoszenia elektronów  z bursztynianu  na łańcuch oddechowy 
jest dość dobrze udowodniony, to jednak sta le  w ysuw ane są wątpliwości 
co do roli żelaza w dehydrogenezie w spółdziałającej ze sztucznym i akcep­
toram i. Nie jest ona bowiem ham ow ana przez związki chelatu jące żelazo, 
na przykład 2-tenoilotrójfluoroaceton (67).

W m itochondriach dehydrogenaza znajduje się w w ew nętrznej błonie. 
Ani działanie na m itochondria ultradźw iękam i, digitoniną, ani też m echa­
niczna dezintegracja nie uw alniają dehydrogenazy ze s truk tu r. Nieroz­
puszczalne preparaty  błon m itochondrialnych zaw ierają oprócz dehydro­
genazy bursztynianow ej wszystkie kom ponenty łańcucha oddechowego. 
Przykładem  cząstek zaw ierających zarówno dehydrogenazę, jak  i oksy­
dazę bursztynianow ą jest tzw. p repara t K eilina-H artree otrzym any z ser­
ca wołu. P repara t ten u tlenia in tensyw nie bursztynian, zużywając tlen 
jako akceptor elektronów  (po dodaniu cytochrom u c) lub redukując
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sztuczne akceptory elektronów, jak  m etosiarczan fenazyny (PMS) czy 
żelazicyjanek. Reakcja ze sztucznym i akceptoram i przebiega bez udziału 
system u cytochromowego. Reakcja katalizow ana przez dehydrogenazę 
bursztynianow ą jest odw racalna; donatorem  wodoru dla redukcji fum a- 
ran u  jest zredukow any FMN.

Prace S i n g e r  a i wsp. (47) oraz W a n g a  i wsp. (53, 54) dotyczą­
ce m etod dalszego oczyszczania rozpuszczalnej dehydrogenazy dostarczy­
ły  wiadomości o poszczególnych kom ponentach enzymu. D ehydrogenazę 
bursztynianow ą można odszczepić od reszty  łańcucha oddechowego, dzia­
łając na fragm enty  błon lub całe m itochondria alkaliam i. P rzy  pH około
9— 10 enżym  odszczepia się w form ie rozpuszczalnej i  można go oddzielić 
od cząstek przez w irow anie (23, 53). K e a r n e y  (21) stw ierdziła, że 
enzym  przeprowadzony w postać rozpuszczalną jest m ało aktyw ny i do­
piero preinkubacja z bursztynianem  zwiększa kilkakrotnie jego ak tyw ­
ność. Zauważono również (21), że poza substra tem  enzym  może być 
reaktyw ow any przez fosforan, a także przez inhibitory kom petycyjne 
jak  fum aran lub m alonian (usuwane następnie przez dializę). Proces ten 
jest niezależny od pH w  zakresie 6,0—8,9. W tem peraturze 0° reak tyw a­
cja praktycznie nie zachodzi; około 38° jest praw ie natychm iastow a, 
a w  zakresie 18°—22° można badać jej kinetykę. Energia aktyw acji tego 
procesu jest wysoka i w ynosi 35 kcal/mol. Szybkość reaktyw acji dehy­
drogenazy bursztynianow ej zwiększa się wraz ze w zrostem  stężenia a k ty ­
w atora, ale osiągnięta po pew nym  czasie m aksym alna aktyw ność enzym u 
(Vmax) jest dla różnych stężeń ak tyw atora taka  sama. C harakterystycz­
nym  zjaw iskiem  tow arzyszącym  reaktyw acji są zm iany w widmie enzy­
mu. Zarówno pod w pływ em  substratu , jak  i inhibitorów  następuje obni­
żenie absorpcji przy 460 nm  i w zrost przy 510 nm. Zm iany te  wynoszą 
ty lko  około 10°/o, ale są pow tarzalne (21). D e r  V a r t a n i a n  i V e e - 
g e r  (15) stw ierdzili, że szereg związków będących analogami s tru k tu ­
ralnym i bursztynianu tw orzy kom pleksy z enzymem, a towarzyszące 
tem u zm iany absorpcji są zależne od powinowactwa tych związków do 
enzymu. Na przykład m alonian, jako silniejszy inhibitor (stała inhibicji 
K; =  0,018 mM), w yw ołuje większą zm ianę widm a niż a-ketoglutaran 
(Kj =  70 mM). Posługując się m etodą spektralnego m iareczkowania en­
zymu wyznaczono, stałe dysocjacji enzym -inhibitor (Ko) i okazało się, że 
ich wartości rów nają się w przybliżeniu wartościom  Kj, oznaczonym dla 
tych sam ych inhibitorów  m etodą kinetyczną (tablica 4).

Na tej podstawie autorzy w ysnuli wniosek, że charakterystyczne 
zm iany w widm ach odpowiadają pow staw aniu kom pleksu enzym -inhi­
bitor, względnie enzym -substrat, ale nie świadczą o reaktyw acji. W praw ­
dzie w arunkiem  reaktyw acji jest wytw orzenie połączenia enzym -sub­
stra t lub enzym -inhibitor, ale nie w każdym  przypadku powstanie tak ie­
go połączenia jest równoznaczne z reaktyw acją enzymu. Przykładem  
może być szczawiooctan, najsilniejszy, kom petycyjny inh ib itor
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dehydrogenazy bursztynianow ej, k tóry  w yw ołuje zm iany w idm a (15), 
ale nie reak tyw uje enzym u (61). Należy jednak  podkreślić, że zm ia­
na w idm a enzym u w yw ołana przez szczawiooctan różni się od zmian

Tablica 4

Stałe inhibitorowe (KJ oznaczone kinetycznie i stałe dysocjacji (KD) oznaczone spektrofotomet- 
rycznie dla dehydrogenazy bursztynianowej (wg D e r Y a r t a n i a n a  i Y e e g e r a  (15))

Inhibitor KD (mM) Ki (mM)

Malonian
Fumaran
Metylenobursztynian
Maleinian
Acetooctan
Szczawiooctan

0,028
2 , 6

6,3
7,0

80
0,0040

0,018
1,3
1 , 8

6 , 2

40
0,0015

spowodowanych przez inne inhibitory: m inim um  absorpcji jest nieco 
przesunięte, a m aksim um  obejm uje bardzo szeroki pas w zakresie 
500—600 nm  (rysunek 2).

А (пт)

Rys. 2. W pływ  inhibitorów  kom petycyjnych na w idm o absorpcyjne dehydrogenazy
bursztynianow ej (wg D e r V a r t a n i a n a  i V e e g e r a  (15))

Krzyw e przedstaw iają w idm o różnicow e enzym u traktow anego inhibitorem  w zględem  enzym u
bez inhibitora. Oznaczenia: ---------------------- s z c z a w io o c ta n ,---------------- m alonian, albo m aleinian ,

albo m etylenobursztyndan, albo fum aran............... a cetooctan

Badania k inetyki ham ow ania dehydrogenazy bursztynianow ej przez 
szczawiooctan w ykazały też różnice w  stosunku do innych  kom petycyj­
nych inhibitorów . Hamowanie dehydrogenazy nie zachodzi natychm iast, 
ale jest opóźnione о V2— 1 m inuty  i zwiększa się w m iarę upływ u czasu 
(61). Szybkość utleniania bursztynianu ustala się dopiero po 10—15 m i­
nutach, zależnie od stężenia szczawiooctanu (rysunek За). К; obliczona 
po ustaleniu  się szybkości reakcji wynosi 0,12— 0,35 mM. Jeśli enzym 
jest całkowicie zaham owany przez szczawiooctan, jego reak tyw acja  bur- 
sztymianem także nie zachodzi natychm iast. W pierwszej m inucie nie ma
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efektu, następnie aktyw ność enzym u zwiększa się i po kilku m inutach 
osiąga stałą wartość (rysunek 3b). Obserwacje te potwierdzili Z e y l e -  
m a k e r  i S l a t e r  (66). Oznaczyli oni dwie w artości stałej inhibito­
rowej wobec szczawiooctanu: K ;' (dla szybkości początkowej) zaw artą 
w granicach 1,7—6,3 м-М i Kj" (dla szybkości po ustaleniu się) wynoszącą 
około 0,6 ц-M. Ta ostatn ia w artość zbliżona jest do w yników W o j t c z a ­
k a  i wsp. (61). W artość K;' zbliżona jest do wartości K D oznaczonej 
spektraln ie (15), co dowodziłoby, że pierw szy etap ham ow ania związany 
jest z wytw orzeniem  kom pleksu enzym -inhibitor, natom iast drugi etap, 
w którym  hamowanie zwiększa się, spowodowany jest jakim ś innym  
wpływ em  szczawiooctanu na enzym.

Rys. 3. a) Porów nanie ham ow ania dehydrogenazy bursztynianow ej przez m alonian
i szczaw iooctan i b) reaktyw acja enzym u przez bursztynian (wg W o j t c z a k a ,

W o j t c z a k  i E r n s t e r a  (61))
R eakcję m ierzono sp ektrofotom etryczn ie w obec m etosiarczanu fen azyn y  i dw uchlorofenoin- 

dofenolu  jako akceptorów  elektronów

K i n g  i wsp. (25, 26, 27, 28, 29, 30) wykazali, że dehydrogenaza 
bursztynianow a odszczepiona od łańcucha oddechowego ma zdolność do 
rekonstytucji, to znaczy, może być spowrotem  włączona do fragm entów 
błon pozbawionych dehydrogenazy, przy czym cały kompleks odzyskuje 
własności oksydazy bursztynianow ej. Aby jednak otrzym ać enzym  zdol­
ny do rekonstytucji, odszczepianie enzymu należy przeprowadzić w obec­
ności bursztynianu, możliwie bez dostępu tlenu. W przeciw nym  przy­
padku otrzym uje się enzym, k tó ry  w ykazuje aktyw ność dehydrogenazy 
względem sztucznych akceptorów , ale nie jest zdolny do rekonstytucji. 
Reaktywacja za pomocą bursztynianu, m alonianu, fosforanu i innych 
związków zwiększa w praw dzie aktyw ność dehydrogenazy względem

http://rcin.org.pl



352 А . В . W O JT C ZA K [15]

sztucznych akceptorów, ale n ie  przyw raca zdolności do rekonstytucji. 
U tratę  zdolności do rekonsty tucji pow oduje również potraktow anie en­
zymu szczawiooctanem  (61).

Wiadomo, że aktyw ność dehydrogenazy bursztynianow ej uzależniona 
jest od obecności w olnych grup -SH, gdyż substancje  blokujące te grupy, 
jak PCMB oraz u tleniające, jak u tleniony glutation, ham ują  utlenianie 
bursztynianu. Ham ujące działanie cyjanku na  dehydrogenazę burszty- 
nianową zaobserwował po raz pierwszy T s o u (51) w  1951 r. W kilka 
lat później K e i l i n  i K i n g  (23) stw ierdzili, że p repara t K eilina- 
H artree trak tow any cyjankiem  traci całkowicie aktyw ność oksydazy 
bursztynianow ej i częściowo aktyw ność dehydrogenazy. P ierw szy efekt 
w yw ołany był hamowaniem  oksydazy cytochrom ow ej. C yjanek hamował 
także częściowo rozpuszczalną dehydrogenazę bursztynianow ą oraz znosił 
jej zdolność do rekonstytucji. Działanie cy janku  polega prawdopodobnie 
na nieodw racalnym  rozszczepieniu grupy -S-S- z utw orzeniem  jednej 
grupy -SH i jednej grupy -CNS. Na podstaw ie dalszych obserw acji W u 
i K i n g  (62) wywnioskowali, że w reakcji katalizow anej przez dehy­
drogenazę biorą udział wolne grupy -SH, a w  procesie rekonsty tucji — 
grupy -S-S-.

Szczawiooctan, k tó ry  jest bliskim  analogiem  stru k tu ra ln y m  burszty ­
nianu, zawiera grupę karbonylow ą. G rupa ta  może w  pew nych w arun ­
kach reagować z grupą -SH z w ytw orzeniem  układu tioketołowego (11). 
Można by przypuszczać, że podobna reakcja  zachodzi m iędzy szczawio­
octanem  i reaktyw ną grupą -SH dehydrogenazy bursztynianow ej, co 
uniemożliwia przeksżtałcenie s truk tu ra lne  cząsteczki w  form ę aktyw ną.
O tym , że enzym  w ystępuje w dwóch lub więcej form ach, świadczą om a­
wiane wyżej badania K e a r n e y  (21), K e i l i n  a i K i n g a  (23), 
K i m u r y  i wsp. (24) oraz W o j t c z a k a  i wsp. (61), k tórych wyniki 
sprow adzają się głównie do stw ierdzenia, że do uzyskania pełnej ak tyw ­
ności enzym u nie w ystarcza usunięcie szczawiooctanu, ale konieczna jest 
preinkubacja enzym u z bursztynianem  lub innym  aktyw atorem . P raw ­
dopodobnie obecność substra tu  czy aktyw atora stabilizuje aktyw ną formę 
enzymu. Można przypuszczać, że proces reaktyw acji polega na osiągnię­
ciu przez enzym określonego stanu  konform acyjnego.

Rolę fosfolipidów w m echanizm ie działania dehydrogenazy burszty ­
nianowej badali C e r l e t t i  i wsp. (12). Stw ierdzili oni, że rozpuszczal­
ną dehydrogenazę ak tyw ują tylko fosfolipidy kwaśne, przy czym proces 
ten jest różny od aktyw acji powodowanej przez substrat. Fosfolipidy nie 
mogą zastąpić bursztynianu, ale dodane w raz z bursztynianem  zwiększa­
ją aktyw ność enzymu.

O statnio B r u n i  i R a c k e r  (9) zrekonstruow ali oksydoreduktazę 
bursztynian-ubichinon z izolowanych elem entów  łańcucha oddechowego. 
W skład kom pleksu wchodzą: rozpuszczalna dehydrogenaza, cytochrom  
b, czynnik F 4 (jeden z czynników białkowych Rackera) i lecytyna albo
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m ieszanina fosfolipidów m itochondrialnych. Udało się również (63) zre­
konstruow ać system  oksydazy bursztynianow ej składający się z elem en­
tów wym ienionych wyżej i cytochromów с i cb ubichinonu i oksydazy 
cytochrom ow ej. Badania te udokum entow ały ostatecznie w ysuw ane daw ­
niej przypuszczenia, że natu ralnym  akceptorem  elektronów  dla dehy­
drogenazy bursztynianow ej w łańcuchu oddechowym  jest ubichinon (31).

III. Uwagi końcowe

N asuw a się pytanie, czy in vivo  w nerce, w ątrobie lub sercu ham owa­
nie dehydrogenazy bursztynianow ej przez szczawiooctan odgrywa zna­
czącą rolę. U tlenianie bursztynianem  w izolowanych m itochondriach w ą­
troby  i nerki jest bardzo in tensyw ne i przekracza około dziesięciokrotnie 
utlenianie innych substratów  (36). Można by więc przypuszczać, że n a ­
w et częściowe zaham owanie dehydrogenazy bursztynianow ej nie spowo­
duje  zablokowania u tlen ian ia bursztynianu in vivo. Potw ierdza to brak 
bursztynianu  w  świeżo izolowanych m itochondriach i podczas utleniania 
innych  substratów . Jedynie w  przypadku, gdy inkubow ano m itochondria 
w ątroby  z jabłczanem  i kwasam i tłuszczow ym i w  stosunku 30 : 1, za­
obserw owano nagrom adzanie się bursztynianu, co świadczyłoby o zaha­
m ow aniu cyklu Krebsa w łaśnie na  poziomie dehydrogenazy bursztynia­
nowej (8). Taka sy tuacja  mogłaby zaistnieć in vivo  ty lko w tedy, gdyby 
organizm  otrzym yw ał w  pożywieniu praw ie wyłącznie kwas jabłkowy 
lub szczawiooctan z m inim alnym  dodatkiem  tłuszczów lub węglowo­
danów.

W spomniano poprzednio (część I), że m itochondria serca izolowane 
w sacharozie w ykazują aktyw ność dehydrogenazy m niejszą niż ak tyw ­
ność, jaką można uzyskać w innych środowisku. Prawdopodobnie in vivo 
w m itochondriach serca u jaw nia się pełna aktyw ność dehydrogenazy 
bursztynianow ej, co pozwala na intensyw ne funkcjonowanie cyklu K reb­
sa. Cykl ten bowiem zarówno w  sercu jak  i w  nerce spełnia funkcję 
głównego generatora energii, gdyż, jak  wiadomo, w tych narządach nie 
w ystępuje alternatyw na droga u tlen ian ia kwasów tłuszczow ych do ace- 
tooctanu. Istnieje jednak pewna trudność w  in terp re tac ji danych doś­
w iadczalnych, na którą zwrócili uwagę już C h a n c e  i H a g i h a r a  
(13). Oznaczana przez w ielu autorów  w artość Ki dla dehydrogenazy 
bursztynianow ej względem  szczawiooctanu w aha się w granicach 
0,2—0,7 m-M (61, 66). Natom iast K m syntetazy  cytrynianow ej wobec 
szczawiooctanu wynosi 15 mM (55). Jak  możliwe jest więc pełne opero­
wanie cyklu Krebsa, skoro przy m aksym alnym  w ysyceniu syntetazy 
cytrynianow ej szczawiooetanem, dehydrogenaza bursztynianow a powin­
na być całkowicie zaham owana? Jednak  w norm alnych w arunkach za­
równo w sercu jak  i w nerce cykl ten  doskonale funkcjonuje. P róbuje
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się zatem  tłum aczyć sy tuację istniejącą w tych narządach następująco: 
1) Szybkość reakcji syntezy cy trynianu  zależy nie tylko od stężenia 
szczawiooctanu, ale i od stężenia drugiego substra tu , to jest acetylo-CoA. 
Z tego względu można uzyskać znaczną szybkość reakcji syntezy cy try ­
nianu naw et przy m ałym  stężeniu szczawiooctanu przez zwiększenie 
dopływu acetylo-CoA. 2) Częściowe zaham owanie dehydrogenazy bur- 
sztynianowej w m itochondriach serca i ne rk i nie ogranicza szybkości ca­
łego cyklu ze względu na  wysoką aktyw ność tego enzym u w tych na­
rządach. Z drugiej strony  utrzym anie pewnego stężenia bursztynianu 
jest korzystne, gdyż sukcynylo-CoA (przy udziale transferazy  sukcyny-
lo-CoA:acetooctan) potrzebny jest do aktyw acji acetooctanu. Acetooctan 
zaś jest dla nerki i serca jednym  z głównych substratów  oddechowych 
dostarczanych przez krew.

Stężenie szczawiooctanu w m itochondriach w ątroby  kontrolow ane 
jest przez poziom zredukowanego NAD (patrz część I). Z kolei stosunek 
zred. NAD/NAD w m itochondriach zależy od rodzaju utlenianego sub­
stratu . W przypadku u tlen ian ia kwasów tłuszczowych stosunek ten  jest 
wysoki, co nie sprzyja szybkiem u w ytw arzaniu  szczawiooctanu. N astęp­
stw em  tego jest częściowe zaham owanie cyklu K rebsa z powodu obniżo­
nej syntezy cytrynianu . U tlenianie kwasów tłuszczowych przebiega w te­
dy głównie do acetooctanu (56). Natom iast dehydrogenaza bursztyniano- 
wa, jak  o tym  była już mowa w  części I, zachowuje w obecności u tle­
nianych kwasów tłuszczowych pełną aktyw ność. Podczas u tleniania pi- 
rogronianu ustala się niższy stosunek zred. NAD/NAD niż przy u tlen ia­
niu kwasów tłuszczowych skutkiem  czego tw orzy się więcej szczawio­
octanu. Ponadto część pirogronianu ulega karboksylacji, dostarczając 
jeszcze dodatkowo szczawiooctanu (19, 32). W rezultacie cykl Krebsa 
funkcjonuje o wiele intensyw niej niż podczas u tleniania kwasów tłusz­
czowych. I w tym  przypadku dehydrogenaza bursztynianow a zachowuje 
swoją pełną aktyw ność (57). T rudniej natom iast zrozumieć, że naw et 
w  w arunkach w ielokrotnie podwyższonej produkcji szczawiooctanu z pi­
rogronianu, jak ma to miejsce przy cukrzycy alloksanowej u szczurów, 
także nie stwierdzono hamowania utleniania bursztynianu (34). Widocznie 
jednak i w  tym  przypadku stosunek zred. NAD/NAD, zbliżony do w y­
stępującego przy utlenianiu  pirogronianu u zdrowych szczurów, spraw ia, 
że w m itochondriach nie gromadzi się szczawiooctan lecz jabłczan. W od­
różnieniu jednak od stanu  normalnego, przy cukrzycy obserw uje się 
znaczne zaham owanie cyklu Krebsa i w ystępuje silna ketoza. Przyczyny 
występowania ketozy są w tej chwili obiektem  usilnych badań, ale in ter­
pretacje są na razie bardzo kontrow ersyjne (4, 39).

Badania nad  konform acyjnym i zm ianam i dehydrogenazy bursztynia- 
nowej są w  zupełnie początkowej fazie. O statnie badania kinetyczne su­
gerują w ystępowanie enzym u w kilku form ach (64).
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ALE K SA N D E R  KOJ  *

Mechanizm utleniania tiosiarczanu w tkankach zwierzęcych 

The Mechanism of Thiosulphate Oxidation in Animal Tissues

O xidation of th iosulphate is probably in itiated  by the enzym ie reductive break- 
dow n of its m olecule in the presence of a th iol compound w ith  subseąuent oxidation  
of su lphite to sulphate

Początek zainteresowania m etabolizmem  tiosiarczanu w  organizmie 
zwierzęcym związany jest z w ykryciem  tego związku w moczu psów 
i kotów przez S c h m i e d e b e r g a  (38) dokładnie 100 lat tem u. Póź­
niej (18, 19) tiosiarczan znaleziono w  moczu różnych gatunków  zwierząt 
i zdrowych ludzi oraz zaobserwowano w ahania jego ilości zależne od die­
ty . Losy tiosiarczanu w organizmie są in teresujące z tej przyczyny, że 
związek ten  stosowany jest w m edycynie w  celach leczniczych i dia­
gnostycznych: stanowi on odtrutkę przeciw cyjankowi (9), iperytow i azo­
tow em u (1) i iperytowi siarkowem u (5), używ any bywa do badania funkcji 
nerek (4, 20), a także do pom iaru przestrzeni pozakomórkowej ustro ju  
(10).

I. Powstawanie tiosiarczanu w organizmie zwierzęcym

Pochodzenie endogennego tiosiarczanu w ydalanego z moczem nie jest 
jednoznacznie w yjaśnione. W ielu autorów  (18, 37) dyskutow ało nad możli­
wością tworzenia tego związku przez florę jelitową, obecnie znamy jednak 
szereg reakcji enzymatycznych, zachodzących w tkankach zwierzęcych, 
k tóre prowadzą do wytw orzenia tiosiarczanu (schemat 1).

Pow stawanie tiosiarczanu z P-m erkaptopirogronianu i siarczynu (re­
akcja 1) wykazano w wątrobie, nerce i krw inkach czerwonych szczura

* Dr med., Katedra B iochem ii i B iofizyki, U n iw ersytet Jagielloński, Kraków.
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(43), przy czym pośrednikiem  w powyższej reakcji są niedyfundujące 
wielosiarczki (23).

Siarkowodór lub siarczek może być u tlen iany  do tiosiarczanu (reak­
cja 2) pod w pływem  oksydazy obecnej w m itochondriach w ątroby  szczura 
(2) oraz kompleksów białka z m etalam i (3), a także w obecności hem a-

Schem at 1. G łów ne drogi tw orzenia tiosiarczanu w  tkankach zw ierzęcych  
1 — Transsulfuracja; 2 — U tlen ianie; 3 — T ranssulfuracja; 4 — Transam inacja i hydroliza

tyny i sulfhem oglobiny (44) przy czym pośrednikiem  są wielosiarczki 
nieorganiczne (45).

Udział rodanazy w pow staw aniu tiosiarczanu (reakcja 3) był badany 
przez S z c z e p k o w s k i e g o  (48), k tóry  wykazał, że enzym ten k a ta ­
lizuje transsu lfu rację  między nadsiarczkiem  organicznym  oraz siarczy­
nem. K o j  i F r e n d o  (27) zwrócili przed kilku laty  uwagę na przy­
puszczalne powiązanie m etaboliczne cystationazy i rodanazy, a ostatnio 
S z c z e p k o w s k i  i W o o d  (50) opisali sprzężony układ enzyma­
tyczny, w którym  nadsiarczek cystyny (tiocystyna) pow stający pod w pły­
wem cystationazy stanowi doskonały substra t dla transsu lfu racji k a ­
talizowanej przez rodanazę.

Nadsiarczki organiczne mogą powstawać pod działaniem  siarkowo­
doru na dwusiarczek organiczny: cystynę, cystam inę, kwas liponowy, 
lub utleniony glutation (48, 53), w  reakcji siarki elem entarnej z tiolem
(23), przy rozkładzie cystyny w  obecności fosfopirydoksalu i jonów m ie­
dzi (6) lub pod wpływem  cystationazy (7), a także podczas kw aśnej hydro­
lizy białek (16). Nadsiarczki ulegają łatw o transsu lfu rac ji na sulfiniany 
z wytw orzeniem  tiosulfonianów  (13). Kwas alaninotiosulfonow y jest p re ­
kursorem  tiosiarczanu (reakcja 4), gdyż łatwo ulega transam inacji i da l­
szej hydrolizie (12). P rzedstaw ione na schemacie 1 reakcje  z pewnością 
nie w yczerpują w szystkich możliwości powstawania tiosiarczanu w orga­
nizm ie zwierzęcym, jak to zresztą podkreśla w ielu autorów  (11, 14).

H2S Nadsiarczek
organiczny

COOH COOH
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II. Teorie utleniania tiosiarczanu przez tkanki zwierzęce 
i samożywne bakterie

Dorosły człowiek w ydala z moczem na dobę od 2 do 17 mg siarki 
tiosiarczanu, co stanowi 1—2'°/o całkowitej ilości siarki zaw artej w  moczu 
(19). Liczby te  przypuszczalnie nie odzwierciedlają rozm iarów syntezy 
tiosiarczanu w ustroju, gdyż od dawna wiadomo, iż w  organizmie zwie­
rzęcym  tiosiarczan może utleniać się do siarczanu (34). U tlenianie tio­
siarczanu zaobserwowano także podczas inkubacji skraw ków w ątroby  
w atm osferze tlenowej (37), jednakże próby homogenizacji tkanki i w y­
odrębnienia enzymów prowadziły do zaniku aktywności.

Nowe św iatło na m etabolizm  tiosiarczanu w ustro ju  zwierzęcym  rzu­
ciły badania S k a r ż y ń s k i e g o ,  S z c z e p k o w s k i e g o  i W e b e r  
(41, 49). Autorzy ci wykazali, że po w strzyknięciu szczurom tiosiarczanu 
znakowanego 35S w pozycji zewnętrznej (35S -S 0 3)2~ lub w ew nętrznej 
(S-35S 0 3)2~, siarka w ew nętrzna jest szybko w ydalana w  moczu jako 
siarczan. Siarczan jest także ostatecznym  produktem  przem iany siarki 
zew nętrznej, k tóra zostaje jednak zatrzym ana przez dłuższy czas w  orga­
nizm ie szczura, co przem aw ia za tym , że wchodzi w  jakieś procesy m e­
taboliczne. A nalizując związki siarki w ydalane w  moczu po jednoczesnym  
wstrzyknięciu szczurom cystyny znakowanej 35S i nieaktyw nego tio­
siarczanu, autorzy ci doszli do wniosku, że pula m etaboliczna tiosiarczanu 
w ustro ju  jest znacznie większa niż dotychczas przypuszczano, a szybki 
metabolizm tego związku w ustro ju  powoduje, że tylko niew ielkie ilości 
tiosiarczanu w ystępują w  norm alnym  moczu. Jakkolw iek teorię przypi­
sującą tiosiarczanowi rolę głównego prekursora siarczanów w moczu 
krytykow ano później na podstawie obserwacji o enzym atycznej wym ianie 
izotopowej (46), nie ulega wątpliwości, że doświadczenia S k a r ż y ń ­
s k i e g o ,  S z c z e p k o w s k i e g o  i W e b e r  (41, 49) podkreśliły  dy­
namiczny stan  tiosiarczanu i jego istotną rolę w  przem ianach siarkowych 
ustroju.

M echanizm utleniania tiosiarczanu w tkankach zwierzęcych próbo­
wano w yjaśnić szukając pew nych analogii do przem ian tego związku ob­
serw owanych u samożywnych bakterii siarkow ych z rodzaju  Thiobacillus. 
Badania nad bakteriam i doprowadziły do w ysunięcia dwóch, częściowo 
przeciw staw nych poglądów: według pierwszego z nich tiosiarczan u tle ­
niany jest najpierw  do czterotionianu lub politionianów (32, 54, 55), we­
dług drugiego — ulega rozbiciu w  błonie bak tery jnej z w ytw orzeniem  
siarczanu i aktyw nej siarki zew nętrznej, która ulega dalszym  procesom 
m etabolicznym  (40). Ten drugi pogląd potwierdzili P e c k  i F i s h e r  
(35, 36), którzy wykazali, że w ekstraktach bak tery jnych  tiosiarczan 
pod wpływem  glutaitionu i swoistego enzym u rozpada się na siarczek 
i siarczyn ulegający następnie utlenieniu do siarczanu w obecności AMP 
i nieorganicznego fosforanu. O statnio C h a r l e s  i S u z u k i  (8) za­

http://rcin.org.pl



360 A . KOJ [4]

obserwowali, że p repara ty  Thiobacillus novellus  katalizują rozbicie czą­
steczki tiosiarczanu na  siarczyn i siarkę elem entarną, p rzy  czym  glu- 
tation jest niezbędny jedynie d la dalszego utleniania siarki. M echanizm 
u tlen ian ia tiosiarczanu przez samożywne bakterie jest jednak nadal n ie ­
całkowicie w yjaśniony (25, 51, 52).

Prawdopodobnie w  organizmach zwierzęcych politioniany nie odgry­
w ają roli głównego pośrednika przem iany tiosiarczanu. Czterotionianu nie 
znaleziono nigdy w  moczu czy preparatach  tkankow ych, a po w prow a­
dzeniu do organizmu w ykazuje on działanie toksyczne, zwłaszcza wobec 
nerek (21). Rozmaite, obecne w tkankach związki -SH redukują  łatwo 
czterotionian do tiosiarczanu z w ytworzeniem  organicznych dw usiarcz­
ków. G o f f a r t  i F i s c h e r  (22) zaobserwowali, że zatrucie cztero- 
tionianem  prowadzi do spadku zawartości zredukowanego glutationu 
w tkankach, a zwłaszcza w nerkach.

Z drugiej strony w  ostatnich latach uzyskano pewne dane zgodne 
z teorią zakładającą, że rozbicie cząsteczki tiosiarczanu poprzedza jego 
u tlenienie w  tkankach zwierzęcych. S ó r  b o (47) potw ierdził obserw acje 
P  i r  i e g o (37) dotyczące tw orzenia siarczanu z tiosiarczanu podczas 
inkubacji skrawków w ątroby szczura w atm osferze tlenow ej. P rzy  inku­
bacji skraw ków  w  atm osferze powietrza reakcja była znacznie m niej 
w ydajna, a rozbicie s tru k tu ry  komórkowej przez homogenizację prow a­
dziło do całkowitego zaham owania utleniania tiosiarczanu. Aktywność 
hom ogenatu można było przywrócić przez dodanie pewnych związków 
-SH: glutationu, kw asu dwuhydroliponowego, cysteiny czy m erkapto- 
etanolu. Na podstaw ie tych  spostrzeżeń S ó r  b o (47) sugerował, że re ­
dukcja tiosiarczanu w  preparatach  w ątroby szczura jest przypuszczalnie 
katalizow ana przez dwa enzymy: rodanazę i reduktazę tiosiarczanu; ten  
drugi enzym opisano poprzednio w  drożdżach (24). Siarczyn pow stający 
przez rozbicie cząsteczki tiosiarczanu może być dalej u tleniany samo­
rzutn ie lub pod działaniem  swoistej oksydazy, k tórą wyosobniono z w ą­
trób rozm aitych gatunków  ssaków (33). Zaproponowany przez Sorbo m e­
chanizm  utleniania tiosiarczanu okazał się słuszny i w następstw ie badań 
prowadzonych w  ostatnich latach zidentyfikowano i wyodrębniono enzy­
my katalizujące ciąg reakcji metabolicznych przem iany tiosiarczanu 
w tkankach zwierzęcych.

III. Porównanie zdolności utleniania tiosiarczanu przez preparaty 
tkankowe

Inkubując skraw ki rozm aitych tkanek szczura z tiosiarczanem  w w a­
runkach tlenowych P  i r  i e (37) stw ierdził powstawanie siarczanu w w ą­
trobie oraz, w m niejszych ilościach, w nerce i łożysku.
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W naszych badaniach (30) porów naliśm y szybkość utleniania tiosiarcza­
nu do siarczanu w hom ogenatach ośmiu tkanek szczura po wzbogaceniu 
ich w glutation (tablica 1). Jednocześnie oznaczano aktywność rodanazy, 
reduktazy tiosiarczanu i oksydazy siarczynowej.

Tablica 1

Utlenianie tiosiarczanu do siarczanu oraz aktywność pewnych enzymów w homogenatach
tkanek szczura (30)

Tkanka
Przyrost siarcza­

nu fi.mole/g 
białka/godz.

Rodanaza 
[лпоіе SCNh/g 
białka /5 min.

Reduktaza tio­
siarczanu 

pimole SOj_/g biał­
ka/l 5 min

Oksydaza siarczyno­
wa pimole SOl~lg 

białka/godz.

Wątroba 56,5 3620 48 154
Nerka 2 0 , 6 3700 26 235
Śledziona 3,4 170 poniżej 4 poniżej 1 0

Płuco 1 0 , 2 680 5 25
Mózg poniżej 1 770 17 2 0

Mięsień 4,5 280 5 45
Jelito poniżej 1 1 0 0 poniżej 4 6 8

Jądra 6,9 920 6 41

Homogenaty tkanek w roztworze 0,05 M (NH4)2HP04 inkubowano przez 60 min. w atmosferze tlenu z 5 (zmolam 
tiosiarczanu i 5 (zmolami glutationu, a następnie oznaczono przyrost ilości siarczanu kolorymetryczną metodą z chlora- 
nilanem baru. Równocześnie w osobnych próbkach homogenatów oznaczono aktywność rodanazy, reduktazy tio­
siarczanu i oksydazy siarczynowej

Najbogatszym  źródłem tych enzymów okazała się w ątroba i nerka, inne 
tkanki w ykazują na ogół niew ielką aktywność. Należy zwrócić uwagę, 
że nerka w ykazuje najw yższą aktyw ność rodanazy i oksydazy siarczyno­
wej, a m niejszą zdolność u tlen ian ia  tiosiarczanu w porów naniu z w ątrobą, 
gdzie stw ierdza się więcej reduktazy  tiosiarczanu. Przem aw ia to  za 
teorią przypisującą tem u ostatn iem u enzymowi zasadnicze znaczenie dla 
zapoczątkowania procesu u tlen ian ia  tiosiarczanu.

Powszechnie wiadomo, że rodanaza jest typow ym  enzymem m ito- 
chondrialnym  (15). W edług naszych obserwacji także pozostałe dwa enzy­
m y zaw arte są głównie w  m itochondriach, co zgadza się z obserwacją, 
że u tlenianie tiosiarczanu do siarczanu jest około dw udziestokrotnie w ięk­
sze w m itochondriach niż w  nadsączu. Należy jednakże zwrócić uwagę 
na fakt, że rozmieszczenie rodanazy i reduktazy tiosiarczanu we frak ­
cjach subkomórkowych nie jest identyczne. Wyższą aktywność reduktazy 
tiosiarczanu w nadsączu m ożna tłum aczyć łatw iejszym  uw alnianiem  tego 
enzymu z m itochondriów lub istnieniem  dwóch izozymów.

We frakcjach m itochondrialnych uzyskanych z w ątrób ośmiu ga­
tunków  zwierząt badano u tlen ian ie  tiosiarczanu i aktyw ność trzech enzy­
mów (tablica 2). O bserw uje się ogromną zmienność badanych param etrów  
nie tylko między głównymi typam i — ssakami, ptakam i, płazami i ryba­
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mi — ale także m iędzy dość spokrew nionym i gatunkam i (szczur i chomik). 
Może to  przem awiać za przypuszczeniem, że enzym y m etabolizujące 
tiosiarczan należą do grupy enzymów indukow anych pod w pływ em  diety 
czy w arunków  środowiska.

Tablica 2

Utlenianie tiosiarczanu do siarczanu i aktywność pewnych enzymów we frakcjach mitochondrial­
nych z wątrób różnych gatunków zwierząt (30)

Gatunek
Przyrost siarcza­
nu ^mole/g biał­

ka/godz.

Rodanaza 
(i.mole SCN~/g 
białka/5 min.

Reduktaza tiosiar­
czanu fimole SO3 - /  

g białka/l 5 min.

Oksydaza siarczyno­
wa [i.mole SOj_/g 

białka/godz.

Szczur 242 11600 93 410
Chomik 69 7300 74 276
Wół 52 10400 58 180
Gołąb 38 800 56 84
Żaba 5 6400 7 55
Aksolotl 5 720 16 37
Pstrąg 205 poniżej 1 0 0 92 205
Karp 65 poniżej 1 0 0 65 161

M itochondria żaby i aksolotla nie w ykazują praktycznie zdolności 
do utleniania tiosiarczanu, podczas gdy m itochondria szczura czy pstrąga 
mogą wytworzyć ponad 200 м-moli S 0 42_/g białka/godz. W yniki te  są 
w yraźnie skorelowane z zawartością reduktazy  tiosiarczanu i oksydazy 
siarczynowej. Natom iast nie ma korelacji między zawartością rodanazy
i reduktazy tiosiarczanu u pewnych gatunków  zw ierząt: m itochondria 
żaby są bardzo bogate w  rodanazę, a ubogie w  reduktazę tiosiarczanu, 
a m itochondria karp ia zaw ierają mało rodanazy, a dużo reduktazy. Uzy­
skane wyniki należy jednak traktow ać z pewnym  zastrzeżeniem  w ynika­
jącym  z faktu, że specyficzność substratow a rodanazy zależy w dużej 
mierze od gatunku zwierzęcia.

IV. Rola związków -SH w inicjowaniu utleniania tiosiarczanu

Proces utleniania tiosiarczanu do siarczanu przez p repara ty  tkankow e 
ulega w ybitnem u przyspieszeniu po dodaniu g lu tationu  lub innych 
związków -SH. W zględna aktyw ność różnych tioli w reakcji utleniania 
tiosiarczanu przez pełny hom ogenat w ątroby szczura wynosiła według 
S o r b o  (47): g lu ta tio n — 100, dw uhydroliponian— 101, cysteina — 31, 
m erkaptoetanol — 63. Dla m itochondriów w ątroby szczura K o j
i F r e n d o (30) podali nieco inne wartości: g lu tation  — 100, cysteina — 
9, dw uhydroliponian — 45.
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Rola tioli polega przypuszczalnie na rozbiciu cząsteczki tiosiarczanu 
w obecności odpowiedniego enzymu (rodanaza, reduktaza tiosiarczanu). 
Podczas inkubacji hom ogenatu w ątroby wzbogaconego w tiosiarczan i glu- 
tation  S o r b o  (47) w ykazał pow staw anie znacznych ilości siarczynu. 
Podobne obserwacje przy użyciu frakcji m itochondrialnych oraz cysteiny, 
dw uhydroliponianu i glu tationu przeprowadzili K o j  i F r e n d o  (30). 
Udało się im także wykazać, że z tiosiarczanu znakowanego 35S w  ze­
w nętrznym  atom ie siarki podczas inkubacji z tiolam i i m itochondriam i 
w ytw arzał się radioaktyw ny H2S. Aktywność właściwa siarkowodoru 
powstającego po dodaniu glu tationu  i dw uhydroliponianu była zbliżona 
do aktywności właściwej tiosiarczanu, co wskazuje, że związek ten  był 
jedynym  prekursorem  H2S. W przypadku cysteiny aktyw ność właściwa 
siarkowodoru była w yraźnie niższa, przypuszczalnie w skutek działania 
cystationazy obecnej w  w ątrobie szczura i m ającej zdolność odszczepiania 
H 2S z tego am inokwasu (27).

Funkcja glutationu lub innego związku -SH w inicjow aniu utleniania 
tiosiarczanu polega przypuszczalnie na dostarczeniu elektronów  w reakcji 
rozpadu cząsteczki tiosiarczanu (36, 53):

Enzym
(S-SO 3)2- +  2 G S H --------------- > H2S +  S 0 32_+G SSG

W edług niektórych autorów  (46, 53) pośrednim  etapem  opisanej re­
akcji jest tworzenie ugrupow ania nadsiarczkowego:

Enzym

(S-SO3)2- + GSH <- GSSH +  S 0 32-  

GSSH +  GSH Z  * G SSG +H 2S

Ugrupowania nadsiarczkowe są bardzo reaktyw ne (48) i nie udało 
się wykazać ich nagrom adzania podczas utleniania tiosiarczanu (30). Na­
leży wspomnieć, że przy użyciu tiosiarczanu znakowanego w atomie 
zewnętrznym  i po zastosowaniu elektroforezy bibułowej stwierdzono 
w ystępowanie drobnych ilości związku zachowującego się jak tiocysteina 
(28).

Udowodniono ponadto, że u tlen ian iu  tiosiarczanu w opisanych doś­
wiadczeniach towarzyszy ubytek zredukowanego glutationu. Jeśliby oba 
atomy siarki po rozbiciu cząsteczki tiosiarczanu u tleniały  się ostatecznie 
do siarczanu, to ubytek GSH powinien być równoważny przyrostowi 
siarczanów. W rzeczywistości stwierdzono, że na każdy м-mol wytworzo­
nego siarczanu ulegało u tlen ien iu  około 1,3 umola GSH. Obserwacja ta  
przypuszczalnie wiąże się z faktem , że utlenienie siarczku do siarczanu 
jest procesem wielostopniowym, w  którym  mogą brać udział dalsze 
cząsteczki zredukowanego glutationu.
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V. Losy zewnętrzego atomu tiosiarczanu podczas utleniania

Dalsze inform acje o m echanizm ie u tleniania tiosiarczanu przez m ito­
chondria w ątroby szczura uzyskano dzięki zastosowaniu izotopów (31). 
Izotopowe oznaczenia nie pokryw ają się z chemicznym i i w skazują, że w e­
w nętrzny  atom  tiosiarczanu przekształcany jest w siarczan znacznie ła t­
wiej niż zewnętrzny. Ponadto istn ieje oczywista rozbieżność między ilością 
znakowanego siarczanu wytworzonego z (S-35S 0 3)2_ a ilością tiosiarczanu 
zużytego podczas inkubacji (jeden w ew nętrzny znakowany atom  siarki 
tiosiarczanu może dać ty lko jedną cząsteczkę znakowanego siarczanu). 
W yniki takie uzyskiwano zawsze gdy próbka inkubowana zawierała dużą 
ilość tiosiarczanu (15 мтоіі). N atom iast gdy w arunki doświadczenia po­
zwalały na praktycznie całkow ite u tlen ien ie  tiosiarczanu podczas inkuba­
cji (3 м-mole tiosiarczanu i 10 м тоіі  glu tationu  w  próbce) różnice m iędzy 
tiosiarczanem  znakowanym  w atom ie zew nętrznym  i w ew nętrznym  za­
nikały. W takim  przypadku ilość w ytworzonego siarczanu obliczona me­
todą izotopową stanow iła około połowę całkowitej ilości powstającego 
siarczanu i była bliska ilości zużytkow anego tiosiarczanu.

W yniki te można wytłum aczyć zakładając, że w pierwszym  etapie 
zachodzi w obecności glu tationu rozpad reduktyw ny cząsteczki tiosiar­
czanu. W dalszym etapie siarczyn u tlen ia  się do siarczanu, a siarczek 
do nowej cząsteczki (S -S 03)2~:

2 HS- +  2 0 2 _> (S -S0 3)2 - + H 20

Zatem  w przypadku, gdy ty lko drobna część tiosiarczanu obecnego 
w próbce ulega przem ianie, siarczan pow staje głównie z w ew nętrznego 
atom u siarki, a ilość tworzonego znakowanego siarczanu przekracza zu- 
żytkow ywanie tiosiarczanu, k tóry  regeneru je  się z atomów zew nętrznych. 
Jeśli założenie to jest słuszne, można oczekiwać, że przy utlenianiu  tio-

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

Czas inku­
bacji (min.)

Zużycie tiosiar­
czanu (fj-mole)

Przyrost tiosiarczanu 
([лтоіе)

Akt. wł. (ітр/тіп /[лто0

Metoda che­
miczna

Metoda izo­
topowa Siarczan

Wewnętrzny atom 
tiosiarczanu

0 0 0 0 , 0 1 , 480
0 — 2 0 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

Zawiesinę mitochondriów (19 mg białka) inkubowano w atmosferze tlenowej przez 20, 40 i 60 min. w obecności 10 |xmo- 
li GSH i 10 (хтоіі (35S-S03>2“ (akt. wł. 43.000 imp/min/p.mol). Znakowany siarczan izolowano na kolumnie Dowex 2, 
radioaktywny tiosiarczan analizowano pod względem rozmieszczenia znakowanych atcir.ów po cyjanolizie w obecności 
jonów Cu2+
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siarczanu znakowanego w  atom ie zew nętrznym  przejściowo będzie się 
pojawiać tiosiarczan znakowany w obu atom ach siarki. Przem awia za 
tym  doświadczenie przedstawione w tablicy 3.

Szybkość rozkładu tiosiarczanu i produkcja siarczanu m ierzone m e­
todam i chemicznymi zm niejszają się stopniowo w  ciągu inkubacji, pod­
czas gdy aktywność właściwa powstającego siarczanu oraz aktywność 
w łaściwa w ew nętrznego atom u tiosiarczanu ciągle w zrastają. Stosunek 
tych  aktywności właściwych nasuwa wniosek, że w ew nętrzny atom  tio­
siarczanu zachowuje się jak  prekursor siarczanu. Nie przeczy to oczy­
wiście założeniu, że bezpośrednim  prekursorem  siarczanu jest siarczyn, 
gdyż w badanym  układzie doświadczalnym pula siarczynu jest względnie 
m ała, a sam siarczyn może pozostawać w stanie równowagi z w ew nętrz­
nym  atomem tiosiarczanu w skutek reakcji w ym iany katalizowanej przez 
rodanazę (46). Przypuszczalne zależności między tiosiarczanem , siarcz­
kiem, siarczynem  i siarczanem  przedstaw ia schem at 2.

(6) Kwas
cystę inosulfinowy

\(7)

Schem at 2. Cykl tiosiarczanow y w  procesie tw orzenia siarczanu w  tkankach
zw ierzęcych

(1) R eduktyw ny rozpad cząsteczki tiosiarczanu w  obecności tiolu  (rodanaza, reduktaza tio ­
siarczanu), (2) W ym iana siarczynu z w ew nętrznym  atom em  tiosiarczanu (rodanaza), (3) U tle­
nianie siarczku do siarczynu (ndeenzym atyczne, oksydaza siarczkowa), (4) U tlen ianie siarczku  
do tiosiarczanu (pochodne h em atyny, oksydaza siarczkow a, m etaloproteidy, n ieenzym atyczne), 
(5) Pow staw anie siarczku z cyste in y  (cystationaza), (6) Tw orzenie siarczynu z kwasu cy-  
stein osu lfin ow ego  (transam inaza, desulfinaza), (7) U tlen ianie siarczynu do siarczanu (oksyda­

za siarczynow a)

Trudno obecnie zdecydować czy zew nętrzny atom  tiosiarczanu w bu­
dowywany jest w  pozycję w ew nętrzną tylko przez bezpośrednie utlenianie 
siarczku do tiosiarczanu (reakcja 4, schem at 2), czy też siarczek utlenia 
się najpierw  do siarczynu (reakcja 3), a potem  ulega wym ianie z we­
w nętrznym  atom em  tiosiarczanu (reakcja 2). W takim  przypadku siarczyn 
mógłby być trak tow any jako prekursor zarówno siarczanu jak  i w ew nętrz­
nego atom u tiosiarczanu.

Sposób przedstaw iania m etabolizm u siarki na schemacie 2 podkreśla 
hipotetyczną centralną pozycję tiosiarczanu w procesie tworzenia siarcza­

Cysteina

http://rcin.org.pl



366 A. KOJ [10]

nu w tkankach zwierzęcych. Rozm aite reakcje wiodące do powstania 
tiosiarczanu przedyskutow ano na w stępie artykułu . Tutaj należy dodać, 
że siarczek może być w ytw arzany z cystyny lub cysteiny przez cystatio- 
nazę (desulfhydrazę) (27), natom iast transam inacja kw asu cysteinosulfi- 
nowego prowadzi ostatecznie do uwolnienia się siarczynu (39). Biologiczne 
znaczenie przedstaw ionego na schemacie 2 cyklu tiosiarczanowego może 
polegać na opóźnianiu procesów nieodwracalnego utlenienia siarczku
i siarczynu do siarczanu.

VI. Enzymatyczna redukcja tiosiarczanu w preparatach wątroby

Nie ulega już wątpliwości, że utlenienie tiosiarczany poprzedzone jest 
przez jego enzym atyczny rozkład w obecności związków -SH. Reakcja 
ta  może być katalizow ana przez rodanazę lub reduktazę tiosiarczanu. 
Rozróżnienie obu enzymów było przez długi czas niezbyt ścisłe. S o r b o 
(47) oparł ten  podział na założeniu, że rodanaza rozkłada tiosiarczan 
w obecności cyjanku lub dw uhydroliponianu, natom iast jest nieaktyw na 
z cysteiną lub glutationem  (46, 53). Ostatnio przebadano ponownie spe­
cyficzność substratow ą rodanazy (26); uzyskane w yniki wskazują, że 
enzym  ten jest m ało swoistą transferazą atomu siarki, którego akcepto­
ram i mogą być oprócz cy janku i siarczynu rozm aite związki -SH, a więc 
także glutation i cysteina. Szybkość redukcji tiosiarczanu przez roda­
nazę w  obecności glu tationu zależy w ybitn ie od wartości pH; m aksim um  
aktyw ności przypada około pH  9 (rysunek 1).

Rys. 1. Redukcja tiosiarczanu w  obecności glutationu katalizow ana przez krysta­
liczną rodanazę lub św ieży  hom ogenat w ątroby w ołu  (26)

A --------------- A pełny  hom ogenat (а), О------------ O krystaliczna rodanaza ( b ) , ......................... różnica
m iędzy (a) i  (b)
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W świeżym homogenacie w ątroby wołowej krzyw a zależności szybko­
ści redukcji tiosiarczanu od pH  w ygląda odm iennie, a różnica ta  w ynika 
z obecności drugiego enzym u — reduktazy  tiosiarczanu. W przeciw ień­
stw ie do rodanazy optym alne w arunki działania tego enzym u są bliskie 
odczynowi obojętnem u. Podczas inkubacji hom ogenatu w ątroby wołowej 
z tiosiarczanem  i glutationem  w pH  7,4 ty lko około 35% ilości siarczynu 
pow staje w skutek działania rodanazy, a resztę w ytw arza reduktaza tio­
siarczanu. W toku zabiegów preparatyw nych enzym ten ulega stosunkowo 
łatw o inaktyw acji i dotychczas nie udało się go otrzym ać w stanie 
znacznego oczyszczenia.

VII. Enzymatyczny model utleniania tiosiarczanu

Frakcjonow anie świeżego hom ogenatu w ątroby wołu lub szczura 
w  celu w yodrębnienia rodanazy prowadzi rychło do u tra ty  zdolności 
utleniania tiosiarczanu do siarczanu podczas inkubacji z glutationem  
w  atm osferze tlenowej (29). Okazało się jednak, że aktyw ność tę można 
przywrócić przez dodanie do rodanazy oczyszczonego p reparatu  oksydazy 
siarczynowej, k tóry sam nie w ykazuje zdolności utleniania tiosiarczanu 
(tablica 4).

Tablica 4

Utlenianie tiosiarczanu do siarczanu przez sprzężony układ enzymatyczny (26a)

Nr
próbki

Skład próbki Zużycie
tiosiar­
czanu

(^mole)

Przyrost siar­
czanu 

(|j.mole)
Rodanaza 

(jedn. akt.)

Oksydaza 
siarczynowa 
(jedn. akt.)

Tiosiarczan
([j.mole)

Glutation
(jj.mole)

1 0 200 10 10 0 0
2 630 0 10 10 0,10 0
3 630 200 10 10 0,95 2,09

Krystaliczną rodanazę otrzymano z wątroby wołu według metody S 5 r b o (42), a preparat oksydazy siarczynowej 
z wątroby szczura według metody Mc L e o d i wsp. (33). Końcowa objętość próbki 2 ml, pH  8,0. Inkubacja 60 min. 
w atmosferze tlenu.

W ten sposób udało się doświadczalnie odtworzyć model utleniania 
tiosiarczanu w tkankach zwierzęcych. W naturze układ ten  jest bezwąt- 
pienia bardziej skom plikowany, gdyż wiemy, że conajm niej dw a enzym y 
mogą katalizować redukcy jny  rozpad cząsteczki tiosiarczanu. Również 
utlenianie siarczynu do siarczanu przyspiesza nie tylko oksydaza siarczy­
nowa, ale także nieswoiście rozm aite enzym y, pod których działaniem 
powstaje nad tlenek  w odoru (17). Nie ulega wątpliwości, że pełny model 
enzym atyczny powinien zawierać także odpowiedni czynnik przyspiesza­
jący utlenianie siarkow odoru pow stającego z rozpadu tiosiarczanu. Za­
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obserwowano bowiem, że zarówno siarczyn jak  i siarczek nagrom adzające 
się w środowisku reakcyjnym  ham ują dalszy rozpad tiosiarczanu (26a).

Jakkolw iek dla uzyskania pełnego obrazu kinetyki u tlen ian ia  tiosiar­
czanu niezbędne są dalsze badania zarów no przy  użyciu preparatów  
tkankow ych jak  i oczyszczonych enzymów w  obecności rozm aitych związ­
ków -SH, przem iana tiosiarczanu w  tkankach  zwierzęcych jest w zasadzie 
w yjaśniona.
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AN D RZEJ G A RD AS *

Żelazo niehemowo związane w enzymach oksydoredukcyjnych 

Non-hem Iron in Red-Ох Enzymes

The properties of electron transfer non-hem  iron proteins and the m ode of 
iron binding to the proteins are review ed.

W 1954 roku M a h l e r  i wsp. (33, 35) stw ierdzili, że oksydoredukta- 
za zred. NAD: cytochrom с zawiera znaczne ilości żelaza związanego nie- 
hemowoi. Żelazo niehemowo związane w ykryto  następnie w dehydro­
genazie bursztynianow ej (60), dehydrogenazie kwasu orotowego (1), oksy­
dazie ksantynow ej (50, 51) i kom pleksach I, II i III łańcucha oddechowego 
(25, 26). Przypuszczano, że bierze ono udział w wiązaniu substra tu  bądź 
koenzymu (na przykład flawiny) przez białko enzym atyczne (34) lub 
udział w transporcie elektronów (25, 35, 68). Ostatnie przypuszczenie 
uzyskało już w  latach 1954— 1956 pewną podbudowę doświadczalną: 
w wielu pracow niach stw ierdzono, że form a zredukow ana dehydrogenazy 
zred. NAD zawiera dwa razy więcej żelaza zredukowanego niż forma 
utleniona. Nie można jednak wykluczyć chemicznej redukcji żelaza przez 
grupy tiolowe, lub zredukow aną form ę flaw iny (61). O udziale żelaza 
w przeniesieniu elektronów  jednoznacznie św iadczyłaby zmiana jego 
wartościowości w czasie reakcji zachodząca z szybkością równą szybkości 
reakcji enzym atycznej.

Równocześnie z  w ykryciem  żelaza niehem owo związanego w w ym ie­
nionych wyżej enzymach flawoproteidowych D a v e n p o r t ,  H i l l  
i W h a 1 1 e у (20) w yodrębnili z chloroplastów szpinaku ferroproteid, 
niezbędny do przeprow adzenia redukcji m ethem oglobiny (sztuczny akcep­
tor elektronów) przez naśw ietlane chloroplasty. Okazał się on identyczny 
z otrzym aną przez S a n  P i ę t r o  i L a n g a  (57) fotosyntetyczną re- 
duktazą nukleotydów  nikotynam idoadeninow ych. Podobne właściwości 
chemiczne do om awianego enzym u w ykazyw ały ferredoksyny z bakterii

* Mgr, Zakład E nzym atyki, Katedra Biochem ii, U n iw ersytet W arszawski, W ar­
szawa

W ykaz stosow anych skrótów: p-CM B — p-chlorortęciobenzoesan.
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beztlenowych (40, 41). Nazwa ferredoksyna początkowo nadana żelazo- 
proteidom  w yodrębnionym  z beztlenow ych bakterii została następnie 
rozszerzona i na enzym y z roślin zielonych, zaw ierające niehem owo 
związane żelazo o niskim  potencjale oksydoredukcyjnym .

W 1965 roku K i m u r a  i S u z u k i  (28, 64, 69) oraz niezależnie
O m u r  a i wsp. (44) otrzym ali z kory  nadnerczy ferropro teid  biorący 
udział w procesie hydroksylacji hormonów sterydow ych nadnerczy w po­
zycji 11 P i 18 (42, 44). Enzym  ten, w ykazujący szereg zbliżonych własności 
chemicznych do ferredoksyny nazw ano androdoksyną. Można zatem  roz­
różnić dwie grupy enzymów zaw ierających żelazo niehemoiwo związane: 
do pierwszej należą ferroflaw oproteidy, a do drugiej ferroproteidy nie 
zawierające flaw iny — ferredoksyny i androdoksyna. W szystkie te enzy- 
my w ykazują wiele wspólnych własności fizycznych i chemicznych, 
dlatego też w ysunięto przypuszczenie, że m ają one podobnie zbudowaną 
grupę prostetyczną zaw ierającą żelazo.

W artyku le  zostaną omówione niektóre własności wyżej w ym ienionych 
enzymów, w ynikające z obecności żelaza niehem owo związanego oraz 
budowa i rola 'tej nowo poznanej grupy prostetycznej.

I. Niektóre własności ferroproteidów przenoszących elektrony

We wszystkich poznanych dotychczas enzym ach zaw ierających że­
lazo związane niehemowo ulega ono odszczepieniu pod w pływ em  IN 
kwasu solnego lub innych kwasów m ineralnych z równoczesnym  w ydzie­
leniem równoważnych ilości siarkowodoru (38, 39, 56). Żelazo związane 
z enzymem nie ulega wym ianie z żelazem środowiska i jest konieczne do 
zachowania aktyw ności enzym atycznej. N iektóre ferroproteidy, jak  na 
przykład ferredoksyna czy androdoksyna, tracą żelazo w czasie dializy 
w roztw orach zaw ierających związki chelatujące m etale, inne, na przy­
kład dehydrogenaza zred. NAD, nie uw alniają żelaza naw et w czasie 
długotrwałej dializy w roztworze o-fenantroliny lub 8-hydroksychino- 
liny. Przyczyną tych  różnic może być różna dostępność centrum  zawie­
rającego żelazo.

W idma absorbcyjne enzymów ferroproteidow ych ferroflaw oproteido- 
w ych po w yelim inow aniu udziału absorbcji flaw iny są bardzo podobne. 
W form ie utlenionej m ają one m aksim a absorbcji przy 300— 330, 390— 
420, 450—460 i często szerokie pasmo przy 550 nm  (36, 65, 66). Po redukcji 
substratem  lub podsiarczynem  sodowym część pasm absorbcyjnych za­
nika lub ulega przesunięciom. Przykładem  może tu  być widmo zredu­
kowanej i utlenionej form y ferroproteidu otrzym anego z Azotobacter  
vinelandii (rysunek 1).

Potencjał oksydoredukcyjny om aw ianych enzymów w aha się w b a r­
dzo szerokich granicach: dla ferredoksyny z liści szpinaku wynosi —432

4* http://rcin.org.pl
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¥
mV, a d la androdoksyny + 164 mV. W ydaje się jednak, że zależy on 
w znacznej mierze od białka enzymatycznego. Zjawisko to spotyka się 
i w  innej grupie enzymów — wśród nie zaw ierających żelaza flawopro- 
teidów, które różnią się znacznie w artością potencjału oksydoredukcyj- 
nego, choć zaw ierają ten  sam koenzym. W tablicy 1 zestawiono niektóre 
własności fizykochemiczne poznanych dotąd ferroproteidów .

Jedną z bardzo ważnych właściwości fizycznych enzymów ferropro- 
teidow ych są ich własności param agnetyczne. Jednak ze względu na małą 
wartość podatności m agnetycznej pom iar jej nie mógł znaleźć zastosowa­
nia w charakterystyce tych  enzymów. Udało się to dopiero po wprowa-

nm
Rys. 1. Widmo absorpcyjne ferroproteidu otrzym anego z A zotobac ter  v inelandii  (58)

dzeniu spektroskopii elektronow ego rezonansu param agnetycznego (ERP). 
W 1960 roku w pracow ni B e i n e r t a  (8, 9, 13, 54) zaobserwowano 
w widmie ERP dehydrogenazy bursztynianow ej nieznany sygnał złożony 
z trzech pasm gx, gy i gz, z k tórych główne (gy) w ykazuje współczynnik 
rozszczepienia g =  1,94. W artość w spółczynnika niższa od wartości dla 
wolnego elektronu w ykluczała udział wolnych rodników w tworzeniu 
tego sygnału. Jak  w ykazano później dają go wszystkie zawierające zwią­
zane niehemowo żelazo enzym y po redukcji substratem  lub podsiarczy- 
nem sodowym. Sygnał ten  zanika po utlenieniu, a w większości p rzy­
padków można go obserwować ty lko  w  bardzo niskich tem peraturach 
(20— 140°K), gdyż z podwyższeniem tem peratu ry  pasmo absorpcji ulega 
znacznemu poszerzeniu i tym  sam ym  spłaszczeniu poza granice czułości 
obecnie dostępnych spektroskopów (10). Sygnał ten daje się stosunkowo 
łatwo zaobserwować w enzym ach ferroflaw oproteidow ych i androdo- 
ksynie, wiele trudności spraw iało natom iast jego w ykrycie w  widm ie

http://rcin.org.pl
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[5] ŻELAZO  NIEH EM O W E W EN ZY M A C H 375

ERP ferredoksyny. Jak  w ykazano niedaw no (46) w ynikało to  z faktu, że 
form a zredukow ana ferredoksyny pow stająca w reakcji ze zred. NADP 
ulega szybko utlenieniu przez w ytw orzony N A D P+. Dopiero dodanie 
do układu specyficznej NADP-azy rozkładającej tylko form ę utlenioną 
koenzym u umożliwiło w ykrycie w ferredoksynie sygnału g =  1,94. W id­
mo ERP ferredoksyny z Clostridium pasteurianum  przedstaw ia rysunek 2.

Pole magnetyczne w gausach

R ys. 2. W idmo ERP ferredoksyny z liśc i szpinaku (na osi rzędnych odłożono drugą
pochodną absorpcji) (46)

Odszczepienie żelaza od ferredoksyny powoduje zniszczenie sygnału 
ERP, podczas gdy dodanie żelaza i siarkow odoru do apoferredoksyny nie 
ty lko  przyw raca aktyw ność enzym atyczną, lecz również powstawanie 
sygnału g =  1,94. Dalszych dowodów, że sygnał ten  związany jest z obec­
nością żelaza dostarczyły pomysłowe doświadczenia przeprowadzone 
w pracowni В e i n e r a (58). Około 92%  żelaza występującego w n a­
turze stanowi izotop 56Fe, którego jądro ma spin rów ny zeru i dlatego jest 
diam agnetyczne. W ilości około 3%  w ystępuje izotop żelaza 57Fe, którego 
jądro  ma spin rów ny Ѵ2 i w ytw arza jądrow e pole m agnetyczne. Gdyby 
56Fe zastąpić 57Fe to wówczas podczas otrzym yw ania w idm a ERP ją ­
drowe pole m agnetyczne 57Fe mogłoby na skutek dwóch możliwych 
orientacji spinu jądrowego, zwiększać lub  zm niejszać zew nętrzne pole 
m agnetyczne i nastąpiłoby rozszczepienie lub poszerzenie pasm  absorpcji. 
W pracowni Beinerta otrzym ano z hodowanego na pożywce zawierającej 
57Fe Azotobacter vinelandii m etaloproteid wzbogacony w ten  izotop że­
laza do około 65%. Następnie oznaczonq jego widm o ERP. Z rysunku 
ЗА widać, że pasmo w widm ie tak  otrzym anego ferroproteidu z 57Fe jest 
znacznie szersze i bardziej spłaszczone w  porów naniu z pasm em  widma 
ferroproteidu zawierającego 56Fe. Widmo ERP ferroproteidu zaw ierają­
cego 56Fe i 57Fe obliczone teoretycznie przedstaw ia rysunek  3B. Zgodność 
ich z widm am i otrzym anym i doświadczalnie jest bardzo znaczna. Fakty  
doświadczalne wskazyw ały zatem  niezbicie, że żelazo w arunkuje  sygnał 
g =  1,94, nie usuw ały jednak trudności n a tu ry  teoretycznej.

Jak  wiadomo, żelazo posiada 26 elektronów , z k tórych 8 położonych 
na orbitalach 3d i 4s decyduje o jego chemicznych właściwościach. Roz­
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376 A . G A R D A S [6]

mieszczenie elektronów  we wszystkich m ożliwych stanach w alencyjnych 
jest następujące:

Fe0 ls 2 2s2 2p6 3s2 3p6
Fe+ ls 2 2s2 2p6 3s2 3p6
Fe2+ ls 2 2s2 Sp6 3s2 3p6
Fe3+ ls2 2s2 2p6 3s2 3p6

3d3 4s2 
3d6 4S1 
3d6 
3d5

C yfry 1, 2, 3, 4 oznaczają główną liczbę kwantową, litery  s, p, d 
poboczną liczbę kwantową, a cyfry po praw ej stronie u góry liczbę elek­
tronów  na danym  orbitalu . Pionową kreską oddzielono elektrony biorące 
udział w  tw orzeniu połączeń chemicznych żelaza. Pięć elektronów  że-

Pcle magnetyczne w gausach Pole magnetyczne kv gausach

Rys. ЗА. W idmo ERP ferroproteidów  otrzym anych z A zotobacter  v inelandi  (58) 
Linia przeryw ana — ferroproteid  zaw ierający 67Fe; Linia ciągła — e6Fe.

Rys. 3B. W idmo ERP obliczone teoretycznie przy założeniu, że żelazo jest atom em  
centralnym  kom pleksu dającego sygn ał g =  1,94 (58)

Linia przeryw ana — ferroproteid  zaw ierający 57Fe; Linia ciągła — S6Fe.

laza trójwartościow ego i po sześć elektronów  w pozostałych form ach znaj­
duje się na orbitalu  3s. O rbital ten  jest rozszczepiony na pięć rów nych 
pod względem energetycznym  poziomów, na k tó rych  może znajdow ać 
się łącznie 10 elektronów  — na każdym  po dwa o przeciw nie skierow a­
nych spinach. Ponieważ na orb italu  3d atom u żelaza znajdu je  się tylko 
6 lub 5 elektronów, nie wszystkie poziomy mogą być wypełnione. Możli­
we rozmieszczenie elektronów  na tym  orbitalu  przedstaw ia schem atycz­
nie tablica 2.

Stan, w którym  m ożliw ie.największa liczba elektronów ma spiny usta ­
wione równolegle cechuje się m aksym alnym  spinem  w ypadkow ym , toteż 
żelazo w  tym  stanie w ykazuje szczególnie duży param agnetyzm  (wysoki 
stan  spinowy). W stanie, w k tórym  najw iększa liczba elektronów  ma 
spiny ustaw ione antyrów nolegle (niski stan  spinowy) żelazo może być 
naw et diam agnetyczne. Pow staw anie sygnału ERP g =  1,94 nie może 
być uw arunkow ane obecnością żelaza dwuwartościowego w niskim  s ta ­

http://rcin.org.pl



[7] ŻEL.AZO NIEHEM OW E W E NZYM ACH 377

nie spinow ym  ze względu na jego diam agnetyzm , ani żelaza tró jw ar­
tościowego w  wysokim  stanie spinow ym  ze względu na kilkakrotnie 
większą w artość współczynnika rozszczepienia g od obserwowanej w  fer- 
roproteidach. Z rozważań teoretycznych w ynika, że również żelazo dwu-

F e 2+ F e 3+
Wysoki stan 

spinowy
Niski stan 

spinowy
Wysoki stan 

spinowy
Niski stan 
spinowy

Wyp et ni en i e 
orbitalów 3d

f ł ł ł

H  ł t H H  H ł t ł H t ł  t

Spin
sumaryczny

2 0 2 1/z 1/z

Moment
magnetyczny

5,2 -5,5 >  0 5,9 2,3-2,5

Sygnał ERP

9 =
2 — 6 ~2

Tablica 2. M ożliw e w yp ełn ien ia  orbitalów  elektronow ych żelaza dw u- i trójw arto­
ściow ego

wartościowe w wysokim  stanie spinow ym  nie  może dawać sygnału 
g =  1,94, daje go natom iast żelazo trójw artościow e w niskim  stanie spi­
nowym. N atom iast fak ty  doświadczalne w ykazują w yraźnie, że om awia­
ne ferroproteidy dają sygnał ERP g =  1,94 tylko w form ie zredukowanej. 
Sprzeczność tę rozwiązał dopiero m odel budowy centrum  aktyw nego 
ferredoksyny zaproponow any przez B r i n t z i n g e r a  i wsp. (18), 
om awiany w następnym  rozdziale.

II. Sposób powiązania żelaza z białkiem enzymatycznym

Żelazo tworzy z innym i atom am i kom pleksy o budowie czworo- lub 
ośmiościanu, to znaczy, że cztery  lub sześć atomów wchodzących w skład 
kompleksu jest ułożone wokół centralnego atom u żelaza wzdłuż dwóch 
lub trzech wzajem nie prostopadłych osi. Rozszczepienie w idm a ERP na 
trzy  pasm a gx, gy i gz (rysunek 2) w skazuje na czworościenną budowę 
kompleksu żelaza z białkiem . Początkowo ugrupow aniam i wiążącymi 
w ydaw ały się grupy tiolowe cysteiny, bowiem ich zablokowanie przez

http://rcin.org.pl



378 A . G A R D A S [8]

p-chlorortęciobenzoesan (p-CMB) powodowało u tra tę  aktyw ności enzy­
m atycznej i uwolnienie żelaza. Zwrócono jednak  uwagę, że we w szyst­
kich enzymach zaw ierających żelazo związane niehem owo w ystępują 
tak  zwane labilne grupy tiolowe, k tó re  w  kw aśnym  środowisku ulegają 
odszczepieniu w postaci siarkow odoru z równoczesnym  odłączeniem  
żelaza (14, 29, 30, 32, 49, 65, 71). Stosunek zaw artości żelaza związanego 
niehemowo do zawartości labilnych grup tiolowych wynosi w edług w ięk­
szości autorów  1 : 1 (14, 23, 29, 30, 49, 67), chociaż znajdow ano stosunek 
wyższy (71) i niższych (32). Udział siarki w wiązaniu żelaza z białkiem  
potwierdziło badanie otrzym anych z Azotobacter vinelandii i Pseudomo- 
nas putida  ferroproteidów , w  których siarkę 32S zastąpiono izotopem 33S 
drogą hodowli na  pożywce zaw ierającej cięższy izotop. Badania widm 
ERP ferroproteidów  zaw ierających siarkę 32S i 33S (spin jądrow y 3/г) 
w ykazały całkowitą zgodność z w idm am i obliczonymi teoretycznie przy 
założeniu, że żelazo tw orzy sym etryczny kom pleks z grupam i -SH (21, 27).

Jednak  nadal nie była zrozum iała właściwość chemiczna labilnych 
grup tiolowych, ponieważ nie znano organicznych związków siark i od- 
szczepiających siarkow odór w  kw aśnym  środowisku. W ysunięto przeto 
przypuszczenie, że dwa atom y siarki tworzące kom pleks z żelazem po­
chodzą od dwóch reszt cysteiny, natom iast dwa — od siarki nieorganicz­
nej (30, 31, 47, 67). Kompleks taki w  kw aśnym  środowisku ulegałby 
rozbiciu z uwolnieniem  siarkowodoru i równoczesnym  oderw aniem  że­
laza. Model budowy centrum  aktyw nego ferredoksyny przedstaw iony na 
schemacie zaproponowali B l o m s t r o m  i wsp. (14).

Na podstaw ie badań kom pleksu estru  m etylowego cysteiny z solą 
M ohra В а у e r  i wsp. (4, 53) w ysunęli inną  hipotezę. Stw ierdzili oni, że 
kom pleks ten  daje widm o ERP podobne do w idm a białek zaw ierających 
żelazo niehem owe związane, a uw alnia siarkow odór po zakwaszeniu śro-

Schem at 1. M odel budow y ferredoksyny zaproponow any przez B l o m s t r o m a
i w sp. (14)

U zupełniono sym bolam i am inokw asów  używ anym i przez W e l l n e r a  i M e i s t e r a  (70)
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[9] ŻELAZO  NIEH EM O W E W ENZYM ACH 379

dowiska. Autorzy uw ażają, że kompleks ten  może być trak tow any  jako 
związek modelowy białek zaw ierających niehemowo związane żelazo 
i przypuszczają, że żelazo łączy się z białkiem  wyłącznie za pomocą grup 
tiolowych cysteiny. Ich labilność byłaby uw arunkow ana, tak  jak w kom­
pleksie m etylocysteiny z solą M ohra w ytw orzeniem  kom pleksu z żela­
zem. Odszczepienie w  kw aśnym  środowisku jednej z czterech grup  tiolo­
w ych tworzących kompleks powodowałoby uwolnienie żelaza i tym  sa­
m ym  zapobiegałoby dalszemu odszczepianiu siarkowodoru. Zgodnie z tą 
hipotezą podczas odszczepiania labilnych grup tiolowych powinna zacho­
dzić przem iana cysteiny w  dehydroalaninę. W ym ienieni autorzy stw ier­
dzili istotnie w hydrolizacie ferredoksyny, z której odszczepili labilne 
grupy tiolowe, spadek zawartości cysteiny a przyrost zawartości dehy- 
droalaniny (oznaczanej jako przyrost alaniny w stosunku do kontroli po 
redukcji hydrolizatu borowodorkiem  sodowym) przy niezm ienionych sto­
sunkach innych aminokwasów (4). '

Jednakże M a l k i n  i R a b i n o w i t z  (36) nie mogli stw ierdzić 
zwiększenia zaw artości dehydroalaniny w  hydrolizacie ferredoksyny po 
odszczepieniu labilnych grup tiolowych. W ykazali oni, że apoferredoksy- 
na otrzym ana w w yniku równoczesnego odszczepienia żelaza i labilnych 
grup tiolowych daje się reaktyw ow ać przez dodanie jonów żelazawych, 
siarczku sodowego i 2-merkaptoetanoilu (37). Uw ażają oni zatem , że 
doświadczenie ich przem awia za nieorganicznym  pochodzeniem labilnych 
grup tiolowych. W niosek ten  byłby jednak o tyle słuszny, gdyby praw ­
dziwe było założenie, że usunięcie siarkowodoru z reszt cysteiny jest

ПІ

I I

IV

Schem at 2. M odel budowy centrum  aktyw nego enzym ów  oksydoredukcyjnych  
zaw ierających żelazo niehem ow o zw iązane, wg’ B r i n t z i n g e r a  i w sp. (18).

I i II — form y u tlen ion e enzym u, III i IV — form y zredukow ane enzym u

http://rcin.org.pl
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procesem nieodw racalnym , co ostatnio zostało zakwestionowane przez 
G e r s o n d e  i D r u s k e i t a  (24).

W świetle przytoczonych faktów  w ydaje się, że hipoteza В а у e r a 
i wsp. (3, 4, 5) o cysternowym  pochodzeniu labilnych grup tiolowych 
jest obecnie najbardziej prawdopodobna. Za tą  hipotezą przem aw iają 
również wyniki doświadczeń S u z u k i  i K i m u r y  (65), którzy usi­
łując .znaleźć związek m odelowy enzymów zaw ierających niehem owo 
związane żelazo, inkubowali album inę surowiczą wołu z solą M ohra 
w obecności m erkaptoetanolu. O trzym ali oni kom pleks album ina-żelazo, 
zaw ierający równoważne ilości żelaza i labilnych grup tiolowych, o w id­
mie ERP bardzo zbliżonym do widm a ferredoksyny. Rysunek 5 przedsta­
wia schem atycznie budowę centrum  aktyw nego om aw ianych enzymów 
proponowaną przez B r i n . t z i n g e r a  i wsp. (18).

Schem at ten  jest zgodny z założeniem, że tylko trójw artościow e żelazo 
w niskim  stanie spinowym  daje sygnał ERP g =  1,94, a wszystkie atom y 
siarki tworzące kompleks pochodzą z reszt -SH cysteiny. Zarówno u tle ­
niona (I) jak  i zredukow ana form a enzym u (III) zaw ierają tró jw artościo­
we żelazo, przy czym w form ie utlenionej w skład kom pleksu wchodzą 
dwa atom y Fe3+, natom iast w form ie zredukow anej jeden atom  Fe3+ 
i jeden atom  Fe24-. Kompleksowi utlenionem u można przypisać dwie 
nie dające się rozróżnić pod względem chem icznym  stru k tu ry  graniczne 
I i II, z k tórych II jest diam agnetyczna a w  I może następować w ym iana 
energii między dwoma niesparow anym i elektronam i obu atomów żela­
za, co powoduje znaczne spłaszczenie pasma absorpcji, uniem ożliw iające 
jego wykrycie, lub zanik pasma w widm ie ERP. Form a zredukow ana ma 
również dwie form y graniczne III i IV, przy czym obie z nich posiadają 
po jednym  niesparow anym  elektronie i mogą dawać sygnał g =  1,94. 
Model ten  zgadza się zarówno z danym i teoretycznym i, jak  również 
wyjątkowo' dobrze tłum aczy szereg obserwowanych, a dotąd n iew yjaś­
nionych faktów doświadczalnych. Na przykład żelazo odszczepione od 
ferredoksyny i innych m etaloproteidów zaw iera zawsze 50‘°/o form y zre­
dukowanej żelaza i 50°/o form y utlenionej. Badanie w idm  M ossbauera 
utlenionej i zredukow anej form y ferredoksyny otrzym anej z liści szpi­
naku (55) wykazało, że ty lko jeden atom  żelaza jest redukow any podczas 
reakcji enzym atycznej, przy czym  z dwoma molami zredukow anej fe rre ­
doksyny reaguje ty lko jeden mol NADP+ dając jeden mol zred. NADP. 
Przyczyna tych faktów  sta je  się oczywista gdy patrzym y na przedsta­
wiony model budowy cen trum  aktyw nego zredukow anej form y enzymu.

III. Rola biologiczna

Dzięki spektroskopii elektronowego rezonansu param agnetycznego 
stwierdzono, że żelazo niehem owo związane w enzym ach ulega redukcji 
w czasie reakcji enzym atycznej. Jednak  dla udowodnienia udziału że­
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laza w procesie transportu  elektronów, należało zmierzyć szybkość 
jego redukcji i wykazać, że jest ona równa szybkości reakcji enzym atycz­
nej. Było to o tyle trudne, że sygnał ERP można mierzyć w bardzo n i­
skich tem peraturach, w których reakcje enzym atyczne już nie zachodzą. 
B r a y  (15, 16) opracował taką technikę szybkiego mieszania enzymu 
z substratem  i następnie zam rażania m ieszaniny reakcyjnej, że czas, jaki 
upływ a od m om entu dodania substra tu  do całkowitego przerw ania reak ­
cji enzym atycznej przez zamrożenie, jest k ilkakro tn ie krótszy niż jeden 
cykl badanej reakcji. Zastosowanie tej techniki pozwala na pom iar widma 
ERP po upływie 10 m ilisekund od chwili dodania substratu . Zatem  gdy 
czas reakcji enzym atycznej wynosi około 100 m ilisekund, można prze­
prowadzić badanie k inetyki redukcji kom pleksu żelazo-grupy tiolowe. 
B adania takie w ykazały zgodność szybkości reakcji enzymatycznej 
z szybkością pow staw ania sygnału ERP g =  1,94, czyli szybkością re ­
dukcji kom pleksu żelazo-grupy tiolowe, dla oksydazy ksantyny (17, 45) 
dehydrogenazy kwasu orotowego (1) i cząstek m itoehondrialnych (7, 11).

Dla dehydrogenazy zred. NAD nie można było przeprowadzić odpo­
w iednich doświadczeń z powodu krótszego niż 10 m ilisekund cyklu reak ­
cji. Dlatego też B e i n e r t  i w s p .  (12) zastosowali jako substrat zred. 
NADP, dla którego czas jednego cyklu reakcji jest około stukrotnie w ięk­
szy. O trzym ane wyniki w ykazały całkow itą zgodność szybkości redukcji 
flaw iny z szybkością powstawania sygnału ERP g =  1,94. Z obliczeń 
ilości żelaza z intensywności pasm a absorbeji w widm ie ERP wynikało 
jednak, że ilość żelaza dającego sygnał g =  1,94 stanowi itylko około 10% 
ogólnej zawartości żelaza dehydrogenazy zred. NAD. Obliczenia te są 
jednak obarczone znacznym  błędem. Ponadto natyw ność otrzym yw a­
nych obecnie dehydrogenaz zred. NAD jest spraw ą sporną. Zawartość 
żelaza związanego niehemowo jest jednak w łańcuchu oddechowym tak 
duża (na przykład 24 atom y żelaza na' mol flaw iny w kompleksie I), że 
w ydaje się możliwy jego udział w  innych procesach poza transportem  
elektronów (48). Również w innych enzymach oksydoredukcyjnych za­
w ierających żelazo niehem owo związane, na przykład w  ferredoksynie 
(22, 57), nie można wykluczyć udziału żelaza w zapew nieniu odpowied­
niej konform acji lub w wiązaniu substratu . Jednakże udział żelaza niehe- 
mowego w przenoszeniu elektronów  nie ulega dzisiaj najm niejszej 
wątpliwości, a kompleks żelazo-grupy tiolowe stanowi nową grupę pro- 
stetyczną enzymów oksydoredukcyjnych.
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Pnst.  Biochem.  15, 385—396 (1969).

JO L A N T A  S K A N G IE L -K R A M S K A  *

Własności i biologiczna rola izoenzymów

Properties and Biological Function of Isoenzymes

The properties, b iological function  and g’enetic control of synthesis of some 
isoenzym es are described.

W roku 1950 M e i s t e r  (43) zaobserwował, że w preparatach k ry ­
stalicznej dehydrogenazy mleczanowej z serca wołu znajdują  się dwa 
składniki różniące się ruchliwością elektroforetyczną. Dwa lata później 
N i e 1 a n d s (44) stw ierdził, że oba składniki m ają tę sam ą aktyw ność 
enzym atyczną. W ten sposób w ykryto , że enzym y katalizujące ściśle 
określoną reakcję w danym  organizm ie mogą być heterogenne. Zagad­
nienie heterogenności enzymów omówiła S z u m i e l  w Postępach Bio­
chemii (58).

Dla określenia różnych form  m olekularnych, w jakich może w ystępo­
wać enzym  w obrębie jednego organizm u bądź gatunku, M а г к e r t 
i M o l i e r  (39) zaproponowali nazwę izozymy. Term in izoenzymy 
uznano za równocenny. Obecnie znanych jest około 50 enzymów w ystę­
pujących w postaci izoenzymów. Reprezentują one niem al wszystkie 
klasy enzymów: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, izomerazy. 
Zjawisko w ystępow ania izoenzymów obejm uje swym  zasięgiem zarówno 
zwierzęta, rośliny jak i m ikroorganizm y (14).

I. Budowa izoenzymów

Najlepiej poznano izoenzymy dehydrogenazy mleczanowej. In ten ­
sywne badania rozpoczęły się od obserw acji P f l e i d e r e r a  i J e c -  
k e 1 a (49), że dehydrogenaza mleczanowa (LDH) mięśni szkieletowych

*Mgr, Zakład Biochem ii, Instytut B iologii D ośw iadczalnej im. M. N enckiego  
Polska A kadem ia Nauk, W arszawa.

W ykaz stosow anych skrótów: LDH — dehydrogenaza m leczanow a, MDH — de­
hydrogenaza jabłczanowa, IDH — dehydrogenaza izocytrynianow a, AChE — esteraza  
acetylocholinow a, NHD — nikotynam idohipoksantynow y dw unukleotyd.
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szczura ma odm ienne własności kinetyczne od enzym u z mięśnia serco­
wego. Rozdział elektraforetyczny LDH z tkanek  szczura, królika i czło­
wieka wykazał obecność pięciu aktyw nych form  tego enzym u (61). Izo- 
enzym o najw iększej ruchliwości w  k ierunku  anody oznaczono jako 
izoenzym — 1, a o najm niejszej ruchliwości jako izoenzym — 5. Stw ier­
dzono, że aktywność enzym atyczną LDH w  m ięśniu sercowym  w arunkuje 
przede wszystkim  izoenzym — 1, natom iast w m ięśniach szkieletowych 
izoenzym — 5.

Wraz ze w zrostem  ruchliwości elektroforetycznej izoenzymy LDH 
w ykazują stopniowe zm iany szeregu własności, m iędzy innym i w rażli­
wości na działanie inhibitorów, stabilności w podwyższonej tem peratu ­
rze, powinowactwa do substra tu  (tablica 1) (62).

Tablica 1

Porównanie własności izoenzymów LDH ssaków (wg 62)

Badana właściwość
Izoenzym

LDH-5 LDH-4 LDH-3 LDH-ą LDH-1

Hamowanie siarczkiem(%) 31—37 42—48 47—53 62—78 69—75
Półokres denaturacji w
50°C (min) 3 10 40 100 oo
Optymalne stężenie piro­
gronianu (M) 1.2 x 10-3 -------- * 0 .5 Х І0 -3
Wzrost szybkości reakcji
przy podniesieniu tempe­
ratury o 10°C 1,5 -------- ► 2.1

Gradacja własności izoenzymów LDH ujaw nia się również w przy­
padku gdy zam iast NAD stosuje się jego analogi (13). Pom iary aktyw ­
ności izoenzymów dehydrogenazy mleczanowej przy  użyciu jako koen­
zymu dw unukleotydu nikotynam idohipoksantynow ego (zred. NDH) 
w skazują, że poszczególne izoenzymy w  różnym  stopniu w ykorzystują 
analogi naturalnego koenzymu (tablica 2).

Z testów  imm unologicznych wynika, że LDH-1 i LDH-5 są różnymi 
białkam i. P l a g e l m a n n  i wsp. (52), używ ając przeciwciał działają­
cych na typ m ięśniowy LDH królika, stw ierdzili, że przeciwciała te pre- 
cypitu ją izoenzym — 2, 3, 4 i oczywiście 5. Przeciw ciała działające na 
LDH-1, reagow ały również z LDH-4, 3, 2. Podobne w yniki uzyskano 
także na innym  m ateriale  (13, 34, 46, 47). Z jawisko to tłum aczą wyniki 
prac A p p e ł l i  i M a r k e r t a  (2) oraz C a h n a  i wsp. (13). Autorzy 
ci stosując 12M mocznik, względnie 5M chlorowodorek guanidyny z do­
datkiem  m erkaptoetanolu otrzym ali cztery nieaktyw ne polipeptydy. Za­
obserwowane różnice ruchliwości elektroforetycznej świadczyły, że uzy­
skuje się dwojakiego rodzaju podjednostki. Izoenzym — 1 zawiera tylko
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jeden rodzaj podjednostek,. k tóre oznaczono jako H (ang. heart), ponie­
waż izoenzym  ten  przeważa w sercu. Natom iast LDH-5 składa się z czte­
rech identycznych podjednostek drugiego rodzaju, które oznaczono jako

Tablica 2

Aktywność izoenzymów LDH przy zastosowaniu jako koenzymu dwunukleotydu nikotynamido 
hypoksantynowego (zred. NHD) względem aktywności z zred. NAD (wg 13)

Izoenzym Mięsień szkieleto­
wy wołu

Serce wołu

LDH-1 2,78 2-50
LDH-2 1-83 1-74
LDH-3 1-23 1-29
LDH-4 0 7 0 0-78
LDH-5 0-53 —

Stężenie pirogronianu 3,3 X 10~4M przy stosowaniu zred. NHD i 10 X 10~2M przy zred. NAD.

M (ang. muscle). W ymienieni autorzy w ysuw ają pogląd, że podjednostki 
H i M mogą łączyć się ze sobą, w ytw arzając aktyw ne tetram etryczne 
hybrydy LDH-2, LDH-3 i LDH-4 o własnościach pośrednich (schemat 1).

Schem at 1. T etram eryczna budowa izoenzym ów  LDH. 
P rostokąty  puste — podjednostk i H, P rostokąty  pełne — podjednostk i M

W edług J a e n i c k e a  i K n o p f a  (30) ciężar cząsteczkowy LDH w y­
nosi 142 000, a ciężar cząsteczkowy podjednostek około 35 000. Podjed­
nostki H i M różnią się składem  am inokwasowym  (19, 50, 51, 61) (tabli­
ca 3). Za tetram eryczną budową LDH przem aw iają również i inne dane: 
jeden mol enzym u wiąże w przybliżeniu cztery mole NAD (59), a w ro­
dzimym enzymie znaleziono cztery  wolne grupy -SH (16).

Pięknego potwierdzenia tetram erycznej budowy izoenzymów LDH 
dostarczyły doświadczenia M a r k e r t a  (36). Działanie IM NaCl oraz

http://rcin.org.pl



388 J. SK A N G IE L -K R  A M SK A [4]

zam rażanie oczyszczonych izoenzymów LDH, pochodzących z różnych 
tkanek  wolu, powoduje rozpad na m onom ery. P rzy  rozm rażaniu zacho­
dzi ponowne połączenie monomerów z w ytw orzeniem  aktyw nych te tra -  
merów. Gdy zmieszano jednakow e ilości izoenzymów LDH-1 i LDH-5 
i  poddano je powyższej procedurze otrzym ano pięć izoenzymów (rysunek 
1). Izoenzymy te w ystępow ały w stosunkach 1 : 4 : 6 : 4 : 1. Proporcje te

Tablica 3
Porównanie składa aminokwasowego izoenzymów LDH z mięśni wołu (wg 36)

Aminokwas

Liczba reszt aminokwasowych na 
cząsteczkę enzymu*)

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
Izoleucyna 86 73
Leucyna 130 118
Tyrozyna 26 35
Fenyloalknina 19 26

*) Przyjęto, że ciężar cząsteczkowy enzymu wynosi 135 ООО, a każdy izoenzym zawiera 12 reszt cysteiny i 30 reszt try- 
ptofanu

świadczą o losowym łączeniu się pod jednostek w aktyw ne tetram ery . 
Podobne stosunki znaleziono również w  w arunkach naturalnych  na przy­
kład  w mózgu ludzkim  (56).

W niektórych przypadkach nie udało się wykazać żadnych różnic 
m iędzy izoenzymam i poza odm ienną ruchliwością w  polu elektrycznym . 
Jako przykład mogą służyć form y m itochondrialnej dehydrogenazy jabł- 
czanowej (MDH) kurczęcia uzyskiw anej w w yniku rozdziału elektrofo- 
retycznego czystego enzymu. К  i 11 o i wsp. (32) przypuszczają, że 
poszczególne form y różnią się od siebie tylko konform acją i dlatego 
nazw ali je konform eram i. Jednakże S c h e c h t e r  i E p s t e i n  (53) 
wykazali, że odw racalna denatu racja  takich izoenzymów w 6M chloro­
wodorku guanidyny nie w yw ołuje zmian w rozmieszczaniu się izoenzy­
mów podczas elektroforezy. W ynik ten sugeruje, że przyczyną różnej 
ruchliwości jest nie tylko konform acja, lecz i jakieś inne czynniki.
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II. Rola izoenzymów w kontroli metabolizmu wewnątrzkomórkowego

Odm ienne własności kinetyczne poszczególnych izoenzymów w połą­
czeniu z danym i o ich rozmieszczeniu w  różnych tkankach sugerują, że 
charakterystyczny skład izoenzym atyczny jest związany z funkcją tk an ­
ki (37, 38). Różnice w  stopniu ham ow ania LDH-1 i LDH-5 przez piro­
gronian stały  się podstaw ą w ysuniętej przez grupę K a p ł a n a  koncep­
cji o fizjologicznej roli tych dwóch podstawowych izoenzymów (13).

a b c
Rys. 1. Obraz rozdziału elektroforetycznego trzech preparatów  LDH, uzyskany

przez M a r k e r t a  ( wg 36) 
a — LDH-5; b — m ieszanina utw orzona po zm ieszaniu jednakow ych  ilości LDH-1 i LDH-5;

с — LDH-1; 0 — lin ia startu .
к

LDH-1 ham owana jest przez stężenie 10- 2 M pirogronianu (13, 40, 52), 
natom iast LDH-5 jest m niej wrażliwa na wzrost stężenia tego substra tu  
(rysunek 2).

Form a LDH-1 w ystępuje w sercu, gdzie jest stałe zapotrzebowanie na 
energię. Ciągłość dostawy energii zapewniona jest przez utlenianie piro­
gronianu w cyklu kwasów trójkarboksylow ych. Hamowanie aktyw ności 
LDH-1 przez substra t w stężeniu 10~2 M sprzyja całkowitem u utlenieniu 
pirogronianu. LDH-5 stanow i główny składnik LDH w  m ięśniach szkie­
letowych, w których w ystępują okresy względnego niedotlenienia. Do­
datkow a energia potrzebna do skurczu m ięśnia dostarczana jest dzięki 
glikolizie. W procesie tym  w ytw arzają się znaczne ilości pirogronianu, 
który następnie redukow any jest do mleczanu. Mleczan przenika do
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krwiobiegu, gdzie jest dalej m etabolizowany. W ten sposób fizjologicz­
ne własności serca i m ięśni szkieletow ych znajdują  swój w yraz we w ła­
snościach odpowiadających im izoenzymów.

Dalsze prace potw ierdziły hipotezę, że form a złożona z czterech pod­
jednostek H przystosow ana jest do działania w  w arunkach  tlenowych, 
natom iast form a LDH-5 nie jest ściśle uzależniona od dostaw y tlenu. 
Porów nanie izoenzymów mięśni piersiow ych sporadycznie i krótko f ru ­
w ających ptaków  (kura, głuszec) i p taków  fruw ających często i długo 
(kolibry, burzyki) wykazało u tych ostatnich przewagę pod jednostek 
typu  H (64). Z danych B o n a v i t y  (9) o rozmieszczeniu izoenzymów 
dehydrogenazy m leczanowej w  tkance nerw owej w ynika, że więcej 
LDH-1 jest w mózgu niż w obwodowym  układzie nerw ow ym . Jak  w ia­
domo mózg jest tkanką szczególnie w rażliw ą na niedotlenienie. Ten sam

Stężenie pinogronianu (*10 4M)

Rys. 2. W pływ  stężen ia  pirogronianu sodu na aktyw ność LDH-1 i LDH -5 (w g 13) 
Kółka pełne LDH-5, kółka puste LDH-1

autor wiąże zwiększanie się ilości podjednostek H w nerw ach obwodo­
wych zwierzęcia po przejściu do życia pozapłodowego ze zm ianą stopnia 
dotlenienia organizm u (10).

F r i t z (22) w ykazał, że izoenzym LDH-5 z m ięśni szkieletowych 
królika jest aktyw ow any przez m etabolity cyklu kwasów tró jkarboksy- 
lowych. Po dodaniu jednego z tych aktyw atorów  krzyw a nasycenia pi- 
rogronianem  zmienia kształt z sigm oidalnej na hiperboliczną. Ogrzewanie 
LDH-5 przez 3 m inuty  w tem peraturze 40°C znosi ten efekt. Izoenzym — 
1 nie w ykazuje tych własności.

Z uzyskanych danych w ynika, że LDH-5 jest enzym em  allosterycz- 
nym. A utor sądzi, że ak tyw acja  tego izoenzymu przez m etabolity  cyklu 
Krebsa może być czynnikiem  w pływ ającym  na grom adzenie się m leczanu 
w mięśniach przy niedoborze tlenu.

Również zm iany w składzie izoenzym atycznym  LDH podczas snu 
zimowego u  susła sugerują, że wzrost ilości podjednostek M podczas 
hibernacji jest związany z adaptacyjnym i zm ianam i m etabolicznym i (12).

N ajdokładniej przebadane obok izoenzymów dehydrogenazy m lecza­
nowej są różne form y esteraz (7, 27, 63). Rola większości poznanych izo-
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enzymów esteraz w m etabolizmie nie jest całkowicie wyjaśniona, n ie­
znane są również ich natu ra lne  substraty . Z tego względu stosowanie 
term inu  izoenzym w tych przypadkach budzi wątpliwości (3).

Szczególne miejsce wśród esteraz zajm uje esteraza acetylocholinowa 
(AChE), enzym o w yraźnej specyficzności substratow ej. B e r n s o h n  
i В a r  r  o n (6) wykazali obecność trzech izoenzymów AChE w mózgu 
ssaków. M a y n a r d  (42) zaobserwowała wybiórczy w pływ  Tritonu  
Х-100  na aktywność izoenzymu o najm niejszej ruchliwości w kierunku 
anody. N i e m i e r k o  i L u b i ń s k a  (45), na podstawie zachowania 
się AChE w nerw ach obwodowych po ich przecięciu, sugerują obecność 
dwóch form  tej esterazy, powiązanych z różnym i struk tu ram i aksonu.

W ystępowanie różnych izoenzymów w obrębie jednej kom órki może 
wiązać się z rolą poszczególnych organelli. D ehydrogenaza jabłczanowa 
w ystępująca w m itochondriach ma odmienne własności od form y znajdu­
jącej się we frakcji rozpuszczalnej. Nasunęło to przypuszczenie, że en­
zym m itochondrialny, k tóry  ham ow any jest przez szczawiooctan, pro­
wadzi reakcję w kierunku utleniania jabłczanu i redukcji NAD, a dehy­
drogenaza jabłczanowa rozpuszczalna bierze udział w redukcji szczawio­
octanu (31) (schemat 2). Rola tych dwóch form  dehydrogenazy jabłcza- 
nowej uw ypukla się w zestawieniu z faktem  ograniczonej przepuszczal­
ności błon m itochondrialnych dla jabłczanu (24).

Schem at 2. D ziałanie m itochondrialnej i rozpuszczalnej dehydrogenazy jabłczanowej
(wg 31)

A — przestrzeń pozam itochondrialna, В — m itochondrium

Własności kinetyczne dwóch form  transam inazy glutam inian:piro- 
gronian (alaninowej) (65) oraz dwóch izoenzymów transam inazy glutam i­
nian :szczawiooctan, (asparaginianowej) (11, 41) wskazują, że form y 
w ystępujące w m itochondriach katalizują reakcję tw orzenia się keto- 
kwasów z odpowiednich aminokwasów, natom iast w ystępujące w cyto- 
plazm ie reakcję odw rotną — pow staw ania aminokwasów z odpowiednich 
ketokwasów. Może najw yraźniejszym  przykładem  kontroli m etabolicz­
nej, spraw owanej przez izoenzymy, jest opisana przez S t a d t m a n a  
i wsp. (57) regulacja m etabolizm u asparaginianu u E.coli. Asparaginian 
jest prekursorem  trzech aminokwasów: izoleucyny, treoniny  i m etioniny
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(schemat 3). M echanizmem regulującym  biosyntezę tych  aminokwasów 
jest sprzężenie zwrotne. Ham owaniu syntezy dwóch z tych am inokw a­
sów przez nadm iar trzeciego zapobiega obecność trzech różnych izoenzy­
mów kinazy asparaginianow ej, z k tórych  każdy ham ow any jest przez 
nadm iar innego am inokwasu (48, 57).

Asparaginian
i

4-{ osf o-asparaginian
4, zred. NADP 

Aspartylo-P-semialdehyd
4, ->• -»  -»■ Lizyna
4 . zred. NADP 

Metionina < - 4 - 4 -  Homoseryna ->  ->  Treonina

Schem at 3. Drogi biosyntezy lizyny, m etion iny i treon iny z asparaginanu

III. Genetyczna kontrola syntezy izoenzymów

W ystępowanie w obrębie jednego gatunku zwierząt enzymów w róż­
nych form ach m olekularnych spowodowało konieczność zrewidowania 
poglądu, że jeden gen kieruje syntezą jednego enzymu. Stosując m etodę 
tzw. zymogramów — w ykryw ania aktyw ności enzym atycznej bezpośred­
nio na podłożu elektroforetycznym  (28) — udało się uzyskać szereg do­
wodów na wielogenową kontrolę syntezy jednego enzymu. S h a w  
i B a r t o  (55), badając zm iany w  obrazie elektroforetycznym  LDH róż­
nych genetycznych odm ian myszy, zaobserwowali, że zmianie ulega poli- 
peptyd H. Cztery spośród pięciu izoenzymów m iały zmienioną ruch li­
wość w porównaniu z odm ianą dziką, p rzy  niezm ienionej ruchliwości 
podjednostki LDH-5. Stwierdzono również, że podczas elektroforezy LDH 
z osobników heterozygotycznych pod względem alleli, k ierujących syn­
tezą LDH, ujaw niały  się dodatkow e pasm a obok pasm w ystępujących na 
obrazie elektroforetycznym  LDH rodziców. Pasm a te odpowiadały kom­
binacjom  norm alnych i zmienionych polipeptydów. Form a LDH-1 w y­
stępowała w postaci pięciu pasm, podczas gdy LDH-5 jako jedno pasmo. 
W skazuje to, że synteza podjednostek H i M jest kontrolow ana przez dwa 
różne geny.

Ciekawych danych dostarczyli Z i n k h a m  i wsp. (66, 67). W ykryli 
oni, że LDH z jąder ptaków  i człowieka w ykazuje obecność jeszcze jed­
nej form y m olekularnej — LDH-X, o ruchliwości pośredniej między 
LDH-3 a LDH-4. Dysocjacja i reasocjacja w ykazały, że form a LDH-X 
złożona jest z czterech identycznych monomerów różnych od H i M. A u­
torzy w nioskują zatem, że synteza podjednostek X znajduje się pod kon­
trolą oddzielnego locus genowego.

M а г к e r  t (38) przypuszcza, że we wczesnych stadiach ewolucji
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jeden gen w arunkow ał syntezę jednego łańcucha polipeptydowego. Po- 
lipeptyd taki mógł łączyć się z podobnymi łańcucham i tworząc polimery. 
D uplikacja genu, wyw ołana na przykład przez niehomologiczny cros- 
sing-оѵег, nie zm ieniała pow stających polimerów. Jeśli jednak zaszła 
m utacja jednego z dwóch genów, zaczynały pojawiać się dwa różne po- 
lipeptydy, które w w yniku polim eryzacji daw ały różne izoenzymy. Ta 
hipoteza odnosi się również do genów, kontrolujących syntezę hemoglo­
biny (29) oraz innych białek złożonych.

Jednakże niektóre fak ty  świadczą o kontroli syntezy izoenzymów 
niektórych enzymów przez jeden gen. Jeśli bowiem m utacja  powoduje 
zmianę ruchliwości elektroforetycznej wszystkich uzyskanych przy roz­
dziale form  badanego enzymu, to  przynajm niej część cząsteczki każdego 
z izoenzymów musi się znajdow ać pod kontrolą tego samego genu. 
U E.coli na przykład pojedyncza m utacja  powoduje zmianę ruchliwości 
wszystkich form  fosfatazy alkalicznej, co sugeruje, że ich synteza znaj­
duje się pod kontrolą jednego genu (4). Doświadczenia genetyczne w y­
kazały, że również produkcja różnych form  esteraz u szczepu 1 Tetrahy-  
mena pyrijormis  kontrolow ana jest przez ten sam  gen (1).

Liczne dane świadczą o pod jednostkowej s truk tu rze  innych izoen­
zymów. Większości dowodów na podjednostkow ą budowę izoenzymów 
dostarczyły badania genetyczne (54). Na przykład myszy heterozygotyczne 
dla alleli kontrolujących syntezę dehydrogenazy izocytrynianow ej (IDH), 
zależnej od NADP, w ykazują obecność trzech form  rozpuszczalnych tego 
enzymu. Form y te pojaw iają się w  proporcji 1 : 2 : 1 .  Homozygotyczne 
m yszy rodzicielskie m ają tylko jedną form ę rozpuszczalnej IDH. Można 
zatem  sądzić, że rozpuszczalne izoenzymy dehydrogenazy izocytryniano­
wej zależnej od NADP są złożone z dwóch podjednostek łączących się 
w sposób przypadkow y z w ytw orzeniem  trzech różnych cząsteczek AA, 
AA', A 'A ' (26).

IV. Zmiany składu izoenzymatycznego tkanek podczas rozwoju

Zm iany składu izoenzymatycznego tkanek  zaobserwowano podczas 
rozwoju zw ierząt i roślin są niew ątpliw ie związane z różnicowaniem się 
komórek. Jednakże in te rp re tac ja  wyników jest bardzo trudna.

Ciekawą próbę powiązania zmian w składzie izoenzymów z pojaw ia­
niem  się nowych elem entów struk tu ra lnych  dali E p p e n b e r g e r  
i wsp. (17). Porów nali oni wzrost aktyw ności izoenzymu fosfotransferazy 
kreatynowej (2.7.3.2) typu mięśniowego w czasie rozwoju kurcząt ze wzro­
stem ilości fosfokreatyny oraz s tru k tu r zawierających aktomiozynę. Oka­
zało się, że wszystkie te procesy przebiegają równolegle.

B a r b e r  i S t e w a r t  (5) próbują wiązać zm iany spektrum  izo-
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enzymatycznego dehydrogenazy jabłczanow ej tu lipana z pow staw aniem  
narządów w egetatyw nych i kwiatowych.

F r a n c e s c o n i  i Ѵ і і е е  (21), badając izoenzymy dehydrogenazy 
jabłczanowej w zarodkach Arbacia, w ykazali pojaw ianie się dodatkow ych 
form enzymu w 45 m inut po zapłodnieniu. Aktywność tych form  
w zrasta intensyw nie przez dwie godziny, po czym ustala  się. Autorzy 
tłum aczą to zjawisko wzmożoną syntezą białka w tym  okresie i zm iana­
mi m etabolicznym i towarzyszącym i pierwszem u podziałowi.

C harakterystyczne zm iany składu izoenzym atycznego MDH podczas 
rozw oju owadów obserwował L a u f e r  (33). Najwięcej jednak prac 
poświęconych jest zmianom składu dehydrogenazy m leczanowej w onto- 
genezie różnych zw ierząt (18, 34, 40). Na przykład zarodkowe m ięśnie 
szkieletowe kurcząt zaw ierają stosunkow o znaczną ilość podjednostek
H. Po w ykluciu się piskląt ilość podjednostek M gw ałtow nie w zrasta, 
a podjednostek H pozostaje bez zmiany. Zbliżoną sy tuację można obser­
wować w m ięśniu gastroenem ius podczas rozw oju królika.

D odatkowych danych o czynnikach, regulujących syntezę izoenzy­
mów mogą dostarczyć również badania nad wpływem  rozm aitych para­
m etrów  na skład izoenzym atyczny tkanek  zarodkowych. D a w s o n 
i wsp. (15) obserwowali, że w zapłodnionych jajach  kurcząt inkubow a- 
nych w atm osferze zaw ierającej 100% tlenu  następuje zaham owanie 
syntezy podjednostek M LDH w m ięśniach szkieletowych. Z drugiej 
strony L i n d y  i R a  j a s a l m i  (35) wykazali, że pod w pływ em  obni­
żenia ciśnienia cząstkowego tlenu do 15°/o w zrasta synteza podjednostek 
M w sercu, nerkach i m ięśniach piersiow ych kurcząt. Podobną zależność 
składu izoenzymatycznego LDH od ciśnienia cząstkowego tlenu  obserwo­
wali również H e l l u n g - L a r s e n  i A n d e r s o n  (25) w hodowli 
ludzkich limfocytów. Niskie ciśnienie tlenu pobudza zatem  syntezę izo­
enzymów, w których przew ażają podjednostki M, bardziej odporne na 
niedotlenienie.

U szczurów przetrzym yw anych w niskiej tem peraturze zwiększa się 
synteza podjednostek M w sercu w porównaniu ze szczurami kontro lny­
mi (8). Jednakże tem peratu ra  może być czynnikiem  tylko pośrednio regu­
lu jącym  syntezę tych podjednostek. Czynnikiem  bezpośrednim  m ogłyby 
być na przykład hormony. Wiadomo bowiem, że podawanie hormonów 
sterydow ych wpływa na syntezę izoenzymów LDH w niedojrzałej m a­
cicy kastrow anych szczurów i królików. Obserwowano, że jeden z tych 
hormonów — estradiol stym uluje  w większym  stopniu syntezę podjed­
nostek M niż podjednostek H. Równocześnie podanie obok estradiolu 
aktynom ycyny znosi pobudzające działanie tego horm onu (23).

Również w stanach patologicznych norm alny skład izoenzym atyczny 
ulega zmianom. Pojaw ianie się pewnych izoenzymów w surow icy i zm ie­
nione spektrum  izoenzym atyczne tkanek  w ykorzystano w diagnostyce 
klinicznej (20, 60).
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A LIC JA  K. D R A B IK O W S K A *

Biosynteza ubichinonu w tkankach zwierzęcych 

Biosynthesis of Ubiąuinone in Animal Tissues

The b iosynthetic pathw ay of ubiąuinone is review ed.

W roku 1955 w pracow ni M ortona w  Liverpoolu, w  której przepro­
wadzono badania nad lipidam i w różnych tkankach, wyodrębniono sub­
stancję  o w yraźnym  m aksim um  absorpcji przy 272 nm  (8). Substancja ta 
nie ulegała zm ydleniu w  czasie gotowania z alkoholowym  roztworem  
ługu. Na podstawie własności nieoczyszczonego p repara tu  M orton przy­
puszczał, że jest to związek o struk tu rze  steroli. W roku 1957 C r a n e  
i wsp. (6) otrzym ali z lipidów m itochondrialnych substancję o takim  
sam ym  widm ie w ultrafiolecie. W idmo w podczerwieni tej substancji 
oraz własności chemiczne wskazywały, że ma ona s truk tu rę  chinonu. 
W dwa lata  później obydwie grupy badaczy ustaliły , że substancje te są 
identyczne, a dalsze badania wykazały, że jest to 2,3-dwum etoksy-5-m e- 
tylo-6-dekaprenylo-i,4-benzochinon (wzór I). Związek ten nazwano ubi- 
chinonem  (19, 39, 44).

W ystępujące w świecie żywym  homologi ubichinonu różnią się nie 
tylko długością łańcucha prenylowego i stopniem  nasycenia, ale także 
podstaw nikam i w  pierścieniu. W ystępowanie tych chinonów oraz różnice 
w ich budowie omówiono w Postępach Biochemii (7).

Mimo, że ubichinon pod względem budowy chemicznej podobny jest 
do w itam in E i К  (wzór II, III) to jednak nie ma dotąd żadnych danych 
w skazujących na jakiekolw iek ich pokrew ieństw o biogenetyczne.

* Dr, Instytu t B iochem ii i B iofizyki, Polska A kadem ia Nauk, W arszawa
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III
w itam ina К

Poziom ubichinonu w tkankach nie zależy od zawartości tego związku 
w  podaw anym  pożywieniu, ani od intensyw ności jego biosyntezy przez 
m ikroflorę jelitow ą, a ponadto nie można zw ierząt pozbawić całkowicie 
ubichinonu elim inując go z pokarm u (29). W ydaje się, że fak ty  te w ska­
zują jednoznacznie, że ubichinon nie jest w itam iną.

W ślad za w ykryciem  ubichinonu w tkankach  i stw ierdzeniem , że nie 
jest on pochodzenia egzogennego, potoczyły się badania zm ierzające do 
ustalenia dróg jego syntezy w organizm ach żywych. Do tego celu po­
służyły badania z substancjam i radioaktyw nym i, dom niem anym i p reku r­
sorami ubichinonu, przeprow adzane in vivo  i in vitro.

Punktem  w yjścia było założenie, że łańcuch prenylow y ubichinonu 
pow staje z octanu poprzez kw as m ewalonowy, natom iast pierścień benze­
nowy może pochodzić z cyklicznych prekursorów  dostarczanych orga­
nizmowi z pożywieniem. Wiadomo bowiem było na podstawie prac 
B e  e r  a i wsp. (3), że organizm y zwierzęce nie są zdolne do syntezy 
pierścienia benzenowego de novo z niskocząsteczkowych związków, lecz 
jedynie, i to w  ograniczonym  stopniu, mogą arom atyzować pewne po­
chodne cykloheksanowe oraz pierścień A estrogenów.

I. Biosynteza ubichinonu n vivo

We wszystkich pracow niach zajm ujących się w yjaśnieniem  m echa­
nizm u biosyntezy ubichinonu posługiwano się podobną m etodyką badań. 
Zwierzętom, zazwyczaj szczurom, podawano znakowane węglem 14C do­
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m niem ane prekursory. Początkowo jako prekursorów  ubichinonu używano 
kwasów mewalonowego i octowego, które, jak  przypuszczano, winny 
włączać się do łańcucha bocznego oraz fenyloalaniny i tyrozyny — jako 
prekursorów  pierścienia benzenowego (11, 17, 26, 28).

Udział m ikroflory bak tery jne j w tych doświadczeniach wykluczono 
przez w yjaław ianie jelit zw ierząt sulfam idam i (34) lub antybiotykam i 
(27). O l s  o n  i wsp. (28) przeprow adzili także badania na szczurach, 
k tórym  usunięto operacyjnie jelita. Zw ierzęta po tych zabiegach prze­
żyw ały jeszcze kilka godzin. Czas ten  był w ystarczający do przeprow a­
dzenia doświadczeń z radioaktyw nym i prekursoram i. W w yniku tych 
badań ustalono, że ubichinon tkankow y jest produktem  biosyntezy, która 
zachodzi wyłącznie w tkankach  zwierzęcych. W łączanie się do Q9 feny­
loalaniny jednolicie znakowanej (-U -14C) oraz octanu (-1-14C), podanych 
szczurom dożylnie, było jeszcze jednym  dowodem  potw ierdzającym  bio­
syntezę tego chinonu w tkankach  zwierzęcych (28).

W rutynow ych badaniach najczęściej śledzono wbudow ywanie się 
prekursorów  do ubichinonu w w ątrobie szczurów. Dominuje w niej ubi­
chinon o dziewięciu jednostkach izoprenowych (Q9). Stanow i on około 
80%  całej ilości chinonów; pozostałe 20%  to ubichinon o dziesięciu jedno­
stkach izoprenowych (Qió) (26, 28). Niższe homologi w ystępują w ilościach 
śladowych. Po podaniu szczurom octanu znakowanego 14C w grupie kar­
boksylowej 95%, radioaktyw ności frakcji chinonowej odnajdowano w Q9 
(27). W związku z tym  w badaniach rutynow ych w yodrębniano tylko Q9 
przyjm ując, że u szczurów jest to jedyny syntetyzow any homolog chi- 
nonowy.

W yodrębnianie ubichinonu z tkanki przeprow adzano w następujący 
sposób. Po upływie 1,5—3 godzin od podania radioaktyw nego prekursora 
zwierzęta zabijano, a ubichinon ekstrahow ano eterem  etylow ym  ze zmy- 
dlonej tkanki. E kstrakt oczyszczano wielokrotnie na kolumnie z tlenku 
glinu, a następnie za pomocą chrom atografii bibułow ej — aż do o trzy­
m ania spektralnie i radiochem icznie czystej substancji. W celu zabezpie­
czenia grup chinonowych zredukow aną form ę ubichinonu acetylowano, 
w w yniku czego otrzym yw ano dwuoctan chinonu (20).

W większości eksperym entów  oczyszczano także inne frakcje lipidowe 
dla porównania ich radioaktyw ności z radioaktyw nością ubichinonu. 
Należy wspomnieć, że podaw any szczurom radioaktyw ny octan odnajdo­
wano głównie we frakcji sterolow ej, a ty lko  nieznaczną jego część we 
frakcji chinonowej. Na przykład po podaniu zwierzęciu dootrzewnowo 
100 i^C octanu (-1-14C) radioaktyw ność w poszczególnych frakcjach elu- 
owanych z kolum ny m ieszaniną eteru  naftow ego i dwuetylowego, któ­
rego stężenie wzrastało od 0— 50%, rozmieszczona była w sposób podany 
na rysunku 1.

Po podaniu szczurom jednolicie znakowanej fenyloalaniny obserwo­
wano podobny jakościowo rozkład radioaktyw ności w poszczególnych
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frakcjach (rysunek 2). We frakcjach  od 1 do 10 znajdow ały się węglowo­
dory, we frakcjach od 20 do 35 homologi ubichinonu, a we frakcjach 
36—55 sterole.

10 20 30 40 50 
Numer frakcji

10 20 30 40 50 . 60 
Numer frakcji

Rys. 1. R ozm ieszczenie radioaktyw ności 
w  lip idach ekstrahow anych z w ątroby  
szczura, którem u podano lOOttC octanu  
(-1-14C), po chrom atografii na tlenku  

glinu w g (28)

Rys. 2. R ozm ieszczenie radioaktyw ności 
w  lipidach ekstrahow anych z w ątroby  
szczura, którem u podano 100 цС  fen y lo - 
alaniny (-U -14C), po chrom atografii na 

tlenku glinu w g (28)

Podobny rozkład radioaktyw ności otrzym ali G l o o r  i W i s s  (12) po 
podaniu szczurom m ew alonianu (-2-14C) jako prekursora. W przypadku 
fenyloalaniny (-U-14C) i octanu (-1-14C) włączanie węgla izotopowego 
do frakcji węglowodorowej i ubichinonowej jest ilościowo bardzo zbli­
żone. Radioaktywność frakcji sterolow ej jest natom iast praw ie 3,5 razy 
większa po podaniu octanu niż fenyloalaniny. F rakcja  ubichinonowa 
otrzym ana po podaniu radioaktyw nej fenyloalaniny zaw iera znacznie 
m niej zanieczyszczeń niż frakcja  w yodrębniona po podaniu znakowanego 
octanu, zaw ierająca prenylow e alkohole o różnej długości łańcucha, które 
pow stają z octanu. Stopień zanieczyszczeń obrazuje następujący  przy­
kład (28): jeżeli ilość im pulsów/m in/m g substancji znajdujących się 
w frakcji chinonowej, jeden raz oczyszczonej na kolumnie, przyjm ie się 
za 100, to po sześciokrotnym  oczyszczeniu wynosi ona około 12, a po w y­
odrębnieniu ubichinonu w postaci dwuoctanu zaledwie 7.

Stosunek średniej w artości radioaktyw ności w łaściwej ubichinonu 
do radioaktyw ności właściwej cholesterolu wynosi 0,48 po podaniu octanu 
(-1-14C) i 4,31 po podaniu fenyloalaniny (-U-14C). Fakt ten  wskazuje, że 
fenyloalanina jest dawcą 14C nie ty lko dla łańcucha prenylowego, lecz 
także pierścienia ubichinonu. W celu ustalenia miejsc w cząsteczce ubi­
chinonu, w które w łączają się octan, m ewalonian lub fenyloalanina, w y­
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osobniony ubichinon po zacetylow aniu (związek 1, schem at 1) poddawano 
degradacji za pomocą ozonolizy (4), a w otrzym anych produktach ozna­
czano radioaktyw ność.

Schem at 1. Ozonoliza ubichinonu w g  (35)
(1) — ubichinon, (2) — kw as 3,6-dw uacetoksy-4,5-dw um etoksy-2-m etylo-fenylooctow y, (3 )— aldehyd

lew u lin ow y , (4) — aceton

W w yniku ozonolizy otrzym yw ano z pierścienia ubichinonu podstawioną 
pochodną kwasu fenylooctowego, a z łańcucha prenylowego aldehyd 
lewulinowy i aceton pow stający z końcowych węgli łańcucha (związki
2, 3 i 4, schem at 1). Analiza tych produktów  wykazała, że octan nie jest 
wbudow yw any do pierścienia ubichinonu, a jedynie do łańcucha pre­
nylowego. Natomiast 70— 80%  radioaktyw ności podanej fenyloalaniny 
(-U-14C) odnajdowano w pierścieniu ubichinonu a tylko 20—30%  w bocz­
nym  łańcuchu. Obecność węgla 14C w bocznym łańcuchu ubichinonu 
można wytłum aczyć degradacją fenyloalaniny poprzez kwasy homoge- 
ntyzynow y i mewalonowy do kwasu octowego, k tóry  włącza się do 
łańcucha prenylowego ubichinonu. (23).

W celu prześledzenia losu bocznych grup  fenyloalaniny i tyrozyny 
użyto tych prekursorów  znakow anych na trzecim  atom ie węgla w łańcu­
chu bocznym. Z obu tych substratów  14C jest w budow yw any do łańcucha 
bocznego ubichinonu, nie włącza się natom iast w żadne z m iejsc pierście­
nia. Przypuszcza się, że łańcuchy boczne obydw u arom atycznych amino­
kwasów są odszczepiane przy  przem ianie pierścienia am inokwasów w pier­
ścień ubichinonowy i w łączają się w  przem iany, które prowadzą do syn­
tezy prenylowego łańcucha. Z badań tych  w ynika, że pierścień benze­
nowy pochodzi zawsze z pierścienia fenyloalaniny lub tyrozyny, zaś 
łańcuch boczny ubichinonu tw orzy się z octanu oraz bocznych łańcuchów 
arom atycznych aminokwasów, a niekiedy także z produktów  degradacji 
ich pierścienia. W nieznacznym  stopniu może w tym  procesie brać udział 
kwas mrówkowy (43). Brak radioaktyw ności w pierścieniu benzenowym  
ubichinonu po podaniu zwierzętom  octanu lub m ew alonianu jest dowo­
dem, że pierścień benzenowy nie może być syntetyzow any de novo z ni- 
skocząsteczkowych prekursorów .

O A c OAc

O A c
( 1.)

OAc
(2.)

Г O CH3
+ I

COCHj
+  C -C H 2- C H 2-C O H

СНз
(3 .)
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II. Biosynteza ubichinonu in vitro

Po wielu nieudanych próbach przeprow adzenia biosyntezy ubichinonu 
in vitro  (18, 33, 41, 42) G o  l d  i O l  s o n  (14) oraz G o  l d  i wsp. (13) 
wykazali, że w  odpowiednio dobranych w arunkach  proces ten zachodzi 
z wydajnością zbliżoną do biosyntezy in vivo. Octan (-1-14C), m ewalonian 
(_2_14C), fenyloalanina (-U-14C) i tyrozyna (-U -14C) są włączane do ubichi­
nonu. Używając m ew alonianu stw ierdzono, że in vitro  stosunki szybkości 
biosyntezy ubichinonu i cholesterolu cechuje w iększa zmienność niż in 
ѵіѵо. O ile in vivo  przeciętna szybkość syntezy cholesterolu była 40 razy 
większa niż ubichinonu, to in vitro  szybkość ta  jest do 350 razy  większa. 
Różnice te są znacznie m niejsze gdy używa się zam iast w ątroby p repa­
ratów  innych tkanek  (tablica 1). Zm ieniony in vitro  stosunek szybkości

Tablica 1

Włączanie mewalonianu (-2-14C) do ubichinonu i cholesterolu w skrawkach tkanek szczura
wg (14)

Tkanka

Ubichinon Cholesterol

Zawartość 
[xg/g tkanki

Aktywność
właściwa
imp/jj.mol

Synteza
imp/min/g

tkanki

Zawartość 
fxg/g tkanki

Aktywność
właściwa
imp/punol

Synteza
imp/min/g

tkanki

Serce 210 1650 456 1,04 1620 1680
Wątroba 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 szybkości syntezy cholesterolu w skazuje na 
istnienie m echanizm u kontrolującego w  w arunkach fizjologicznych. Za­
obserwowano również (14, 24), że w obecności m ew alonianu (-2-14C) 
biosynteza cholesterolu zachodzi natychm iast, natom iast biosyntezę ubi­
chinonu poprzedza okres spoczynkowy (ang. lag period) (rysunek 3). 
Natychm iastowe w łączanie m ew alonianu do cholesterolu może być uw a­
runkow ane tym , że jest to jedyny prekursor cholesterolu. Natom iast 
w syntezie ubichinonu biorą udział także inne związki, które muszą 
być „ściągnięte” , jak  przypuszczają autorzy, z różnych obszarów ko­
mórki.

III. Związki pośrednie w biosyntezie ubichinonu

1. Prekursory pierścienia ubichinonu

W yniki badań przeprow adzanych in vivo i in vitro  w skazyw ały, że 
do pierścienia ubichinonu poza fenyloalaniną i tyrozyną może być w łą­
czany z całkiem  dobrą w ydajnością pierścień kw asu benzoesowego oraz 
p-hydroksybenzoesowego (2, 25, 31, 32). W ydaje się zatem, że arom a-
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tyczne am inokwasy podlegają enzym atycznym  przem ianom  prowadzącym  
do kw asu benzoesowego lub p-hydroksybenzoesowego (5a, 16) lub ew entu­
alnie do związków m ogących wziąć bezpośredni udział w biosyntezie 
ubichinonu.

Czas w godzinach

R ys. 3. Szybkość w łączania się m ew alonianu (-2 -14C) do ubichinonu i cholesterolu
w g (14)

W badaniach nad przem ianam i, jakim  ulega tyrozyna przed włącze­
niem  się do cząsteczki ubichinonu zastosowano metodę rozcieńczeń „zim­
nym ” związkiem pośrednim. Jako substra tu  używano tyrozyny (-U-14C), 
a jako substancji rozcieńczających różnych pochodnych benzenowych. Te 
z nich, które stanow ią związki pośrednie w  biosyntezie ubichinonu po­
w inny zmniejszać lub całkowicie hamować włączanie się tyrozyny. Oka­
zało się, że p-hydroksyfenylopirogronian, kwas p-hydroksycynam onow y, 
p-hydroksybenzoesan, benzoesan i jego pochodne podstawione w pozy­
cjach 2, 3 i 4 zm niejszają włączanie się jednolicie znakow anej tyrozyny 
do pierścienia ubichinonu (2, 23). Są one zatem  pośrednikam i w biosynte­
zie pierścienia ubichinonu. Inne substancje nie leżące na głównym szlaku 
m etabolicznym  arom atycznych aminokwasów mogą być również w łą­
czane do pierścienia ubichinonu. Do nich należą alkohol benzoesowy 
i p-hydroksybenzoesowy oraz aldehyd benzoesowy i p-hydroksybenzoeso- 
wy. Obydwa rodzaje tych związków ulegają prawdopodobnie najpierw  
utlenieniu do kwasu benzoesowego lub p-hydroksybenzoesowego, a n a ­
stępnie wchodzą w tok nom alnych przem ian.

W yniki doświadczeń z fenylom leczanem  lub p-hydroksyfenylom le- 
czanem jako czynnikiem  rozcieńczającym  jednolicie znakowaną fenylo- 
alaninę dowodzą, że tworzenie się p-hydroksybenzoesanu zachodzi głównie 
poprzez hydroksylację fenyloalaniny do tyrozyny. Z drugiej strony w w y­
niku przem ian fenyloalaniny pow stają także kwas benzoesowy lub alde­
hyd benzoesowy, które mogą także ulegać in vivo  hydroksylacji (1). 
W ydaje się, że obecność grupy karboksylowej lub karbonylow ej przy
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pierścieniu benzenowym  sprzyja tem u procesowi. Dowodem pozw alają­
cym na wyciągnięcie takich wniosków są doświadczenia R u d n e у a 
i P a r  s o n  a (37) oraz P a r s o n a  i R u d n e y a  (31), k tórzy w y­
kazali, że szybkość w łączania się radioaktyw nego benzaldehydu do ubi- 
chinonu u Rhodospirillum rubrum, Azotobacter vinelandii, drożdży 
i w nerkach szczura jest taka sama jak  kw asu benzoesowego. W skazuje to 
na jego ścisłe powiązanie ze związkiem stanow iącym  bezpośredni p re­
kursor pierścienia benzenowego, praw dopodobnie z kwasem  p-hydroksy- 
benzoesowym. Ponieważ węgla radioaktyw nego grupy karboksylowej ani 
karbonylowej nie odnajdowano w żadnym  produkcie pośrednim, przypusz­
cza się,że grupy te zostają enzymatycznie odszczepione od pierścienia przed 
przyłączeniem  lub w  czasie przyłączania łańcucha prenylowego. Droga 
wiodąca przez benzoesan może mieć znaczenie w fenyloketonurii, kiedy 
aktyw ność hydroksylazy fenyloalaniny jest znacznie osłabiona (30).

W celu ustalenia, w które miejsce cząsteczki ubichinonu włącza się 
radioaktyw ny atom  węgla badanych związków, ubichinon izolowano 
z tkanki, przeprow adzano w pochodną dw uacetylow ą i poddaw ano ozo- 
nolizie otrzym ując kwas 3,6-dw uacetoksy-4,5-dwum etoksy-2-m etylofeny- 
looctowy (schemat 1, związek 2), k tóry  degradow ano następnie w sposób 
podany na schemacie 2.

O A c

CH ‘° \ J \ / C H .

CH3o / 4 / \ CHjCooH
O A o

( 1.)

O A c

СНі0\і\/ІНі|Л і|
І6' 2'ІІ 2 Ą

CHjO /^ /^ C H jCOOH
OAc

O)

stęż. HC1
CHjO

C H 3

OH

\ J \ /
1!

/ y \
o ----

(2.)

СНз

CH2I

В.

Aa

środowisko alk a liczn e H A

Ѣ о 2

COOH
I

/ С  -С Н з  
alkalia О |

--------------► \ C - C H 2COOH
H20 2 |

COOH

(3.)

(4.)
” 1

4- Н О О С-С Н з 
НООО

ч 3' 7
'С -С Н з

о
Г с -с н 2соон  і

ноос
н о о с -с н 2-с о о н

(2.)

L _
(3.)

Schem at 2. Degradacja kwasu 3,6-dwuacetoksy-4,5-dwumetoksy-2-metylofenyloocto-
wego (wzór (1))

(2) — lakton pochodnej kw asu fen ylooctow ego , (3) — kw as epoksy trój karboksylow y, (4) — kwas
m alonow y, (5) — kw as octow y
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W w yniku tej degradacji otrzym yw ano dwie cząsteczki C 0 2, kwas 
epoksytrójkar boksy Iowy (związek 3, schem at 2A) oraz kwas malonowy. 
Kwas epoksytrójkarboksylow y w ykazyw ał tę samą aktyw ność co ubi­
chinon pow stały z kwasu benzoesowego, w  którym  atom  węgla w pier­
ścieniu związany z grupą karboksylow ą był radioaktyw ny. Kwas m a­
lonowy natom iast nie był radioaktyw ny. A zatem  radioaktyw ny węgiel 
znajdujący się w pierścieniu kwasu benzoesowego jest w łączany przez 
tkanki do pierścienia ubichinonu w jedno z ugrupowań chinonowych. 
Okazało się również, że pow stający podczas degradacji m etodą K uhna- 
-Rotha (schemat 2B) kwas octowy jest nieradioaktyw ny. W yniki te św iad­
czą, że pierścień benzenow y ubichinonu może powstawać ze wszystkich 
związków, które ulegają przem ianom  do kwasu p-hydroksybenzoesowego; 
(schemat 3).

Przem iany prowadzące od kw asu p-hydroksybenzoesowego do ubi­
chinonu muszą obejmować dekarboksylację, O- i C -m etylację oraz przy­
łączenie łańcucha prenylowego. W ykrycie szeregu prekursorów  ubichi­
nonu (9) w ciągu ostatnich kilku lat pozwala uzupełnić w dość znacznym 
stopniu schem at biosyntezy ubichinonu na odcinku od kwasu p-hydro­
ksybenzoesowego aż do ubichinonu (schemat 3).

W roku 1966 O l s o n  i A i y a r  (24) w yodrębnili ze skrawków 
w ątroby i nerek szczura lipid, absorbujący światło ultrafioletow e, k tóry 
podczas chrom atografii w ykazuje bardziej polarne własności niż 2-deka- 
prenylofenol (schemat 3). Ma on prawdopodobnie podstaw ioną jedną 
pozycję w pierścieniu grupą m etylow ą (wzór IV). Tyrozyna (-U-14C) oraz 
kwas p-hydroksybenzoesowy (-U-14C) znakują ten związek w podobny 
sposób jak  ubichinon. Lipid ten podany jako substra t w budow uje się

w ubichinon i w związku z tym  przypuszcza się, że jest jego naturalnym  
prekursorem  i że przyłączenie łańcucha prenylowego do pierścienia ben­
zenowego zachodzi we wczesnej fazie procesu biosyntezy cząsteczki ubi­
chinonu (22). Pierw otnie przypuszczano, że przyłączenie grupy prenylowej 
jest ostatnim  z etapów biosyntezy ubichinonu. Poza tym  sądzono, że 
grupa prenylowa włącza się w miejsce grupy karboksylowej kwasu ben-

2. Przyłączanie łańcucha prenylow ego

O H

IV

rr.etylo-prenylofenol
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zoesowego (38, 40). Koncepcję tę  podważyły negatyw ne w yniki doświad­
czeń, w których próbowano podstawić grupę prenylow ą do cząsteczki ubi­
chinonu Q0 (11). Obecnie uważa się, na co w skazuje budowa licznych 
w yodrębnionych związków pośrednich, które są niekom pletnie podsta­
wione, że kw as p-hydroksybenzoesow y jest alkilow any przez pirofosforan 
p reny lu  do kw asu 3-prenylo-4-hydroksybenzoesowego, k tó ry  z kolei ulega 
dekarboksylacji dając 2-prenylofenol (schemat 3). Gdyby łańcuch pre- 
nylow y włączał się w  m iejsce grupy karboksylow ej, wówczas pow sta­
w ałby 4-prenylofenol, co nie jest zgodne z obserwacjam i.

3. P rzyłączan ie grup m etylow ych  i m etoksylow ych

W roku 1961 O l s e n  i wsp. (27) stw ierdzili, że grupa metylowa 
zw iązana z pierścieniem  benzenow ym  ubichinonu może tworzyć się z kw a­
su m rówkowego podobnie jak  pozostałe grupy metoksylowe. Dawcą 
g rup  m etoksylow ych i m etylow ych jest prawdopodobnie S-adenozylo- 
m etionina (25). B yłby to w edług O 1 s o n  a i wsp. (25) pierw szy zaobser­
wow any przypadek bezpośredniego dołączania grupy m etylow ej do atomu 
węgla związku w ystępującego w  tkankach  zwierzęcych. O statnio w p ra­
cowni Olsona (5) stwierdzono, że podany szczurom radioaktyw ny alde­
hyd m rów kowy włącza się do ubichinonu z w ątroby. W yizolowany
i oczyszczony ubichinon poddany ozonolizie da je  kwas i,4-dw uacetoksy- 
-5,6-dw um etoksy-3-m etylofenylooctow y (schem at 2, wzór 1), k tóry  w y­
kazuje praw ie 80%  radioaktyw ności w yodrębnianego ubichinonu. Reszta 
zaś znajduje się w  produktach rozkładu łańcucha prenylowego. W yniki 
degradacji m etodą K uhna-R otha lub Zeisela wykazały, że radioaktyw ność 
atom u węgla grupy  m etylow ej stanow i około 41%, a grup metoksylowych 
59°/o całej radioaktyw ności pochodnej fenylowej kw asu octowego (5). 
Teoretyczne w artości przy założeniu, że w szystkie trzy  grupy są w jedna­
kowy sposób w łączane do pierścienia w ynosiłyby 33,3% dla grupy me­
tylow ej i 66,6% dla grup m etoksylowych.

W ydaje się, że przyłączanie grupy m etylow ej przebiega tak  samo 
rów nież i u Rhodospirillum rubrum. Okazało się bowiem, że podobnie 
jak  u szczurów radioaktyw ność grupy m etylow ej ubichinonu w yodręb­
nionego z tego m ikroorganizm u po podaniu do pożywki m rówczanu sta ­
nowi 44% całej radioaktyw ności ubichinonu (32).

Doświadczenia z kwasem benzoesowym  znakow anym  14C w pierście­
niu w ykazały, że grupa m etylow a nie przyłącza się do pierścienia benze­
nowego ubichinonu w  miejsce poprzednio związanej z nim  grupy karbo­
ksylow ej. P roduk t degradacji m etodą K uhna-R otha, kwas octowy, nie 
jest bowiem radioaktyw ny. Jest to w zgodzie z poprzednim i wnioskami 
(36), że węgiel pierścienia benzenowego, z k tórym  zw iązana jest grupa 
karboksylowa stanow i jeden z dwóch węgli chinonowych, a grupa me­
tylow a włącza się w  pozycję orto w  stosunku do grupy karboksylowej 
kwasu benzoesowego lub p-hydroksybenzoesowego.
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Z R. rubrum  po dodaniu do pożywki kwasu benzoesowego lub p-hydro- 
ksybenzoesowego otrzym ano kilka poliprenylofenoli i benzochinonów (9,
10, 21), które mogą być produktam i pośrednim i w biosyntezie ubichinonu. 
Należy do nich 2-dekaprenylo-ć)-m etoksy-3-m etylo-l,4-benzochinon, 2-de- 
kaprenylo-6-m etoksy-i,4-benzochinon oraz m etylo-dekaprenylobenzochi- 
non i m etylo-nonaprenylobenzochinon. W dwóch ostatnich związkach da­
jących charakterystyczne sygnały w spektroskopie m asowym  nie usta ­
lono pozycji grupy m etylow ej. Mimo, że nie w szystkie te związki udało 
się wyodrębnić z tkanek  zwierzęcych, to jednak w ydaje się, że u zwie­
rząt i Rhodospirillum rubrum  drogi biosyntezy ubichinonu są wspólne 
lub tylko nieznacznie różniące się na pewnych odcinkach. Przem aw iają 
za tym  przede w szystkim  dwa fakty: p-hydroksybenzoesan jest prekurso­
rem  ubichinonu zarówno u R. rubrum  jak i zw ierząt wyższych, a ubi­
chinon Qi0 w ystępuje w obu tych organizmach.

IV. Miejsce syntezy ubichinonu w komórce

Mimo, że przebieg biosyntezy ubichinonu został w ostatn ich  latach 
w znacznym  stopniu w yjaśniony, to dotychczas niew iele wiadomo o m iej­
scu jego syntezy w  komórce.

J o s h i  i wsp. (15) wykazali, że podany szczurom radioaktyw ny 
kwas mewalonowy włącza się do ubichinonu w w ątrobie przy czym 
najw yższą radioaktyw ność w ykazyw ał płyn po odwirowaniu mikrosomów, 
m itochondriów i jąder kom órkowych z hom ogenatu sporządzonego po 
jednej godzinie od chwili podania m ewalonianu. Po tym  czasie ilość 
ubichinonu w  supernatancie zm niejszała się, a zwiększała się jego za­
w artość w pozostałych frakcjach. W yniki te  w skazują dość w yraźnie, 
że w supernatancie zachodzą ostatn ie etapy biosyntezy ubichinonu.

P h i l l i p s  i wsp. (35) w ykazali, że ubichinon nie jest syntetyzow any 
przez żadną frakcję podkom órkową użytą z osobna. W ydajność biosyntezy 
rów ną wyjściowej w  homogenacie w ątroby szczura otrzym ano, kiedy 
m itochondria i supernatan t lub m ikrosom y i supernatan t inkubow ano 
razem.

Ta skrom na ilość prac i wyników nie może stanowić podstaw y do 
wyciągania ogólnych wniosków. Zebrane dane zaprzeczają jednak p rzy ­
puszczeniu, jakoby preny lacja  pierścienia, jako jeden z ostatn ich  etapów 
biosyntezy ubichinonu, zachodziła w  m itochondriach. W skazują natom iast, 
że m itochondria lub m ikrosomy są konieczne we wcześniejszej fazie pro­
cesu. W ydaje się jednak, że na pytan ie jakie s tru k tu ry  komórkowe biorą 
udział w  biosyntezie ubichinonu nie szybko otrzym am y odpowiedź.
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W IE S Ł A W  H. TR ZE C IA K  *

Enzymatyczna aktywacja kwasów tłuszczowych 

Enzymie Fatty Acid Activation

Enzym ie fa tty  acid activation  is review ed.

W środowisku O' pH zbliżonym  do panującego w tkankach kwasy 
tłuszczowe w ystępują praw ie w yłącznie w  postaci ujem nie naładow anych 
reszt kwasowych, nie ulegających reakcji podstaw ienia ugrupowaniam i 
nukleofilowym i. A ktyw acja kwasów tłuszczowych polega na przekształ­
ceniu reszty  kwasowej w  pochodną reaktyw ną, zwykle kosztem  energii 
w iązania nukleozydotrójfosforanu. W yróżnia się bezpośrednią i pośrednią 
aktyw ację kwasów tłuszczowych (30).

Bezpośrednia ak tyw acja  polega na przekształceniu reszty  kwasowej 
w taką pochodną, k tóra nie w ykazuje ujem nego ładunku ani rezonansu 
właściwego wolnej grupie karboksylow ej. Reakcja przebiega według n a ­
stępującego schem atu:

o o
II II 1

R _ c —O- - A B  ^  R—С—O—A + B -

gdzie A—В jest donatorem  energii. W reakcji tego typu oba atom y 
tlenu  pochodzące z grupy karboksylow ej pozostają w jednym  z pro­
duktów  reakcji, co stw ierdzono używ ając związku znakowanego' 180 . 
Jedynym i tego rodzaju  reakcjam i, prowadzącym i do powstania znacz­
nych ilości „aktyw nych” kwasów tłuszczowych, są reakcje katalizowane 
przez fosfotransferazy (ЕС. 2.7.2.). A ktyw na grupa fosforanowa — zwykle 
z ATP — zostaje przeniesiona bezpośrednio na resztę kw asu tłuszczowego. 
Produktem  reakcji są acylofosforany. Do najlepiej poznanych enzymów 
katalizujących reakcje bezpośredniej aktyw acji kwasów tłuszczowych 
należą kinaza octanowa (ЕС. 2.7.2.1.), przenosząca resztę fosforanową
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z ATP na octan (41) oraz kinaza m aślanowa, katalizująca przeniesienie 
reszty  fosforanowej z ATP na kw asy tłuszczowe o łańcuchu zaw ierającym
2 do 10 atomów węgla (64). Acylofosf orany mogą także być źródłem 
innych „aktyw nych” postaci kwasów tłuszczowych. W reakcjach kata­
lizowanych przez fosfotransacylazę (ЕС. 2.3.1.8.) acyl z acylofosforanu 
może zostać przeniesiony na CoA. P roduktem  reakcji są acylotioestry 
koenzymu A.

Pośrednia aktyw acja kwasów tłuszczowych polega na przekształceniu 
reszty kwasowej w rodnik acylowy przez w ym ianę jednego atom u tlenu 
w grupie karboksylowej na atom  siarki. Oprócz donatora energii (A-B) 
w reakcji tej bierze udział akceptor acylu (D-H):

O o
II II 2

R—С—О- + A —B + D —H ^  R—C—D - + A —OH +  B~

W reakcji 2 zachodzi w ym iana izotopowego tlenu  lsO grupy karboksy­
lowej między akceptorem  acylu a donatorem  energii (10). Reakcji to ­
w arzyszy rozłożenie donatora energii — nukleozydotrójfosforanu (z re ­
guły ATP) na nukleozydom onofosforan i nieorganiczny pirofosforan 
(5, 6, 28, 31, 35). W ten sposób aktyw ow ane są octan (5, 6, 28, 31, 35, 69), 
kwasy tłuszczowe o średniej długości łańcucha (28, 31, 44) i o długim  
łańcuchu acylowym  (38, 45, 57). Opisano także reakcje aktyw acji kw a­
sów tłuszczowych o łańcuchu średniej długości (53) i o długim  łańcuchu 
acylowym  (24, 25, 55), którym  tow arzyszył rozpad GTP na GDP i n ie­
organiczny ortofosforan. W skazuje to  na  istn ienie co najm niej dwóch 
dróg pośredniej aktyw acji kwasów tłuszczowych. Akceptorem  acylu 
w reakcji pośredniej aktyw acji kwasów tłuszczowych jest koenzym A, 
a produktam i reakcji są acylotioestry CoA.

I. Mechanizm reakcji aktywacji kwasów tłuszczowych

Jako układ m odelowy dla śledzenia m echanizm u aktyw acji kwasów 
tłuszczowych posłużył układ ak tyw ujący  octan. Okazało się, że reakcja  
katalizow ana przez oczyszczoną syntetazę acetylo-CoA z drożdży prze­
biega w dwóch etapach (5, 6).
W pierw szym  etapie, w obecności jonów magnezu, reszta kwasu tłusz­
czowego reaguje z ATP. Produktam i reakcji są: związany z enzymem, 
m ieszany bezwodnik kwasu tłuszczowego i nukleozydom onofosforan u 
(adenylan acylowy) oraz nieorganiczny pirofosforan (reakcja За). W d ru ­
gim etapie w obecności kationów jednow artościowych adenylan reaguje 
z koenzymem  A i tw orzą się acylo-CoA („aktyw ny” acyl) i adenozy- 
nomonofosforan (reakcja 3b). B e r g  (5, 6) przedstaw ił przekonyw ające 
dowody przem aw iające za udziałem  acetylo-AM P w reakcji aktyw acji
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octanu. W ykazał on, że acetyloadenylan może być donatorem  acetylu 
dla CoA lub adenylu dla pirofosforanu. Ta ostatn ia reakcja  zachodzi 
wyłącznie w obecności jonów m agnezu. P rzy  współudziale hydroksyla- 
m iny jako akceptora acetylu syntetaza acetylo-CoA katalizuje reakcję, 
w  k tórej w obecności jonów m agnezu z octanu i ATP pow stają kwas 
acetylohydroksam ow y, АМ Р i PP;. Reakcja może przebiegać bez udziału

Mg
/  \

O -O o o o o o
II I I II II

R—С—О - + P —O—P—O—P—O- ^  R—С—O—P—O- +PPj За
I II II I

Adenozyna—O O O Adenozyna—O

O O O o
II II II 'II

R—С—O—P—СГ + C 0 ASH ^  R—С ~  SC oA + “O—P—O- 3b
I I

Adenozyna—O Adenozyna—O

O O
11 л IIsumarycznie: R—С—O + A T P + C o A S H ^ R —С—0 ~ S —C oA +A M P +PP ł 3

CoA. Dowiedziono ponadto, że radioaktyw ny pirofosforan w obecności 
octanu i jonów magnezu wym ienia piętno izotopowe z ATP (5, 6, 23) 
oraz, że w budow anie do ATP znakowanego AMP wym aga octanu i CoA 
(5, 6). Piętno izotopowe octanu odnajdowano w acetylo-CoA po inkubacji 
w  obecności PP;, AMP i syn te tazy  acetylo-CoA. Znakow any octan nie 
w łączał się w tych  w arunkach do acetylo-AM P (5, 6).

A ktyw acja kwasów tłuszczow ych o łańcuchach średniej długości
i o długim  łańcuchu асу Iowy m przebiega analogicznie do aktyw acji octa­
nu (31, 67).

Badając reakcję acetyloadenylanu z im idazolem  J  e n с к s wykazał, 
że energia swobodna hydrolizy wolnego acetylo-AM P, mierzona w pH  7, 
jest co najm niej rów na energii uw alniającej się podczas hydrolizy ace- 
tyloim idazolu (28). Ponieważ energia swobodna hydrolizy acetyloim ida- 
zolu wynosi około 13 300 kal/mol, a energia uw alniająca się w czasie 
rozkładu ATP na AM P i PPj zaledwie 7600 kal/m ol (32), bariera  energe­
tyczna, k tórej przekroczenie jest konieczne do utw orzenia wolnego ace­
tyloadenylanu, jest wysoka. W olne acetyloadenylany nie gromadzą się 
w  przebiegu reakcji i trudno  je w ykryć naw et stosując czułe techniki 
izotopowe. Nie decyduje o tym  w yłącznie wspom niana w ysoka bariera 
energetyczna, lecz także pew na „m odyfikacja” s tru k tu ry  tego związku 
spowodowana przypuszczalnie jego związaniem  z białkiem  enzym atycz­

http://rcin.org.pl



414 W . H. T R ZE C IA K C4]

nym  (30). Dane doświadczalne w skazują, że bariera energetyczna dy- 
socjacji związanego acyloadenylanu znacznie przewyższa w ydatek  energii 
potrzebny do połączenia wolnego acyloadenylanu z białkiem . Związany 
acylo-AM P musi więc znajdować się na niższym  poziomie energetycznym  
niż wolne acyloadenylany.

Te same uwagi stosują się do reakcji przebiegających z rozszczepieniem 
nukleozydotrójfosforanu na nukleozydodw ufosforan i ortofosforan z tą 
jednak różnicą, że energia swobodna hydrolizy ATP na ADP i Pj jest 
przypuszczalnie nieco niższa niż energia w ydzielająca się podczas rozkładu 
nukleozydotrójfosforanu na nukleozydom onofosforan i nieorganiczny pi- 
rofosforan. Hydroliza pirofosf oranu dostarcza dodatkowo pew nej ilości 
energii (30). P irofosfataza m ogłaby zapewnić utrzym anie stężenia piro- 
fosforanu na niskim  poziomie, a tym  sam ym  powodowałaby przesunięcie 
reakcji aktyw acji kwasów tłuszczow ych w  kierunku tw orzenia acylo- 
adenylanów.

R h o d e s  i M c  E l r o y  (52) w ykazali, że energia swobodna hy ­
drolizy wolnego luciferylo-AM P jest zbliżona do w artości uzyskanych dla 
acetylo-AM P. Dowiedziono ponadto, że istn ieje możliwość biologicznej 
syntezy luciferylo-A M P (52). W e b s t e r  i C a m p a g n a r i  (74) otrzy­
m ali znakowane 14C acetylo- i bu ty ry lo -adeny lany  z m ieszaniny reakcy j­
nej zaw ierającej rad ioaktyw ny octan i m aślan oraz ATP, jony magnezu
i odpowiednie syntetazy. Stosując różnorodne techniki chrom atograficzne 
autorzy ci stw ierdzili identyczność otrzym anych acyloadenylanów ze 
związkam i syntetycznym i oraz w ykazali, że ich pochodne hydroksam ow e 
m ają te same własności (74). Pogląd, że acyloadenylany są związane z biał­
kiem  enzym atycznym  poparły doświadczenia W e b s t e r a  (69), k tóry  
inkubow ał 14C-octan, ATP i jony m agnezu ze znacznie oczyszczoną syn- 
tetazą acetylo-CoA, po czym rozdzielił m ieszaninę reakcy jną na kolum nie 
wypełnionej żelem Sephadex  G-200. Stw ierdził on, że szczyt radioakty­
wności pokryw ał się ze szczytem aktyw ności enzymu. To samo zjawisko 
zaobserwował inkubując 14C-acetylo-CoA z AMP w obecności syntetazy 
acetylo-CoA. Izolując związek, w k tórym  znajdowało się piętno izoto­
powe stw ierdził, że był nim  acetyloadenylan (69). Dzięki tem u można 
było uznać, że natu ra lne  acyloadenylany w układach in vitro  zachow ują 
się tak  samo jak  syntetyczne acyloadenylany (5, 6, 67, 69). Okazało się, 
że w olny acetylo-AM P jest bardzo w rażliw y, zaś acetyloadenylan zwią­
zany z syntetazą oporny na hydrolizę deacylazą (ЕС. 3.1.2.1.) (69). Wy­
kazano ponadto, że działanie deacylazy jest swoiste i inne białka nie 
chronią acetyloadenylan u przed enzym atyczną hydrolizą (69). Badania 
te w skazują na zanieczyszczenia deacylazą preparatów  syntetazy  acety- 
lo-CoA jako na przyczynę niepowodzeń przy  otrzym yw aniu acyloadeny­
lanów z m ateriału  biologicznego.
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II. Enzymy aktywujące kwasy tłuszczowe

Reakcje aktyw acji kwasów tłuszczowych są katalizowane przez, synte- 
tazy acyk>-koenzymu A zwane też ligazami kwasów tłuszczowych (ligazy 
kwas : СоА (АМР); ЕС. 6.2.1.). Na podstawie odrębnej swoistości sub­
stratow ej wyróżniono trzy  różne enzym y aktyw ujące: syntetazę acetylo- 
-koenzym u А (ЕС. 6.2.1.1.), enzym aktyw ujący  kwasy tłuszczowe o śred­
niej długości łańcucha (ЕС. 6 .2.1.2.) oraz syntetazę aktyw ującą kwasy 
tłuszczowe o długim  łańcuchu (ЕС. 6.2.1.З.).

1. Syntetaza acetylo-koenzym u A (EC.6.2.1.1.)

Syntetazę acetylo-koenzym u A katalizującą reakcję 3 otrzym ano 
z drożdży (5), szpinaku i innych roślin (46) oraz z bakterii Rodospirillum  
rubrum  (18, 19) i Streptobacterium plantarum  (17). Spośród syntetaz 
z narządów  ssaków (4, 11, 16, 26, 35, 36, 42, 60, 70) w stanie najbardziej 
oczyszczonym otrzym ano syntetazę z w ątroby  gołębia (16, 35, 36, 42) 
oraz enzym  z m itochondriów serca wołu (70). Syntetaza acetylo-koenzy­
mu A katalizuje reakcje aktyw acji octanu, propionianu i akrylanu w y­
kazując najw iększe powinowactwo do octanu jako substra tu  (5, 42, 70). 
W artości stałej M ichaelisa (Km) dla tych substratów  wynoszą: 1,5X10~3M, 
5X 10_3M i 2,9X 10-3M (26). Fluorooctan jest także aktyw ow any, jednak 
reakcja w ym aga znacznie większych stężeń substra tu  (10). Mrówczan, 
maślan, kapronian i kaprylan nie są w tych w arunkach  aktyw ow ane (26). 
Reakcja wym aga obecności ATP, koenzym u A i jonów magnezu, które 
zastąpić można jonam i m anganu (5, 6 , 71). GTP i ITP oraz UTP i CTP 
nie mogą zastąpić ATP w m ieszaninie reakcyjnej (5, 6). W obecności 
równomolowych ilości ATP i jonów magnezu stała  równowagi reakcji 
wynosi około 1. J o n e s  (34) podał w artości od 1,4 do 5,7 z przeciętną 
w artością 2,7 w pH  7,5 a H e l e  (26) w  pH  7,5 8,0 i 8,5 znalazł wartość 
stałej równowagi 0 ,8 6 . Najwyższą aktyw ność enzymu obserwowano po­
między pH  7,2 a 8,5 (5, 6 , 35, 70).

Badając wpływ kationów na aktywność znacznie oczyszczonej synte- 
tazy acetylo-CoA z drożdży E v a n s  i wsp. (20) dowiedli, że w reakcji 
tworzenia acetylo<adenylanów (reakcja За) niezbędne są jony magnezu, 
zaś zbyteczne jednow artościowe kationy. Stw ierdzili oni także, że chlorek 
magnezu w stężeniu 0,01M ham uje tworzenie acylotioestrów (reakcja 3b). 
Jony potasu, amonu lub rubidu są niezbędne przy tej reakcji, sód i lit 
nie w yw ierają na  n ią w pływ u, a cez nieznacznie ak tyw uje syntetazę. 
Autorzy ci w ysunęli przypuszczenie, że jony potasu w pływ ają na szyb­
kość rozpadu kom pleksu enzym -CH 3C-AMP-CoA, lub oddziaływ ują na

II
O

centra aktyw ne uczestniczące w  reakcji 3b. W łasności aktyw ujące NH4 b,
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R b+ i Cs+ wiążą oni ze zbliżoną do K + wielkością uwodnionego jonu, 
którego prom ień wynosi około 5A (20). Podobne wyniki uzyskał W e b ­
s t e r  (72) badając w pływ  kationów na aktyw ność znacznie oczyszczonej 
syntetazy acetylo-CoA z m itochondriów serca wołu. S tw ierdził on, że 
jony potasu, amonu i rubidu silnie ak tyw ują  enzym, sód i lit aktyw ują 
lub ham ują enzym  zależnie od stężenia, a pojaw ianie się związanego 
z enzymem  acetyloadenylanu zależy od dodania kationów jednow artościo- 
wych. Jony  Mg2+, Cu2+, Co2+, Fe2+ i Ca2+ są konieczne do enzymatycznej 
syntezy acetylo-CoA z octanu, A TP i CoA, oraz do tworzenia acetylo­
adenylanu z octanu i ATP, natom iast zbędne przy syntezie acetyloade­
ny lanu  z acetylo-CoA i AM P (71). A utor przypuszcza, że jony te po­
trzebne są do chelatow ania ATP i P P {. Potw ierdza to także obserw acja, 
że stałe M ichaelisa dla tych  m etali (około 0,9 mM) są zbliżone do Km ozna­
czonej dla ATP (71). K ationy Fe2+, Ni2+, Cd2+ i Cu2+ ak tyw ują syntezę 
acetyloadenylanu zarówno z octanu i ATP jak  i acetylo-CoA i AMP, co 
sugeruje, że uczestniczą one w w iązaniu substra tu  lub substratów  do 
enzymu. Udział kationów w aktyw acji octanu przedstaw ia schem at 1.

E +  acetylo-AMP

Me2+

L
Me+, Me2+

octan+ M gATP+E .—  E(acetylo-AMP) +  PPi Mg

+CoA  

Me+ Me+, Me2+

Acetyl o -C oA + A M P +E

Schem at 1. U dział jonów  jedno- i dw uw artościow ych w  reakcji ak tyw acji octanu  
Jednow artościow e jony aktyw ujące (Me+): Na+, Rb*-, NH«+, Tris+, K+, Li+ D w uw artościow e  
jony  aktyw ujące (MeJ+); Ni8+, FJ+, Cd*+, Cu,+ E — syntetaza acetylo-C oA , W edług W e b s t e r a  (73)

2. Syntetaza acylo-koenzym u A (EC.6.2.1.2.)

Syntetaza acylo-CoA katalizuje reakcje aktyw acji kwasów tłuszczo^- 
w ych o średniej długości łańcucha acylowego. Enzym  otrzym ano ze 
szpinaku (46), w ątroby wieprza (33), w ątroby wołu (44) oraz w ątroby
i nerki człowieka (47). Syntetaza ta, podobnie jak  enzym aktyw ujący 
octan, wym aga obecności ATP, jonów m agnezu lub m anganu i koenzym u 
A. Aktywność 10-krotnie oczyszczonej syntetazy  z wyciągu z „proszków 
acetonowych” w ątroby wołu znajdowano w frakcji elektroforetycznej, 
stanow iącej około 60% białka p repara tu  (44). S tała równowagi reakcji
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3 w ynosi około 1,5 (44). Enzym odznacza się względnie niską swoistością 
substratow ą. A ktyw uje on kwasy tłuszczowe od C4 do C12 w ykazując 
najw iększe powinowactwo do substratów  zaw ierających 7 i 8 atomów 
węgla w łańcuchu acylowym  (33, 44, 75). Działa również na benzoesan 
i jeg° pochodne, fenylooctan, 2,4-dwunitrochlorofenoksyoctan, p-am ino- 
fenylooctan, w inylooctan, fenylopropionian, cynam onian, nikotynian 
i szereg kwasów tłuszczowych o rozgałęzionym łańcuchu, a także na hy- 
drokw asy i kwasy nienasycone o średniej długości łańcucha acylowego 
(33, 37, 44, 56). Stałe M ichaelisa (Km) dla kwasów tłuszczowych o łańcuchu 
nierozgałęzionym  wynoszą od 10- 4  do 10_3M. W wyższych stężeniach 
substra tu  enzym  aktyw uje naw et octan (Km =  2X 10_2M) (44). G luta- 
tion zredukow any , kwas lipoinowy, -sem ikarbazyd, imidazol, pirydyna, 
glicyna i cyjanek nie mogą służyć jako akceptory acylu (3 3 ).

Nie stwierdzono wyraźnego optim um  pH działania tego enzymu. Ak­
tywność syntetazy w zrasta między pH  7 a 10,5, nie w ykazując jednak 
liniowej zależności od stężenia jonów w odorotlenowych (44).

Badania nad aktyw acją kwasów tłuszczowych o średniej długości łań­
cucha acylowego w ykazały, że w nieobecności CoA z kwasu tłuszczowego, 
ATP i hydroksylam iny tw orzą się kwas acylohydroksam owy, AMP i nie­
organiczny pirofosforan (27, 33, 50). W skazuje to na w ystępow anie acylo- 
-AMP jako produktu  pośredniego. Reakcja hydroksylam iny z aktyw o­
waną grupą acylową (acylo-AMP) prowadziła przynajm niej w części do 
tworzenia n ietrw ałych ortoacylohydroksam atów  (29). Tłumaczy to roz­
bieżności pomiędzy w ynikam i pom iarów aktyw ności enzym u uzyskiw a­
nych m etodą hydroksam ową oraz oznaczeniami pirofosforanu, uw alnia­
nego z ATP w  przebiegu reakcji. W porównaniu z syntetazą acetylo-CoA 
aktyw ność syntetazy acylo-CoA obserw uje się już przy niższych stęże­
niach hydroksylam iny, a naw et w obecności hydrazyny lub cysteiny, 
jako akceptorów acylu (33). Dowodzi to, że tworzące się w  reakcji acy- 
loadenylany wchodzą w reakcję z hydroksylam iną łatw iej niż acetylo- 
-AMP.
Obok adenylanów kwasów tłuszczowych o średniej długości łańcucha 
acylowego donatoram i acylu dla koenzymu A, jak  również adenylanu 
dla pirofosforanu mogą być: propionylo-, butyrylo-, kapronylo-, benzoilo-, 
fenacetylo-, a naw et acetylo-AM P (33, 37, 39, 40, 47, 48, 62).

W obecności kwasów tłuszczowych i syntetazy radioaktyw ny piro­
fosforan w ym ieniał piętno izotopowe z ATP. W ymianę znakowanego 
pirofosforanu z ATP obserwowano naw et w nieobecności substratów  syn­
tetazy, lecz kwasy tłuszczowe w stężeniach mikromolowych pobudzały 
reakcję w ym iany izotopowej, a w stężeniach m ilimolowych w yraźnie ją 
ham ow ały (33, 39). Hydroksy lam ina znosi stym ulujący w pływ  kwasów 
tłuszczowych na wym ianę izotopową. N ieorganiczny ortofosforan, ADP 
i AMP silnie ham ują w ym ianę (44). Dializa preparatu , względnie trak ­
towanie w ersenianem , powoduje znaczne obniżenie aktyw ności syn teta-
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zy. Aktywność można przywrócić przez dodanie jonów magnezu (44). 
Enzym jest aktyw ow any przez związki tiolowe, a ham ow any przez N -ety- 
lomaleimid, kwas jodooctowy i PCMB (33).

3. Syntetaza acy lo-koenzym u A (EC.6.2.1.3)

Ta syntetaza acylo-CoA katalizuje reakcje  aktyw acji kwasów tłusz­
czowych o długim  łańcuchu, zarówno nasyconych jak  i nienasyconych. 
Enzym otrzym ano z bakterii Bacillus megaterium  (45), z mikrosomów 
w ątroby świnki m orskiej i szczura (38), m itochondriów w ątroby tych 
zw ierząt (67), mikrosomów jelit szczura (57), tkanki tłuszczowej szczura 
(59) oraz tętn icy  głównej świni domowej (63). Nie udało się jednak 
oczyścić te j syntetazy (1, 38, 58, 59, 63). Enzym w ykazuje najw iększe 
powinowactwo do palm itynianu jako substra tu  (38, 57, 63). A ktyw acja 
palm itynianu wym aga ATP, jonów m agnezu i CoA. ATP nie można 
zastąpić GTP lub ITP, ani ADP i AM P (63). Te ostatnie, dodane do 
m ieszaniny reakcyjnej zaw ierającej ATP, silnie ham ują aktyw ność syn­
tetazy palm itylo-CoA (63). Podobnie jak  syntetaza acylo-CoA (ЕС.6 .2.1.2), 
ligaza palm itylo-CoA jest aktyw ow ana przez związki tiolowe, a hamo­
wana przez kwas jodooctowy i PCMB (63). W skazuje to na rolę grup-SII 
w czynności katalitycznej enzymu.

Do niedaw na uważano, że enzym atyczna aktyw acja długołańcucho- 
wych kwasów tłuszczowych przebiega analogicznie do aktyw acji octanu. 
Obserwowano bowiem syntezę palm itylo-CoA z palm itylo-A M P i CoA, 
tworzenie ATP z palm ityloadenylam u i pirofosforanu, a także wym ianę 
32P  m iędzy pirofosforanem  a ATP (7, 8 , 67). Dowodzi to, że palm itylo- 
AMP jest produktem  pośrednim  reakcji. Udowodniono jednak, że ucze­
stniczący w  reakcji koenzym  A jest związany z enzymem, czego nie 
obserwowano w reakcjach aktyw acji octanu i kwasów tłuszczowych 
O' średniej długości łańcucha. B a r - T a n a  i S h a p i r o  (1) badając 
aktyw ację palm itynianu przez enzym  z mikrosomów w ątroby szczura 
wykazali, że najp ierw  tw orzy się związek enzym -koenzym  A, k tóry  na­
stępnie reaguje z palm itylo-A M P tworząc kompleks enzym -koenzym  
A-palm itylo-AM P.

Nowe światło na mechanizm aktyw acji palm itynianu rzuciła także 
praca F a r s t a d a  (21), k tóry  w supernatancie po odwirowaniu m ikro­
somów z różnych narządów  szczura znalazł term olabilny czynnik sty ­
m ulujący syntetazę palm itylo-CoA z m itochondriów w ątroby tego zwie­
rzęcia. A utor sugeruje, że czynnikiem  tym  jest enzym -kinaza, katalizu­
jący przy udziale ATP fosforylację nieczynnej postaci syntetazy palm i- 
tylo-CoA i przeprowadzenie jej w form ę aktyw ną.

R a o  i J o h n s t o n  (49, 50) postulują, że związkiem pośredniczą­
cym w syntezie trój glicerydów z palm itylo-CoA i m onoglicerydu jest 
.zw iązany CoA” (ang. bound CoA). Związek ten ma być zara­
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zem  akceptorem  acylu z palm itylo-CoA i donatorem  acylu d la monogli- 
cerydu. Zauważono uderzające podobieństwo własności tego związku do 
otrzym anego wcześniej peptydu nazwanego białkow ym  nośnikiem  acylu 
(ang. acyl carrier protein) (49, 50). Na podstawie badań nad syntezą 
trójglicerydów  w hom ogenatach śluzówki jelita  cienkiego chomika R a o 
i J o h n s t o n  (51) postulują, że proces ten katalizow any jest przez 
„syntetazę tró jglicerydow ą” która stanowi kompleks enzymów. W skład 
kom pleksu wchodzić m ają: „związany CoA”, syntetaza palmitylo-CoA 
oraz transferazy  mono- i dwuglicerydowe (ЕС. 2.1.3). Rozdział częściowo 
oczyszczonej „syntetazy tró jglicerydow ej” na żelu poliakrylam idow ym  
w ykazał, że składa się ona z czterech białek. Nie udało się jednak roz­
dzielić aktywności enzymów — składników kom pleksu ani na kolum nach 
w ypełnianych żelem Sephadex G-200, DEAE-Sephadex  i CM -Sephadext 
ani za pomocą chrom atografii na kolum nach z DEAE-celulozy i CM-ce­
lulozy. Aktywność enzymów znacznie zm niejszała się, gdy na oczyszczo­
ną „syntetazę tró jglicerydow ą” podziałano dezoksycholanem sodu lub 
detergentam i Tween-80  i Triton Х-100  (51). Należałoby więc sądzić, że 
pod wpływ em  detergentów , a także rozdziału na kolum nach z w ym ien­
ników  jonowych i żelu Sephadex  zachodzi „dysocjacja” wieloenzymowe- 
go kom pleksu „syntetazy tró jglicerydow ej” , pociągająca za sobą u tra tę  
aktyw ności enzymów, składników kompleksu.

III. Aktywacja kwasów tłuszczowych przy udziale związków pośrednich
tlenowej fosforylacji

Na możliwość aktyw acji kwasów tłuszczowych bez udziału nukleozy- 
dotrójfosforanów  zwrócili uwagę W o j t c z a k  i wsp. (78, 79). Oparli 
się oni na spostrzeżeniu, że u tlenianie kwasów tłuszczowych oraz ich 
w budow yw anie do fosfolipidów w  nieobecności ATP niezależne było od 
funkcjonow ania system u oksydacyjnej fosforylacji. Badając wpływ inhi­
bitorów  oddychania tkankow ego i tlenowej fosforylacji na utlenianie 
kwasów tłuszczowych w m itochondriach w ątroby szczura zauważyli, że 
w  nieobecności ATP proces ten był ham ow any przez cyjanek, lecz nie 
był blokowany przez inhibitory  tlenow ej fosforylacji oligomycynę i azy­
dek, zaś ham ujące działanie dw unitrofenolu (DNP), k tóry  jest aktyw a­
torem  ATP-azy, było bardzo słabe. A utorzy ci przypuszczają, że w przy­
padku zablokowania produkcji ATP oligomycyną lub azydkiem  powstaje 
niefosforylowany produkt pośredni tlenowej fosforylacji. Reaguje on 
z kwasem  tłuszczowym dając jego „aktyw ne” wysokoenergetyczne połą­
czenie. System  ten mógłby umożliwiać produkcję „aktyw nych” kwasów 
tłuszczowych bez udziału nukleozydotrój fosforanów.

W piśm iennictw ie istn ieją  sprzeczne opinie o w ystępow aniu tego sy ­
stem u w m itochondriach w ątroby szczura. V a n  d e n  B e r g h  (65)
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reprezentu je pogląd, że w m itochondriach istn ieją  ty lko  dw a układy 
aktyw ujące kwasy tłuszczowe: układ w ykorzystujący ATP oraz układ, 
w  którym  aktyw acja przebiega z rozszczepieniem  GTP na GDP i nie­
organiczny ortofosforan. Zdaniem  tego autora wysokoenergetyczne po- 
średniki oksydacyjnej fosforylacji nie  mogą aktyw ow ać kwasów tłuszczo­
wych w m itochondriach w ątroby szczura (66). Opisany przez W ojtczaka 
i współpracowników układ niew rażliw y na oligom ycynę i słabo oddzia­
ływ ujący na dw unitrofenol jest całkowicie zależny od funkcjonow ania 
cyklu kwasów trójkarboksylow ych. Ponadto  jest on hamojwany przez 
małe stężenia arsenianów, które rozprzęgają zależną od a-ketoglutaranu 
fosforylację substratow ą GDP (54). Dodatkowym  faktem , k tóry  mógłby 
wskazywać, że układ mało w rażliw y na DNP jest identyczny z układem  
z m itochondriów w ątroby aktyw ującym  kw asy tłuszczowe z udziałem 
GTP (24, 55), było blokowanie niew rażliwego na DNP system u aktyw u­
jącego kwasy tłuszczowe przez ortofosforan.

Pewne jednak badania potw ierdzają hipotezę W ojtczaka i wsp.. B e -  
a t t i e  i B a s f o r d  (2) dowiedli, że w m itochondriach mózgu nie 
w ystępuje układ ak tyw ujący  kwasy tłuszczowe z udziałem  GTP. Pomimo 
to zachodziło u tlenianie kwasów tłuszczowych w nieobecności ATP przy 
równoczesnym  zablokowaniu tlenowej fosforylacji oligom ycyną. Autorzy 
sądzą, że system  aktyw ujący kwasy tłuszczowe, w którym  uczestniczą 
pośredniki tlenowej fosforylacji odgryw a w komórce znacznie m niejszą 
rolę niż system  zużyw ający ATP i jest urucham iany w tedy, gdy brakuje 
nukleozydotrójfosforanów  lub gdy ich synteza jest upośledzona.

O m awiany wyżej m echanizm  aktyw acji kwasów tłuszczowych oraz 
ich włączania w szlaki m etaboliczne nie ma uniw ersalnego charakteru. 
Okazało się, że kwasy tłuszczowe aktyw ow ane w m itochondriach mózgu 
przez wysokoenergetyczne związki pośrednie tlenowej fosforylacji nie 
mogą zostać w budow ane do fosfolipidów (3).

W przeciw ieństw ie do system u z m itochondriów w ątroby (79) w bu­
dowyw anie kwasów tłuszczowych do fosfolipidów w m itochondriach 
mózgu wym aga obecności ATP i CoA. N ukleotydy te nie są natom iast 
potrzebne do u tlen ian ia kwasów tłuszczowych (3). W yniki tych badań 
nasuw ają przypuszczenie o istnieniu alternatyw nej drogi u tleniania kw a­
sów tłuszczowych bez udziału acylo-CoA i sugerują, że acylotioestry nie 
m uszą brać udziału w obu procesach tj. w oksydacji kwasów tłuszczowych 
i syntezie lipidów.

IV. Rola acylotioestrów w metabolizmie komórki

Produktem  reakcji aktyw acji kwasów tłuszczowych są w ybitnie re ­
aktyw ne tiolowe estry  acylów, odgrywające ważną rolę w m etabolizmie 
komórki. Główne drogi m etabolizm u tioestrów przedstaw ia schem at 2.
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N ajprostszy tioester, acetylo-CoA, może ulegać spalaniu w cyklu kw a­
sów trójkarboksylow ych, lub może być w ykorzystany do syntezy kwasów 
tłuszczowych (43, 68) i cholesterolu (14). Wyższe acylotioestry są w ażnym i 
m etabolitam i pośrednimi na drodze syntezy trójglicerydów  i fosfolipidów

H 1 T 0 C H 0 N D R I A L N A

Schem at 2. M etabolizm  acylotioestrów  w  kom órce
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{38, 43) oraz oksydacji kwasów tłuszczowych (43). Uczestniczą one w tran ­
sporcie acylu przez błonę m itochondrialną (22, 23), a także jak  dowiodły 
badania najnowsze, stanow ią m etaboliczne regu la to ry  przem ian lipidów 
(9, 12, 13, 15, 64, 77). Spośród różnorodnych funkcji, jakie spełniają 
wyższe acylotioestry koenzymu A w kom órce wym ienić należy regulację 
u tleniania acetylo-CoA w cyklu kwasóiw tró jkarboksylow ych (61) oraz 
regulację syntezy kwasów tłuszczowych (77) i lipidów (13).
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S T A N I S Ł A W  L E W A K  *

Flawonoidy głogu 

The Flavonoids of Hawthorn

Flavones, flavonols, their O- and C -glycosides as w e ll as flavan  derivatives 
present in haw thorn tissues are review ed . B iosynthetic and chem otaxonom ic conclu- 

sion of the studies on haw thorn flavonoids are pointed out.

Głóg (Crataegus L.) jest rośliną krzew iastą, w ystępującą powszechnie 
w strefie k lim atu um iarkowanego. Rośnie on w  stanie dzikim  zasiedlając 
pobocza lasów i poręby, zbocza i nieużytki, a również jest upraw iany jako 
roślina ozdobna. Na terenie Europy znanych jest pięć gatunków głogu, 
a mianowicie głóg jednoszyjkowry (Cr. monogyna Jacq.), głóg dwuszyj- 
kowy (Cr. oxyacantha  L.), głóg odgiętoszyjkow y (Cr. curvisepala Lindm.), 
głóg prostokielichow y (Cr. calycina peterm.) i głóg Palm strucha (Cr. 
Palmstruclnii Lindm.) jak  również mieszańce niektórych tych gatunków.

Pospolitość w ystępow ania głogu oraz fakt, że zarówno m edycyna lu­
dowa jak i coraz częściej m edycyna farm akopealna stosuje wyciągi z róż­
nych organów tej rośliny w  lecznictwie chorób wieńcowych i jako skład­
nik leków sedatyw nych (18, 37), spowodowały w latach 50-tych naszego 
stulecia wzmożone zainteresow anie związkami w ystępującym i w głogu. 
Badania nad nimi prowadzono głównie w  laboratoriach niem ieckich 
i szwajcarskich, toteż uzyskane dane dotyczą liści, kw iatostanów  i owo­
ców gatunku najpow szechniej w ystępującego na  tych terenach, to znaczy 
Crataegus oocyacantha (4, 5, 41, 47). Prowadzone równolegle prace nad 
właściwościami farm akologicznym i w yodrębnianych związków zdawały 
się początkowo wskazywać, że aktyw nych składników  należy się spodzie­
wać wśród kwasów tró jterpenow ych i ich pochodnych (37, 38, 42). Do­
piero w latach 1954— 55 D o r n e r  i K u s c h k e  (8), oraz L i i b e r s  
i K u s c h k e  (29) w ykazali przekonyw ująco brak działania leczniczego 
kwasów tró jterpenow ych w ydzielonych z głogu. Natom iast badania związ­
ków fenolowych wyodrębnionych z tej samej rośliny w yraźnie wskazy-

* Doc. dr, Katedra F izjologii Roślin, U n iw ersytet W arszaw ski, W arszawa.
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w ały na czynność farm akologiczną takich składników  jak  antocyjany 
(43), glikozydy flawonowe (6), leuko.autocyjany  (10) czy (—) epikatechina 
(39). Prace te  pozwoliły na stw ierdzenie hypotensyjnego i inotropowo do­
datniego działania kardiotonicznego flawonoidów głogu. Poszczególne 
związki tej grupy posiadają w yraźne działanie detoksykacyjne w sto­
sunku do digitoksyny, akonityny, chloroform u, etanolu i m etanolu. F rak­
cja leukoantocyjanów  w yw iera działanie uspokajające znosząc poko- 
kainowe pobudzenie ruchowe.

Badania nad działaniem  leczniczym  poszczególnych flawonoidów głogu 
prowadzone są do chwili obecnej (np. 34, 40). Nie pozwoliły one jeszcze 
na jednoznaczne wskazanie związku w arunkującego czynność farm ako­
logiczną preparatów  z tej rośliny. Im  jednak zawdzięczamy w szechstronne 
poznanie w  ostatnich kilkunastu  latach flawonoidów zaw artych w głogu.

Badania nad flawonoidam i głogu zostały zapoczątkow ane w roku 
1896 w ykryciem  kw ercetyny w kw iatostanach Crataegus oxyacantha  
przez P e r k i  n a  i H u m m e l a  (33), k tórzy już w tedy sugerowali, 
że flawonol ten w ystępuje w  roślinie w  postaci glikozydu. Przypuszcze­
nie to potwierdziła dopiero po niem al 60-ciu latach F i e d l e r  (12), 
która w yodrębniła z kwiatów, liści i owoców tego samego gatunku głogu 
glikozyd kw ercetyny zidentyfikowany jako hyperozyd (3-galaktozyd 
kw ercetyny). A utorka wykazała obecność w tych sam ych organach głogu 
również i wolnego aglikonu — kw ercetyny (2 1 ).

Dalsze badania doprowadziły do w ykrycia w tkankach  głogu 15 
różnych flawonów i flawonoli oraz ich pochodnych. Zestaw ienie tych 
połączeń znajduje się w tablicy 1. K w ercetyna jest jedynym  flawonolem  
w ystępującym  w postaci wolnej, zresztą w  stosunkowo bardzo m ałych 
ilościach. Pozostałe związki są O- lub C-glikozylowymi pochodnymi 
kw ercetyny, apigeniny > lub luteoliny. Zw racają uwagę różnice w składzie 
kom pletu flawonoidów poszczególnych odm ian głogu. N ajlepiej poznane 
zostały flawonoidy dwóch gatunków: Crataegus oxyacantlna, głównie 
dzięki pracom  badaczy niem ieckich (1 2 , 16, 17, 2 1 ) i Crataegus curvise- 
pala — w  w yniku badań ośrodka charkowskiego (2, 3). Liście pierwszej 
z tych odm ian zaw ierają siedem różnych pochodnych flawonoidowych, 
a liście drugiej — osiem. Tylko trzy  związki — kw ercetynę, hyperozyd 
i kw ercytrynę w ykryto  w obu gatunkach, a i to  obecność kw ercytryny  
w Cr. oxyacantha  jest kwestionow ana przez K r a n e n - F i e d l e r  (21).

We wszystkich badanych gatunkach głogu stw ierdzono obecność gli­
kozydów kw ercetyny, natom iast skład glikozydów flawonowych w yka­
zuje charakterystyczne różnice w  zależności od gatunku. O-glikozydy 
apigeniny (7-glukozyd i 7-ramnozyd) oraz luteoliny (7-glukozyd) w y­
kry to  wyłącznie w liściach Crataegus curvisepala, natom iast C-glikozydy 
apigeniny są prawdopodobnie rozpowszechnione szerzej w obrębie ro­
dzaju Crataegus. W iteksynę i jej pochodne glikozylowe pow stałe przy 
udziale fenolowych grup hydroksylow ych reszty apigeniny (4’-ram nozyd,
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4’-ram noglukozyd i 4’,7-dwuglukozyd) w ykry to  wyłącznie w tkankach 
Cr. oxyacantha. W gatunku tym  inie w ystępuje natom iast kratenacyna 
i dezacetylokratenacyna, k tóre są biozydami apigeniny (C-ram nozyloglu- 
kozy darni).

Reakcje glikozylacji stanow ią ostatnie etapy biosyntezy glikozydów 
flawonoidowych (1, 19). W ydaje się, że w  przypadku antocyjanów  i fla- 
wonoli podstawienie resztą cukrow ą grupy hydroksylowej w pozycji 3 
jest w arunkiem  dalszej glikozylacji grup fenolowych (44). Badania prze­
prowadzone na roślinach rodzaju Streptocarpus, Vitis, Antirrhinum,  
Phaseolus, Prunus  i innych (1, 35) wskazują, że przekształceniem  mo- 
noglikozydów w dwuglikozydy kieruje pojedynczy gen, podczas gdy 
powstanie biozydu może wymagać aktyw ności dwóch genów kom ple­
m entarnych (19). W ydaje się prawdopodobnym, że wprowadzenie okre­
ślonych reszt cukrow ych w poszczególne pozycje układu flawonoidu jest 
uw arunkow ane aktyw nością pojedynczych genów.

Przegląd glikozydów kw ercetyny zaw artych w różnych gatunkach 
głogu (tablica 1 ) wskazuje, że żaden z dotychczas badanych gatunków  nie 
jest zdolny do glikozylacji fenolowych grup hydroksylow ych kw ercetyny. 
Rośliny dwóch gatunków  (Cr. oxyacantha  i Cr. curvisepala) mogą syn te­
tyzować 3-galaktozyd i 3-ram nozyd kw ercetyny, dwóch innych (Cr. py- 
racantha  i Cr. monogyna) — 3-ram nozyloglukozyd, a ty lko  jeden gatunek 
(Cr. monogyna) jest w stanie produkować 3-ram nozylogalaktozyd kw er­
cetyny.

Pomimo, że drogi biosyntezy C-glikozydów flawonowych nie są tak 
dobrze poznane jak O-glikozydów tej samej grupy (1 1 ) prawdopodobna 
w ydaje się następująca kolejność ich pow staw ania w roślinie: a) synteza 
układu flawonoidowego, b) C-glikozylacja i c) O-glikozylacja. Dane ta ­
blicy 1, aczkolwiek niepełne, zdają się wskazywać, że zdolność O-gliko- 
zylacji flawonów (apigeniny i luteoliny) posiada jedynie gatunek Cra- 
taegus curvisepala. C-glikozylacja apigeniny (przekształcenie jej w wi- 
teksynę) w tkance Crataegus curvisepala  uniem ożliwia przyłączanie reszt 
cukrowych do fenolowych grup wodorotlenowych flawomu. W tym  ga­
tunku głogu stw ierdzono tylko C-biozydy apigeniny (kratenacynę i de- 
zacetylokratenacynę) natom iast brak O-glikozydów. Inaczej przedstaw iają 
się następstw a C-glikozylacji u gatunku Crataegus oxyacantha. W ydaje 
się, że dopiero powstanie C-glikozydu umożliwia przyłączanie reszt cukro­
wych do grup fenolowych flawonu. W skazuje na to w ykrycie w tym  ga­
tunku trzech różnych O-glikozydów w iteksyny, a brak  O-glikozydów 
apigeniny.

Brak jest danych o składzie flawonów i flawonoli mieszańców róż­
nych gatunków  głogu. Umożliwiłyby one wnioskowanie nie tylko o ge­
netycznych uw arunkow aniach biosyntezy poszczególnych związków, lecz 
również o w artości poszczególnych flawonoidów jako znaczników che- 
motaksonomicznych w obrębie rodzaju Crataegus.
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Flawony, flawonole i ich glikozydy nie są jedynym i flawonoidami 
tkanek głogu. P ła tk i kwiatów niektórych gatunków, a owoce wszystkich 
zaw ierają barw niki antocyjanowe, których budowa niem al nie była do­
tychczas badana. W iadomo tylko, że podstawowy barw nik owoców gło­
gu Cr. oxyacantha  jest glikozydem  pelargonidyny (28). W szystkie do­
tychczas badane organy głogu, a więc liście, owoce, kw iatostany i drew ­
no zaw ierają pochodne flawanu: katechiny, leukoantocyjany i wielko­
cząsteczkowe połączenia tej grupy o charakterze garbników  skondenso­
wanych.

(—) Epikatechina jest jedynym  flaw anolem  i jedyną prostą, to znaczy 
zbudowaną z trójpierścieniow ego, piętnastowęglowego szkieletu pochod­
ną flaw anu znalezioną w głogu. Pozostałe połączenia tej grupy są związ­
kam i dimerycznym i, złożonymi z dwóch jednostek flaw anow ych, bądź 
też związkami wielkocząsteczkowym i, w których skład wchodzi wiele 
układów C15. Zarówno w struk tu rze  dim erów  jak  i polim erów flaw ano­
wych głogu obok układów leukoantocyjanow ych (flawandiole, flaw an- 
triole lub flawanonole) mogą występować jednostki (—)epikatechiny.

Na obecność związku o charakterze leukoantocyjanu w wyciągach 
z kw iatostanów  głogu zwrócono uwagę po raz pierwszy w roku 1958 
(1 0 ), stw ierdzając równocześnie czynność farm akologiczną tego związku. 
Dalsze prace nad  s tru k tu rą  tego typu  połączeń i nad ich rozmieszcze­
niem  w roślinie były prowadzone przez dwa ośrodki: laboratorium  
K. W eingesa w Heidelbergu i przez naszą pracownię. W obu pracow ­
niach przedm iotem  badań były leukoantocyjany zaw arte w tym  samym  
gatunku głogu — Crataegus oxyacantha.

Prace nad s truk tu rą  garbników  skondensow anych są znacznie m niej 
zaaw ansow ane niż badania nad innym i naturalnym i związkam i w ielko­
cząsteczkowymi jak białka, kwasy nukleinow e czy ligniny. Przyczyną te ­
go są większe trudności m etodyczne a także fakt, że rola biologiczna 
tych  połączeń w organizmie roślinnym  ciągle nie jest jeszcze w yjaśnio­
na. Uzyskane dotychczas dane w śkazują, że garbniki skondensowane 
tw orzą przestrzenne s tru k tu ry  złożone z jednostek hydroksyflawamo- 
wych połączonych różnego typu wiązaniam i (2 0 ). O charakterze tych w ią­
zań można wnioskować badając natu ra lne  dim ery flawanow e, k tóre są 
łatw iejsze do w yodrębnienia w stanie czystym a zarazem  ich s tru k tu ra  
jest prostsza. Nic więc zaskakującego, że pierwsze badania flawanów 
zaw artych w głogu dotyczyły związków dim erycznych.

F r e u d e n b e r g  i W e i n g e s  (15, 45) opisali po raz pierw szy 
w roku 1961 dim eryczny leukoantocyjan w yodrębniony z owoców gło­
gu, przypisując mu budowę 3',4 ',5,7-tetrahydroksyflaw an-2,3,4-triolu po­
łączonego przy udziale półacetalowej grupy hydroksylow ej w pozycji 2 
z resztą (—)epikatechiny (wzór II). Cztery lata później L e w a k  i R a -  
d o m i ń s k a  (27) wykazali, że związek ten posiada raczej budowę 
3',4 ',5,7-tetrahydroksyflaw an-on-3-olu-4 połączonego wiązaniem  semike-
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talow ym  z resztą (—)epikatechiny (wzór III). Równolegle prowadzono 
badainia nad dim erycznym  leukoantocy j anem  z liści głogu (22, 23). Do­
prow adziły one do wydzielenia związku złożonego z dwóch reszt 
3',4 ',5 ,7-tetrahydroksyflaw an-3,4-diolu połączonych w iązaniem  eterow ym  
przy udziale drugorzędowych grup alkoholowych pierścieni heterocyklicz­
nych (wzór IV). Porów nanie leukoantocyjanów  zaw artych w liściach 
i owocach głogu wskazuje, że w obu tych tkankach znajdują  się obie 
wspom niane leukocyjanidyny, lecz w różnych stosunkach ilościowych. 
Ponadto  w ykryto  bliżej nie badany związek o charakterze dim erycznej 
leukopelargonidyny (27).
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W e i n g e s  i wsp. (46) proponują dla w szystkich dim erycznych leu­
koantocyjanów głogu struk tu rę  uboższą o jeden atom  tlenu, w której 
dwie jednostki (—)epikateehiny byłyby złączone w iązaniem  C-C między 
atom ami węgla 4 i 6 lub 8 układu flawanow ego jak na przykład we 
wzorze V. Na podstawie w idm  m asowych i jądrowego rezonansu m ag­
netycznego dim erycznych leukoantocyjanów  w ydzielonych z różnych 
roślin W e i n g e s  i wsp. przypuszczają, że tego typu wiązanie m iędzy 
resztam i flawanow ym i w ystępuje powszechnie w garbnikach skonden­
sowanych. Przypuszczenie to jest zgodne z wcześniejszym i sugestiam i 
C r e a s y  i S w a i n a  (7), niem niej w ydaje  się, że n ie  ma w ystarcza­
jącej podstaw y do odrzucenia możliwości jednoczesnego udziału wiązań 
eterow ych lub acetalow ych w stru k tu rze  dim erów  i polimerów flaw a- 
nowych głogu. Przekonyw ujących dowodów tego rodzaju współistnienia 
dostarczyły badania dim erycznych i wielkocząsteczkowych leukoanto­
cyjanów w ydzielonych z innego m ateriału  roślinnego. M a y e r  i wsp. 
(30) wydzielili na przykład z owoców Aesculus hippocastanum  dimerycz- 
ną leukoantocyjanidynę i w jej cząsteczce stw ierdzili na drodze degrada­
cji oraz posługując się spektrom etrią  masową zarówno w iązania typu 
C-C jak i w iązanie eterowe między dwoma jednostkam i C15. Uzyskało 
to potw ierdzenie w pracach D r e w e s  i wsp. (9) oraz R o u x  i P a u ­
l u s a  (36), którzy badając dim eryczne leukofizetynidyny, zaw ierające 
wyłącznie wiązania C-C m iędzy elem entam i struk turalnym i, stw ierdzili 
w yraźne różnice trw ałości tych wiązań w  porów naniu z wiązaniami, 
w których bierze udział atom  tlenu. Z drugiej strony M o r g a n  i O r -  
s 1 e r  (31) wykazali, że podstawowym  układem  wielkocząsteczkowych 
garbników drew na tekowego są jednostki 3 ',4 ',7-trójhydrOksyflaw an-3,4- 
-diolu połączone m ostkam i eterow ym i m iędzy atom am i węgla 3 i 4.

W yjaśnienie budowy dim erycznych leukoantocyjanów  w ym aga jesz­
cze wielu badań. Niemniej poglądy na struk tu rę  wielkocząsteczkowych 
związków tej grupy oparte są n iem al w yłącznie na  danych dotyczących 
połączeń dimerycznych. Nie rozwiązano dotychczas zagadnień m etodycz­
nych: określania m asy cząsteczkowej wielkocząsteczkowych garbników 
skondensow anych i ich frakcjonow ania. Podejm ow ane próby frakcjono­
wania garbników  skondensow anych opierały  się głównie na m etodach 
chrom atograficznych i tym  sam ym  ich zastosowanie było ograniczone do 
związków złożonych z nie więcej niż siedmiu jednostek flawanowych 
(36). Podczas badania flawonoidowych składników  głogu wydzielono, 
stosując sączenie m olekularne na żelu Sephadex G-35, oligomeryczną 
leukocyjanidynę złożoną z około dziesięciu jednostek C15 (26). Związki
o wyższym stopniu polim eryzacji adsorbowały się na żelu G-25. Sączenie 
na acetylow anym  żelu dekstranow ym  (Sephadex LH-20) pozwoliło omi­
nąć tę  trudność i doprowadziło do wydzielenia z liści głogu szeregu 
frakcji oligom erycznych i polim erycznych garbników różniących się m ię­
dzy sobą nie tylko stopniem  spolim eryzowania, lecz również i udziałem
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elem entów  struk tu ra lnych  (25). Porów nując w yniki sączenia na żelu 
Sephadex LH-20 z danym i uzyskanym i za pomocą kolorym etrycznych 
m etod określania stopnia polim eryzacji flawanów, wykazano, że oznacze­
nie kolejności w ym yw ania garbników skondensow anych z żelu może być 
w artościow ą m etodą oznaczania ich m asy cząsteczkowej, pod w arunkiem  
zastosow ania odpowiednich wzorcowych substancji wielkocząsteczko­
wych.

Rozmieszczenie grup -OH w arom atycznych pierścieniach elem entów 
struk tu ra lnych  garbników  skondensowanych, w ystępujących w głogu, 
jest takie samo jak  we flaw onach i flawonolach w ykrytych  w tej rośli­
nie. Najczęściej pierścienie arom atyczne są podstawione grupam i hydro­
ksylow ym i 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). 
Stanow i to jeszcze jedno potwierdzenie wspólnej drogi biosyntezy 
w szystkich flawonoidów niezależnie od stopnia utlenienia pierścienia 
heterocyklicznego. Liczba grup -OH i ich rozmieszczenie w pierścieniu 
В flawonoidów (jednostka C6 + 3) są najpraw dopodobniej determ inow ane 
przed utw orzeniem  piętnastowęglowego prekursora układu flawonoido- 
wego.

W yniki dotychczasowych prac nad flawonoidami głogu zdają się wska­
zywać, że działanie lecznicze tej rośliny jest uw arunkow ane obecnością 
całego kom pletu związków flawonoidowych.

Choć zainteresow anie czynnością farm akologiczną ekstraktów  z głogu 
było główną przyczyną podjęcia badań nad flawonoidami, prace te do­
starczyły  także cennych danych o budowie i biosyntezie tych związków. 
Dalsze zaś porównawcze badania nad składem  flawonoidów w różnych 
gatunkach głogu mogą być podstaw ą chemotaksonom ii i wnioskowania
o uw arunkow aniu genetycznym  biosyntezy tych związków.
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J A N I N A  H. RO G O ZIŃ SKA  *

Struktura a aktywność cytokinin 

Cytokinins’ Structure and Activity

T he relationships betw een the cytok in in  activ ity  of adenine d erivatives as

affected  by the naturę and location of the substituent groups is d iscussed.

W krótce po w yodrębnieniu i identyfikacji k inetyny  (wzór I) (16), 
zsyntetyzow ano kilkaset chemicznie pokrew nych jej związków i zbadano 
ich aktyw ność biologiczną. Do roku 1958 (36) uważano, że aktyw ność 
cytokinin (25) oznaczana testem  tytoniow ym  (opartym  na stym ulacji 
cytokinezy) jest ograniczona do 6-podstaw ionych aminopuryn. (wzór II). 
Św iadczyły o tym  także prace O k u m u r y  i wsp. (18, 19, 20, 21, 22) 
oraz K u r a i s h i  i O k u m u r y  (9, 10), którzy badali wpływ  cyto­
kinin  stosując test powiększania się krążków liści rzodkiewki. N atom iast 
S k i n n e r  i S h i v e  (33), obserw ując stym ulujący wpływ cytokinin 
na kiełkowanie nasion sałaty, stw ierdzili m niej ścisłą zależność m iędzy 
aktyw nością tych związków a ich struk tu rą  chemiczną. W zależności za­
tem  od stosowanego biotestu cytokininy, mogą wykazywać różną ak tyw ­
ność względną (6 , 9, 13, 33), co spowodowane jest prawdopodobnie tym , że 
m echanizm  ich działania n a  poziomie m olekularnym  w poszczególnych 
biotestach jest różny.

W początkowym  etapie badań prowadzonych w U niw ersytecie 
w W isconsin (36) nie uwzględniano dostatecznie korelacji m iędzy stęże­
niem  a aktyw nością cytokinin. Dopiero opracowanie specjalnej pożywki 
(15, 17) i wprowadzenie różnych m odyfikacji (24, 27) testu  tytoniowego 
umożliwiło precyzyjniejsze porównawcze oznaczenia aktyw ności w ielu 
cytokinin. W ulepszonym  teście tytoniow ym  ledwo w ykryw alny wzrost 
można zaobserwować zwykle już przy stężeniu 5X 10 ~ 4 — 5Х 10 - 3  ілМ, 
a m aksym alny wzrost tkanek przy stężeniu 0,1 ц-M kinetyny (24, 35). 
S tosując ten test, H a m z i (5) przebadał w pracowni Skooga aktyw ność 
56 związków, głównie pochodnych purynow ych określając zależność m ię­

*Dr, Zakład D endrologii i A rboretum  K órnickie, P olska A kadem ia Nauk, 
Kórnik. Obecny adres: Katedra Fizjologii Roślin WSR, Poznań
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dzy ich aktyw nością a rodzajem  i pozycją podstaw ionych grup w ukła­
dzie purynow ym . Aktywność dalszych 13 związków zbadali następnie
5 к  o o g i wsp. (35).

Badania nad syntezą i aktyw nością analogów k inetyny  i jej antago­
nistów zapoczątkowały prace nad mechanizmem działania tej grupy re ­
gulatorów w zrostu roślin (23). Poniżej przedyskutow ano najw ażniejsze v 
prace, om awiające zależność aktyw ności cytokinin od ich s tru k tu ry  che­
micznej.

I. Wpływ struktury podstawnika na aktywność cytokinin 

1. W pływ  długości nasyconego łańcucha alk ilow ego

N6-adeniny alkilowe różnią się aktywnością, w zależności od długości 
łańcucha alkilowego. W edług danych S t r o n g a  (36), cytokinany za­
rów no z krótkim  (1— 2 C) jak i z bardzo długim  (powyżej 7 C) nasyco­
nym  łańcuchem  nie w ykazują aktywności. O zwiększaniu się aktyw ności 
cytokinin wraz z liczbą atomów węgla w łańcuchu alkilow ym  do 5 lub
6 świadczą zarówno wyniki testu  tytoniowego (36), jak  i testu  sałaty 
(30, 31, 32). K u r  a i s  h i  (9) stosując biotest liści rzodkiewki stw ierdził 
wzrost aktyw ności wraz ze zwiększaniem  długości łańcucha aż do 6-n- 
-heksyloam inopuryny i brak  aktywności związków o 9, 10, 12 lub 18 
atom ach węgla w łańcuchu bocznym. Ostatnio (5, 35) określono dokład­
niej korelację między aktyw nością związku a długością jego łańcucha: 
adeninę (II) można w ykryć zaledwie w stężeniu 200 м-М, 6-metylo-, 
6-etylo-, 6-propylo- i б-butyloam inopurynę w coraz niższych stężeniach, 
a 6-pentyloam inopurynę (wzór III) już w  stężeniu około 0,001 mM. M niej­
szą aktywność w ykazują 6-heksylo- i 6-heptyloam inopuryna, a m ini­
m alną 6-decyloaminoipuryna. W pływ długości łańcucha może mieć zwią­
zek z właściwościami fizycznym i, ułatw iającym i pobranie związku lub 
jego dostęp do reaktyw nych m iejsc w komórce.

2. W pływ  w iązań podw ójnych w  podstaw niku alk ilow ym

Podw ójne wiązanie w łańcuchu bocznym znacznie zwiększa aktywność 
cytokinin (5). Przykładem  może być 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryna 
(wzór IV). W edług B e a u c h e s n e  i G o u t a r e l a  (1) związek ten 
odznacza się m niejszą aktyw nością od kinetyny. Jednakże badania prze­
prowadzone przez Rogozińską, w pracowni Skooga (28) wykazały, że jest 
ona około 1 0  razy aktyw niejsza od kinetyny, co potwierdzili inni au to­
rzy (5, 35), a także od 6-izoam yloam inopuryny (wzór V). Należy ona obok 
zeatyny do najak tyw niejszych  cytokinin (13). Dużej aktyw ności wzro­
stowej 6-(7 ,7 -dwum etyloalliloam ino) puryny towarzyszy w ybitna aktyw -
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ność m orfogenetyczna, znacznie przewyższająca aktyw ność kinetyny 
i innych badanych cytokinin (5, 26, 35). W pływ 6-(Y>Y-dwumetyloallilo- 
amino) puryny na wzrost i różnicowanie tkanek tytoniu  w hodowli in 
vitro  przedstaw ia rysunek  1. Biorąc pod uwagę dużą aktyw ność tego 
zw iązku i to, że Y/Y-dwumetyloallil jest powszechnie w ystępującym  m e­
tabolitem  roślinnym , B e a u c h e s n e  i G o u t a r e l  (1) przypuszczali, 
że 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryna może być endogenną cytokininą. 
Związek ten  w ystępuje w Corynebacterium fascians (7), a jego rybozyd 
(VI) — w drożdżach (4) oraz w grochu i szpinaku (3).

Zależność aktyw ności cytokininow ej od długości bocznego łańcucha 
zaw ierającego podwójne wiązanie jest inna niż w przypadku nasyconych 
łańcuchów  bocznych. 6-Farnezyloam inopuryna i 6-geranyloam inopuryna 
są aktyw niejsze od 6-decyloam inopuryny. Nieoczekiwanie 6-geranylo­
am inopuryna jest znacznie m niej aktyw na od 6-farnezyloam inopuryny 
m ającej dłuższy łańcuch boczny. Natom iast aktyw ności 6-propyloamino- 
pu ry n y  (wzór VII) i 6-alliloam inopuryny (wzór VIII) praw ie nie różnią 
się. Prawdopodobnie n a  małą aktyw ność związku o krótszym  łańcuchu 
bocznym  obecność podwójnego w iązania w tym  łańcuchu wpływa nie­
znacznie.

Poza obecnością podw ójnych w iązań również inne cechy struk tu ra lne  
łańcucha bocznego m ają  w pływ  na aktyw ność cytokinin. Na przykład 
związek zaw ierający grupy m etylow e przy atomie węgla Y w łańcuchu 
allilow ym  jest znacznie aktyw niejszy niż związek z grupą m etylową 
przy  atom ie węgla a. Aktyw ność biologiczna cytokinin z nienasyconym i 
łańcucham i bocznymi zwiększa się od б-alliloam inopuryny poprzez 
6-(a,a-dwumetyloalliloam ino) purynę do 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) pu­
ryny .

Podw ójne wiązanie w podstaw niku m ają także w ystępujące w przy­
rodzie pochodne adeniny podstaw ione przy N6 ugrupow aniem  izoprenoi- 
dowym, które odznaczają się olbrzym ią aktyw nością cytokininową.

3. W pływ  grup h ydroksylow ych  w  podstaw niku alk ilow ym

Aktywność cytokinin zm ienia się po podstaw ieniu grup polarnych 
w ich łańcuchu-bocznym . Trans  zeatyna zawierająca jedną grupę hydro­
ksylową (wzór IV) (14) jest nieco aktyw niejsza od 6-(Y>Y-dwumetyloallilo- 
amino) puryny, jak  wykazał test tytoniow y (35) i inne biotesty (13). Na­
tom iast ć>-(2,3-dwuhydroksy-3-metylobutyloamino) puryna odznacza się 
znacznie m niejszą aktyw nością (35). Fakt, że związki zaw ierające grupy 
hydroksylowe są aktyw ne, był dość nieoczekiw any wobec wcześniejszych 
doniesień S t r o n g a  (36), o  w arunkow aniu aktyw ności cytokinin przez 
podstaw niki przy N6 o charakterze niepolarnym .

W przyrodzie w ystępują hydroksypochodne 6-(Y,Y-dwumetyloallilo- 
amino) puryny zarówno trans jak  i cis: zeatyna [6-(4-hydroksy-3-m etylo-
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butylo-trans-2-enyloam ino) puryna] (IX), 6,4-hydroksy-3-m etylobuty- 
lo-cis-2-enylo-am ino)-9-P-D-rybofuranozylopuryna (X) w yodrębniona 
z kukurydzy, grochu i szpinaku (4) oraz (—) dw uhydrozeatyna [(—) 6-N- 
(-4-hydroksy-3-m etylobutyloam ino) puryna] (XI) z niedojrzałych nasion 
łubinu (8).

4. W pływ  podstaw ników  p ierścieniow ych

K u r a i s h i  (9) próbował w yjaśnić znaczenie w iązań podwójnych 
w  pierścieniu furfury low ym  lub benzylow ym  dla aktyw ności cytokinin. 
S tw ierdził on, że 6-N-cykloheksyloam inopuryna (XII) była praw ie tak  
ak tyw na jak  kinetyna (I) i 6-benzyloam inopuryna (XIII). Później okazało 
się, że w iązania podwójne zwiększają aktyw ność 6-aryloam inopuryn (5). 
Za pomocą testu  tytoniowego wykazano, że 6-fenyloam inopuryna (XIV) 
była znacznie aktyw niejsza od cykloheksyloam inopuryny (XII).

Z cytokinin podstaw ionych ugrupow aniem  pierścieniow ym  najak tyw ­
niejsza okazała się benzyloam inopuryna (5). Je j działanie można było 
w ykryć już przy stężeniu 8Х 10- 4 |ьіМ, a jej stężenie optym alne wynosiło
0,07 м-M (dla k inetyny 1,7X10~3 i 0,1 mM) (rysunek 2). Benzyloam inopu­
ry n a  w ykazyw ała pośrednią aktyw ność m iędzy kinetyną i 6-/y,y-dwume- 
tyloalliloam ino) puryną w teście tytoniowym , a w chlorofilowym  bioteście 
krążków  liści rzodkiewki okazała się aktyw niejsza także od 6-(y, y-dwu- 
m etyloalliloam ino) puryny.

Podobnie jak  pochodne alkilowe również pochodne adeniny z podstaw ­
nikam i cyklicznym i w pozycji N6 w ykazują zatem  większą aktywność 
w przypadku gdy podstaw nik zawiera wiązanie podwójne; aktywność 
zależy także od wielkości podstaw nika (2, 5, 35).

5. W pływ  grup polarnych w  podstaw niku p ierścieniow ym

Zw iązki zaw ierające heteroatom y N i Cl w podstaw nikach w ykazują 
m niejszą aktywność cytokininową. Na przykład ć)-(2-pirydylometyloami- 
no) pu ryna jest mniej aktyw na od benzyloam inopuryny, a 6-(5-chlorofur- 
furyloam ino) puryna (XV) od furfuryloam inopuryny. Zastąpienie atom u 
tlenu  w grupie furfurylow ej atom em  siarki ma m ały w pływ  (35). W edług 
K u r a i s h i  (9) chlor w  pozycji orto w  pochodnych 6-benzyloam inopu- 
rynow ych zwiększa aktyw ność cząsteczki, w pozycji meta  m a m ały 
w pływ , natom iast w pozycji para znacznie zm niejsza aktyw ność. Rów­
nież grupa m etylow a w  pozycji orto zwiększa aktyw ność, a w  pozycji 
para zmniejsza. Obecność innych grup przy podstaw niku benzylowym  

. {-OH, -OCH3, -N 0 2, -SO3H, -NH2) obniża aktyw ność (9).
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Rys. 1. W pływ  6-(Y,Y-dwum etyloalliloam ino) puryny (O, Ol, 0,5, 2,5, 12,5 /.iM) na 
różnicow anie tkanek tytoniu w  hodow li in vitro, z których uzyskano następnie  

całkow icie rozw inięte rośliny (5, 26)

Rys. 2. W zrost tkanek  tytoniu przy optym alnym  stężeniu k inetyny 0.1 цМ (z lew ej) 
w  porów naniu  z tkankam i kontrolnym i bez k inetyny (z praw ej)
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W w yniku w prow adzenia silnie polarnego pierścienia dezoksyrybozy 
w  pozycję 6-m etyloam inopuryny pow staje ak tyw na cytokinina o m aksy­
m alnej aktyw ności w  stężeniu 2.5—25 i^M, a w yraźnie działająca już 
w stężeniu 0.02—0.1 m-M (35). Obecność grup polarnych w  tym  związku, 
jak  i w zeatynie świadczy, iż obecność grup polarnych w łańcuchu lub 
pierścieniu nie przeszkadza biologicznej aktyw acji cytokinin.

6. W pływ  długości m ostku m iędzy adeniną a podstaw nikiem  pierścieniow ym

Związki nie zaw ierające grupy m etylenow ej łączącej podstaw nik 
z am inopuryną w pozycji N6, a także zaw ierające długie mostki, w yka­
zują m ałą aktyw ność cytokininow ą. Jak  podaje K u r a i s h i  (9) spo­
śród 6-N-co-fenylo-alkilo-aminopuryn najaktyw niejsze są związki o m ost­
kach jedno- lub dwuczłonowych, 6-fenyloam inopuryna i 6-(fenoksy)-ety- 
loam inopuryna są m niej aktyw ne niż k inetyna i wykazują około V5 ak­
tywności 6-benzyloam inopuryny. Także aktyw ność 6-[2-(2-furylo) e ty - 
loam ino]puryny wynosi Vs aktyw ności k inetyny  (35).

II. Wpływ modyfikacji adeniny na aktywność cytokinin

M odyfikacje w  adeninow ym  składniku cząsteczki obniżają aktyw ność 
cytokinin. Zastąpienie azotu w  pozycji 6 pierścienia purynowego siarką 
znacznie zm niejsza aktyw ność cytokinin (9, 30, 31, 36). H a m z i  (5) 
stw ierdził, że 6-(Y,Y-dwumetyloallilotio) puryna (XVI) jest około 100 razy 
m niej aktyw na od jej am inopoehodnej (IV).

Usunięcie grupy 6-aminowej całkowicie niszczy aktywność. Takie po­
chodne puryn jak  1-benzylopuryna (XVII) i i(-Y,Y-dwumetyloallilo) pu­
ry n a  (XVIII) są n ieaktyw ne w testach, w  k tórych pochodne 1-adeniny 
w ykazują aktyw ność (5). Praw dopodobnie usunięcie grupy -N H 2 z ade­
n iny uniemożliwia przem ianę tych  związków na 6-podstawione pochodne.

Przez zastąpienie grupy -N H 2 grupą -OH i podstaw ienie łańcucha 
7 ,Y-dwumetyloallilowego w pozycji 2 można utworzyć nieaktywny 
związek 2-(Y,Y-dwumetyloallilo) guaniną, w ykazującą antagonistyczne 
działanie w  stosunku do auksyn i m ieszanin auksyn z k inetyną (1). Po­
dobne antagonistyczne działanie w  stosunku do aktyw niejszych cytokinin 
w yw iera 6-m etyloam inopuryna (35).

Zastąpienie atom u węgla w pozycji 8 adeniny azotem  (8-azakinetyna 
(XIX) i 6>-benzylo-8-azapuryna) powoduje około 20-krotne zm niejszenie 
aktyw ności (5, 35). N atom iast związki pirazolowe (w których nastąpiła 
w ym iana atomów węgla i azotu między pozycjami 7 i 8 pierścienia pury­
nowego) nie w ykazują zupełnie aktyw ności biologicznej, naw et jeśli za­
w ierają taki łańcuch boczny jak  najaktyw niejsze cytokininy (36).
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III. Wpływ lokalizacji podstawnika przy adeninie na aktywność cytokinin

W edług wcześniej uzyskanych danych (9, 36) aktyw ność cytokinin w y­
kazują jedynie 6-podstawione am inopuryny. Pochodne adeniny podsta­
wione grupą alkilową lub arylow ą w innej pozycji niż N6 mogą w yka­
zywać tak  zwaną pozorną aktyw ność cytokininow ą, zależnie od miejsca 
podstaw ienia w pierścieniu purynow ym  i od stosowanego testu  (28, 35). 
Ta aktyw ność pozorna uw arunkow ana jest łatwością przegrupow yw ania
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się tych związków na 6-pochodne am inopuryn podczas autoklawow ania 
pożywki do biotestu (28). H a m z i  i S k o o g  donieśli o pozornej ak tyw ­
ności 1 -podstawionych am inopuryn. Dalsze badania (35) wykazały, że 
1 -benzyloadenina w ykazuje rzeczyw istą aktyw ność cytokininową, ale 
jedynie w dużych stężeniach.

B e a u c h e s n e  i G o u t a r e l  (1) badając izomery z łańcuchem  
Y,Y-dwumetyloallilowym podstawionym  w pozycji 3, 6, 7, 8 i 9 pie- 
ścienia purynowego w ykryli następujące zależności: 3-(Y,Y-dwumetyloalli- 
lo) adenina w ykazuje słabą aktywność, a izom ery podstawione w pozycji
7, 8 lub 9 są nieaktyw ne; natom iast 6-(y,Y-dwumetyloalliloamino) puryna 
jest aktyw na, jednak m niej niż kioetyna. Prace przeprowadzone następnie 
w  pracow ni S k o o g  a w ykazały jednak, że aktyw ność 3-podstawionej 
am inopuryny jest tylko pozorna, uzależniona od przegrupow ania do' 6-po­
chodne j (28). N ieaktyw ne są również 3-allilo-, 3-furfurylo-, 3-fitylo-, 
i 3-benzyloadeniny (35). Okazało się dalej, że 9-podstawione adeniny mogą 
być również aktyw owane w skutek przegrupow ania do N6-izomerów, choć 
znacznie trudn ie j niż 1- i 3-podstawione adeniny. 7-Podstaw ione amino­
puryny natom iast nie ulegają przegrupow aniu (35).

L e o n a r d  i wsp. (11) na  podstawie w yników  testu  pobudzania kieł­
kowania nasion sałaty podają, że 2-am ino- i 2-fluoro-6-podstaw ione-am i- 
nopuryny są aktyw ne, choć m niej niż odpowiednie 6-podstawione-ami- 
nopuryny. Jednak  w teście tytoniow ym  zarówno 2-benzyloadenina jak  
i 2-m -m etoksybenzyloadenina (w stężeniach 1— 64 м-М) nie w ykazują 
aktyw ności (35). Czy 2 i 8 podstawione adeniny mogą ulegać aktyw acji 
w skutek przegrupowania dotychczas n ie wiadomo.

IV. Wpływ dodatkowego łańcucha na aktywność cytokininową 
N6-podstawionych aminopuryn

W prowadzenie dodatkowego podstaw nika do pochodnych 6-aminopu- 
rynow ych zm niejsza aktyw ność cytokin in  (1, 18, 36). Jak  podaje 
S t r  o n g (36) am inopuryny z dwoma podstawnikam i: 6-(i-m etyloam ylo- 
amino)- i 6-(2,3-dwumetyloamyloamino) puryny oraz 2-m etylo-6-furfu- 
rylo-, 2-am ino-6-furfurylo- i 2-am ino-6-benzyloam inopuryny, w ykazują 
mnieszą aktywność od kinetyny, a 6-hydrazynopuryna i 6-(I,2-dw ukarbo- 
ksyetyloamino) puryna — brak  aktywności. O k u m u r a  i wsp. (18) 
stw ierdzili, że 6-(dwumetylo)-, G-(dwuetylo)- i 6-(dwubutylo) am inopuryny 
w yw ierają ty lko nieznaczne działanie stym ulujące. W edług B e a u ­
c h e s n e  i G o u t a r e l a  (1), bis- Y,Y-dwumetyloallilo-6-adenina (XX)
i bis- Y>Y-dwumetyloallilo-3,ć)-adenina (XXI) są również mniej aktyw ne 
niż 6-monopodstawiony związek (IV). Należy wspomnieć, że podstaw nik
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9-rybozylowy (VI) w małym stopniu wpływa na aktyw ność cytokininową.
Badania przeprowadzone w pracowni S к  o o g a (5, 35) potwierdziły 

n iek tóre  dane dorzucając nowych. Okazało się, że 9-rybozyd kinetyny
i 6-(Y,Y-dwumetyloalliloamino) puryny jest 2—5 razy mniej aktyw ny 
niż odpowiednie wolne zasady. Obecność grupy m etylow ej w  pozycji N6 
k inetyny  lub 6-benzyloam inopuryny (XXII) pow oduje przynajm niej 
100-krotne obniżenie aktywności. Podobnie zm niejszona jest aktywność 
pochodnych dwubenzylowych, podstaw ionych w  pozycjach 6, 7 oraz 6, 9 
adeniny. Obecność drugiego podstaw nika w pozycjach 1- lub 3- w  N6-po- 
chodnych adeniny (XXIII) drastycznie zm niejsza (1,6-dw ubenzy 1 oadeni- 
na) lub naw et całkowicie elim inuje (6,6-dwumetylo l,3,4,5a,9-pentaaza-5a, 
6,7,8-czterohydro-3H-benz [o] inden) aktyw ność cytokinin. W skazuje to 
na istotne dla aktyw ności cytokinin znaczenie pozycji 1- i 3- w układzie 
purynow ym , które muszą być wolne. D w upodstawione pochodne adeniny, 
i,9-dw ubenzyloadenina i 2,7-dwubenzyloadenina w ykazyw ały pewną 
aktyw ność, ale przypuszczalnie w skutek przegrupow ania do odpowiednich 
N6-pochodnych (5, 35).

W ydaje się, że związki wykazujące aktyw ność cytokininow ą muszą 
zawierać w swoim składzie adeninę, choć znane są pewne w yjątk i jak  
6-(Y,Y-dwumetyloallilotio) puryna, oraz 8-aza-pochodne kinetyny i 6-ben- 
zyloam inopuryny. Badania nad pochodnymi pirym idynow ym i i pochodny­
mi mocznika, om aw iane przez S к o o g a i wsp. (35) w skazują, że naw et 
nie zawierające układu purynowego substancje mogą wykazywać ak tyw ­
ność podobną do kinetyny. Jednakże mechanizm ich działania jest praw ­
dopodobnie inny.

O kreślając elem enty s truk tu ry  cytokinin w arunkujące ich aktywność 
S t r o n g  (36) w ysunął sugestę o roli łańcucha bocznego: ze względu na 
jego różnorodną budowę funkcją jego mogłoby być nadaw anie adeninie 
„odpowiednich właściwości fizycznych, być może rozpuszczalności”, co 
pozwala na przeniknięcie związku do pew nych m iejsc w komórce. P ró­
bując wyjaśnić zależność między aktywnością cytokinin a ich s truk tu rą  
chemiczną, К  u r  a i s h i (9) przypuszcza, że część lipofilna (łańcuch 
boczny) umożliwia zaadsorbowanie się cząsteczki w określonym  miejscu 
w komórce, w k tórym  część hydrofilna (układ purynow y) oddziały wu je 
w  jakiś sposób na pew ne procesy metaboliczne.

Nowych, niezm iernie in teresujących danych dostarczają ostatnie ba­
dania w ykazujące obecność cytokinin w tRNA (3, 4, 12, 29, 34, 37). Su­
gerują one specyficzną rolę cytokinin w kontrolow aniu wbudow ywania 
się aminokwasów do białek. Czy cytokinin у funkcjonują  w  tym  procesie 
jako wolne zasady, czy też jako kom ponenty RNA nie wiadomo. Dalsze 
badania w tej dziedzinie mogą rzucić nowe św iatło na zagadnienia re ­
gulacji horm onalnej w zrostu i rozwoju roślin.
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P o st. B io c h e m .  15, 447—467 (1969)

JAC E K  S L IW O W S K I  *

Mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub więcej 
substratami i produktami 
A. Podstawy teoretyczne

Mechanisms of enzyme reactions with two or more substrates
and prcducts

A. Theoretical basis

A nom enclature and a shorthand no ta tion  for w ritting  down m echanism s of 
enzyme reactions w ith  two or m ore substra tes and products a re  presented. M ethods 
for deriving the fu li steady sta te  ra te  eąuations fo r these m echanism s are explained.

Kilka lat tem u ukazały się w Postępach Biochemii a rtyku ły  (9, 13), 
w których zajmowano się kinetyką układów: jeden substrat, jeden kom­
pleks enzym -substrat, jeden produkt.

Lata sześćdziesiąte przyniosły jednak  szybki rozwój badań w  tej 
dziedzinie. Rów nania Michaelisa-Memtena i Briggsa-H aldane’a (3) opi­
sujące takie w yidealizow ane proste układy enzym atyczne zastąpiono 
rów naniam i szybkości reakcji w układach obejm ujących po kilka sub­
stratów  i produktów  oraz izom eryzujących form  enzymu. U łatw iło to 
poznanie m echanizmów reakcji: ustalenie kolejności w  jakiej substra ty  
przyłączają się do m iejsca aktyw nego enzymu, składu tworzących się 
kompleksów oraz kolejności w  jakiej p rodukty  odłączają się od po­
wierzchni enzym u (8).

A rtykuł ten jest pierw szym  z dwóch poświęconych kinetyce złożo­
nych reakcji enzym atycznych. Omówiono w  nim  podstawy teoretyczne 
zagadnienia, natomiasit stosowane obecnie techniki badania mechanizmów 
reakcji enzym atycznych oraz w yniki otrzym ane przy zastosowaniu tych  
technik przedstaw ione zostaną w  drugim  artykule. W prowadzając czy­
teln ika w podstaw y teoretyczne au to r będzie starał się ułatw ić zrozu­
m ienie pew nych trudniejszych, w  znacznym  stopniu zm atem atyzow anych 
pojęć podając tam  gdzie to możliwe ilustru jące przykłady jak  i w ypro­
wadzenia n iektórych wzorów.

* Mgr, Zakład Biochemii Roślin, K atedra Biochemii, U niw ersytet W arszawski
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I, Wprowadzenie

Rozwój k inetyki reakcji enzym atycznych rozpoczął się od rozpatry ­
wania układów najprostszych i przyjm ow ania założeń bardzo ograniczo­
nych, reprezentujących specjalne przypadki.
Rozpatrzm y równanie:

ki k 2
E + S ^ E S ^ P + E  t

k_i k_2

gdzie E — enzym 
S — suhstra t 

ES — kompleks enzym-subistrat 
P  — produkt

Szybkość zużywania substra tu  w  takiej reakcji zależy od stężeń: enzym u 
i kom pleksu enzym -substrat. Oznaczając więc stężenia w yrażone w mo­
lach nawiasem  kw adratow ym  otrzym uje się:

d[S]
v = ----- ------  =  kx[E] • [S]—k_ i [ES] 2

dt

Aby wyznaczyć szybkość zużywania substra tu  w  reakcji enzym atycz­
nej należy znać stężenie wolnego enzym u i stężenie kom pleksu enzym - 
-substrat. Szybkość z jaką ES pow staje jest równa k 1i[E]*[S] +  k _ 2[E][P] 
a szybkość z jaką kompleks ten jest rozkładany zarówno doi E i S jak
i do E i P  wynosi k _ i[E S ]+ k 2[ES] .

Równanie opisujące zm iany stężenia kom pleksu ES m a więc postać:

d TEST
v =  - ł — L  =  ^ [ E H S l+ k - ^ E H P b C W E S J + k ^ E S ] )  3

dt

Ponieważ [Et] =  [ES] +  [E] gdzie sym bolem  [Et] oznaczono całkowite stę­
żenie enzymu, zatem  stężenie wolnego enzymu można w yrazić jako:

И  =  [ E J - [ E S ]  4

Po podstaw ieniu tego w yrażenia zam iast E do rów nania 3 wzór przyjm ie 
postać:

V =  =  k , ([Et] -  [ES]) • [S ]+ k _ 2 ([Et] -  [ES]) [ P J - k ^ E S l- k ^ E S ]  5
dt

Z danych eksperym entalnych wynika, że zależność pom iędzy szybkością 
reakcji enzym atycznej a stężeniem  substra tu  przy jm uje na w ykresie 
(V — oś rzędnych, S — oś odciętych) ksz ta łt hiperboli (3). A by w ypro-
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wadzone rów nanie szybkości reakcji enzym atycznej odpowiadało takiej 
zależności, v m usi być funkcją [S] ([P] chwilowo, dla uproszczenia, po­
m ija się) opisyw aną przez rów nanie typu:

Aby od rów nania 2 i rów nania 5 przejść do rów nania hiperboli (rów na­
nie 6) należy przyjąć pewne upraszczające założenia (inaczej jednoznaczne 
rozwiązanie tego problem u jest niemożliwe). Michaelis i M enten przyjęli, 
że E i S są w  równowadze z ES, czyli że ES pow staje z E i S z taką 
sam ą szybkością z jaką dysocjuje na  E i S, co jest równoważne alge­
braicznej zależności:

P rzy  założeniu, że k 2 k ^  (k2 jesit znacznie m niejsze od k_i) otrzym ali 
orni rów nanie szybkości reakcji enzym atycznej w  postaci:

gdzie Vmax — szybkość m aksym alna reakcji, K m — stała, nazwana stałą 
M ichaelisa.

Ogólniejsze założenie przyjęli Briggs i Haldane. Założyli oni, że kom­
pleks ES pow staje z E i S zasadniczo tak  szybko, jak  szybko jest rozkła­
dany, zarówno przez ponowne przekształcenie do E i S jak  i przez prze­
kształcenie do E i P  — co jest równoważne algebraicznej zależności:

P rzy  takim  założeniu rów nanie szybkości reakcji enzym atycznej p rzy­
jęło postać

v =
a - [S]

----------gdzie a, b stałe
b + [S ]

6

ki [EMS] =  k -i[E S ] 7 .

d[S] k2[Et].[S] Ѵщах' [S]
8

W tym  rów naniu oznaczono dla określonej ilości enzymu:

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

d[S] =  k2[Et] [S] Ѵщах И
dt k _  j + k 2 K 4 + [S ] 10

w  rów naniu 10 oznaczono:

11

9 Postępy Biochemii http://rcin.org.pl
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Należy tu  zwrócić uwagę ma dwa zagadnienia:
a) w  obu przypadkach definicje stałej M iehaelisa są różne
b) założenie Briggsa i Hal dane’a jest rzeczywiście ogólniejsze od za­

łożenia M ichaelisa-M entona, gdyż w ystarczy w  rów naniu 9 przyjąć 
k 2 =  0 aby otrzym ać rów nanie 7.

Przypadek jeszcze ogólniejszy otrzym ano pom ijając założenie, że re ­
akcja enzym atyczna przedstaw iona w  rów naniu 1 jest rozpatryw ana 
w  położeniu dalekim  od stanu równowagi, tj. zanim  nagrom adzą się m ie­
rzalne ilości produktów .

Poniżej dla przykładu przedstaw iono w yprow adzenie rów nania szyb­
kości dla takiej jednosubstratow ej, odwracalnej reakcji enzym atycznej 
uwzględniając założenia stanu stacjonarnego, a mianowicie

d[S] d[P] i2
dt dt 

d[ES]oraz ------= o 13
dt

Stężenie ES przyjęto  jako stałe dla znacznej części czasu trw ania  reakcji, 
w yłączając początkowe stadium , w  czasie którego stężenie to szybko w zra­
sta. Pełniejsze omówienie zastosowania pojęcia stanu stacjonarnego w k i­
netyce reakcji enzym atycznych podał G r a b o w s k i  (9). Porów nując 
rów nania 5 i 13 otrzym ano zależność:

k1([Et]-[ES])[S] + k_2([Et]-[ES]).[P]-k_1[ES]-k2[ES]) = 0 14

z której wyznaczono [ES]

[ES]_  (k ,[g  +  k -,gD -D M
ki[S] + k_2 [P]+k_i+k2

W artości [E] z rów nania 4 i [ES] z rów nania 15 wstawiono do rów nania
2 uzyskując wyrażenie:

d[S] f kj[S] + k_2[P] }
v = “  - J T  = kl[S] ~ (k] [S] + k-l} ‘ i м х і  roi-j-ѵ -иь [Et] 16dt [ ki [S] + k_2 [P] + k_i + k2 J

Dzieląc licznik i m ianow nik ułam ka w  rów naniu 16 przez (k_1+ k 2) 
otrzym ano:

d[S]v = —
dt

ki [S]

/ krfS] k_2 [P] \ 
(kJSJ+k.!) lt '+ .\ k_i+k2 k_i+k2 /

i | ki[S] | k_2[P] 
k_i+k2 k_x+k2

[Et] 17
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Zdefiniowano, że:
k _ i+ k 2

Km =  — -------  18ki
k _ i+ k 2

19

gdzie Km — stała kinetyczna odpowiadająca stałej M ichaelisa w  rów naniu 
M ichaelisa-M entena (dla reakcji naprzód”, K p — stała kinetyczna w pro­
wadzona w w yniku przyjęcia założenia, że reakcja enzym atyczna jest 
odwracalna (dla reakcji „wstecz”), a w tedy po odpowiednim przekształ­
ceniu

k2[S] k_x[P]
d[S] \ K m K£

dt i , [S] , [P]1 i --------- 1-------
Krn Kn

[Et]
20

Z kolei zdefiniowano, że:

v s =  k2[Et] 21
Vp =  k_![Et] 22

gdzie Vs — szybkość m aksym alna (w określonych warunkach) dla reakcji 
enzym atycznej przebiegającej w k ierunku „naprzód” ; VP — szybkość 
m aksym alna (w określonych w arunkach) dla reakcji enzym atycznej prze­
biegającej „wstecz” , a wówczas

7 JS]__ jP ^
d[S] d[P] X s Krn___Vp Kp

v _  dt ~  dt “  ' 1 DS3 [P] 23
Km K p

Równanie 23 jest pełnym  rów naniem  opisującym  szybkość reakcji enzy­
m atycznej, w której uczestniczy jeden substrat, pow staje jeden kompleks 
enzym -substrat i w w yniku rozpadu tego kom pleksu otrzym ujem y jeden 
produkt oraz zregenerow any enzym. W idać więc, że naw et tak  rozbu­
dowane rów nanie opisuje przypadek bardzo prosty. W większości znanych 
reakcji enzym atycznych bierze jednak  udział dw a lub więcej substratów , 
tw orzy się dwa lub więcej kompleksów pośrednich, uw alniane są dwa 
lub więcej produktów.

II. Mechanizmy reakcji enzymatycznych z dwoma lub więcej substratami 
i produktami

1. Terminologia

Terminologia, która tu  zostanie przedstaw iona pochodzi od С 1 e - 
l a n d a  (4). Je j zwartość i przejrzystość zadecydow ały o coraz powszech­
niejszym  użyciu.
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S ubstraty  będą oznaczane literam i: А, В, C...., w  kolejności w jakiej 
przyłączają się do enzymu.

P rodukty  będą oznaczone literam i: P, Q. R,...., w kolejności, w której 
odłączane są od powierzchni enzymu.

Stabilnym i form am i enzym u nazw ano form y enzym u niezdolne do 
jednoс ząst e czkowej reakcji przebiegającej z uwolnieniem  substra tu  lub 
p roduktu  a także niezdolne do izom eryzacji w  form y enzym u o podanych 
wyżej własnościach. Stabilne form y enzymu oznaczono E, F, G,....

Przejściow ym i kom pleksam i nazw ano form y enzymu zdolne do jedno- 
cząsteczkowej reakcji przebiegającej z uwolnieniem  substra tu  lub pro­
duk tu  albo zdolne do izom eryzacji w form y enzymu o podanych wyżej 
własnościach. Przejściowe kom pleksy są także zdolne do przyłączenia 
substra tu  lub produktu. Przejściow e kom pleksy oznaczono grupam i liter 
reprezentujących ich skład np. EA, FA czy EAB.

C entralnym i kom pleksami (są to kom pleksy o w łasnościach postulo­
w anych przez Michaelisa) nazwano kom pleksy niezdolne do przyłączania 
ani substratów  ani produktów . Takie kom pleksy ulegają wyłącznie je- 
dnocząsteczkowej degradacji z uwolnieniem  substratów  lub produktów , 
lub też następuje ich izom eryzacja do kom pleksów ulegających takiej 
degradacji. Dla odróżnienia ich od nieposiadających tych własności, in­
nych przejściowych kompleksów, symbole oznaczające kom pleksy cen­
tra lne ujęte są w nawiasy np. (EAB) lub (EAB-EPQ).

Nazwa „ reak tan t” oznaczać będzie substra t lub produkt.
Liczba biorących udział w reakcji enzym atycznej substratów  lub pro­
duktów  oznaczana będzie liczebnikiem  głównym: jeden, dwa, trzy. Na 
przykład reakcję enzym atyczną z (trzema substratam i i dwoma produkta­
mi określa się jako reakcję enzym atyczną, trzy-dw a.

Ze względu na kolejność przyłączania się do enzym u substratów  
i uw alniania z powierzchni enzym u produktów  będziemy w yróżniali n a ­
stępujące typy mechanizmów reakcji enzym atycznych:

1) m echanizm y sekwencyjne
2) m echanizm y typu  ping-pong.

M echanizm ami sekw encyjnym i nazw ano takie mechanizmy, w których 
w szystkie substra ty  biorące udział w  reakcji muszą dołączyć się do enzy­
mu, zanim  z powierzchni enzymu uwolniony zostanie pierw szy produkt. 
M echanizm ami typu ping-pong nazw ano takie m echanizm y reakcji enzy­
m atycznych, w k tórych jeden lub więcej produktów  oddysocjow uje z po­
w ierzchni enzymu, zanim  do enzym u dołączą się wszystkie substra ty  
biorące udział w  reakcji. Enzym  w ystępuje więc w  dwóch lub więcej 
stabilnych formach, pomiędzy którym i oscyluje w  czasie reakcji.

W śród m echanizmów sekw encyjnych wyróżniono:
a) m echanizm y uporządkow ane
b) m echanizm y o dowolnej kolejności
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Mechanizm, sekw encyjny jest uporządkow any jeżeli substra ty  dołą­
czają się do enzymu w określonej kolejności i powstałe w czasie reakcji 
enzymatycznej produkty  są również uw alniane z powierzchni enzymu 
w określonej kolejności.

W m echanizm ie sekw encyjnym  o dowolnej kolejności substra ty  nie 
przyłączają się do enzym u w  określonym  porządku i pow stałe w czasie 
reakcji enzym atycznej produkty  mogą być uw alniane z powierzchni enzy­
mu w dowolnej kolejności. W m echanizm ie tego 'typu w ystępują więc 
a lternatyw ne sekw encje reakcji.

Jeżeli izom eryzacja stabilnej form y enzym u jest częścią sekwencji 
reakcji do nazw mechanizmów takich reakcji dołącza się przedrostek 
„iza” np. m echanizm  izouporządkow any lub m echanizm  izo-ping-pong. 
С 1 e 1 a n d (5) zaproponował również system  graficznego zapisu m echa­
nizmów złożonych reakcji enzym atycznych. Enzym  reprezentow any jest 
przez poziomą linię. Dołączenie do enzym u substra tu  i uwolnienie z po­
w ierzchni enzymu produktu  oznacza s;ię pionowymi strzałkam i. Substraty, 
produkty  i form y enzymu oznaczone są literam i lub grupam i liter według 
przedstaw ionych wyżej reguł. Stałe szybkości pisze się obok strzałek: po 
lewej stronie — stałe szybkości dla reakcji „naprzód”, po praw ej zaś — 
dla reakcji „wstecz”. Najprostszy przykład zapisu graficznego wg Cle- 
landa dla reakcji o mechanizm ie jeden-jeden przedstawiono na sche­
macie 1.

ki k-i к

E  ( EA) k.2 (ЕР) E  

Schemat 1. M echanizm  jeden-jeden , dwa cen tra lne  kom pleksy

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

Schem at 2 ilu stru je  różnicę pomiędzy mechanizmami sekw encyjnym i, 
uporządkow anym  (a) i o dowolnej kolejności (b) dla reakcji enzym atycz­
nej z jednym  substratem  i dwoma produktam i (reakcja jeden-dwa).

U porządkowany m echanizm  reakcji dw a-dw a przedstaw ia schem at 3. 
Dla porów nania w schem acie tym  obok zapisu graficznego wg Clelanda 
(schemat За) przedstaw iano też zapis tradycy jny  (schemat 3b) tego samego 
m echanizm u tej sam ej reakcji.

Schem at 4 przedstaw ia m echanizm  sekw encyjny, izouporządkowany 
reakcji dwa-dwa. W tym  i następnych przykładach dla uproszczenia 
na schem atach m echanizm ów pominięto' stałe szybkości.
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W m echanizm ie zapisanym  na schem acie 4 zachodzi izom eryzacja wol­
nego enzymu. Równanie szybkości dla rozpatryw anej reakcji enzym atycz­
nej przyjm uje wówczas inną postać niż w przypadku m echanizm u upo-

A

Hi к-i k2
Y___________

E  (  EA )
\ e p q J

a p
Schemat 2. M echanizm  sekw encyjny, jeden-dw a 

a) uporządkowany, b) dowolna kolejność

rządkowanego, dwa-dwa (schemat 4) co pozwala na odróżnienie tych m e­
chanizmów.

b)

k-z k3

EQ E

a)

ki к.. k_n k-t

EA SE AB'  
EPQJ

b)

EQ

EłA # “ ; £ л + в т Н “ а ) * Г Г Еа+р- EQs^ E+Q

Schemat 3. Zapis reakcji enzym atycznej o m echanizm ie uporządkow anym , dw a-dw a 
a) graficzny wg. Clelanda, b) tradycyjny

E  EA E A B ) FQ F E  
FPQ/

Schemat 4. M echanizm  sekw encyjny, izouporządkow any, dw a-dw a

M echanizm sekw encyjny o dowolnej kolejności dla reakcji dw a-dw a 
przedstaw ia schem at 5.

Natom iast schem at 6 (a, b i c) przedstaw ia m echanizm y typu ping-pong 
dla reakcji dwa-dwa. W mechanizm ie 6a enzym oscyluje między dwiema 
stabilnym i form am i (formą E i form ą F). Sekwencja tak  przedstawionej
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reakcji enzym atycznej może być rozpoczęta zarówno form ą enzymu E 
jak  i form ą enzym u F.

W -analogiczny sposób można przedstawić dwa różne m echanizm y 
trzy-dw a otrzym ane przy założeniu, że nie w ystępuje izom eryzacja sta­
bilnej form y enzymu, w ystępują centralne kom pleksy i nie ma alterna-

A В P a

tyw nych sekwencji reakcji. P rzy  tych  samych założeniach są możliwe 
cztery różne m echanizm y dla reakcji enzymatycznych cztery-cztery 
i dziewięć mechanizmów dla reakcji pięć-pięć. Oczywiście przy pominięciu 
podanych wyżej założeń liczba możliwych mechanizmów dla reakcji enzy­
m atycznych z 3, 4, 5 substratam i i produktam i jest jeszcze większa.

3. Metody wyprowadzania równań szybkości dla reakcji enzymatycznych z dwoma 
lub więcej substratami i produktami

Rów nania szybkości dla reakcji enzym atycznych są wyprowadzone 
przy  założeniu stanu  stacjonarnego. Jak  już wspomniano w stanie stacjo­
narnym  stężenia produktów  pośrednich (kompleksy przejściowe i kom ­
pleksy centralne) są stałe, wobec tego pochodna ze stężeń tych  kom plek­
sów względem  czasu jest rów na zero (równanie 13). Aby otrzym ać rów na­
nie szybkości dla reakcji enzym atycznej z dwoma lub więcej substratam i 
i produktam i należy napisać dla każdej form y enzym u (wolny enzym 
lub kom pleksy enzym u z substra tam i czy produktam i) w ystępującej 
w  rozpatryw anym  mechanizmie reakcji, w yrażenie opisujące szybkość 
zm iany stężenia tej form y enzym u w  czasie. Takie w yrażenia zaw ierają 
stałe szybkości charakteryzujące przem iany zachodzące w reakcji oraz 
stężenia reaktan tów  i form  enzymu. Zgodnie z p rzy jętym  założeniem 
stanu  stacjonarnego w yrażenia 'te przyrów nuje się do zera. O trzym uje się 
w ten  sposób serię n  rów nań liniowych dla n  form  enzymu. O trzym any 
układ rów nań liniowych nie jest niezależny. Jedno z rów nań układu 
można wyelim inować korzystając z faktu, że sum a stężeń w szystkich
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w ystępujących w danym  mechanizm ie form  enzym u jest rów na [Et]. 
Rozwiązanie tak  zdefiniowanego układu (n— 1) rów nań wyznacza stężenia 
stacjonarne wszystkich form  enzym u w ystępujących w rozpatryw anym  
mechanizmie. Znajomość stężeń stacjonarnych d la  form  enzym u pozwala 
na bezpośrednie wyprowadzenie rów nania szybkości dla rozpatryw anej 
reakcji enzym atycznej.

a)

fEA) \ e p j (Pa>

b)

E ( e p )

С )  A P 

_____
( G B )
i Ga)

Schemat 6. M echanizm  dw a-dw a typu ping-pong 
a) normalny, b) izo-ping-pong, c) dwuizo-ping-pong

Ilustrac ją  om aw ianej m etody będzie wyprowadzenie rów nania szyb­
kości dla m echanizm u reakcji enzym atycznej przedstaw ionego na sche­
m acie 1. W ystępują tu  trzy  form y enzymu: E, EA oraz EP. W yrażenia 
opisujące szybkość zm iany stężeń tych form  enzymu w  czasie reakcji 
przedstaw iają wzory 24 i 25, przy czym, z założenia stanu  stacjonarnego 
pochodne stężenia każdego z kom pleksów względem czasu są rów ne zeru.

d[EA]
dt

d[EP]
dt

Ponieważ zaś

zatem

=  ki [E] • [A] +  k-г [EP]—k_] [EA]—k2] [EA] =  0 

=  k 2 [E A]+ k _3 [E] [P]—k 3 [EP] — k _2 [EP] =  0

[E t] =  [E] +  [E A] +  [EP ]

24

25

26

[E] =  [Et]-[E A ]-[E P ] 27
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Podstaw iając praw ą stronę rów nania 27 do rów nań 24 i 25 i porządkując 
te rów nania otrzym ano układ dwóch rów nań z dwiema niewiadom ymi, 
k tórym i są [EP] oraz [EA]:

(k_2—ki [А]) [ЕР] — (kx [A] +  k_!+ k2) [E A] =  -k i[A ][E tJ 28

-  (k_3[P] +  k_2+ k3)[EPJ +  (k2—k_3[P])• [EA] =  -  k_3[P][Et] 29

Rów nania tego typu  rozw iązuje się przy pomocy tzw. wzorów C r a m e r a  (12). 
U kład n rów nań liniowych o n niewiadom ych x b x 2, ...., xn

а ц х ^ а^ х Н ---- - +ащхп = bi

a 2ix i+ a 22x2= ---- + a 2n x n =  b2 30

...........................................................  (i)

an iX i+ an2 x2+ ........ + a nnx n =  bn

nazyw a się układem  C ram era, jeśli

det A =  det [a jk] Ф  0 31

gdzie det A jest w yznacznikiem  układu (i), zaś m acierz [A] =  ajk jest m acierzą 
tego układu.

Każdy zespół liczb x 1( x 2, ...., xn, k tó ry  spełnia układ (i) nazywa się rozwiązaniem  
układu  (i). W edług tw ierdzenia C ram era układ  C ram era m a dokładnie jedno roz­
w iązanie. D ane jest ono wzorem:

det Ak
xk =  (k =  1,2, • • • ,n) 32

det A

gdzie m acierz Ak pow staje  z m acierzy A przez zastąpienie k -te j kolum ny przez
bj., b2, ... bn-
I lu strac ją  powyżej przytoczonych definicji oraz tw ierdzenia będzie zastosowanie ich 
do rozw iązania wyprowadzonego układu  rów nań  (rów nanie 28 i 29). M acierz [A] 
tego uk ładu  rów nań m a postać:

Г a u ai2~l 
|_a2i a22J

[A] =  I ‘ I 33

gdzie

au =  k_2 —ki[A ]; an  =  — (ki[A ]+ k_i+ k2) 

a2i =  -  (k_3 [P]+ k _2+ k3) ; a22 =  k 2 -  k_3 ГР]

oraz:

bt == - k i[A ]  •№*];■ b 2 = - k _ 3[P][Et]

W yznacznik rozpatryw anego układu m a w ięc postać:

det A = а11 Э12
a2i a22

— ац З ц  aJ2a21 — (k_2 ki[A ])(k2~  k_3[P])—(ki[Al +  k_i +  k 2)(k_3[P] +

+  k_2+ k 3) 7^ 0 34
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S tacjonarne stężenia form  enzymu ЕР i EA są wobec tego równe odpowiednio:

bi a22 ЬгЭіг
[EP]

bi a t2
b2 a22
det A Эц a22 — ai2a2i

-  ki [A][Et] • (k2—k_3[P]) -  k_3 [P] • [Et] • (k, [A] +  k_t +  k 2) 
(k_2 -  к, [A] ) 'k 2 -  k_3 [P]) -  (k: [A] +  k_! +  k 2) (k_: [P] +  k_2+ k 3)

[EA]

a n bi 
a 2i Ъі Эц b2 bi a21

36

det A a u a22 — a2 a2j 

- (k _ 2- k 1[A])-k_3[P]-[Et] - k - 1[A][Et](k_3[P]+k_2+k3)
(k_2—к j [A]) (k2—k_3 [P])—(к i [A]+ k_ i+ k2) (к_з [P]+ k_2+ k3)

Po uporządkow aniu otrzym ano:

{k, k 2[A]+k_3(k_Ł+ k 2)[P]}-[Et][EPJ 3 i
k 3(k_! +  k 2)+k_ik_2+ k i(k 3 +  k2+ k 2) [A]+ k3 (k_2+ k_ i +  k2) [P]

= ___ '_________ {k t (k_2 +  k3)[A]+ k_2k_3 [P]} • [Et]_____________ 3g
кз (k_i+ k2)+ k_i k_2+ k i (k3+ k_2+ k 2) [A]+ к_з (k_2+ k_ i+ k2) [P]

Ogólne rów nanie szybkości dla rozpatryw anej reakcji enzym atycznej (schem at 1) 
wyprowadzono w  następujący  sposób:

d[A] d[P]
=  k3[E P ]-k _ 3[E][P] 39

dt dt

[EP] wyznaczono powyżej (rów nanie 37). [E] wyznacza się korzystając z rów nań 
27 i rów nań 37 i 38. Po podstaw ieniu w artości [E] i [EP] do rów nania 39 otrzym ano 
ogólne rów nanie opisujące szybkość tw orzenia się p roduktu  lub zużyw ania substra tu  
w reakcji enzym atycznej przedstaw ionej w  schem acie 1.

{ ki k 2 k 3 [A] — k_ i k _2 k_3 [P]} [E t]v =  ---------------— --------------------- ----- ----------------—------------------ ------- 40
k 3(k_i+k2) +  k_ik_2 +  ki (k3+ k_2+ k2)[A] -f k _3 (k_2+ k_i + k2) [P]

Po zdefiniow aniu następujących stałych kinetycznych (interpretow anych analogicz­
nie jak  w  rów naniu  23):

k 2k 3[Et]
VA = ------------ ------ 41

k 2+ k_2+ k 3

k_!k2[Et]
Vp =  ------ -  - - 42

k_ i-fk 2+ k _3

k_ik_2+ k _ ]k 3+ k 2k 3
Km = -------------------------------  43

ki(k 3 +  k _2 +  k2)

k_,k_2+ k _ ik 3+ k 2k 3
Kn — ----------------- t-------------  44

k_3(k_i + k 2 +  k_2)
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można rów nanie 40 zapisać w postaci:

[A] [P]
Ѵл к- _ ѵ ’ к-v _  ---- ^ --------Ł  45

i + M + JEL
Km Kp

Z przytoczonego przykładu w ynikają następujące w nioski:
a) w yznaczenie stężeń stacjonarnych  wolnego enizymu oraz kom pleksów  enzym- 

-su b stra t i enzym -produkt m etodą wzorów  C ram era choć proste w  koncepcji jest 
bardzo żm udne i kłopotliw e w  realizacji,

b) gdy rozpatru jem y rów nania szybkości dla m echanizm ów złożonych reakcji 
enzym atycznych konieczne s ta je  się zdefiniow anie więcej niż jednej stałej M ichaelisa 
i w ięcej niż jednej szybkości m aksym alnej.

Pow staje problem  w yboru definicji dla stałych kinetycznych. Muszą one być 
tak  zdefiniowane aby rów nanie szybkości dla reakcji enzym atycznej przyjęło postać 
możliw ie najprostszą i najdogodniejszą do in terpretacji.

4. Schematyczna metoda wyprowadzania równań szybkości dla reakcji
enzymatycznych

Metoda, k tó rą  poniżej przedstaw iono opracowana została przez K i n ­
g a  i A l t m a n a  (10). Opiera się ona na algebraicznych własnościach 
wyznaczników. Posługiwanie się m etodą Kinga i A ltm ana przy w ypro­
wadzaniu rów nań szybkości dla reakcji enzymatycznych nie wymaga 
jednak znajom ości tego działu m atem atyki wyższej.

Załóżmy, że m echanizm  reakcji enzym atycznej obejm uje trzy  form y 
enzym u (ogólnie „n” form  enzymu) na przykład  E, EA i EP (schemat 1).

Zauważono, że w yrażenie opisujące stężenie stacjonarne każdej form y 
enzym u w ystępującej w dowolnym  mechanizm ie dowolnej reakcji enzy­
m atycznej (taką dowolną form ę enzym u można oznaczyć jako EX) jest 
ilorazem  dwóch sum  szeregu członów będących iloczynami stałych  szyb­
kości i stężeń reaktantów , pomnożonym przez całkowite stężenie enzymu 
(Et) (rów nania 37 i 38). Każdy człon licznika m ianownika takiego w yra­
żenia jest iloczynem  dokładnie (n-1) stałych szybkości gdy m echanizm  
reakcji obejm ował ,,n” form  enzymu. Wobec tego jeżeli w mechanizmie 
reakcji w ystępują trzy  form y enzym u w tedy każdy człon jest iloczynem  
dwóch stałych szybkości i stężeń reaktantów .

K ażdy człon w  liczniku w yrażenia opisującego stacjonarne stężenie 
dowolnej form y enzymu, czyli [EX] obejm uje (tylko te stałe szybkości 
i stężenia ty lko  tych reaktantów , które prowadzą do powstania form y 
enzym u EX. Dla ilustracji tych rozważań w ykorzystano m echanizm  re ­
akcji przedstaw iony na schemacie 1, zapisany jednak w innej postaci 
(schemat 7a).

Ponieważ człony licznika i m ianownika w yrażeń opisujących [E], 
[EA], [EP] mogą zawierać dokładnie dwie stałe szybkości, więc dla m e­
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chanizmów reakcji z trzem a form am i enzymu należy rozpatryw ać dw u­
etapowe przem iany prowadzące do powstania tych form  enzym u. D w u­
etapowe przem iany prowadzące do w ytw orzenia E, EA i EP obrazuje 
schem at 7b. (Ze schem atu tego w ynika, że graficzne przedstaw ienia czło-

Schemat 7. M echanizm jeden -jeden - dwa cen tralne kom pleksy, 
a) zapis graficzny reakcji, b) graficzne przedstawienie członów reakcji

nów są takie same dla każdej form y enzymu. Różnica polega ty lko na 
m iejscu, w  którym  są wprowadzone główki strzałek) Wobec tego liczniki 
w yrażeń opisujących [E], [EA], [EP] są równe odpowiednio:

dla form y E к  _ ікз +  k 2k3+ к  _ ik _ 2 46

dla form y EA к 1кз[А] +  к _ 2к _ з[Р ]+ к 1к _ 2[А] 47

dla form y EP к _ 1к _ 3[Р ]+ к 2к_з[Р] Ч-к^к^А] 48

Stwierdzono również, że m ianownik w yrażenia opisującego [EX] jest 
sum ą liczników pochodzących z w yrażeń opisujących stężenia stacjonarne 
wszystkich form  enzymu danej reakcji. Tak więc m ianowniki w yrażeń 
na [E], [EA] i [EP] są jednakow e i rów ne sum ie przedstaw ionych powyżej 
liczników:

k 3 (k_ i+ k 2)+ k_ i k_2+ k x (k3+ k_2+ k2) [A]+ k _3 (k_2+ k_ j +  k 2) [P] 49

W pisując odpowiednio tak  otrzym ane liczniki pomnożone przez całkowite 
stężenie enzymu [Et] i m ianownik otrzym am y dla [EA] i [EP] w yrażenia 
identyczne z w yrażeniam i wyprowadzonym i po skom plikowanych i żm ud­
nych przekształceniach m etodą wyznacznikową (równania 37 i 38).

Pełniejszy w ykład m etody Kinga i A ltm ana można znaleźć w litera ­
turze (1, 10, 11, 14).
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5. Stosowanie stałych kinetycznych w  równaniach szybkości dla reakcji enzyma­
tycznych z dwoma lub więcej substratami i produktami

Równania szybkości reakcji enzym atycznych wyrażone przy użyciu 
stałych szybkości reakcji mogą być przekształcone w  równoważne im  
rów nania zaw ierające wyłącznie dające się zmierzyć eksperym entalnie 
stałe kinetyczne. W tym  celu dla rów nań szybkości reakcji enzym atycz­
nych z dwoma lub więcej substratam i i produktam i należy zdefiniować 
większą liczbę stałych kinetycznych niż to  było potrzebne dla rów nań 
szybkości reakcji enzym atycznych z jednym  substratem  i jednym  pro­
duktem . W tym  ostatn im  przypadku zdefiniowano cztery stałe  kinetyczne 
tak  jak  to było przykładowo pokazane w  rów naniach 23 i 45.

W ysunięto szereg propozycji odnośnie sposobu definiow ania stałych 
kinetycznych. B l o o m f i e l d ,  P e l l e r  i A l b e r t y  (2) definiowali 
stałe kinetyczne oddzielnie dla każdego członu w ystępującego w  m ia­
now niku pełnego rów nania szybkości reakcji enzym atycznej. Nie jest 
to  m etoda wygodna, gdyż np. m echanizm  uporządkow any trzy -trzy  ma 
w m ianowniku rów nania szybkości już 27 członów co w ym aga w prow a­
dzenia 27 stałych kinetycznych. C i e l  a n d  (4) zaproponował w prow a­
dzenie dwóch stałych kinetycznych dla każdego z reak tan tów  w ystępu­
jących w  reakcji enzym atycznej: stałej M ichaelisa dla danego reak tan ta  
i tzw. stałej inhibitorow ej. M etoda Clelanda definiowania stałych kine­
tycznych uznana jest za najlepszą spośród dotychczas zaproponowanych, 
dlatego też zostanie omówiona dokładniej. Dla uporządkow anych me­
chanizmów bez alternatyw nych sekw encji reakcji m etoda Clelanda um o­
żliwia zapisanie pełnych rów nań szybkości reakcji p rzy  użyciu tylko 
dwóch m aksym alnych szybkości (jednej dla reakcji enzym atycznej „na­
przód”, drugiej dla reakcji przebiegającej w  kierunku „wstecz”), jednej 
stałej M ichaelisa i jednej stałej inhibitorow ej dla każdego reak tan ta  oraz 
term odynam icznej stałej równowagi reakcji.

Zasady definiow ania stałych kinetycznych zostaną w yjaśnione na 
przykładzie rów nania szybkości dla reakcji enzym atycznej przebiega­
jącej według m echanizm u uporządkowanego' jeden-dw a przedstaw ionego 
już na schem acie 2. Aby wyprowadzić pełne rów nanie szybkości metodą 
Kinga, A ltm ana m echanizm  ten  zapisano jednak w innej form ie (sche­
m at 8a), przedstaw iając też graficznie człony w ystępujące w w yrażeniach 
opisujących stacjonarne stężenia form  enzymu: [E], [EA] i [EQ]. (sche­
m at 8b. W yrażenie opisujące stacjonarne stężenie enzym u w form ie nie- 
związanej ma postać:

[E] =  50
_  _ _____________________________(k_i k 3+ k 2k 3 +  k_x k_2[P])[Et
~  k 3 (k_,+ k 2 k 3+ k_ik_2 [P ])+ kik 3[A]+ki k _2 [A] [P]+ k_2k_3 [P] [Q])+ (k-tk_, [Q]+ k, k 2 [A]+ k 2 k_3 [Q] 
Po uporządkow aniu zaś

{k3 (k_ 1+ k 2)+ k_! k _2 [P]} [E t]
[E] =  ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 51

k 3 (k_j+ k2)+ ki (k2+ k3) [A]+ k_i k _2 [P]+ к_з(к_:+ k2) [Q ]+kx k_2 [A] [P]+ k _2 k_3[P] [Q]
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W analogiczny sposób wyznaczono' stacjonarne stężenia EA i EQ

52
r , (kik3[A ]+k1k_a[P][A]+k_2k_J[P][Q])-[Et]rp]i y\1 — ---- -------—--—--——------------------------------------------------------------- --——--------

k3 (k_!+ k2)+ ki (k2+ к j) [A]+k_i k_2 [P]+ k_3 (k_i+ k2) [Q]+ kt k_2 [A] [P]+ k_2 k_3 [P] [Q]

53
(k_! k_3 [Q]+ k! k2 [A]+ k2 k_3 [Q]) [E t]

[EQ] ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
кз(к_1+ к 2)+ к 1(к2+кз)[А]+к_1к_2[Р]+к_з(к_1+ к 2)[^ ]+ к 1 k_2 [A] [P]+ k_2 k_3 [P] [Q]

Szybkość zużyw ania s-ubstratu A w  rozpatryw anej reakcji enzym atycznej 
można opisać równaniem :

d[A]v =  =  kl [E][A] -  k_, [EA] 54
dt

Po podstaw ieniu do rów nania 54 wyznaczonych w artości [E] i [EA] 
(równanie 51 i 52) oraz po wym nożeniu i uproszczeniu otrzymano:

(k,k2 кз [A] -  k_, k_2 k_3 [P][Q]) [Et]
V =  *---------------------------------------------------------------------------------------- -— ----------------------------------------- 55

кз (k_i +  k2)+ ki (k2+ кз)[А]+ k_i k_2 [P]+ k_3 (k_i+ k2)[Q]+ ki k_2 [A] [P]+ k_2 к_з[Р ] [Q]

Równanie 55 jest pełnym  rów naniem  szybkości reakcji przebiegającej 
według m echanizm u uporządkow anego jeden-dwa.

4 6 2  J - SL IW O W SK I [16]

Schemat 8. R eakcja jeden-dw a przebiegająca wg m echanizm u sekwencyjnego
uporządkow anego 

a) zapis graficzny reakcji, b) graficzne przedstawienie członów reakcji

Pełne rów nania szybkości dla reakcji enzym atycznych są zawsze w y­
rażeniam i złożonym i z licznika i m ianownika. W liczniku w ystępują  z re ­
guły dw a człony (na przykład rów nanie 55 lub 40). Człon dodatni jest 
iloczynem stałych szybkości i stężeń reak tan tów  (substratów) biorących 
udział w reakcji „naprzód”. Człon u jem ny jest iloczynem  stałych szyb-
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kości i stężeń reaktan tów  (produktów) biorących udział w  reakcji 
„w stecz” . M ianownik składa się z większej liczby członów niż licznik. 
W rów naniu 55 w ystępuje na przykład sześć członów. K ażdy człon m ia­
nownika jest iloczynem  stałych szybkości lub sum  poszczególnych sta­
łych szybkości i stężeń różnej liczby reaktantów .

Okazało się, że dla celów in te rp re tac ji wygodne jest zapisywanie peł­
nych rów nań szybkości złożonych reakcji enzym atycznych przy użyciu 
współczynników, w  k tórych  są zebrane w szystkie stałe szybkości. Współ­
czynniki członów licznika zostały oznaczone jako (licznik 1) i (licznik 2) 
odpowiednio dla dodatniego i ujem nego członu. W spółczynniki członów 
m ianownika otrzym ały nazwę od w ystępujących w  tych  członach sub­
stra tów  czy produktów . Równanie 55 może być zapisane w opisanej po­
wyżej postaci współczynnikowej w  sposób następujący:

* licznik
v = -----------------  56

m ianownik

gdzie: licznik =  {(licznik 1) [A] —(licznik 2)[P] [Q]}[Et]

m ianownik =  (stała)+(współcz. A) [A] +  (współcz. P)[P] +  (w3półcz. Q)[Q] +
+  (współcz. PQ)[P][Q] +  (współcz. AP)[A][P]

M aksym alne szybkości reakcji w  każdym  z dwóch kierunków  (kieru­
nek „naprzód” i kierunek „wstecz”) definiuje C leland jako ilorazy współ­
czynnika członu licznika dla reakcji w  danym  kierunku i współczynnika 
członu m ianow nika zawierającego iloczyn stężeń wszystkich substratów  
dla reakcji w  tym  sam ym  kierunku pomnożony przez [Et]. Szybkości 
m aksym alne oznaczono Vi i V2 odpowiednio dla reakcji „naprzód” i reak ­
cji „wstecz”. W yrażają one szybkość reakcji enzym atycznej przy zało­
żeniu, że wszystkie substra ty  dla reakcji w danym  kierunku są w stę­
żeniu nasycającym , zaś wszystkie produkty  w  stężeniu zerowym.

Dla m echanizm u uporządkowanego, jeden-dw a zatem:

v  _  (licznik 1)• [Et] _  k ik 2k 3[Et] _  k 2k 3[Et] 5?
(współcz. A) ki(k2+ k 3) k 2+ k 3

(licznik 2) • [Et] k_ik_2k_3[Et] . _
V2 =  -------- ; ------------=  ----------------------- - =  k_i-[Et] 58

(wspołcz. PQ) k_2k_3

Vi v 2
Vi i V2 m ierzą zm iany stężenia na jednostkę czasu, zaś —  i —- są licz­

bami obrotów  dla reakcji ,,naprzód” i „wstecz”. Cleland zaproponował 
również aby stałe M ichaelisa i stałe inhibitorow e były  definiowane jako 
ilorazy członów m ianownika. Stałe M ichaelisa będą oznaczane K a, K p, K q, 
stałe inhibitorow e zaś jako K ia, K;p, K ;q. Stałe M ichaelisa i stałe inh ib i­
torowe m ają w ym iar stężeń. Jako regułę przyjęto, że w yrażenie na stałą
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M ichaelisa ma ten  sam m ianownik co w yrażenie na szybkość m aksym al­
ną w  kierunku, w którym  rozpatryw any reak tan t jest substratem . Tak 
więc dla reakcji enzym atycznej przebiegającej według m echanizm u upo­
rządkowanego jeden-dw a stałe  M ichaelisa zostały zdefiniowane jako:

stała k3(k_ i+ k2)Ka = ------------------= ------------------- 59
współcz. A ki(k2+ k 3)

wspólcz. Q k_3(k_x +  k2) (k_x+ k 2)
K p = -----------------  = -----------------  =  ------------- 60

współcz. PQ k _3 k_2 k _2

współcz. P  k_ik_2 k_i
K q = ----------------  = ---------- -- = -------  61

współcz. PQ k_3k _2 k _3

Należy pam iętać, że zdefiniowane w ten sposób stałe M ichaelisa są 
stałym i granicznym i. Gdy np. stężenie A jest zmieniane, K a jest osiąg­
nięte tylko wtedy, gdy wszystkie inne substra ty  (gdy w reakcji bierze 
udział więcej niż jeden substrat) są w stężeniach nasycających. W innych 
w arukach można wyznaczyć tzw. pozorną stałą M ichaelisa dla substra tu  
A (Ka'). W artość Ka' jest niższa od wartości K a. Definicje stałych inhibi­
torowych w ybiera Cleland spośród pozostałych możliwych ilorazów czło­
nów mianownika, tak aby współczynniki tych członów mogły być w yra­
żone przy użyciu stałych kinetycznych, gdy równanie szybkości w  form ie 
współczynnikowej jest pomnożone przez odpowiedni mnożnik. Tym mnoż­
nikiem  jest (licznik 2) podzielony przez iloczyn dwóch członów m ianow ni­
ka użytych w definiowaniu szybkości m aksym alnych. Dla m echanizm u 
uporządkowanego jeden-dw a ten  mnożnik m a postać:

(licznik 2)-[Et] k_ik_2k_3[Et] k _ r[E t]
62

współcz. A-współcz. PQ kx(k2+ k 3)k_2k _3 k ik 2+ k 3)

Poniżej przedstawiono^ stałe inhibitorow e dla reakcji enzym atycznej 
przebiegającej według rozpatryw anego mechanizmu:

wspólcz. P  k _ ik _2 k_x
K)a =  - — - =  — 63

wspólcz. P k_x k _2 k_i
współcz. AP k ik _2 ki

współcz. A ki(:k 2+ k 3) k 2 +  k 3

wspólcz. AP k ik _2 k _2

stała k 3(k_i +  k 2) k 3

Kin =  -----^ -------— -  ----- — -------- = ---- --------  64

K  =  -----------------  = -----— ------- = ------ 65
współcz, Q k_3(k_ i+ k2) k _3

Stałą term odynam icznej równowagi oznaczoną Keq zdefiniowano nastę ­
pującym  wyrażeniem :

Licznik 1
K eq =  —-----:----- 66

Licznik 2

które dla rozpatryw anego m echanizm u przyjm uje postać:
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Zdefiniowane różne stałe kinetyczne nie są wielkościam i niezależnym i. 
Łącznie ze stałą równowagi term odynam icznej połączone są one zależ­
nością zwaną zależnością H aldane’a. W yraża to rów nanie w  postaci:

(V i ) n K(p, .K „ ) .K |r) . . .

\Ѵ 2/ K(a) • К(й) • К(с) • ' ' .

gdzie К (а) można oznaczać albo K a, albo K ia itd. Pełniejsze przedyskuto­
wanie zależności H aldane’a czytelnik znajdzie w literaturze źródłowej 
(4, 8). Zależność H aldane’a obejm uje stałe M ichaelisa lub stałe inh ib i­
torowe dla każdego reak tan tu  reakc ji enzym atycznej. Zawsze jest p rzy ­
najm niej jedna zależność H aldane’a choć zwykle jest ich więcej.
Dla reakcji przebiegającej według m echanizm u uporządkowanego je- 
den-dw a są dwie zależności H aldane’a:

Ѵ ; . . Л Л  .
V2 K ia

Vi KpKlq
Kea =  ------------ R— — 70

V2 K a

Podstaw iając konkretne wartości zam iast stałych kinetycznych w y­
stępujących w zależnościach H aldane’a czytelnik sprawdzi z łatwością, że 
zależności te  są prawdziwe. Dalej, korzystając z definicji szybkości m a­
ksym alnych, stałych M ichaelisa i stałych inhibitorow ych czytelnik może 
również sprawdzić prawdziwość podanych niżej zależności pomiędzy s ta ­
łym i szybkości dla poszczególnych przem ian reakcji enzym atycznej 
a m ierzalnym i w doświadczeniu stałym i kinetycznym i:

v 2
ki = •----------- - 71

KIa-[Et]

v 2 1 [Et] 1 .
_1 [Et] ’ k 2 V, k 3 ’ 72

k _ i+ k 2
k _2 = -----------  73

KP

v -  -  ь  -  V* ■ 74
K a [Et] ’ kq[Et]

W idać iteraz, że również pełne rów nanie szybkości dla złożonych reak ­
cji enzym atycznych można przedstaw ić ty lko przy  pomocy m ierzalnych 
w doświadczeniu stałych  kinetycznych (4). Ogólna m etoda jest nastę ­
pująca: rów nanie szybkości reakcji w formie współczynnikowej należy 
pomnożyć przez zdefiniowany powyżej mnożnik. W ogólnym przypadku 
licznik rów nania szybkości przy jm uje w tedy postać:

Vi V2[A][B][C]---------Y iX i[P][Q][R] . . .  75
Keq

zaś człony m ianownika zaw ierają V2 albo — ^
Keq
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Następnie jeżeli chcemy rozpatryw ać reakcję „naprzód” należy podzielić 

rów nanie 75 przez V2. Człony -- Vl - można wyelim inow ać korzystając
Ѵ2 Keą

z odpowiedniej zależności H aldane’a. Licznik p rzy jm uje w tedy postać:

/ [P][Q][R1 • • • • \V i [А] [В] [C ]--------------- — -----------  76
\ Keq /

zaś człony m ianownika oprócz stężeń reaktan tów  zaw ierają tylko stałe 
M ichaelisa i stałe inhibitorowe.
Przedstaw iona powyżej m etoda prowadząca do zapisu pełnych rów nań 
szybkości złożonych reakcji enzym atycznych wyłącznie przy pomocy 
stałych kinetycznych m ierzalnych eksperym entalnie stosuje się tylko do 
uporządkow anych mechanizmów z dowolną ildścią produktów  i substra­
tów. Pełniejsza dyskusja rów nań szybkości dla m echanizmów typu  ping- 
-pong znajduje  się w  pracach Clelanda (4,.5).

Opisaną m etodę zastosowano poniżej do przekształcenia rów nania 
szybkości dla reakcji przebiegającej według m echanizm u uporządkow a­
nego jeden-dwia. Mnożąc licznik i m ianownik rów nania szybkości w  po-

, ,  „  . (Licznik 2)-[E1]staci współczynnikowe! przez --------------- ---------------  otrzym ano:
(współcz. A) (współcz.PQ)

(licznik 1) (licznik 2)[A] (licznik 2)2[P] -[Q]
(współcz. A) (współcz. PQ) (współcz. A) (współcz. PQ)

stała • licznik 2 (współcz. A)[A] • licznik 2-̂------------------------------------------- [. 77
(współcz. A) • (współcz. PQ) (współcz. A) • (współcz. PQ)

(współcz. P)[P] • licznik 2 
(współcz. A) • współcz. PQ

po uporządkow aniu i skorzystaniu z odpowiednich definicji otrzym ano:

ѴіѴ2 | г а , - І Э М )

^  , K„V,[P] K pV,[Q ] , V,[P][Q] , V2[A][P]
■K-a V 2 “г  V 2 LAJ 4- ----- ----------  H--------— -------  ----- —— ----- +
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Keq. Keą Keq Ki

Jest to  pełne rów nanie szybkości reakcji dla m echanizm u uporządkow a­
nego jeden-dw a wyrażone całkowicie w  stałych kinetycznych m ierzal­
nych eksperym entalnie.

Zakończenie

Czytelnikowi może się nasunąć pytanie jakiem u celowi ma służyć 
w yprow adzanie pełnych rów nań szybkości dla m echanizmów reakcji en­
zym atycznych o dwóch lub więcej substratach, produktach i form ach 
enzymu. Częściowo postaram  się odpowiedzieć na to pytanie już w chwili
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obecnej, częściowo odpowiedź w yniknie z następnego a rtyku łu  poświę­
conego technikom  badania mechanizm ów reakcji enzym atycznych w y­
pracow anych w oparciu o naszkicowaną powyżej teorię (5, 7, 8) oraz. w y­
nikom  prac nad  m echanizm ami reakcji enzym atycznych w ykonanych 
przy użyciu tych technik (8).

Pełne rów nanie szybkości reakcji enzym atycznej opisuje zachowanie 
się system u enzymatycznego w dowolnym czasie, zarówno blisko jak 
i daleko od punktu  równowagi. Jeżeli reakcja  jest badana w  w arunkach 
stężeń dalekich od stanu  równowagi u jem ny człon lub człony w liczniku 
rów nania szybkości możemy opuścić, jednakże w arunek, że reakcja jest 
daleko od stanu  równowagi nie pozwala opuścić jakiegokolwiek z czło­
nów m ianownika. Dysponując pełnym  rów naniem  można łatwo otrzymać 
rów nanie uproszczone jakiego w ym agają potrzeby doświadczenia, gdy 
stężenie jednego' lub kilku reak tan tów  jest równe zeru.

Również rozpatru jąc ham ow anie produktam i oraz początkowe szyb­
kości nie potrzebujem y w yprowadzać dodatkow ych rów nań. Uproszcze­
nie czy m odyfikacja pełnego rów nania szybkości daje od razu  poszuki­
w aną zależność.
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Laureaci nagrody Nobla w 1968 roku 
R. W. Holley, H. G. Khorana, M. W. Nirenberg

Nagrodę Nobla za rok 1968 w dziedzinie nauk przyrodniczych o trzy­
mali wspólnie: Robert W. Holley z In sty tu tu  Salka, H ar Gobind Khorana 
z U niw ersytetu stanu W isconsin oraz M arshall W. N irenberg z National 
Institutes of Health  (wszyscy z USA). Choć nagroda jest wspólna, 
a i dziedzina ich aktyw ności naukow ej ta  sama, to  jednak badacze ci 
nie stanojwią jednego zespołu. Pracow ali i czynili swoje odkrycia nieza­
leżnie, ty le  tylko, że odkrycia te doskonale uzupełniają się wzajem nie.

P ierw szym  dużym  osiągnięciem N irenberga było otrzym anie, wespół 
z M atthaei pracującym  teraz w Insty tucie М аха Plancka w Getyndze, 
układu bezkomórkowego z Escherichia coli, włączającego am inokwasy 
do białka in vitro. Układ ten , dziś już klasyczny i nadal powszechnie 
stosowany, reagował na doidatek RNA zwiększeniem  poziomu włączania 
aminokwasów do polipeptydu. Był ito jeden z koronnych dowodów na 
rzecz teorii Jacoba i Monoda, że DNA nie sam  jest m atrycą w syntezie 
polipeptydów, lecz spełnia tę  rolę poprzez cząsteczkę odpowiedniego RNA, 
który  jest jego repliką. Dalej — N irenberg w ykorzystuje odkry ty  wcześ­
niej przez M arię Grunberg-M anago enzym, fosforylazę polinukleotydo- 
wą, do syntezy sztucznej m atrycy, hom opolinukleotydu złożonego w y­
łącznie z reszt kwasu urydylow ego. Kwas poliurydylow y okazuje się 
niezm iernie aktyw ną m atrycą, stym ulującą praw ie wyłącznie włączanie 
jednego tylko aminokwasu, fenyloalaniny, przy czym pow staje homo- 
polipeptyd, polifenyloalanina. M oment ten jest jednoznaczny z odkry­
ciem pierwszego kodonu. O dtąd wiadomo już było, że miejsce fenylo­
alaniny w  białku określane jest przez odcinek mRNA zaw ierający w y­
łącznie reszty U. Z innych laboratoriów  nadeszły w yniki prac nad kw a­
sem poliadenylow ym  i policytydylow ym  (kodują odpowiednio lizynę
i prolinę).

Inaczej jest z polinukleotydam i złożonymi z więcej niż jednego ro­
dzaju nukleotydów. Fosforylaza polinukleotydow a syn tetyzu je  polinu- 
kleotyd bezładnie, a enzym u odwzorowującego sekwencję DNA, czyli 
syntetazy RNA zależnej od DNA, nie można było do tych celów wykorzy­
stać, przede wszystkim  z b raku  polidezoksyrybonukleotydów o znanej 
sekwencji zasad w  łańcuchu. Nie potrafiono też określać kolejności w y­
stępowania nukleotydów  w cząsteczce RNA, chyba, że byłby to oligonu- 
kleotyd odpowiednio krótki. Ten w łaśnie m om ent w ykorzystuje N iren­
berg i tworzy, w raz z Lederem , nową metodę badania kodu genetycz-
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nego w oparciu o in terakcję  14C-aminoacylo-tRNA z kom pleksem  rybo- 
som-oligonukleotyd. Drogą hydrolizy RNA otrzym uje N irenberg oligo- 
nukleotydy złożone z 2, 3, 4 i więcej reszt. Po rozdziale chrom atograficz­
nym  i otrzym aniu czystych frakcji stosunkowo łatw o jest określić w  nich 
tak  rodzaj, jak  i kolejność w ystępow ania nukleotydów . Odpowiednie 
homogenne pod względem składu zasad i długości frakcje oligonukleoty- 
dowe łączono z rybosom am i na sączkach nitrocelulozowych. Następnie 
przez sączek taki przepuszczano roztw ory 14C-aminoacylo-tRNA. Tylko 
ten aminoacylcntRNA był zatrzym yw any na sączku, k tó ry  przyłączył 
się do kom pleksu oligonukleotydu z rybosom em, przyłączenie zaś jest 
możliwe jedynie w tedy gdy antykodon tRNA ma skład zasad kom ple­
m entarny  (wg. reguł W atsona i Crieka) do nukleotydów  danego oligonu­
kleotydu — kodonu. Dzięki tej technice dowiedziono ostatecznie słusz­
ności wielu założeń teoretycznych Crieka, takich jak  jego hipoteza adap­
terowa, tryp le t jako jednostka kodująca, uniwersalność kodu genetycz­
nego, nie nakładanie się trypletów  kodu na siebie, dzięki n iej wreszcie 
określono skład i sekwencję zasad trójnukleotydów  kodujących w szyst­
kie w ystępujące w  białku aminokwasy. S łow em — ustalono cechy kodu 
genetycznego.

W krótce po odkryciu biologicznej funkcji tRNA, polegającej na przy­
łączaniu aminokwasów (Hoagland i współpracownicy) oraz przenoszeniu 
ich do aparatu  syntetyzującego białko, scharakteryzow ano dość dokładnie 
tę grupę związków, zresztą bardzo homogenną pod względem  wielkości 
cząstek. Stwierdzono, że cząsteczka tRNA ma duży stopień uporządko­
wania, liczba w ystępujących w  niej nukleotydów  nde przekracza 100, 
a pomimo iż każdy aminokwas ma swój ,,w łasny” rodzaj tRNA — to 
jednak wszystkie tRNA m ają na końcu akceptorow ym  łańcucha charak­
terystyczny tró jnukleotyd  ...CCA. W iedziano też, że jakiś tró jnukleo- 
tydow y fragm ent łańcucha tRNA musi spełniać funkcję antykodonu, czyli 
mieć struk tu rę  kom plem entarną wobec kodonu dla danego aminokwasu, 
ale by go znaleźć trzeba było przedtem  poznać budowę pierwszorzędową 
cząsteczki tRNA. I tego w łaśnie dokonał zespół Roberta H olley’a. Wa­
runkiem  podstawowym  było otrzym anie czystych frakcji tRNA specy­
ficznych dla określonych aminokwasów. O trzym ano je stosując metodę 
rozdziału w przeciwprądzie. Następnie Holley posłużył się odpowiednim i 
enzymami nukleotylitycznym i, zastosował więc m etodykę koncepcyjnie 
zbliżoną do tej, k tórą Sanger, w ykorzystując proteazy, opracował dla 
białek. Holley używał RNazę T l z takadiastazy oraz RNazę z trzustki. Oba 
te enzymy cechuje pewna wybiórczość w działaniu. RNaza T l hydrolizuje 
w iązania fosfodwuestrowe w sąsiedztw ie reszty kwasu guanilowego, trzu ­
stkowa zaś w  sąsiedztw ie reszt kwasów urydylow ego i cytydylowego. 
Dodatkowym  czynnikiem  zw iększającym  selektywność działania nukleo- 
litycznego RNazy T l była tem peratura. Ciąg dalszy pracy zespołu Hol- 
ley’a to  rozdzielanie produktów  enzym atycznej hydrolizy tRNA, określe-
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nie sekwencji nukleotydów  w poszczególnych fragm entach i wreszcie 
część najtrudniejsza, odtworzenie z tych fragm entów  całego łańcucha 
tRNA. Aby docenić skalę trudności tego przedsięwzięcia w ystarczy uzm y­
słowić sobie, że istn ieją  tysiące kom binacji, w  jakich z szeregu m ałych 
cząstek zestawić można pewną całość, a przecież jedna tylko z nich bę­
dzie prawdziwa. Holley w ykorzystał też fakt, że tRNA zawiera dość dużo 
n ietypow ych zasad, takich jak  pseudourydyna, dw uhydrouracyl, kwas 
4-tiourydylowy, kwas rybotym idylowy i inne, które rozmieszczone wzdłuż 
łańcucha były niejako wyznacznikami podczas „składania” zbadanych 
fragm entów  w całość. W efekcie latem  1965 roku dowiedzieliśmy się, 
że budowa cząsteczki pierwszego biologicznie czynnego kwasu rybonu­
kleinowego została rozszyfrowana. Był to tRNA specyficzny dla alaniny, 
pochodzący z drożdży. Metoda Holley’a, aczkolwiek trudna i złożona, 
nie należy jednak do rzędu tych, których powtórzenie udaje się jedynie 
ich autorom . Przeciwnie, przejęto ją  z sukcesem w szeregu laborato­
riów, w wyniku czego określono s truk tu rę  pierwszorzędową kilku dal­
szych rodzajów tRNA, jak  również tzw. RNA 5S oraz pewnych fragm en­
tów rybosomowego RNA.

Trzeci z laureatów  nagrody Nobla, pochodzący z Indii H ar Gobind 
K horana, tem atycznie bliższy Nirenbergowi, jest chem ikiem  i w pracach 
jego m etody biologiczne sp lata ją  się z czysto chemicznymi. K horana 
doprowadził do doskonałości sposoby chemicznej syntezy polidezoksyry- 
bonukleotydów; uzyskuje produkt o żądanej wielkości oraz składzie i se­
kw encji nukleotydów. Można to chyba nazwać pierwszym i próbam i syn­
tezy genów in vitro. Następnie, wprow adzając syntetazę RNA zależną od 
DNA, otrzym uje on repliki syntetyzow anych polidezoksyrybonukleoty- 
dów — nici RNA o własnościach mRNA. Przystosow ując tę metodę do 
syntezy  m atryc polinukleotydowych złożonych z pow tarzających się, na ­
przem iennie ułożonych oligonukleotydów K horana doskonale uzupełnił 
w yniki prac N irenberga, 'ugruntow ał ponadto definicje szeregu innych 
cech charakterystycznych kodu genetycznego. Dzięki jego pracom  pozna­
no ostatecznie k ierunek odczytyw ania łańcucha mRNA w procesie tran s­
lacji. W reszcie bez opanowanej przez niego m etody syntezy kopolinukleo- 
tydów  złożonych z pow tarzających się, takich sam ych i znanych frag­
m entów, trudno byłoby badać szerzej zjaw isko dwuznaczności kodu 
genetycznego. K horana rozstrzygnął także większość problem ów zwią­
zanych z kodowaniem  am inokwasów bezpośrednio przez łańcuch DNA, 
z pominięciem m atrycy RNA. Specyficzność kodonów złożonych z reszt 
dezoksyrybonukleotydów okazała się identyczna z tą, jaką obserw ujem y 
w przypadku m atryc RNA i to w odniesieniu do wszystkich am inokwa­
sów. Odczytywanie zdenaturow anego DNA jako bezpośredniej m atrycy 
wym aga obecności neom ycyny w  układzie, a in vivo  zapewne nie za­
chodzi nigdy, jednak jego teoretyczne znaczenie dla poznania praw idło­
wości kodu genetycznego było bardzo duże. O statnio K horana doniósł
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o planach zsyntetyzow ania łańcucha takiego polidezoksyrybonukleotydu, 
który, po skopiowaniu go przez synitetazę RNA, dałby cząsteczkę odpo­
wiedniego tRNA. A więc — jednak synteza genów in vitro.

W ostatnich latach dość często, jak  się w ydaje, w ystępow ało zjawisko 
pewnego rozziewu m iędzy stroną koncepcyjną a eksperym entalną określ o- 
mych problemów. Jest to zresztą n a tu ra lną  konsekw encją burzliwego 
rozwoju jakiejkolw iek dziedziny wiedzy, a  tym  bardziej dziedziny tak  
trudnej i złożonej, jak kod genetyczny i mechanizm biosyntezy białka. 
Na tym  tle ze szczególną ostrością ry su je  się jedna zwłaszcza cecha, 
wspólna całej tró jce laureatów . Jest n ią dar rew olucjonizow ania nie 
ty lko koncepcji, lecz także i metody. Terminologia kodu genetycznego 
zawiera, m iędzy innym i, takie pojęcia, jak  „tryp let bezsensow ny” lub 
,,tryplet znaczący”. W tygodniku Science, pani М ахіпе F. S inger pisze 
o Holley’u, K horanie i N irenbergu, że razem  stanow ią oni ,,a triplet oj 
great sense”. Myślę, że z tym  określeniem  zgodzimy się 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  ciągiem  cennego w ydaw nictw a, które zaw iera publikację  
w yk ład ów  i dyskusji w ygłaszanych  na dorocznie odbyw ających się sym pozjach  
w  Indianopolis, U.S.A. Tem atem  obrad piątego sym pozjum , które odbyło się w  paź­
dzierniku 1966 roku była biochem ia regulacji aktyw ności i syntezy enzym ów  w  nor­
m alnych i now otw orow ych tkankach ssaków .

Sesja pierw sza, której przew odniczył Sir H. A. Krebs dotyczyła m ikrofluory- 
m etrycznych oznaczeń stężenia zred. N AD  w  poszczególnych frakcjach kom órkow ych  
oraz badań in v i tro  i in v iv o  nad biosyntezą NAD z różnych prekursorów  w  w ątro­
bie. Tem atem  drugiej sesji, prowadzonej przez R. E. O lsona oraz sesji ósm ej, której 
przew odniczył H. A. Lardy był w p ływ  horm onów na regulację aktyw ności enzym a­
tycznej w  różnych narządach. H. G. W illiam s-A shm an przew odniczył sesji trzeciej, 
traktującej o kontroli m etabolizm u glutam iny w  m itochondriach nerek, w ątroby  
i m ózgu oraz regulacji syntezy am oniaku w  nerkach szczura. Sesja czwarta (prze­
w odniczący V. R. Potter) była pośw ięcona regulacji m etabolizm u poprzez indukcję  
lub ham ow anie biosyntezy enzym u jak to ma m iejsce w  przypadku oksydoreduktazy  
glukozo-6-fosforan: N AD P oraz enzym ów  biorących udział w  syntezie seryny w  w ą ­
trobie. P iąta sesja, której przew odniczył N. K retchm er dotyczyła roli enzym ów  w  on- 
togenezie. Om ówiono system  katalizujący syntezę tauryny w  rozw oju zarodka jaja  
kurzego oraz aktyw ność polim erazy RNA i szybkość syntezy RNA w  w ątrobie  
w  czasie rozw oju szczura. C. F. Cori przew odniczył sesji szóstej, która stanow iła  
przegląd porów naw czy m echanizm ów  regulacji enzym ów  u ssaków  i m ikroorga­
nizm ów. Zagadnieniom  kontroli g’lukoneogenezy, ketogenezy i glikolizy była pośw ię­
cona sesja siódm a (przew odniczący G. F. C ahill Jr.). W sesji dziew iątej, prowadzonej 
przez W. E. К поха om ówiono regulujący w p ływ  w itam iny  E na aktyw ność fosfotran- 
sferazy ATP: kreatyna w  osoczu krw i królika oraz rolę izoenzym ów  6-fosfotransfe- 
razy ATP: glukoza. W tej sesji rów nież, rozpatryw ano teoretycznie pojęcie sprzężenia  
zwrotnego. W sesji dziesiątej (przew odniczący S. W einhouse) zajm owano się regu­
lacją enzym ów  w  tkankach now otw orow ych. Przedstaw iono badania in v iv o  nad 
w pływ em  czynników  rakotw órczych na aktyw ność polim erazy RNA oraz w pływ  
głodzenia, glukagonu i naśw ietlania  na aktyw ność am inotransferazy tyrozynow ej 
i pirolazy tryptofanow ej u szczura. O stania, jedenasta sesja, której przew odniczył 
Sir H. A. Krebs dotyczyła badań nad ustaleniem  stosunku stężeń  NAD i zred. NAD  
w  cytoplazm ie i m itochondriach w ątroby szczura oraz czynników  regulujących ten  
układ oksydoredukcyjny.

Tom V jest źródłem dalszych, now ych inform acji z dziedziny badań nad regu­
lacją m etabolizm u. W artość jego podnosi dodatkow o w yk az literatury, załączony do 
każdego w ykładu.

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

Badania om ów ione w  nin iejszej książce m ają na celu znalezienie now ych dróg 
hodow li żyw ca, które m ogłyby zapew nić dostarczenie takiej ilości b iałka zw ierzę­
cego, jaka będzie n iezbędna naszej gw ałtow nie rosnącej populacji, przew idzianej 
na 6—7 m iliardów  pod koniec X X  w ieku. Z badań ostatnich la t w yn ika , że m ocznik  
w ytw arzany syntetyczn ie w  praw ie dow olnych ilościach otw iera now e, korzystne 
perspektyw y. W ydaje się, że dokarm ianie m ocznikiem  bydła dom owego, conajm niej 
przez 7 m iesięcy  w  roku m oże w ystarczająco zabezpieczyć rosnące zapotrzebow anie 
ludzkości na zw ierzęce białko, bez pow iększenia areału rolniczego przew idzianego dla 
hodowli.

2'6 specjalistów  z 11 krajów  (m iędzy innym i R. Ryś, Instytut Zootechniki, K ra­
ków) przedstaw ia zbiór poglądów  i dośw iadczeń nad użytkow aniem  m ocznika jako 
uzupełniającego źródła azotu' w  żyw ien iu  zw ierząt przeżuw ających. O m ówione są 
m iędzy innym i zagadnienia dotyczące przem ian azotow ych zw iązków  niebiałkow ych  
w  przew odzie pokarm ow ym  przeżuw aczy, w p ływ  tych przem ian na m etabolizm  
bakterii, w arunki przysw ajania m ocznika i jego toksyczność. N ajw ięcej m iejsca po­
św ięcono stosow aniu m ocznika u przeżuw aczy, aczkolw iek n ie pom inięto badań do­
tyczących drobiu, św iń  i ow iec. P race te dostarczyły szczególnie dużo danych o m i­
krobiologii i b iochem ii przem ian w  żwaczu.

K siążka stanow i przegląd badań ogłoszonych do 1965 roku w łączn ie i obejm uje 
około 1500 odnośników  do św iatow ego piśm iennictw a. P iękny i przystępny styl, 
w zorow a szata zew nętrzna to dodatkow e zalety tego podstaw ow ego przew odnika  
w  studiach nad w ykorzystaniem  m ocznika jako cennego dodatku paszow ego dla 
w ykarm iania bydła dom owego.

K siążkę m ożna zalecić w szystk im  pracow nikom  zajm ującym  się teoretycznym i
i praktycznym i aspektam i hodow li zw ierząt dom owych, nie w yłączając fizjologów , 
m ikrobiologów  i biochem ików .

I. R eijer
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SPRAWOZDANIA I KOMUNIKATY

Sympozjum Biochemii Wirusów Roślin 
K raków  2—7.ѴІІ.1968 roku

Problem y biochem ii w irusów  roślinnych budzą obecnie żyw e zainteresow anie  
w irusologów . W P olsce zajm uje się tym i zagadnieniam i m iędzy innym i Pracownia  
W irusologii R oślin przy Zakładzie F izjologii Roślin P A N  w  K rakowie, k ierow ana  
przez Prof. dr A. K ozłowską. Ośrodek ten naw iązał dzięki stażom  naukow ym  liczne  
kontakty z instytutam i naukow ym i zagranicą. D oceniając znaczenie bezpośredniej 
dyskusji i w ym iany poglądów  dla rozw oju badań postanow iono zorganizować sym ­
pozjum  pośw ięcone tem atow i „Biochem ia w irusów ”.

Sym pozjum  odbyło się w  dniach 2—7 lipca 1968 r. w  Oddziale PA N  w  K rakow ie  
pod protektoratem  V W ydziału PAN i Rektora W yższej Szkoły R olniczej w  Kra­
k ow ie  Prof. dr T. Ruebenbauera. W Sym pozjum  w zięło  udział k ilkadziesiąt osób, 
w  tym  kilkunastu uczestników  z zagranicy. N aczelnym i problem am i om aw ianym i na  
Sym pozjum  były: 1) synteza w irusa w  kom órce roślinnej w  aspekcie b iochem iczno-fi- 
zjologicznym , 2) zagadnienia zw iązane z w irusologią ogólną. W czasie Sym pozjum  
w ygłoszono 24 referaty, w  czym 11 referatów  gości zagranicznych. Spośród uczestn i­
ków  z zagranicy należy w ym ien ić znanego biochem ika roślin dr Ѵ еп ек атр а  z H o­
landii, który jako pierw szy w prow adził m etodę chrom atograficznego czyszczenia  
różnych w irusów  roślinnych w  dw ufazow ym  system ie polim erów , w ybitnego w i­
rusologa Prof. dr K linkow skiego z A schersleben z NRD, Prof. dr Schustera z NRD, 
dr P incka i dr P erdrizet z Francji, dr Cockinga z N ottingham  z A nglii. Ten ostatni 
przedstaw ił p iękną pracę z zakresu prow adzonych przez niego i jego w spółpracow ni­
ków  badań nad in fekcją  w irusow ą na izolow anych protoplastach z pomidorów. Dr 
E sanu z R um unii om ów ił w yn ik i prow adzonych już od kilku la t interesujących prac 
nad m etabolizm em  energetycznym  (fosforylacją) w  roślinach zakażonych w irusam i 
w  porów naniu ze zdrowymi. W irusologów  z C zechosłow acji reprezentow ali: dr Poz- 
dena, dr M arcinka i dr К огтапсікоѵ а. Z polskich naukow ców  m iędzy innym i brali 
udział Prof. dr Górski z Krakowa, Prof. dr P rzesm ycki i Prof. dr B ryll z W arszawy, 
Prof. dr Błaszczak z Poznania oraz D yrektor Instytutu  Z iem niaka w  B oninie Doc. 
dr Gabriel.

Na podkreślenie zasługuje udział w  tym  Sym pozjum  polskich naukow ców  zw ią­
zanych bezpośrednio z praktyką rolniczą.

M. K am ień sk a -Z y la
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Międzynarodowe Sympozjum „Biosynteza białka — struktura i funkcja 
makromolekuł i elementów subkomórkowych”

O lsztyn 25—27.VII.1968 roku

Sym pozjum  połączone było z VI K rajow ym  Zjazdem Р. T. Bioch., który odbył się  
w  dniach 25—27 lipca 1968 r. w  Olsztynie.

Obrady Zjazdu rozpoczęły się plenarną sesją Sym pozjum . U czestn ików  Sym po­
zjum , wśród których znalazło się w ielu  zagranicznych w ybitnych  sp ecja listów  w  d zie­
dzin ie kw asów  nukleinow ych i b iosyntezy b iałek  pow ita ł prof. dr P rzem ysław  S za­
frański. Sym pozjum  odbyło 3 p lenarne posiedzenia, na których w ygłoszono 22 re ­
feraty. Tem atyka obrad była bardzo szeroka i różnorodna, dom inow ały jednak
2 głów ne problem y:

1. K w asy nukleinow e — struktura i funkcja

2. R ybosom y, enzym y i kofaktory procesów  b iosyntezy białek.
W takiej kolejności chciałbym  pokrótce om ów ić poszczególne zagadnienia re­

ferow ane i dyskutow ane na Sym pozjum .
Ad 1. Problem  zależności pom iędzy strukturą a funkcją  przenoszących kw asów  

nukleinow ych nie został dotąd w yjaśn ion y, jakkolw iek  spraw om  tym  pośw ięca się  
ostatnio w ie le  uw agi. Znalazło to także odbicie w  referatach sym pozjalnych. Z a ­
c h  a u (Monachium) przedstaw ił szereg danych w skazujących na to, że odcinki 
jednoniciow e cząsteczki tRNA odpow iedzialne są za rozpoznaw anie niektórych  
enzym ów , jak np. pirofosforylaza-C C A  (CCA — końcow y fragm ent akceptorow ej 
części tRNA), a także rybosom ów. N iew ielk ie  zm iany konform acyjne pętli zaw ie­
rającej antykodon prowadzą do utraty zdolności rozpoznaw ania kodonu. Za sp e ­
cyficzną interakcję am inoacylo-tR N A  syntetazy z przenoszącym  RNA odpow iedzialny  
jest odcinek dw uniciow y, a w edług danych C h a m b e r s a  (N owy Jork) jedynie
3 pierw sze pary zasad. Do takiego w niosku  prowadzą bow iem  w yn ik i dośw iadczeń  
nad inaktyw acją tR N A a la  przez prom ienie UV. D ziałaniu UV na tR N A  i w arunkom  
w  jakich pow staje kom pleks enzym -tR N A  p ośw ięcił rów nież sw ój referat К  i s i e - 
l e w  (Moskwa). W dalszym  ciągu n ie w iadom o jak ie fragm enty łańcucha tRNA  
uczestniczą w  reakcji z am inoacylo-tR N A  transferazam i i transferazą peptydylow ą. 
Postęp w  tej dziedzinie zależny jest g łów nie od dalszego rozw oju badań nad struk­
turą tRNA. N aw iązaniem  do tego typu badań było doniesienie L e g o c k i e g o  
(Legocki, P aw ełk iew icz i inni — Poznań) na tem at konform acji tR NA ileu w  pod­
w yższonych tem peraturach. Autor om ów ił rów nież zagadnienie różnicow ania się  
roślinnych tRNA.

Inform acyjny RNA był tem atem  kilku referatów  i doniesień. S a m a r i n a (Sa- 
m arina, K riczew skaja, Łukanidin i.G eorg iew  — M oskwa) om ów iła zagadnienie form  
w ystępow ania  jądrow ego D -R N A  (ang. D N A -like RNA) — prekursora cytoplazm a- 
tycznego m RNA i jego transportu z jądra do cytoplazm y. W jądrze kom órki zw ie­
rzęcej D -R N A  w ystęp u je  w  połączeniu z b iałkiem  zw anym  inform oferem . Infor- 
m ofer ma w łasności zasadowe, różni się jednak od histonów  jądra kom órkow ego  
i b iałek  rybosom owych. Połączeń mRNA — białko nie obserw uje się u drobnoustro­
jów , gdzie transkrypcja sprzężona jest bardzo śc iśle  z translacją now opow stałego  
m RNA. W odniesieniu do operonu h istydyn y u Salmonella typ h im u r iu m  procesy  
transkrypcji om ów ił V e n e t i a n e r  (Budapeszt). Trwałość pow stających in ѵііго  
kom pleksów  naturalnego mRNA z rybosom am i E. coli  i zagadnienie ham ującego  
w pływ u  sRNA na ten  proces były tem atem  doniesienia P e r z y ń s k i e g o  (Pe- 
rzyński i Szafrański — W arszawa).

W iele uw agi pośw ięcono zagadnieniom  struktury rRNA w  naw iązaniu  do 
funkcji rybosom ów. Z danych H a d j i o l o w a  (Sofia) w ynika, że zarówno 18S

http://rcin.org.pl



[3] SP R A W O Z D A N IA  I K O M U N IK A T Y 477

jak 28S RNA ssaków  są niejednorodne i  zaw ierają odcinki z przew agą guaniny  
i cytozyny jak i odcinki bogate w  adeninę i uracyl. R ozm ieszczenie tych  fragm entów  
w  obrębie n ici rRNA nie jest przypadkow e, co m oże w skazyw ać na odm ienną  
funk cję spełnianą przez określone odcinki. Z w ielk im  zainteresow aniem  przyjęty  
został referat С о х ’ а (Londyn) om aw iający now sze badania nad strukturą II 
rzędow ą rRNA. Jak się okazuje, struktura II rzędow a rybosom owego RNA zarówno 
w ew nątrz rybosom u jak i po usunięciu  białka jest podobna. W ielkość segm entu
0 charakterze podw ójnej spirali n ie  jest dokładnie znana, natom iast ilość pętli dla 
RNA z m niejszej podjednostki w ynosi 40—60, dla w iększej zaś 80— 120. Przy tw o­
rzeniu się nici rybonukleoproteidow ej poszczególne białka rybosom owe łączą się  
ze ściśle określonym i odcinkam i rRNA. H eterogenna pow ierzchnia rybosom u po­
siada w iele , funkcjonaln ie różnych m iejsc w iążących: mRNA, tRNA i liczne enzym y  
uczestniczące w  syntezie białek. Integralność rRNA jest niezbędna dla funkcji ry ­
bosom u (Kucan — Zagrzeb). Inaktyw acja rybosom u zachodzi jednakże ty lko w  tym  
przypadku jeśli przerw aniu w iązań  m iędzynukleotydow ych  w  rRNA tow arzyszy  
zm iana struktury III rzędowej (Szekely — Budapeszt).

B iosyntezę kw asów  rybonukleinow ych u drożdży w  zależności od w arunków  ho­
dow li i stanu fizjologicznego kom órek, jak rów nież perspektyw y dalszych badań 
nad biosyntezą RNA przedstaw ił G n i a z d o w s k i  (G niazdowski, Lorenc i F i­
lipow icz — Łódź).

T em atyka referatów  pośw ięconych DNA dotyczyła w ie lu  różnorodnych zagad­
nień. C h o r ą ż y  (Gliwice) om ów ił problem  w ew n ątrz i m iędzycząsteczkow ej 
heterogenności DNA na przykładzie D N A  faga X i DNA ssaków  oraz m ożliw ości
1 perspektyw y badań w  tej dziedzinie. D alsze w yn ik i badań nad dAT kraba były  
tem atem  referatu B a r a n o w s k i e g o  (Baranow ski, Baranowska i L asko­
w ski Sr. — W rocław i Buffalo), a w  szczególności proces renaturacji polim eru i w p ły ­
w u jonów  m agnezu na renaturację. Polim er dAT okazał się dogodnym  m odelem  dla 
badań biologicznych m echanizm ów  rozszczepienia i rekonstytucji podw ójnej sp i­
rali DNA. Na Sym pozjum  om aw iana była rów nież inform acyjna rola m itochondrial- 
nego DNA (Deutsch — G if-sur-Y vette).

T em atycznie z kw asam i nukleinow ym i zw iązany był referat S h u g a r a  (Ja- 
nion i Shugar — W arszawa) dotyczący m utagennego działania hydroksylam iny. Na 
podstaw ie przytoczonych danych autorzy postulują, że  pojaw iająca się  pod w pływ em  
hydroksylam iny hydroksycytozyna jest przyczyną m utacyjnego działania tego zw ią­
zku na układy genetyczne.

Funkcja rybosom ów  i enzym ów  w  b iosyntezie białka była przedm iotem  kilku  
referatów  sym pozjalnych. Obszerny referat na tem at struktury i roli rybosom ów  
przedstaw ił H а у e s (Paryż). Funkcja obu kom ponentów  rybosom u, a w  szczegól­
ności indyw idualnych białek rybosom ow ych nie jest w yjaśniona. W iadomo jednak, 
że białko rybosom ow e uczestniczy, jakkolw iek  n ie bezpośrednio, w  w iązaniu  mRNA  
do rybosom ów, w  asocjacji podjednostek rybosom u, a także stabilizuje kom pleks 
am inoacylo-tR N A -m R N A -rybosom . Badania nad składem  białek rybosom ów w o l­
nych i zw iązanych z błoną retikulum  endoplazm atycznego kom órek w ątroby n ie  
w ykazują w yraźnych różnic jakościow ych (Gaal — Budapeszt), co sugeruje ciągłą  
w ym ianę pom iędzy w olnym i i zw iązanym i rybosom am i.

W św ietle  ostatnich badań nad końcow ym i etapam i biosyntezy białka, przed­
staw ionych na Sym pozjum  przez M a t t h a e i  (Getynga) m ożna w yróżnić 3 fazy  
biosyntezy: 1. faza zapoczątkow yw ania syntezy łańcucha polipeptydow ego (ang. 
initiatiori), 2. w ydłużania polipeptydu (ang. elongatiori) i  3. faza zakończania syntezy  
(ang. terminatiori). W fazie 1 biorą udział trzy czynniki białkow e. Czynnik F3 bierze 
udział w  w iązaniu mRNA do podjednostki 30S (40S) rybosom u, Fi i F2 zaś w  przy­
łączaniu N -form ylo-m etionylo-tR N A  do kodonu startow ego AUG lub GUG kom ­
pleksu 30S-m RNA. W układach heterologicznych zaw ierających w irusow y RNA
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jako mRNA i bakteryjne rybosom y proces in icjacji syntezy przebiega nieco inaczej 
(Bosch — Leiden), jakkolw iek  w  obu przypadkach bierze udział N -form ylo -m etio -  
nylo-tR N A . W dalszym  ciągu n iew iele  w iadom o o zapoczątkow yw aniu b iosyntezy  
białek w  kom órkach zw ierzęcych.

W ydłużanie peptydu jest procesem  złożonym . Biorą w  nim udział transferazy  
I i II odpow iedzialne za przyłączanie am inoacylo-tR N A  do rybosom ów  (T-I)
i proces translokacji (T-II) (Gąsior — Lublin), oraz transferaza peptydylow a k a­
talizująca syntezę w iązania peptydow ego. V a z q u e z  (Vazquez i Monro — Madryt) 
oraz С e r  n a  (Ćerna i R ychlik  — Praga) przedstaw ili dalsze dow ody w skazujące  
na podjednostkę 50S bakteryjnych rybosom ów  jako m iejsce lokalizacji transferazy  
peptydylow ej.

Proces zakończania syntezy polipeptydu zw iązany jest z obecnością kodonu(ów) 
„zakończającego” (UAA u E. coli), a jego odłączanie od tRNA k atalizow ane jest 
przez odpow iedni enzym  (ang. releasing factor).

Problem  w budow yw ania am inokw asów  do białka w  nieobecności rybosom ów, 
tRNA, A T P i GTP przedstaw ił S z a f r a ń s k i  (Szafrański, P assent i K lita — W ar­
szawa). Przy użyciu supernatantu (170 000 g') otrzym anego ze środkow ej partii gru­
czołu przędnego jedw abnika m orw ow ego ВотЪух mori  w ykazano w łączan ie 14C -try-  
ptofanu w  N -końcow e położenie w  łańcuchu polipeptydow ym . W iele danych w sk a ­
zuje, że źródłem  energii dla tego procesu m oże być połączenie tioestrow e.

K ontrolę syntezy białka w  kom órkach ssaków  na etap ie translacji kodu om ó­
w iła  v o n  d e r  D e c k e n  (Sztokholm). A utorka zwróciła uw agę na m ożliw ość 
w ystępow ania w  cytoplazm ie kom órek zw ierzęcych inhibitorów , których poziom  
zależny jest od takich czynników  jak rodzaj diety, stress itp.

W doniesieniach sym pozjalnych w ygłoszonych w  znacznej części przez polskich  
uczestników  dom inow ały zagadnienia zw iązane z biosyntezą białka.

Obrady Sym pozjum  cieszyły  się olbrzym im  zainteresow aniem , czego w yrazem  
była duża frekw encja  uczestn ików  jak i ożyw iona dyskusja po każdym  referacie.

P ełn e  teksty referatów  posiedzeń p lenarnych ukażą się w  m ateriałach  sym po­
zjalnych w  form ie odrębnej publikacji.

D oniesien ia zjazdowe na tem aty w olne reprezentow ały bardzo różnorodną  
tem atykę, obejm ującą praw ie w szystk ie  dziedziny biochem ii. Zw racała uw agę dość 
liczna grupa kom unikatów  dotyczących enzym ologii. Zjazd był przeglądem  dorobku  
naukow ego w iększości ośrodków biochem icznych i k ierunków  badaw czych b iochem ii 
w  Polsce.

E. Gąsior

VI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
O lsztyn 25—27.VII.1968 roku

W dniach 25—27 lipca 1968 r. odbył się na terenie W yższej Szkoły R olniczej 
w  O lsztynie VI doroczny Zjazd Р. T. Bioch., połączony z M iędzynarodow ym  S ym ­
pozjum na tem at biosyntezy białek. W Zjeździe w zięło  udział 353 biochem ików  
z różnych ośrodków  krajow ych oraz 63 biochem ików  z laboratoriów  zagranicznych, 
w  tym  16 zaproszonych w ykładow ców .

Zjazd rozpoczął się zebraniem  plenarnym , na którym  zostały w ręczone dyplom y  
członków  honorow ych T ow arzystw a w ybitnym  biochem ikom  i zasłużonym  dzia­
łaczom  PTBioch.: prof. dr W ł o d z i m i e r z o w i  M o z o ł o w s k i e m u ,  prof. 
dr J ó z e f o w i  H e l l e r o w i  i prof. dr W ł o d z i m i e r z o w i  N i e m i e r c e .
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Podczas Zjazdu i Sym pozjum  w ygłoszono 22 referaty i 29 doniesień sym po- 
zjalnych oraz 124 doniesien ia zjazdowe, których tem atyka obejm ow ała głów nie  
enzym atykę i b iochem ię białek.

Liczba referatów  i doniesień z poszczególnych ośrodków w ynosiła: W arszawa —
51, Łódź — 17, Poznań — 14, B iałystok  — 12, W rocław  — 9, G liw ice i O lsztyn — po 7, 
L ublin  — 6, Szczecin — 4, Ś ląsk  — 4, Gdańsk i Kraków — po 2. N ależy podkreślić 
liczny udział w  Z jeździe m łodych pracow ników  naukow ych, którzy przedstaw iali 
w yn ik i sw oich prac eksperym entalnych.

W pierw szym  dniu Zjazdu Przew odniczący W ojew ódzkiej Rady Narodowej 
podjął uczestników  Zjazdu lam pką w ina na Zamku Olsztyńskim .

Spraw ny przebieg Zjazdu i koleżeńska atm osfera były  zasługą w szystk ich  pra­
cujących w  K om itecie organizacyjnym  kolegów  z O lsztyńskiego Oddziału PTBioch. 
a w  szczególności doc. dr W. M inakow skiego, przew odniczącego K om itetu Organi­
zacyjnego i dr J. K iszy, sekretarza Zjazdu. N aukow ym  organizatorem  Sym pozjum  
b ył prof. dr P. Szafrański z W arszawy.

Streszczenia referatów  i kom unikatów  zostały w ydrukow ane przed Zjazdem, 
natom iast w  opracow aniu jest odrębne w ydanie książkow e pełnych tekstów  re­
feratów  sym pozjalnych. Redaktoram i tego tom u są: prof. P. Szafrański, doc. R. Ma­
słow sk i i dr S. Klita.

Koszty organizacji Zjazdu i Sym pozjum  oraz w ydaw nictw  zostały częściowo  
pokryte z dotacji PA N  i UNESCO.

Z działalności Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarząd G łów ny P olskiego Tow arzystw a Biochem icznego zorganizow ał dla 
członków  T ow arzystw a kurs elektroforezy na żelu poliakrylam idow ym . W opra­
cow aniu programu kursu w zię li udział: dr M irosław a W eber, doc. dr Karol Taylor, 
doc. dr Z dzisław  Szafran, doc. dr S tan isław  Lewak, dr H enryk Panusz, dr Jerzy K o­
nopa, mgr A nna R ychterowa, dr W acław  M adaliński i m gr Hanna Tilgnez.

Kurs odbył się w  dniach 28.1—l.II. 1969 r. z udziałem  90 uczestn ików  (w tym  
45 spoza W arszawy). Poza zajęciam i praktycznym i z elektroforezy białek odbyły  
się następujące w ykłady:

1. dr H. Panusz Technika analitycznej elektroforezy na żelu poliakryla­
m idow ym

2. dr W. M adaliński P reparatyw na elektroforeza na żelu  poliakrylam idow ym
(wraz z pokazem)

3. doc. J. K ow alczyk Teoria rozdziału elektroforetycznego na żelu  poliakryla­
m idowym

4. dr M. W eber Z astosow anie elektroforezy na żelu poliakrylam idow ym  do
rozdziału białek

5. doc. K. T aylor Elektroforeza kw asów  nukleinow ych na żelu poliakrylam i­
dowym

6. doc. Z. Szafran Z astosow anie elektroforezy na żelu poliakrylam idow ym
w  badaniach klin icznych

7. mgr A. R ychterow a W ykryw anie enzym ów  na elektroforetogram ach na żelu
poliakrylam idow ym  (wraz z pokazem)

8. doc. S. L ew ak Z astosow anie elektroforezy na żelu poliakrylam idow ym  do
badania białek  roślinnych.
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Zarząd G łów ny Р. T. Bioch. zorganizow ał w  kw ietn iu  1968 r. kurs podstaw  
biochem ii (50 godz.) dla nauczycieli biologii k las licealnych  szkół ogólnokształcą­
cych. W kursie w zięło  udział 95 nauczycieli z różnych ośrodków  z w yłączen iem  
m iasta W arszaw y i w ojew ództw a w arszaw skiego. Program kursu opracow ał Za­
rząd G łów ny w  porozum ieniu z C entralnym  Ośrodkiem  M etodycznym  M inisterstw a  
O św iaty i Szkoln ictw a W yższego. W ykładow cam i byli koledzy z W arszaw y (16 
osób) oraz Łodzi (2 osoby) i G dańska (1 osoba).

W roku bieżącym  następny Kurs Podstaw  B iochem ii dla nauczycieli b iologii 
odbędzie się  w  m aju w  oparciu o zeszłoroczny program.

Zarząd G łów ny w spóln ie  z kołem  NOT przy Instytucie P rzem ysłu  F erm entacyj­
nego rozpoczął w  lutym  Kurs P odstaw  B iochem ii (30 godz.) dla pracow ników  
tegoż Instytutu . W ykładow cam i są koledzy z Oddziału W arszaw skiego.
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W 4-tym  zeszycie tego tom u ukażą się:

1. M etabolizm  zw ierząt sta łociep lnych  a m etabolizm  izolow anych tkanek — 
R. Jusiak, P. Poczopko

2. M echanizm y reakcji enzym atycznych z dwom a lub w ięcej substratar-л i pro­
duktam i. B. M etody badania — J. S l iw o w sk i

3. O m ożliw ości w ystępow ania oddziaływ ań donorow o-akceptorow ych vr układach  
biologicznych — K. S zym b o rsk i

4. Stabilność struktury drugorzędow ej DNA — S. Szala, J. Fil ipski
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i.  Teorie m utagenezy chem icznej w  św ietle  badań nad m utagenicznym  działaniem  
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N ależy podaw ać kolejno: L. р., nazw isko autora i p ierw sze litery  im ion  
(podaje się nazw iska w szystk ich  autorów  w  kolejności podanej w  ory­
ginale), skrócony ty tu ł czasopism a, tom  (podkreślony), stronica i rok  
(w naw iasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202, 
793 (1953). W ykaz skrótów  tytu łów  czasopism  podają Post. Biochem. 7, 
601 (1961). Cytując książki należy podać kolejno: nazw isko i p ierw sze li­
tery im ion autora(ów), tytuł, w ydaw cę, m iejsce i rok w ydania; np.: B a­
ranow ski Т., Podręcznik B iochem ii, PZWL, W arszawa 1963. Cytując 
artykuły w  pracy zbiorowej należy podać po tytu le tom  i nazw iska w y ­
daw ców, oraz na końcu stronicę; np. Schneider W. C., w  M ethods in En- 
zym ology, tom  III, red. S. P. C olow ick i N. O. Kapłan, A cadem ic Press, 
N ew  York 1957, str. 680.
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