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IN FO R M A C JA  D LA  AUTORÓW

Postępy Biochemii publikują artykuły referatowe ze wszystkich  
dziedzin biochemii nie drukowane w  innych czasopismach. Artykuły 
drukowane w Postępach Biochemii nie mogą być bez zgody Redakcji 
publikowane w  innych czasopismach. Artykuły są honorowane wg usta­
lonych stawek. Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisemnie nadsyłając 
pracę. Autora obowiązuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w  ko­
rekcie, poza poprawkami błędów drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie możność wprowadzenia skrótów i popra­
wek nie wpływających na treść pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 
nadsyłać w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany 
jednostronnie, z podwójną interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej 
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracją stron. Na pierwszej stro­
nie należy zamieścić tylko: imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska 
autorów, ich tytuły naukowe wraz z nazwami placówek naukowych, 
tytuł pracy w  języku polskim i angielskim oraz omówienie tematu pra­
cy w  języku angielskim (najwyżej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć numeracją rzymską, a podroz­
działy — arabską. Tytuły nie wydzielone z tekstu nie powinny być nu­
merowane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków, sche­
matów i wzorów. W żądanym miejscu należy pozostawić wolny wiersz 
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbą rzymską w nawia­
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekście należy odwołać się do 
numeracji wzoru po słownym wymienieniu związku, np.: kwas gluta­
minowy (I).

Powołując się na literaturę należy podać w  tekście, w nawiasie, 
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Załączniki do tekstu. Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadającym użytemu w tekś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy 
należy oznaczyć jako rysunki. Wszystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazwiskiem autora i początkowymi wyrazami tytułu pracy.

Tablica powinna zawierać nagłówek opisujący jej treść, jej rubry­
ki powinny być zaopatrzone w odpowiedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkami i schematami powinny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na maszynie, należy wyraźnie nanieść czarnym tuszem. W fotografiach 
i wykresach należy oznaczyć „górę” i ,.dół”.

Literatura. Wykaz literatury należy wypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejności nazwisk autorów.
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Pos t .  B io c h e m .  17, 379—399 (1971).

DOROTA SO Ł T Y SIA K -P A W L U C Z U K  *

Budowa wieloskładnikowych kompleksów enzymatycznych 

Organization of the Multienzyme Complexes

Organization of the multienzyme a-ketoacid dehydrogenase and fatty acid 
synthetase complexes are reviewed. Role and function of these enzyme systems 
are pointed out.

Coraz więcej danych świadczy o tym, że enzymy komórkowe w ystę­
pują w uorganizowanych zespołach. Te zespoły są związane z błonam i 
komórkowymi albo w ystępują w tzw. rozpuszczalnej frakcji cytoplazm y 
lub organelli subkomórkowych. W ostatnich latach wykazano, że enzymy 
z frakcji rozpuszczalnych kom órki tworzą wieloskładnikowe kom pleksy 
enzym atyczne o m asie kilku milionów, katalizujące kilkuetapow e procesy 
metaboliczne. Kom pleksy te  są zaliczane do kompleksów rozpuszczalnych, 
ponieważ w ystępują w supernatancie po odwirowaniu frakcji kom órko­
wych przez godzinę przy 100 000 g. W artykule  niniejszym  zostaną 
omówione kom pleksy dehydrogenaz a-ketokwasów i kom pleksy synte- 
tazy kwasów tłuszczowych, ze szczególnym uwzględnieniem  ich s tru k ­
tury .

I. Kompleksy dehydrogenaz a-ketokwasów

Główną drogą utleniania pirogronianu i a-ketoglutaranu w organiz­
m ach zwierzęcych i bakteriach jest reakcja oksydacyjnej dekarboksylacji, 
przedstaw iona na schemacie 1. Reakcja zachodzi przy udziale CoASH 
i NAD i jest katalizow ana przez trzy  enzymy, które tworzą rozpuszczalne 
kom pleksy o m asie cząsteczkowej kilku milionów. W yróżnia się dwa ro­
dzaje kompleksów, jeden specyficzny dla pirogronianu i drugi dla a-ke­
toglutaranu. W kom órkach bakterii w ystępują one w rozpuszczalnej 
frakcji cytoplazmy, a  w tkankach zwierzęcych w rozpuszczalnej frakcji

* Mgr, Zakład Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War­
szawa.

* W ykaz s to so w a n y ch  sk r ó tó w . T P P  — p iro fo sfo ra n u  lia m in y . L ip S , i L,ip(SH)2 — k w a s  lip o -  
n o w y  i form a  zred u k o w a n a , F A D  i zred .F A D  — d w u n u k le o ty d  fla w in o a d e n in o w y  i form a  zre­
d u k o w a n a , C oA SH  — k o e n z y m  A , N A D  i z r e d .N a d — d w u n u k le o ty d  n ik o ty n a m id o a d e n in o w y

i form a zred u k o w a n a
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380 D. SO Ł T Y SIA K -P A W L U C Z U K [2]

m itochondrialnej. C harakterystyczną cechą reakcji oksydacyjnej dekarbo- 
ksylacji jest fakt, że pośredniki reakcji są powiązane kowalencyjnie z en­
zymami kompleksu. W ten  sposób z kompleksów uw alniają się tylko koń­
cowe produkty  reakcji. W obu kom pleksach enzym pierwszy katalizuje 
dekarboksylację odpowiedniego a-ketokwasu, a następnie redukcyjną acy- 
lację kwasu liponowego. Z tego względu enzymy te nazywa się obecnie 
dehydrogenazam i a-ketokwasów (99), a nie, jak poprzednio, dekarboksyla- 
zami a-ketokw asów  (55).

RCCOOH + CoASH + NAD------ RC~SCoA + C02 + zred. NAD

Schemat 1. Reakcja utleniania pirogronianu i «-ketoglutaranu wg (103)

1. Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej z Escherichia coli

Kompleks ten  jest pod względem budowy najlepiej poznanym ukła­
dem enzymatycznym . O statnio otrzym ano go w stanie krystalicznym  ze 
szczepu Escherichia coli K  12 (20). Masa cząsteczkowa kom pleksu wynosi 
4,8 miliona (54). Kom pleks składa się z trzech enzymów: dehydrogenazy 
pirogronianowej (oksydoreduktaza pirogronian: liponian — acetylująca 
akceptor, EC 1.2.4.1), transacetylazy dw uhydroliponianowej (S-acetylo- 
transferaza acetyloCoA: dwuhydroliponian, EC 2.3.1.12) i dehydro­
genazy liponianowej (oksydoreduktaza zredukow any NAD:amid kw a­
su liponowego, EC 1.6.4.3) (por. schem at 1). Enzymy kom pleksu są 
połączone wiązaniam i niekow alencyjnym i (55). Kompleks dehydrogenazy 
pirogronianowej udało się rozdzielić na aktyw ne składniki enzymatyczne. 
W środowisku alkalicznym  od kompleksu oddysocjowuje dehydrogenaza 
pirogronianowa. Pozostały subkompleks złożony z transacetylazy i fla- 
woproteidu dysocjuje w obecności mocznika. Rekonstrukcja kom pleksu 
jest procesem natychm iastow ym  i zachodzi w środowisku obojętnym. 
Zrekonstruow any kom pleks ma własności kom pleksu natyw nego (55).

C entralną pozycję w kom pleksie zajm uje transacetylaza dw uhydro-
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Rys. 1. (A) — Zdjęcie transacetylazy liponianowej z Escherichia coli wykonane w 
mikroskopie elektronowym, X 200 000. (B) — Charakterystyczne ułożenia przestrzenne 
cząsteczek enzymu, X870 000. (C, D, E) — Model transacetylazy przedstawiony 
w  formie 8 kul ułożonych w wierzchołkach sześcianu, widok wzdłuż osi symetrii 
czterokrotnej (C), trójkrotnej (D) i dwukrotnej (E), odpowiadający układom poka­

zanym na (B).
K ażda k u la  o d p o w ia d a ją ca  je d n o stc e  m o r fo lo g icz n e j en z y m u  je s t  p o d zie lon a  cza rn y m i lin ia m i  
na tr z y  r ó w n e  c zę śc i d la  p rzed sta w ien ia  trzech  je d n a k o w y ch  ła ń c u c h ó w  p o lip e p ty d o w y c h  je d ­

n o s tk i (w g 103)
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Rys. 2. (A) — Zdjęcie dehydrogenazy pirogronianowej z kompleksu Escherichia coli 
wykcnane w mikroskopie elektronowym, X 400 000. (B) — Wybrane charakterystyczne 
ułożenia przestrzenne cząsteczki enzymu, X 700 000. (C) — Model cząsteczki dehydro­

genazy odpowiadający zdjęciom z (B) wg (103)
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[3] B U D O W A  K O M PLEK SÓ W  E N ZY M A TY C Z N Y C H 381

liponianowa. Oprócz funkcji katalitycznej pełni także rolę białka s tru k tu ­
ralnego, z k tórym  są połączone dwa enzymy kompleksu (55). Transace- 
tylaza ma osobne miejsce wiązania dla obu enzymów kompleksu. W u trzy ­
m aniu miejsca aktywnego enzymu i miejsc w iązania dla obu dehydrogenaz 
w transacetylazie podstawową rolę odgryw ają reszty tyrozyny (108, 109). 
Masa cząsteczkowa enzymu wynosi około 1 miliona (40). Enzym składa 
się z 24 identycznych łańcuchów polipeptydowych o masie 30 000— 
35 000. Każdy łańcuch zawiera mol kwasu liponowego (55, 102) związanego 
kowalencyjnie z lizyną (54). Łańcuchy polipeptydowe są powiązane w ią­
zaniami niekowalencyjnym i, utworzonym i prawdopodobnie przez am i­
nokwasy hydrofobowe w ystępujące w dużej ilości w enzymie (40). Trans- 
acetylazę udało się zdysocjować na pojedyncze łańcuchy polipeptydowe, 
na dim ery o masie 70 000 oraz na jednostki o masie 120 000 zawierające 
trzy  łańcuchy polipeptydowe (125). Te ostatnie m ają zdolność wiązania 
obu dehydrogenaz. Pow staje w ten  sposób jednostka funkcjonalna kom ­
pleksu o m asie cząsteczkowej równej 1/8 masy natywnego kompleksu 
(103, 109). Z nieaktyw nych dimerów transacetylazy można zrekonstruować 
enzym o własnościach enzymu natyw nego (125).

Na podstawie badań fizykochemicznych i zdjęć z m ikroskopu elek­
tronowego przyjm uje się, że cząsteczka transacetylazy ma kształt sześcia­
nu, na którego wierzchołkach znajduje się osiem jednostek morfologicz­
nych enzymu. Każda jednostka morfologiczna jest zbudowana z trzech 
łańcuchów polipeptydowych (22, 103, 125) (rysunek 1). Taka stru k tu ra  
enzymu wskazuje, że m iędzyłańcuchowe m iejsca wiązania w ew nątrz każ­
dej pod jednostki morfologicznej różnią się od m iejsc wiązania między 
pod jednostkam i (103).

Dehydrogenaza pirogronianowa, oddysocjowana od kompleksu, ma 
m asę cząsteczkową około 90 000 (103). Enzym ten  składa się z dwóch 
różnych łańcuchów polipeptydow ych (a, (5) o masie cząsteczkowej 45 000 
każdy (41). Po obniżeniu pH  środowiska pow stają dim ery o masie 183 000 
(55). Na zdjęciach z m ikroskopu elektronowego dehydrogenaza ma kształt 
czworościanu o średnicy 55—75A (103) (rysunek 2).

Trzeci enzym kompleksu, dehydrogenaza liponianowa (80, 81, 112) 
w  form ie dim eru ma masę cząsteczkową 112 000 i zawiera dwa mole FAD 
(55, 56, 99). Dane ^fizykochemiczne wskazują, że dim er flaw oproteidu 
składa się z dwóch identycznych łańcuchów polipeptydowych y2 (34,
103).

Mozaikowe ułożenie enzymów w wieloskładnikowych kompleksach, 
sugerowane przez G r e e n a  (32), potwierdziły zdjęcia z m ikroskopu 
elektronow ego kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej. Kompleks ten  
z komórek Escherichia coli (utrw alony negatywowo fosfowolframianem) 
w  powiększeniu 300 000-krotnym  ma w ygląd wielościanu o średnicy 
około 300A (103) (rysunek 3). Środkowe m iejsce w kompleksie zajm uje
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382 D . SO Ł T Y SIA K -PA W L U C Z U K [4]

transacetylaza. Na jej powierzchni są sym etrycznie rozmieszczone czą­
steczki obu dehydrogenaz (rysunek 4). Początkowo sądzono (55, 102, 125), 
że dwanaście cząsteczek dehydrogenazy pirogronianowej o masie 183 000 
jest rozmieszczonych na dw unastu kraw ędziach sześcianu tran sace ty ­
lazy, a sześć cząsteczek flaw oproteidu o masie 112 000 znajduje się na 
jego sześciu ścianach.

Na podstawie ostatnich doświadczeń R e e d a  i O l i v e r a  (103) 
przyjm uje się raczej obecność dwudziestu czterech cząsteczek dehydro­
genazy pirogronianowej (a, (3) o masie cząsteczkowej 90 000, ponieważ 
na cząsteczce transacetylazy są dwadzieścia cztery m iejsca wiązania tego 
enzymu. Jednostki dehydrogenazy pirogronianowej są więc połączone 
z pojedynczymi łańcucham i polipeptydowym i transacetylazy. Przy przy­
jęciu regularnego rozmieszczenia jednostek dehydrogenazy pirogronia­
nowej o masie 90 000 i jednostek flaw oproteidu o m asie 55 000 wzdłuż 
kraw ędzi sześcianu transacetylazy, zakłada się też istnienie dwudziestu 
czterech miejsc wiązania dla dehydrogenazy liponianowej. Z danych
0 budowie kom pleksu w ynika jednak, że na mol kom pleksu przypada sześć 
cząsteczek flawoproteidu o masie cząsteczkowej 112 000 (y2) lub dw a­
naście cząsteczek o masie 55 000. W yizolowany kom pleks dehydrogenazy 
pirogronianowej nie przyłącza więcej cząsteczek flaw oproteidu w prze­
ciwieństwie do wyizolowanej transacetylazy. Jest możliwe, że po przy­
łączeniu dwudziestu czterech cząsteczek dehydrogenazy pirogronianowej 
niektóre m iejsca wiązania dla flaw oproteidu w wyizolowanym  kompleksie 
nie są dostępne z powTodu zawady przestrzennej.

Na podstawie przedstaw ionych danych można sądzić, że kompleks 
dehydrogenazy pirogronianu z Escherichia coli ma zw artą s truk tu rę . 
Pow staje więc pytanie, w jaki sposób odbywa się w zajem ne oddziaływa­
nie grup prostetycznych enzymów kompleksu, skoro przemieszczanie się 
enzymów w ew nątrz kom pleksu jest ograniczone. Jest możliwe, że jeden 
lub kilka enzymów zmienia konform ację w czasie reakcji, co powoduje 
zbliżenie centrów  aktyw nych enzymów (103). Druga możliwość w ynika 
z faktu, że pierścień kwasu liponowego dzięki powiązaniu z grupą -NH2 
lizyny znajduje się na „ram ieniu” o długości 14Á (schem at 2A). Takie 
połączenie może ułatw iać rotację liponianu między enzym am i (schemat 
2B). Kwas liponowy bierze bowiem udział w następujących przem ianach 
w procesie oksydacyjnej dekarboksylacji a-ketokwasów: w redukcyjnej 
acylacji, przeniesieniu acylu i przeniesieniu elektronów (101). Reakcje 
te zachodzą w w yniku oddziaływania kwasu liponowego z grupą proste- 
tyczną dehydrogenazy pirogronianowej (pirofosforan tiam iny, TPP)
1 z grupą prostetyczną dehydrogenazy liponianowej (FAD) oraz CoASH 
znajdującym  się na cząsteczce transacetylazy (patrz schem at 1). W czasie 
tych reakcji ulega zmianie ładunek cząsteczki kwasu liponowego (sche­
m at 2), co może ułatw iać rotację (55).
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Rys. 3. (A) — Zdjęcie cząsteczek kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z Esche­
richia coli wykonane w mikroskopie elektronowym, X 300 000. (B) — Wybrane prze­
strzenne ułożenia cząsteczek kompleksu, X 600 000. (C, D, E) — Model kompleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej odpowiadający zdjęciom z (B), widok wzdłuż osi 
symetrii czterokrotnej (C), trójkrotnej (D) i dwukrotnej (E) sześcianu transacetylazy; 
24 jednostki dehydrogenazy pirogronianowej (czarne kule) i 24 jednostki flawopro- 
teidu (białe kule) są rozmieszczone regularnie na sześcianie transacetylazy (wg 103)
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Rys. 4. Zdjęcia X 200 000 subkompleksów transacetylaza-dehydrogenaza pirogronia- 
nowa (A) i transacetylaza-flawoproteid (B) wykonane w mikroskopie elektronowym. 
(C, D) — wybrane przestrzenne ułożenia obu kompleksów, X 400 000. (E, F, G) — model 
sub.iompleksu transacetylaza-dehydrogenaza pirogronianowa, widok wzdłuż osi sy­
metrii czterokrotnej (E), trójkrotnej (F) i dwukrotnej (G) sześcianu transacetylazy. 
Cząsteczki dehydrogenazy pirogronianowej są przedstawione jako czarne kule, 

a transacetylazy jako białe kule (wg 103)
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[5] BU D O W A  K OM PLEKSÓW  ENZY M A TY C ZN Y C H 383

Schemat 2. (A) — Reszta liponylolizynowa biorąca udział w utlenianiu a-ketokwasów, 
(B) — Schemat przypuszczalnej rotacji kwasu liponowego powiązanego z lizyną m ię­
dzy grupą prostetyczną dehydrogenazy pirogronianowej (D), koenzymem A i flawo- 
proteidem (F). Reszta liponylolizynowa znajduje się na cząsteczce transacetylazy —

TA (wg 103)

Kompleks dehydrogenazy cc-ketoglutaranu z kom órek Escherichia coli 
ma masę cząsteczkową około 2,3 miliona (89). Pod względem  budowy 
kompleks ten  wykazuje wiele cech wspólnych z omówionym kom pleksem  
dehydrogenazy pirogronianowej. Kompleks został rozdzielony na trzy 
enzymy, analogiczne pod. względem funkcji do enzymów kom pleksu de­
hydrogenazy pirogronianowej. Są to: dehydrogenaza a-ketoglutaranu, 
transsukcynylaza dwuhydroliponianowa i dehydrogenaza dw uhydrolipo- 
nianowa. Enzymy te są również połączone ze sobą w iązaniam i nieko- 
walencyjnym i, na co w skazuje identyczna dysocjacja kom pleksu jak 
w przypadku dehydrogenazy pirogronianowej. Po zmieszaniu trzech w y­
izolowanych enzymów rekonstruuje się aktyw ny kompleks dehydrogenazy 
a-ketoglutaranu o właściwościach kompleksu natywnego. Transsukcy­
nylaza oprócz funkcji katalitycznej pełni rolę białka strukturalnego. Po­
zostałe dwa enzymy kom pleksu nie łączą się ze sobą, a ty lko  z cząsteczką 
transsukcynylazy. Masa cząsteczkowa transsukcynylazy jest rów na m a­
sie transacetylazy i wynosi około 1 miliona. Jednak  m asa całego kom ­
pleksu jest dwa razy m niejsza niż kom pleksu dehydrogenazy pirogro­
nianowej co sugeruje, że kompleks zawiera m niej cząsteczek pozostałych 
enzymów. Zdjęcia z m ikroskopu elektronowego w skazują na budowę 
analogiczną do kom pleksu dehydrogenazy pirogronianow ej, czyli na

2. Kompleks dehydrogenazy a-ketoglutaranu z Escherichia coli
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stru k tu rę  sześcianu utworzoną z ośmiu pod jednostek morfologicznych 
transsukcynylazy, dookoła k tórych są rozmieszczone regularnie obie de­
hydrogenazy kom pleksu (103). Dehydrogenaza pirogronianowa i a-keto- 
g lu taranu, a także transacylazy z obu kompleksów nie są enzymami fun­
kcjonalnie zam iennym i (99). Natom iast w ykazano identyczność pod wzglę­
dem  fizykochem icznym  i funkcjonalnym  dehydrogenaz liponianowych 
z obu kom pleksów (99).

3. Kompleksy dehydrogenazy pirogronianu i a-ketoglutaranu z tkanek zwierzęcych

Kom pleksy obu dehydrogenaz a-ketokwasów wyizolowano z m itochon- 
driów nerk i wołu (48), z m ięśnia sercowego świni (36, 39, 42, 52, 58, 
59, 82 i 104) oraz z m ięśni gołębia (49, 111). Masa cząsteczkowa kom pleksu 
dehydrogenazy pirogronianow ej z serca świni wynosi około 7,4 miliona 
(37). Kom pleks rozdzielono m etodam i opisanymi dla kom pleksu b ak te ry j­
nego na trzy  aktyw ne enzymy bez u tra ty  aktyw ności żadnego z nich (38, 
37, 55). Rekonstrukcję aktyw nego kompleksu przeprowadzono mieszając 
trzy  składniki enzym atyczne w  stosunku wagowym 4,9:3,7:1,1. Na pod­
staw ie u ltraw irow ania analitycznego ustalono, że kom pleks składa się 
z jednej cząsteczki transacylazy o masie cząsteczkowej 2 miliony, trzy ­
dziestu cząsteczek dehydrogenazy pirogronianowej o masie 150 000 i sze­
ściu cząsteczek dehydrogenazy liponianowej o m asie 110 000. Nie jest 
jeszcze w yjaśnione czy transacetylaza o masie 2 milionów jest pojedyn­
czym enzymem czy też kom pleksem  składającym  się z dwóch enzymów 
(37). T ransacetylaza pełni również dwie funkcje podobnie jak w kom ­
pleksie bak tery jnym  (38). Ogólnie biorąc, pod względem  składu i ak tyw ­
ności enzym atycznych kom pleks z tkanek zwierzęcych bardzo przypo­
m ina kam pleks baktery jny . Dla porównania stosunek molowy FAD:kwas 
liponowy w kom pleksie ssaków wynosi 5:1, a w kompleksie bakteryjnym  
3:1 (37).

Masa cząsteczkowa kom pleksu dehydrogenazy a-ketoglu taranu  w y­
izolowanego z tkanek  ssaków wynosi około 2,7 milionów (42, 82, 104). 
Stosunek m olowy FAD:kwas liponowy równa się 1,5:1,0 (42), a w  ana­
logicznym kom pleksie z bakterii 1:1 (54). Budowa kom pleksu dehydro­
genazy a-ketog lu taranu  z tkanek ssaków bardzo przypom ina oba ro ­
dzaje kom pleksów bakteryjnych. Natomiast kompleks dehydrogenazy p i­
rogronianowej ssaków różni się pod względem s tru k tu ry  transacety ­
lazy, k tórej pod jednostki są rozmieszczone na wierzchołkach pięciobocz- 
nego dw unastościanu (48, 103). Średnica transacetylazy wynosi 210A, 
a całego kom pleksu 400—450A (rysunek 5). Cząsteczki obu dehydrogenaz, 
k tóre są s truk tu ram i globularnym i o średnicy 70A, są rozmieszczone sy­
m etrycznie na cząsteczce transacetylazy, co określa jej s truk tu ra . De­
hydrogenaza pirogronianow a jest prawdopodobnie rozmieszczona na trzy ­
dziestu kraw ędziach, a cząsteczka flawoproteidu na dw unastu ścianach
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Rys. 5. (A) — Zdjęcie transacetylazy dwuhydrolipoilowej, wyizolowanej z kompleksu 
dehydrogenazy pirogronianowej ssaków, wykonane w mikroskopie elektronowym, 
X 200 000. (B) — Wybrane przestrzenne ułożenie cząsteczek enzymu, X 400 000, (C, 
D, E) — Model transacetylazy składający się z 20 kul rozmieszczonych na wierzchoł­
kach pięciokątów dwunastościanu, widok wzdłuż osi symetrii dwukrotnej (C), trój- 
krotnej (D) i pięciokrotnej (E) wieloboku, odpowiadający zdjęciom z (B). (F) — 

Zdjęcie kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej ssaków, X 400 000 (wg 103)
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wielościanu transacetylazy (48). Mimo pewnej różnicy między struk tu rą  
przestrzenną transacetylazy w kompleksie dehydrogenazy pirogronia- 
nowej ssaków a pozostałymi kompleksami, istnieje wyraźne podobieństwo 
w przestrzennej budowie kompleksów dehydrogenaz a-ketokwasów ssa­
ków i bakterii.

Badając specyficzność substratow ą oczyszczonych kompleksów dehy­
drogenazy pirogronianowej, otrzym anych z serca świni, stwierdzono, że 
w przeciw ieństw ie do kom pleksu z bakterii w ykazują one aktywność 
względem a-ketom aślanu, równą 80% aktyw ności względem pirogronianu 
(51). Obie te aktywności w ystępują w takim  samym  stosunku w czasie 
oczyszczania kompleksów. Na tej podstawie sądzi się, że kompleks de­
hydrogenazy pirogronianowej katalizuje oprócz utleniania pirogronianu 
także utlenianie a-ketom aślanu.

4. Kompleksy dehydrogenaz rozgałęzionych a-ketokwasów

W ciągu ostatnich la t wyizolowano kompleksy katalizujące oksyda­
cyjną dekarboksylację rozgałęzionych a-ketokwasów, które pochodzą z wa- 
liny, leucyny i izoleucyny. Kompleks o masie cząsteczkowej około 1 
miliona, katalizujący utlenianie kwasu a-ketoizowalerianowego, a-keto- 
-P-metylowalerianowego i a-ketoizokapronowego, wyodrębniono z bezko- 
m órkowych ekstraktów  z Bacillus subtilis (91). Kompleks ten nosi nazwę 
dehydrogenazy kwasu a-ketoizowalerianowego ze względu na najwyższą 
aktywność względem tego substratu .

Z w ątroby wołu otrzym ano i oczyszczono rozpuszczalny kom pleks de­
hydrogenazy kwasu a-ketoizokarponowego i a-keto-|3-m etylowalerianowe- 
go (18). Przypuszcza się, że kompleks ten  składa się z dwóch zasocjowanych 
kompleksów, z których każdy jest specyficzny dla pojedynczego substratu. 
W ystępowanie bowiem oddzielnych dehydrogenaz dla rozgałęzionych 
a-ketokwasów stw ierdzono w m itochondriach w ątroby szczura (19) i leu­
kocytach człowieka i wołu (26). Z przedstaw ionych danych wynika, że 
w tkankach ssaków istnieją niezależne kom pleksy dehydrogenazy kwasu 
pirogronowego, a-ketoglutarow ego, a-ketoizokapronowego, a-keto-p-m e- 
tylow alerianowego i, być może, kwasu a-ketoizowalerianowego. To osta­
tnie przypuszczenie wym aga jednak potwierdzenia doświadczalnego.

5. Regulacja aktywności kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z bakterii
i tkanek ssaków

Aktywność kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej z Escherichia 
coli i z mięśnia sercowego świni jest hamowana przez produkty reakcji 
utleniania pirogronianu czyli przez acetyloCoA i zred.NAD (25, 34). 
Hamowanie to jest znoszone przez CoASH i NAD. Miejscem hamowania
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przez zred.NAD jest flawoproteid (34, 56, 83). Natomiast acetyloCoA 
ham uje dehydrogenazę pirogronianową kom pleksu (106). W ielu badaczy 
sugeruje, że w w arunkach fizjologicznych utlenianie pirogronianu może 
więc być regulowane przez stosunek acetyloCoA:CoASH i zred.NAD:NAD 
(25, 34, 35, 50, 92).

Dehydrogenaza pirogronianowa kom pleksu katalizuje pierw szy i nie­
odwracalny etap w utlenianiu  pirogronianu. To sugerowało odpowiednią 
regulację aktyw ności tego enzymu. Stwierdzono, że fosfoenolopirogro- 
nian i niektóre dw unukleotydy stym ulują aktyw ność enzymu (107), a ace­
tyloCoA ham uje (106, 107). W ostatnich latach wykazano obecność jeszcze 
jednego, złożonego sposobu regulacji aktyw ności dehydrogenazy piro- 
gronianowej w tkankach ssaków. Doświadczenia L i n n a i wsp. (65) 
nad enzymem z m itochondriów nerki wołu wykazały, że ATP w w yniku 
fosforylacji dehydrogenazy pirogronianowej ham uje aktywność enzymu. 
Reaktyw acja jest możliwa po zwiększeniu stężenia Mg2+, co z kolei w y­
nika ze stym ulacji enzymatycznej defosforylacji enzymu, uw arunkow anej 
obecnością jonów magnezu. Można więc powiedzieć, że reakcje fosfory­
lacji i defosforylacji dehydrogenazy pirogronianowej regulują aktyw ność 
wieloenzymatycznego kom pleksu w m itochondriach ssaków. Po ufosfo- 
lylow aniu dehydrogenaza pirogronianowa zawiera dwa równoważniki 
grup fosforylowych na jednostkę enzymu o m asie 160 000 (65). Fosfo­
rylacja związana z inaktyw acją dehydrogenazy pirogronianowej jest 
katalizowana przez kinazę specyficzną dla ATP (kinaza dehydrogenazy 
pirogronianowej), a defosforylacja związana z reaktyw acją enzym u jest 
katalizowana przez fosforylazę (fosforylaza dehydrogenazy pirogronia­
nowej). Oba te enzymy wyizolowano z kompleksu. Wykazano, że w kom ­
pleksie natyw nym  kinaza jest połączona z transacetylazą (48). Można 
przypuszczać, że również fosfataza jest powiązana z transacetylazą, po­
nieważ dodanie transacetylazy ułatw ia defosforylację (65). Aktywność 
fosfatazy i kinazy dehydrogenazy pirogronianowej zależy od stężenia 
wewnątrzkom órkowego jonów m agnezu (65), które może być z kolei za­
leżne cd stosunku stężeń ATP:ADP (14). Fosfataza jest więc aktyw na przy 
niskim stosunku ATP:ADP i, przypuszczalnie, jednocześnie wysokim  stę ­
żeniu jonów magnezu. Zarówno fosfatazy jak i kinazy dehydrogenazy p i­
rogronianowej z różnych tkanek ssaków są enzymami funkcjonalnie za­
m iennym i (64).

Regulacja aktywności kom pleksu dehydrogenazy pirogronianow ej 
w w yniku fosforylacji i defosforylacji dehydrogenazy pirogronianow ej 
przypom ina przem ianę fosforylazy b w a i odwrotnie (61) oraz form y 
syntetazy glikogenu zależnej od glukozo-6-fosforanu w form ę niezależną 
od glukozo-6-fosforanu (23). Te wzajem ne przem iany są również k a ta ­
lizowane przez kinazy i fosfatazy specyficzne w  stosunku do białka. Za­
równo fosforylacja dehydrogenazy pirogronianowej jak i syntetazy gliko­
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genu powoduje tworzenie m niej aktyw nej lub nieaktyw nej form y en­
zymu.

Opisany m echanizm  kontroli działania kompleksu dehydrogenazy pi­
rogronianowej jest bardzo w ażny ze względu na regulację k ierunku m eta­
bolizmu pirogronianu w tkance nerkowej i wątrobow ej czyli w tkankach, 
w których głównie zachodzi glukoneogeneza. Mechanizm regulacji w y­
daje się działać w przeciw nych kierunkach na utlenianie pirogronianu do 
acetyloGoA i karboksylację do szczawiooctanu (53, 60, 122). Dehydroge­
naza pirogronianowa kom pleksu jest aktyw na, gdy stosunek ATP:ADP 
w ew nątrz m itochondrium  jes t niski, a karboksylaza pirogronianu — gdy 
ten  stosunek jest wysoki (55, 122). Ten fakt w yjaśnia obserwację, że 
utlenianie kwasów tłuszczowych, acylokarnityny i pośredników cyklu 
kwasów trójkarboksylow ych przez m itochondria w ątroby i nerki ham uje 
utlenianie pirogronianu, stym ulując jednocześnie jego karboksylację (35, 
50, 53, 92, 122). Czynniki rozprzęgające oksydacyjną fosforylację znoszą 
tę inhibicję (92).

Stwierdzono, że kompleks dehydrogenazy pirogronianowej z bakterii 
nie jest regulowany przez opisany mechanizm fosforylacji i defosfory- 
lacji, charakterystyczny dla tkanek zwierzęcych (110). W ykazano nato­
miast, że efektyw nym  inhibitorem  dehydrogenazy pirogronianowej jest 
GTP. To zahamowanie jest znoszone specyficznie przez GDP, co w skazuje 
że aktywność kom pleksu dehydrogenazy pirogronianowej u bakterii może 
być częściowo regulowana przez stosunek GDP:GTP.

II. Kompleks synletazy kwasów tłuszczowych

W w ątrobie w ystępują co najm niej trzy  układy enzymatyczne, synte­
tyzujące kwasy tłuszczowe. Dwa z nich są zlokalizowane w mitochon- 
driach (126) i m ikrosomach (33), trzeci w ystępuje w frakcji rozpuszczalnej. 
W przeciw ieństwie do układów poprzednich ten  ostatni nie katalizuje 
w ydłużania estrów acyloCoA, w arunkuje  natom iast syntezę kwasów7 tłu ­
szczowych de novo z m alonylo- i acetyloCoA. W tym  układzie czynni­
kiem redukującym  jest zred.NADP (66), Synteza de novo jest procesem 
cyklicznym, w którym  do wydłużającego się łańcucha kwasu tłuszczowego 
są dodawTane kolejno jednostki dwuwęglowe, aż osiągnie on długość 16— 
18 atomów węgla. W ieloenzym atyczny kompleks katalizujący syntezę 
nosi nazwę syntetazy kwasów tłuszczowych. Pierw sze badania nad bio­
syntezą kwasów tłuszczowych de novo przeprowadzono na kompleksie 
enzymatycznym  wyodrębnionym  z drożdży (66). Biosyntezę pobudzają 
związki tiolowe, a ham ują czynniki wiążące grupy -SH. W czasie reakcji 
nie stw ierdzono wolnych pośredników. Dla w ytłum aczenia tych faktów 
Lynen założył, że podczas syntezy substraty, a następnie pośredniki, są 
połączone kowalencyjnie z grupam i -SH kompleksu. Zostało to potw ier-
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dzone doświadczalnie (11, 46, 66, 68). Stwierdzono, że pośrednikam i reakcji 
są (3-ketokwasy, P-hydroksykw asy i a-P-nienasycone kwasy tłuszczowe. 
W przeciw ieństwie do (3-oksydacji, w w yniku syntezy pow stają |3-hydro- 
ksykw asy serii d  a nie l ,  a pośredniki reakcji są powiązane tioestrowo 
z białkiem  kom pleksu a nie z CoASH (patrz schem at 3). W reakcjach 
biorą udział dwa rodzaje grup  -SH, tzw. grupa centralna i peryferyczna. 
W czasie reakcji zam iany f3-ketokwasu w kwas nasycony grupy acylowe 
są powiązane kowalencyjnie z centralną grupą -SH. Po utw orzeniu n a ­
syconego kwasu tłuszczowego grupa butyrylow a jest przenoszona na pe- 
ryferyczną grupę -SH. W ten  sposób zostaje uwolniona grupa centralna 
dla przyłączenia następnej reszty  m alonylowej. Reakcje pow tarzają się 
do m om entu powstania palm itylo- lub stearyloenzym u. W tedy reszta 
acylowa jest przenoszona na CoASH z w ytworzeniem  palm itylo- lub 
stearylo-CoA i zregenerow aniem  wolnego enzymu. Układy enzymatyczne 
z bakterii, roślin i zw ierząt katalizują te  same reakcje (46, 90, 116, 118). 
Różnica w ystępuje na etapie końcowym, w którym  (w przeciw ieństwie 
do kom pleksu z drożdży) pow staje w olny kw as tłuszczowy. Możliwe, 
że w ynika to z udziału enzymu hydrolitycznego zamiast acylotransferazy 
w reakcji końcowej (69). Jak  sugerują doświadczenia L y n e n a  i wsp. 
(69) w wiązaniu substra tu  początkowo bierze udział grupa hydroksylowa 
seryny, a dopiero potem  grupy -SH.

Stabilne kom pleksy syntetazy kwasów tłuszczowych wj^odrębniono 
z drożdży (66), w ątroby ptaków (10, 17, 45, 46, 47) i tkanek ssaków (43, 
77, 79, 114). Natom iast kom pleksy baktery jne (2, 3, 4, 5, 7, 28, 29, 31, 
63) i roślinne (13, 98) udało się rozfrakcjonować na ak tyw ne enzymy, 
które po zmieszaniu w ykazują zdolność do syntezy kwasów tłuszczowych 
(105, 118). Wyizolowano i oczyszczono następujące enzymy składowe kom ­
pleksu: transacylazę m alonylową (5, 6), transferazę acetylową (5), synte- 
tazę P-ketoacyl-białko przenoszące (6), reduktazę P-keto-acyl-białko prze­
noszące (5), dehydrazę (3-hydroksyacyl-białko przenoszące (74), reduktazę 
ęnoil-białko przenoszące (127) oraz białko przenoszące acyl. Enzymy te  
zaw ierają grupy tiolowe. Peryferyczna grupa -SH w ystępuje w enzymie 
kondensującym, a centralna grupa -SH w białku przenoszącym acyl. 
Funkcjonalna jednostka syntetazy składa się więc z sześciu enzymów, 
z których każdy katalizuje kolejny etap biosyntezy. L y n e n  (66, 67) 
sugeruje, że enzym y są rozmieszczone dookoła białka przenoszącego acyl 
w taki sposób, że pośredniki reakcji połączone kowalencyjnie z tym  
białkiem  są blisko m iejsc aktyw nych enzymów (schemat 4).

Kompleks syntetazy z drożdży ma masę cząsteczkową równą 2,3 mi­
liona (66) i składa się z trzech subkompleksów, z których każdy jest 
zbudowany z siedm iu łańcuchów polipeptydowych (68, 123). Zdjęcia z m i­
kroskopu elektronowego (rysunek 6) przedstaw iają cząstki o średnicy 
210—250A z w yraźną s tru k tu rą  odpowiadającą podjednostkom  (69).
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Rys. 6. Zdjęcie oczyszczonej syntezy kwasów tłuszczowych z drożdży wykonywane 
w mikroskopie elektronowym (wg 68)
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2

5 7

Schemat 4. Hipotetyczna struktura wieloenzymatycznego kompleksu syntetazy kwa­
sów tłuszczowych (wg 68). Siedem jednostek enzymatycznych odpowiada siedmiu

reakcjom schematu 3
1 — P r z e n ie s ie n ie  r esz ty  p a lm ity lo w e j, 2 — P r z e n ie s ie n ie  r e sz ty  m a lo n y lo w e j , 3 — P r z e n ie s ie n ie  
resz ty  a c y lo w e j ,  4 — K o n d en sa c ja , 5 — O d w o d n ien ie , 6 — 2. R ed u k cja , 7 — 1. R ed u k cja , 8 — FM N,

9 — SH

Masa cząsteczkowa kompleksów z tkanek ptaków i ssaków wynosi 
około 500 000 (46, 47, 127, 128). Syntetazę z w ątroby ptaków otrzym ano 
w  stanie homogenicznym, co stw ierdzono w  czasie elektroforezy na żelu 
skrobiowym  (47, 128). Po w yeluow aniu z żelu kompleks jest zdolny do 
syntezy kwasów tłuszczowych. To potwierdza zw artą s truk tu rę  enzymów 
w syntetazie (46). Nie udało się do tej pory przeprowadzić dysocjacji 
kom pleksu na aktyw ne pod jednostki. Stosowane były w tym  celu różne 
czynniki jak  detergenty, mocznik, chlorowodorek guanidyny. Nie powo­
dowały one jednak dysocjacji, a po ich usunięciu białko ulegało dena- 
tu rac ji (128). Dysocjacja kom pleksu na 5—8 jednostek peptydow ych 
w układzie fenol-kwas octowy-mocznik sugeruje, że składniki enzym a­
tyczne kom pleksu są połączone ze sobą wiązaniami niekow alencyjnym i 
(128). Potw ierdza to także dysocjacja kom pleksu na dwie jednakowe 
podjednostki pod wpływem  dużych stężeń palmitylo-CoA, działającego 
jako łagodny detergent (16).

Kom pleks z w ątroby gołębia zawiera 64—66 wolnych grup -SH (15, 
45). O statnie badania wskazują, że oprócz udziału w kowalencyjnym  w ią­
zaniu substratów  (11), grupy -SH w arunkują  niekow alencyjne wiązanie 
pod jednostek kompleksu. W w yniku bowiem blokowania wolnych grup 
tiolowych przez zamianę na dw usiarczki lub alkilację zachodzi dysocjacja 
kom pleksu na dwie jednakowe podjednostki (16, 44). Po regeneracji grup 
-SH następuje asocjacja kompleksu.

1. Białko przenoszące acyl

Składnikiem  wspólnym dla w ieloenzymatycznych kompleksów syn te­
tazy kwasów tłuszczowych jest niskocząsteczkowe białko, stabilne w cza­
sie gotowania w rozcieńczonym kwasie solnym. O trzym ano je w stanie
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homogenicznym z ekstraktów  baktery jnych  (4, 7, 27, 29, 30, 31, 63,
72, 74, 105) i roślinnych (12, 97, 98, 113). Natom iast jego obecność w sta­
bilnych kom pleksach z drożdży (66), z w ątroby ptaków  (10, 17, 45, 46, 
124) i ssaków (62, 79) w ykazano m etodami pośrednimi (5, 62, 121, 123). 
Białko to nosi nazwę białka przenoszącego acyl ze względu na rolę w y­
sokoenergetycznego przenośnika grup acylowych wszystkich pośredników, 
którą pełni w procesie biosyntezy. Masa cząsteczkowa białka przeno­
szącego acyl z bakterii i roślin jest podobna i wynosi 9 000— 12 000 (72, 
105, 113). G rupą prostetyczną, która dostarcza tzw. centralnej grupy 
-SH do wiązania pośredników, jest 4’-fosfopantoteina, połączona w iąza­
niem fosfodwuestrowym  z grupą hydroksylową seryny (74, 75, 76, 100, 
105, 113). Pomimo identycznego miejsca wiązania w białku przenoszą­
cym acyl i w CoASH enzymy biosyntezy w ykazują znaczną specyficz­
ność dla tioestrów białka przenoszącego acyl. Tioestry CoA są bardzo 
mało aktyw ne lub nieaktyw ne (5, 27, 30, 31, 72, 73, 121). Ta specyficzność 
substratow a enzymów kom pleksu wskazuje, że nie miejsce wiązania po­
średników, ale pozostała s truk tu ra  białka przenoszącego acyl w arunkuje  
reaktyw ność tioestrów  białka przenoszącego acyl z enzymami.

Sekwencję aminokwasów w białku przenoszącym acyl określono dla 
białka wyizolowanego z Escherichia coli (119). Pojedynczy łańcuch poli- 
peptydow y zawiera 77 aminokwasów (schemat 5). Cechą charakterystyczną 
jest duża zawartość reszt kwasowych, a niska reszt zasadowych. P unk t 
izoelektryczny białka leży w pH  4,2. W cząsteczce jest czternaście reszt 
kwasu glutaminowego i osiem reszt kwasu asparaginowego, a tylko cztery 
reszty glutam iny i dwie asparaginy. Zasadowe aminokwasy w ystępują 
blisko końca N i C, a kwasowe w całym łańcuchu. Są odcinki, w których 
reszty kwasowe w ystępują z większą częstotliwością np. pozycje 47—49, 
56—58, 47—60. 4’-fosfopantoteina jest związana z seryną w pozycji 36.

l  10 
H2N -Ser-T re-Ileu-G lu-G lu-Arg-W al-L iz-Liz-Ileu-Ileu-G li-G lu-G lu-Leu-G li-

I
NH2

20 30
-W al-Liz-G lu-G lu-G lu-W al-Tre-A sp-Asp-Ala-Ser-Fen-W al-G lu-Asp-Leu-G li-

I I
n h 2 n h 2

40 50
-Ala-Asp-Ser-Leu-A sp-Tre-W al-G lu-Leu-W al-M et-A la-Leu-G lu-G lu-G lu-Fen-

60
-A sp-Tre-G lu-Ileu-Pro-A sp-G lu-G lu-A la-G lu-Liz-Ileu-Tre-Tre-W al-G lu-Ala-A la-

I
NH2

70 77
-Ileu-Asp-Tyr-Ileu-Asp-Gli-His-Glu-Ala-COOH

I I
n h 2 n h 2

Schemat 5. Sekwencja aminokwasów w białku przenoszącym acyl z Escherichia coli
(wg 119)
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Sekwencja aminokwasów dookoła grupy prostetycznej w białkach 
przenoszących acyl z bakterii i roślin jest identyczna (70, 88, 113). 
Jednak  białko baktery jne ma wyższą aktywność niż białko roślinne 
w procesie biosyntezy. Na podstawie obecnych danych nie można jeszcze 
w ytłum aczyć tego faktu. Przypuszcza się, że jest to związane z różną 
sekwencją aminokwasów w tym  miejscu łańcucha białka przenoszącego 
acyl, które oddziały wuj e z enzymami syntetazy (86, 87).

Z badań wynika, że do funkcjonowania w biosyntezie kwasów tłusz­
czowych białko przenoszące acyl musi mieć nienaruszoną w dużym  
stopniu struk turę . Jedyną możliwą m odyfikacją jest odszczepienie trzech 
aminokwasów z C końca (70, 71). Natomiast otrzym any w wyniku hy ­
drolizy trypsyną duży peptyd, o masie równej połowie cząsteczki białka 
przenoszącego acyl i zawierający nienaruszoną grupę prostetyczną, nie 
jest aktyw ny w biosyntezie.

Dane fizykochemiczne wskazują, że białko przenoszące acyl z bakterii 
jest typowym  białkiem  globularnym , silnie pozwijanym  i słabo uwod­
nionym, o wysokim stopniu uporządkowania s tru k tu ry  (87, 115). Ta cha­
rakterystyczna cecha białek globularnych znika odwracalnie w roztworze 
chlorowodorku guanidyny. Prawdopodobnie białko przenoszące acyl ma 
struk tu rę  spiralną i inne rodzaje wew nętrznego pofałdowania (87).

Przyłączenie pośredników reakcji biosyntezy kwasów tłuszczowych 
de novo przez związaną z białkiem  przenoszącym acyl 4’-fosfopantoteinę 
umożliwia funkcjonowanie kom pleksu syntetazy. W ten  sposób bowiem 
powstaje elastyczne „ram ię” o długości około 20Á, gdy jest całkowicie 
wyprostowane, lub krótsze, gdy jest pofałdowane (schemat 6). Dzięki 
tem u pośredniki biosyntezy, związane kowalencyjnie z grupą -SH, mogą 
być blisko miejsc aktyw nych enzymów, których przemieszczanie ogra­
nicza s truk tu ra  wieloenzymatycznego kompleksu.

2. Regulacja aktywności syntetazy kwasów tłuszczowych

Karboksylaza acetyloCoA (acetyloCoA:ligaza, EC 6.4.1.2) katalizuje 
pierwszy etap syntezy długołańcuchowych kwasów tłuszczowych. S tw ier­
dzono, że ta reakcja ogranicza szybkość syntezy w tkankach zwierzęcych 
(8, 24, 93, 94). Aktywność enzymu jest zwiększana przez dw u- i tró j- 
karboksylowe kwasy, z k tórych cy trynian  i izocytrynian są najbardziej 
efektywne (78, 85, 120). Wykazano, że jest to związane z agregacją 
karboksylazy acetyloCoA do form y bardziej aktyw nej (95, 96, 117). 
Natomiast długołańcuchowe pochodne acyloCoA, czyli produkty końcowe 
syntezy kwasów tłuszczowych, ham ują aktywność karboksylazy (9, 57). 
Inhibicja ta jest współzawodniczą w stosunku do cytrynianu.

Ostatnie badania wskazują, że kluczową rolę w regulacji syntezy kw a­
sów tłuszczowych może odgrywać frakcja m ikrosomalna (21).

2 P o stę p y  B io ch em ii
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Schemat 6. Reakcje zachodzące podczas biosyntezy kwasów tłuszczowych w wielo- 
enzymatycznym kompleksie (wg 68)

III. Uwagi końcowe

W ieloenzymatyczne kom pleksy są jednostkam i biochemicznymi o zło­
żonej strukturze, która jest pośrednia między pojedynczymi cząsteczkami 
enzymów i organellam i komórkowymi. Istnienie takich układów enzym a­
tycznych wskazuje na ich odpowiednie znaczenie dla komórki. Jest oczy­
wiste, że powiązanie pośredników ciągu reakcji kowalencyjnie z enzym a­
mi kompleksów zwiększa szybkość reakcji w porów naniu z reakcjam i, 
zachodzącymi w roztworze oddzielnych enzymów, gdzie prawdopodobień­
stwo reakcji produktu  wytworzonego przez jeden enzym z m iejscem  ka ta ­
litycznym  następnego enzymu jest mniejsze. W ynikiem tego jest dużo 
wyższa efektywność kom pleksu niż analogicznych układów zdolnych do 
dysocjacji. Przykładem  jest łatwo dysocjujący na enzymy składowe oma­
w iany kompleks syntetazy kwasów tłuszczowych z Escherichia coli i s ta­
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bilny kompleks z w ątroby ptaków. Stosunek aktywności właściwych obu 
tych kompleksów wynosi 1:1000 (47). Należy też podkreślić, że dzięki 
uzyskaniu odpowiedniej konform acji przez enzymy składowe kompleksu, 
co determ inuje  ogólna s truk tu ra  kompleksu, zwiększa się również efek­
tywność kompleksu. E fekt ten  obserw uje się dla kom pleksu dehydro­
genazy pirogronianowej. Stwierdzono bowiem, że pod jednostka morfolo­
giczna transacetylazy o masie cząsteczkowej 120 000 (co stanowi 1/8 masy 
natyw nego enzymu) może odtworzyć kom pleks dehydrogenazy pirogro­
nianowej o masie równej 1/8 m asy kompleksu natywnego, jednak o dużo 
mniejszej aktyw ności enzymatycznej niż kom pleks natyw ny (109).

Poza tym, dzięki s truk tu rze  kompleksu, substra ty  poszczególnych reak ­
cji łatw o ulegają przemieszczeniu od jednego enzymu do następnego bez 
dyfuzji i rozcieńczania w cytoplazmie. Duże znaczenie ma też fakt, że 
kowalencyjnie powiązane pośredniki reakcji z kompleksem nie są dostępne 
dla procesów współzawodniczych. W ieloenzymatyczne kompleksy są więc 
form ą odpowiedniego rozgraniczenia reakcji na najm niejszej możliwej 
przestrzeni.
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JA D W IG A  B R Y Ł A *

Regulacja glukoneogenezy 

I. Wpływ utleniania kwasów tłuszczowych

Control of Gluconeogenesis 

I. Effects of fatty acid oxidation

Effects of fatty acid oxidation on the rate of glucose production as w ell as on 
the changes in the tissue levels of intermediates of the gluconeogenic pathway are 
reviewed.

Prekursoram i w  procesie glukoneogenezy są aminokwasy (głównie: 
Glu, Asp, Arg, Ala, Ser,- Pro) (1, 17, 52, 61) oraz pirogronian i mleczan. 
W ykorzystywanie przez organizm poszczególnych m etabolitów do syntezy 
glukozy zależy od stosowanej diety, w ykonyw anej pracy oraz poziomu 
hormonów (52). W czasie głodu głównym źródłem węgla w procesie g lu ­
koneogenezy są am inokwasy i glicerol, przy czym szybkość ich w yko­
rzystyw ania zależy od poziomu glukokortykoidów (54). Natomiast w orga­
nizm ach wykonujących ciężką pracę fizyczną substratam i dla syntezy 
glukozy są mleczan i pirogronian, w ytw arzane w pracujących m ięśniach 
i przenoszone przez krew  z mięśni do w ątroby i nerek (52).

Wśród procesów m etabolicznych regulacja glukoneogenezy ma szcze­
gólne znaczenie ze względu na to, że szybkość w ytw arzania glukozy jest 
bardzo różna w zależności od w arunków  fizjologicznych. Gdy w poży­
w ieniu znajduje się dużo węglowodanów, synteza glukozy nie jest ko­
nieczna. Natom iast przy ich braku lub w  czasie głodu, glukoza musi być 
syntetyzow ana celem utrzym ania jej stałego poziomu w krw i i dostar­
czania do tych tkanek, w których glikoliza jest jedynym  procesem dostar­
czającym  energii (erytrocyty, mózg, gałka oczna). W związku z tym , 
w tkankach glukoneogenicznych (wątroba, nerki) muszą istnieć specjalne

* Dr, Zakład Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War­
szawa

Wykaz stosowanych skrótów: DAP — fosfodwuhydroksyaceton, FDP — frukto- 
zo-l-dwufosforan, F6P — fruktozo-6-fosforan, GAP — aldehyd 3-fosfo-D-glicerynowy, 
G6P — glukozo-6-fosforan, Mai — jabłczan, OA — szczawiooctan, PEP — fosfoeno- 
lopigronian, Pyr — pirogronian, PGA — kwas fosfoglicerynowy, Lact — mleczan
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m echanizmy regulujące szybkość w ytw arzania glukozy w zakresie od 
zera do tak  wysokich wartości jak 60g/24 godziny u dorosłego człowieka 
(41). Ponadto wiele enzymów glukoneogenezy może brać udział zarówno 
w  procesie syntezy jak i degradacji glukozy. Te dwa przeciw staw ne pro­
cesy nigdy nie przebiegają w tej samej komórce jednocześnie, ponieważ 
prowadziłoby to do bezużytecznych s tra t energii. Równoczesne występo­
wanie glikolizy i glukoneogenezy nie jest możliwe dzięki działaniu m e­
chanizmów regulacyjnych, określających kierunek reakcji w stronę syn­
tezy lub degradacji glukozy. Etapy katalizowane przez kluczowe enzymy 
tych dwu dróg metabolicznych przedstawiono na schemacie 1.

Glukozo-6- fosfataza n . .-------------------------► Glukoza
i

Glukokinaza 
+ÄTP

Heksozodwufosfataza
--------------------------► Fruktozo-6-fosforan

I
Fosfofruktokinaza 

~+ATP

Karboksylaza Karboksylaza
pirogronianowa ^  fosfopirogronlanowa ^  ^

+ATP +GTP pirogronian
I

Kinaza pirogronianowa _____

Schemat 1. Reakcje katalizowane przez kluczowe enzymy glukoneogenezy i glikolizy
L in ią  c iąg łą  o zn a czo n o  k ie r u n e k  r ea k cji p r z eb ieg a ją cy ch  w  p r o c es ie  g lu k o n e o g en ez y , a lin ią  

p rzery w a n ą  — k ier u n ek  r ea k cji g lik o lity c z n y c h  
E n zy m y  g lu k o n e o g en ez y :  

g lu k o zo -6 -fo sfa ta za  — fo sfo h y d ro la za  D -g lu k o zo -6 -fo sfo ra n u  EC 3.1.3.9; h e k so d w u fo sfa ta z a  — 1 -fos- 
fo h y d r o la za  D -fru k tozo -J ,6 -d w u fosf oran u , EC 3.1.3.11; k a rb o k sy la z a  p iro g r o n ia n o w a  — ligaza  p iro -  
g ro n ia n :d w u tlen ek  w ę g la  (A D P ), EC 6.4.1.1; k a rb o k sy la za  fo s fo p ir o g r o n ia n o w a — k a rb o k sy -lia za  
G TP — szcza w io o cta n  (tra n sfo sfo ry lu ją ca ) , EC 4.1.1.32;

E n zy m y  g lik o lizy :
g lu k o k in a z a  — 6 -fo sfo tra n sfera za  A T P :D -g lu k o zo -I -fo s fo ra n , EC 2.7.1.2; fo s fo fr u k to k in a za  — I -fo s -  
fo tra n sfer a za  A T P :D -fru k to zo -6 -fo sfo ra n , EC 2.7.1.11; k in a za  p ir o g ro n ia n o w a  — fo s fo tr a n sfera za  
A T P :p iro g ro n ia n , EC 2.7.1.40;

I. Wpływ kwasów tłuszczowych na syntezę glukozy

Pobudzenie syntezy glukozy przez kwasy tłuszczowe zaobserwowali 
w 1965 roku S t r u c k  i wsp. (82, 83). Zjawisko to  wykazano, w homo- 
genatach w ątroby gołębia (13, 15, 27, 28, 40, 46), skraw kach w ątroby 
szczura (29), skraw kach kory nerki (48, 74), w w ątrobie szczura podda­
wanej perfuzji (34, 35, 49, 68, 69, 79, 80, 81, 82, 83, 87, 99, 101, 102, 
103, 104, 105) i w w ątrobie szczura in vivo  (21, 27, 98, 99) po podaniu 
mleczanu (69, 101, 103), pirogronianu (68, 69, 81, 87, 95, 101) lub alaniny 
(35, 98, 99, 101, 102, 104, 107) jako substratów .

Pirogronian

Glukozo-6-fosforan
A

Fruktozo-1,6- dwu - 
fosforan A

l___
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Zjawisko zwiększania syntezy glukozy przez kwas oleinowy ilustru je  
rysunek 1. Z alaniny glukoza była syntetyzow ana z szybkością 
60 ¡imoli/100 g wątroby/godzinę, natom iast z m leczanu powstawało 
120 (¿moli glukozy, a z pirogronianu 95 firnoli glukozy/100 g w ątroby/go-

Rys. 1. Wpływ kwasu oleinowego na szybkość wytwarzania glukozy w  wątrobie
szczura (wg 102)

W d o św ia d c z en iu  o z n a cza n o  szy b k o ść  w y tw a r za n ia  g lu k o zy  w  w ą tr o b ie  g ło d z o n eg o  szczura  
p rzem y w a n ej ro z tw o rem  a la n in y  (A), m le c z a n u  (B) lu b  p ir o g ro n ia n u  (C). P io n o w e  o d c in k i o zn a ­
czają  o d c h y le n ia  od w a r to śc i śred n iej p om iaru . K w as o le in o w y  d o d a n o  p o  30 m in . (rys. 1A) lu b  
p o  60 m in . (rys. IB  i C) p e r fu z ji ro z tw o rem  su b stra tu : p o c z ą tk o w o  z szy b k o śc ią  50 u m oli/m in . 
przez 3 m in . w  ce lu  o s ią g n ię c ia  s tę że n ia  o k o ło  1,5 um ola  k w a su  w  ro ztw o rze  s to so w a n y m  do  

p e r fu z ji, a n a s tę p n ie  z szy b k o śc ią  3 u m ole/m in . (rys. A i B) lu b  4 u m ole/m in . (rys. C).

dzinę. Najlepszym  prekursorem  w glukoneogenezie w w ątrobie jest za­
tem  m leczan (16, 17, 69, 102). Dodanie kwasu oleinowego powoduje dw u­
krotny wzrost szybkości syntezy glukozy w porównaniu z wartościam i 
kontrolnym i, niezależnie od użytego substra tu  (99, 101, 102). Ponieważ 
bez dodania substra tu  ilość glukozy, m leczanu i pirogronianu w  wątrobie 
jest niezwykle niska i nie ulega zwiększeniu po dodaniu kwasu oleino­
wego (tablica 1), powstająca po perfuzji roztworem  alaniny, pirogronianu 
lub m leczanu glukoza musi być w ytw arzana w procesie glukoneogenezy 
(101, 102). Przem aw ia za tym  również fakt, że poziom glikogenu w w ą­
trobie nie zmienia się po perfuzji (68, 102).

Jak  w ykazali W i e l a n d ,  M e n a h a n  i v. J a g o v - W e s t e r -  
m a n (95), ham ow anie w ytw arzania glukozy przez glukodiazynę (2-ben- 
zeno-sulfamido-5-(5-metoksyetoksypirymidynę), związek antydiabetyczny, 
powodujący zahamowanie hydrolizy trój glicerydów może być zniesione 
przez dodatek egzogennych kwasów tłuszczowych. Tak więc zwiększona 
glukoneogeneza może być spowodowana zwiększonym poziomem kwasów
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Tablica 1

Wpływ kwasu oleinowego na syntezę glukozy w wątrobie szczura poddawanej perfuzji buforem
węglanowym (wg 102)

Kwas oleinowy dodano po 30 min. perfuzji roztworem buforu

Czas Synteza glukozy Synteza mleczanu Synteza pirogronianu
perfuzji Kontrola+ Oleinian Kontrola+Oleinian Kontrola+ Oleinian

min. ¡j.mole/100 g wątroby

2 2,8 6,6 0,18
15 3,4 15,2 0,15
30 7,8 3,3 0,18
45 9,2 9,4 1,1 2,9 0,13 0,16
60 9,1 13,9 1,0 1,9 0,14 0,16

tłuszczowych w wątrobie, w skutek wzmożonej lipolizy w tkance tłuszczo­
wej i w wątrobie. Ponieważ inhibitory utleniania kwasów tłuszczowych: 
a-brom opalm itynian (11), kwas 4-pentenoinowy (10, 12, 13, 74, 105) i po­
chodne ( +  )acylokarnityny (14, 22, 103), ham ują syntezę glukozy p rzy j­
m uje się, że glukoneogenezę pobudzają aceityloCoA i zred.NAD pow sta­
jące w procesie utleniania kwasów tłuszczowych.

II. Etapy glukoneogenezy warunkujące jej szybkość

W celu stwierdzenia, które etapy glukoneogenezy podlegają regulacji 
stosuje się kilka metod: m ierzenie aktywności enzymów tej drogi m e­
tabolicznej, m ierzenie szybkości syntezy glukozy z różnych substratów , 
oraz oznaczanie poziomu m etabolitów glukoneogenezy.

Z pomiarów aktywności enzymatycznych w hom ogenatach w ątroby 
(73, 94) wynika, że ham owanie syntezy glukozy w arunkują  enzymy cha­
rakteryzujące się najniższym i aktywnościami: i-fosfohydrolaza fruk to ­
zo-!, 6-dwufosforanu, fosfohydrolaza glukozo-6-fosforanu, aldolaza, karbo- 
ksylaza pirogronianowa i karboksylaza fosfopirogronianowa.

Pomiar, szybkości syntezy glukozy z różnych związków pośrednich 
glukoneogenezy przeprowadzono w homogenatach w ątroby gołębia (42), 
skraw kach w ątroby szczura (47) oraz w  w ątrobie szczura poddawanej 
perfuzji (17, 18, 31, 69). Badania te wykazały, że glukoza syntetyzuje 
się szybciej z fruktozy i dwuhydroksyacetonu niż ze szczawiooctanu, 
mleczanu i pirogronianu jako substratów . Dlatego też przyjęto, że szyb­
kość glukoneogenezy w arunkują  enzymy katalizujące reakcje na etapie 
szczawiooctan-kwas 3-fosfoglicerynowy oraz ograniczona przepuszczalność 
błon plazm atycznych w  stosunku do szczawiooctanu.

Niezwykle użyteczne okazało się oznaczanie poziomu poszczególnych 
pośredników glukoneogenezy (18, 19, 56, 99, 101, 102, 104, 107). W yniki
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[5] R E G U L A C JA  G LUK O NEO G ENEZY 405

przedstawione na rysunku 2 wskazują, że po dodaniu kwasu oleinowego 
poziom jabłczanu zwiększa się znacznie w obecności wszystkich trzech 
prekursorów  glukoneogenezy. We wszystkich trzech przypadkach obser­
w uje  się również zmniejszenie stężenia pirogronianu, z czego można wnosić
o przyspieszeniu reakcji katalizowanej przez karboksylazę pirogronia- 
nową.

Drugi etap w arunkujący  szybkość glukoneogenezy zidentyfikowano 
po dodaniu kwasu oleinowego i alaniny (rysunek 2A). Obniżone stężenie 
pośredników na etapie szczawiooctan — 3-fosfoglicerynian wskazuje na 
kontrolę aktywności dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (104).
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Rys. 2. Wpływ kwasu oleinowego na zmianę zawartości pośredników glukoneogenezy 
w wątrobie szczura poddawanej perfuzji roztworem alaniny (A), mleczanu (B)

lub pirogronianu (C) (wg 102)
N a w y k r e s ie  p o sz cz e g ó ln e  p o śred n ik i są u m ieszczo n e  w zd łu ż  o s i o d c ię ty c h  w  k o le jn o śc i, w  ja k iej 
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http://rcin.org.pl



406 J. BR YŁA [6]

Zlokalizowanie trzeciego miejsca oddziaływania wzajem nego proce­
sów utleniania kwasów tłuszczowych i glukoneogenezy jes t o wiele 
trudniejsze ze względu na istnienie w ielu dróg rozgałęziających. Na przy- 
ład reakcje fosforylacji fruktozo-6-fosforanu i hydrolizy fruktozo-l,6-dw u- 
fosforanu tworzą pętlę, w której poziomy m etabolitów mogą ulegać zmia­
nie w w yniku zmian aktywności fosfofruktokinazy i 2-fosfohydrolazy 
fruktozo-l,6-dw ufosforanu. Ponadto fosfodwuhydroksyaceton może u le­
gać redukcji przy współudziale zred.NAD z wytworzeniem  a-glicero- 
fosf oranu, k tóry  jest akceptorem  acyloCoA w procesie syntezy trój gli­
cerydów. Zatem  zaham owanie fosfofruktokinazy przez cy tryn ian  (70) 
może podwyższać stężenie fruktozo-l,ć>-dwufosforanu, a wzmożona syn­
teza trójglicerydów w w yniku zwiększania poziomu acyloCoA prowadzi 
do zmniejszenia poziomu fosfotrioz. Obniżenie poziomu fosfotrioz i fru - 
ktozo-i,6-dw ufosforanu oraz podwyższenie poziomu fruktozo-6-fosforanu 
i glukozo-6-fosforanu po dodaniu kwasu oleinowego do w ątroby szczura, 
w ytw arzającej glukozę z mleczanu (rysunek 2B) lub pirogronianu (rysu­
nek 2C) jako substratów  wskazuje, że aktywność J-fosfohydrolazy fruk to ­
zo-!, 6-dwufosforanu może być również czynnikiem  regulującym  szyb­
kość glukoneogenezy.

A zatem  badania przeprowadzone różnymi m etodam i wykazały, że u tle ­
nianie kwasów tłuszczowych wpływ a głównie na cztery enzymy gluko­
neogenezy: karboksylazę pirogronianową, karboksylazę fosfopirogronia- 
nową, dehydrogenazę aldehydu 3-fosfoglicerynowego i I-fosfohydrolazę 
fruktozo-i,6-dw ufosforanu.

III. Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie karboksylazy pirogronianowej
i karboksylazy fosfopirogronianowej

W yjaśnienie mechanizmu syntezy glukozy było trudne ze względu 
na różne wewnątrzkom órkowe rozmieszczenie enzymów katalizujących 
syntezę fosfoenolopirogronianu. W wątrobie szczura (7, 8, 20, 33, 38, 
57, 65, 76, 89, 102), człowieka (8), królika, gołębia, kurczaka (27, 65) 
i świnki m orskiej (65, 78) karboksylaza pirogronianowa jest zlokalizo­
w ana głównie, jeżeli nie wyłącznie, w m itochondriach. W ystępowanie 
enzymu w cytoplazmie w ydaje się być mało prawdopodobne ze względu 
na to, że jego aktywność m usiałaby być regulowana przez m etabolity 
powstające w m itochondriach (102).

W ewnątrzkomórkowe rozmieszczenie karboksylazy fosfopirogroniano­
wej jest różne u różnych gatunków (65). W w ątrobie i nerce szczura 
enzym  ten w ykryto  wyłącznie w cytoplazmie (2, 3, 20, 30, 32, 43, 50, 
61, 64, 65, 68, 73, 76), natom iast w wątrobie królika, gołębia i kurczęcia — 
wyłącznie w m itochondriach (27, 62, 65, 73), a w w ątrobie świnki m or­
s k ie j— zarówno w cytoplazmie jak i w m itochondriach (25, 65, 73, 84).
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W przypadku, gdy oba enzymy w ystępują w mitochondriach, synteza 
szczawiooctanu i fosfoenolopirogronianu zachodzi w tym  samym  prze­
dziale komórkowym (23, 57, 91) (schemat 2A). W ytworzony fosfoenolo- 
pirogronian jest następnie przenoszony do cytoplazmy, gdzie ulega dal­
szym przemianom. Mechanizm transportu  fosfoenolopirogronianu z m i­
tochondriów do cytoplazm y nie jest dotychczas w yjaśniony (57).

MITOCHONDRIA

Pirog no niań 
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t
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Schemat 2. Proponowane drogi syntezy fosfoenolopirogronianu w wątrobie i 
różnych gatunków zwierząt (wg 73)

O b ja śn ien ia  w  te k ś c ie

W w ątrobie i nerce szczura, zawierających karboksylazę pirogro- 
nianową w mitochondriach, a karboksylazę fosfopirogronianową w cyto- 
plazmie, musi istnieć specjalny mechanizm pozwalający na przenoszenie 
szczawiooctanu z mitochondriów do cytoplazm y (30, 51, 57, 61, 73, 75, 
92). Konieczność istnienia takiego mechanizmu w ynika z obserwacji, że 
szczawiooctan charakteryzuje się niską zdolnością przenikania przez błonę 
m itochondrialną (4), a karboksylaza pirogronianowa jest zlokalizowana 
w m atrix  (57), co wyklucza możliwość jej bezpośredniego działania na 
substraty  cytoplazm atyczne (7, 58). L a r d y ,  P a e t k a u  i W a l t e r  
(51, 92) oraz H a y n e s  (30) dostarczyli danych wskazujących, że prze­
noszenie szczawiooctanu z m itochondriów do cytoplazm y zachodzi przy 
współudziale transam inazy glutam inian-szczawiooctan i dehydrogenazy 
jabłczanowej — enzymów zlokalizowanych zarówno w m itochondriach 
jak i cytoplazmie (6, 63, 77). Ze znakowania związków, które uważano za 
biorące udział w transporcie szczawiooctanu (30, 92) oraz z szybkości 
przekształcania tych związków w fosfoenolopirogronian w cytoplazmie 
w ątroby szczura (92) autorzy wnoszą (schemat 2B), że w m itochondriach 
szczawiooctan ulega przekształceniu w jabłczan i asparaginian. Związki 
te  są przenoszone przez błonę m itochondrialną do cytoplazm y i ponownie
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przekształcane w szczawiooctan. W ten sposób szczawiooctan staje się 
dostępny dla karboksylazy fosfopirogronianowej i ulega dalszym  prze­
mianom w procesie glukoneogenezy.

W organizmach, w których karboksylażę fosfoenolopirogronianową w y­
kry to  zarówno w cytoplazmie jak  i w m itochondriach, synteza fosfoeno- 
lopirogronianu odbywa się prawdopodobnie przy udziale enzym u cyto- 
plazmatycznego (30, 45).

IV. Kontrola aktywności enzymatycznych

1. Karboksylaza pirogronianowa

W 1963 roku K e e c h  i U t t e r  (38, 90) wykazali, że aktyw atorem  
karboksylazy pirogronianowej z w ątroby szczura jest acetyloCoA. Oka­
zało się, że enzym ten  z w ątroby zwierząt innych gatunków (71, 72, 73) 
jest również aktyw ow any przez acetyloCoA. Rysunek 3 ilu stru je  wpływ 
dodania kwasu oleinowego na zawartość i rozmieszczenie niezwiązanego 
CoA, acetyloCoA i acyloCoA we frakcjach subkomorkowych w ątroby 
szczura poddawanej perfuzji roztworem  mleczanu. Jak  widać kw as olei­
nowy obniża zawartość niezwiązanego CoA, a podwyższa poziom acety­
loCoA i acyloCoA (81, 82, 83, 101, 102, 103). Podobne w yniki otrzym ano 
również w obecności pirogronianu i alaniny jako substratów  glukoneoge­
nezy (101).

0

Rys. 3. Wpływ kwasu oleinowego na poziom CoA, acetyloCoA i acyloCoA w  wątrobie 
szczura poddawanej perfuzji mleczanem (wg 101)

W wątrobie zwierząt głodzonych (5, 88, 104) poziom acetyloCoA zwięk­
sza się w m itochondriach, a nieznacznie zmniejsza w cytoplazmie. O bser­
wacja ta w ydaje się przem awiać za hipotezą, że stym ulacja glukoneoge-
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nezy in vivo  podczas wzmożonego utleniania kwasów tłuszczowych jest 
wynikiem  aktyw acji karboksylazy pirogronianowej przez zwiększony po­
ziom acetyloCoA w m itochondriach (7, 101, 102, 103, 106). Istniejące 
rozbieżności między wew nątrzkom órkowym  stężeniem acetyloCoA (101) 
a niską stałą aktyw acji izolowanego enzymu (72, 73) W i l l i a m s o n  
i wsp. (102) tłum aczą różnym i w arunkam i oznaczeń in vivo  i in vitro. 
W związku z tym  można przypuszczać, że naw et w przypadku niew ielkie­
go zwiększenia całkowitej zawartości acetyloCoA w tkance (106), jego 
wzrost w mitochondriach, gdzie zlokalizowana jest karboksylaza piro- 
gronianowa, może być stosunkowo wysoki.

Za tym, że aktyw acja karboksylazy pirogronianowej przez acetylo­
CoA w arunkuje  przyspieszenie glukoneogenezy, przem awia również ha­
mowanie przez kwasy tłuszczowe oksydacyjnej dekarboksylacji pirogro- 
nianu w m itochondriach w ątroby szczura (9, 26, 37, 92), nerki szczura 
(61) i w ątroby świnki morskiej (78). Zahamowanie dehydrogenazy pi­
rogronianowej powoduje, że pirogronian jest w ykorzystyw any wyłącznie 
w reakcji karboksylacji, co przyspiesza syntezę glukozy.

W a l t e r  i wsp, (92r 93) wykazali, że podczas intensywnego u tle ­
niania kwasów tłuszczowych obniża się poziom ADP w mitochondriach, 
zwiększa stężenie ATP i wzrasta aktywność karboksylazy pirogroniano­
wej. Autorzy przypuszczają, że aktyw ację karboksylazy pirogronianowej 
i zwiększenie syntezy glukozy w arunkuje zmniejszanie się stężenia ADP 
w w yniku utleniania kwasów tłuszczowych.

2. Karboksylaza fosfopirogronianowa

Większość badań nad syntezą fosfoenolopirogronianu przeprowadzono 
przy użyciu w ątroby i nerki szczura (2, 3, 20, 30, 32, 43, 51, 59, 60, 61, 
64, 65, 92), w których karboksylaza fosfopirogronianowa jest zlokalizo­
wana w cytoplazmie. Enzym ten  współzawodniczy z enzymem glikoli- 
tycznym — kinazą pirogronianową, której poziom w cytoplazmie w czasie 
glukoneogenezy, pomimo zmian adaptacyjnych (44), pozostaje dosyć w y­
soki (57). Wiadomo (24, 86), że aktywność kinazy pirogronianowej przy 
niskich stężeniach pirogronianu zwiększa się pod wpływem  fruktozo-2,t>- 
-dwufosforanu, natom iast jest hamowana przez ATP (53, 85). W czasie 
intensywnej glukoneogenezy, wywołanej wzmożonym utlenianiem  kw a­
sów tłuszczowych, stężenie fruktozo- 1,6-dwufosforanu jest niskie, a po­
ziom ATP wysoki. A zatem aktywność kinazy pirogronianowej zostaje 
zahamowana, a tym  samym  w zrasta aktywność karboksylazy fosfopiro- 
gronianowej.

W edług G a r b e r a  i B a l l a r d a  (25) w w ątrobie świnki morskiej, 
w której karboksylaza fosfopirogronianowa jest zlokalizowana zarówno 
w cytoplazm ie jak  i w mitochondriach, stężenie fosfoenolopirogronianu

3 P o s tę p y  B io ch em ii
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w m itochondriach nigdy nie przekracza 11 nmoli/mg m itochondriów, a jego 
nadm iar może być przekazywany do cytoplazm y (14). Jednakże zgodnie 
z obserwacjami S o m b e r g a  i M e h l m a n a  (78) szybkość syntezy 
fosfoenolopirogronianu w  m itochondriach w ątroby świnki morskiej (0,2 
(Limola/min/g wątroby) nie osiąga wartości w ystarczających do syntezy 
glukozy nawet z m inim alną szykością (1 iamol fosfoenolopirogronianu/m in/g 
wątroby). W yjaśnienie tych rozbieżności jest możliwe przy założeniu, że 
przekształcanie szczawiooctanu w fosfoenolopirogronian zachodzi w in­
nym  przedziale m itochondriów niż w ytw arzanie szczawiooctanu. Na ko­
rzyść tej hipotezy przem awia intensyw na synteza fosfoenolopirogronianu 
z a-ketoglutaranu (78). Wysoka aktywność karboksylazy fosfopirogro- 
nianowej w obecności «-ketoglutaranu jako substra tu  może być wynikiem  
bardzo niskiej aktywności kinazy guanylowej, katalizującej reakcję syn­
tezy ATP z GDP i ADP (36), dzięki czemu GTP w ytw arzany podczas 
utleniania «-ketoglutaranu może być w ykorzystyw any bezpośrednio w re ­
akcji syntezy fosfoenolopirogronianu. W związku z tym  synteza fosfoeno­
lopirogronianu z a-ketoglutaranu w m itochondriach ma prawdopodobnie 
zasadnicze znaczenie w procesie syntezy glukozy w w ątrobie świnki 
morskiej.

3. Dehydrogenaza aldehydu 3 -fosfoglicerynowego

Poza odpowiednim substratem  i energią niezbędną do przeprowadzenia 
reakcji katalizowanych przez karboksylazę pirogronianową, karboksylazę 
fosfopirogronianową i kinazę kwasu 3-fosfoglicerynowego, do intensyw ­
nej syntezy glukozy konieczne jest dostarczenie równoważników redu­
kujących, biorących udział w przekształceniu kwasu 3-fosfoglicerynowego 
w aldehyd 3-fosfoglicerynowy (40, 51, 99, 101). Ma to szczególne znaczenie 
w przypadku glukoneogenezy z pirogronianu, alaniny, seryny  i asparagi- 
nianu (30, 45, 51). Natomiast przy zastosowaniu jako substra tu  mleczanu, 
dostarczenie równoważników redukujących z mitochondriów do cyto­
plazm y nie jest konieczne (73), ponieważ mogą one być w ytw arzane 
w reakcji utleniania mleczanu, zachodzącej w cytoplazmie. W yniki przed­
staw ione w tablicy 2 wskazują, że po dodaniu kwasu oleinowego do 
w ątroby szczura, poddawanej perfuzji zarówno roztworem  Alaniny i p i­
rogronianu jak i mleczanu, stosunek m leczan/pirogronian, jabłczan/szcza- 
wiooctan i f>-hydroksymaślan/acetooctan znacznie wzrasta. Ze zwiększe­
nia wartości stosunku m leczan/pirogronian można wnioskować o wzroście 
stosunku zred.NAD/NAD w cytoplazmie (39). Natom iast podwyższenie 
stosunku P-hydroksym aślan/acetcoctan świadczy o zwiększeniu ilości 
zred.NAD w m itochondriach (39). Z danych zestawionych w tablicy 2 
(101) wynikałoby* że po dodaniu kwasu oleinowego ilość zred.NAD zwięk­
sza się zarówno w m itochondriach jak i w cytoplazmie, można zatem
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przypuszczać, że równoważniki redukujące, w ytw arzane w m itochondriach 
w w yniku u tlen ian ia  kwasów tłuszczowych, są przenoszone do cytoplazmy. 
Ponieważ błona m itochondrialna jest nieprzepuszczalna dla zred.NAD 
(66) wielu autorów (30, 45, 50, 67, 73, 75, 83, 92, 99, 101, 102) p rzy ­
puszcza, że związkiem dostarczającym  równoważników elektronow ych dla 
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego jest jabłczan. W ykorzy­
styw anie jabłczanu jako związku transportującego z m itochondriów rów ­
noważniki elektronowe do cytoplazm y ma istotne znaczenie również z tego 
względu, że układ: jabłczan-dehydrogenaza jabłczanowa przenosi również 
szczawiooctan z m itochondriów do cytoplazm y (45, 50, 51, 75, 92, 99,
101, 102) (schemat 2B), w której u wielu organizmów jest zlokalizo­
wana karboksylaza fosfopirogronianowa.

Tablica 2

Wpływ kwasu oleinowego na stopień redukcji mitochondrialnego i cytoplazmatycznego NAD
(wg 101)

Kwas oleinowy dodano po 30 min. perfuzji roztworem alaniny i po 60 min. perfuzji roztworem mleczanu lub
pirogronianu

Obecność
kwasu

oleinowego
Substrat

Czas
perfuzji
(min.)

Stosunek

Mleczan
Pirogronian

Jabłczan
Szczawiooctan

ß-hydroksy-
maślan

Acetooctan

— Alanina 60 7,1 ±1,5 33±2 0,38±0,05
+ Alanina 60 15,0±2,0 67 ±8 1,06 ±0,08

Mleczan 90 13,8± 1,2 60,0 ± 7 0,99 ±0,09
■ Mleczan 90 24,6±3,3 122,0 ±  10 3,03 ±0,15

- Pirogronian 90 5,3 ±0,4 59±4 0,37±0,05
+ Pirogronian 90 8,6±0,3 197 ±13 1,13 ±0,09

4. 1 -fosfohydrolaza fruktozo-/,6-dwufosforanu

Regulacja syntezy glukozy na poziomie 2-fosfohydrolazy fruktozo-2,6- 
-dwufosforanu może być wynikiem  albo aktyw owania tego enzymu albo 
hamowania aktywności fosfofruktokinazy. Wiadomo, że obydwa enzymy 
są allosteryczne (102). Fosfohydrolaza fruktozo-I,6-dw ufosforanu jest ha­
mowana przez AMP i FDP, podczas gdy fosfofruktokinazę ham ują ATP
i cytrynian (70, 73), natom iast ak tyw ują FDP, F6P, AMP, ADP i fosfo­
ran  (73).

W obecności kwasu oleinowego (106) zwiększa się poziom AMP, ADP
i cytrynianu a zmniejsza sitężenie ATP. W i l l i a m s  o n  i wsp. (102) 
sugerują, że w tych w arunkach duża szybkość glukoneogenezy nie jest 
wynikiem  aktyw ow ania 2-fosfohydrolazy fruktozo-I,6-dw ufosforanu, lecz
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zahamowania aktywności fosfofruktokinazy. Ważnym poparciem  tej h i­
potezy jest obserwacja, że po dodaniu kwasu oleinowego zwiększa się 
stężenie cytrynianu w cytoplazmie (100).

Podsumowanie

Wpływ utleniania kwasów tłuszczowych na aktywność enzymów glu­
koneogenezy ilustru je  schem at 3.

Cytrynian

Szczawio-
octan

- Fosfoenolo- 
pinogronian

► Kwas 1,3-dwu- 
fosfoglicerynowy

Pyr

Aldehud — 
3-fosfoglice- 
rynowy

- Fruktozo- - 
1,6-dwufosfo- 

ran

- Fruktozo- 
-6-fosforan

Acetylo­
CoA t \ r ~

Alanina Mleczan

| Zred.NAD | NAD+

[ Cytoplazma

| Zred. NAD | Glukoza

| Utlenianie kwasówtłuszczowych}-

Mitochondria

Schemat 3. Regulacja glukoneogenezy przez metabolity wytwarzane w  wyniku  
utleniania kwasów tłuszczowych (wg 102)

Zasadniczymi m etabolitam i przyspieszającym i proces syntezy glukozy 
są acetyloCoA i zred.NAD, których stężenie znacznie w zrasta w w yniku 
utleniania kwasów tłuszczowych (55, 81, 82, 83, 96, 97, 99, 101, 103,
104). AcetyloCoA aktyw uje karboksylazę pirogronianową (7, 38, 90, 101,
102, 103, 106), a redukujące równoważniki zred.NAD zostają przeniesione 
do cytoplazmy i wykorzystane w reakcji przekształcania kwasu 3-fosfo- 
glicerynowego w aldehyd 3-fosfoglicerynowy (30, 40, 45, 50, 51, 67,
73, 75, 83, 92, 99, 101, 102). Przy optym alnym  stężeniu pirogronianu w m i­
tochondriach następuje podwyższenie syntezy szczawiooctanu i cy try ­
nianu (101, 102, 106). W przypadku, gdy szybkość w ytw arzania cy try ­
nianu jest większa niż szybkość jego zużywania w cyklu kwasów tró j-  
karboksylowych, cytrynian przenika do cytoplazmy i powoduje zaha­
m owanie aktywności fosfofruktokinazy, umożliwiając w ten  sposób dzia­
łanie i-fosfohydrolazy fruktozo-2,ć)-dwufosforanu (102). Wzmożone u tle­
nianie kwasów tłuszczowych, związane z przyspieszeniem syntezy glu­
kozy, dostarcza również energii niezbędnej dla przeprowadzenia reakcji 
katalizowanych przez karboksylazę pirogronianową, karboksylazę fosfo- 
pirogronianow ą i kinazę kwasu 3-fosfoglicerynowego.

W regulacji glukoneogenezy szczególną rolę odgrywają horm ony nad­
nercza i trzustki. To zagadnienie będzie przedm iotem  oddzielnego a rty ­
kułu.
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TE R E SA  S Z Y M C Z Y K  * I M A R IA  JACHIM OW ICZ  **

Metabolizm kwasów sialowych, ich prekursorów i pochodnych

Metabolism of Sialic Acids, Their Precursors and Derivatives

Present knowledge of the metabolism of sialic acids in animals and in bacteria 
is given.

Kwasy sialowe stanowią grupę związków cukrowych wywodzących się 
z substancji dotychczas niewyodrębnionej, zwanej kwasem  neuram ino- 
wym. W tablicy 1 podano powszechnie przyjęte wzory oraz nom enklaturę 
pięciu kwasów sialowych: N-glikolilowych lub N-acetylowych pochodnych 
kwasu neuraminowego, z których trzy zaw ierają dodatkowe O-acetylowe 
grupy. Oprócz nich znany jest jeszcze kwas N-glikolilo-8-O -m etyloneura- 
minowy (88a).

Nad ustaleniem  s tru k tu ry  tych związków * pracowali głównie B 1 i x
i wsp. (6— 12), G o t t s c h a l k  (34—36) oraz K 1 e n k i wsp. (44—47). 
Mimo intensyw nie prowadzonych badań budowa tych substancji długo 
pozostała niewyjaśniona, a proponowane wzory ulegały stałym  m odyfi­
kacjom. Ostateczną struk tu rę  kwasu neuram inow ego (tablica 1) ustalono 
po udowodnieniu, że liaza otrzym ana z bakterii (41) w sposób odw racalny 
rozkłada dwa spośród znanych kwasów sialowych na pirogronian i N-ace- 
tylom annozoam inę (24) (schemat 1).

P rzy w yodrębnianiu tej grupy związków z m ateriału  biologicznego 
autorzy nadawali im różne nazwy jak: kwas gynaminowy dla związku 
z mleka ludzkiego (94), kwas laktam inowy — z m leka krowiego (15, 49),

* Dr med., Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa
** Lek. dent., Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa
* Czytelnika, którego interesuje historia odkrycia oraz szczegółowe badania nad 

strukturą kwasów sialowych odsyłamy do artykułu D ż u ł y ń s k i e j  (28).
W ykaz s to so w a n y ch  sk ró tów : B SM  — g lik o p ro te id  g ru c zo łó w  p o d żu ch w o w y c h  w o łu ; ESM  — 

g lik o p r o te id  g r u c z o łó w  p o d żu ch w o w y c h  k on ia ; OSM — g lik o p r o te id  g ru c zo łó w  p o d żu ch w o w y ch  
o w c y ; PSM  — g lik o p r o te id  g r u czo łó w  p o d żu ch w o w y c h  św in i; N A N A  — k w a s  N -a c e ty lo n e u r a -  
m in o w y ; N G N A  — k w a s  N -g lik o lilo n e u r a m in o w y ; G lk -N H 2 — g lu k o zo a m in a ; G al-N H 2 — g a la k -  
to zo a m in a ; F u k  — fu k o za ; A cN H G lk  — a c e ty lo g lu k o z o a m in a ; A cN H G al — a c ety lo g a la k to zo a m in a ;  
A cN H M an — a e ety lo m a n n o zo a m in a ; P E P  — fo s fo e n o lo p iro g r o n ia n ; RDE — agn . r e c e p to r  d e s t r o in g  
e n z y m e  — n eu ra m in id a za .
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kwas hem atam inow y dla związku z krw inek konia (93). Nazwy te dziś 
m ają ty lko  historyczne znaczenie.

K w asy sialowe są związkami szeroko rozpowszechnionymi w przy­
rodzie. W ystępują w kom órkach bak tery jnych  **, gdzie wchodzą w skład

Tablica 2
Zawartość kwasów sialowych w materiale biologicznym

Tkanka Kwas sialowy 
[xmole/100 g*

Literatura

Ślinianka podjęzykowa szczura 1880 86
Tarczyca świnki morskiej 646 87
Substancja szara mózgu wolu 392 ))
Ślinianka podżuchwowa szczura 193 »
Śledziona myszy 164 99

Wątroba wołu 149 99

Żółtko jaja kurzego 136 99

Nadnercze myszy 128 99

Substancja biała mózgu wołu 125 99

Białko jaja kurzego 98 99

Wątroba myszy 97 99

Płyn fizjologiczny

Nasienie byka 600 87
Nasienie ludzkie 268 87
Płyn mózgowo-rdzeniowy człowieka 4,2 87

Płyn mózgowo rdzeniowy człowieka

mg%**

0,14—0,42 13
Mleko kobiece 33,8—140 13
Surowica krwi człowieka 40—60 22

(u młodych) 
60—70 22

(u starszych) 
40—65 14

59 28
78 92

Płyn wysiękowy opłucnowy 2,8—46 13

Łzy człowieka

(zależnie od przy­
czyny)

35,2 17, 85
36,9 63

Mocz człowieka 1,1-3,6% 60
przy sialurii 

9 przy porteinurii 21

* oznaczenia wykonane m etodą tiobarbiturową wg W a r r e n a  (87) 
** oznaczenia wykonane różnymi metodami

** Szczegóły dotyczące występowania kwasów sialowych w  komórkach bakte­
ryjnych oraz ciekawe wyniki wielu prac znajdzie czytelnik w referacie M i k u l a s z -  
k a  (58).
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COOH liaza N-acetyloneura- 
minianowac=o .

I
c h 2
I

H - C -O H  

R -N H -

CHoOH

COOH
I c=o
!

c h 3

kwas pirogronowy

CHO

R - N H - '

CH2OH

N-acetylo-u-m annozoam inaKwas N-acyloneuraminowy 
(NANA lub NGNA)

Schemat 1. Enzymatyczny rozkład i synteza kwasów sialowych

ważnych antygenów komórkowych (2, 3), ponadto są istotnym  składnikiem  
różnych płynów ustrojow ych (93), hormonów (33), śluzów i komórek zwie­
rzęcych (51, 64, 71, 83, 84). Tablica 2 przedstaw ia zawartość kwasów sia­
lowych w różnym m ateriale biologicznym.

Kwasy sialowe w ystępują jako składniki oligo- i polisacharydów oraz 
heteropolim erów — glikoproteidów i glikolipidów. Reprezentatyw ne przy­
kłady tych związków zestawiono w tablicy 3.

I. Metabolizm pochodnych D-mannozoaminy

Choć 2-amino-2-dezoksy-D-mannozę otrzym ał syntetycznie już w 1919 
roku L e v e n e (54), to dopiero w yodrębnienie jej z kwasu neuram inow e- 
go przez C o m b a  i R o s e m a n a  w 1958 roku (23) zainicjowało badania 
nad m etabolizmem  i rolą tej heksozoaminy w biosyntezie, pochodnych 
kwasu neuraminowego. W szystkie dostępne dane wskazują, że pośredni 
metabolizm D -m a n n o zo a m in y  jest ściśle związany z metabolizmem pochod­
nych D -g lu k o zo a m in y .

W 1957 roku C a r d i n i  i L e l o i r  donieśli (18), że ekstrak ty  z w ą­
troby szczura katalizują reakcję przekształcenia UDP-N-acetyloglukozoa- 
m iny w N-acetylogalaktozoaminę. W rok później C o m b  i R o s e m a n  
(23), pow tarzając te  doświadczenia w identycznych w arunkach dowiedli, 
iż powstająca acyloheksozoamina jest N-acetylom annozoam iną, przy czym 
reakcja przebiega następująco:

enzym
UDP-N-acetyloglukozoamina----------> UDP +  N-acetylomannozoamina 1

Enzym katalizujący reakcję 1 jest szeroko rozpowszechniony w tkan ­
kach kręgowców. Oczyszczony około 130 razy, nie wym aga on kofaktorów, 
a reakcja przebiega stechiom etrycznie i nieodwracalnie. Jej w ynikiem  jest 
epim eryzacja grupy acyloaminowej m annozoaminy przy C2 i rozerwanie

http://rcin.org.pl



422 T. SZYM CZYK , M. JACHIM OW ICZ [6]

wiązania przy końcowej reszcie fosforanowej UDP. Z badań kinetycznych 
nad oczyszczonym enzymem wynika, że reakcja zachodzi więcej niż jed- 
nostopniowo, przy czym produktem  pośrednim  byłaby UD P-N-acetylo- 
-mannozoamina. W om awianym  układzie enzym atycznym  nie udało się 
zastąpić UDP-N-acetyloglukozoam iny N-acetyloglukozoaminą czy N-ace- 
tylogalaktozoam iną ani ich ufosforylowanym i na pierwszym  węglu po­
chodnymi.

W wyciągach z Escherichia coli, bakterii znanych z produkcji kwasu 
kolominowego (wielkocząsteczkowego polim eru kwasu N -acetyloneuram i- 
nowego (2, 4), nie udało się wykazać układu enzymatycznego katalizu ją­
cego reakcję 1. Poszukiwania dróg biosyntezy pochodnych mannozoaminy 
u kilku rodzajów bakterii uwieńczone zostały wyosobnieniem enzymu 
katalizującego reakcję 2.

N-acetylo-D-glukozoarr ino-6-P N-acetylo-D-rr annozoarr.ino-6-P 2
Enzym ten  w ystępuje u wielu rodzajów bakterii. Oczyszczone prepa­

ra ty  epim erazy z Aerobacter aerogenes (66, 69) nie wym agają kofaktora
i wykazują wysoką specyficzność w stosunku do substratu. Pow odują one 
em pim eryzację grupy acyloaminowej przy C2 glukozoaminy. M echanizm 
tej reakcji nie jest wyjaśniony, nie wiadomo więc czy form a przejściowa 
jest związkiem typu enoloaminy.

Enzymu tego nie udało się wykazać w wyciągach z tkanek zwierzęcych. 
W ystępująca natom iast u ssaków epimeraza (32), katalizująca reakcję 3 
różni się od baktery jnej nie tylko substratem  (działa na N-glikolilo- lub 
N-acetyloheksozoaminy), ale przede wszystkim  wymaga dużych ilości 
ATP. Rola nukleotydu w tej reakcji nie jest znana. W czasie reakcji nie 
stwierdzono ubytku ATP ani powstawania ADP czy AMP. Usunięcie ATP 
po okresie preinkubacji z enzymem powoduje u tra tę  aktywności. Enzym 
jest wysoce specyficzny w stosunku do ATP. Ze wszystkich badanych 
nukleotydów .jedynie dezoksy-ATP może częściowo zastąpić ATP.

A TP
N-acetylo-D-glukozoamina N-acetyl-D-rr.annozoamina 3

W roku 1961 W a r r e n  i F e l s e n f  e l d  (90) opisali następny enzym 
biorący udział w metabolizmie pochodnych mannozoaminy, zwany kinazą 
N-acetylom annozoam iny i katalizujący reakcję 4:

M g'+
N-acetylo-D-mannozoamina +  A T P ------- > N-acetylo-D-rrannozoamino-6-P +  ADP 4

Kinazę tę znaleziono zarówno w tkankach ssaków jak i u bakterii 
G h o s h  i R o s e m a n  (31) oddzielili ją od innych kinaz obecnych w w ą­
trobie szczura. Działa ona zarówno na N-acetylo- jak  na N-glikoliloman- 
nozoaminę.

W 1964 roku R o s e m a n  (68) doniósł o wyizolowaniu z E. coli K-235 
nowego enzym u — kinazy katalizującej reakcję 5.

N-acet\lorr.annozoamina +  fosfoenolopirogronian -> N-acetylorrannozoamino-
-6-P +  pirogronian 5
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II. Enzymatyczny rozkład kwasów sialowych

W yniki pierwszych enzymatycznych badań nad kwasam i sialowymi 
ogłosili w 1956 roku H e i m e r  i M e y e r  (41). W ykazali oni, że wyciąg 
z Vibrio cholerae rozkłada kwas N-acetyloneuram inowy (NANA) na piro­
gronian i N-acetyloheksozoaminę. Po działaniu oczyszczoną 115 razy liazą 
N -acetyloneuram inianow ą z Clostridium perfringens, C o m b  i R o s e -  
m a n (23) otrzym ali N-acetyloheksozoaminę i zidentyfikowali ją  jako 
N-acetylo-D-mannozoaminę. Wysoko oczyszczony enzym katalizuje reakcję 
przedstaw ioną na schemacie 1. Rozkłada on zarówno NANA jak i kwas 
N-glikoliloneuram inowy (NGNA), przy czym szybkość rozpadu NGNA 
stanowi 65% szybkości rozpadu NANA. Optimum  pH  dla tej reakcji w y­
nosi 7,2, stała Michaelisa — 3,9 X 10_3M, zaś stała równowagi:

(pirogronian) X (N-acetvlomannozoamina) 1
K = -------------------- ---------------------------------------- ---  — -M.

(kwas sialowy) 10

Przy  niskich stężeniach pirogronianu i N-acetylom annozoam iny prze­
biega reakcja rozkładu, a przy w ysok ich— syntezy kwasu sialowego. 
Reakcję tę wykorzystano in vitro do enzymatycznej syntezy znakowanych 
kwasów sialowych, przy czym można uzyskać wydajność reakcji około 
b'zPlo (66). Enzym ten  w ystępuje nie tylko u bakterii, ale jest rozpowszech­
niony w tkankach ssaków (18). Rozmieszczenie liazy N -acetyloneuram i- 
nianowej w tkankach zwierzęcych przedstaw iono w tablicy 4.

Oczyszczony enzym z nerki w ieprza (66) w ykazuje wszystkie cechy ty ­
powe dla enzymu z bakterii, między innym i wysoką specyficzność wzglę­
dem kwasu N -acetyloneuram inowego i N-glikoliloneuram inowego oraz 
pirogronianu i N-acetylomannozoaminy. Kwasu N -acetyloneuram inowego 
nie można zastąpić kwasem N-O-diacetyloneuram inow ym . Fosfoenolopi- 
rogronian nie zastępuje pirogronianu, a glukozoamina, mannozoamina, 
galaktozoam ina ani ich estry fosforanowe czy acetylowe nie zastępują 
N-acetylomannozoaminy. Enzymu tego nie udało się wykazać w tkankach 
produkujących mucynę, heteropolim er zaw ierający duże ilości kwasu 
sialowego (24). Z tego powodu przyjęto, iż enzym ten bierze udział raczej 
w rozkładzie niż w biosyntezie kwasów sialowych. Z tego też względu 
nazwa system atyczna (30) brzmi: pirogroniano-liaza-N -acetyloneuram i- 
nianu (EC 4.1.3.3.).

III. Enzymatyczna synteza kwasów sialowych

W roku 1961 W a r r e n  i F e l s e n f e l d  (89) stwierdzili, że dwie frak ­
cje białkowe, otrzym ane z oczyszczonego od liazy N -acetyloneuram iniano- 
w ej wyciągu z w ątroby szczura, po inkubacji z N-acetylom annozoam iną
i fosfoenolopirogronianem w ytw arzają duże ilości kwasu sialowego, który

http://rcin.org.pl
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po w ykrystalizow aniu zidentyfikowano jako kwas N -acetylo-neuram ino- 
wy. Reakcja syntezy zachodzi tylko w obecności jonów magnezu i ATP. 
NAD i NADP przyspieszają reakcję, lecz nie są konieczne do jej przebiegu.

Po nieudanych próbach wykazania w gruczole podżuchwowym syntezy 
kwasu sialowego przy współudziale liazy N -acetyloneuram inianow ej 
R o s e m a n  i wsp. (55, 70) w ykryli w tym  narządzie inny enzym kata li­
zujący reakcję, której produktem  jest ester 9-fosforanowy kwasu sialo­
wego (reakcja 6).

Mg,+
N-acetylo-D-mannozoamino-6-P +  fosfoenolopirogronian------- ► kwas 9-fosfo-N-

-acetyloneuraminowy +  Pi 6

Obecność syntetazy kwasu 9-fosfoacetyloneuram inowego w gruczołach 
podżuchwowych potw ierdzili W a r r e n  i F e l s e n f  e l d  (90).

W yodrębnienie wolnego kwasu N-acetyloneuram inowego w skazuje na 
istnienie fosfatazy katalizującej reakcję:

* fosfataza
Kwas 9-fosfo-N-acetyloneuraminowy ----------- -—► kwas N-acetyloneuraminowy +  Pi 7

Nie udało się jednak do tej pory oddzielić aktywności fosfatazowej od 
syntetazy.

IV. Enzymatyczna synteza kwasów cytydyno-5'-monofosfo-sialowych

Od czasu odkrycia przez L e l o i r a  (53) w ekstraktach z drożdży 
urydynodwufosfoglukozy ciągle zwiększa się liczba różnorodnych pochod­
nych nukleotydowych cukrów, wyodrębnionych z naturalnych źródeł (43). 
Syntezę nukleotydocukrów katalizują enzymy należące do grupy transfe- 
raz. Enzymy te przenoszą grupę nukleotydową z nukleozydotrójfosforanu 
na fosforan cukru wg ogólnej reakcji opisanej po raz pierwszy przez 
M u n c h - P e t e r s e n a  i wsp. (61) (reakcja 8).

Nukleozydotrójfosforan +  heksozo-2-fosforan <=* nukleozydodwufosfoheksoza +
pirofosforan nieorganiczny 8

Dotychczas jedynie reakcja biosyntezy nukleotydu kwasu sialowego 
odbiega od powszechnego schem atu Petersena, gdyż zam iast dwufosfo- 
-nukleozydowej pochodnej pow staje monofosfoęukleozydowa pochodna 
kwasu sialowego (reakcja 9).

CTP +  NANA -*• CMP-NANA +  PP 9

Grupa nukleotydową z nukleozydotrójfosforanu jest przenoszona na 
kwas sialowy, a nie jego fosforanową pochodną. Reakcja ta przebiega 
jednoetapowo i polega na przeniesieniu reszty CMP na półacetalową, hy­
droksylową grupę przy C2 kwasu sialowego.-

4 P o stęp y  B io ch em ii http://rcin.org.pl
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,COCT

X OH

o  H - —H

R—NH— +  CTP

c h 2o h

Kwas sialowy

O

Mr2+

PP

H-

1 COCT O
1 /  t
c — o ----- P —o —c h 2

i
-H °

Cy tozyna

R—NH-

.o<

CHoOtf

Kwas cytydyno-5'—monofosfo-sialowy

Schemat 2. Enzymatyczna synteza kwasów CMP-sialowych
R = C H 2OHCO — k w a s  N -g lik o li lo n e u ia m in o w y , R = C H 3CO — k w a s  a c e ty lo n e u r a m in o w y

Syntezę aktyw nych kwasów sialowych CMP-NANA i CMP-NGNA 
przedstaw ia schem at 2. W roku 1962 R o s  e m a n  (67) wyizolował enzym 
katalizujący tę reakcję ze ślinianki podżuchwowej świni. Oczyszczona 30 
razy transferaza działa zarówno na kwas N -acetyloneuram inow y jak i na 
kwas N-glikoliloneuram inowy. Enzym w ykazuje wysoką specyficzność 
względem CTP. W ydajność reakcji z innym i nukleotydam i, ATP, GTP, 
UTP, ITP, ADP, GDP, UDP, wynosi zaledwie 1'% wydajności reakcji z CTP. 
Enzym trac i aktyw ność przy braku jonów Mg2+. A utorom  nie udało się 
otrzym ać frakcji specyficznej tylko w stosunku do kwasu N -acetyloneura- 
minowego lub N-glikoliloneuraminowego. Zagadnienie czy syntezę CMP- 
-NANA i CMP-NGNA katalizuje jeden czy dwa enzymy pozostaje dalej 
otwarte.

S truk tu rę  kwasu CM P-sialowego (schemat 2) ustalono na podstawie 
następujących danych. Ilości moli cytozyny, fosforu całkowitego i NANA 
(lub NGNA) w  związku w ystępują w stosunku 1,00:1,01:0,96. Związek 
jest niew rażliw y na działanie liazy N-acetyloneuram inianow ej, 5’-nukleo- 
tydazy, hydroksylam iny przy różnych wartościach pH  i borowodorku sodu. 
Badania skręcalności optycznej wykazały, że a | dla CMP-NANA zsynte- 
tyzowanego przez enzym wynosi — 9,9°, a dla CMP-NANA wyodrębnio­
nego z bak terii — 9,8°. Po doprowadzeniu pH  roztworów do 1,5, wartość 
skręcalności zmienia się w obu przypadkach na — 1,0°. A ktyw ne kwasy 
sialowe (CMP-NANA) ulegają całkowitej hydrolizie w  pH  1,0 i w tem pe­
ratu rze  pokojowej już w czasie 10 m inut. Wśród powstałych produktów 
jeden jest w rażliw y na utlenianie nad jodanem  oraz rozkładany przez 
5’-nukleotydazę. Przy użyciu chrom atografii i elektroforezy stwierdzono, 
że jest to  5'-CMP. Pozostałe dwa związki rozdzielono za pomocą chro­
m atografii bibułowej (88) i stwierdzono, że ulegają one rozkładowi przez 
liazę N -acetyloneuram inianow ą na pirogronian i N-acetylo-D-mannozo- 
amine.

http://rcin.org.pl
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Wyżej omówione właściwości oraz konfiguracja kwasów CM P-sialo- 
wych, otrzym anych w w yniku syntezy enzymatycznej przez R o s e m a n a  
(67), są identyczne z własnościami kwasów CM P-sialowych z E. coli (25).

Obecność enzymu syntetyzującego aktyw ny kwas sialowy (CMP- 
-NANA) wykazano w gruczole podżuchwowym owcy, w gruczole p ier­
siowym szczura, w wątrobie, gruczole podżuchwowym i błonie śluzowej 
jelita  wieprza oraz w wyciągach z E. coli K-235 (wg 66).

V. Enzym rozkładający CMP-NANA

W 1967 roku S h o y a b  i B a c h h a w a t  (78, 79) przedstaw ili do­
wody występowania enzym u rozkładającego CMP-NANA. Około 170 razy 
oczyszczony enzym z w ątroby owcy w ykazuje optim um  działania w pH ~  
~  9. Obecność m etali nie jest konieczna, ale jony Mn2+ i Mg2+ zwiększa­
ją aktyw ność enzymu. Enzym jest całkowicie ham owany przez EDTA, 
a dodanie Mn2+ przyw raca jego aktywność. W nieobecności jonów Mn2+ 
związki tiolowe (cysteina, glutation) ham ują reakcję. W obecności Mn2+ 
hamowanie jest mniejsze. Enzym w tem peraturze 18° i 0° jest trw ały  
przez miesiąc. Reakcję ham ują nukleotydy mono-, dw u- i trój fosforano­
we. Całkowite zahamowanie osiągano przy stężeniu 0,5mM ATP. W artość 
K m wynosi 1X10~4M. Stechiom etria reakcji w ykazuje powstawanie 1 mola 
NANA, 1 mola cytydyny i 1 mola P 4 przy ubytku 1 mola CMP-NANA.

Na podstawie przeprowadzonych badań autorzy przedstaw iają trzy 
m echanizmy, według których może przebiegać enzym atyczny rozkład 
CMP-NANA:

A) CMP-NANA -»■ cytydyna +  NANA +  Pi 10

B) CMP-NANA ->■ cytydyna-l- NANA-2-fosforan l la

N A N A-2-f osforan -> NANA +  Pi llb

C) CMP-NANA -> CMP +  NANA 12a

CMP -> cytydyna +  Pi 12b

Obecność enzymu rozkładającego CMP-NANA wykazano (79) w wielu 
tkankach szczura (nerka, wątroba, śledziona, chrząstka, jelito, płuca, ser­
ce, mózg, m ięśnie szkieletowe). Badania nad lokalizacją podkomórkową 
wykazały najw iększą aktyw ność enzymu w jądrach i m itochondriach. F i­
zjologiczna rola tego enzymu nie jest obecnie znana. Prawdopodobnie 
pełni on rolę regulatora syntezy kwasów sialowych i związków zaw iera­
jących NANA.

4* http://rcin.org.pl
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VI. Regulacja poziomu kwasów sialowych w komórce

Poziom aktyw nego kwasu sialowego w komórce regulow any jest na 
zasadzie sprzężenia zwrotnego (48): CMP-NANA ham uje powstawanie 
swego prekursora tzn. N-acetylom annozoam ino-6-P z U D P-N -acetylo- 
glukozoaminy, a UDP-N-acetyloglukozoam ina ham uje powstawanie glu- 
kozoamino-6-P  z G -6-P (schemat 3).

Glk-NHZ Ac Co A
A c -N H -G lk -6 -P

ATP 

Glutamina

Glk-NH2- 6 - P

Fruktozo -  6— P

CMP-NANA

CTP

NANA 

P ^
NANA-9-P

UDP-Ac -N H —GIk

Ac — NH— Man 

y ^ A T P  
A c -N H — M a n -6 -P

Fosfoenolopinogronian

Schemat 3. Regulacja poprzez sprzężenie zwrotne poziomu kwasów sialowych i ich 
prekursorów w komórce wg K o r n f e l d a  i wsp. (48)

=> h a m o w a n ie  pop rzez  sp rzę żen ie  z w ro tn e

Ponadto poziom kwasu sialowego jest uzależniony od aktyw ności omó­
wionych w poprzednim rozdziale dwóch enzymów w arunkujących syn­
tezę i degradację CMP-NANA (77). W pływ wieku na aktywność obu 
tych enzymów oraz na stężenie związanego kwasu sialowego w w ątrobie 
płodu oraz rosnących i dorosłych szczurów badali S h o y a b  i B a c h -  
h a w a t (79). Oba enzymy w ystępują w wątrobie płodu szczura, lecz w y­
kazują bardzo niską aktywność. Aktywność enzymu syntetyzującego 
CMP-NANA osiąga szczyt w 85 dniu życia, po czym spada (rysunek 1). 
Enzym degradujący CMP-NANA osiąga m aksim um  aktywności w 45 
dniu życia. Aktywność m aksym alna utrzym uje się do 85 dnia życia, po 
czym maleje. Stężenie kwasu sialowego związanego z białkiem  w zrasta 
gwałtownie po urodzeniu osiągając m aksim um  między 1-szym i 5-tym  
dniem, po czym spada stopniowo podczas rozwoju (rysunek 2).

Zwiększanie się przez długi czas po urodzeniu aktywności obu enzy­
mów w arunkujących poziom CMP-NANA wskazywałoby na ich udział 
przede wszystkim  w procesie dojrzewania w ątroby szczura (79).

http://rcin.org.pl
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0 10 20 30 50 70 90 140 190 
Wiek pfodu (dni)

Rys. 1. Wpływ wieku na aktywność enzymów warunkujących syntezę i degradację 
CMP-NANA w wątrobie płodu oraz rosnących i dorosłych szczurów wg S h o y a b

i B a c h h a w a t  (79)
A k ty w n o ść  sp e cy f icz n a : sy n te ta z y  C M P-N A N A  O ----- O  m |xm ole/m g b ia łk a , A----- A um ole/g  tk a n k i
m ok rej en zy m u  r o zk ła d a ją ceg o  C M P -N A N A , O --------O  m u m ole /m g  b ia łk a , A --------A ^ m ole/g

tk a n k i m ok rej

Rys. 2. Wpływ wieku na stężenie związanego kwasu sialowego w  wątrobie płodu 
oraz rosnących i dorosłych szczurów (79)

S tęż e n ie  z w ią za n eg o  k w a su  s ia lo w e g o  O ------O u m ole/g  m ok rej tk a n k i, $ -----9  ng/m g b ia łk a

VII. Biosynteza N-acetylowych, O-acetylowych i N-glikolilowych  
pochodnych kwasu neuraminowego

Do roku 1969 nie znane było pochodzenie grup O-acetylowych i N-gli­
kolilowych w kwasach sialowych. Dopiero S c h a u e r  i wsp.* (74, 76), 
inkubując skraw ki podżuchwowej ślinianki bydlęcej z 14C-octanem, w y­
kazali wbudowywanie 14C do N - i O-acetylowych grup kwasu neuram i­
nowego.

http://rcin.org.pl
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Ci sami badacze (76), inkubując skraw ki gruczołu z jednolicie znako­
waną 14C L-seryną lub 3-hydroksypirogroniianem znakowanym  na C2 w y­
kluczyli ich udział jako prekursorów  grupy N-glikolilowej kw asu N-gli- 
koliloneuraminowego. W ykazali natom iast, że octan, N-acetylom annozo- 
amina i N-acetyloneuram inow y kwas, znakowane 14C na pierw szym  ato ­
mie węgla, były m etabolizowane do N-glikoliloneuram inowego kwasu.

W 1970 roku S c  h a  u e r  (73) wykazał hydroksylację kw asu N -acety­
loneuraminowego do kwasu N-glikoliloneuram inowego przez oksygenazę 
hydroksylującą, obecną w supernatancie 120 000 g z hom ogenatu ślinianki 
podżuchwowej wieprza. Substrat (NANA) może być dodany do m ieszaniny 
inkubacyjnej lub zsyntetyzow any in situ  przez kondensację N -acetylo­
mannozoaminy i fosfoenolopirogronianu. Tlen oraz askorbinian (lub 
zred.NADP) są niezbędne do przeprowadzenia reakcji (reakcja 13).

Kwas N-acetyloneuraminowy +  0 2+askorbinian (lub zred.NADP)->

-> kwas N-glikoliloneuraminowy +  zredukowany askorbinian (lub NADP) +  H20  13

Zgodnie z zasadami M iędzynarodowej Komisji do spraw  N om enkla­
tu ry  i K lasyfikacji Enzymów, enzym należy do klasy oksydoreduktaz, 
grupy hydroksylaz EC 1.14.1 lub 1.14.2 (30).

VIII. Rola CMP-NANA w procesach transglikozylacji

Pow stały w komórkach aktyw ny kwas sialowy, CMP-NANA, jest p re ­
kursorem  w syntezie oligosacharydów, polisacharydów oraz heteropoli- 
merów jak glikolipidy i glikoproteidy.

Pierw sze doniesienie o udziale CMP-NANA w biosyntezie polisacha­
rydu pochodzi z 1963 roku, kiedy to A m i n o f f  i wsp. (1) w częściowo 
oczyszczonych wyciągach z E. coli K235 znaleźli układ enzym atyczny 
(zawarty w osadzie po w irow aniu hom ogenatu w  100 000 g) w łączający 
znakowany NANA z CMP-NANA w polim er zwany kwasem kolominowym 
(reakcja 14).

CMP-NANA +  primer (kwas kolominowy) .s ali otr — ĵ was kolominowy-
, -N A N A  +  CMP 14

W 1964 roku C a r  1 s o n i wsp. (20) donieśli o w yodrębnieniu trans- 
ferazy sialilowej z gruczołu mlecznego szczura. Enzym ten  katalizuje 
przeniesienie reszty kwasu N-acetyloneuram inowego z CMP-NANA na 
laktozę z utworzeniem  sialilo(2-3)laktozy (reakcja 15).

CMP-NANA +  laktoza sialllotransferaza .̂ sjalilo(2-3)laktoza +  CMP 15

Ci sami badacze w gruczołach podżuchwowych owcy w ykazali obecność 
enzymu przenoszącego NANA na w yodrębniony glikoproteid (reakcja

http://rcin.org.pl
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16), w którym  po potraktow aniu neuram inidazą odsłonięto reszty N-ace- 
tylogalaktozoam inowe

c  i o l  j 1 o  c f p r a 7 a

CMP-NANA +  akceptor ----------------------glikoproteid +  CMP 16
i

[ glikoproteid 1 AcNHGal
i 4

AcNHGal J NANA

Enzym podobnego typu uzyskano z siary kozy (5). Bierze on udział 
w przenoszeniu kwasu sialowego z jego pochodnej cy ty dynom onofosfo- 
ranowej na glikoproteidy zawierające galaktozę jako końcową resztę. Rolę 
transferazy sialilowej potwierdzili również O’ B r i e n i wsp. (62), k tó ­
rzy w 1966 roku opisali enzymy zdolne do przenoszenia reszty NANA 
z CMP-NANA na endogenne białkowe akceptory we frakcji m ikroso- 
malnej w ątroby szczura.

W roku 1967 S p i r o  i S p i r o  (82) uzyskali z gruczołu tarczyco­
wego częściowo oczyszczone p repara ty  transferazy sialilowej i galakto- 
zylowej i oznaczyli ich aktywność względem różnych substratów .

Najlepszym akceptorem  dla reszty NANA, przenoszonej przez siali- 
lotransferazę z CMP-NANA, są uzyskane z tyreoglobuliny i fetu iny 
glikopeptydy i glikoproteidy z galaktozą w pozycji końcowej. Gliko- 
peptydy i glikoproteidy nie zawierające reszty galaktozy nie wiążą reszty 
sialilowej. Enzym jest również n ieaktyw ny w stosunku do wolnej ga­
laktozy.

IX. Neuraminidazy (sialidazy)

We wszystkich dotychczas poznanych związkach kwas sialowy zaj­
m uje pozycję końcową łącząc się wiązaniem  a-ketozydowym  z galaktozą, 
N-acetylogalaktozoaminą lub cząsteczką drugiego kwasu sialowego. W y­
odrębniono trzy  typy wiązania a-ketozydowego z udziałem NANA.
1) Pierw szy typ wiązania to połączenie kwasu sialowego poprzez C2 

z grupą hydroksylową galaktozy. W wiązaniu tym  może brać udział 
grupa -OH przy C3 galaktozy. Takie wiązanie spotykam y we w szyst­
kich gangliozydach (43), licznych glikoproteidach (65) i w niektórych 
sialilolaktozach (50). O a-ketozydowych wiązaniach utworzonych przez 
grupę hydroksylową C6 galaktozy w ystępujących w sialilolaktozach 
donosili S c h n e i r t  i R a f e l s o n  (75).

2) Drugi typ wiązania a-ketozydowego kwasu sialowego to połączenie 
z N-acetylogalaktozoam iną poprzez grupę hydroksylową przy C3 lub 
C6 tego am inocukru. W iązanie to w ystępuje w m ucynie gruczołu pod- 
żuchwowego (37) i niektórych glikoproteidach (65).

3) Trzeci typ spotykam y w niektórych bogatych w kwas sialowy ganglio­
zydach oraz w  kwasie kolominowym (polimerze NANA) w ystępującym
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w E. coli (57); to związanie a-ketozydowe utworzone jest m iędzy dwie­
ma cząsteczkami NANA w pozycji (2—8).

a-Ketozydowe wiązanie kwasu sialowego (wszystkich znanych typów) 
w rażliw e jest na kwas. Całkowity rozkład hydrolityczny tego wiązania 
uzyskuje się w 0,1N H2S 0 4 w tem peraturze 80° w  czasie 60 m inut (87). 
W iązanie to  rozkładane jest przez specyficzny enzym N -acetyloneuram i- 
nyloglikohydralazę (EC3.2.1.18) zwaną potocznie neuram inidazą lub sia- 
lidazą (38).

Enzym ten  został w ykryty  przez B u r n e t a  i S t o n e  (16) w 1946 
roku w przesączach z hodowli Vibrio cholerae — jako enzym niszczący 
receptor otoczki erytrocytów  (ang. receptor destroying enzyme,  RDE).

Dalsze badania wykazały szerokie rozpowszechnienie tego enzymu. 
W ystępuje on zarówno w w irusach grypy (56), w bakteriach: przecin­
kowcach cholery azjatyckiej, laseczkach zgorzeli gazowej, dwoinkach

Glutamina

Schemat 4. Pośredni metabolizm kwasów sialowych i ich prekursorów od glukozy 
do aktywnych kwasów sialowych (Roseman (66) — modyfikacja)

L in ia m i p rzery w a n y m i (-------- ) za zn a cz o n o  r ea k cje  p r z eb ieg a ją ce  ty lk o  u  b a k ter ii
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zapalenia płuc, przecinkowcu a-hem olizującym  (52) jak i w tkankach 
i płynach ustrojow ych (91) zwierząt, w erytrocytach i trom bocytach krw i 
ludzkiej, w osoczu bydlęcym, w mózgu człowieka i świni. S a n d n o f f  
i J a t z k e w i t z  (72) znaleźli ten  enzym we frakcji lisozomalnej-mi- 
tochondrialnej.

Krystaliczny, elektroforetycznie jednorodny p reparat neuram inidazy 
z Vibrio cholerae (59) ma ciężar cząsteczkowy 8000. Enzym traci ak tyw ­
ność pod wpływem  wersenianu. Dodatek jonów Cu2+ lub Mn2+ przy­
wraca aktywność. Stała Michaelisa wynosi 2X 10~4M. Odczepienie kwasu 
neuram inow ego od erytrocytów  przebiega najszybciej w  pH 6,4—6,5. 
Enzym z Vibrio cholerae (27) rozkłada zarówno wiązania a-ketozydowe 
(2-3) jak  i (2-6), podczas gdy neuram iniadaza w irusow a (27) rozkłada 
tylko wiązanie (2-3). W ytw arzanie neuram inidazy w hodowlach z Vibro- 
cholerae zwiększa się 100-krotnie w obecności sialilolaktozy. Również 
sam kwas sialowy działa pobudzająco. Ham ująco działa natom iast N-ace- 
tylomannozoamina.

Celem niniejszego artyku łu  było omówienie głównych kierunków  pro­
wadzonych badań oraz podkreślenie dotychczasowych osiągnięć, których 
podsumowaniem  jest schem at 4, przedstaw iający m etabolizm  pochod­
nych kwasu neuram inowego od glukozy do aktyw nych kwasów sialowych. 
Uwzględnia on odmienną drogę biosyntezy kwasu sialowego u bakterii 
i zwierząt. Choć przedstaw ione dane pozwoliły na zarysowanie ogólnego 
szlaku przem ian, to nadal wiele in trygujących zagadnień pozostaje do 
rozwiązania. Szczególnie interesująca i ważna rola biologiczna kwasu 
sialowego będzie przedm iotem  następnego artykułu.
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M A R IA  WOJCIECHOWICZ *

Liaza pektynianowa 

Pectate Lyase

The review of present knowledge of pectate lyase is given.

Pektyna jest polimerem reszt kwasu a-D-galakturonowego, częściowo 
zestryfikowanych alkoholem metylowym, połączonych ze sobą wiązaniem  
-a-i,4-glikozydowym  i tworzących łańcuchy o różnej długości (I).

I

Do niedaw na enzymy pektynolityczne zaliczano do hydrolaz. W grupie 
tej w yróżniano glikanohydrolazę poli-a-I,4-galakturonidu (EC 3.2.1.15), 
nazywaną potocznie poligalakturonazą, oraz pektylohydrolazę pektyn  
(EC 3.1.1.11), o potocznej nazwie pektynoesteraza. Pierw szy enzym ka ta li­
zuje hydrolizę wiązania 1,4-glikozydowego w  pektynie, kwasie pektyno­
wym, pektowym  i w oligogalakturonidach. Drugi enzym katalizuje rozpad 
wiązania estrowego w cząsteczce pektyny i kwasu pektynowego z u tw o­
rzeniem  w niej wolnych grup karboksylowych i wydzieleniem  m etanolu. 
Do hydrolaz pektynolitycznych zalicza się enzymy o różnej specyficzności 
substratow ej i różnej swoistości działania, co jest przedm iotem  licznych 
opracowań monograficznych i przeglądowych (12, 21, 23, 24, 25, 55). 
W ostatnim  dziesięcioleciu nagrom adziło się wiele danych o enzymie 
pektynolitycznym  innego rodzaju, katalizującym  rozkład cząsteczki pek­
tyny z usunięciem  atom u wodoru i wytw orzeniem  podwójnego wiązania

* Dr, Instytut Fizjologii i Żywienia Zwierząt, Polska Akademia Nauk, Jabłonna 
k/Warszawy

Wykaz stosowanych skrótów: PTE — liaza rozszczepiająca pektynę, PATE — 
liaza rozszczepiająca kwas poligalakturonowy, EDTA — etylenodwuaminocztero- 
octan, TBA — kwas tiobarbiturowy, -CHO — grupa aldehydowa.
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(4, 7). Enzym ten nazwano liazą poli-a-I,4-D~galakturonidu (EC 4.2.99.3) 
(nazwa potoczna — liaza pektynianowa).

Rozkład pektyn  z w ytw orzeniem  nienasyconych produktów po raz 
pierwszy zaobserwowali A l b e r s h e i m ,  N e u k o m ,  D e u e l  (3) pod­
czas ogrzewania pektyny w środowisku zbuforowanym  o pH  6, 8 oraz 
alkalicznym  w podwyższonej tem peraturze (90°). Podatność cząsteczki 
pektyny na tego rodzaju chemiczną degradację uw arunkow ana jest stop­
niem  zestryfikowania łańcucha. Wiązanie glikozydowe w pozycji ¡3 do 
zestryfikowanej grupy karboksylowej w łańcuchu pektyny rozrywa się 
w w yniku P-dealkoksylacji, przy czym wodór przy atomie węgla 5 zostaje 
usunięty z wytw orzeniem  nienasyconego wiązania między atom ami węgli
4 i 5 (schemat 1) (40, 50, 54). Taka reakcja (transelim inacji) może zacho­
dzić wówczas, gdy eliminowane podstaw niki znajdują się względem siebie 
w położeniu trans i są aksjalne (3). K onform acja kwasu galakturonowego 
odpowiada tym  stereochem icznym  wymaganiom. Pierścień piranozowy 
-a-D-galakturonowego kwasu w ystępuje w form ie krzesłowej Cl, na jbar­
dziej trw ałej konform acji -a-D-galaktozy (47), a  wodór przy C5 i reszta 
glikozydowa przy C4 są w położeniu trans (II).

Schemat 1. Alkaliczna degradacja łańcucha pektynowego (wg 40)

Kwas pektowy, nie zaw ierający grup estrowych, jest całkowicie od­
porny na alkaliczną degradację. Ci sami badacze stw ierdzili podobny 
mechanizm działania handlowego prepara tu  enzymatycznego Pectinol 
R-10 (4) na pektynę.
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Nieco wcześniej podobny mechanizm rozkładu kwasu hialuronowego 
przez liazę hialuronianową z bakterii Staphylococcus aureus i Cl. welchii 
typ II podali L i n k e r ,  M e y e r ,  H o f f m a n  (26). W w yniku reakcji 
pow staje dwucukrowiec (III), złożony z kwasu A-4,5-D-glukopiranuro- 
nowego, połączonego wiązaniem  glikozydowym (l->3) z N-acetylo-2-am i- 
no-D-glukopiranozą. W odróżnieniu od podstawowego dwucukrowca po­
lim eru, związek ten  zawiera podwójne wiązanie.

W okresie 1960— 1970 w ykryto, że enzymy pektynolityczne wyższych roś­
lin, grzybów i bakterii mogą katalizować reakcję transelim inacji i że 
w  w ielu przypadkach rozkład pektyn, przypisyw any działaniu hydrolaz, 
był spowodowany w istocie działaniem  liazy pektynianow ej (6, 8, 9, 30). 
D e a n  i W o o d  (10) wykazali, że rozkład (maceracja) tkanki ziemniaka 
przez wyciąg z Erwinia aroideae zachodzi pod wpływem  liazy, a nie, jak 
sądzono wcześniej, poligalakturonazy. Również enzym z wyciągu Sclero­
tinia jructigena  i P yth ium  ultim um  przez niektórych badaczy nazywany 
jest enzymem m acerującym  i utożsam iany z liazą pektynianow ą (8, 9.
30).

W w yniku działania hydrolaz i liaz pektynianow ych powstają od­
m ienne produkty. P r e i s s  i A s h w e l l  (45) w ykryli u P s e u d o -  
m  o n a s z gleby oba enzymy i oznaczyli końcowe produkty  ich dzia­
łania na kwas poligalakturonow y (schemat 2).

I. Wytwarzanie liazy pektynianowej przez drobnoustroje

Na produkcję enzymu przez drobnoustroje duży w pływ  w yw ierają 
w arunk i środowiska. U Bacillus poły m y  xa  liaza w ytw arza się podczas 
eksponencjalnej fazy w zrostu komórek, o ile w podłożu znajduje się pek­
tyna, kwas pektow y lub kwas galakturonow y (34, 35). Glukoza i galaktoza 
nie wyw ołują w ytw arzania enzymu, podobnie jak u Erwinia carotovora 
EC 153 (48). S t a r r  i N a s u n o  (49) stw ierdzili w ytw arzanie się liazy 
u bakterii rodzaju Xanthomonas  na podłożu z pektyną, ale niektóre szcze­
py  tych bak terii w ytw arzają nieznaczne ilości liazy podczas wzrostu na 
podłożu z glukozą. W śród szczepów Pseudomonas marginalis, w ytw arza­
jących liazę na podłożu z pektyną lub kwasem  poligalakturonow ym , w y­
kry to  szczep PM  171 w ytw arzający liazę na podłożu z glukozą (37). H s u

http://rcin.org.pl



440 M. W OJCIECHOW ICZ [4]

COOH OH COOH OH

COOH

—O

Hydrolaza

OH
I

HC —

+ HCOH
I

HOCH
I

HOCH
I

H C -----

OH
I

HC —

COOH 

Kwas galakturonowy

HCOH
I I

HOCH O
I

CH

! Liaza  
I pekiynianowa

+

OH

O—

COOH

COOH
I t
CHO
I

HCOH
I

HOCH
I
CH,
I
c = o
I
COOH

Kwas 4-dezoksy-5 -ke io -uranowy

Schemat 2. Enzymatyczna degradacja kwasu poligalakturonowego (wg 45)

i V a u g h n (22) stw ierdzili w ytw arzanie liazy konstytutyw nej u Aero- 
monas liquejaciens niezależnie od źródła węgla w podłożu, ham ow ane 
przez produkty rozkładu substratu . Ponadto wyhodowali oni m utan ta  
szczepu A. liquejaciens Go-6, u którego nadm iar substra tu  nie hamował 
produkcji liazy. Clostridium multifermentans  (27) w ytw arza liazę rosnąc 
na pożywkach z pektyną, kwasem poligalakturonow ym  i niższymi oligo- 
galakturonidam i, a ilość liazy jest tym  większa, im dłuższy jest łańcuch 
oligogalakturonidu. Liaza nie powstaje w kom órkach hodowanych na glu­
kozie i galaktozie, a glukoza staje się represorem  liazy, gdy znajduje się 
w podłożu razem z kwasem poligalakturonow ym  (27, 28). Metaboliczną 
regulację liazy u Erwinia  badali M o r a n  i S t a r r  (29), wiele uwagi po­
święcając ustaleniu miejsca jej biosyntezy. M c N i c o l  i B a k e r  (31) 
w ykryli ostatnio liazy pektynianow e w  preparacie enzymatycznym  z Baci­
llus sphaericus, rozkładające antygen-Vi. A ntygen Vi z Escherichia inter­
medium, szczep 481, jest s truk tu ra ln ie  podobny do substancji pektynowych.
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W ostatnich latach stwierdzono, że substancje pektynow e mogą być 
rozkładane na nienasycone jednostki galakturonow e nie tylko przez bak­
terie (27, 28, 34, 41, 42), ale i przez grzyby saprofityczne i chorobotwórcze 
roślin (6, 13, 15, 16, 17, 18, 30). In vivo, kiedy pH  zakażonej tkanki roślin­
nej w zrasta, jej głównym  enzymem pektynolitycznym  jest liaza. H a n ­
c o c k  (16) badał wpływ pH na produkcję liazy przez Colletotrichum  
trifolii, in vivo  i in vitro. Rhizoctonia solani produkuje liazę (6, 46). 
U Aspergillus fonsecaeus hodowanego na pektynie w ytw arza się znacznie 
więcej poligalakturonazy niż liazy, a ilość jej zależy od czasu trw ania 
hodowli (13).

II. Właściwości liazy pektynianowej

1. Swoistość w  stosunku do substratu

Liaza z grzybów i roślin wyższych katalizuje przede w szystkim  rozkład 
pektyny i w skrócie w  literaturze obcej oznaczana jest symbolem PTE 
(ang. pectin-transeliminase). Niekiedy w grzybach w ystępuje liaza roz­
kładająca lepiej kwas poligalakturonow y, o wyższym pH  optymalnego 
działania, zbliżonym do optym alnego pH  liazy baktery jnej (6, 17, 44). 
Liaza bak tery jna również katalizuje rozkład kwasu poligalakturonowego 
i oznaczana jest symbolem PATE (ang. pólygalacturonic-acid-transelimi- 
nase). Liaza bak tery jna  może powodować częściowy rozkład pektyny, przy 
czym rozbiciu ulegają jedynie fragm enty  pektyny z wolnym i grupam i 
karboksylowym i; pektyny całkowicie zestryfikowanej liaza bak tery jna nie 
rozkłada (38). Często liazie tow arzyszy pektyno-esteraza, k tóra deestryfi- 
kując pektynę przygotow uje substrat do działania PATE (27).

2. Optimum p H  i temperatury

Liazy pektynianow e w ykazują dużą zależność szybkości reakcji od pH. 
PTE w ykazuje optym alne działanie przy pH  5,2 (2, 13, 15). W yjątkiem  są: 
PTE u Sćlerotinia fructigena  (9), u którego w ystępują dwa izoenzymy
o optym alnym  pH  działania 7,3 i 8,3 oraz PTE u Aspergillus fonsecaeus
(13), o optim um  działania w pH  5,2 oraz w obszarze alkalicznym, zwłasz­
cza w  obecności jonów wapnia. PATE w ykazuje optym alne działanie w 
pH  od 8,0—9,5 u bakterii, a u grzybów od 7,0—9,9 (6, 30, 44).

Optym alna tem pera tu ra  działania liazy z Bacillus polymyxa, Erwinia 
aroideae i Xanthomonas campestris wynosi 45°, u Pseudomonas margina- 
l i s — 50°, u Erwinia carotovora — 40°.
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3. Aktywatory i inhibitory

N a g e l  i V a u g h n  (34) stwierdzili, że dializa obniża aktywność liazy 
kw asu poligalakturonowego z Bacillus polymyxa. Aktywność można p rzy­
wrócić jonam i wapnia; jony innych m etali nie m ają wpływu. Całkowicie 
ham ują PATE u Xanthomonas campestris jony baru  (38). Aktywność 
PATE u różnych drobnoustrojów wyraźnie w zrasta w obecności jonów 
w apnia (6, 28, 34, 38, 44, 48), a dodatek EDTA ham uje aktywność PATE.

E d s t r o m  i P h a f f  (13) badali wpływ jonów na aktywność liazy 
pektynianowej z Aspergillus fonsecaeus. Chlorek wapnia silniej aktyw uje 
PTE niż chlorek magnezu, k tóry  z kolei jest lepszym aktyw atorem  od 
chlorku sodu. M aksym alne działanie PTE osiągano przy różnych stężeniach 
kationów. Edstrom  i Phaff badali również w pływ  anionów. Octany i fos­
forany w dużych stężeniach ham ują aktyw ność enzymu, a chlorki i siar­
czany pobudzają ją. D e m a i n  i P h a f f  (11) stw ierdzili, że poligalaktu- 
ronazę pektynianow ą z Saccharomyces fragilis ham uje kwas tró jgalak tu- 
ronowy, natom iast kwas dw ugalakturonow y i galakturonow y nie m ają 
wpływu na jej aktywność. Podobnie N a g e l  i H a s e g a w a  (33) badając 
liazę ze szczepów Bacillus z gleby wykazali, że w czasie rozkładu kwasu 
pięciogalakturonowego rolę inhibitorów kom petycyjnych spełniają kwas 
trój galakturonow y i galakturonowy.

W ykrycie liazy pektynianowej u roślin wyższych nasunęło przypusz­
czenie o powiązaniu tego enzymu z działaniem auksyn. Badania A l b e r -  
s h e i m a  i K i l l i a s a ( 2 )  wykazały, że działanie auksyn na liazę nie 
jest specyficzne. Okazało się, że obok kwasu indolilo-3-octowego również 
kwas dwuchlorofenoksyizomasłowy, będący antagonistycznym  związkiem 
auksyn, oraz syntetyczne auksyny jak kwas dwuchlorofenoksyoctowy 
(2,4-d) i 2,3,6-trójchlorobenzoesowy ham ują liazę. Zaobserwowano, że auk- 
syna ham uje w różnym stopniu działanie liazy na różne p repara ty  pek ty­
nowe i dopatryw ano się jakiegoś czynnika w samych preparatach  pektyno­
wych, tym  bardziej, że aktywność liazy spada w m iarę wzrostu stężenia 
pektyny, a stopień hamowania jest zależny od rodzaju pektyny. A l b e r -  
s h e i m (1) wykazał, że nienasycone produkty degradacji substra tu  ham ują 
liazę. Przypuszczano, że właśnie te  produkty degradacji, w ystępujące w 
nieznacznych ilościach w preparatach handlowych pektyny mogły hamo­
wać aktywność liazy w obecności auksyn. Usunięcie tych produktów na 
drodze ozonowania roztworów pektyn  potwierdziło te przypuszczenia. Po 
ozonowaniu auksyny naw et w dużych stężeniach nie hamowały liazy. 
Albersheim  zaproponował następujący mechanizm hamowania liazy przez 
auksyny w obecności nienasyconych produktów  rozkładu pektyny:
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E-liaza, S-pektyna, S’-produkt rozkładu, k tóry  ma (lub nie) nienasycone 
wiązanie, P -produkt degradacji o charakterze nienasyconym, I-inhibitor 
roślinny. Inhibicja ma tu ta j charakter allosteryczny. Auksyna ham uje 
działania liazy przez tw orzenie kom pleksu z liazą i nienasyconymi uroni- 
dami.

4. Sposób rozbijania łańcucha pektynowego przez liazy

Liaza katalizu je  rozpad łańcucha pektynowego w różny sposób. Enzym 
z Clostridium multiferm entans  (27) oraz z Erwinia aroideae (42) rozrywa 
wiązanie sk ra jne  z końca łańcucha od strony redukującej, natom iast z in ­
nych bakterii, jak  Bacillus polymyoca, Bacillus z gleby, Erwinia carotovora 
i Xanthomonas, działa w sposób przypadkowy raczej w środku łańcucha, 
a więc ma charak ter endoliazy (33, 34, 38). Egzoliazy katalizują rozerw anie 
wiązania skrajnego, przy czym z równą szybkością ulega rozbiciu trim er, 
tetram er, jak  kwas poligalakturonow y. Natom iast endoliazy degradują 
poliuronidy z szybkością m alejącą w m iarę zmniejszania się długości łań ­
cucha. Różnica w działaniu endo- i egzoliaz jaskraw o uwidocznia się na 
przykładzie rozpadu kwasu czterogalakturonowego. Endoliaza może k a ta ­
lizować rozerwanie wiązania drugiego i trzeciego z redukującego końca, 
dając w  w yniku kwas galakturonow y, nienasycony dw u- i tró jgalak turo- 
nowy oraz śladowe ilości kwasu dwugalakturonowego. Egzoliazy rozryw ają 
jedynie wiązanie centralne (drugie) dając równe ilości zwykłego i nienasy­
conego kwasu dw ugalakturonow ego (27). Liaza u Bacillus polym yxa  k a ta ­
lizuje rozerw anie łańcucha z nieredukującego końca, nie działa na kwas 
dwugalakturonow y, k tóry  jest metabolizowany przez dw ugalakturonazę 
w ew nątrz kom órki bakterii (34). Liaza u Bacillus z gleby nie rozkłada 
kwasu trój galak tur on owego nienasyconego, a poszczególne produkty roz­
kładu rozpuszczalnego kwasu pektynowego tworzą się w  następujących 
ilościach: 56% stanowi nienasycony kwas trój galakturonow y, 24°/o n iena­
sycony kwas dw ugalakturonow y, H'°/o kwas galakturonowy, 6%  — dw u­
galakturonow y, 2°/o nienasycony czterogalakturonow y i 1%  trój galakturo­
nowy. PATE nie działa na wiązanie przy grupie redukującej łańcucha, 
rozryw a szybciej wiązanie trzecie niż czwarte, a obecność końcowych nie­
nasyconych produktów  obniża jej aktywność. W nienasyconym  kwasie 
czterogalakturonow ym  rozkład wiązania trzeciego jest zaledwie 1,6 razy  
szybszy niż wiązania drugiego, natom iast w zwykłym  kwasie czterogalak­
turonow ym  wiązanie trzecie jest rozkładane 26 razy szybciej niż drugie. 
W kwasie pięciogalakturonow ym  wiązanie trzecie jest rozryw ane najszyb­
ciej, wolniej czwarte, a najw olniej drugie (33). PTE u Aspergillus fonse- 
caeus (14) nie jest zdolna do rozbicia dwu glikozydowych wiązań leżących 
najbliżej redukującego końca łańcucha, a przeto nie rozkłada trim eru, 
k tó ry  jest końcowym produktem  działania liazy. Poważnie jest u trudnio-
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ne, w pewnym  stopniu przez podwójne wiązanie, rozerwanie wiązania 
blisko nieredukującego końca.

Szybkość rozkładu estrów m etylow ych pektyny i oligogalakturonidów 
przez PTE u Aspergillus fonsecaeus zależy od stopnia zestryfikowania. 
Jeśli przyjm ie się szybkość rozkładu całkowicie zestryfikow anej pektyny 
za 100, to szybkość rozkładu pektyny zestryfikowanej w 68°/o wynosi 75, 
zaś szybkość rozkładu sześciometylosześciogalakturonidu — 2,6, pięciome- 
tylopięciogalakturonidu — 0,65, a czterom etyloczterogalakturonidu tylko
0,049.

PATE u Xanthomonas  (38) działa przede wszystkim  na wiązania w 
środku łańcucha zarówno w nienasyconych, jak  też zwykłych oligogalak- 
turonidach. Kwas galakturonowy, będący jednym  z końcowych produktów 
rozkładu niższych oligogalakturonidów przez liazy z Clostridium multifer-  
mentans  (27), nie jest w ykorzystyw any przez komórkę Clostridium, nato­
m iast nienasycony kwas dw ugalakturonow y jest najprawdopodobniej m e­
tabolizowany, ponieważ nie nagromadza się in vivo. M o r a n  (cyt wg 27) 
wykazał u Ervoinia carotovora wew nątrzkom órkowy enzym, k tóry  ka ta ­
lizuje rozpad nienasyconego kwasu dwugalakturonowego na 2 cząsteczki 
kwasu 4-dezoksy-5-ketoheksuronowego. W tablicy 1 przedstaw iono moż­
liwe drogi rozkładu niższych oligogalakturonidów, zwykłych i nienasyco­
nych, przez liazy z różnych drobnoustrojów.

III. Końcowe produkty działania liazy

COOH OH

Do najczęściej spotykanych końcowych produktów degradacji pektyny, 
kwasu pektowego i oligogalakturonidów należy kwas dw ugalakturonow y 
nienasycony (IV) oraz kwas 4-dezoksy-5-keto-heksuronowy (schemat 2). 
N a g e l  i V a u g h n  (34) otrzym ali w w yniku działania enzymu z Bacillus 
polym yxa  na kwas pektow y produkt, k tóry  wydzielili z m ieszaniny reak ­
cyjnej w postaci soli strontu. Po zastosowaniu Dowex 50 w  formie H+ 
otrzym ali wolny kwas o następujących właściwościach: ciężar cząsteczko­
wy — 367, stosunek grup karboksylowych do aldehydowych — 1,98, skrę- 
calność właściwa [a]f>2 =  +177,8, a więc nie odbiegających od właściwości 
kwasu dwugalakturonowego. Jednak m aksim um  absorpcji w 230—235 nm, 
którego nie wykazywał zwykły dimer, świadczyło o obecności nienasyco­
nego wiązania w produkcie (rysunek 1).
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Tablica 1
Możliwe drogi rozkładu zwykłych i nienasyconych niższych oligogalakturonidów przez liazy

drobnoustrojów

Źródło enzymu
Liaza rozkłada­

jąca

Bacillus 
polymyxa (32)

Bacillus 
z gleby (33)

Xanthomonas 
camp est ris (38)

Erwinia 
aroideae (42)

Clostridium 
multifermen­
tons (27)

Aspergillus 
fonsecaeus (14)

Kwas poliga- 
lakturonowy

Kwas poliga- 
lakturonowy

Kwas poliga- 
lakturonowy

Kwas poliga- 
lakturonowy

Kwas poliga- 
lakturonowy

Pektynę

Rozrywane wiązanie 
w łańcuchu substratu Produkty rozkładu

O -o —0—0 >  =

0 — 0 — o — o  >
'I'

0—0—0 >
?  ?  

0—0—0 >

O—O—0—0—o >  =

O—0—0—o >  =

0 — o — o — o >  =

: \ I
o —o —o —o —o >

0 — o — o — o — o >  =
I ł  Jf ft- 

O—0—0—o >  =

0 — 0 — o — o  >
•V

0—0—0 >  ? ? 
0—0—0 >

o —o —o >  =

O—0—0—o > =
'ł'

o —o —o >  =

O—O—O—O—O—O > '

O—O—0—0—o >* =
4- Vo—o—o—o>* -

O >  + 0—0—0 >  
0—0 >  + 0—0 >
0—0 >  + 0—0 >

O  >  +  0 — 0  >

X + 0—0 >

0—0 >  +  0— 0—0 >  
0—0 —0 >  + 0 —0 >

O  >  +  0 — 0 — O — o  >

O >  + 0—0—0 >
0—0 >  + 0—0 >

X + 0—0—0 > 
0—0 >  4- 0—0 >

0—0 >  + 0—0—0 >  
0—0—0 > + 0—0 >

O > + 0—0—o—o >
— 0—0 >  + 0—0—0 >

0—0 >  + 0—0 >
O >  + 0—0—0 >

0—0 > + 0—0 >
O > + 0—0 >

X + 0—0 >

O  >  +  0 — 0  >

0—0 >  + 0—0 >
O  >  +  0 — 0  >

0— 0—0  >  +  0— 0—0 >  
0—0 >  + 0—0—o—o >
0—0 >  + 0—0—0 >

O  >  +  0 — 0 — 0  >

O —  jednostka kwasu galakturonowego w łańcuchu, 0 " >  — jednostka końcowego kwasu galakturonowego z grupa 
redukującą, 0 —  jednostka kwasu galakturonowego z 4,5-nienasyconym wiązaniem, X  —  kwas 4-dezo ksy-5-keto-heksu- 
ronowy, * —  syntetyczne estry metylowe oligogalakturonidów; heksamer inkubowany z PTE 10 godzin, pentamer 20 go­
dzin, a tetramer 100 godzin, 4" rozkład najszybszy, | powolniejszy, bardzo wolny, ?? —  nie wyjaśnione, które wiązanie 
ulega rozerwaniu, gdyż w obu przypadkach otrzymuje się te same produkty.
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d)  A b)
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Rys. 1. (wg 19). a. Widmo absorpcyjne kwasów dwugalakturonowych: nienasyco­
nego (10~4M) —O—O— i nasyconego (10~4M) —• —• —; 

b. Widmo absorpcyjne produktów reakcji z kwasem tiobarbiturowym. Nienasycony 
dimer —O—O—; nasycony dimer —• —• —

Na odmienność tego związku od kw asu dw ugalakturonow ego w ska­
zywały także: w ystępowanie m aksim um  absorpcji w 550 nm po reakcji 
z kwasem tiobarbiturow ym  (TBA), reakcja z brom em  oraz chrom atografia 
bibułowa (14, 19, 34, 38). Położenie nienasyconego wiązania ustalono na 
drodze ozonowania produktu. Po ozonowaniu, kwaśnej hydrolizie i eks­
trakcji eterowej otrzym ano kwas szczawiowy, k tóry zidentyfikowano na 
drodze chemicznej, chrom atograficznej i w idm a w podczerwieni (3, 13, 19). 
Jak  wykazali L i n k e r, M e y e r ,  H o f f m a n  (26), jedynie wtedy, gdy 
wiązanie podwójne znajduje się m iędzy C4 i C5 kwasu uronowego, po ozo­
nowaniu otrzym uje się kwas szczawiowy. H a s e g a w a  i N a g e l  (19) 
uważają, że związek ten  ma s tru k tu rę  kw asu 4-0-a-D-(4,5-dehydrogalak- 
turonozylo)-D-galakturonowego (IV).

Kwas 4-dezoksy-5-ketoheksouronowy, zidentyfikow any przez P r  e i -  
s s a  i A s h w e l l a  (45), w ykazuje silną absorpcję po reakcji z TBA 
w 550 nm, natom iast w jego widmie b rak  m aksim um  absorpcji w 235 nm, 
ponieważ pozostaje on w równowadze z form ą łańcuchową nie zawierającą 
podwójnego wiązania (schemat 2) (32, 33). Na chrom atogram ie charak te ry ­
zuje się szybszą m igracją od kw asu galakturonow ego, czym różnią się 
zresztą wszystkie nienasycone produkty  degradacji od zwykłych oligoga- 
lakturonidów (14, 19, 34). Reakcja z TBA podana przez W a r a v d e k a r  
i S a s l a w  (51) dla dezoksyrybozy jest charakterystyczna dla związków, 
które po utlenieniu nad jodanem  tworzą dw ualdehyd m alonowy lub kwas 
P-formylopirogronowy. Związki te kondensując z TBA dają barw ne połą­
czenie o m aksimum  absorpcji w 547—550 nm (schemat 3).

Reakcję tę zastosowali W e i s s b a c h  i H u r w i t z  (53) do w ykry ­
wania kwasu 2-keto-3-dezoksyhepturonow ego w ekstraktach z Esćherichia 
coli. N e u k o m (39), A l b e r s h e i m ,  N e u k o m  i D e u e 1 (3, 4) i inni
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Schemat 3. Barwna reakcja 2-dezoksycukrowców i 3-dezoksypolioli z jodanem
i tiobarbituranem (wg 5)

(6, 15, 17, 41) w ykorzystali ją  do w ykryw ania nienasyconych produktów  
degradacji pektyny. Reakcja zachodzi naw et z pominięciem etapu u tle ­
niania nadjodanem. O k a m o t o ,  H a t a n a k a  i O z a w a  (43) badali 
w arunki reakcji TBA z nienasyconym  kwasem dw ugalakturonow ym  
i stwierdzili, że natężenie barw y osiąga m aksimum  podczas u tleniania 
nadjodanem  w tem pera tu rze  80°, w ciągu 15 m inut ogrzewania. Natężenie 
barw y jest około 8-krotnie m niejsze, gdy pominie się utlenianie (rysu­
nek 2).

Długość fali (  rn/i)

Rys. 2. Widmo absorpcyjne barwnego produktu wytworzonego z 4,5-nienasyconego 
kwasu dwugalakturonowego w  reakcji z kwasem tiobarbiturowym (wg 43)

O  — b ez  u t len ia n ia  n a d jo d a n em , o zn a czo n a  g ę sto ść  o p ty czn a  X 1,038; %  — po u t le n ia n iu  n a d jo ­
d a n em
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Reakcja z TBA pozwala jednocześnie w ykryć w badanym  roztworze, 
obok nienasyconych produktów degradacji, kwas galakturonow y przez 
pom iar absorpcji przy 515 nm (15, 17). Zmodyfikowana reakcja z TBA 
znajduje również zastosowanie do w ykryw ania związków o charakterze 
dezoksy-keto-cukrowcowym  na chrom atogram ach (5, 52).

IV. Oczyszczanie liazy i jednostka aktywności liazy

Prace nad wydzieleniem  i oczyszczeniem liazy z Bacillus polym yxa  
zapoczątkowali N a g e l  i V a u g h n  (34). Zastosowali oni chrom atogra­
fię kolumnową na DEAE-celulozie i CM-celulozie. N a g e l  i A n d e r s o n  
(32) przed chrom atografią w ytrącali białka acetonem, co podwyższyło ak­
tywność specyficzną liazy. Stosując podobną metodę N a s u n o  i S t a r r  
(38) uzyskali 66-krotne oczyszczenie liazy z  Xantlnomonas. H a s e g a w a  
i N a g e l  (20) w celu rozdziału poligalakturonazy od liazy zastosowali 
frakcjonow ane w ytrącanie siarczanem  amonu i chrom atografię na DEAE-  
-celulozie. A l b e r s h e i m  i K i 11 i a s (2) oczyszczali liazę z Pectinol 
R-10 za pomocą chrom atografii na DEAE-celulozie, sączenia na żelu 
Sephadex G-75 i w ytrącania w punkcie izoelektrycznym . E d s t r o m  
i P  h a f f (13) użyli żelu pek tatu  w apnia i DEAE-celulozę.

Szybkość rozkładu próbek pektyny z tego samego źródła przez liazę 
może różnić się naw et o 50% (2). Zdolność liaz do rozkładu substratu  
pektynow ego zależy od stopnia estryfikacji łańcucha, długości łańcucha, 
różnic strukturalnych , związanych z obecnością obojętnych cukrowców 
(24, 25), i od m ałych ilości nienasyconych oligogalakturonidów w prepa­
racie (1). Dlatego też aktywność liazy w yraża się w jednostkach umow­
nych. Aktywność liaz oznacza się na podstawie pom iaru w zrostu absorpcji 
św iatła przy 235 nm. Metoda ta  pozwala na oznaczenie aktywności liaz 
w  obecności hydrolaz pektynianowych. Dla ułatw ienia porównania ak tyw ­
ności poligalakturonaz i liaz pektynianowych, jednostkę aktyw ności tych 
ostatnich określa się jako ilość enzymu, k tóra uw alnia 1 ¡amol grup alde­
hydowych (CHO)/l min. w 30° z pektyny w roztworze 0,5% w 0,1 M bufo­
rze octanu sodu o pH  5,2. W ydzielenie 1 i^mola grup aldehydow ych w 10 ml 
roztw oru jest równoważne wzrostowi absorpcji o 0,555 przy 235 nm (13).

Za jednostkę aktyw ności liazy poligalakturonianowej (PATE) przy j­
m uje  się tę  ilość enzymu, k tóra uw alnia z kwasu poligalakturonowego
1 (xmol CHO/1 min. w 30° (0,25*Vo poligalakturonian sodu, 0,001 M CaCl2,
0,05 M Tris-HCl pH  8,5). W tych w arunkach wzrost o 0,26 absorpcji przy 
235 nm w 2 m l roztworu jest równoważny w ydzieleniu 0,1 umola CHO (36).

Inni badacze stosują inne stężenia substratu, czas reakcji i inne stęże­
nia buforu oraz m ierzą absorpcję w 550 nm po reakcji z TBA (16, 28, 
29, 30).
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ZOFIA PO REM BSKA *

Arginaza z tkanek ureotelicznych i urikotelicznych kręgowców 

The Arginase from Tissues of Ureotelic and Uricotelic Vertebrates

Occurence of arginase in liver and other tissues of ureotelic animals and 
its isolation are presented, as w ell as the physical and chemical properties of the 
enzyme, and occurence of isoenzymes. Some properties of the arginase from 
uricotelic animals are also described.

I. Występowanie arginazy i jej rozmieszczenie wewnątrz komórek

Arginaza (am inohydrolaza L -a rg in in y  EC 3.5.3.1.) katalizuje hydrolizę 
argininy do ornityny i mocznika. Enzym ten  jest szeroko rozpowszechniony 
w przyrodzie i w ystępuje w tkankach wielu zwierząt. W śród kręgowców 
najbogatszym  źródłem jest w ątroba ssaków, gdzie zachodzi proces bio­
syntezy mocznika. Arginazę wykazano również w nerkach psa, kota, kró­
lika, szczura i człowieka, w śledzionie szczura i myszy, w m ięśniu ser­
cowym m yszy (17) oraz m ięśniu sercowym człowieka (44), w  gruczołach 
ślinowych podżuchwowych, podjęzykowych i przyusznych szczura (31), 
w gruczołach ślinowych podżuchwowych i przyusznych wołu i świni 
(Gąsiorowska, dane niepublikowane), w mózgu świni (60), szczura (57), 
psa, człowieka, małpy, wołu i szczura (45), kota i żaby (8), w krw inkach 
czerwonych człowieka, owcy, wołu i świni (10), w jądrach  psa, kota, 
królika i szczura (17), w płucach ryb i świni (33, 34) oraz w  wątrobie, 
nerce, trzustce, śledzionie, sercu, mięśniu, jądrach i jajn ikach wielu ryb 
chrzęstno-szkieletowych (12).

W ystępowanie arginazy w innych tkankach ssaków poza tkanką w ątro­
by zależy często od rodzaju zwierzęcia; na przykład stw ierdzono arginazę 
w czerwonych krw inkach człowieka, owcy, wołu i świni, a nie znaleziono 
jej w krw inkach m ałpy, szczura, królika, kota i psa (10). Odnosi się to 
również do m ięśnia sercowego — Porem bska i K ędra (dane niepubliko­
wane) znalazły arginazę w mięśniu sercowym człowieka, a nie wykazały 
jej obecności w m ięśniu sercowym szczura.

* Dr, Zakład Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa
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Porównanie danych o aktyw ności arginazy z różnych tkanek u róż­
nych gatunków zwierząt jest trudne ze względu na stosowanie przez 
autorów odmiennych w arunków  oznaczania, jak  tem peratura , stężenie 
argininy itp., nie zawsze optym alnie dobranych. W tablicy 1 przedsta­
wiono aktywność arginazy w  tkankach szczura, oznaczaną w identycz­
nych i optym alnych w arunkach. W w ątrobie aktyw ność jest największa, 
w nerce i śliniance około trzydziestokrotnie niższa, a w mózgu tysiąc­
krotnie mniejsza. Należy zwrócić również uwagę na w ystępowanie różnic 
w aktywności arginazy z tego samego narządu, lecz u różnych gatunków 
zwierząt. W w ątrobie i nerce ssaków najwyższą aktywność enzymu stw ier­
dzono u myszy (17).

Tablica 1
Aktywność arginazy w tkankach szczura wg 19

Tkanka
Aktywność

¡i. mole ornityny/g świeżej tkanki/min.

Wątroba 330
Nerka 10
Gruczoł ślinowy podżuch-
wowy 9
Mózg 0,28

Wiek i płeć decydują również w  dużym stopniu o zawartości arginazy, 
osobniki męskie posiadają zwykle wyższe wartości niż osobniki żeńskie 
(23).

Z badań nad rozmieszczeniem arginazy w poszczególnych frakcjach 
podkomórkowych wynika, że w w ątrobie szczura (19, 38) oraz w nerce, 
śliniance i mózgu szczura (19) enzym znajduje się przede wszystkim  
w jądrach, m itochondriach i mikrosomach, a tylko nieznaczny procent 
ogólnej aktywności odnaleźć można w supernatancie 105 000g (tablica 2).

Tablica 2
Aktywność arginazy we frakcjach podkomórkowych (a/ według 38, b/ według 19)

Frakcja

Aktywność arginazy (%)

a) Wątroba 
szczura

Wątroba
aksolotla

b) Tkanki szczura

Wątroba Nerka
Ślinianka

podżuchwo-
wa

Mózg

Jądra 40 3 40 45 47 34
Mitochon­
dria 19 1,0 24 35 35 49
Mikrosomy 37 3 28 9 8 5
Supernatant 4 93 7 4 3 4
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Zwraca uwagę niska zawartość arginazy w  mikrosomach nerki, mózgu 
i ślinianki w porównaniu z mikrosomami z wątroby.

W przeciw ieństw ie do tkanek szczura, u aksolotla całą aktywność 
arginazy w ykryw a się w  supernatancie w ątroby (38).

II. Metody otrzymywania arginazy

1. Oczyszczanie. P repara ty  arginazy o wysokim stopniu oczyszczenia 
uzyskano w w ielu pracowniach wyłącznie z w ątroby ssaków. Enzym 
najczęściej ekstrahow ano z tkanek buforem  o odczynie obojętnym, w obec­
ności jonów M n2+. Jeszcze do niedawna oczyszczając arginazę stosowano 
denaturację nieaktyw nych białek w podwyższonej tem peraturze, w y­
trącanie enzym u acetonem  i alkoholem oraz kilkakrotne wysalanie siar­
czanem amonowym  (2, 3, 21, 22, 24, 33, 41, 46, 47, 51). W ostatnich 
latach zastosowano do oczyszczania arginazy chrom atografię na CM- 
i DEAE -celulozie (55, 56), DEAE-  i CM-Sephadex  (32, 36) oraz sączenie 
na żelu Sephadex  (27, 43).

W 1940 roku R i c h a r d s  i H e l l e r m a n  (46) jako jedni z p ierw ­
szych uzyskali częściowo oczyszczone preparaty  arginazy. W kilka lat 
później enzym  o wyższym stopniu oczyszczenia otrzym ano w kilku innych 
pracow niach (24, 33, 41, 47). Arginazę w  formie krystalicznej otrzym ali 
z w ątroby konia, owcy, i wołu B a c h  i K i 11 i p (2, 3), nie podali 
jednak kryteriów  czystości dla swoich preparatów . Podobnie nieustalony 
jest stopień oczyszczenia arginazy otrzym anej z w ątroby ludzkiej przez 
S u m m e r a  i M a n n i n g a  (58). G r a s s m a n n ,  H o r m a n  i J a n ­
k o w s k i  (21) otrzym ali z w ątroby cielęcej p repara t arginazy oczysz­
czony 270 razy, o aktyw ności specyficznej 5400 jednostek/m g azotu 
białkowego. Arginazę o aktyw ności 5180 jednostek/m g białka otrzym ał
S c h i m k e (55) z w ątroby szczura. Oba p reparaty  były homogeniczne 
elektroforetycznie oraz w ultraw irów ce. K o s s m a n n ,  H i n t z e ,  L a n ­
g e  i M e n n e  (32), wprowadzając do p reparatyk i chrom atografię na 
CM- i DEAE-Sephadex, podali bardzo w ydajną metodę w yodrębniania 
arginazy, dzięki której otrzym ali z w ątroby szczura p repara ty  o dużej 
czystości. M e n n e ,  Z e i d l e r  (36) stosując podobną preparatykę wyizo­
lowali arginazę z w ątroby psa. Ponieważ w arunki oznaczania aktywności 
oczyszczonych preparatów  arginazy z różnych źródeł nie są identyczne, 
trudno  ocenić, k tóry  z preparatów  enzymatycznych jest białkiem  o na j­
wyższej czystości. H i r  s c h - K o l b  i G r e e n b e r g  (27) obliczyli, 
że uzyskana przez nich z w ątroby szczura arginaza o aktywności 19 500 
Mmoli/min./mg a .^ tu  białkowego jest preparatem  o najwyższym  stopniu 
oczyszczenia, podczas gdy p repara ty  S c h i m k e (55) w ykazują aktyw ­
ność 14 800, a K o s s m a n n a  i wsp. (32) — 4700.
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2. Oznaczanie aktywności. Aktywność arginazy można oznaczać m ie­
rząc przyrost mocznika lub ornityny. Mocznik oznacza się pośrednio przez 
m ierzenie C 0 2 (1, 2) lub częściej NH3 (28) powstających w w yniku dzia­
łania ureazy. Bezpośrednio mocznik oznacza się kolorym etrycznie m e­
todą ksanthydrolow ą (18) lub za pomocą dwuacetylomonooksym u (1 , 2, 
53), a-izanitrozopropiafenonu (61) lub odczynnika Ehrlicha w m odyfikacji 
H a g a n a  i D a l l a m a  (26). Przyrost ornityny oznacza się m etodą C h i - 
n a r  d a  (16). Do oznaczania aktywności arginazy stosuje się też spektro- 
fotom etryczną m etodę W a r d a  i S r e r e  (62), lub metodę izotopową —• 
polegającą na pomiarze 14C 0 2 powstałego ze znakowanej argininy (14).

Za jednostkę arginazy (AU) przyjęto ilość enzymu, która w ciągu 1 
m inuty w tem peraturze 25°, w pH 9,5, z substra tu  o stężeniu 0,285M 
uwalnia lM-mol mocznika (61).

III. Własności fizyczne i chemiczne

1. Ciężar cząsteczkowy. G r e e n b e r g  i wsp. (24) stw ierdzili, że 
współczynnik sedym entacji dla bardzo oczyszczonych preparatów  arg i­
nazy z w ątroby konia wynosi 5,95. Obliczony z S20 oraz współczynnika 
dyfuzji ciężar cząsteczkowy jest równy 138 000. Takie same w artości 
otrzym ano dla oczyszczonych preparatów  arginazy z w ątroby wołu, ko­
nia i owcy (3), w ątroby szczura (54) oraz w ątroby psa (36). W 1968 roku 
H i r s c h - K o l b  i G r e e n b e r g  (27) drogą ultraw irow ania oraz 
ze współczynnika dyfuzji i współczynnika sedym entacji otrzym ali nieco 
niższe wartości dla arginazy z w ątroby szczura. Ich preparaty , oczyszczone 
w znacznym stopniu, m iały ciężar cząsteczkowy 118 000. W ykazali oni 
ponadto, że jony Mn2+, dializa wobec Co2+ oraz inkubacja preparatów  
w pH 5,9 i 8,3, tzn. w w arunkach, w których zmniejsza się aktyw ność 
arginazy, nie w pływ ają na wartości współczynnika sedym entacji enzymu, 
a zatem  i na jego ciężar cząsteczkowy.

Oznaczone za pomocą sączenia na Sephadex G-100 ciężary cząstecz­
kowe arginazy z innych tkanek są bardzo zbliżone. Ciężar cząsteczkowy 
częściowo oczyszczonej arginazy z mózgu wołu (20) oraz z nerki, ślinianki 
i mózgu szczura (19) wynosi 120 000.

2. Skład aminokwasowy i budowa cząsteczki. W tablicy 3 przedsta­
wiono skład aminokwasowy arginazy z w ątroby cielęcej (21), arginazy 
z w ątroby konia (24) oraz arginazy z w ątroby szczura (27). W szystkie trzy  
p repara ty  charakteryzuje  wysoka zawartość glicyny, argininy i lizyny. 
Zwraca uwagę niski poziom aminokwasów siarkowych w arginazie z w ąt­
roby szczura. Tylko ślady cystyny są obecne w arginazie z w ątroby konia. 
Cysteiny nie znaleziono w arginazie z w ątroby psa (36).

G r a s s m a n n  i wsp. (21) wykazali, że wysokooczyszczony p repara t
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Tablica 3

Skład aminokwasowy oczyszczonych preparatów arginazy według: a. (21), b. (24), c. (27)

Aminokwas

Wątroba cielęcia (a) Wątroba konia (b) Wątroba szczura (c)

% azotu % azotu Ilość reszt/mol 
białka

Kwas asparaginowy 7,8 5,91 87,0
Kwas glutaminowy 7,46 7,36 00 o

Glicyna 12,6 8,52 90,0
Alanina 7,7 2,76 64,2
Seryna 6,22 5,45 60,0
Treonina 5,29 4,74 68,1
Walina 6,61 7,87 85,8
Izoleucyna 4,04 1 1 1 A 51,0
Leucyna 7,62 > 11,0 71,1
Fenyloalanina 3,97 2,64 31,0
Histydyna 2,35 4,87 23,1
Lizyna 14,3 11,32 87,3
Arginina 12,4 11,61 32,5
Metionina 0,0 1,16 12,8
Prolina 0,0 5,56 71,1
Tryptofan nie oznaczono nie oznaczono 12,2
Cystyna nie oznaczono ślady 7,2

arginazy z w ątroby cielęcej zawiera pewien procent cukru. Komponent 
cukrow y znaleźli również M e n n e  i Z e i d l e r  (36) w cząsteczce arg i­
nazy z w ątroby psa. Natom iast arginaza z w ątroby szczura (27) nie za­
w iera cukru bądź tylko jego ślady.

Budowa cząsteczki arginazy nie jest dotąd poznana. Jedyne inform a­
cje na ten  tem at pochodzą z badań H i r s c h - K o l b  i G r e e n b e r g a
(27). Autorzy stw ierdzili, że arginaza z w ątroby szczura w obecności 8M 
mocznika dysocjuje na cztery nieaktyw ne podjednostki, o identycznym  
ciężarze cząsteczkowym równym  30 800.

3. Ruchliwość elektroforetyczna. P repara ty  arginazy z w ątroby ssa­
ków różnią się ruchliwością oraz kierunkiem  wędrówki w polu elektrycz­
nym. P unkt izoelektryczny arginazy z w ątroby cielęcej (21) jest w  pH  
4,05, a podczas elektroforezy bibułowej w buforze weronalowym  o pH  8,6 
białko w ędruje w kierunku anody. Natom iast enzym z w ątroby szczura 
podczas elektroforezy na żelu poliakrylam idowym  w pH  8,6 i 5,0 (55), 
w pH  7 (13) oraz w pH  8,3 i 8,6 (27) w ędruje do katody. Białkiem katio­
nowym, podobnie jak  arginaza szczura jest enzym z w ątroby ludzkiej 
(11).

4. Stabilność oraz w p ływ  pH na aktywność enzymu. Arginaza z w ąt­
roby ssaków w pH  6,7—7,3 (2) jest białkiem  stabilnym . Oczyszczone pre­
para ty  przechowywane w tym  środowisku w  + 4 °  lub —20° nie tracą
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swej aktywności w czasie kilku tygodni (13, 23, 27, 55). Natom iast prze­
chowywane w roztw orach o pH  poniżej 6 lub powyżej 10 tracą ak tyw ­
ność (2, 23). Glicyna (0,02M) i ornityna (0,0025M) stabilizują oczyszczone 
p reparaty  arginazy (23). Enzym w ykazuje dużą odporność na podwyższoną 
tem peraturę. Arginaza z w ątroby konia w pH  7,5, w obecności jonów 
Mn2+ i w tem peraturze 70° dopiero po 177 m inutach traci połowę aktyw ­
ności (24), natom iast enzym z w ątroby szczura ulega denaturacji w tem pe­
raturze 55° (25).

Optimum  pH  arginazy z w ątroby ssaków wynosi 9,2— 10,4 (3, 22, 
33, 51, 56), przy pH  poniżej 7 i powyżej 10 aktywność enzymu gwałtow nie 
spada. Optimum  zależy w  znacznym stopniu od aktyw ującego kationu 
i przesuwa się ku niższym wartościom  pH, gdy jon Mn2+ jest zastąpiony 
przez jony Ni2+ i Co2+ (23). Arginaza w wyciągach z mózgu szczura 
i człowieka (45) oraz w wyciągach z nerki, ślinianki i mózgu szczura (19) 
w ykazuje dwa optima pH, jeden przy 7,0—7,5 oraz drugi przy 9,5.

5. Aktyw acja  jonami metali dwuwartościowych. Jony M n2+, Co2+, 
Cd2+ i Ni2+ aktyw ują arginazę z wielu źródeł (24, 37, 47, 51) oraz sta­
bilizują ją  podczas ogrzewania w podwyższonej tem peraturze (24). Proces 
aktyw acji jest skomplikowany i zależy od wielu czynników jak  pH, 
tem peratura, stężenie jonów m etalu oraz od rodzaju tkanki i gatunku 
zwierzęcia.

R o c h e i wsp. (49, 50) wykazali, że zwiększenie stężenia jonów Mn?ł 
powyżej pewnej wartości nie wpływa na aktywność arginazy, natom iast 
Ni2+ i Co2+ powodują jej obniżenie.

Proces aktyw acji przez m etale nie jest ostatecznie w yjaśniony i w y­
maga dalszych badań. Dotychczasowe obserwacje wskazują, że rodzaj 
łączenia jonów m etalu z enzymem może być różny u różnych gatunków 
zwierząt (42). P a l a c i o s  i wsp. (42) na podstaw ie badań nad arginazą 
z w ątroby aksolotla uważają, że istnieją dwa różne kom pleksy enzymu 
z jonam i m etalu: jeden w arunkujący stabilność białka, drugi — własności 
katalityczne.

6. Specyficzność. Arginaza jest enzymem o dużej specyficzności sub­
stratow ej (22, 23, 38). H ydrolizuje L-argininę i tylko w  nieznacznym  
stopniu L-kanawaninę (23). Wolna grupa karboksylowa, wolna grupa gua- 
nidynowa oraz odpowiednia długość łańcucha węglowego w granicach 
czterech jednostek -CH2 są niezbędne do działania arginazy (48). Fosfoargi- 
nina, N -m etyloarginina, estry  m etylow e i etylowe oraz guanidynow e 
analogi jak  kwas (3-guanidynopropionowy, 7-guanidynom asłowy, 5-guani- 
dynowalerianowy nie są hydrolizowane przez enzym (23, 48).

7. Powinowactwo enzym u do substratu. W artości stałej M ichaelisa 
w dużym stopniu zależą od pH  oraz obecności dwuw artościowych jonów 
m etali. Dla arginazy z większości źródeł stw ierdzono najw iększe powi­
nowactwo do argininy w obecności jonów Mn2+ w  przedziale pH  8,5—9,6;
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w pH  niższym i wyższym w artości K m były wyższe (2, 3). Stałe Michaelisa 
oznaczane w  optym alnych w arunkach wynoszą 2,5—4,5mM dla arginazy 
z w ątroby konia (24), 7mM dla arginazy wołu, owcy i konia (3) oraz 
2,4mM dla enzym u z w ątroby szczura (54). M o r a  i wsp. (40) porównu­
jąc K m arginazy z w ątroby kilku ureotelicznych kręgowców ustalili, że 
wartości ich wynoszą od 6 do 40mM. Podobne powinowactwo do argininy 
w ykazuje arginaza z innych tkanek. Dla enzymu z nerki, ślinianki i mózgu 
szczura (19) oraz mózgu wołu (20) K m wynosi od 5 do 7mM (tablica 4).

Arginina w stężeniach ponad 170mM ham uje aktywność arginazy 
z w ątroby ssaków (19, 39). Jednak  wpływ argininy na aktyw ność enzymu 
nie jest dostatecznie zbadany.

Tablica 4

Stałe Michaelisa arginazy z tkanek szczura (14)

Tkanka Km (mM)

Wątroba 5,0±0,52
Nerka 4,0 ±0,45 '
Ślinianka podszczękowa 3,6±0,35
Mózg 6,7 ±0,54

Aminokwasy zasadowe: lizyna i ornityna ham ują arginazę z wielu 
źródeł (13, 15, 19, 20, 29, 39, 40). Jony Cu2+, Zn2+ i Ag+ oraz bufor cy try- 
nianowy i boranow y (23) są inhibitoram i enzymu.

IV. Arginaza z innych tkanek ureotelicznych kręgowców

Arginaza z innych tkanek poza w ątrobą nie jest dobrze poznana. Nie 
otrzym ano dotąd żadnego p reparatu  dostatecznie oczyszczonego. Dlatego 
też nie wiadomo dotychczas, czy arginaza z innych tkanek, nie biorąca 
bezpośrednio udziału w procesie ureogenezy, ma identyczne właściwości 
jak  enzym z w ątroby.

Częściowo oczyszczone p repara ty  arginazy z krw inek czerwonych czło­
wieka w ykazują optim um  pH  oraz powinowactwo do argininy takie samo 
jak arginaza z w ątroby ludzkiej (9). G ą s i o r  o w s k a  i wsp. (20) ba­
dając arginazę z mózgu wołu oraz z nerki, ślinianki i mózgu szczura (19) 
wykazali, że podobnie jak  arginaza z w ątroby szczura, jest ona aktyw o­
wana jonam i M n2+, jej powinowactwo do argininy jes t tego samego 
r<eędu, a K m mieści się w granicach od 5 do 7mM (tablica 4). Enzym z tych 
tkanek jest ham ow any aminokwasam i zasadowymi, lizyną i ornityną, 
a jego przybliżony ciężar cząsteczkowy wynosi 120 000. Arginaza z róż-
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nych tkanek różni się stabilnością, najszybciej ulegają denaturacji p re­
p ara ty  z mózgu wołu i mózgu szczura.

8. Izoenzymy arginazy w tkankach ssaków. Tylko w nielicznych p ra­
cach sygnalizowano heterogenność arginazy. K a l a b  i P e l i c a n  (30) 
po podaniu owcy i szczurom czterochlorku węgla, w ykazali za pomocą 
elektroforezy na żelu agarow ym  sześć aktyw nych frakcji arginazy w su­
rowicy szczura oraz jedną, lecz odmienną od nich, frakcję w surowicy 
owcy. B a r  e t  i wsp. (4) stw ierdzili obecność dwu form arginazy w w ąt­
robie, nerce i jelicie ryby Raja clavata. W 1965 roku C a b e l l o  i wsp. 
(11) zaobserwowali, że częściowo oczyszczone p repara ty  arginazy z w ątro ­
by i czerwonych krw inek człowieka podczas elektroforezy na żelu aga­
rowym  w pH  8,6 rozdzielały się na dwa składniki, różniące się ruchli­
wością i właściwościami immunochemicznymi. Fakt ten  potwierdziły póź­
niejsze badania B a s c u r  i wsp. (5), którzy za pomocą chrom atografii na 
CM -celulozie stw ierdzili obecność dwu form arginazy w w ątrobie ludz­
kiej.

G ą s i o r o w s k a  i wsp. (20) wykazali obecność dwu izoenzymów 
arginazy w mózgu wołu oraz czterech różnych izoenzymów w wątrobie, 
nerce, śliniance i mózgu szczura. Autorzy (19) stwierdzili, że w każdej 
z badanych przez nich tkanek szczura w ystępują dwie frakcje arginazy 
(rysunek 1). Frakcja pierwsza była obecna w  każdej tkance, lecz jej 
aktywność stanow iła różny procent ogólnej aktyw ności arginazy, nato­
m iast druga frakcja była dla każdej tkanki szczura odmienna i cha­
rakterystyczna. Ciężar cząsteczkowy białka każdej z frakcji wynosi 
120 000, co wskazuje, że nie są to aktyw ne podjednostki enzymu.

Izoenzymy arginazy z tkanek szczura m ają podobne powinowactwo 
do substratu , różnią się natom iast stabilnością oraz odmiennym sposo­
bem  hamowania przez aminokwasy zasadowe, lizynę i ornitynę. W y­
stępowanie izoenzymów arginazy w tkankach wielu ssaków potwierdziły 
badania P o r  e m b s k i e  j i wsp. (dane nieopublikowane), którzy w y­
kazali ich obecność w w ątrobie i nerce psa, kota, królika, wołu, świni, 
świnki morskiej, konia, cielęcia oraz wątrobie, nerce, śliniance podżuchwo- 
wej, m ięśniu sercowym, m ięśniu gładkim oraz krw inkach czerwonych 
człowieka. P o r e m b s k a  i K ę d r a  (44) ustaliły, że pojaw ianie się 
aktyw ności arginazy w surow icy chorych może być dogodnym testem  
diagnostycznym  we wczesnym rozpoznaniu zawału m ięśnia sercowego.

V. Arginaza z tkanek urikotelicznych kręgowców

Przez wiele lat panował powszechnie pogląd, że arginaza w ystępuje 
tylko u zwierząt ureotelicznych. Stosując mało czułe m etody nie znaj­
dowano jej w tkankach urikotelicznych kręgowców. Przyczyną niepowo­
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Liczba frakcji ( po 5 ml)

Rys. 1. Izoenzymy arginazy w  tkankach szczura (19) 
P |  — a k t y w n o ś ć , --------- b ia łk o

dzeń był również fakt, że nie oznaczano jej w optym alnych w arunkach 
oraz badano u tych gatunków zwierząt urikotelicznych, które charakte­
ryzuje najniższa aktyw ność enzymu.

W ciągu ostatnich dziesięciu lat znaleziono arginazę w wielu tkankach 
urikotelicznych kręgowców. B r o w n  i C o h e n  (7) w ykazali obecność 
enzym u w w ątrobie jaszczurki i aligatora, B u n a t i a n  i D a v t i a n 
(8) — w mózgu kurczęcia, T a m i r  i R a t n e r  (59) w w ątrobie i mózgu 
kurczęcia, a M o r a  i wsp. (40) w w ątrobie jaszczurki i węża. B r o w n  
(6) badał arginazę w w ątrobie ptaków różnych gatunków i stw ierdził duże
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różnice aktywności: na przykład w w ątrobie gołębia aktywność arginazy 
wynosiła 0,26|amola powstałego mocznika na lg  tkanki, w w ątrobie k u r­
częcia 4nmole, a w w ątrobie zimorodka 220[.imoli.

M o r a  i wsp. (40) badając arginazę w wątrobie zwierząt ureotelicz- 
nych i urikotelicznych podali, że wartości K m arginazy z w ątroby kurczę­
cia, jaszczurki i węża wynoszą 100—200 mM i są około 10-krotnie wyższe 
od K m arginazy z w ątroby zwierząt ureotelicznych (6mM—40mM). S tw ier­
dzili także, że arginaza z w ątroby zwierząt ureotelicznych jest hamowana 
przez nadm iar substratu, natom iast zjawiska tego nie obserwowali w przy­
padku arginazy z w ątroby zwierząt urikotelicznych. Enzym ten, w od­
różnieniu od arginazy z w ątroby szczura, jest ham owany przez p-chloro- 
rtęoiobenzoesan, a merkapitoetanol przyw raca jego aktyw ność (39). A rgi­
naza zwierząt urikotelicznych ma ciężar cząsteczkowy 276 000, czyli dw u­
krotnie wyższy od arginazy ureotelicznej. Arginaza z w ątroby ssaków 
(człowieka, małpy, psa, kota, krowy, świni, owcy) (40) — cytują dane nie 
publikowane za R. T. Schimke) daje reakcje krzyżowe z przeciwciałami 
królika skierowanym i przeciwko oczyszczonej arginazie z w ątroby szczu­
ra. Natom iast reakcji precypitacji nie daje arginaza z w ątroby jasz­
czurki i kurczęcia (40). Na podstawie tych spostrzeżeń M o r a  i wsp. (40) 
przypuszczają, że w świecie zwierzęcym w ystępują dwa rodzaje arg ina­
zy: „ureoteliczna” i ,,urikoteliczna”.

R o s s i  i G r a z i  (52) wykazali w wątrobie głodzonych kurcząt argi­
nazę o cechach ureotelicznych. Autorzy nie znajdowali jej nigdy w w ą­
trobie kurcząt odżywianych normalnie. Natom iast nie ustalono dotych­
czas, czy urikoteliczna arginaza w ystępuje w tkankach zwierząt ureo te­
licznych.
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K A ZIM IE R Z  K L E C ZK O W SK I*

Wykorzystanie mocznika przez organizmy nie zawierające ureazy 

Urea Utilisation by the Urease-Free Organisms

Some suggestions concerning the utilisation of urea by organisms in which no 
urease has been detected were reviewed.

W ostatnich latach ukazało się szereg publikacji dotyczących w yko­
rzystania mocznika przez wiele gatunków drożdży i jednokom órkowych 
glonów, w których nie w ykryto  aktywności ureazy (1, 3, 5, 7, 9, 14, 16,
31). Brak aktyw ności ureazy w bezkomórkowych wyciągach roślin t łu ­
maczy się często obecnością naturalnych inhibitorów tego enzymu (4, 
18, 23, 24). Spostrzeżenia te  jednak nie odnoszą się do tych gatunków 
drożdży i jednokom órkowych glonów, u których nie w ykryto  aktywności 
ureazy mimo stosowania różnych metod frakcjonowania, między innym i 
chrom atografii kolumnowej.

Na podstawie wyników dotychczasowych badań wysuw a się przypusz­
czenia i hipotezy o mechanizmie wykorzystania mocznika przez organizmy 
nie zawierające ureazy. W a l k e r  (31), a za nim T h o m a s  i K r a u s s
(28), H a t  t o r i  (10), B o l l a r d  (2) oraz N a n d i  (19) przypuszczają, 
że mocznik mógłby być włączany do metabolizmu azotowego komórki, 
jeśli przem iany cyklu ornitynowego byłyby odwracalne. Zgodnie z tym i 
założeniami proces ten  powinien się w zasadzie rozpoczynać od konden­
sacji mocznika z ornityną z w ytworzeniem  argininy. W ten  sposób usi­
łowano tłum aczyć znaczne nagrom adzanie się argininy w kom órkach orga­
nizmów rosnących na moczniku jako jedynym  źródle azotu (6, 19). Po­
wyższy przebieg reakcji jest jednak mało prawdopodobny, ponieważ roz­
pad argininy na mocznik i ornitynę katalizuje arginaza, należąca do hy ­
drolaz, a tego typu przem iany znane są jako nieodwracalne.

Dane doświadczalne zarówno K a t i n g a  (14) na Torulopsis utilis 
z zastosowaniem 14C-mocznika, jak  również H a t  t o r  i (11) na Chlo­
rella vulgaris w skazują na nieznaczne tylko włączanie 14C z mocznika 
do argininy w porównaniu z włączaniem  do innych aminokwasów.

* Prof. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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K  a t i n g (14) hodując Torulopsis utilis na 14C-moczniku znalazł na j­
wyższą właściwą aktywność w cytrulinie. Na tej podstaw ią au tor przy­
puszcza, że mocznik jest w ykorzystyw any przez Torulopsis utilis w sposób

mocznik

cytrulina

X
transaminacja

kwas glutam inowy

/
transaminacja

m etabolizm azotowy 

Schemat 1. Wykorzystanie mocznika przez Torulopsis utilis wg K a t i n g a  (14)

przedstaw iony na schemacie 1. Schemat ten, jakkolwiek bardzo ciekawy, 
nie znalazł jednak eksperym entalnego potwierdzenia.

E c k e r t  i wsp. (6) badając wpływ różnych związków zawierających 
azot na aktywność enzymów cyklu ornitynowego u Torulopsis utilis  s tw ier­
dzili znaczną represję syntezy arginazy w obecności mocznika jako jedy­
nego źródła azotu w pożywce. Spostrzeżenie to  może tłum aczyć zjawisko 
nagrom adzania argininy w komórkach.

W w yniku dalszych badań H a t  t o r  i (11) zmienił swój pogląd (10) 
na w ykorzystyw anie mocznika przez glon Chlorella. Przypuszcza on, że 
w tych glonach w ystępuje akceptor A, dotychczas niezindentyfikowany, 
k tóry reaguje z wolnym  amoniakiem lub też z grupą aminową mocznika 
dając hipotetyczny związek A-(NH2)2.

W a l e n t i n e  i W o l f e  (30) badając przem ianę allantoiny w  eks­
trak tach  ze Streptococcus allantoicus stwierdzili, że ekstrakty  te  rozkła­
dają fosforolitycznie lub arsenolitycznie mocznik na karbam oilofosforan 
i kwas oksaminowy. Kofaktoram i tej przem iany są NAD, Mg i fosforan 
lub arsenian. Pochodne mocznika jak metylomocznik, etylomocznik i tio­
mocznik nie są substratam i w wyżej wym ienionej przem ianie. Autorzy 
nie stw ierdzili bezpośredniej fosforolizy mocznika i przypuszczali, że 
mocznik łączy się z aldehydową resztą kwasu glioksalowego tworząc 
glioksalomocznik, k tóry przekształca się w kwas karbamoilooksaminowy, 
a następnie rozkłada na karbam oilofosforan i kwas oksaminowy (sche­
m at 2).
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allantoina -> kwas allantoinowy -> C = 0  +  H—C—C=OH -*■

m o czn ik  k w a s  g lio k sa lo w y

O H H O O H O O
II II N A D II II II P | - lu b  a rsen ian

-+ NH2—C—N—C—C—OH
zred. N A D

NH2—C—N—C—C—OH
M g,+

OH
g lio k sa lo m o cz n ik k w a s  k a r b a m o ilo o k sa m in o w y  

(ok sa lu row y)

O O o
II II II

-*• n h 2—c ~ p  +  n h 2—c —c —o h
k arb am oilo fosforan  k w a s  o k sa m in o w y

Schemat 2. Fosforolityczny lub arsenolityczny rozkład mocznika na karbamoilofos­
foran i kwas oksaminowy przy udziale karbamoilotransferazy oksaminowej wg

V a l e n t i n e  i W o l f e  (30)

Przedstaw iony wyżej ciąg reakcji syntezy kwasu karbamoilooksa- 
minowego z mocznika i kwasu glioksalowego stanowi część katabolicznej 
przem iany allantoiny (29) w ykrytej u Streptococcus allantoicus.

M echanizm rozpadu kwasu karbamoilooksaminowego na karbam oilo­
fosforan i kwas oksaminowy w obecności fosforanu lub arsenianu jest 
identyczny z m echanizm em  fosforo- lub arsenolitycznego rozkładu cy tru- 
liny na ornitynę i karbam oilofosforan w obecności karbam oilotransferazy 
ornitynowej (17). Należy jednak podkreślić, że jakkolwiek V a l e n t i n e  
i W o l f e  (30) prowadzili badania na bezkomórkowych wyciągach, prze­
m iana mocznika w karbam oilofosforan, a szczególnie jej ostatni etap, 
zachodziła w w arunkach niefizjologicznych ze względu na duże stężenia 
arsenianu lub fosforanu niezbędne do jej przebiegu. D o m  n a s  (5) ba­
dając drożdże Candida ut. hodowane na pożywkach, w których źródłem 
azotu był mocznik, nie zdołał potwierdzić ciągu reakcji przedstawionych 
na schemacie 2.

C o o k  i B o u l t e r  (3) badając wykorzystanie mocznika przez nie 
posiadający ureazy szczep Candida jlareri dodawali do hodowli ł4C-mocz- 
nik i w odstępach 0,5— 20 m inut pobierali próby w celu oznaczenia w łą­
czenia 14C do aminokwasów i innych związków azotowych. Tablica 1 
przedstaw ia uzyskane wyniki. Największą aktyw ność 14C w ykryto już po
0,5 i 1 m inucie w kwasie hydantoinowym  i hydantoinie. Po upływie 6 do 
10 m inut najw iększą aktyw ność znajdowano w cytrulinie, w  kwasie argi- 
ninobursztynow ym  i glutam inowym  oraz w kwasie karbam oiloasparagi- 
nowym. Pozostałe am inokwasy albo nie zaw ierały 14C albo też były 
znakowane znacznie słabiej. Spośród aminokwasów cyklu ornitynowego 
najniższą zawartość 14C w ykryto  w argininie. Zjawisko to można tłu ­
maczyć wysoką aktywnością arginazy w kom órkach badanych drożdży.

http://rcin.org.pl



46 6 K . K LECZK O W SK I [4 ]

Dużą zawartość 14C w hydantoinie po 0,5 i 1 minucie inkubacji tłum aczą 
autorzy łatwością nieenzymatycznego zamykania pierścienia kwasu hy- 
dantoinowego z utworzeniem  hydantoiny.

Tablica 1

Zmiany radioaktywności (imp./min) aminokwasów i pochodnych hydantoiny w zależności od czasu 
inkubacji komórek Candida flareri z 14C, -mocznikiem według C o o k a  i B o u l t e r a  (3)

Badany związek
Czas inkubacji w minutach

0,5 1 2 . 6 10 20

Kwas asparaginowy śl. śl. 326 290 508 76
Kwas glutaminowy śl. śl. 54 906 924 622
Kwas argininobursztynowy śl. 28 92 966 1172 500
Asparagina śl. śl. 96 101 54 44
Treonina 0 0 18 226 260 166
Glutamina 0 0 0 112 130 śl.
Cytrulina 12 48 91 1986 1176 326
Kwas y-aminomasłowy śl. 62 śl. śl. śl. śl.
Arginina 0 18 20 46 134 112
Prolina 0 0 0 śl. 40 34 i
Izoleucyna 0 o 0 śl. 22 12
Ornityna
Kwas karbamoiloasparagi-

śl. 14 22 0 0 0

! nowy 15 61 181 756 412 215
Kwas hydantoino-5-octowy śl. śl. 20 137 28 15
Kwas hydantoinowy 150 164 76 11 śl. 0
Hydantoina 125 131 72 ___ 0 0 0

* śl. —  mniej niż 10 imp. ;min
N ie stwierdzono aktywności w Gli, Ser, A la. Wal, Tyr, Fen, His i Liz

C o o k  i B o u l t e r  (3) przypuszczają, że z mocznika i nieznanego 
dwuwęglowego fragm entu powstaje kwas hydantoinowy, k tóry z kolei 
rozpada się na karbam oilofosforan i glicynę. G rupa ureidowa karba- 
moilofosforanu może być przeniesiona na ornitynę lub asparaginian albo 
ulegać rozkładowi do C 0 2 i amoniaku. Hipotezę autorów przedstaw ia 
schem at 3. Przypom ina on w pierwszym  swoim etapie kondensację mocz­
nika z kwasem glioksalowym (również dwuwęglowy związek) (schemat 3) 
w procesie degradacji allantoiny przez Streptococcus allantoicus (29).

R o o n  i L e v e n b e r g  (26) nie zdołali potwierdzić in vitro żadnego 
z ogniw proponowanego przez C o o k a  i B o u l t e r a  (3) schem atu 
włączania mocznika do m etabolizmu komórkowego u Candida utilis.

W szystkie omówione wyżej prace z w yjątkiem  prac V a l e n t i n  e’a 
i W o 1 f e’ a (30) przeprowadzono na żywych komórkach, a zatem  wnio­
ski w yciągnięte z tych badań należy w zasadzie traktow ać jako m niej 
lub bardziej udokum entowane hipotezy.

F u r u t a n i  i wsp. (8) badając wykorzystyw anie mocznika przez pa- 
chnotkę ogrodową (Perilla frutescens, Britton) w ykazali redukcję NAD
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Schemat 3. Synteza karbamoilofosforanu z mocznika u Candida flareri wg C o o k a
i B o u l t e r a  (3)

lub NADP w obecności mocznika jako substra tu  przez p reparat z tych 
roślin. Enzym katalizujący tę reakcję nazwano dehydrogenazą moczni­
kową, w odróżnieniu od dehydrogenazy amonowej, która ma inne opti­
mum pH  i inną wrażliwość na aktyw atory  i inhibitory. Aktywność dehy­
drogenazy mocznikowej w ykryto  również w tkankach zwierzęcych (20, 
21). O m u r a  i wsp. (22) po uzyskaniu z liści pachnotki częściowo oczy­
szczonego p repara tu  enzymatycznego podjęli próbę zbadania m echanizm u 
katalizowanej reakcji oraz identyfikacji jej produktu. A ktyw ujące dzia­
łanie na redukcję NAD lub NADP przez mocznik w yw ierają nieorga­
niczne fosforany w m ałych ilościach. Fosforany w ykazują to działanie 
tylko w przypadku mocznika jako substratu, natom iast ham ują dehydro- 
ganazę amonową. Podobny efekt w ykazują związki flawinowe. Zarówno 
ATP, ADP, jak  i AMP nie w pływ ają na szybkość redukcji NADP w obec­
ności mocznika jako substra tu  (22).

O m u r a  i wsp. (22), mimo uzyskania stosunkowo wyczerpujących
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danych o aktyw atorach i inhibitorach dehydrogenazy mocznikowej, nie 
zidentyfikowali produktu  tej przem iany. Stw ierdzili jedynie, że synteza 
znakowanych związków z 14C-mocznika zwiększa się po dodaniu ornityny 
do m ieszaniny inkubacyjnej, a asparaginian i bursztynian nie w ykazują 
tego efektu. Na podstawie przytoczonych danych autorzy przypuszczają, 
że nie rozłożony przez ureazę mocznik w obecności dehydrogenazy mocz­
nikowej może być w ykorzystany do syntezy argininy.

W 1968 roku R o o n  i L e v e n b e r g  (26) w krótkim  kom unikacie 
podali bardzo ciekawy schem at rozkładu mocznika na am oniak i dw u­
tlenek węgla, katalizowanego przez preparaty  z Candida utilis i Chlo­
rella utilis. Do badań kinetycznych autorzy używali częściowo oczyszczo­
nych preparatów  z Candida utilis, hodowanych na moczniku jako jedynym  
źródle azotu. Okazało się, że rozkład mocznika zachodzi przy udziale 
ATP oraz jonów Mg2+ i K +, prawdopodobnie według następującej reak ­
cji:

NH2
I M g,+ + K+

C = 0  +  ATP -------------- * C 02 +  2NH3 +  ADP +  Pi
I

n h 2

Enzym katalizujący tę przem ianę nazwano amidoliazą ATP:mocznik 
(ADP). Mechanizm rozkładu mocznika przez ten  enzym jest jednostop- 
niowy i uzależniony od obecności ATP. R o o n  i L e v e n b e r g  (26) 
przypuszczają, że ATP jest w tej przem ianie donatorem  energii i może 
uczestniczyć w  bezpośrednim przenoszeniu grup -NH2 mocznika najpierw  
na odpowiednie ugrupow anie łańcucha białkowego enzymu, a potem na 
w łaściwy akceptor, na przykład a-ketoglu taran  lub kwas glutam inowy. 
Jeśli środowisko nie zawiera akceptora, aminowana reszta łańcucha biał­
kowego enzymu ulega hydrolizie i uwalnia się amoniak. W tym  przypadku 
końcowym produktem  przem iany, podobnie jak w reakcji katalizowanej 
przez ureazę, jest amoniak i dw utlenek węgla. Inną interesującą możliwość 
wiążą autorzy (26) z udziałem biotyny. Okazało się bowiem, że dodanie do 
mieszaniny inkubacyjnej 4 ¡ig/ml awidyny powoduje zahamowanie bada­
nej przem iany w 44%, a 20 M-g/ml ham uje ją w 100'°/o. Dodatek biotyny 
po w prowadzeniu awidyny do m ieszaniny inkubacyjnej nie znosi inhibicji. 
Jeśli natom iast biotynę doda się przed awidyną, szybkość reakcji nie ulega 
zmianie. Na tej podstawie autorzy wnioskują, że aktywność badanego en­
zym u uw arunkow ana jest obecnością biotyny, która pełniłaby rolę koen­
zymu. | | . ! }

Atom węgla mocznika mógłby być bezpośrednio przenoszony w postaci 
związanej z biotyną, prawdopodobnie w form ie grupy karbam oilowej, na 
nieznany akceptor. Nie udało się jednak wykazać syntezy karbam oilofos- 
foranu; po dodaniu do m ieszaniny inkubacyjnej karbam oilotransferazy 
ornitynow ej i ornityny, jako akceptora grupy karbam oilowej karbam oilo-
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fosforanu, nie odnaleziono 14C znakowanego mocznika w grupie ureidowej 
cytruliny.

O statnio R o o n  i L e v e n b e r g  (27) oraz W h i t n e y  i C o o p e r  
(32) wykazali, że reakcja katalizowana przez amidoliazę ATP:mocznik 
(ADP) zachodzi tylko w obecności kwaśnego węglanu, co potwierdziło 
przypuszczenie (26), że biotyna jest częścią składową tego enzymu. W edług 
uzupełnionego schem atu (schemat 4) pierwszą reakcją w procesie rozkładu 
mocznika jest karboksylacja biotyny z udziałem  kwaśnego w ęglanu w 
obecności ATP, Mg2+ i K +, a następnie zaktyw owany kompleks C 0 2-b ioty- 
na-enzym  przyłącza mocznik. W dalszym etapie z kom pleksu uw alnia się 
karboksylo-N-m ocznik (kwas allofanowy), k tóry  jako nietrw ały rozpada 
się na węglan i amoniak. W ęglan jest zatem  zarówno jednym  z substratów , 
jak  i jednym  z produktów  tej przem iany i stąd w nioskuje się, że pełni on 
rolę autokatalityczną.

2nh;

Schemat 4. Rozkład mocznika przy udziale amidoliazy, ATP:mocznik (ADP) z Candida 
utilis wg R o o n  i L e v e n b e r g  (27)

W h i t n e y  i C o o p e r  (32) przedstaw iają następująco rozszerzony, 
sum aryczny przebieg reakcji rozkładu mocznika pod wpływem  amidoliazy:

Mg** +  K+
mocznik +  ATP +  HCOf — -------- ■> 2 C 0 2 +  2NH3 +  ADP +  Pi

Ciężar cząsteczkowy amidoliazy ATP:mocznik (ADP) z Candida utilis, 
oznaczony m etodą sączenia na żelu Sepharoza 4B (27) wynosi około 600 000. 
Przypuszcza się (27), że enzym ten  składa się z kilku podjednostek, z k tó ­
rych przynajm niej jedna związana jest z biotyną.

T h o m p s o n  i wsp. (1, 12) od szeregu lat badają metabolizm  mocz­
nika u glonu Chlorella vulgaris. Jak  wiadomo organizm ten  również nie 
w ykazuje aktyw ności ureazy. Glon Chlorella hodowano na pożywce o nis­
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kiej zawartości azotu (25). Komórki w stanie głodu azotowego z 10—30- 
-dniowych k u ltu r zbierano, odwirowywano, przem ywano i zawieszano w 
pożywce zawierającej znakowany 14C mocznik jako jedyne źródło azotu. 
Tak przygotowane zawiesiny inkubowano od 0—60 m inut w 25°, a następ­
nie komórki ekstrahow ano 80'% etanolem  i przeprowadzano identyfikację 
chrom atograficzną związków karbam oilowych (13). Nie stwierdzono znacz­
niejszego znakowania 14C tych związków, co zdaniem autorów  wyklucza 
bezpośrednie włączanie 14C-mocznika do m etabolizmu azotowego bez 
uprzedniego rozkładu na dw utlenek węgla i amoniak. A utorzy sugerują, 
że rozkład mocznika u Chlorella przebiega inaczej niż jego rozkład pod 
wpływem  ureazy i zależy od energii (prawdopodobnie w postaci ATP). 
Sugestia ta pokrywa się z danym i przytoczonym i przez R o n a  i L e v e n -  
b e  r g a (26) dla p repara tu  z Candida utilis i z Chlorella vulgaris.

W naszym Zakładzie rozpoczęto badania nad w ykorzystaniem  mocznika 
przez drożdże Torulopsis utilis. Ta odmiana drożdży nie zawiera śladów 
aktywności ureazy (12) i może być idealnym  m ateriałem  do tego typu 
badań, ponieważ rośnie bardzo dobrze na moczniku jako jedynym  źródle 
azotu. We w stępnej fazie badań wykazano, że otrzym any prepara t enzy­
m atyczny zawiera jedynie śladową aktyw ność syntezy karbam oilofosfo- 
ranowej przy udziale zarówno L-glutaminy jak  i jonów amonowych jako 
donatorów grupy aminowej. W obecności mocznika, ATP i 3-fosfoglicery- 
nianu p repara t ten  syntetyzuje nieznany związek ureidowy. Dodatek do 
m ieszaniny inkubacyjnej om ityny  i karbam oilotransferazy ornitynow ej 
zwiększa tylko nieznacznie syntezę tego związku. Na podstaw ie identyfi­
kacji za pomocą chrom atografii bibułowej przypuszczano, że między in­
nymi produktem  badanej przem iany jest karbam oilofosforan (15). W póź­
niejszych badaniach okazało się, że 14C z mocznika włącza się w śladowych 
ilościach do cytruliny, a praw ie całą radioaktyw ność można odnaleźć 
w nieznanym  związku ureidowym  o nieco m niejszym  Rf w układzie 
n-propanol:woda (64:36) od Rf mocznika (Kleczkowski — dane nie opu­
blikowane). Jeśli mocznik przed dodaniem  do m ieszaniny inkubacyjnej 
rozłożono ureazą, nie stwierdzono śladów syntezy ureidowego produktu. 
Gdy ureazę dodawano razem  z mocznikiem do m ieszaniny inkubacyjnej 
zawierającej w szystkie pozostałe składniki, aktywność enzymatyczna spa­
dała do około lO /̂o w porównaniu z próbam i bez ureazy (15). Pominięcie 
w mieszaninie inkubacyjnej 3-fosfoglic erynia nu obniża syntezę ureidow e­
go związku do poziomu kontroli (termicznie inaktyw ow any prepara t en­
zymatyczny z kom pletem  składników). Obecnie prowadzi się badania nad 
identyfikacją produktu, względnie produktów badanej przem iany.

Na podstawie przeglądu piśm iennictwa dotyczącego badań nad m echa­
nizmem w ykorzystania mocznika przez organizmy nie zawierające ureazy 
należy przyjąć, że istnieje inna droga pozwalająca na włączanie mocznika 
do m etabolizmu azotowego komórki.
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Zarysow ują się następujące możliwości:
a) włączanie mocznika w reakcjach przebiegających w przeciwnym kie­

runku niż reakcje cyklu ornitynowego (2, 11, 19, 28, 31),
b) wiązanie mocznika z nieznanym  akceptorem  A z utworzeniem  hipo­

tetycznego związku A-(NH2)2 (10),
c) przyłączanie grupy karbam oilowej mocznika do ornityny (14), praw do­

podobnie poprzez karbam oilofosforan, z utworzeniem  cytruliny (sche­
m at 1),

d) fosforolityczny lub arsenolityczny rozkład zredukowanego produktu 
kondensacji mocznika z glioksalanem do karbam oilofosf oranu (sche­
m at 2) (30),

e) kondensacja mocznika z nieznanym  fragm entem  dwuwęglowym do 
kwasu hydantoinowego i dalsza przem iana w  karbam oilofosforan i gli­
cynę (3) (schemat 3),

f) odwodorowanie mocznika z utw orzeniem  nieznanego produktu przy 
udziale NAD lub NADP w obecności dehydrogenazy mocznikowej (8, 
20 , 21, 22),

g) rozkład mocznika na amoniak i dw utlenek węgla przez amidoliazę 
ATP:mocznik (ADP) (26, 27),

h) wiązanie mocznika z nieznanym  akceptorem  z utworzeniem  nieziden­
tyfikowanego związku ureidowego w obecności ATP i 3-fosfoglicery- 
nianu (Kleczkowski — dane nie opublikowane).
Przytoczone hipotetyczne szlaki metaboliczne różnią się zasadniczo 

in terp retacją  włączania mocznika do m etabolizmu azotowego przez orga­
nizmy nie zaw ierające ureazy. Część przytoczonych hipotez (d, f, g, h) 
w ysunięto na podstawie badań in vitro. W pozostałych przypadkach opie­
rano się na pośrednich danych, uzyskanych z doświadczeń in vivo. Ze 
wszystkich przytoczonych hipotez tylko jedna (g) ma kom pletną doku­
m entację eksperym entalną. Pozostałym b raku je  bądź identyfikacji pro­
duktu  lub produktów  reakcji, bądź też nie udało się dotychczas powtórzyć 
ciągu reakcji lub poszczególnych reakcji in vitro.

Wspólną przesłanką większości przedstaw ionych hipotez (a, c, d, e, f, 
h), choć są one oparte na różnych m echanizm ach początkowego etapu 
włączania mocznika do m etabolizm u azotowego organizmów nie zaw iera­
jących ureazy, jest fakt znajdowania większości 14C z mocznika w amino­
kwasach cyklu ornitynowego (a, c, e, f), lub w  niezidentyfikowanych 
związkach ureidowych (h).
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JA D W IG A  SK O R K O W SK A -ZIE LE N 1E W SK A  *

Synergizm żelaza i miedzi w organizmie 

Interrelationship of Iron and Copper in the Body

Recent data on the metabolism of iron and copper and their interrelationship in 
the body are discussed.

I. Uwagi wstępne

Nowsze badania znacznie rozszerzyły wiedzę o m etabolizmie żelaza 
i miedzi w organizmie. Zwrócono większą uwagę na mechanizm absorpcji 
żelaza z pożywienia i rolę, jaką w tym  procesie odgrywają niektóre inne 
składniki m ineralne, w itam ina C oraz inne czynniki m odyfikujące (1, 6, 
15, 21).

Część autorów ściśle wiąże m etabolizm  żelaza z metabolizmem miedzi 
(16, 17, 18, 38, 42, 43, 67, 68), na co inni nie zwracają większej uwagi, lub 
nie potw ierdzają tej współzależności (55, 78, 80). Skutkiem  tego na ogół 
nie przyw iązuje się większej wagi do wzajem nego powiązania m etabolizmu 
obu tych składników. Na rozbieżność poglądów wskazują między innym i 
dane przytoczone w tablicy 1 , k tó ra  przedstaw ia zawartość miedzi i żelaza 
w niektórych p reparatach  farm eceutycznych. Na jedną część miedzi za­
w artej w tych p reparatach  przypada od 10 do 3300 części żelaza, a do nie­
których preparatów  miedzi w ogóle się nie dodaje.

O panującej rozbieżności opinii o roli miedzi w m etabolizmie żelaza 
świadczą również zestawione w tablicy 2 dane, dotyczące zalecanego daw ­
kowania tych składników w dietach doświadczalnych dla zwierząt. Miedź 
w tzw. „fizjologicznych norm ach” zalecana jest w  ilości od 10 do 3000 M-g 
dziennie, a żelazo w ilości 200—8700 ¿ig.

W żywieniu ludzi żelazo również zalecane jest w bardzo różnych daw ­
kach, od około 1 mg żelaza dostępnego (80), poprzez 12 mg żelaza w  w ięk­
szości norm pokarm owych (3, 32, 72) do 40 mg żelaza ogólnego przy diecie 
jarskiej (31).

* Dr, Katedra Technologii i Higieny Żywienia Człowieka, Szkoła Główna Gospo­
darstwa Wiejskiego, Warszawa
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Zawartość miedzi i żelaza w niektórych preparatach farmaceutycznych

Preparaty farmaceutyczne Miedź
mg

Żelazo
mg

Stosunek 
Cu: Fe

Vitaral „Polfa” (pastylka) ok. 0,001 3,3 1:3300
Decavit (czekoladka) 0,05 5,0 1:100
Partironin „Polfa” (1 granulek) ok. 0,05 ok. 4,0 1:80
Heptuna Plus „Pfizer” (pastylka) 1,0 75,0 1:75

j Viterra „Pfizer” (pastylka) 1,0 10,0 1:10
Ascofer „Jedność” (pastylka) 0 ok. 27,0 0

Tablica 2

Zalecane dzienne dawki miedzi i żelaza dla szczurów i kurcząt

Według Miedź
(ig/dzień

Żelazo
(i.g/dzień

Stosunek 
Cu: Fe

Diety doświadczalne dla szczurów
Luckey (50) 870 8700 1:10
Reddy i wsp. (62) 100 800 1:8
McCoy (54) 500—1000 2500 1,5—1:2,5
Cuthbertson (26) 300 750 1:2,5
Albritton (3) 200 500 1:2,5
Abrarow (2) 3000 — —

Uesaka i wsp. (75) 200—600 — —
Underwood (76) 10—50 — —

Diety doświadczalne dla kurcząt
Hill i wsp. (42) 10—50 200 1:20—1:4
Simpson i wsp. (65) 460 1040 1:2,6

Zawartość miedzi w dziennym  pożywieniu człowieka wynosi średnio 
około 2 mg. Ponieważ w  praktyce żywienia ludzi, w przeciw ieństw ie do 
żywienia zwierząt, nie obserw uje się na ogół objawów niedoborów tego 
składnika, ilość ta uważana jest za w ystarczającą dla pokrycia zapotrzebo­
wania na miedź.

II. Występowanie żelaza i miedzi w organizmie człowieka

W edług F i n c h a ( 3 1 ) i  D r a b k i n a  (28) żelazo w organizmie w ystę­
puje w trzech frakcjach białek złożonych: 1) frakcja zasadnicza, na którą 
składa się żelazo hemoglobiny, mioglobiny i enzymów kom órkowych (frak­
cja ta  zawiera około 70'°/o żelaza występującego w organizmie); 2) frakcja 
m agazynująca czyli żelazo zapasowe, w ystępujące głównie w w ątrobie, 
śledzionie i szpiku kostnym  w form ie ferry tyny  i hem osyderyny; 3) frakcja
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transportu jąca — trans-feryna (syderofilina) — ^-globulina surowicy, 
w której jedna cząsteczka białka wiąże dwa atom y żelaza, przy czym 
łatw iej wiązane jest żelazo dwuwartościowe.

O statnie lata przynoszą coraz więcej danych o enzymach tkankowych 
łańcucha odechowego (11). W yodrębniono cztery kom pleksy enzymatyczne, 
z k tórych każdy zawiera żelazo, a co najm niej, dwa kompleksy zaw ierają 
miedź (33).

Na schemacie 1 zamieszczono schem at reakcji „kaskady elektronów ” 
(11, 33). Na stopniach „kaskady” zaznaczono występowanie żelaza i miedzi 
w kom pleksach enzymatycznych.

Schemat 1. Występowanie kompleksów enzymatycznych Cu i Fe w  reakcjach
„kaskady elektronów”

Poza enzym am i oddechowymi, miedź w organizmie człowieka wg 
S c h e i n b e r g a  (64) i O w e n a  (58) w ystępuje w  wielu białkach złożo­
nych: ceruloplazminie, cerebrokupreinie, oksydazie polifenolowej, hepato- 
kupreinie oraz syntazie porfobilinogenowej.
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Z niedoborem miedzi wchodzącej w skład oksydazy lizyny związane są 
zaburzenia w biosyntezie elastyny i kolagenu, powodujące powstawanie 
tętniaków  naczyniowych u zwierząt karm ionych pożywieniem bez dodatku 
miedzi, a chelatow anie miedzi przez latyrogeny prowadzi do ciężkich 
schorzeń tkanki łącznej (5, 10, 65).

Według najnowszych poglądów powstawanie wola endemicznego jest 
wynikiem  braku w pożywieniu wolnej miedzi, odgrywającej rolę w tran ­
sporcie jodu (34). Przy niedoborze miedzi obserwowano również obniżenie 
wrażliwości smakowej (41).

Ze względu na doniosłe znaczenie żelaza i miedzi dla fizjopatologii 
nieco szerzej będzie omówiona gospodarka ogólnoustrojowa tym i składni­
kami.

III. Absorpcja żelaza i miedzi z pożywienia

1. Uwagi ogólne

Według opinii w ielu badaczy w chłanianie żelaza jako zjawisko fizjolo­
giczne nie zostało dotychczas należycie wyjaśnione (14, 15, 19, 30, 31, 48). 
Przez wiele lat uznawana była hipoteza G r a n i c k a  (37), zakładająca 
regulację absorpcji żelaza przez w ysycanie odpowiedniego białka, apofer- 
ry tyny . Całkowite wysycenie miało ograniczać dowóz żelaza do ustro ju  
na zasadzie tzw. „bloku śluzówkowego”. Późniejsze badania podważyły 
hipotezę Granicka. Jako  jeden z pierwszych R e i s s m a n  (63) stw ierdził 
u psów wyższą absorpcję żelaza, niżby to wynikało z możliwości wiązania 
przez apoferrytynę oraz z szacunkowego zapotrzebowania. Następnie 
S m i t h  i P a n i a c i u l l i  (69) stw ierdzili znaczny wzrost absorpcji że­
laza u ludzi przy stopniowym podwyższaniu dawek tego składnika. Wzrost 
absorpcji przekraczał wielokrotnie szacunkowe zapotrzebowanie.

C r o s b y (25) i C o n r a d  (23) dowiedli, że błona śluzowa może do 
pewnego stopnia regulować w chłanianie żelaza poprzez kom órki cylin­
dryczne, które po wysyceniu żelazem blokują praw ie zupełnie wchłanianie 
tego składnika przez okres swojego trw ania, tj. przez kilka dni. W związku 
z tym  żelazo z kom órek cylindrycznych może nie przechodzić do krwiobie- 
gu, zwłaszcza przy wysyceniu organizmu tym  składnikiem. C a l l e n d e r
(14) tw ierdzi jednak, że „blok śluzówkowy”, jeżeli w ogóle ma miejsce, 
jest stosunkowo niespraw nym  czynnikiem regulującym  absorpcję żelaza.

Nie ma również zgodnych danych dotyczących m iejsca absorpcji żela­
za. Używając żelaza radioaktywnego, D a r r e l  i  M i t c h e l l  (27) stw ier­
dzili, że jest ono najszybciej wchłaniane w  dwunastnicy, inni autorzy 
uważają natom iast, że najintensyw niejsza absorpcja żelaza zachodzi w 
części odźwiernikowej żałądka (13, 51, 57).
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2. Wewnątrzustrojowe czynniki modyfikujące absorpcję żelaza

Większość badaczy potwierdza fakt zwiększonej absorpcji żelaza u osob­
ników z niedoborem  pokarm owym  tego składnika lub po krwotokach, 
jednak niektórzy twierdzą, że wzrost ten  jest nieznaczny i absorpcję uza­
leżniają praw ie wyłącznie od różnej dostępności żelaza (29, 45, 56).

F i n c h  (30, 31) podaje, że przy badaniu absorpcji żelaza z produktów  
pszennych ludzie zdrowi w chłaniali 4,5% dawki, a grupa z niedoborem 
żelaza 7,8%. Badania C a l l e n d e r  (14) przy użyciu standardowej dawki 
żelaza farm aceutycznego 5 mg 59Fe w formie siarczanu wykazały, że ludzie 
z niedoborem  żelaza wchłaniali średnio 56% dawki, a zdrowi średnio 30%. 
Stosując jako źródło żelaza radioaktyw nego hemoglobinę i podając ana­
logiczną dawkę 5 mg żelaza, autorka ta stw ierdziła absorpcję w grupie 
z niedoborem  żelaza w wysokości średnio 25%, a u osobników zdrowych 
średnio 13%.

Inni badacze zwrócili uwagę na rolę soku żołądkowego w absorpcji że­
laza. J  a c o b s i wsp. (44) stwierdzili, że ludzie z niedokrwistością niedo­
barw liw ą, cierpiący na niedokwaśność żołądka, w chłaniali żelazo z hem o­
globiny w podobnym stopniu co i ludzie o norm alnej kwasocie żołądka.

Nieco inne doświadczenie w ykonali G o l d b e r g  i wsp. (36). Użyli 
oni standardow ych posiłków z dodatkiem  śladowych ilości żelaza i s tw ier­
dzili wyższą absorpcję żelaza w grupie ludzi z norm alą kwasotą żołądka * 
w porów naniu do grupy z niedokwasotą.

K o e p k e  i wsp. (46) uważają, że w soku żołądkowym w ystępuje czyn­
nik stym ulujący w chłanianie żelaza. Według nich czynnik ten  m iałby 
działać podobnie jak  znany tzw. „czynnik w ew nętrzny” przy w chłanianiu 
w itam iny B12. Hipotezę taką w ysuw ają oni na podstawie danych doświad­
czalnych, wskazujących, że żelazo podane z sokiem żołądkowym psów cier­
piących na niedobór żelaza jest lepiej w chłaniane niż żelazo podawane 
z sokiem żołądkowym zwierząt zdrowych. L u k ę  i wsp. (51) podają, że 
czynnik regulu jący  wchłanianie żelaza, tj. wiążący w żołądku nadm iar te ­
go składnika, ma charakter białkowy; nazwali go gastroferryną. Czynnik 
ten  produkow any jest tylko przez osobników o organizmie w ystarczająco 
wysyconym  żelazem. P rzy  niedoborze żelaza brak jest gastroferryny  
i wówczas żelazo z pożywienia wchłaniane jest bez przeszkód. M o r g a n
i wsp. (57) w doświadczeniach izotopowych na ludzkim  soku żołądkowym 
wykazali, że gastroferryna ma także charakter węglowodanowy.

C a l l e n d e r  i B r a u n  (15) zw racają uwagę na rolę soku trzustko­
wego w  absorpcji żelaza. Przy uszkodzonej trzustce następuje bowiem 
znaczny w zrost absorpcji żelaza. W soku trzustkow ym  znajduje się p raw ­
dopodobnie specjalny inhibitor absorpcji żelaza. Jednak  doświadczenia 
w ykonane w celu potwierdzenia tej hipotezy dały sprzeczne wyniki.

http://rcin.org.pl



4 7 8 J. SK O R K O W SK A -Z IEL E N IE W SK A [6]

3. Czynniki pożywienia modyfikujące absorpcję żelaza i miedzi

Od dawna znany jest fak t różnej podatności żelaza na w chłanianie czyli 
różnej tzw. dostępności tego składnika z produktów spożywczych. Zagad­
nienie to postawione zostało w nowym świetle przez F i n c h a  (31) p r z y  

rew izji norm zapotrzebowania pokarmowego na żelazo. Różna dostępność 
żelaza wpływa na różny procent jego absorpcji z pożywienia. I tak  zaw ar­
tość w pożywieniu fosforanów i fityn, które tworzą z żelazem nierozpusz­
czalne sole, obniża dostępność i absorpcję, lecz fosforany i fityny nie m a­
ją wyraźniejszego wpływ u na absorpcję żelaza z hemoglobiny (74). W ięk­
szość prac dotyczących absorpcji żelaza podaje, że średnia absorpcja nie 
przekracza na ogół 10%  zawartości żelaza w żywności i w aha się zazwy­
czaj w granicach od 1— 10% (32, 56).

Dodatek kwasu askorbinowego w ilości 1 g wpływa na wzrost absorpcji 
żelaza, na przykład z jaj do 80%, jednak ten  sam dodatek kwasu askorbi­
nowego do warzyw i w ątroby nie daje tak  dobrych wyników (80). Poda­
wanie kwasu askorbinowego z FeCl2 podwyższa resorbcję żelaza u zwie­
rząt doświadczalnych (47).

Zwiększenie dawki wapnia z 400 do 1500 mg wpływa na znaczne zwięk­
szenie absorpcji żelaza z pożywienia (4).

C h a s e  (20), G u b l e r  (38), L a h e y  z wsp. (49) i C a r t w r i g h t  
z wsp. (17) w badaniach na zwierzętach wykazali istnienie synergizmu 
żelaza i miedzi. W edług tych autorów niedobór miedzi wpływa na obniże­
nie w ykorzystania żelaza z pożywienia. Posługując się izotopem żelaza 
59Fe stw ierdzili oni przy niedoborze miedzi m niej żelaza w w ątrobie i w 
składzie hemoglobiny.

S k o r k o w s k a - Z i e l e n i e w s k a  (66, 67, 68) określiła bliżej za­
kres dawek miedzi, w których działa ona jako synergent w stosunku do 
żelaza. Zgodnie z sugestią W i e ń c z i k o w a  (77) podzielono dawki m ie­
dzi na trzy  strefy  działania, tj. strefę niedoborową, biotyczną i toksyczno- 
farmakologiczną. Przy podziale na te  strefy  jako wskaźnik fizjologicznego 
działania miedzi w ykorzystano poziom kwasów nukleinowych (RNA
i DNA). Zaobserwowano, że biotyczne dawki miedzi stosowane w grani­
cach 1—4 mg C u /l00 g pożywienia w pływ ały na zwiększenie absorpcji
i retencji żelaza od 67 do 92% w porównaniu z absorpcją i retencją żelaza 
przez zwierzęta kontrolne, oraz na znaczny (około 50%) wzrost wysycenia 
tkanki wątrobow ej tym  składnikiem. Efekty te  otrzym yw ano tylko przy 
biotycznych dawkach żelaza w pożywieniu (6,6— 13,6 mg Fe/g), natom iast 
dawki miedzi i żelaza wchodzące w zakres strefy  toksyozno-farmakologicz- 
nej wykazywały niekorzystny wpływ na wysycenie tkanki wątrobowej ty ­
mi składnikam i oraz na poziom kwasów nukleinowych w wątrobie.

Jeżeli chodzi o absorpcję miedzi, to do czynników pożywienia w pływ a­
jących na ten  proces zalicza się m olibden i mangan, przy czym molibden 
wykazuje działanie ujem ne, a m angan dodatnie. W doświadczeniach na
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zwierzętach stwierdzono, że nadm iar m olibdenu w pożywieniu w pływ a 
niekorzystnie na absorpcję i gospodarkę miedzią w organizmie, zwłaszcza 
przy równoczesnym niedoborze fosforanów. Natomiast zaobserwowano, że 
zwiększone dawki m anganu w pływ ają na większą absorpcję i m agazyno­
wanie miedzi w tkankach (22, 79).

IV. Wydalanie żelaza oraz zagadnienie zbilansowania niedoborów tego 
składnika

Badania izotopowe, przeprowadzone na ludziach ( H e i n r i c h  z wsp. 
(40)) wykazały, że żelazo u dorosłych mężczyzn w ydalane jest w ilości 
5,5 mg/dzień. W artość tę można przyjąć jako orientacyjną przy ustalaniu  
zapotrzebowania człowieka na żelazo. Połowa wydalonego żelaza pochodzi 
ze złuszczającego się nabłonka śluzówki przewodu pokarmowego, m ini­
m alna ilość ze składników krw i w ydalanych przez jelito, a reszta ze złusz­
czającego się naskórka, ze s tra t z moczem oraz z potem  (21, 31). Kobiety 
w czasie m enstruacji w ydalają dodatkowo od 25 do 100 mg żelaza dzien­
nie. Zbilansowanie tych s tra t ogranizmu (około 6 mg żelaza dziennie) 
poprzez spożycie odpowiednich ilości żelaza w  pożywieniu jest p rak ­
tycznie trudne do zrealizowania przy obecnych sposobach żywienia się 
ludzi.

Przyjm ując średnią zawartość żelaza w pożywieniu dziennym w gran i­
cach 10—26 mg oraz na ogół niską absorpcję tego składnika, nie przekra­
czającą niekiedy Ŝ /o dawki, F i n c h  (31) szacuje występowanie m niej lub 
bardziej zaawansowanej niedokrwistości z powodu zbyt niskiego spożycia 
żelaza u k ilkuset milionów ludzi na świecie. C o o n s (24) twierdzi ponadto, 
że przy niedoborze żelaza w ystępują liczne „bloki m etaboliczne” nieza­
leżnie od upośledzonej biosyntezy porfiryn. „Bloki” takie, zdaniem tego 
autora, m ają prowadzić do osłabienia przem iany m aterii i obniżenia 
ogólnej odporności organizmu. Głównym powodem tych zmian jest 
zubożenie enzymów tkankow ych w żelazo, co w ystępuje znacznie wcześ­
niej niż ew entualne naruszenie układu syntetyzującego hemoglobinę.

Zapotrzebowanie na żelazo w polskich w arunkach żywienia się lud­
ności pokryw ane jest w około 80%, przy średniej norm ie żelaza 12 mg 
dziennie na mieszkańca (7). Jeżeli jednak do przyjętej norm y wprowadzi 
się popraw ki uw zględniające płeć, w iek osób, rodzaj spożywanej diety 
itd., niedobór żelaza w niektórych grupach ludności naszego k raju  okaże 
się znacznie większy, ze względu na stosunkowo duży udział w pożywieniu 
produktów pochodzenia roślinnego, odznaczających się bardzo niską do­
stępnością żelaza. Obliczony orientacyjnie udział grup produktów spo­
żywczych w dostarczaniu żelaza przy obecnej struk tu rze  spożycia w Pol­
sce jest przedstaw iony graficznie na rysunku 1. Należy podkreślić, że 
uwzględniono tu  żelazo ogólne, a nie żelazo dostępne.
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Rys. 1 . Udział grup produktów spożywczych w  dostarczaniu żelaza w  przeciętnej 
racji pokarmowej ludności w  Polsce (żelazo ogółem bez uwzględnienia stopnia jego

dostępności)
1 — zb o żo w e, 2 — m ięsn e , 3 — z iem n ia k i, 4 — m lek o , 5 — w a r zy w a , 6 — o w o c e , 7 — ja ja , 8 — str ą c z ­

k o w e , 9 — ry b y

Doświadczalnych dowodów na niepełne pokrycie zapotrzebow ania na 
żelazo w żywieniu naszej ludności dostarczają w yniki badań, przeprow a­
dzonych w Instytucie Żywności i Żywienia, nad stanem  odżywienia n ie­
których grup ludności, sygnalizujące występowanie niedokrwistości n ie­
dobarw liwej (35, 52, 53, 70, 71), badania przeprowadzone w Instytucie 
M atki i Dziecka dotyczące niedokrwistości u niem owląt i dzieci (8, 9), oraz 
w iele innych (12, 39, 59, 60, 61, 73, 81).

Jak  z powyższego przeglądu piśm iennictw a wynika, mimo licznych 
badań nad gospodarką żelazem i miedzią w organizmie, w iele zagadnień po­
zostaje nadal nie wyjaśnionych, a wielu autorów przedstaw ia na ten  te ­
m at kontrow ersyjne poglądy. Brak jednoznacznych danych dotyczy zwła­
szcza takich zagadnień, jak  m echanizm  i stopień absorpcji żelaza i miedzi 
z pożywienia oraz m etody określania stanu w ysycenia organizm u tym i 
składnikam i m ineralnym i. Praktyczną konsekwencją tego stanu  rzeczy 
jest duża rozpiętość ilościowa norm  zapotrzebowania człowieka na oba 
te  składniki.

Dla rozstrzygnięcia powyższych zagadnień niezbędne są dalsze bada­
nia nad m etabolizmem  żelaza i miedzi w organizmie, które przyczynią się 
do w yjaśnienia istniejących kontrow ersji teoretycznych, a także przydatne 
będą dla prak tyki klinicznej i żywieniowej.
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G R A Ż Y N A  TU R O W SK A  *

Poliprenole

Poliprenols

Structure, distribution, biosyrçthesis and function of poliprenols from bacteria, 
plants and animais are reviewed.

Budowa i występowanie poliprenoli

Poliprenolam i nazywam y pierwszorzędowe długołańcuchowe alkohole 
jednowodorotlenowe. Są one zbudowane z różnej ilości (od 5 do 24) pow ta­
rzających się reszt prenylowych. Poszczególne związki różnią się m iędzy 
sobą ilością wiązań podwójnych i ich konfiguracją. Poliprenole w yodręb­
niano z m ikroorganizmów, roślin i zwierząt. O trzym uje się je z frakcji 
tłuszczowcowej po hydrolizie alkalicznej. Poliprenole oddziela się od 
innych składników niezm ydlającej się frakcji metodą chrom atografii ko­
lumnowej, najczęściej na tlenku glinu w gradiencie eteru  etylowego w e te­
rze naftowym . O trzym uje się w ten  sposób przeważnie mieszaninę ho- 
mologów. Pojedyncze poliprenole można następnie wyizolować stosując 
chrom atografię cienkow arstw ową na ziemi okrzemkowej, im pregnow anej 
olejem parafinow ym . Najlepszy rodział otrzym uje się stosując chrom a­
tografię dw ukierunkow ą (10). P renole układają się po przekątnej płytki, 
wartości Rf w zrastają  ze wzrostem  długości cząsteczki alkoholu. Ponadto 
poliprenole można rozdzielić i jednocześnie oznaczyć ich zawartość w tk an ­
ce stosując chrom atografię gazową (37).

S truk tu rę  poliprenoli ustalono za pomocą badań fizyko-chemicznych. 
N aturę poliprenylow ą związku, ilość grup wodorotlenowych i ich po­
łożenie oznacza się na podstaw ie widm a IR, spektroskopii masowej i jąd ro­
wego rezonansu magnetycznego. Konfigurację, a częściowo również i roz­
mieszczenie wiązań podwójnych, można określić przeprowadzając ozono- 
lizę związku oraz na podstawie pom iaru NMR i widma IR.

Różnice w struk turze pozwalają na podzielenie poliprenoli na kilka

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
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klas. Pierwszą grupę stanow ią związki, w których wiązanie podwójne
o konfiguracji trans w ystępuje w  każdej reszcie izoprenylowej. Do grupy 
tej należy powszechnie w ystępujący w roślinach 45-cio węglowy sola- 
nesol i rzadziej spotykany solanesol 50-cio węglowy. Solanesol 45, jako 
pierw szy z poliprenoli, wyizolowali z liści ty toniu  R o w l a n d ,  L a t i -  
m e r  i G i l e s  w roku 1956 (25). Następnie w ykryto go w liściach sze­
regu roślin. Zagadnienie ustalenia s tru k tu ry  i biosyntezy solanesolu było 
już omawiane w Postępach Biochem ii przez J a c h y m c z y k a  (20). We 
wszystkich zbadanych roślinach solanesol stanowi tylko nieznaczny pro­
cent ogólnej ilości poliprenoli (16). Większość poliprenoli zawiera w ią­
zania podwójne zarówno w konfiguracji cis jak  i trans. G rupa prenylowa 
na węglowodorowym końcu cząsteczki posiada dwie równocenne reszty 
m etylow e i dlatego nie można określić jej konfiguracji. Jednak  zawsze 
jedna z reszt m etylow ych jest w  położeniu trans w stosunku do olefino- 
wego atom u wodoru i dlatego w NMR grupa ta  w ykazuje cechy konfi­
guracji trans. Trzy kolejne wiązania podwójne w resztach izoprenylowych 
przylegających do grupy końcowej w prenolach z liści kasztanowca (42), 
fikusa ozdobnego (32), kauczukowca (10) i m orwy (34) w ystępują w kon­
figuracji trans, a wiązania podwójne w pozostałych resztach izoprenylo­
w ych m ają konfigurację cis. Związkom izolowanym z poszczególnych 
roślin  autorzy nadawali nazwy: kastaprenole, fikaprenole, heweaprenole. 
Dokładniejsze badania wykazały, że substancje otrzym ane z tych w szyst­
kich gatunków roślin są m ieszaninam i homologów zaw ierających od 6 
do 13 reszt prenylowych. W najw iększych ilościach w ystępują undekaizo- 
prenol (11) i dodekaizoprenol (12).

Zbliżone stru k tu rą  do tych alkoholi są poliprenole wyizolowane z dre­
w na brzozy i nazwane betulaprenolam i (12, 13, 38). Cząsteczki betula- 
prenoli są krótsze od cząsteczek kastaprenoli i zawierają 6 do 10 jednostek 
prenylow ych oraz dwa, a nie trzy  wiązania podwójne o konfiguracji 
trans.

Undekaprenol zaw ierający również tylko dwa wiązania podwójne
0 konfiguracji trans wyizolowano z kom órek bakterii rodzaju Lactobacillus
1 nazwano baktoprenolem  (15, 33).

Oprócz całkowicie nienasyconych poliprenoli są znane również alko­
hole częściowo uwodorowane. Do grupy tej zalicza się przede wszystkim 
dolichole (20). Są to jedyne poliprenole w ystępujące powszechnie w orga­
nizm ach zwierzęcych. Po raz pierwszy wyodrębnili je w roku 1960 P e n -  
n o c k ,  H e m m i n g  i M o r t o n  (22) z nerek człowieka. Później zna­
leziono je również w  innych narządach w ew nętrznych szeregu ssaków 
(4). Zwyczajowa nazwa — dolichol — określa grupę alkoholi zaw ierają­
cych od 17 do 22 jednostek prenylowych. Najczęściej w ystępują dolichole 
18, 19 i 20. W związkach tych wiązanie podwójne w  końcowej reszcie 
prenylowej zawierającej grupę wodorotlenową jest uwodorowane. W do-
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licholach zarówno z w ątroby szczura jak  i świni w ystępują, podobnie jak 
w betulaprenolach, dwa wiązania podwójne o konfiguracji trans (14).

Poza tkankam i zwierzęcymi dolichole w ykryto  w drożdżach Saccharo­
m yces cerevisiae. Głównym składnikiem  jest tu  dolichol 16 (16).

Najbardziej uwodorowane poliprenole wyizolowano z grzyba A sper­
gillus jum igatus. Poliprenole te mają, podobnie jak  dolichole, uwodo- 
row aną końcową resztę prenylową zawierającą grupę -OH oraz resztę 
prenylow ą na przeciw ległym  końcu łańcucha i, najprawdopodobniej, grupę 
do niej przylegającą. Są to więc heksahydroprenole zawierające dwa w ią­
zania podwójne o konfiguracji trans. Najczęściej w ystępuje prenol 21 
(29, 30).

Rozmieszczenie i charakterystykę dotychczas zbadanych poliprenoli 
przedstaw ia tablica 1.

Poliprenole w ystępują w tkankach w  formie wolnej lub estrowej. 
E stry  dolicholi stanowią zawsze około 60% dolicholi danej tkanki (8). 
W w ątrobie świni estry  dolicholi rozmieszczone są praw ie rów nom iernie 
w całej komórce, natom iast związki wolne przew ażają we frakcji m ito- 
chondrialnej (8, 31).

Poliprenole roślinne, solanesol i związki typu kastaprenoli, w ystępują 
w liściach, głównie w chloroplastach, wyłącznie w form ie wolnej (27, 42). 
Tylko w  przypadku liści tytoniu  R o w l a d  i L a t i m e r  (24) s tw ier­
dzili, że solanesol tworzy również estry, najczęściej z kwasami palm ity ­
nowym i linolenowym, rzadziej linolowym, m irystynow ym  i olejowym. 
W buraku, kasztanowcu i obrazkach plam istych (Arum  m aculatum ) w ięk­
szość poliprenoli typu  kastaprenoli zlokalizowana jest w bezbarwnej części 
chloroplastów w osmofilnych globulach, natom iast solanesol i nieznaczna 
część kastaprenoli znajduje się w lam ellach chloroplastów (41).

Betulaprenole z drew na brzozy w ystępują zarówno w formie wolnej 
jak  i estrowej.

Dokładne badania nad charakterystyką estrów prenoli w  ku ltu rach  
Aspergillus jum igatus  przeprowadzili S t o n e  i H e m m i n g  (31). Dla 
porównania oznaczyli oni składniki kwasowe tłuszczów prostych i estrów  
steroli. Stwierdzili, że kwasy tłuszczowe estryfikujące poliprenole są róż­
nej długości: od 12 do 24 węglowych. W estrach poliprenoli przew ażają 
nasycone kwasy tłuszczowe, które stanowią 52% wszystkich kwasów 
tłuszczowych, podczas gdy w tłuszczach prostych stanow ią one 24%, 
a w estrach steroli jedynie 7%. Kwasy tłuszczowe jednonienasycone s ta ­
nowią 27% wszystkich kwasów tłuszczowych w estrach prenoli, dw unie- 
nasycone 18% i tró j nienasycone 3%. W yniki te świadczą o wybiórczym  
włączaniu kwasów tłuszczowych do badanych estrów. Rozmieszczenie wol­
nych poliprenoli i ich estrów w kom órkach Aspergillus jum igatus  przy­
pomina rozmieszczenie wolnego i zestryfikowanego dolicholu w kom ór­
kach w ątroby świni. Związki wolne przew ażają we frakcji m itochondrial-
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nej, natom iast estry  rozmieszczone są praw ie równom iernie w całej ko­
mórce.

Zawartość poliprenoli zależy od wieku tkanki. Badania nad tą zależ­
nością u roślin wyższych przeprowadzili W e l l b u r n  i H e m m i n g  
(41). Zbadali oni zmiany zawartości poliprenoli w rosnących liściach obraz­
ków plam istych i kasztanowca. Stwierdzili, że ilość kastaprenoli w obraz­
kach plam istych zwiększa się w raz z rozwojem liścia, od stadium  pąka 
do liścia dojrzałego, natom iast solanesol pojawia się dopiero w liściach 
starych. Liście kasztanowca zaw ierają kastaprenole i solanesol w całym 
okresie swojego rozwoju. Ilość związków obu typów w zrasta podczas 
wegetacji, przy czym wzrost kastaprenoli jest znaczniejszy niż solane- 
solu: w  chloroplastach 28-mio tygodniowych liści kasztanowca kasta­
prenoli jest 10 razy więcej niż solanesolu. Stosunek kastaprenoli w la- 
m ellach chloroplastów do kastaprenoli w osmofilnych globulach nie ulega 
w  tym  okresie zmianom.

II. Biosynteza poliprenoli

Biosynteza poliprenoli zachodzi najprawdopodobniej w analogiczny 
sposób jak biosynteza pozostałych terpenoidów. Zdolność do biosyntezy 
tych związków m ają organizmy roślinne, zwierzęce i mikroorganizmy. 
Pierwszych danych o biosyntezie dolicholi zachodzącej w w ątrobie świni 
dostarczyli B u t t e r w o r t h  i wsp. (7). Badali oni poziom dolicholi 
w wątrobie świni hodowanej przy zastosowaniu różnych diet. Niezależnie 
od tego, czy świnie były karm ione pokarm em  naturalnym , czy syn te­
tycznym, pozbawionym tłuszczu, czy też ze specjalnie dobranym  zesta­
wem  tłuszczy, poziom dolicholi nie ulegał zmianom. Po dootrzewnowym 
w strzyknięciu świni i królikowi znakowanego m ewalonianu, B u t t e r ­
w o r t h  i wsp. (6) stw ierdzili radioaktywność w dolicholach znajdują­
cych się w wątrobie. Jednak procent radioaktyw ności włączonej do po­
liprenoli był m ały i wynosił około 0,2l0/o radioaktyw ności włączanej do 
steroli. Doświadczenia nad biosyntezą dolicholu in vitro  przeprowadzili 
G o u g h  i H e m m i n g  (14). Skrawki w ątroby szczura inkubowali oni 
z radioaktyw nym  m ewalonianem  w buforze węglanowym  o pH 7,4 w ciągu 
3 godz. w temp. 37° doprowadzając C 0 2 i 0 2 w  stosunku 5:95 i stale 
w strząsając mieszaninę inkubacyjną. Doświadczenia przeprowadzili z pod­
wójnie znakowanym  mewalonianem: węglem  14C w  pozycji 2 i try tem  
w pozycji 4R lub 4S (lakton kwasu 2-uC (4R)-4-3Hi-mewalonowego i kwasu 
2-14C(4S)-4-3H1-mewalonowego (schemat 1).

Dane NMR wskazują, że w cząsteczce dolicholu w ystępują trzy  reszty 
izoprenoidowe o konfiguracji trans, pozostałe natom iast m ają konfigu­
rację cis. Sugeruje to, że dolichol powstaje przez dołączenie jednostek 
cis do pirofosforanu.farnezylu zbudowanego wyłącznie z jednostek o kon­
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figuracji trans. Ponieważ wiadomo, że podczas biosyntezy poliprenoli 
tworzenie wiązania trans zachodzi z usunięciem  atomu wodoru z pozycji 
4S kwasu mewalonowego, a tworzenie wiązania cis z usunięciem atom u 
wodoru z pozycji 4R m ewalonianu, doświadczenie z prekursorem  podwój­
nie znakowanym  miało rozstrzygnąć, czy form y trans i cis powstają już 
w czasie dołączania pirofosforanu izopentenylu do cząsteczek, czy też 
są w ytw arzane w tórnie pod wpływem  działania izomerazy. Mechanizm 
kondensacji podjednostek z w ytworzeniem  wiązań o konfiguracji cis i trans 
przedstaw iony jest na schemacie 1.

c h 3
f  ,OH

HOOC\ /C <  /C H 2OH
x c h 2/  ) c S

T * H

kwas (4S)—4  3H-mewalonowy

CH3
I

~C^ / CH2OP2OcH3
C
| T /  2 
H

c h 3
T .OH

HOOC. y ĆC /CHjOH
x ch2/  >C^

H 4 T

kwas (4R)—4  3H-mewalonowy

CHj
I

Hv //C s /C H 20 P 20 6H3

| H/  2 
H

CH, I r  CH3 I  i r c h 3 i
r  c h 3 

i|
/C n / C H2

—h 2c x
/T

—h 2c /
/C s  /C H 2-  

—H jC ^  ^ C  1
,CV Ai 

- H j- C /  ^ c /
I
H

1
CH,—.

1
T J CHj—.

trans cis trans cis

Schemat 1. Włączanie trytu z kwasu (4S)-4-łH-mewalonowego i kwasu (4R)-4-3H- 
-mewalonowego do reszty izoprenoidowej (wg 14)

P r z y  p r z e jśc iu  k w a su  m e w a lo n o w e g o  w  p iro fo sfo ra n  iz o p e n te n y lu  w ę g ie l  w  p o z y c ji 4 w  k w a sie  
m ew a lo n o w y m  s ta je  się  w ę g le m  2 w  p ir o fo s fo r a n ie  iz o p e n te n y lu . K o n fig u ra c ja  w o d o ru  i  tr y tu  
n ie  u leg a  zm ia n ie . W cza s ie  w y tw a r za n ia  w ią za ń  o  k o n fig u r a c ji c is  i tr a n s  n ie  za ch o d z i iz o ­

m er y za c ja  zw ią zk ó w

Otrzym any przez autorów  stosunek *H:14C =  15,08:18 w dolicholu 18, 
wskazuje, że podczas biosyntezy dolicholu z m ew alonianu znakowanego 
try tem  w pozycji 4S usuw ane są tylko 3 atom y try tu , a z m ew alonianu 
znakowanego try tem  w pozycji 4R (3H:14C =  2,66:18) pozostałe atom y 
try tu  (13). Świadczy to  o powstaw aniu 3 wiązań drogą kondensacji typu 
trans i pozostałych w iązań drogą kondensacji typu  cis w cząsteczce 
dolicholu z w ątroby szczura. Porównawcze oznaczenie stosunku 3H:14C 
dla skwalenu wykazało całkowite usunięcie radioaktyw ności z pozycji 
4S m ewalonianu, a zachowanie jej w pozycji 4R, co potwierdza dane, 
że w skwalenie wszystkie wiązania podwójne pow stają drogą kondensacji 
typu trans. A utorzy otrzym ali w yniki liczbowe zbliżone do teoretycznych,

8 P o s tę p y  B io c h e m ii
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co w skazuje na brak lub niską aktywność izomerazy pirofosf oranu izo- 
pentenylu w porównaniu z aktywnością prenylotransferazy. Jest to jedno­
cześnie dowodem, że nie następuje izomeryzacja wiązań podwójnych 
w wytworzonym  produkcie. Największy procent radioaktyw ności odnaj­
dowano w dolicholu 18, k tóry jest głównym związkiem prenolowym  w ątro­
by szczura.

W organizmach roślin synteza prenoli zachodzi zarówno w ew nątrz 
jak  i poza chloroplastam i. W e l l b u r n  i H e m m i n g  (40) stw ier­
dzili włączanie radioaktyw ności ze znakowanego m ew alonianu do kasta- 
prenoli w izolowanych z liści kasztanowca chloroplastach. Po rozbiciu 
chloroplastów za pomocą ultradźwięków, specyficzna radioaktywność ka- 
staprenoli wzrosła trzykrotnie. Ponieważ z badań G o o d w i n a  (11) 
wiadomo, że m ew alonian nie przenika przez błonę chloroplastów, radio­
aktywność we frakcji nienaruszonych chloroplastów pochodzi praw do­
podobnie z zanieczyszczenia preparatu  poliprenolam i syntetyzowanym i 
poza chloroplastam i, a przyrost radioaktywności po podziałaniu u ltra ­
dźwiękami jest wskaźnikiem  biosyntezy w ew nątrz chloroplastów.

Badania in vivo  nad włączaniem podwójnie znakowanego kwasu me- 
walonowego do betulaprenoli w obciętych gałązkach brzozy przeprow a­
dzili G o u g h  i H e m m i n g  (12, 13). O trzym ane stosunki 3H : 14C po poda­
niu kwasu 2-14C-mewalonowego, znakowanego try tem  w pozycji 4R i 4S, 
wskazywały na syntezę trzech wiązań podwójnych trans i pozostałych cis 
w w ytw arzanych betulaprenolach 6 do 9. Te sam e stosunki otrzym ali 
autorzy dla związków wolnych i ich estrów.

Doświadczenia te  nie w yjaśniały jednak, k tóre wiązania w cząsteczce 
m ają konfigurację cis, a k tó re  trans. G o u g h  i H e m m i n g  rozwiązali 
to  zagadnienie podając gałązkom brzozy znakowane 14C pirofosf oran  farne- 
zylu, geranylogeraniol i geraniol. Jedynie w przypadku podawania piro- 
fosforanu farnezylu procent radioaktywności włączanej do prenoli był 
większy niż przy stosowaniu m ew alonianu i jednocześnie był większy niż 
włączanie do fitolu i skwalenu. Radioaktywność z geraniolu włączała się 
w nieznacznym stopniu, a z geranylogeraniolu praktycznie nie włączała 
się do betulaprenoli, natom iast włączała się do skwalenu. B rak włączania 
14C-geranylogeraniolu i słabe włączanie 14C-geraniolu oraz wyraźne w łą­
czanie pirofosforanu 14C-farnezylu do betulaprenoli 6—9 potw ierdzają 
hipotezę, że poliprenole powstają z trans farnezolu przez stopniowe przy­
łączanie jednostek drogą kondensacji, prowadzącej do powstania wiązania 
podwójnego o konfiguracji cis. A zatem reszty prenylow e o konfiguracji 
trans muszą znajdować się na węglowodorowym końcu cząsteczki (13).

Przytoczone dane dotyczą biosyntezy poliprenoli zawierających dwa 
wiązania o konfiguracji trans. Przez analogię uważa się, że w prenolach
o trzech wiązaniach w konfiguracji trans w ystępują one również na końcu 
węglowodorowym i pow stają przez dołączenie jednostek prenylowych
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drogą kondensacji cis do pirofosforanu geranylogeraniolu o wszystkich 
wiązaniach podwójnych trans.

S t o n e i H e m m i n  g (30) zajęli się ponadto ustaleniem  pierw otnej 
s tru k tu ry  wiązań podwójnych w poliprenolach częściowo uwodorowanych, 
otrzym anych z ku ltu ry  Aspergillus fum igatus. Na podstawie pomiaru 
radioaktywności po podaniu podwójnie znakowanego m ewalonianu ustalili, 
że w cząsteczce tych poliprenoli w ystępują 4 wiązania o pierw otnej kon­
figuracji trans. Z danych NMR wiadomo, że poliprenole wyodrębnione 
z tego grzyba zaw ierają jedynie dwa wiązania o konfiguracji trans. P rzy­
puszcza się, że w czasie biosyntezy uwodorowane zostają 2 wiązania 
trans, prawdopodobnie p r z y  węglowodorowym końcu cząsteczki i jedno 
wiąznie cis w reszcie izoprenoidowej zawierającej grupę wodorotlenową. 
Prawdopodobnie uwodorowanie poliprenoli jest etapem  końcowym ich 
biosyntezy (29). Nie ma jednak bezpośrednich danych doświadczalnych, 
potwierdzających te przypuszczenia.

B l o c h  i wsp. (1, 21), wyizolowali i częściowo scharakteryzow ali syn- 
tetazę długołańcuchowych pirofosforanów prenylowych z komórek bak­
terii Micrococcus lysodeicticus. Enzym wysalali siarczanem amonu z p re ­
paratu  enzymatycznego, otrzym anego po lizie kom órek i odwirowaniu 
części stałych. Następnie enzym oczyszczali przez k ilkakrotne wysalanie, 
elektroforezę na akrylam idzie i' chrom atografię na D-EAE-celulozie. Po 
tym  oczyszczaniu aktywność specyficzna enzymu względem pirofosforanu 
farnezylu wzrosła 24 razy. Enzym ten  katalizuje reakcję wydłużania łań­
cucha pirofosforanów poUprenylowych przez dołączanie pirofosforanu 
izopentenylu. Największą aktywność w ykazuje on w reakcji pirofosforanu 
izopentenylu z pirofosforanem  geranylu, słabszą z pirofosforanem  farne­
zylu, najsłabszą z pirofosforanem  geranylogeranylu. P roduktem  reakcji są 
głównie alkohole o łańcuchach z 35 i 40 atomów węgla. P rodukt reakcji 
można w yekstrahow ać rozpuszczalnikami organicznym i dopiero po uprzed­
nim podziałaniu kwasem, co sugeruje istnienie powiązania produktu z en­
zymem. W skazuje na to również fakt, że po podaniu radioaktyw nego pre­
kursora znakowanego węglem 14C lub fosforem 32P radioaktyw ność w ykry­
wa się w enzymatycznej frakcji białkowej. Stabilność wiązania produktu 
z enzymem w środowisku kwaśnym  jest taka sam a jak  nieorganicznego 
pirofosforanu. Przypuszczalnie więc produkt jest łańcuchowym związkiem 
pirofosforanoprenylowym , dołączonym lub zaadsorbowanym na enzymie.

III. Rola poliprenoli

Pirofosforany prenoli o wszystkich wiązaniach podwójnych w konfi­
guracji trans są prawdopodobnie prekursoram i łańcucha bocznego poliizo- 
prenoidowych chinonów. Często zachodzi korelacja między długością sola-
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nesolu występującego w tkance a długością łańcucha bocznego chinonów; 
na przykład liście tytoniu  zaw ierają 45-cio węglowy solanesol i ty le  samo 
atomów węgla jest w poliprenolowym  łańcuchu występującego tam  w du ­
żych ilościach plastochinonu. Natom iast w kolbach obrazków plam istych 
w ystępuje 50-cio węglowy solanesol i ubichinon 50 (23, 27).

Jedynych danych o możliwości kondensacji pirofosforanów poliprenoli 
z rdzeniem  arom atycznym  dostarczyli S t o f f e l  i M a r t i u s  (28). 
Stw ierdzili oni, że w w yniku reakcji pomiędzy m etylonaftochinonem  lub 
5,6-m etoksy-2-metylobenzochinonem  i pirofosforanam i alkoholi prenylo- 
wych, jak  farnezol, geranylogeraniol i solanesol, pow stają produkty, które 
w ykazują m aksimum  absorpcji przy 275nm analogiczne do m aksim um  
absorpcji chinonu. Reakcja kondensacji była katalizowana przez frakcję 
m itochondrialną z w ątroby szczura. A utorzy nie stw ierdzili analogicznej 
reakcji po podaniu pirofosforanu fitolu.

Prawdopodobnie pochodną poliprenoli jest także kauczuk. Poliprenole 
w ystępują w większych ilościach w  liściach roślin kauczuk oda jnych. Po­
liprenole z Hevea brasiliensis lub Ficus elasticus zaw ierają w cząsteczce 
jedynie 4 wiązania o konfiguracji trans, pozostałe natom iast o konfigura­
cji cis, podczas gdy kauczuk w ytw arzany przez te rośliny uważany jest 
za związek, w którym  w szystkie wiązania podwójne m ają konfigurację 
cis. Jednak W a l l e r  (36) przypuszcza, że w  cząsteczce kaczuku w ystę­
puje  kilka wiązań o konfiguracji trans, k tórych obecność jes t m askowana 
dużą przewagą wiązań podwójnych o konfiguracji cis. Uważa on, że cho­
ciaż kauczuk nazywany jest węglowodorem, w naturalnych  w arunkach 
w ystępuje on prawdopodobnie w formie pirofosforanu alkoholu izoprenoi- 
dowego.

Dokładniej poznano udział poliprenoli bakteryjnych w biosyntezie ścian 
komórkowych. Preñóle te w ystępują głównie w form ie pirofosforanów, 
wolny poliprenol w ykryto jedynie w  m ikroorganizm ach z rodzaju Lacto­
bacillus. W edług S c h e r a  i wsp. (26) pirofosforan poliprenylow y znaj­
du je  się w błonie baktery jnej i działa jako akceptor fosforanów cukrów 
pochodzących z wodnego środowiska wewnątrzkom órkowego. Cząsteczka 
cukrow a zostaje dołączona do reszty fosforanowej prenolu, a następnie 
może wiązać drugą cząsteczkę cukrowca i w ten  sposób pow staje łańcuch 
poliglikanów wchodzących w skład ściany komórkowej. Autorzy przepro­
wadzili in vitro  biosyntezę m annanu stosując enzymy bakteryjne. Bezko- 
mórkowy wyciąg Micrococcus lysodeicticus katalizuje włączanie m annozy 
z GDP-mannozy do mannozylofosfopoliprenolu i m annanu. Po podaniu 
znakowanej węglem 14C GDP-mannozy radioaktyw ność jej szybko spada, 
a po 10 m in znakowanie pochodnej prenylowej osiąga m aksym alną w ar­
tość. Radioaktywność w m annanie w zrasta w sposób ciągły, ale wolniej niż 
w tej pochodnej i po 1 godzinie jeszcze nie osiąga m aksimum . Zm iany 
ilościowe w radioaktyw ności poszczególnych związków, przedstaw ione na
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rysunku 1, w skazują na istnienie m iędzy nimi bezpośrednich powiązań 
typu  prekursor-produkt. Analiza składnika prenylowego kom pleksu lipi- 
dowo-cukrowego wykazała, że jest nim  całkowicie nienasycony undeka- 
prenol (91%) z dodatkiem  dodeka- i dekaprenoli, zawierający dwa w iąza­
nia o konfiguracji trans.

Rys. 1. Dynamika syntezy poliprenylowej pochodnej mannozy, mannozylodwuglice- 
rydu i mannanu z GDP-mannozy (wg 26)

S k ła d  m ie sza n in y  in k u b a c y jn e j :  p rep a ra t e n z y m a ty c z n y  z M icro c o cu s  ly s o d e ic t ic u s ,  G D P -m a n -
n oza , b u fo r y  T r is -ja b łcz a n , pH  8,5 i T ris-H C l, pH  7,6 w  s to su n k u  m o lo w y m  o k o ło  20:1. • ----- •
G D P -m an n oza , X ----- X p o ch o d n a  p r e n y lo w ą , A --------A  m a n n o z y lo d w u g lic ery d , □ ------□  m a n n a n

(w g  S ch era  i w sp . (26))

H i g a s h i  i wsp. (19) stwierdzili, że p reparat enzymatyczny, o trzy­
m any po lizie kom órek Micrococcus lysodeicticus, syntetyzuje kompleks: 
lipid-pirofosforan-dw ucukier-pięciopeptyd, produkt pośredni w biosynte­
zie glikopeptydów ścian komórkowych. Składnikiem  lipidowym tego kom ­
pleksu jest, podobnie jak  w syntezie m annanu, undekaprenol. W obecności 
ATP kom pleks może wiązać egzogenną glicynę, przekształcając się w b a r­
dziej złożone glikopeptydy ściany baktery jnej. A utorzy przeprowadzili 
również biosyntezę peptydoglikanu ściany komórkowej bakterii S taphylo­
coccus aureus używając p reparatu  enzymatycznego otrzym anego z tych 
bakterii i egzogennego undekaprenolu wyizolowanego z roślin. Inne p re- 
nole roślinne były znacznie słabszymi substra tam i w tej reakcji (18). Po­
dobny udział związków poliprenylow ych stw ierdzili W r i g h t  i wsp. (43) 
w  biosyntezie O -antygenu, składnika błon Salmonella anatum  oraz 
B r o o k s ,  B a d d i l e y  i D o u g l a s  (3, 9) w  biosyntezie poli N-acetylo- 
glukozoaminy z błon Staphylococcus lactis.

W yniki ostatnich prac nad biosyntezą peptydocukrów z w ątroby 
szczura i wielocukrów ze ścian kom órek roślinnych w skazują na udział

e
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poliprenoli również w tych procesach. B e h r e n s  i L e l o i r ( 2 )  s tw ier­
dzili, że m ikrosomalna frakcja z w ątroby szczura katalizuje przeniesienie 
glukozy z UDP-glukozy na akceptor lipidowy, identyczny ze związkiem 
otrzym anym  przez chemiczne ufosforylowanie dolicholu. P roduktem  reak ­
cji jest dolicholomonofosfoglukoza, w której reszta fosforanowa pochodzi 
z fosforanu dolicholu, a glukoza powiązana jest z resztą fosforanową w ią­
zaniem o konfiguracji |3. O trzym ana pochodna jest substratem  w reakcji 
z glicyloglicyną, katalizowanej przez enzymy mikrosomalne. Produktem  
tej reakcji jest prawdopodobnie peptydoglikan.

V i 11 e m e z (35) w yodrębnił lipidowy związek pośredni w biosyntezie 
wielocukrowców ścian komórkowych siewek fasoli. O trzym any związek 
jest chrom atograficznie identyczny z mannolipidem  wydzielonym z M i- 
crococcus lysodeicticus (26). W w yniku hydrolizy kwasowej związek roz­
pada się na mannozo 2-fosforan i składnik tłuszczowcowy, którym  jest, 
jak wykazała w stępna charakterystyka za pomocą spektroskopii masowej 
długołańcuchowy poliprenol (35).

Z zestawienia danych o udziale poliprenoli w biosyntezie peptydocu- 
krów i wielocukrów, katalizowonej przez enzymy pochodzące zarówno 
z mikroorganizmów jak i organizmów roślinnych i zwierzęcych w ynikało­
by, że poliprenole są koenzymami niezbędnymi w tej reakcji.
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E W A  LEN ARTO W IC Z *, STEF AN  K L IT A  **

Bezpośrednia translacja DNA w układach bezkomórkowych 

Direct Translation of DNA in the Cell-Free Systems

Some problems concerning the direct translation of DNA in the cell-free systems, 
occuring with omission of the transcription process are discussed.

Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) zawiera zaszyfrowaną w sekw en­
cji nukleotydów  inform ację genetyczną dotyczącą budowy, a zatem i w łaś­
ciwości syntetyzow anych białek. W myśl współczesnych poglądów nie 
uczestniczy on jednak bezpośrednio w biosyntezie polipeptydu in vivo, 
lecz steru je  tym  procesem, determ inując s tru k tu rę  m atrycy dla w ytw a­
rzanych białek. Tę bezpośrednią m atrycę stanow i w komórce inform acyjny 
RNA (mRNA) o sekwencji nukleotydów kom plem entarnej do odpowied­
nich odcinków nici DNA, genów. Mechanizm przekazywania inform acji 
genetycznej jest tem atem  w ielu prac przeglądowych (23, 24, 26, 27, 58).

Doświadczenia modelowe nad syntezą białek in vitro  przeprowadza się 
zazwyczaj w układach bezkomórkowych, złożonych z rybosomów i układu 
enzymów syntetyzujących polipeptydy oraz odpowiednich soli, ATP, GTP 
i aminokwasów (42). W takim  układzie można obserwować w budow yw a­
nie radioaktyw nych aminokwasów do frakcji białkowej. Jak  dowodzą 
w yniki badań na układach bezkomórkowych m atrycą dla syntezy białka 
mogą być jedynie polinukleotydy pozbawione s tru k tu ry  drugorzędowej 
(17, 33, 46, 54, 56), co oznacza przede wszystkim  występowanie w form ie 
jednoniciowej. Spełnienie tego w arunku jest niezbędne dla w ytw orzenia 
specyficznego kom pleksu polinukleotydu z rybosomami. In  vivo  w arunek 
ten  spełniany jest jedynie przez mRNA, bowiem zarówno RNA rybosomów 
(rRNA) jak  przenoszący (tRNA) charakteryzują się bogatą s tru k tu rą  d ru -

* Dr, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Warszawa
** Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, Warszawa
Wykaz stosowanych skrótów: poli rU — kwas polirybourydylowy, poli dC — kwas 

polidezoksyrybocytydylowy, poli dA — kwas polidezoksyryboadenylowy, poli dTG — 
kopolimer kwasu dezoksyrybotymidylowego i dezoksyryboguanylowego, poli dT — 
kwas polidezoksyrybotymidylowy, poli dAG — kopolimer kwasu dezoksyryboadeny- 
lowego i dezoksyryboguanylowego, poli dAI — kopolimer kwasu dezoksyryboadeny- 
lowego i dezoksyryboinozynowego, poli dCA — kopolimer kwasu dezoksyrybocytydy- 
lowego i dezoksyryboadenylowego, poli rCA — kopolimer kwasu rybocytydylowegc 
i ryboadenylowego
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gorzędową, a DNA w ystępuje w form ie dwuniciowej spirali. N atom iast 
in vitro, kiedy możliwe jest podanie tych w ystępujących w organizmie 
polinukleotydów w formie zdenaturow anej (co oznacza rozerw anie wiązań 
wodorowych między łańcuchami), mogą one odegrać rolę m atrycy  dla 
syntetyzowanych polipeptydów. Szczególnie interesujące w ydaje się p rze­
kształcenie w tego rodzaju m atrycę cząsteczki DNA ze względu na różnice 
struk tura lne  w stosunku do naturalnego mRNA: zastąpienie rybozy przez 
dezoksyrybozę i uracylu przez tyminę.

Stym ulację włączania aminokwasów do białka przez DNA, bez jed­
noczesnego wzmożenia syntezy RNA, zauważyli w 1961 roku F r e n -  
s t e r ,  A l l f r e y  i M i r s k y  (19) w układzie bezjądrow ym  z jąder 
grasicy. W kilka lat później zaobserwowano to zjawisko także w bezko- 
mórkowych układach bakteryjnych (18) i roślinnych (11).

Proces bezpośredniej translacji DNA wykazuje odmienne właściwości 
w układach bezkomórkowych różnego pochodzenia. W układach b a k te ry j­
nych synteza polipeptydów zachodzi pod wpływem  DNA wyłącznie jedno- 
niciowego i jedynie w obecności neomycyny lub pokrewnych jej an tybio­
tyków aminoglikozydowych. Natomiast w układach z jąder grasicy 
i z Chlorella pyrenoidosa m atrycą mogą być także DNA dwuniciowe, 
a translacja ich zachodzi zarówno w nieobecności, jak w obecności neo­
mycyny (tablica 1).

Tablica 1
Warunki dla bezpośredniej translacji DNA w układach bezkomórkowych różnego pochodzenia

Pochodzenie układu
DNA jako matryca

Działanie neomycyny
Jednoniciowy Dwuniciowy

Escherichia coli + _ niezbędne
Chlorella pyrenoidosa + + stymulujące
Jądra grasicy + słaba aktywność bez wpływu

Translacja DNA, przynajm niej w układach bakteryjnych, przebiega 
analogicznie do translacji RNA, przy zachowaniu tego samego znaczenia 
kodonów, z udziałem tych samych faktorów i tRNA w zapoczątkowaniu 
syntezy łańcucha polipeptydowego (tzw. inicjacji).

I. Translacja DNA w układach bakteryjnych

1. Wiązanie DNA z rybosomami

Podstawowym  w arunkiem  specyficznej in terakcji (czyli połączenia się) 
polinukleotydu z rybosomami jest brak drugorzędowej s tru k tu ry  w obrę­
bie jego cząsteczki (17, 33, 46, 54, 56). Reguła ta odnosi się do wszystkich
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badanych rybopolinukleotydów, tak  naturalnych jak i syntetycznych, 
a także do znakom itej większości polidezoksyrybonukleotydów. W ydaje się 
zatem, że rodzaj reszty  cukrowej (ryboza lub dezoksyryboza) nie ogranicza 
w sposób zdecydowany możliwości wiązania się polinukleotydu z ryboso- 
mem. W yjątek stanow ią jedynie nieliczne polidezoksyrybonukleotydy syn­
tetyczne, co zostanie omówione w dalszej części artykułu.

Pierw sze dane o łączeniu się DNA z rybosomami bakterii przedstaw ili 
T a k a n a m i  i O k a m o t o  (1963) (55) opierając się na wynikach analizy 
sedym entacyjnej. Mieszaninę rybosomów (lub ich pod jednostek) i radio­
aktyw nego DNA o buforze z dodatkiem  jonów Mg2+ (w stężeniu 5 mM) 
rozdzielano za pomocą wirowania w gradiencie sacharozy. N atyw ny DNA 
nie wchodził wcale w połączenie z rybosomami bądź tworzył „lekki” kom ­
pleks z co najw yżej trzem a rybosomami. Dopiero po zniszczeniu s tru k tu ry  
drugorzędowej DNA za pomocą form aldehydu wytworzył się właściwy 
kompleks polirybosomowy, co przejaw iało się przesunięciem  radioaktyw ­
ności do frakcji cięższej od rybosomów. W ykazano ponadto, że DNA, po­
dobnie jak  RNA, wiąże się z podjednostką 30S rybosomów. Zjawisko to 
zaobserwowano w nieobecności antybiotyków; późniejsze badania (30, 50) 
wykazały, że neomycyna, niezbędna do translacji DNA w układach bak­
teryjnych, nie ma wpływ u na wiązanie z rybosom ami ani DNA, ani RNA.

Dokładniejszą analizę przyłączania się DNA do rybosomów przepro­
wadzili S a l a s  i B o l l u m  (50) używając syntetycznych homopolidezo- 
ksyrybonukleotydów . W ykazali oni, że polidezoksyrybonukleotydy, podob­
nie jak ich analogi zawierające rybozę, łączą się z rybosomami tylko 
w obecności jonów Mg2+, nie potrzeba natom iast w środowisku kationów 
jednowartościowych, źródła energii ani enzymatycznej frakcji białek roz­
puszczalnych. Prawdopodobnie DNA i RNA przyłączają się do tego sa­
mego m iejsca na rybosomie, o czym świadczy kom eptycyjne ham owanie 
wiązania poli rU przez poli dC i jego analogi. Polidezoksyrybonukleoty­
dy zaw ierające wyłącznie zasady pirym idynow e w ykazują znacznie w yż­
sze powinowactwo do rybosomów (równie niska sitała dysocjacji kom ple­
ksu jak w przypadku poli rU) niż polim ery z zasadami purynowym i, 
wśród k tórych poli dA nie jest w ogóle przyłączany w pokojowej tem pe­
raturze. Zastąpienie atomów wodoru w poli dC podstaw nikam i alkilowymi 
drastycznie obniża jego zdolność do wiązania się z rybosomami, co mogło­
by świadczyć o udziale mostków wodorowych tworzących się między p ier­
ścieniami zasad. W stanie wysycenia przez polidezoksyrybonukleotyd, 
stosunek poli dC do rybosomów (w molach) wynosi około 1 (jak w przy­
padku poli rU  czy poli rC), a stosunek poli dT i dl do rybosomów jest 
w przybliżeniu o połowę niższy.

Tworzenie się polirybosomów in vitro  z udziałem  RNA faga f2 lub 
jednoniciowego DNA faga fd wym aga obecności N -form ylom etionylo-
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-tRNA i GTP (4). Rodzaj kom ponentu cukrowego w polinukleotydzie jest 
więc bez znaczenia dla przebiegu specyficznej inicjacji in vitro.

Opisane polirybosomy zaw ierają wyłącznie rybosom y powiązane bez­
pośrednio z nicią DNA, czym różnią się one od kompleksów DNA-mRNA- 
-rybosom y tworzących się in vivo  w  czasie syntezy RNA na m atrycy 
DNA (2, 6, 48).

2. Zapoczątkowanie syntezy łańcucha polipeptydowego

Inicjacja, czyli zapoczątkowanie syntezy łańcucha polipeptydowego na 
m atrycy DNA zachodzi podobnie jak  na m atrycy RNA. W przypadku 
mRNA specyficzna synteza polipeptydu rozpoczyna się od w ytw orzenia 
kompleksu złożonego z podjednostki 3OS rybosomu, mRNA i inicjującego 
N-form ylom etionylo-tRNA (FM-tRNA), po czym zostaje dołączona pod- 
jednostka 50S. Kolejnym  etapem  jest przyłączenie następnego aminoacylo- 
-tRNA (aa-tRNA) i utw orzenie pierwszego wiązania peptydowego (45). W 
roztworach o niskich stężeniach jonów Mg2+ (0,005 M), w których nie 
tworzą się niespecyficzne połączenia FM -tRNAF z rybosomami, wiązanie 
tego tRNA do rybosomów uwarunkow ane jest obecnością polinukleoty- 
du (21).

M o r g a n  i wsp. (35) zaobserwowali wiązanie się FM -tRNAF do rybo­
somów po dodaniu do układu poli dTG. Proces ten  przyspiesza neomycyna, 
podczas gdy wprowadzenie czynników inicjujących nie ma wpływu. Na­
tom iast synteza kopolipeptydu kodowanego przez poli dTG (w 0,005 Mg2+) 
zależy nie tylko od obecności FM -tRNAF, ale również od czynników in icju­
jących, neomycyny oraz pozostałych składników układu włączającego am i­
nokwasy do polipeptydu.

W iązanie się FM -tRNAK do rybosomów zaobserwował również B r e t -  
s c h e r  (4) po dodaniu do nie zawierającego neomycyny układu kolistego, 
jednoniciowego DNA faga fd oraz GTP. W tym  przypadku trudno jest 
ocenić ilościowo rolę czynników inicjujących w  procesie przyłączania 
FM -tRNAF do kom pleksu DNA faga fd z rybosomami, bowiem p reparat 
rybosomowy zawierał te czynniki od początku. Zależność tego procesu od 
GTP świadczyłaby jednak o ich udziale w reakcji wiązania się FM -tRNAF 
z kodonami inicjującym i fagów ego DNA. Analiza produktu  wykazała, że 
zapoczątkowanie syntezy łańcuchów peptydowych zachodzi tylko w ogra­
niczonej liczbie specyficznych miejsc DNA.

Spośród dwóch tRNA specyficznych dla m etioniny (tRNAF i tRN A M) 
jedynie ta forma, na której reszta m etioniny może ulegać form ylacji pełni 
funkcję inicjującego tRNA. Znakiem  rozpoznawczym dla m atrycy, zarów­
no RNA jak DNA oraz dla czynników inicjujących jest jednak nie sama 
obecność grupy form y Iow ej, ale nieznane jeszcze dokładnie różnice w 
struk turze  tRNA obu tych rodzajów (7, 14, 35, 51). Na podobnej zasadzie
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następuje rozróżnienie obu rodzajów tRNA specyficznego dla m etioniny 
przez enzym y form ylujące ten  aminokwas. Proces ten  zachodzi, jak  dziś 
wiadomo, na etapie aminoacylo-tRNA (9, 28, 29).

3. Wiązanie się aminoacylo-tRNA z kompleksem DNA-rybosom

Specyficzne wiązanie aminoacylo-tRNA z rybosom am i polega na wza­
jem nym  rozpoznaniu i łączeniu kodonu m atrycy polinukleotydowej z od­
powiadającym  m u antykodonem  tRNA. M atrycą wiążącą może być, prócz 
jednoniciowego RNA, również jednoniciowy DNA, oo stwierdzono przy 
zastosowaniu syntetycznych polidezoksyrybonukleotydów (tablica 2 A) 
(35). Uzyskane w yniki świadczą o specyficzności tego wiązania: poli dCA 
zaw ierający kodony dla histydyny i treoniny wiąże histydylo-tRN A i treo- 
nilo-tRNA, a nie wiąże walilo-tRN A ani cysteilo-tRNA; doświadczenia 
z poli dTG i poli dT w ykazały pełną równoznaczność uracylu i tym iny w 
kodonach m atrycy. Nie łączący się z rybosomami poli dA (50) nie wzmaga 
także wiązania lizylo-tRNA (kodon AA A odpowiada lizynie). W tym  przy­
padku natu ra  kom ponentu cukrowego odgrywa istotną rolę, skoro poli rA 
tw orzy kom pleks z rybosom am i wiążący lizylo-tRNA (43).

Gdy używa się jako m atrycy syntetycznych polidezoksyrybonukleoty-

*

Tablica 2A i B

Wpływ syntetycznych polidezoksyrybonukleotydów i antybiotyków aminoglikozydowych na 
wiązanie aminoacylo-t RNA (aa-t RNA) do rybosomów w bezkomórkowym układzie z E. coli

A. Wpływ polidezoksyrybonukleotydów w obecności
B. Wpływ antybiotyków 

w obecności DNA łososia
neomycyny (10 ¡¿G/ml) wg danych Morgana i wsp. (35) (0,5 mg/ml) wg danych Masukawy

i Tanaki (30)

Matryca
14C-aa-
tRNA

Związany 14C-aa- 
tRNA (¡x[imole) Antybiotyk

Związany 14C- 
-aa-t RNA

— Matryca +  Matryca (imp/min)

poli dCA Tre 0,66 3,70 . 1170
His 0,54 6,65 Kanamycyna 1940

Wal 0,73 0,41
10 [Ag/ml

Cys 0,34 0,30 Neomycyna 1860

poli dTG Wal 0,73 4,07
10 (ig/ml

Cys 0,32 2,11 Streptomycyna 1800

poli dT Fen 0,36 2,40
20 (xg/ml 
Kasugamycyna 1120

poli dA Liz 0,73 0,73
640 (ig/ml
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dów neomycyna nie wpływa wyraźnie ani jednoznacznie na wiązanie 
aa-tRN A (35). Natom iast w obecności naturalnych  DNA M a s u k a w a  
i T a n a k a (30) stw ierdzili wzmożenie tego procesu przez antybiotyki 
(tablica 2B). S tym ulatoram i są antybiotyki aminoglikozydowe zawierające 
ugrupowanie streptam iny, jak kanam ycyna, neomycyna, streptom ycyna 
(tablica 2B). Natom iast kasugam ycyna, nie zawierająca ugrupow ania strep­
tam iny, nie wpływa bezpośrednio na wiązanie aa-tRNA, znosi jednak 
działanie neomycyny i kanam ycyny. Wzmożenie wiązania aa-tRN A  przez 
antybiotyki mogłoby stanowić, zdaniem autorów, istotę ich w pływu na 
syntezę polipeptydów. Jednak fakty  świadczą przeciwko tej hipotezie: 
połączenie aa-tRN A z m atrycą DNA zachodzi także w  nieobecności an ty ­
biotyków, a synteza polipeptydu uw arunkow ana jest przez neomycynę 
również wtedy, gdy nie wpływa ona pobudzająco na wiązanie aa-tRN A (35).

O ile w obecności długołańcuchowych polidezoksyrybonukleotydów 
aa-tRN A  wiążą się z rybosomami, to oligodezoksyrybonukleotydy w prze­
ciwieństwie do ich analogów rybozowych, nie m ają w pływ u na ten  proces 
(43). Fenyloalanylo-tRNA nie wiąże się z rybosom ami w  obecności sy n te ­
tycznego oligonukleotydu d(T)12, natom iast wiąże się w obecności nawet 
trójnukleotydu r(U)3.

4. Synteza polipeptydów na matrycy DNA

DNA jako matryca. Proces syntezy polipeptydów na m atrycy DNA 
w układach bakteryjnych opisali po raz pierwszy H o l l a n d  i M c C a r -  
t h y  (1964) (18). W ykazali oni, że zdenaturow any DNA z kom órek HeLa 
i kom órek L myszy pobudza włączanie aminokwasów w bezkomórkowym 
układzie z E. coli. DNA z innych źródeł nie wykazyw ały tej własności. 
Okazało się później, że działanie DNA z komórek HeLa i L związane było 
z obecnością streptom ycyny w pożywkach (31). Jednocześnie stwierdzono, 
że podobny wpływ w yw ierają zdenaturow ane DNA różnego pochodzenia 
pod w arunkiem  obecności antybiotyków aminoglikozydowych w środo­
wisku inkubacyjnym  (tablica 3A). W przeciw ieństw ie do zdenaturow anego 
DNA natyw ny nie wpływa na syntezę białka niezależnie od podania an ty ­
biotyków. W wyniku denaturacji cieplnej, w m iarę rozw ijania się podwój­
nej spirali, DNA coraz silniej aktyw uje syntezę białka (32).

Nie tylko brak s tru k tu ry  uporządkowanej czyli w ystępow anie w po­
staci pojedynczej nici, lecz także skład zasad decyduje o możliwości kodo­
wania aminokwasów przez DNA. Niezmiernie ważny jest stosunek zasad 
purynowych do pirym idynow ych w jego łańcuchu (49). Badania z zastoso­
w aniem  syntetycznych polidezoksyrybonukleotydów dowiodły, że w łas­
ności m atrycy dla syntezy białka w ykazują polim ery złożone bądź wyłącz­
nie z nukleotydów pirym idynow ych (jak poli dT, poli dC), bądź polim ery
o stosunku zasad purynowych do pirym idynow ych 1:1. N atom iast zarówno
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Tablica 3A i B

Wpływ zdenaturowanego DNA różnego pochodzenia oraz niektórych antybiotyków aminoglikozy- 
dowych na włączanie 14C-fenyloalaniny do polipeptydów w układzie z E. coli, wg danych 

M c C a r t h y ’e g o  i H o l l a n d a  (31)

A. Wpływ DNA różnego pochodzenia 
w obecności neomycyny (1 0 [zg/ml)

B. Wpływ antybiotyków w obecności DNA 
łososia (0,8 mg/ml)

Włączanie 14C-fenylo- Włączanie 14C-fe-
DNA* alaniny X 10“ 2 Antybiotyk nyloalaniny

(imp/min.) (imp/min)

60 15
50 ¡xg DNA łososia 267 10 ¡xg neomycyny 363
60 fig DNA myszy 479 10 [ig kanamycyny 129
50 fjtg DNA królika 484 10 [i.g streptomycyny 34
50 y.g DNA ropuchy 426

* objętość mieszaniny inkubacyjnej wynosiła 0,5 ml

homo- jak kopolidezoksyrybonukleotydy zawierające jedynie zasady pu- 
rynowe (jak poli dA, poli d l i poli dAG, poli dAI) oraz kopolim ery z prze­
wagą zasad purynow ych (np. w stosunku 2:1) nie m ają w pływ u na w bu­
dowywanie aminokwasów do białka. Brak aktywności m atrycow ej poli dA 
i poli d l jest związany z niezdolnością tych polimerów do wiązania się 
z rybosomami (50), prawdopodobnie dotyczy to również polidezoksyrybo- 
nukleotydów z przew agą zasad purynowych.

W obecności neomycyny jednoniciowy DNA jest równie efektyw ną 
m atrycą jak RNA; należy jednak pamiętać, że szybkość syntezy polipep­
tydów uw arunkow ana jest, poza efektywnością m atrycy, także aktyw noś­
cią enzymów (zarówno uczestniczących w syntezie jak  nukleolitycznych) 
w stosowanych układach bezkomórkowych. Przy niskiej aktyw ności nu- 
kleaz translacja DNA może zachodzić niem al liniowo nawet przez 90 m inut 
(35). Szybkość tego procesu zwiększa się wraz z ilością podawanego DNA 
(4, 18, 32); na przykład w przypadku DNA z faga T2 włączanie fenyloala- 
niny do polipeptydu jest w prost proporcjonalne do stężenia DNA, p rzy­
najm niej do 600 M-g/ml przy 30 min. inkubacji (32).

Kodowanie aminokwasów przez DNA. W m iarę postępu badań nad 
bezpośrednią translacją  DNA in vitro, coraz większe zainteresow anie bu ­
dził problem  wierności odczytywania sekwencji trypletów  w łańcuchu 
polidezoksyrybonukleotydowym . W 1965 roku M c C a r t h y  i H o l l a n d
(31) zauważyli współzależność między składem zasad w naturalnych DNA 
i częstotliwością występowania poszczególnych aminokwasów w syn te ty ­
zowanym in vitro  polipeptydzie. O bserwacja ta nasuwała przypuszczenie
o jednakowym  znaczeniu kodonów RNA i DNA, a także o równoznaczności 
uracylu i tym iny. Ta droga spraw dzania sensu trypletów  kodu genetycz­
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nego nie rokowała jednak nadziei wobec nieznajomości sekwencji nukleo- 
tydów w łańcuchach DNA. Nowe możliwości otworzyło dopiero opanowa­
nie m etod syntetyzow ania in vitro  m atryc polidezoksyrybonukleotydo- 
wych, złożonych z jednakow ych lub różnych zasad ściśle określonych pod 
względem składu i sekwencji (35). Okazało się wówczas, że poli dT, tak 
samo jak poli rU  i, równie skutecznie, koduje fenyloalaninę (35, 49), a poli 
dC, podobnie jak  poli rC, jest m atrycą dla poliproliny (49). Poli dCA i poli 
dTG o naprzem iennej sekwencji zasad, analogicznie do odpowiadających 
im polimerów zaw ierających rybozę, w pływ ają na współzależną inkorpo­
rację dwu aminokwasów, tych samych, niezależnie od kom ponentu cukro­
wego (35). W yniki tych i w ielu innych doświadczeń wskazują, że znaczenie 
trypletów  kodu genetycznego jest takie samo bez względu na rodzaj 
reszty cukrowej w łańcuchu polim eru, przy czym tym ina i uracyl speł­
niają tę  samą funkcję.

Zgodność kodowania aminokwasów przez m atryce rybo- i dezoksy- 
rybonukleotydowe jest tym  bardziej godna uwagi, że te ostatnie wym aga­
ją  obecności antybiotyków  aminoglikozydowych w układach syntetyzują­
cych polipeptydy in vitro. Od dawna było wiadome, że antybiotyki z tej 
grupy w yw ołują błędy podczas translacji m atryc RNA. Streptom ycyna 
powoduje dwuznaczność zasad pirym idynowych, a neomycyna może być 
przyczyną błędnego odczytania aż dwu zasad w tym  samym  kodonie (8). 
Jednakże wierność translacji DNA znacznie przewyższa wierność translacji 
odpowiadających im RNA w obecności neomycyny, a w  niektórych przy­
padkach dorów nuje translacji RNA w nieobecności antybiotyków  (35). 
Poli dT w obecności neomycyny jest odczytywany tak  samo jak poli rU, 
w jej nieobecności — oba polim ery włączają do syntetyzow anej polifeny- 
loalaniny nieznaczne ilości alaniny (35, 49). T ranslacja poli dCA okazała się 
abosolutnie wierna: żaden z dwu kodowanych aminokwasów nie może 
być zastąpiony przez inny (35). Taką wierność wykazuje poli rCA tylko 
w nieobecności antybiotyków, podczas gdy działanie neom ycyny w prow a­
dza do jego translacji cały szereg błędów. W przeciw ieństw ie do poli dCA, 
poli dTG przy braku cysteiny (TGT) może zam iast niej włączać argininę 
(CGT), a przy braku  w aliny (GTG) — alaninę (GCG), kwas glutam inowy 
(GAG) i glicynę (GGG). Błędy te nie są jednak związane z kom ponentem  
cukrow ym  m atrycy, ponieważ w tych samych w arunkach noli rUG przeja­
wia podobną dwuznaczność o wyższym nasileniu (8). Ponadto, w przypadku 
poli dTG, dostępność aminokwasów właściwych dla jego kodonów znacz­
nie redukuje włączanie innych aminokwasów (35). W obecności wszyst­
kich aminokwasów, żaden spośród pięciu badanych polidezoksyrybonu- 
kleotydów o skewencje nie uporządkowanej nie kodował aminokwasów 
odpowiadających kodonom o zasadach nie w ystępujących w  m atrycy (49).

Dane te  wskazują, że DNA w obecności neomycyny stanow i pełnow ar­
tościową m atrycę, odczytywaną zgodnie z ustalonym  przez N irenberga dla
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RNA układem  kodonów i zachowującą w znacznym stopniu wierność 
translacji.

Brak udziału inform acyjnego R N A  przy translacji DNA. Identyczność 
kodu przy translacji RNA i DNA jest w ystarczającym  dowodem funkcjo­
nowania DNA jako bezpośredniej m atrycy dla syntezy peptydów, z pom i­
nięciem etapu transkrypcji. Wiadomo ponadto, że m atrycą dla syntezy 
mRNA z udziałem  zależnej od DNA polim erazy RNA jest w łaśnie natyw - 
na, dwuniciowa postać DNA. Co więcej, jednoniciowy DNA jest inhibito­
rem  biosyntezy mRNA (33). Stym ulowana przez DNA in vitro  synteza 
polipeptydów jest tylko w znikomym stopniu wrażliwa na obecność ak ty - 
nom ycyny D (inhibitor transkrypcji) (18, 32, 33), lecz skutecznie ham ują 
ją inhibitory translacji, jak purom ycyna czy chloramfenikol (18, 33), a tak ­
że dezoksyrybonukleaza (33).

W pływ  antybiotyków . Spośród badanych antybiotyków (tablica 3B) 
najefektyw niejszym  aktyw atorem  bezpośredniej translacji DNA okazała 
się neomycyna (31, 33, 35), a w słabszym stopniu działają kanam ycyna, 
streptom ycyna (30, 31, 33) i gentam icyna (35). W szystkie te antybiotyki 
ham ują praw idłową syntezę białka oraz wyw ołują lub wzm agają dw u­
znaczność translacji RNA (33). Należąca do tej samej grupy spektynom y- 
cyna, antybiotyk nie zakłócający wierności translacji RNA, nie stym uluje  
także translacji DNA.

W celu ustalenia jakie ugrupowania struk tu ra lne  antybiotyku ak ty ­
w ują translację DNA, badano działanie poszczególnych produktów rozpadu 
neomycyny (I). Okazało się, że o ile sama dezoksystreptam ina pozostaje 
nieaktyw na, to połączenie jej z dwuaminoglukozą tzw. neam ina już stym u­
luje translację DNA, chociaż słabiej niż nienaruszona neomycyna. Zablo­
kowanie pierwszorzędowych grup aminowych zarówno w neam inie jak  
neomycynie całkowicie znosi tę aktywność (33).

I

Dla uaktyw nienia DNA jako m atrycy  w syntezie polipeptydów w y­
starczający jest kontak t antybiotyku z sam ym  DNA: już działanie s trep to ­
m ycyną przez 20 m inut nadaje DNA własności m atrycow e (31). Jest to
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przyczyną stym ulacji syntezy białka przez DNA w yodrębniony z różnych 
tkanek hodowanych w obecności antybiotyków  aminoglikozydowych (32). 
W hodowlach antybiotyki przenikają do jądra  komórek, gdzie zachodzi 
in vivo  asocjacja z DNA. Połączenie takie pozwala cząsteczce DNA zacho­
wać własności m atrycow e naw et po gotowaniu i traktow aniu  alkaliami, 
jest zatem  bardzo trw ałe. P rodukty  traw ienia DNazą aktyw nego DNA 
mogą (po zniszczeniu enzymu przez zagotowanie) przekazać własności m a­
trycowe jedno niciowemu DNA. Na tej podstaw ie M c C a r t h y  i H o l -  
l a n d  (32) tw ierdzą, że aktywność m atrycow a nie jest zależna od we- 
w nątrzcząstkowych właściwości samego DNA, lecz jest uw arunkow ana 
przyłączeniem  się do niego odpowiedniego antybiotyku. Hipotezę tę  po­
tw ierdzają dane Z i m m e r a  i wsp. (59) wykazujące wysokie powino­
wactwo antybiotyków streptom ycynopodobnych do DNA, z którym  przy 
niskiej sile jonowej wiążą się za pośrednictw em  reszt fosforanowych, a w 
wyższych stężeniach tworzą nierozpuszczalny kompleks.

Uaktywnienie DNA jako m atrycy przez asocjację z antybiotykiem  nie 
wyklucza możliwości, że zasadnicze dla translacji DNA działanie antybio­
tyków dotyczy rybosomów, a nie DNA. Ewentualność ta w ydaje się bar­
dziej prawdopodobna z punktu  widzenia współczesnej wiedzy o działaniu 
antybiotyków. W skazywałby też na to fakt, że uw arunkow anie translacji 
DNA przez antybiotyki jest ograniczone do bakteryjnego typu rybosomów 
i nie w ystępuje w wypadku rybosomów z jąder grasicy (40) czy glonu 
Chlorella (13). A zatem  uaktyw niony DNA mógłby pełnić funkcję tylko 
przenośnika cząsteczek antybiotyku. Jak  wiadomo antybiotyki streptom y- 
cynopodobne wiążą się z podjednostką rybosom alną 30S1 (20), wpływając 
na fizyczne własności rybosomów (25) i mechanizm translacji (34V Jedno 
z białek podejdnostki 30S, ulegając zmianom funkcjonalnym , decyduje
o wrażliwości czy odporności szczepu bakterii względem tych antybioty­
ków (1, 47). Rybosomy pochodzące ze szczepów opornych na streptom y­
cynę nie wiążą streptom ycyny i nie ulegają jej działaniu (20, 47). A zatem 
jeśliby translacja DNA mogła zachodzić w układach ze szczepów opor­
nych na antybiotyki aminoglikozydowe, oznaczałoby to, że związki te 
działają wyłącznie na DNA. Niestety, ze względu na rozbieżność danych 
(33, 35) kwestii tej nie można uznać za rozstrzygniętą.

W nieobecności antybiotyków w układach bakteryjnych jednoniciowy 
DNA nie tylko nie stym uluje syntezy polipeptydów, ale blokując miejsca 
wiążące m atrycę na rybosomach, ham uje endogenne wbudowywanie am i­
nokwasów (30, 40). Ostatnio B r  e t s c h e r  (5) wykazał za pomocą analizy 
auto radiograficznej, że w nieobecności antybiotyków i w wąskim  zakresie 
stężenia jonów Mg2+ (7— llm M ) syntetyzow ane są na m atrycy DNA 
dw upeptydy (połączenia form ylom etioniny z różnym i aminokwasami). 
W tych w arunkach może więc tworzyć sie wiązanie peptydowe, ale kom ­
pleks jest tak niestabilny, że już dw upetydy są uwalniane. Wiadomo
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zatem, że antybiotyki nie są potrzebne ani do wiązania DNA z rybosomami 
(30, 50, 55), ani do przyłączenia aa-tRNA do powstałego kom pleksu (30, 
35), ani do w ytw orzenia wiązania peptydowego (5). Jeżeli jednak w  ich 
nieobecności nie dochodzi do syntezy polipeptydów, a już dw upeptydy 
zostają uwalniane, być może ułatw iają one translokację czyli przem iesz­
czanie się rybosomów wzdłuż nici DNA (31, 35) lub podnoszą stabilność 
kom pleksu m ającego utrzym ać rosnący łańcuch peptydow y (5). Efekt 
ten  mógłby być związany ze zmianami konform acyjnym i i funkcjonal­
nymi, k tórym  ulegają pod wpływem  antybiotyków aminoglikozydowych 
rybosomy, a szczególnie podjednostka 30S (1, 34, 47, 52, 53).

U aktyw nianie funkcji m atrycow ych przez neomycynę nie ogranicza 
się do DNA, ale m a charakter bardziej uniwersalny. Neomycyna umożliwia 
translację wielu polinukleotydów nie wykazujących w innych w arunkach 
własności m atrycow ych (17, 33). Pod jej wpływem  mogą być w ykorzy­
stane jako m atryce RNA rybosom alny i przenoszący, których aktywność 
w ielokrotnie w zrasta po denaturacji cieplnej. Również polirybonukleotydy
0 struk tu rze  drugorzędowej, na przykład poli C, i dlatego wykazujące 
bardzo słabe działanie m atrycowe, ulegają aktyw acji w obecności neom y­
cyny. Podobnej aktyw acji ulegają też polim ery z grupam i m etylowymi 
(jak poli N j-m etylo-rA  czy poli N3-metylo-rU), które to  podstaw niki 
znacznie osłabiają funkcje matrycowe. Można z tych danych wywniosko­
wać, że neomycyna zmniejsza niektóre ograniczenia w ynikające ze s tru k ­
tu ry  m atrycy i w efekcie pobudza translację polinukleotydów nieodczy- 
tyw anych w innych w arunkach. Należy jednak pamiętać, że neomycyna
1 pokrew ne jej antybiotyki aminoglikozydowe in vivo  skutecznie ham ują 
syntezę białka, a in vitro  translację m atryc polirybonukleotydowych, za­
równo naturalnych  jak syntetycznych, i z reguły zniekształcają treść 
kodu RNA.

II. Translacja DNA w bezkomórkowym układzie z glonu 
Chlorella pyrenoidosa

Bezpośrednią translację DNA w m ateriale pochodzenia roślinnego opi­
sano jedynie w układzie z glonu Chlorella pyrenoidosa. Dane na ten  tem at 
pochodzą wyłącznie z prac G a l l i n g a  (11, 12, 13). W odróżnieniu od 
układów baktery jnych  w układzie z Chlorella m atrycą dla syntezy białka 
może być zarówno DNA jednoniciowy jak dwuniciowy. W obu przy­
padkach translacja DNA może zachodzić w nieobecności antybiotyków  
aminoglikozydowych, które w yw ierają tylko wpływ stym ulujący.

Rybosomy Chlorella, w przeciw ieństwie do bakteryjnych, zdolne są 
do tworzenia kom pleksu z dwuniciowym  DNA (13). Po inkubacji układu 
bezkomórkowego z natyw nym , znakowanym DNA odnaleziono 40u/o po­
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danej radioaktyw ności we frakcji rybosom alnej. Polisomy w yodrębnione 
z tej frakcji dają w m ikroskopie elektronow ym  charakterystyczny obraz 
nierozgałęzionej nici połączonej z pojedynczym i rybosomami (rysunek 1). 
Grubość łańcucha łączącego rybosom y wskazuje na dwuniciową formę 
cząsteczki DNA. Jest to  form a DNA ulegająca transkrypcji, jednakże 
kom pleks ten  tworzy się także w  obecności aktynom ycyny D i przed­
stawia obraz całkowicie różny od obrazów obserwowanych w przypadku 
kom pleksu DNA-RNA-rybosomy (2, 48), w którym  pojedyncze rybosom y 
lub ich ugrupowania połączone są z nicią DNA za pośrednictw em  odcho­
dzących od niej w formie odgałęzień nici RNA. Dotychczasowe badania 
nad interakcją polinukleotydów z rybosomami wykazują, że drugorzędo- 
wa s truk tu ra  polinukleotydów stanowi przeszkodę w tym  wiązaniu i p rak ­
tycznie w kompleksy mogą wchodzić jedynie form y jednoniciowe. Jed ­
nakże w dwu przypadkach po infekcji komórek baktery jnych  fagami 
znaleziono oporne na działanie rybonukleazy polisomy złożone z kilku 
lub kilkunastu  rybosomów i dwuniciowego RNA (15, 19). Przyczyny 
umożliwiające w niektórych przypadkach wiązanie z rybosom ami poli­
nukleotydów dwuniciowych nie są dotychczas wyjaśnione.

Dwuniciowy DNA nie tylko wchodzi w kompleks z rybosom ami Chlo­
rella, ale staje  się wówczas równie efektyw ną m atrycą dla syntezy poli- 
peptydów jak  DNA zdenaturow any (11). Działanie to, proporcjonalne do 
ilości, w ykazują DNA z różnych źródeł. W obecności DNA w dużych 
stężeniach (250fig/ml) szybkość włączania aminokwasów w zrasta 3-4-krot- 
nie. Na włączanie aminokwasów wpływa aktyw ująco uprzednie trak to ­
wanie rybosomów Chlorella P/o dezoksycholanem, co jednocześnie ham uje 
translację natyw nego RNA (11, 12).

Zachodząca pod wpływem  DNA synteza polipeptydów w układzie 
z Chlorella  jest niezależna od podania CTP i UTP oraz tylko w nieznacz­
nym  stopniu wrażliwa na działanie rybonukleazy (13). A ktynom ycyna 
nie działa na ten proces, natom iast chloramfenikol (działający na etapie 
translacji) ham uje go. Fakty  te w ykluczają możliwość transkrypcji i w ska­
zują tym  samym na bezpośrednią translację DNA.

Chociaż translacja DNA w układzie z Chlorella nie wym aga obecności 
żadnych antybiotyków, to jednak ulega ona silnej aktyw acji pod w pły­
wem  neomycyny (13). Przy stężeniu neomycyny 125j.ig/ml i jednoczesnej 
obecności DNA, poziom włączania aminokwasów do polipeptydów podnosi 
się aż 28-krotnie. K inetyka włączania aminokwasów w tych w arunkach 
jest jednak całkowicie inna niż w układzie nie zawierającym  neomycyny
i w ykazuje podobieństwo do kinetyki translacji poli rU.

Zdolność do bezpośredniej translacji DNA nie jest ogólną właściwością 
rybosomów glonów. Układ bezkomórkowy z glonu Anacystis nidulans 
odpowiada wzmożoną syntezą białka na podanie RNA, nie reaguje jednak 
na podanie DNA (12).
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Rys. 1. Polirybosom utworzony z rybosomów połączonych z dwuniciowym DNA.
Powiększenie 304 000X (13)
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III. Translacja DNA w bezjądrowych układach z jąder grasicy

Wiadomości o bezpośredniej translacji DNA in vitro  w m ateriale po­
chodzenia zwierzęcego dotyczą wyłącznie bezjądrowego układu z jąder 
grasicy. W układzie tym  jednoniciowa form a DNA jest efektywnieszą 
m atrycą dla syntezy białka niż dwuniciowa (38). W przeciw ieństwie do 
innych znanych układów, w układzie zawierającym  m ateriał z jąder g ra­
sicy neomycyna nie ma żadnego w pływu na stym ulowane przez DNA 
wbudowywanie aminokwasów (40).

Rybosomy z jąder grasicy zdolne są do tworzenia kompleksów z DNA 
różnego pochodzenia, zarówno natyw nym  jak zdenaturow anym  (36). Po­
dobną zdolność w ykazują także cytoplazm atyczne rybosomy z grasicy, 
w ątroby i retikulocytów  (41). N aturalny RNA lub poli rU ham uje przy­
łączanie DNA do rybosomów, z czego można wywnioskować, że DNA 
dzieli z RNA m iejsce wiążące na rybosomach.

W układzie zaw ierającym  rybosom y i frakcję pH 5 z jąder grasicy DNA 
zdenaturow any, a w słabszym stopniu również DNA natyw ny, stym ulują 
wbudowywanie aminokwasów (10, 38, 40). Neomycyna nie ma wpływu na 
ten proces (40). Szybkość syntezy białka w zrasta w raz z ilością dodawanego 
DNA aż do stężenia wysycającego miejsca wiążące na rybosomach (około 
190 M-g RNA/mg rybosomów) (38). Działanie DNA w układzie z grasicy 
jest w ielokrotnie słabsze niż w  układach bakteryjnych. W pewnej mierze 
może to być związane z ogólnie niższą aktywnością układów bezkomórko- 
wych z tkanek ssaków, co obserwowano także w obecności m atryc RNA 
(3, 22, 44).

Porównanie stosunku włączania poszczególnych aminokwasów przez 
DNA o różnych składach zasad wskazuje, że tryp le t adeninowy koduje 
lizynę, a tym idynow y — fenyloalaninę. Oznacza to, że kodony DNA są 
odczytywane jako równoznaczne z kodonami RNA (przy czym tym ina 
zastępuje uracyl). A zatem DNA w bezjądrow ym  układzie z jąder grasicy, 
podobnie jak  w układach bakteryjnych zawierających neomycynę, stano­
wi bezpośrednią m atrycę dla syntezy polipeptydów (38).

Brak udziału inform acyjnego RNA w syntezie białka stym ulowanej 
przez DNA potw ierdzają dodatkowo następujące właściwości tego procesu: 
1) niewrażliwość na aktynom ycynę D, 2) niezależność od podania CTP
i UTP, 3) brak wzmożenia syntezy RNA, 4) wyższa efektywność DNA 
jednoniciowego niż dwuniciowego (37, 38).

Różnice między układam i baktery jnym i i układem  grasicowym w w y­
korzystyw aniu DNA jako m atrycy związane są głównie z na tu rą  samych 
rybosomów (40). Badania układów heterologicznych z jąder grasicy i ko­
m órek E. coli wykazały, że niezależnie od pochodzenia współdziałających 
enzymów, translacja DNA w przypadku rybosomów grasiczych zachodzi 
bez udziału neom ycyny i jest niewrażliwa na wysokie stężenia sRNA,
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podczas gdy w w ypadku rybosomów bakteryjnych niezbędne są antybio­
tyki aminoglikozydowe, a translacja jest hamowana przez nadm iar sRNA.

W związku z możliwością w ystępow ania dwu mechanizmów syntezy 
białka in vivo, N a o r  a (39) w ysuw a hipotezę, w edług której w chro­
mosomach inform acja gentyczna byłaby odczytywana jednocześnie z obu 
nici DNA dwiema różnymi drogami. W proponowanym  modelu zakłada 
się, że podczas gdy jedna z nici DNA ulega transkrypcji z udziałem poli- 
m erazy RNA zależnej od DNA i następuje przejściowe rozłączenie obu 
nici na odcinku około 170Á, druga nić wiąże się z rybosomami i staje  
się bezpośrednią m atrycą dla syntezy białka. Ponieważ inform acyjny 
RNA i nie ulegająca transkrypcji nić DNA zaw ierają te same kodony 
w tej samej sekwencji, a k ierunek translacji obu m atryc jest jednakow y
(5’---------------3’), syntetyzowane na nich polipeptydy byłyby identyczne
pod względem składu i sekwencji aminokwasów, a także polarności w ią­
zań peptydowych (schemat 1). Pew ne białka, jak y-globuliny, hemoglo­
bina, dehydrogenaza mleczanowa, czy histony, syntetyzow ane są również 
w jądrze i można by przypuszczać, że uczestniczy w tych procesach DNA. 
Nie jest to jednak dowód przesądzający o w ykorzystyw aniu drugiej, nie 
ulegającej transkrypcji nici DNA jako bezpośredniej m atrycy  dla syntezy 
białek. Obecność pewnych białek zarówno w cytoplazmie, jak  w jądrze 
może być rezultatem  działania tego samego, typowego mechanizm u bio­
syntezy białka z udziałem mRNA jako m atrycy. W ydaje się, że m echa­
nizm syntezy białka proponowany przez Naorę, chociaż dotychczas nie 
udowodniony, teoretycznie jest możliwy.
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Schemat 1. Synteza białka wg modelu N a o r y (39)
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Uwagi końcowe

W ydawać by się mogło, że możliwość bezpośredniej translacji DNA 
in vitro, której przykłady opisano w niniejszej pracy, burzy dotychcza­
sowy model ciągu reakcji prowadzących do syntezy łańcucha polipepty- 
dowego. W rzeczywistości jednak m am y tu  do czynienia z nietypowym  
zjawiskiem, z reakcją przebiegającą in vitro  w w arunkach całkowicie 
odmiennych od tych, jakie znamy lub możemy przewidywać w żyjącej 
komórce. Aby cząsteczka DNA mogła pełnić rolę bezpośredniej m atrycy 
dla pelipeptydu syntetyzowanego w  bezkomórkowych układach bak te­
ryjnych, przede wszystkim  musi ona być w formie jednoniciowej, a po­
nadto niezbędny jest antybiotyk z grupy aminoglikozydowych. Wiadomo 
tymczasem, że natyw ny DNA charakteryzuje się s truk tu rą  dwuniciową, 
a jedynie u pewnej części małych bakteriofagów znajdujem y, jako m a­
teriał genetyczny, jednoniciowy DNA (16). A zatem  cząsteczka natyw nego 
DNA, w ystępująca in vivo  w stanie dużego uporządkowania, nie spełnia 
warunków  charakteryzujących m atrycę dla syntezy polipeptydu u bakterii. 
Dalszą barierą jest udział antybiotyku w bezpośrednim  odczytywaniu ko- 
donów pojedynczej nici DNA. Można wprawdzie założyć istnienie w ko­
mórce czynnika o podobnym typie działania, choć nie będącego an tyb io ty ­
kiem, dotychczas jednak brak wiadomości choćby o próbach w ykrycia go.

Trudno także, przynajm niej na podstawie dotychczasowego stanu ba­
dań, wyciągnąć ogólniejsze wnioski z wyników badań nad bezpośrednią 
translacją DNA w układach z organizmów eukariotycznych. W iązanie 
się z rybosomami natyw nej cząsteczki DNA, a także stym ulowanie w łą­
czania aminokwasów przez dwuniciową m atrycę, jest w kontekście na­
szych pojęć o m echanizmie syntezy białka rewelacją. Dotychczasowe dane 
ograniczają się jednak tylko do układów z Chlorella pyrenoidosa, oraz — 
ale już z gorszym rezultatem  — z jąder grasicy. Poza tym, wyniki prac 
nad Chlorella pyrenoidosa nie dają się powtórzyć w  układzie otrzym a­
nym z innego glonu (Anacystis nidulans), co nie pozwala na nadanie 
tym zjawiskom cech uniwersalności w odniesieniu do eukariontów.

Jakie są zatem  korzyści wyniesione przez biochemię m olekularną z ba­
dań nad własnościami m atrycow ym i jednoniciowych DNA w układach 
bakteryjnych? Przede wszystkim  uzyskano niejako w tórne potwierdzenie 
znaczenia wszystkich 64 trypletów  kodu genetycznego. N astępnie — 
znacznie wyższa wierność odczytywania m atrycy DNA niż RNA w obec­
ności antybiotyków aminoglikozydowych daje możliwość pogłębienia ba­
dań nad tak in trygującym  zjawiskiem, jak  dwuznaczność kodu gene­
tycznego. I wreszcie — prawdopodobieństwo, że translację jednonicio- 
wego DNA w arunkuje wywołana przez antybiotyk zmiana konform acji 
rybosomu, stw arza szansę bardziej wnikliwego poznania jego stru k tu ry
i funkcji.
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EUGENIUSZ G ĄSIO R *

Inicjacja biosyntezy białka u organizmów eukariotycznych 

Initiation of Protein Biosynthesis in Eucariotic Organisms

The recent view on the mechanism of the polypeptide chain initiation in 
eucariotic organisms is presented.

Prawidłowe odczytywanie inform acji genetycznej zabezpiecza obecność 
kodonu startowego, znajdującego się na końcu lub w pobliżu końca 5', 
inform acyjnego RNA. W układach bakteryjnych funkcję kodonu s tarto ­
wego pełni tryp le t AUG (8), a także GUG, które rozpoznawane są przez 
odpowiedni aminoacylo-tRNA — inicjator. Jest nim w ykryty  przez M a r -  
c k e r a  i S a n g e r a '  (29) N-form ylom etionylo-tRNA. Kom órki bakte­
ry jne  zaw ierają dwa akceptory metioniny: tRNAF i tRNAM (9). Oba te 
związki różnią się w yraźnie funkcją biologiczną, przy nieznacznych róż­
nicach w składzie nukleotydowym  i struk tu rze przestrzennej. Jedynie 
w połączeniu z tRNAr m etionina ulega enzymatycznej form ylacji i pow­
stały  kompleks spełnia funkcję inicjatora biosyntezy białka, czego w y­
nikiem jest umieszczenie N -form ylom etioniny w położeniu N-końcowym 
syntetyzowanego łańcucha polipeptydowego. Metionylo-tRNAiw rozpoznaje 
również kodon AUG, ale ty lko w przypadku, kiedy znajduje się on 
w ew nątrz łańcucha mRNA. W procesie syntezy białka bakteryjnego m e­
tionina z metionylo-tRNAM wbudow uje się w położenie wew nętrzne pow­
stającego polipeptydu (28).

W świetle ostatnich badań zapoczątkowanie syntezy białka w ukła­
dach bakteryjnych przebiegałoby w następujących etapach (16, 18, 36, 
41, 42):
1. przyłączenie N-form ylom etionylo-tRNA do kompleksu: podjednostka 

30.S-mRNA. W niskich stężeniach jonów magnezowych proces ten 
katalizowany jest przez dwa czynniki białkowe F1 i  F 2, oraz GTP. 
W przyłączeniu naturalnego mRNA do podjednostki 30S uczestniczy

ponadto dodatkowy czynnik enzym atyczny F3.
2. do powstałego kom pleksu — 30.S-mRNA-N-formylometionylo-tRNA 

dołącza się następnie, w reakcji nieenzym atycznej, podjednostka 50S.

* Doc. dr, Instytut Mikrobiologii i Biochemii, Uniwersjrstet Marii Curie-Skło- 
dowskiej, Lublin
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Pewne dane (6) wskazują na to, że inicjatorow y tRNA umieszcza s:ę 
w miejscu donatorowym  rybosomu (schemat 1).

Schemat 1. Model rybosomu 
1. M ie jsce  d o n a to ro w e  lu b  p ep ty d o w e , 2. M ie jsce  a k c e p to r o w e  lu b  a m in o k w a so w e

W powstałym  kompleksie wolne miejsce akceptorowe może zajmować 
aminoacylo-tRNA, którego przyłączenie stym ulują czynnik T i GTP 
(14), a specyficzność wiązania gw arantuje skład odpowiedniego tryp le tu  
sąsiadującego z kodonem startow ym . Utworzenie pierwszego wiązania 
peptydowego następuje po przeniesieniu reszty N -form ylom etioniny na 
aminoacylo-tRNA. W reakcji tej uczestniczy transferaza peptydylowa, 
integralny składnik podjednostki 50S rybosomu (35), katalizująca utw o­
rzenie wiązania m iędzy grupą aminową aminoacylo-tRNA a grupą karbo­
ksylową N-form ylom etioniny. W dalszej reakcji N-form ylom etionylo-am i- 
noacylo-tRNA przenoszony jest w obecności czynnika G i GTP do m iejsca 
donatorowego w reakcji translokacji (11), z jednoczesnym przesunięciem  
mRNA o jeden tryp let. Do miejsca akceptorowego może przyłączać się 
nowy aminoacylo-tRNA i powtarza się proces wydłużania łańcucha poli- 
peptydowego. Zakończeniu translacji mRNA towarzyszy rozkład poliso- 
mów z uwolnieniem cząsteczki białkowej, tRNA i rybosomów. Te ostatnie, 
według najnowszych badań, ulegają pod w pływ em  swoistego czynnika 
białkowego (49) dysocjacji na podjednostki, zdolne do wzięcia udziału 
w ponownej inicjacji i syntezie następnej cząsteczki białkowej. Proces 
syntezy białka związany byłby zatem  z krążeniem  pod jednostek ryboso- 
mowych: polisomy — pula wolnych podjednostek (25, 36, 43).

Zagadnienia zapoczątkowania biosyntezy białka w  układach bakte- 
ry jnych (17) oraz procesy w ydłużania i .zakończenia syntezy (12) zostały 
omówione ostatnio w Postępach Biochemii.

Rok bieżący przyniósł pierwsze publikacje na tem at zapoczątkowania 
biosyntezy białka w kom órkach organizmów wyższych. Dotyczą one w y ­
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odrębniania czynników białkowych pobudzających inicjację, inicjatoro- 
wego tRNA oraz m echanizm u tego procesu. Omówienie wyników tych 
badań jest przedm iotem  niniejszego artykułu .

I. Czynniki inicjujące

W 1968 roku M i l l e r  i S c h w e e t  (34) wykazali, że w niskich 
stężeniach jonów magnezowych płyn otrzym any z przemycia rybosomów 
roztworam i 0,5M KC1 pobudza syntezę hemoglobiny in vitro  w obecności 
oczyszczonych rybosomów retikulocytów. Stwierdzono, że produktem  syn­
tezy są kom pletne łańcuchy a i (3 globiny. W nieobecności popłuczyn 
rybosomowych powstające łańcuchy nie zaw ierają radioaktyw nego am i­
nokwasu w położeniu N-końcowym, co świadczy o braku inicjacji syntezy 
nowych łańcuchów i zachodzącym z norm alną szybkością wydłużaniu 
łańcuchów, których synteza została wcześniej zapoczątkowana. Ci sami 
autorzy wykazali jednocześnie, że w obecności kwasu poliurydylowego 
(poli U), użytego jako m atryca, dodatek popłuczyn rybosomowych po­
woduje charakterystyczne dla procesów polim eryzacji fenyloalaniny prze­
sunięcie optim um  stężenia jonów magnezowych z lOmM do 5mM. Spo­
strzeżenia te w skazują na obecność w nieoczyszczonych preparatach ry ­
bosomowych czynników zapoczątkowujących biosyntezę białka. W yniki 
badań M illera i Schweeta potwierdzili w krótce A n d e r s o n  i wsp. 
(2, 46). Rysunek 1 przedstaw ia wpływ popłuczyn z rybosomów retiku lo ­
cytów na układ syntetyzujący polifenyloalaninę.

Rys. 1. Wpływ popłuczyn rybosomowych na polimeryzację fenyloalaniny w  różnych 
stężeniach jonów magnezowych (46)

W 1970 roku doniesiono z laboratorium  A n d e r s o n a  (46) o w y- 
iżobwaniU z popłuczyn rybosomowych retikulocytów  dwóch czynników, 
Mt i M2, czynnych w reakcji polim eryzacji fenyloalaniny w niskich stę-
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żeniach jonów magnezu. Rozdzielone na D EAE -celulozie czynniki nie 
wykazują aktyw ności transferaz, a w yraźne pobudzenie syntezy polife- 
nyloalaniny zaobserwowano jedynie w obecności obu dodanych frakcji. 
Ostatnio (38) udało się w yodrębnić trzeci czynnik inicjujący — M3, któ­
rego obecność, łącznie z Mx i M2, jest niezbędna dla syntezy hemoglobiny 
de novo. M3 przypom ina właściwościami bak tery jny  czynnik F3, potrzebny 
do inicjacji syntezy polipeptydu kodowanego przez na tu ra lny  mRNA. 
Funkcja pozostałych czynników omówiona będzie w następnym  rozdziale.

Dwie frakcje białkowe, oznaczone jako C i D, wyizolowano również 
z supernatantu  komórkowego zarodków pszenicy (33). Podobnie jak  w do­
świadczeniach grupy A n d e r s o n a  (46), żadna z frakcji użyta oddzielnie 
nie w ykazuje aktywności. Użyte razem  wyraźnie pobudzają proces ini­
cjacji biosyntezy białka, kierowanej przez RNA w irusa mozaiki ty to ­
niowej, w obecności rybosomów zarodków pszenicy. W ykazano mianowicie 
w doświadczeniach z radioaktyw nym  RNA wirusa, że w yodrębnione czyn­
niki stym ulują powstawanie kom pleksu pomiędzy rybosom am i a RNA
(32) i że utworzenie takiego kompleksu poprzedza procesy wbudowywania 
aminokwasów do syntetyzowanego w tym  układzie białka (31). Również 
doświadczenia z kwasem  aurinotrójkarboksylow ym  (ang. aurintricarbo- 
xylic  acid), znanym  inhibitorem  inicjacji syntezy białka u bak terii (15), 
w skazują na analogię między procesem badanym  przez M a r  c u s a
i wsp. (33) a inicjacją w ukałdach bakteryjnych. Nie znana jes t bliżej 
funkcja czynników C i D. Wiadomo jednak, że działanie ich nie jest 
związane z aktywnością transferaz. W arto podkreślić, że inicjacja syntezy 
w układzie z zarodków pszenicy wym aga obecności ATP.

II. tRNA-inicjator

Wykazano ostatnio u drożdży (39, 51), w w ątrobie św inki m orskiej 
(7) i myszy, w komórkach raka wysiękowego K rebsa II (48) i innych 
tkankach (26) obecność dwóch cytoplazm atycznych tRNA, akceptorów 
m etioniny, analogicznych do bakteryjnych akceptorów tego aminokwasu. 
Drożdżowy metionylo-tRNAF ulega, podobnie jak  bakteryjny, procesowi 
form ylacji in vitro  w  obecności transform ylazy E. coli, cytoplazm a orga­
nizmów wyższych nie zawiera bowiem tego enzymu (30). To tłum aczy, 
dlaczego N-form ylom et-tRNA, mimo licznych poszukiwań, nie został w y­
k ry ty  w komórkach Eucariota.

Przytoczone obserwacje były podstawą wysuniętego przez S m i t h a
i M a r c k e r a  (48) przypuszczenia, że metionylo-tRNAF, a nie jego 
form ylowa pochodna, jest inicjatorowym  tRNA dla biosyntezy b iałla  
w cytoplazm ie organizmów wyższych. Jak  się ostatnio okazało (5, ¿8), 
metionylo-tRNAF rzeczywiście w arunkuje  wbudowywanie m etioniny jako 
N-końcowego aminokwasu do syntetyzow anego polipeptydu w  układzie
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zaw ierającym  rybosom y 80S, cytoplazm atyczny system  enzymatyczny
i polim er AUG(U)n (n =  35). Okazało się, że podobnie jak  w układzie bak­
tery jnym  try p le t AUG jest kodonem startow ym . B r o w n  i S m i t h  (5), 
stosując syntetyczne polim ery zawierające AUG w różnym położeniu od 
końca 5', w ykazali ponadto, że proces translacji rozpoczyna się zawsze od 
kodonu AUG. Funkcję kodonu startow ego spełnia także GUG (5).

Metionylo-tRNAM, w yodrębniony z komórek organizmów eukariotycz­
nych, w budow uje m etioninę w położenia w ew nętrzne polipeptydu (5, 22, 
48) w przeciw ieństw ie do m et-tR N A F. Funkcja jego jest więc identyczna 
z bak tery jnym  met-tRNAM.

W krótk im  czasie po opublikowaniu pracy S m i t h a  i M a r c k e r a  
(48) ukazały się dalsze doniesienia, wskazujące na m etionylo-tRNAF jako 
inicjatorow y tRNA również w syntezie naturalnych polipeptydów: hem o­
globiny (22, 23) i protam iny (54). Na podkreślenie zasługują tu  pomysłowo 
przeprowadzone przez J a c k s o n a  i H u n t e r a  (23) doświadczenia nad 
biosyntezą hemoglobiny. Autorzy zastosowali do badań rybosomy uprzed­
nio preinkubow ane z NaF, k tóry  swoiście ham uje procesy inicjacji (27, 40), 
nie w pływ ając natom iast na wydłużanie polipeptydów. W w yniku prein- 
kubacji otrzym yw ano pozbawione polipeptydów rybosomy stanowiące 
zsynchronizowaną populację, zdolną do usunięcia inhibitora do inicjacji
i syntezy nowych łańcuchów globiny. Stosowanie różnych stężeń sparso- 
mycyny, znanego inhibitora procesów wydłużania łańcucha (52) i odpo­
wiedniego czasu inkubacji pozwalało na otrzym ywanie peptydów o róż­
nej długości łańcucha. Analiza zsyntetyzowanego m ateriału  wykazała, że 
wszystkie krótkie peptydy zawierały m etioninę w N-końcowym położeniu, 
we fragm entach zarówno a jak i (5 łańcuchów globiny. Badania in vivo  na 
zawiesinie retikulocytów  dały takie sam e rezultaty  (23). W doświadcze­
niach bez sparsom ycyny zaobserwowano natom iast, że nowopowstałe d łu ­
gie łańcuchy globiny, zawierające powyżej 15—20 reszt aminokwasowych, 
pozbawione były N-końcowej metioniny. Fakt ten  autorzy tłum aczą dzia­
łaniem swoistej am inopeptydazy, odszczepiającej m etioninę jeszcze przed 
ukończeniem syntezy pełnego łańcucha polipeptydowego. Podobne w y­
niki uzyskali inni badacze (22, 23) w doświadczeniach nad syntezą cyto- 
plazm atycznych białek zwierzęcych.

W św ietle powyższych danych sta je  się zrozumiałe, dlaczego m etionina 
jako przejściowy N-końcowy aminokwas nie była w ykryw ana w e wcześ­
niejszych badaniach nad syntezą białek. Jedynym  znanym dotychczas w y­
jątkiem  pośród cytoplazm atycznych białek organizmów wyższych są łań ­
cuchy hemoglobiny wołu i owcy, w  których m etionina w ystępuje w po­
zycji N-końcowej (4). Jest rzeczą interesującą, że N -form ylom etionylo- 
-IRNAf może spełniać również funkcję inicjatora (22). N-form ylom etionina 
występująca w takim  polipeptydzie nie jest jednak uw alniana przez am i- 
nop»ptydazę (22).
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Proces odszczepiania m etioniny w ykazuje pewne podobieństwo do ana­
logicznej reakcji w układzie bakteryjnym ; w tym  ostatnim  przypadku 
uczestniczą jednak zwykle dwa enzymy, deform ylaza i am inopeptyda- 
za (1, 50).

Uzupełnieniem przedstaw ionych wyżej badań są wyniki doświadczeń 
S h a f r i t z a i  A n d e r s o n a  (45) nad funkcją czynników inicjujących. 
Wykazano, że w niskich stężeniach jonów magnezowych i w obecności 
AUG frakcje Mj i M2 przyłączają do rybosomów m etiony“lo-tRNAF, nie 
wiążą natiom iast m etionylo-tRN A M. Odwrotnie zaś zachowuje się transfe- 
raza I, znany enzym wiążący aminoacylo-tRNA do rybosomów (rysunek 2).
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Rys. 2. Wiązanie metionylo-tRNA do rybosomów retikulocytów w obecności czynni­
ków inicjujących Mi i M2, transferazy I i AUG w  różnych stężeniach jonów magne­

zowych (45)

Czynnik Mx wykazuje aktywność także w stosunku do N-form ylom etio- 
nylo-tRNAF. Wiązanie formylowej pochodnej może zachodzić również 
w nieobecności GTP i w ydaje się być mniej swoiste.

III. Funkcja wolnych podjednostek rybosomowych w procesach inicjacji

W dalszym ciągu aktualne jest pytanie, czy u organizmów wyższych w 
procesie zapoczątkowania biosyntezy białka biorą udział wolne pod jed ­
nostki rybosomowe czy też monomery 80S1. Dotychczasowe badania ni 
dały jednoznacznej odpowiedzi, jakkolwiek coraz więcej danych przem 
wia za modelem inicjacji u bakterii, jako słusznym także w odniesie 
do komórek Eucariota. W szczególności udało się wykazać obecność
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nych pod jednostek ryb osom owych w retikulocytach (3), kom órkach nowo­
tworowych (21, 24, 53) i drożdżach (37), obok rybosomów i polisomów. 
W edług w ielu autorów  (3, 20, 21, 24, 53) podjednostki rybosomowe, zanim 
utw orzą monosomy, włączają się w struk tu ry  polisom owe, uczestniczą 
więc w reakcji inicjacji. Bliższe dane na ten tem at zawiera ostatnio opu­
blikowana praca H e y w o o d a  (19). A utor wykazał, że w układzie zawie­
rającym  przem yte monosomy i podjednostki rybosomowe mięśni em brionu 
kurczęcia oraz mRNA miozynu, jedynie natyw ne podjednostki 40S uczest­
niczą w pierwszej fazie inicjacji. Monomery 75<S są nieaktywne. Kompleks 
zaw ierający podejdnostkę 40S'-mRNA powstaje na drodze enzymatycznej 
w w yniku inkubacji przem ytego p reparatu  rybosomowego i mRNA z po­
płuczynam i rybosomowymi i może być wyizolowany za pomocą wirowania 
w gradiencie sacharozy. Dodatkowa inkubacja tego kompleksu z podjed- 
nostką 60S, GTP i aminoacylo-tRNA prowadzi do powstania „pełnego” 
kom pleksu, sedym entującego razem  z rybosomami 75S. Zarówno GTP 
jak  i am inoacylo-tRNA są niezbędne dla procesu asocjacji podejdnostki 
60S z p ierw otnym  komplekcsem — 40»S-mRNA i, być może, także dla s ta ­
bilizacji powstałej struk tu ry .

Za cyklicznym krążeniem  pod jednostek rybosom owych pośrednio 
przem aw iają także wyniki badań nad syntezą białka w bezkomórkowym 
układzie z retikulocytów  w obecności NaF. Dodatek tego inhibitora po­
woduje spadek poziomu wolnych pod jednostek, a wzrost ilości monoso- 
mów, czemu towarzyszy zahamowanie biosyntezy białka. W edług C o ­
l o  m b o i wsp. (10) podjednostki rybosomowe, w obecności NaF są szybko 
zużywane w reakcji inicjacji, co przy jednoczesnym braku regeneracji pod- 
jednostek z rybosomów 80S  musi prowadzić do zahamowania biosyntezy 
białka. W ytłum aczenie takie w ydaje się słuszne tym  bardziej, że zabloko­
wanie syntezy białka przez aktydion, wprowadzony tuż przed dodaniem 
NaF do układu syntetyzującego, nie wpływa na poziom wolnych podjedno- 
stek. Sądzi się, że fluorek ham uje dysocjację monosomów przez zaham o­
wanie utleniania glukozy w retikulocytach, z czym związany jest w yraźny 
spadek poziomu ATP. Można przypuszczać, że dysocjacja rybosomów re- 
tikulocytow ych wymaga, w przeciw ieństwie do rybosomów bakteryjnych, 
dostarczenia energii. Nowe dane o działaniu fluorku przedstaw ili ostatnio 
H o e r z  i M c C a r t y  (20). W ykazali oni, przy użyciu lizatów z re tik u ­
locytów i w obecności NaF powstawanie nowego typu polisomów, zawie­
rających podjednostkę 40S przyłączoną do mono-, dwu-, tró j- i te traso- 
mów. Pow staw anie takich zespołów jest wynikiem  zahamowania przez 
fluorek asocjacji podjednostki 60S z podjednostką 40S przyłączoną do 
mRNA. Nie wykluczone zatem, że zarówno dysocjacja jak  i asocjacja 
rybosomów retikulocytów  wym aga energii.

P e t r e  (37) doniósł ostatnio o w ykryciu swoistego czynnika białkowego 
warunkującego dysocjację rybosomów drożdży.
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Nie ma dotychczas żadnych danych świadczących o tym, czy czynniki 
zapoczątkowujące, wyizolowane w pracowni Andersona (38, 45), są rów ­
nież aktyw ne w tw orzeniu kom pleksu inicjującego w obecności odpowied­
niej m atrycy i tRNA — inicjatora. Jedynie B r o w n  i S m i t h  (5) su­
gerują, że proces zapoczątkowania z udziałem m etionylo-tRNAK, polim e­
rów zaw ierających AUG i p repara tu  enzymatycznego może zachodzić w 
obecności pod jednostek rybosomowych. Za udziałem czynnika inicju jące­
go, aktyw nego w wiązaniu irlicjatora do kom pleksu 40S'-mRNA, zdają się 
przem awiać w yniki doświadczeń z ostatnio wyizolowaną z supernatan tu  
w ątroby szczurzej frakcją T-X (13). F rakcja ta w niskich stężeniach jo ­
nów magnezowych stym uluje przyłączanie fenyloalanino-tRN A i jego 
acetylowej pochodnej do rybosomów 40S w obecności poli U jako m atrycy. 
W obecności AUG przyłącza się również N-formylom etionylo-tRNA. W ią­
zanie z rybosomami 80S jest w ielokrotnie mniejsze niż z jednostką 40S. 
T-X przypom ina własnościami i funkcją Mi i M2 retikulocytów, jakkolwiek 
wykazuje wyraźną aktywność jedynie w obecności 40S.

Mechanizm zapoczątkowania biosyntezy białek u organizmów wyższych 
daleki jest jeszcze od wyjaśnienia. Zebrany m ateriał nie jes t w ystarcza­
jący do bliższego scharakteryzow ania poszczególnych etapów tego złożo­
nego procesu. Wiele danych jest kontrow ersyjnych. Mimo tych braków 
przedstawione w yniki badań wyraźnie sugerują, że tak  jak większość 
procesów biochemicznych, tak i inicjacja syntezy białka u obu typów 
organizmów przebiega podobnie. B rak grupy formylowej w m etionylo- 
-tR N A F-inicjatorze syntezy białek cytoplazm atycznych Eucariota, jest jak 
dotąd jedyną w yraźną różnicą pomiędzy obu układami. Można przypusz­
czać, że powstająca na drodze ewolucji bardziej złożona i wyspecjalizowa­
na s truk tu ra  rybosomów u organizmów wyższych, pozwoliła na ominięcie 
reakcji form ylacji, niezbędnej dla procesów inicjacji u bakterii, w m ito­
chondriach i chloroplastach (44, 47).
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RECENZJE

Stoffwechselvorgange und Enzymmechanismen in Zellen und Geweben, 
red. Cl. Pfister, VEB Verlag Volk und Gesundheit, Berlin 1969

Książka stanowi 23 tom Sympozjum Niemieckiego Towarzystwa Medycyny Do­
świadczalnej i obejmuje materiały IV Zjazdu Towarzystwa Biochemicznego NRD, 
który odbył się w  Rostoku we wrześniu 1967 roku.

Tom zawiera 12 referatów z zakresu metabolizmu komórek i tkanek z szczegól­
nym uwzględnieniem układów enzymatycznych i mechanizmów przemian. Większość 
artykułów ujmuje badania własne autorów i zawiera szczegółową dokumentację naj­
ważniejszych wyników. Jeden artykuł opublikowany jest w języku angielskim, po­
zostałe w  języku niemieckim.

Tematyka prac nie jest podporządkowana określonej myśli przewodniej i doty­
czy bardzo różnorodnych dziedzin biochemii. Obok prac o podstawowym znaczeniu 
teoretycznym jak H. Bielka: Struktura i funkcja rybosomów, czy E. Braunstein: 
Struktura i mechanizm działania enzymów zawierających jako grupę czynną fosforan 
pirydoksalu, zamieszczono artykuły z zakresu biochemii odżywiania (E. Kofranyi 
i F. Jekat: Wartość biologiczna mieszanin białek) i biochemii ewolucyjnej (G. Pflei- 
derer: Ewolucja proteaz). Większość prac cechuje jednak wielostronne opracowanie 
literaturowe oraz syntetyczny i wnikliwy sposób ujęcia.

W zależności od zainteresowań na uwagę zasługują takie artykuły jak D. Glasser, 
I. Ruser, U. Berg, M. John: Soczewka oka jako przedmiot badań biochemicznych, 
czy L. Heilmeyer i wsp.: Regulacja glutamylosyntetazy u E. coli. Przemianie karni- 
tyny i jej roli w metabolizmie białek poświęcono aż dwie prace z różnych ośrodków 
badawczych (H. Aurich — NRD, M. Reynier — Francja). Ze względu na bardzo wnik­
liwe opracowanie, na uwagę zasługuje artykuł A. W. Holldorf: Mechanizmy regula­
cyjne metabolizmu dezoksyrybonukleozydów i dezoksyrybonukleotydów. Do biosyn­
tezy RNA i DNA wykorzystuje komórka, jak wiadomo, trójfosforany nukleozydów  
purynowych i pirymidynowych, przy czym stężenie tych prekursorów w  tkankach, 
z wyjątkiem ATP i UTP, jest niezwykle niskie. W takich warunkach przebieg bio­
syntezy wymaga sprawnie funkcjonujących układów regulacyjnych i autorzy temu 
zagadnieniu poświęcają główną uwagę. Na podstawie wyników badań własnych i in­
nych autorów śledzą poszczególne etapy syntezy nukleotydów, przeciwstawiając 
biosyntezie de novo tzw. układ Salvage pathway,  w którym podlegają wykorzysta­
niu preformowane zasady i nukleozydy. Badanie tych zjawisk przeprowadzają na 
modelu E. coli.

Inny referat zasługujący na wzmiankę, to praca A. Hocka: Wpływ pożywienia na 
aktywność enzymatyczną. Powszechnie wiadomo, że licznym procesom patologicznym  
towarzyszą zmiany aktywności określonych enzymów i zjawisko to wykorzystywane 
jest dla celów klinicznej diagnozy. Autor stara się wykazać, że ilość i jakość poży­
wienia wpływa również w sposób istotny na zmianę aktywności wielu enzymów  
osocza i komórek niektórych narządów.

W konkluzji należy stwierdzić, że książka stanowi pożyteczną lekturę dla czytel­
nika zainteresowanego postępem ogólnej problematyki biochemicznej. Szkoda, że 
jej wydanie wymagało aż dwóch lat od chwili wygłoszenia referatów na Zjeździe. 
Niewątpliwą zaletą zbioru są liczne zestawienia tabelaryczne, diagramy i wykresy, 
jak również udane reprodukcje zdjęć mikroskopowych.

J. Chmiel
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A. Waksmundzki i R. Schreiter: Bibliografia Polskich Autorów z zakresu 
Chromatografii i Elektroforezy za lata 1947— 1964, Lubelskie Towarzystwo

Naukowe, Łódź 1970

W poszukiwaniu źródłowej bibliografii w zakresie chromatografii i elektroforezy 
prac polskich autorów znajdowaliśmy je dotychczas w II i III tomie wydawnictwa:
I. Hais i K. Macek, Handbuch der Papierchromatographie, T. II za lata 1943—1956 
i T. III — 1957—1960, oraz w zestawieniach bibliograficznych zamieszczanych w  
J. Chromatog. Polskie wydawnictwo stanowi pełne zestawienie prac polskich autorów 
za lata 1947—1964. Jak mi wiadomo, dalszy ciąg za lata 1964—1970 znajduje się w  
opracowaniu. Bibliografię zestawiła i opracowała fachowo pod względem wymogów  
bibliotekarskich kustosz Biblioteki UMCS mgr R. Schreiterowa, a konsultantem  
naukowym był prof. A. Waksmundzki, jeden z najlepszych naszych specjalistów  
w zakresie teorii i praktyki chromatografii. Bibliografia obejmuje wszystkie prace 
polskich autorów publikowane w czasopismach krajowych i zagranicznych. Spis 
treści obejmuje: przedmioty, wstęp, objaśnienie skrótów, wykaz tytułów czasopism 
i ich skrótów, właściwą bibliografię, addendum, indeks przedmiotowy i indeks auto­
rów. Wydanie jest staranne, na dobrym papierze. Dyskusji mógłby podlegać układ in­
deksu przedmiotowego, który odbiega od stosowanych przez Haisa i Macka, jak 
też w J. Chromatog. Nakład jest niewielki 300 +  80 egzemplarzy. To cenne wydaw­
nictwo powinno zainteresować autorów prac z dziedziny chemii i biochemii, ponadto 
może służyć jako źródło informacji gdzie i u kogo należy się konsultować w  wybra­
nej tematyce.

J. Opieńska-Blauth
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SPRAWOZDANIA

VIII Międzynarodowy Kongres Biochemii 
Montreux, 3—9 września 1970 roku

Ubiegłoroczny Kongres obradował w Szwajcarii, równolegle w trzech miejsco­
wościach: Interlaken, Lucernie i Montreux. Tematyka sympozjów zgrupowanych 
w Interlaken i Lucernie została omówiona w poprzednim zeszycie Postępów, w  któ­
rym przedstawiono także ogólne zasady organizacyjne i formy pracy wspólne dla 
całego Kongresu.

W malowniczo położonym Montreux zgrupowano obrady czterech sympozjów
o zbliżonej tematyce. Przedmiotem posiedzeń poszczególnych sympozjów były ko­
lejno:
1) Sympozjum Nr 5 — Kwasy nukleinowe i synteza białka

a) Struktura kwasów nukleinowych
b) Synteza DNA
c) Synteza RNA
d) Modyfikacje materiału genetycznego
e) Kwasy nukleinowe eukariontów

2) Sympozjum Nr 6 — Synteza białka i kwasy nukleinowe
a) Struktura rybosomów
b) Inicjacja
c) Translokacja i wydłużanie
d) Terminacja i czynniki dysocjacji
e) tRNA
f) Synteza białek in vitro

3) Sympozjum Nr 8 — Budowa komórki i układy wieloenzymowe
a) Układy wieloenzymowe
b) Struktury subkomórkowe
c) Błony
d) Lyzosomy i peroksysomy

4) Sympozjum Nr 9 — Biochemia rozwoju i różnicowanie
a) Funkcje genów: kwasy nukleinowe
b) Funkcje genów: synteza białek
c) Regulacja aktywności genów
d) Kontrola funkcji DNA
e) Czynniki wpływające na różnicowanie
Dynamiczny, wielokierunkowy rozwój badań nad kwasami nukleinowymi i bio­

syntezą białka prowadzi do gwałtownego napływu nowych informacji, niejednokrot­
nie trudnych do usystematyzowania i oceny. Ograniczę się przeto jedynie do frag­
mentarycznego omówienia najważniejszych osiągnięć, które znalazły najżywsze od­
bicie w  przebiegu sympozjów obradujących w Montreux. Najsilniejsze wrażenie po­
zostawił niewątpliwie odczyt S. Spiegelmana wygłoszony w  trzecim dniu obrad. Te­
mat odczytu — synteza DNA uzależniona od RNA — aczkolwiek niezgodny z zapo­
wiadanym programem, wzbudził niezwykle żywe, powszechne zainteresowanie. Na­
wiązując do prac Temina nad syntezą kwasów nukleinowych w komórkach zakażo­
nych wirusami zawierającymi RNA, prowadzonych od 1964 roku, Spiegelman przed­
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stawił najświeższe dane z tej dziedziny badań, uzyskane w jego pracowni. Wynika 
z nich niezbice, że w komórkach zwierzęcych zakażonych niektórymi wirusami onko- 
gennymi ma miejsce synteza DNA oparta o informację genetyczną zawartą w RNA 
tych wirusów. Odkrycie to posiada ogromne znaczenie teoretyczne. Wprawdzie 
jeszcze w 1958 roku Chargaff przewidywał, że kierunek przekazywania informacji 
genetycznej w trójkącie DNA-RNA-białko może być dowolny, to jednak powszechnie 
przyjął się przeciwstawny pogląd Cricka, znany od 1958 roku jako tzw. centralny 
dogmat biologii molekularnej. W myśl tego dogmatu informacja genetyczna może 
być przekazywana wyłącznie jednokierunkowo i nieodwracalnie od DNA poprzez 
RNA do białka. Wobec stwierdzenia możliwości przekazywania informacji z RNA 
do DNA, ten niepodważalny od 12-tu lat pogląd wydaje się być daleko idącym uprosz­
czeniem. Ale znaczenie osiągnięć przedstawionych przez Spiegelmana nie ogranicza 
się do aspektów czysto teoretycznych. Wyniki dalszych badań nad polimerazą DNA 
zależną od RNA — o ile okaże się ona enzymem specyficznym i niezbędnym dla roz­
woju nowotworów — mogą być kluczem do poszukiwań skutecznych leków anty- 
rakowych.

Drugim dominującym nurtem dyskusji były zagadnienia związane z mechaniz­
mem syntezy DNA w komórkach bakteryjnych i zwierzęcych. Wielu mówców  
(J. Cairns, H. Schaller, W. Stratling, E. Wintersberger, S. R. Schultz) podkreślało, że 
polimeraza DNA wykryta przez Kornberga nie może być uznana za główny enzym, 
katalizujący replikację DNA in vivo. Przytoczono dane wskazujące na występowa­
nie polimerazy DNA o innych własnościach. Enzym ten katalizuje syntezę DNA 
z szybkością niemal tak wielką jaką obserwuje się in vivo  (sto razy szybciej niż 
polimeraza Kornberga), wykorzystując rodzimy DNA jako matrycę. Zlokalizowany 
jest głównie w jądrze i innych strukturach subkomórkowych zawierających DNA. 
Własności te predystynują go do spełniania zasadniczej roli w procesie replikacji 
DNA w warunkach naturalnego środowiska wewnątrzkomórkowego.

Wiele uwagi poświęcono także budowie i biogenezie rybosomów bakteryjnych. 
W szczególności M. Nomura przedstawił wyniki systematycznych badań nad rekon- 
stytucją mniejszej ich podjednostki (30S). Badania te wykazały całą złożoność inter­
akcji między rRNA 16S i komponentami białkowymi. Każda z 21 molekuł białka jest 
przyłączana do RNA w określonej kolejności i tylko w obecności określonego zestawu 
pozostałych komponentów białkowych. Przypuszczalnie, w podobnie uporządkowany 
sposób podjednostka 30S kompletuje się także w warunkach in vivo. Produkty po­
średnie, obserwowane w trakcie rekonstytucji, można bowiem znaleźć także w ko­
mórkach E. coli. Dużo trudniejszym zadaniem okazała się rekonstytucja większych  
podjednostek (50S), w przypadku których nie udało się uniknąć strat rRNA 5S 
(R. Monier). Natomiast przebieg syntezy podjednostek 50S in vivo  został dość szcze­
gółowo poznany dzięki stosowaniu specyficznych inhibitorów biosyntezy białka i tech­
niki krótkotrwałego (10—15 sek.) znakowania. Obie techniki pozwoliły wyróżnić trzy 
grupy składników białkowych, przyłączanych do rRNA w kolejności odpowiadającej 
etapom procesu dojrzewania rybosomów.

Z badań nad mechanizmem syntezy białek szczególnie szybki postęp można od­
notować w dziedzinie wyodrębniania i charakterystyki czynników kontrolujących 
inicjację (S. Ochoa, F. Gros, M. Revel, R. Thach), wydłużanie (P. Lengyel, J. Gordon)
i terminacje (M. Capecchi, C. Caskey, I. Algranati, F. Kalousek) łańcucha polipepty- 
dowego oraz określenia roli cyklicznego 3':5'-AMP w  regulacji tych procesów  
(M. Kuwano, G. Zubay). R. W. Chambers przedstawił dowody na decydującą rolę 
drugorzędowej struktury tRNA w procesie ich rozpoznania przez odpowiednie syn- 
tetazy aminoacylo-tRNA.

Niewątpliwie dziesiątki innych referatów i doniesień zasługują w równej mierze 
na uwagę. Nie sposób jednak w krótkim sprawozdaniu odtworzyć całego bogactwa 
poglądów i osiągnięć zaprezentowanych na sympozjach 8-mego Kongresu. Może naj­
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bardziej ogólną cechą charakterystyczną dla obecnie obserwowanego postępu w  
dziedzinie biochemi kwasów nukleinowych i białek jest przemijanie prawd i teorii 
dotychczas uważanych powszechnie za niepodważalne. Jak to sformułował Chargaff 
zamykając jedno z ostatnich posiedzeń, we współczesnej biochemii obowiązywać mo­
że jeszcze jeden tylko dogmat — nie tworzyć żadnych dogmatów.

J. Buchowicz
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