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DOROTA SOLTYSIAK-PAWLUCZUK *

Budowa wielosktadnikowych komplekséw 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 wiecej danych Swiadczy o tym, ze enzymy komoOrkowe wyste-
puja w uorganizowanych zespotach. Te zespoly sg zwigzane z btonami
komérkowymi albo wystepuja w tzw. rozpuszczalnej frakcji cytoplazmy
lub organelli subkomérkowych. W ostatnich latach wykazano, ze enzymy
z frakcji rozpuszczalnych komorki tworzg wielosktadnikowe kompleksy
enzymatyczne o masie kilku miliondw, katalizujgce kilkuetapowe procesy
metaboliczne. Kompleksy te sg zaliczane do komplekséw rozpuszczalnych,
poniewaz wystepujag w supernatancie po odwirowaniu frakcji komorko-
wych przez godzine przy 100000 g. W artykule niniejszym zostang
omoéwione kompleksy dehydrogenaz a-ketokwaséw i kompleksy synte-
tazy kwasow tluszczowych, ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich struk-
tury.

I. Kompleksy dehydrogenaz a-ketokwasow

Gtéwng drogag utleniania pirogronianu i a-ketoglutaranu w organiz-
mach zwierzecych i bakteriach jest reakcja oksydacyjnej dekarboksylacji,
przedstawiona na schemacie 1. Reakcja zachodzi przy udziale CoASH
i NAD i jest katalizowana przez trzy enzymy, ktore tworzg rozpuszczalne
kompleksy o masie czgsteczkowej kilku milionow. Wyréznia sie dwa ro-
dzaje kompleksow, jeden specyficzny dla pirogronianu i drugi dla a-ke-
toglutaranu. W komorkach bakterii wystepuja one w rozpuszczalnej
frakcji cytoplazmy, a w tkankach zwierzecych w rozpuszczalnej frakcji

* Mgr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-
Szawa.

* Wykaz stosowanych skrétéw. TPP — pirofosforanu liaminy. LipS, i L,ip(SH)2— kwas lipo-
nowy i forma zredukowana, FAD i zred.FAD —dwunukleotyd flawinoadeninowy i forma zre-
dukowana, CoASH —koenzym A, NAD i zred.Nad—dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy

i forma zredukowana
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mitochondrialnej. Charakterystyczng cechg reakcji oksydacyjnej dekarbo-
ksylacji jest fakt, ze posredniki reakcji sg powigzane kowalencyjnie z en-
zymami kompleksu. W ten sposob z komplekséow uwalniajg sie tylko kon-
cowe produkty reakcji. W obu kompleksach enzym pierwszy katalizuje
dekarboksylacje odpowiedniego a-ketokwasu, a nastepnie redukcyjng acy-
lacje kwasu liponowego. Z tego wzgledu enzymy te nazywa sie obecnie
dehydrogenazami a-ketokwaséw (99), a nie, jak poprzednio, dekarboksyla-
zami a-ketokwasow (55).

NAD

H 8]

FADH-
dehydrogenaza
liponianowa

[RCH 7PP] [Lips.] FAD / ~> 7red. NAD
0, dehydrogenaza acetylotransferaza 3 = S

pir ognamanowu li pon/anowa

[Lip(SH )2

0 deh gdnoqenuza
RCCOOH ; e/oglufanunowa franssu kcgnylaza R C~ SCoA

[ AR [RC~SLIpSH]

CoASH

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 wzgledem budowy najlepiej poznanym ukia-
dem enzymatycznym. Ostatnio otrzymano go w stanie krystalicznym ze
szczepu Escherichia coli K 12 (20). Masa czasteczkowa kompleksu wynosi
4,8 miliona (54). Kompleks sktada sie z trzech enzymoéw: dehydrogenazy
pirogronianowej (oksydoreduktaza pirogronian: liponian — acetylujgca
akceptor, EC 1.2.4.1), transacetylazy dwuhydroliponianowej (S-acetylo-
transferaza acetyloCoA: dwuhydroliponian, EC 2.3.1.12) i dehydro-
genazy liponianowej (oksydoreduktaza zredukowany NAD:amid kwa-
su liponowego, EC 1.6.4.3) (por. schemat 1). Enzymy kompleksu sg
potgczone wigzaniami niekowalencyjnymi (55). Kompleks dehydrogenazy
pirogronianowej udato sie rozdzieli¢ na aktywne sktadniki enzymatyczne.
W $rodowisku alkalicznym od kompleksu oddysocjowuje dehydrogenaza
pirogronianowa. Pozostaly subkompleks ztozony z transacetylazy i fla-
woproteidu dysocjuje w obecnosci mocznika. Rekonstrukcja kompleksu
jest procesem natychmiastowym i zachodzi w S$rodowisku obojetnym.
Zrekonstruowany kompleks ma wiasnosci kompleksu natywnego (55).

Centralng pozycje w kompleksie zajmuje transacetylaza dwuhydro-



Rys. 1. (A) — Zdjecie transacetylazy liponianowej z Escherichia coli wykonane w

mikroskopie elektronowym, X 200 000. (B) — Charakterystyczne ulozenia przestrzenne

czgsteczek enzymu, X870000. (C, D, E)— Model transacetylazy przedstawiony

w formie 8 kul utozonych w wierzchotkach szescianu, widok wzdtuz osi symetrii

czterokrotnej (C), trojkrotnej (D) i dwukrotnej (E), odpowiadajacy uktadom poka-
zanym na (B).

Kazda kula odpowiadajgca jednostce morfologicznej enzymu jest podzielona czarnymi liniami

na trzy réwne czesci dla przedstawienia trzech jednakowych tafncuchéw polipeptydowych jed-
nostki (wg 103)

http://rcin.org.pl



|

Rys. 2. (A) — Zdjecie dehydrogenazy pirogronianowej z kompleksu Escherichia coli

wykcnane w mikroskopie elektronowym, X 400 000. (B) — Wybrane charakterystyczne

utozenia przestrzenne czgsteczki enzymu, X 700 000. (C) — Model czasteczki dehydro-
genazy odpowiadajacy zdjeciom z (B) wg (103)

http://rcin.org.pl
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liponianowa. Oprocz funkcji katalitycznej peini takze role biatka struktu-
ralnego, z ktdrym sg potgczone dwa enzymy kompleksu (55). Transace-
tylaza ma osobne miejsce wigzania dla obu enzyméw kompleksu. W utrzy-
maniu miejsca aktywnego enzymu i miejsc wigzania dla obu dehydrogenaz
w transacetylazie podstawowgq role odgrywaja reszty tyrozyny (108, 109).
Masa czasteczkowa enzymu wynosi okoto 1 miliona (40). Enzym sktada
sie z 24 identycznych tancuchéw polipeptydowych o masie 30 000—
35 000. Kazdy tancuch zawiera mol kwasu liponowego (55, 102) zwigzanego
kowalencyjnie z lizyng (54). Lancuchy polipeptydowe sg powigzane wig-
zaniami niekowalencyjnymi, utworzonymi prawdopodobnie przez ami-
nokwasy hydrofobowe wystepujace w duzej ilosci w enzymie (40). Trans-
acetylaze udato sie zdysocjowa¢ na pojedyncze tancuchy polipeptydowe,
na dimery o masie 70 000 oraz na jednostki o masie 120 000 zawierajace
trzy tafncuchy polipeptydowe (125). Te ostatnie maja zdolno$¢ wigzania
obu dehydrogenaz. Powstaje w ten sposob jednostka funkcjonalna kom-
pleksu o masie czasteczkowej réwnej 1/8 masy natywnego kompleksu
(103, 109). Z nieaktywnych dimeréw transacetylazy mozna zrekonstruowac
enzym o wiasnoSciach enzymu natywnego (125).

Na podstawie badan fizykochemicznych i zdjeé z mikroskopu elek-
tronowego przyjmuje sie, ze czasteczka transacetylazy ma ksztatt szeScia-
nu, na ktorego wierzchotkach znajduje sie osiem jednostek morfologicz-
nych enzymu. Kazda jednostka morfologiczna jest zbudowana z trzech
tancuchow polipeptydowych (22, 103, 125) (rysunek 1). Taka struktura
enzymu wskazuje, ze miedzytancuchowe miejsca wigzania wewnatrz kaz-
dej podjednostki morfologicznej roznig sie od miejsc wigzania miedzy
podjednostkami (103).

Dehydrogenaza pirogronianowa, oddysocjowana od kompleksu, ma
mase czasteczkowag okoto 90 000 (103). Enzym ten sktada sie z dwoch
réznych tancuchéw polipeptydowych (a, ® o masie czgsteczkowej 45 000
kazdy (41). Po obnizeniu pH $rodowiska powstajg dimery o masie 183 000
(55). Na zdjeciach z mikroskopu elektronowego dehydrogenaza ma ksztatt
czworoscianu o Srednicy 55—75A (103) (rysunek 2).

Trzeci enzym kompleksu, dehydrogenaza liponianowa (80, 81, 112)
w formie dimeru ma mase czasteczkowg 112 000 i zawiera dwa mole FAD
(55, 56, 99). Dane ~fizykochemiczne wskazuja, ze dimer flawoproteidu
sktada sie z dwdch identycznych tahcuchéw polipeptydowych y2 (34,
103).

Mozaikowe utozenie enzymoéw w wielosktadnikowych kompleksach,
sugerowane przez Greena (32), potwierdzity zdjecia z mikroskopu
elektronowego kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej. Kompleks ten
z komdrek Escherichia coli (utrwalony negatywowo fosfowolframianem)
w powiekszeniu 300 000-krotnym ma wyglad wieloScianu o S$rednicy
okoto 300A (103) (rysunek 3). Srodkowe miejsce w kompleksie zajmuje
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transacetylaza. Na jej powierzchni sa symetrycznie rozmieszczone cza-
steczki obu dehydrogenaz (rysunek 4). Poczgtkowo sgdzono (55, 102, 125),
ze dwanascie czasteczek dehydrogenazy pirogronianowej o masie 183 000
jest rozmieszczonych na dwunastu krawedziach szescianu transacety-
lazy, a szes¢ czasteczek flawoproteidu o masie 112 000 znajduje sie na
jego szesciu Scianach.

Na podstawie ostatnich doswiadczen Reeda i Olivera (103)
przyjmuje sie raczej obecno$¢ dwudziestu czterech czasteczek dehydro-
genazy pirogronianowej (a, (@ o masie czasteczkowej 90 000, poniewaz
na czasteczce transacetylazy sg dwadzie$cia cztery miejsca wigzania tego
enzymu. Jednostki dehydrogenazy pirogronianowej sg wiec potaczone
z pojedynczymi tancuchami polipeptydowymi transacetylazy. Przy przy-
jeciu regularnego rozmieszczenia jednostek dehydrogenazy pirogronia-
nowej o masie 90000 i jednostek flawoproteidu o masie 55000 wzdtuz
krawedzi szeScianu transacetylazy, zaktada sie tez istnienie dwudziestu
czterech miejsc wigzania dla dehydrogenazy liponianowej. Z danych
0 budowie kompleksu wynika jednak, ze na mol kompleksu przypada szes¢
czasteczek flawoproteidu o masie czasteczkowej 112 000 (y2 lub dwa-
nascie czasteczek o masie 55 000. Wyizolowany kompleks dehydrogenazy
pirogronianowej nie przytgcza wiecej czasteczek flawoproteidu w prze-
ciwienstwie do wyizolowanej transacetylazy. Jest mozliwe, ze po przy-
taczeniu dwudziestu czterech czasteczek dehydrogenazy pirogronianowej
niektdre miejsca wigzania dla flawoproteidu w wyizolowanym kompleksie
nie sa dostepne z powbdu zawady przestrzennej.

Na podstawie przedstawionych danych mozna sadzié, ze kompleks
dehydrogenazy pirogronianu z Escherichia coli ma zwartg strukture.
Powstaje wiec pytanie, w jaki sposéb odbywa sie wzajemne oddziatywa-
nie grup prostetycznych enzyméw kompleksu, skoro przemieszczanie sie
enzymow wewnatrz kompleksu jest ograniczone. Jest mozliwe, ze jeden
lub kilka enzymoéw zmienia konformacje w czasie reakcji, co powoduje
zblizenie centrow aktywnych enzymow (103). Druga mozliwo$¢ wynika
z faktu, ze pierscien kwasu liponowego dzieki powigzaniu z grupg -NH2
lizyny znajduje sie na ,ramieniu” o diugosci 14A (schemat 2A). Takie
potaczenie moze utatwiaé rotacje liponianu miedzy enzymami (schemat
2B). Kwas liponowy bierze bowiem udziat w nastepujgcych przemianach
w procesie oksydacyjnej dekarboksylacji a-ketokwaséw: w redukcyjnej
acylacji, przeniesieniu acylu i przeniesieniu elektronéw (101). Reakcje
te zachodzg w wyniku oddziatywania kwasu liponowego z grupa proste-
tyczng dehydrogenazy pirogronianowej (pirofosforan tiaminy, TPP)
1z grupg prostetyczng dehydrogenazy liponianowej (FAD) oraz CoASH
znajdujacym sie na czasteczce transacetylazy (patrz schemat 1). W czasie
tych reakcji ulega zmianie tadunek czgsteczki kwasu liponowego (sche-
mat 2), co moze utatwiac rotacje (55).
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Rys. 3. (A) — Zdjecie czasteczek kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z Esche-
richia coli wykonane w mikroskopie elektronowym, X 300 000. (B) — Wybrane prze-
strzenne utozenia czasteczek kompleksu, X 600 000. (C, D, E)— Model kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej odpowiadajgcy zdjeciom z (B), widok wzdtuz osi
symetrii czterokrotnej (C), trojkrotnej (D) i dwukrotnej (E) szeScianu transacetylazy;
24 jednostki dehydrogenazy pirogronianowej (czarne kule) i 24 jednostki flawopro-
teidu (biate kule) sa rozmieszczone regularnie na sze$cianie transacetylazy (wg 103)



3

Rys. 4. Zdjecia X 200 000 subkomplekséw transacetylaza-dehydrogenaza pirogronia-

nowa (A) i transacetylaza-flawoproteid (B) wykonane w mikroskopie elektronowym.

(C, D) —wybrane przestrzenne utozenia obu komplekséw, X 400 000. (E, F, G) — model

sub.iompleksu transacetylaza-dehydrogenaza pirogronianowa, widok wzdtuz osi sy-

metrii czterokrotnej (E), trojkrotnej (F) i dwukrotnej (G) szescianu transacetylazy.

Czasteczki dehydrogenazy pirogronianowej sa przedstawione jako czarne Kkule,
a transacetylazy jako biale kule (wg 103)

http://rcin.org.pl
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Schemat 2. (A) — Reszta liponylolizynowa bioraca udziat w utlenianiu a-ketokwaséw,

(B) — Schemat przypuszczalnej rotacji kwasu liponowego powigzanego z lizyng mie-

dzy grupa prostetyczng dehydrogenazy pirogronianowej (D), koenzymem A i flawo-

proteidem (F). Reszta liponylolizynowa znajduje sie na czasteczce transacetylazy —
TA (wg 103)

2. Kompleks dehydrogenazy a-ketoglutaranu z Escherichia coli

Kompleks dehydrogenazy cc-ketoglutaranu z komdrek Escherichia coli
ma mase czasteczkowg okoto 2,3 miliona (89). Pod wzgledem budowy
kompleks ten wykazuje wiele cech wspdlnych z oméwionym kompleksem
dehydrogenazy pirogronianowej. Kompleks zostat rozdzielony na trzy
enzymy, analogiczne pod. wzgledem funkcji do enzyméw kompleksu de-
hydrogenazy pirogronianowej. Sg to: dehydrogenaza a-ketoglutaranu,
transsukcynylaza dwuhydroliponianowa i dehydrogenaza dwuhydrolipo-
nianowa. Enzymy te sa rowniez potaczone ze sobg wiagzaniami nieko-
walencyjnymi, na co wskazuje identyczna dysocjacja kompleksu jak
w przypadku dehydrogenazy pirogronianowej. Po zmieszaniu trzech wy-
izolowanych enzymdw rekonstruuje sie aktywny kompleks dehydrogenazy
a-ketoglutaranu o witasciwosciach kompleksu natywnego. Transsukcy-
nylaza oprécz funkcji katalitycznej peini role biatka strukturalnego. Po-
zostate dwa enzymy kompleksu nie tgczg sie ze sobg, a tylko z czgsteczka
transsukcynylazy. Masa czasteczkowa transsukcynylazy jest rédwna ma-
sie transacetylazy i wynosi okoto 1 miliona. Jednak masa catego kom-
pleksu jest dwa razy mniejsza niz kompleksu dehydrogenazy pirogro-
nianowej co sugeruje, ze kompleks zawiera mniej czasteczek pozostatych
enzymow. Zdjecia z mikroskopu elektronowego wskazujg na budowe
analogiczng do kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej, czyli na
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strukture szescianu utworzong z o$miu podjednostek morfologicznych
transsukcynylazy, dookota ktorych sg rozmieszczone regularnie obie de-
hydrogenazy kompleksu (103). Dehydrogenaza pirogronianowa i a-keto-
glutaranu, a takze transacylazy z obu komplekséw nie sg enzymami fun-
kcjonalnie zamiennymi (99). Natomiast wykazano identyczno$¢ pod wzgle-
dem fizykochemicznym i funkcjonalnym dehydrogenaz liponianowych
z obu komplekséw (99).

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

Kompleksy obu dehydrogenaz a-ketokwaséw wyizolowano z mitochon-
driéw nerki wotu (48), z mies$nia sercowego $wini (36, 39, 42, 52, 58,
59, 82 i 104) oraz z mies$ni gotebia (49, 111). Masa czasteczkowa kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej z serca $wini wynosi okoto 7,4 miliona
(37). Kompleks rozdzielono metodami opisanymi dla kompleksu bakteryj-
nego na trzy aktywne enzymy bez utraty aktywnosSci zadnego z nich (38,
37, 55). Rekonstrukcje aktywnego kompleksu przeprowadzono mieszajac
trzy sktadniki enzymatyczne w stosunku wagowym 4,9:3,7:1,1. Na pod-
stawie ultrawirowania analitycznego ustalono, ze kompleks sktada sie
z jednej czasteczki transacylazy o masie czgsteczkowej 2 miliony, trzy-
dziestu czgsteczek dehydrogenazy pirogronianowej o masie 150 000 i sze-
§ciu czasteczek dehydrogenazy liponianowej o masie 110 000. Nie jest
jeszcze wyjasnione czy transacetylaza o masie 2 milionéw jest pojedyn-
czym enzymem czy tez kompleksem skiladajacym sie z dwoch enzymow
(37). Transacetylaza peini rowniez dwie funkcje podobnie jak w kom-
pleksie bakteryjnym (38). Ogdlnie biorgc, pod wzgledem skiadu i aktyw-
nosci enzymatycznych kompleks z tkanek zwierzecych bardzo przypo-
mina kampleks bakteryjny. Dla poréwnania stosunek molowy FAD:kwas
liponowy w kompleksie ssakéw wynosi 5:1, a w kompleksie bakteryjnym
3:1 (37).

Masa czasteczkowa kompleksu dehydrogenazy a-ketoglutaranu wy-
izolowanego z tkanek ssakéw wynosi okoto 2,7 milionéw (42, 82, 104).
Stosunek molowy FAD:kwas liponowy réwna sie 1,5:1,0 (42), a w ana-
logicznym kompleksie z bakterii 1:1 (54). Budowa kompleksu dehydro-
genazy a-ketoglutaranu z tkanek ssakow bardzo przypomina oba ro-
dzaje kompleksow bakteryjnych. Natomiast kompleks dehydrogenazy pi-
rogronianowej ssakdéw rozni sie pod wzgledem struktury transacety-
lazy, ktérej podjednostki sg rozmieszczone na wierzchotkach pieciobocz-
nego dwunasto$cianu (48, 103). Srednica transacetylazy wynosi 210A,
a catego kompleksu 400—450A (rysunek 5). Czasteczki obu dehydrogenaz,
ktére sg strukturami globularnymi o $rednicy 70A, sg rozmieszczone sy-
metrycznie na czasteczce transacetylazy, co okre$la jej struktura. De-
hydrogenaza pirogronianowa jest prawdopodobnie rozmieszczona na trzy-
dziestu krawedziach, a czasteczka flawoproteidu na dwunastu $cianach
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Rys. 5. (A) — Zdjecie transacetylazy dwuhydrolipoilowej, wyizolowanej z kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej ssakéw, wykonane w mikroskopie elektronowym,
X 200 000. (B) — Wybrane przestrzenne utozenie czasteczek enzymu, X 400 000, (C,
D, E) — Model transacetylazy sktadajgcy sie z 20 kul rozmieszczonych na wierzchot-
kach pieciokatéw dwunasto$cianu, widok wzdtuz osi symetrii dwukrotnej (C), tréj-
krotnej (D) i pieciokrotnej (E) wieloboku, odpowiadajacy zdjeciom z (B). (F)—
Zdjecie kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej ssakéw, X 400 000 (wg 103)
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wielo$cianu transacetylazy (48). Mimo pewnej r6znicy miedzy strukturg
przestrzenng transacetylazy w kompleksie dehydrogenazy pirogronia-
nowej ssakow a pozostatymi kompleksami, istnieje wyrazne podobienstwo
w przestrzennej budowie kompleksow dehydrogenaz a-ketokwaséw ssa-
kéw i bakterii.

Badajac specyficzno$¢ substratowg oczyszczonych komplekséw dehy-
drogenazy pirogronianowej, otrzymanych z serca $wini, stwierdzono, ze
w przeciwienstwie do kompleksu z bakterii wykazujg one aktywnos$¢
wzgledem a-ketomaslanu, rowng 80% aktywnos$ci wzgledem pirogronianu
(51). Obie te aktywnosci wystepujg w takim samym stosunku w czasie
oczyszczania komplekséw. Na tej podstawie sgdzi sie, ze kompleks de-

hydrogenazy pirogronianowej katalizuje oprécz utleniania pirogronianu
takze utlenianie a-ketomaslanu.

4. Kompleksy dehydrogenaz rozgatezionych a-ketokwasow

W ciggu ostatnich lat wyizolowano kompleksy katalizujagce oksyda-
cyjna dekarboksylacje rozgatezionych a-ketokwaséw, ktére pochodzg z wa-
liny, leucyny i izoleucyny. Kompleks o masie czasteczkowej okoto 1
miliona, katalizujgcy utlenianie kwasu a-ketoizowalerianowego, a-keto-
-P-metylowalerianowego i a-ketoizokapronowego, wyodrebniono z bezko-
morkowych ekstraktow z Bacillus subtilis (91). Kompleks ten nosi nazwe
dehydrogenazy kwasu a-ketoizowalerianowego ze wzgledu na najwyzsza
aktywnos$é wzgledem tego substratu.

Z watroby wotu otrzymano i oczyszczono rozpuszczalny kompleks de-
hydrogenazy kwasu a-ketoizokarponowego i a-keto-|3-metylowalerianowe-
go (18). Przypuszcza sie, ze kompleks ten sktada sie z dwdéch zasocjowanych
komplekséw, z ktérych kazdy jest specyficzny dla pojedynczego substratu.
Wystepowanie bowiem oddzielnych dehydrogenaz dla rozgatezionych
a-ketokwasow stwierdzono w mitochondriach watroby szczura (19) i leu-
kocytach cztowieka i wotu (26). Z przedstawionych danych wynika, ze
w tkankach ssakow istniejg niezalezne kompleksy dehydrogenazy kwasu
pirogronowego, a-ketoglutarowego, a-ketoizokapronowego, a-keto-p-me-
tylowalerianowego i, by¢ moze, kwasu a-ketoizowalerianowego. To osta-
tnie przypuszczenie wymaga jednak potwierdzenia do$wiadczalnego.

5. Regulacja aktywnosci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z bakterii
i tkanek ssakow

Aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej z Escherichia
coli i z miesnia sercowego Swini 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
hamuje dehydrogenaze pirogronianowag kompleksu (106). Wielu badaczy
sugeruje, ze w warunkach fizjologicznych utlenianie pirogronianu moze
wiec by¢ regulowane przez stosunek acetyloCoA:CoASH i zred. NAD:NAD
(25, 34, 35, 50, 92).

Dehydrogenaza pirogronianowa kompleksu katalizuje pierwszy i nie-
odwracalny etap w utlenianiu pirogronianu. To sugerowato odpowiedniag
regulacje aktywnosci tego enzymu. Stwierdzono, ze fosfoenolopirogro-
nian i niektére dwunukleotydy stymulujg aktywno$é enzymu (107), a ace-
tyloCoA hamuje (106, 107). W ostatnich latach wykazano obecno$¢ jeszcze
jednego, ztozonego sposobu regulacji aktywnos$ci dehydrogenazy piro-
gronianowej w tkankach ssakéw. Doswiadczenia Linna i wsp. (65)
nad enzymem z mitochondriow nerki wotu wykazaty, ze ATP w wyniku
fosforylacji dehydrogenazy pirogronianowej hamuje aktywno$é enzymu.
Reaktywacja jest mozliwa po zwiekszeniu stezenia Mg2+, co z kolei wy-
nika ze stymulacji enzymatycznej defosforylacji enzymu, uwarunkowanej
obecnoscig jondéw magnezu. Mozna wiec powiedzie¢, ze reakcje fosfory-
lacji i defosforylacji dehydrogenazy pirogronianowej regulujg aktywnos$¢
wieloenzymatycznego kompleksu w mitochondriach ssakéw. Po ufosfo-
lylowaniu dehydrogenaza pirogronianowa zawiera dwa rdwnowazniki
grup fosforylowych na jednostke enzymu o masie 160 000 (65). Fosfo-
rylacja zwigzana z inaktywacjag dehydrogenazy pirogronianowej jest
katalizowana przez kinaze specyficzng dla ATP (kinaza dehydrogenazy
pirogronianowej), a defosforylacja zwigzana z reaktywacjg enzymu jest
katalizowana przez fosforylaze (fosforylaza dehydrogenazy pirogronia-
nowej). Oba te enzymy wyizolowano z kompleksu. Wykazano, ze w kom-
pleksie natywnym kinaza jest pofgczona z transacetylazg (48). Mozna
przypuszczaé, ze rOéwniez fosfataza jest powigzana z transacetylazg, po-
niewaz dodanie transacetylazy utatwia defosforylacje (65). Aktywnosé
fosfatazy i kinazy dehydrogenazy pirogronianowej zalezy od stezenia
wewnatrzkomorkowego jondw magnezu (65), ktére moze by¢ z kolei za-
lezne cd stosunku stezen ATP:ADP (14). Fosfataza jest wiec aktywna przy
niskim stosunku ATP:ADP i, przypuszczalnie, jednoczes$nie wysokim ste-
zeniu jonoéw magnezu. Zarowno fosfatazy jak i kinazy dehydrogenazy pi-
rogronianowej z roznych tkanek ssakow sg enzymami funkcjonalnie za-
miennymi (64).

Regulacja aktywnosci kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
w wyniku fosforylacji i defosforylacji dehydrogenazy pirogronianowej
przypomina przemiane fosforylazy b w a i odwrotnie (61) oraz formy
syntetazy glikogenu zaleznej od glukozo-6-fosforanu w forme niezalezng
od glukozo-6-fosforanu (23). Te wzajemne przemiany sg rowniez kata-
lizowane przez kinazy i fosfatazy specyficzne w stosunku do biatka. Za-
rowno fosforylacja dehydrogenazy pirogronianowej jak i syntetazy gliko-
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genu powoduje tworzenie mniej aktywnej lub nieaktywnej formy en-
zymu.

Opisany mechanizm kontroli dziatania kompleksu dehydrogenazy pi-
rogronianowej jest bardzo wazny ze wzgledu na regulacje kierunku meta-
bolizmu pirogronianu w tkance nerkowej i watrobowej czyli w tkankach,
w Kktorych gtéwnie zachodzi glukoneogeneza. Mechanizm regulacji wy-
daje sie dziata¢ w przeciwnych kierunkach na utlenianie pirogronianu do
acetyloGoA i karboksylacje do szczawiooctanu (53, 60, 122). Dehydroge-
naza pirogronianowa kompleksu jest aktywna, gdy stosunek ATP:ADP
wewnatrz mitochondrium jest niski, a karboksylaza pirogronianu — gdy
ten stosunek jest wysoki (565, 122). Ten fakt wyjasnia obserwacje, ze
utlenianie kwaséw ttuszczowych, acylokarnityny i posrednikéw cyklu
kwasdw trojkarboksylowych przez mitochondria watroby i nerki hamuje
utlenianie pirogronianu, stymulujgc jednoczesnie jego karboksylacje (35,
50, 53, 92, 122). Czynniki rozprzegajace oksydacyjng fosforylacje znosza
te inhibicje (92).

Stwierdzono, ze kompleks dehydrogenazy pirogronianowej z bakterii
nie jest regulowany przez opisany mechanizm fosforylacji i defosfory-
lacji, charakterystyczny dla tkanek zwierzecych (110). Wykazano nato-
miast, ze efektywnym inhibitorem dehydrogenazy pirogronianowej jest
GTP. To zahamowanie jest znoszone specyficznie przez GDP, co wskazuje
ze aktywnos$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej u bakterii moze
by¢ czesSciowo regulowana przez stosunek GDP:GTP.

Il. Kompleks synletazy kwasow ttuszczowych

W watrobie wystepujg co najmniej trzy uktady enzymatyczne, synte-
tyzujace kwasy ttuszczowe. Dwa z nich sg zlokalizowane w mitochon-
driach (126) i mikrosomach (33), trzeci wystepuje w frakcji rozpuszczalnej.
W przeciwienstwie do ukiadéw poprzednich ten ostatni nie katalizuje
wydtuzania estréw acyloCoA, warunkuje natomiast synteze kwasow?7 ttu-
szczowych de novo z malonylo- i acetyloCoA. W tym uktadzie czynni-
kiem redukujacym jest zred.NADP (66), Synteza de novo jest procesem
cyklicznym, w ktérym do wydtuzajacego sie tahcucha kwasu ttuszczowego
sg dodaw®Bne kolejno jednostki dwuweglowe, az osiggnie on diugos$¢ 16—
18 atomow wegla. Wieloenzymatyczny kompleks katalizujacy synteze
nosi nazwe syntetazy kwasow tluszczowych. Pierwsze badania nad bio-
syntezg kwaséw tluszczowych de novo przeprowadzono na kompleksie
enzymatycznym wyodrebnionym z drozdzy (66). Biosynteze pobudzajg
zwigzki tiolowe, a hamujg czynniki wigzgce grupy -SH. W czasie reakcji
nie stwierdzono wolnych posrednikéw. Dla wyttumaczenia tych faktow
Lynen zalozyt, Ze podczas syntezy substraty, a nastepnie posredniki, sg
potgczone kowalencyjnie z grupami -SH kompleksu. Zostato to potwier-
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dzone doswiadczalnie (11, 46, 66, 68). Stwierdzono, ze posrednikami reakcji
sg (3-ketokwasy, P-hydroksykwasy i a-P-nienasycone kwasy ttuszczowe.
W przeciwienstwie do (3-oksydacji, w wyniku syntezy powstajg |3-hydro-
ksykwasy serii ¢ a nie 1, a posredniki reakcji sg powigzane tioestrowo
z biatkiem kompleksu a nie z CoASH (patrz schemat 3). W reakcjach
biorg udziat dwa rodzaje grup -SH, tzw. grupa centralna i peryferyczna.
W czasie reakcji zamiany f3-ketokwasu w kwas nasycony grupy acylowe
sg powigzane kowalencyjnie z centralng grupg -SH. Po utworzeniu na-
syconego kwasu tluszczowego grupa butyrylowa jest przenoszona na pe-
ryferyczng grupe -SH. W ten sposéb zostaje uwolniona grupa centralna
dla przytgczenia nastepnej reszty malonylowej. Reakcje powtarzajg sie
do momentu powstania palmitylo- lub stearyloenzymu. Wtedy reszta
acylowa jest przenoszona na CoASH z wytworzeniem palmitylo- lub
stearylo-CoA i zregenerowaniem wolnego enzymu. Uktady enzymatyczne
z bakterii, ro$lin i zwierzat katalizujg te same reakcje (46, 90, 116, 118).
Réznica wystepuje na etapie koAcowym, w ktorym (w przeciwienstwie
do kompleksu z drozdzy) powstaje wolny kwas tluszczowy. Mozliwe,
ze wynika to z udziatu enzymu hydrolitycznego zamiast acylotransferazy
w reakcji koncowej (69). Jak sugerujg doSwiadczenia Lynena i wsp.
(69) w wigzaniu substratu poczagtkowo bierze udziat grupa hydroksylowa
seryny, a dopiero potem grupy -SH.

Stabilne kompleksy syntetazy kwaséw tluszczowych wj”odrebniono
z drozdzy (66), watroby ptakéw (10, 17, 45, 46, 47) i tkanek ssakéw (43,
77, 79, 114). Natomiast kompleksy bakteryjne (2, 3, 4, 5 7, 28, 29, 31,
63) i roslinne (13, 98) udato sie rozfrakcjonowaé na aktywne enzymy,
ktére po zmieszaniu wykazujg zdolno$¢ do syntezy kwas6w ttuszczowych
(105, 118). Wyizolowano i oczyszczono nastepujgce enzymy sktadowe kom-
pleksu: transacylaze malonylowg (5, 6), transferaze acetylowg (5), synte-
taze P-ketoacyl-biatko przenoszace (6), reduktaze P-keto-acyl-biatko prze-
noszgce (5), dehydraze (3-hydroksyacyl-biatko przenoszgce (74), reduktaze
enoil-biatko przenoszace (127) oraz biatko przenoszace acyl. Enzymy te
zawieraja grupy tiolowe. Peryferyczna grupa -SH wystepuje w enzymie
kondensujgcym, a centralna grupa -SH w bialku przenoszacym acyl.
Funkcjonalna jednostka syntetazy sktada sie wiec z szeSciu enzymow,
z ktdrych kazdy katalizuje kolejny etap biosyntezy. Lynen (66, 67)
sugeruje, Zze enzymy sg rozmieszczone dookota biatka przenoszagcego acyl
w taki sposob, ze posredniki reakcji potaczone kowalencyjnie z tym
biatkiem sg blisko miejsc aktywnych enzymdéw (schemat 4).

Kompleks syntetazy z drozdzy ma mase czasteczkowg réwng 2,3 mi-
liona (66) i skiada sie z trzech subkomplekséw, z ktérych kazdy jest
zbudowany z siedmiu tancuchéw polipeptydowych (68, 123). Zdjecia z mi-
kroskopu elektronowego (rysunek 6) przedstawiajg czastki o Srednicy
210—250A z wyrazng strukturg odpowiadajagcg podjednostkom (69).



Rys. 6. Zdjecie oczyszczonej syntezy kwasoéw ttuszczowych z drozdzy wykonywane
w mikroskopie elektronowym (wg 68)
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Schemat 4. Hipotetyczna struktura wieloenzymatycznego kompleksu syntetazy kwa-
séw tluszczowych (wg 68). Siedem jednostek enzymatycznych odpowiada siedmiu
reakcjom schematu 3
1—Przeniesienie reszty palmitylowej, 2—Przeniesienie reszty malonylowej, 3 —Przeniesienie
reszty acylowej, 4—Kondensacja, 5— Odwodnienie, 6 —2 Redukcja, 7—1. Redukcja, 8— FMN,
9—SH

Masa czasteczkowa komplekséw z tkanek ptakéw i ssakéw wynosi
okoto 500 000 (46, 47, 127, 128). Syntetaze z watroby ptakéw otrzymano
w stanie homogenicznym, co stwierdzono w czasie elektroforezy na zelu
skrobiowym (47, 128). Po wyeluowaniu z zelu kompleks jest zdolny do
syntezy kwasow ttuszczowych. To potwierdza zwartg strukture enzymow
w syntetazie (46). Nie udato sie do tej pory przeprowadzié¢ dysocjacji
kompleksu na aktywne podjednostki. Stosowane bylty w tym celu rézne
czynniki jak detergenty, mocznik, chlorowodorek guanidyny. Nie powo-
dowaly one jednak dysocjacji, a po ich usunieciu biatko ulegato dena-
turacji (128). Dysocjacja kompleksu na 5—8 jednostek peptydowych
w uktadzie fenol-kwas octowy-mocznik sugeruje, ze skitadniki enzyma-
tyczne kompleksu sg potaczone ze sobg wigzaniami niekowalencyjnymi
(128). Potwierdza to takze dysocjacja kompleksu na dwie jednakowe
podjednostki pod wptywem duzych stezen palmitylo-CoA, dziatajacego
jako tagodny detergent (16).

Kompleks z watroby gotebia zawiera 64—66 wolnych grup -SH (15,
45). Ostatnie badania wskazuja, ze oprocz udziatlu w kowalencyjnym wig-
zaniu substratéw (11), grupy -SH warunkujg niekowalencyjne wigzanie
podjednostek kompleksu. W wyniku bowiem blokowania wolnych grup
tiolowych przez zamiane na dwusiarczki lub alkilacje zachodzi dysocjacja
kompleksu na dwie jednakowe podjednostki (16, 44). Po regeneracji grup
-SH nastepuje asocjacja kompleksu.

1. Biatko przenoszace acyl

Sktadnikiem wspdlnym dla wieloenzymatycznych kompleksow synte-
tazy kwasow ttuszczowych jest niskoczasteczkowe biatko, stabilne w cza-
sie gotowania w rozcienczonym kwasie solnym. Otrzymano je w stanie
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homogenicznym z ekstraktow bakteryjnych (4, 7, 27, 29, 30, 31, 63,
72, 74, 105) i roslinnych (12, 97, 98, 113). Natomiast jego obecno$¢ w sta-
bilnych kompleksach z drozdzy (66), z watroby ptakéw (10, 17, 45, 46,
124) i ssakéw (62, 79) wykazano metodami posrednimi (5 62, 121, 123).
Biatko to nosi nazwe biatka przenoszgcego acyl ze wzgledu na role wy-
sokoenergetycznego przenos$nika grup acylowych wszystkich posrednikéw,
ktérag peini w procesie biosyntezy. Masa czasteczkowa biatka przeno-
szacego acyl z bakterii i roslin jest podobna i wynosi 9 000—12 000 (72,
105, 113). Grupa prostetyczng, ktéra dostarcza tzw. centralnej grupy
-SH do wigzania pos$rednikow, jest 4’-fosfopantoteina, potaczona wigza-
niem fosfodwuestrowym z grupg hydroksylowa seryny (74, 75, 76, 100,
105, 113). Pomimo identycznego miejsca wigzania w biatku przenosza-
cym acyl i w CoASH enzymy biosyntezy wykazujg znaczng specyficz-
no$¢ dla tioestrow biatka przenoszacego acyl. Tioestry CoA sa bardzo
mato aktywne lub nieaktywne (5, 27, 30, 31, 72, 73, 121). Ta specyficzno$¢
substratowa enzymoéw kompleksu wskazuje, ze nie miejsce wigzania po-
Srednikéw, ale pozostata struktura biatka przenoszacego acyl warunkuje
reaktywnos$é tioestréw biatka przenoszacego acyl z enzymami.
Sekwencje aminokwaséw w biatku przenoszacym acyl okre$lono dla
biatka wyizolowanego z Escherichia coli (119). Pojedynczy tancuch poli-
peptydowy zawiera 77 aminokwaséw (schemat 5). Cechg charakterystyczng
jest duza zawarto$¢ reszt kwasowych, a niska reszt zasadowych. Punkt
izoelektryczny biatka lezy w pH 4,2. W czasteczce jest czternascie reszt
kwasu glutaminowego i osiem reszt kwasu asparaginowego, a tylko cztery
reszty glutaminy i dwie asparaginy. Zasadowe aminokwasy wystepuja
blisko konca N i C, a kwasowe w catym tancuchu. Sg odcinki, w ktérych
reszty kwasowe wystepujg z wieksza czestotliwoscig np. pozycje 47—49,
56—58, 47—60. 4’-fosfopantoteina jest zwigzana z seryng w pozycji 36.

| 10
H2N-Ser-Tre-lleu-Glu-Glu-Arg-Wal-Liz-Liz-lleu-lleu-Gli-Glu-Glu-Leu-Gli-
|
NH2
20 30
-Wal-Liz-Glu-Glu-Glu-Wal-Tre-Asp-Asp-Ala-Ser-Fen-Wal-Glu-Asp-Leu-Gli-
| |
nh2 nh2
40 50
-Ala-Asp-Ser-Leu-Asp-Tre-Wal-Glu-Leu-Wal-Met-Ala-Leu-Glu-Glu-Glu-Fen-

60
-Asp-Tre-Glu-lleu-Pro-Asp-Glu-Glu-Ala-Glu-Liz-lleu-Tre-Tre-Wal-Glu-Ala-Ala-
|
NH2

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

|
nh2 nh?2

Schemat 5. Sekwencja aminokwaséw w biatku przenoszagcym acyl z Escherichia coli
(wg 119)



[15] BUDOWA KOMPLEKSOW ENZYMATYCZNYCH 393

Sekwencja aminokwasow dookota grupy prostetycznej w biatkach
przenoszacych acyl z bakterii i roslin jest identyczna (70, 88, 113).
Jednak biatko bakteryjne ma wyzszg aktywno$¢ niz biatko roslinne
w procesie biosyntezy. Na podstawie obecnych danych nie mozna jeszcze
wytlumaczyé tego faktu. Przypuszcza sie, ze jest to zwigzane z rdzna
sekwencja aminokwaséw w tym miejscu fafncucha biatka przenoszgcego
acyl, ktore oddziatywuje z enzymami syntetazy (86, 87).

Z badan wynika, ze do funkcjonowania w biosyntezie kwaséw ttusz-
czowych biatko przenoszace acyl musi mie¢ nienaruszong w duzym
stopniu strukture. Jedyna mozliwg modyfikacja jest odszczepienie trzech
aminokwaséw z C konca (70, 71). Natomiast otrzymany w wyniku hy-
drolizy trypsyna duzy peptyd, o masie rownej potowie czasteczki biatka
przenoszacego acyl i zawierajacy nienaruszong grupe prostetyczng, nie
jest aktywny w biosyntezie.

Dane fizykochemiczne wskazuja, ze biatko przenoszace acyl z bakterii
jest typowym biatkiem globularnym, silnie pozwijanym i stabo uwod-
nionym, o wysokim stopniu uporzadkowania struktury (87, 115). Ta cha-
rakterystyczna cecha biatek globularnych znika odwracalnie w roztworze
chlorowodorku guanidyny. Prawdopodobnie biatko przenoszace acyl ma
strukture spiralng i inne rodzaje wewnetrznego pofaldowania (87).

Przytaczenie posrednikéw reakcji biosyntezy kwaséw thuszczowych
de novo przez zwigzang z biatkiem przenoszacym acyl 4’-fosfopantoteine
umozliwia funkcjonowanie kompleksu syntetazy. W ten sposéb bowiem
powstaje elastyczne ,ramie” o diugosci okoto 20A, gdy jest catkowicie
wyprostowane, lub krotsze, gdy jest pofatdowane (schemat 6). Dzieki
temu posredniki biosyntezy, zwigzane kowalencyjnie z grupg -SH, moga
by¢ blisko miejsc aktywnych enzymow, ktdrych przemieszczanie ogra-
nicza struktura wieloenzymatycznego kompleksu.

2. Regulacja aktywnos$ci syntetazy kwaséw ttuszczowych

Karboksylaza acetyloCoA (acetyloCoA:ligaza, EC 6.4.1.2) katalizuje
pierwszy etap syntezy diugotancuchowych kwaséw ttuszczowych. Stwier-
dzono, ze ta reakcja ogranicza szybko$¢ syntezy w tkankach zwierzecych
(8, 24, 93, 94). Aktywnos$¢ enzymu jest zwiekszana przez dwu- i trdj-
karboksylowe kwasy, z ktérych cytrynian i izocytrynian sa najbardziej
efektywne (78, 85, 120). Wykazano, ze jest to zwigzane z agregacja
karboksylazy acetyloCoA do formy bardziej aktywnej (95 96, 117).
Natomiast dtugotancuchowe pochodne acyloCoA, czyli produkty koncowe
syntezy kwaséw tluszczowych, hamujg aktywnos$¢ karboksylazy (9, 57).
Inhibicja ta jest wspotzawodniczg w stosunku do cytrynianu.

Ostatnie badania wskazujg, ze kluczowg role w regulacji syntezy kwa-
séw tluszczowych moze odgrywaé frakcja mikrosomalna (21).

2 Postepy Biochemii
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Schemat 6. Reakcje zachodzace podczas biosyntezy kwaséw ttuszczowych w wielo-
enzymatycznym kompleksie (wg 68)

1. Uwagi koncowe

Wieloenzymatyczne kompleksy sg jednostkami biochemicznymi o zio-
zonej strukturze, ktora jest posrednia miedzy pojedynczymi czgsteczkami
enzymoéw i organellami komorkowymi. lIstnienie takich uktadéw enzyma-
tycznych wskazuje na ich odpowiednie znaczenie dla komérki. Jest oczy-
wiste, ze powigzanie posrednikow ciggu reakcji kowalencyjnie z enzyma-
mi komplekséw zwieksza szybko$¢ reakcji w poréwnaniu z reakcjami,
zachodzacymi w roztworze oddzielnych enzyméw, gdzie prawdopodobien-
stwo reakcji produktu wytworzonego przez jeden enzym z miejscem kata-
litycznym nastepnego enzymu jest mniejsze. Wynikiem tego jest duzo
wyzsza efektywnos$¢ kompleksu niz analogicznych uktadéw zdolnych do
dysocjacji. Przyktadem jest fatwo dysocjujagcy na enzymy sktadowe oma-
wiany kompleks syntetazy kwaséw tluszczowych z Escherichia coli i sta-
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bilny kompleks z watroby ptakéw. Stosunek aktywnos$ci witasciwych obu
tych komplekséw wynosi 1:1000 (47). Nalezy tez podkresli¢, ze dzieki
uzyskaniu odpowiedniej konformacji przez enzymy sktadowe kompleksu,
co determinuje ogolna struktura kompleksu, zwieksza sie réwniez efek-
tywnosé kompleksu. Efekt ten obserwuje sie dla kompleksu dehydro-
genazy pirogronianowej. Stwierdzono bowiem, Ze podjednostka morfolo-
giczna transacetylazy o masie czasteczkowej 120 000 (co stanowi 1/8 masy
natywnego enzymu) moze odtworzy¢ kompleks dehydrogenazy pirogro-
nianowej o masie réwnej 1/8 masy kompleksu natywnego, jednak o duzo
mniejszej aktywnos$ci enzymatycznej niz kompleks natywny (109).

Poza tym, dzieki strukturze kompleksu, substraty poszczeg6lnych reak-
cji tatwo ulegajg przemieszczeniu od jednego enzymu do nastepnego bez
dyfuzji i rozcieAczania w cytoplazmie. Duze znaczenie ma tez fakt, ze
kowalencyjnie powigzane posredniki reakcji z kompleksem nie sg dostepne
dla proceséw wspoétzawodniczych. Wieloenzymatyczne kompleksy sg wiec
formag odpowiedniego rozgraniczenia reakcji na najmniejszej mozliwej
przestrzeni.
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JADWIGA BRYLA™*

Regulacja glukoneogenezy

I. Wpltyw utleniania kwasow ttuszczowych

Control of Gluconeogenesis
I. Effects of fatty acid oxidation

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

Prekursorami w procesie glukoneogenezy sa aminokwasy (gtéwnie:
Glu, Asp, Arg, Ala, Ser,-Pro) (1, 17, 52, 61) oraz pirogronian i mleczan.
Wykorzystywanie przez organizm poszczegélnych metabolitéw do syntezy
glukozy zalezy od stosowanej diety, wykonywanej pracy oraz poziomu
hormonow (52). W czasie gtodu gtdwnym zrodtem wegla w procesie glu-
koneogenezy sg aminokwasy i glicerol, przy czym szybko$¢ ich wyko-
rzystywania zalezy od poziomu glukokortykoidow (54). Natomiast w orga-
nizmach wykonujacych ciezkg prace fizyczng substratami dla syntezy
glukozy sg mleczan i pirogronian, wytwarzane w pracujacych miesniach
i przenoszone przez krew z mie$ni do watroby i nerek (52).

Ws$rdd proceséw metabolicznych regulacja glukoneogenezy ma szcze-
gblne znaczenie ze wzgledu na to, ze szybko$¢ wytwarzania glukozy jest
bardzo rézna w zalezno$ci od warunkéw fizjologicznych. Gdy w pozy-
wieniu znajduje sie duzo weglowodanow, synteza glukozy nie jest ko-
nieczna. Natomiast przy ich braku lub w czasie gtodu, glukoza musi by¢
syntetyzowana celem utrzymania jej statego poziomu w krwi i dostar-
czania do tych tkanek, w ktérych glikoliza jest jedynym procesem dostar-
czajacym energii (erytrocyty, mozg, gatka oczna). W zwigzku z tym,
w tkankach glukoneogenicznych (watroba, nerki) muszga istnie¢ specjalne

* Dr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-
szawa

Wykaz stosowanych skroétéw: DAP — fosfodwuhydroksyaceton, FDP — frukto-
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mechanizmy regulujgce szybko$¢ wytwarzania glukozy w zakresie od
zera do tak wysokich wartosci jak 60g/24 godziny u dorostego cztowieka
(41). Ponadto wiele enzymow glukoneogenezy moze bra¢ udziatl zaréwno
w procesie syntezy jak i degradacji glukozy. Te dwa przeciwstawne pro-
cesy nigdy nie przebiegaja w tej samej komdérce jednoczes$nie, poniewaz
prowadzitoby to do bezuzytecznych strat energii. Réwnoczesne wystepo-
wanie glikolizy i glukoneogenezy nie jest mozliwe dzieki dziataniu me-
chanizmoéw regulacyjnych, okreslajgcych kierunek reakcji w strone syn-
tezy lub degradacji glukozy. Etapy katalizowane przez kluczowe enzymy
tych dwu drég metabolicznych przedstawiono na schemacie 1

Glukozo-6- fosfataza i
Glukozo-6-fosforan =~ =============--==mmommee- > al'uikoza
A Glukokinaza
+ATP
Heksozodwufosfataza

Fruktozo-1,6- dwu- » Fruktozo-6-fosforan
fosforan A I
Fosfofruktokinaza

~+ATP
Karboksylaza Karboksylaza
. . pirogronianowa fosfopirogronlanowa n n
Pirogronian . .
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Schemat 1. Reakcje katalizowane przez kluczowe enzymy glukoneogenezy i glikolizy

Linig ciaggta oznaczono kierunek reakcji przebiegajacych w procesie glukoneogenezy, a linig
przerywanag — kierunek reakcji glikolitycznych

Enzymy glukoneogenezy:
glukozo-6-fosfataza — fosfohydrolaza D-glukozo-6-fosforanu EC 3.1.3.9; heksodwufosfataza — 1-fos-
fohydrolaza D-fruktozo-J,6-dwufosforanu, EC 3.1.3.11; karboksylaza pirogronianowa — ligaza piro-
gronian:dwutlenek wegla (ADP), EC 6.4.1.1; karboksylaza fosfopirogronianowa— karboksy-liaza
GTP —szczawiooctan (transfosforylujaca), EC 4.1.1.32;

Enzymy glikolizy:
glukokinaza — 6-fosfotransferaza ATP:D-glukozo-I-fosforan, EC 2.7.1.2; fosfofruktokinaza — I-fos-
fotransferaza ATP:D-fruktozo-6-fosforan, EC 2.7.1.11; kinaza pirogronianowa — fosfotransferaza
ATP:pirogronian, EC 2.7.1.40;

I. Wplyw kwaséw ttuszczowych na synteze glukozy

Pobudzenie syntezy glukozy przez kwasy tluszczowe zaobserwowali
w 1965 roku Struck i wsp. (82, 83). Zjawisko to wykazano, w homo-
genatach watroby gotebia (13, 15, 27, 28, 40, 46), skrawkach watroby
szczura (29), skrawkach kory nerki (48, 74), w watrobie szczura podda-
wanej perfuzji (34, 35, 49, 68, 69, 79, 80, 81, 82, 83, 87, 99, 101, 102,
103, 104, 105) i w watrobie 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 substratow.
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Zjawisko zwiekszania syntezy glukozy przez kwas oleinowy ilustruje
rysunek 1. Z alaniny glukoza byta syntetyzowana 2z szybkoscia
60 jimoli/100 g watroby/godzine, natomiast z mleczanu powstawato
120 (;moli glukozy, a z pirogronianu 95 firnoli glukozy/100 g watroby/go-
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Rys. 1. Wplyw kwasu oleinowego na szybko$¢ wytwarzania glukozy w watrobie
szczura (wg 102)

W doswiadczeniu oznaczano szybko$¢ wytwarzania glukozy w watrobie gtodzonego szczura
przemywanej roztworem alaniny (A), mleczanu (B) lub pirogronianu (C). Pionowe odcinki ozna-
czajg odchylenia od wartoéci $redniej pomiaru. Kwas oleinowy dodano po 30 min. (rys. 1A) lub
po 60 min. (rys. IB i C) perfuzji roztworem substratu: poczatkowo z szybko$cig 50 umoli/min.
przez 3 min. w celu osiggniecia stezenia okoto 15umola kwasu w roztworze stosowanym do
perfuzji, a nastepnie z szybko$cia 3umole/min. (rys. A i B) lub 4umole/min. (rys. C).

dzine. Najlepszym prekursorem w glukoneogenezie w watrobie jest za-
tem mleczan (16, 17, 69, 102). Dodanie kwasu oleinowego powoduje dwu-
krotny wzrost szybkosci syntezy glukozy w poréwnaniu z warto$ciami
kontrolnymi, niezaleznie od uzytego substratu (99, 101, 102). Poniewaz
bez dodania substratu ilo$¢ glukozy, mleczanu i pirogronianu w watrobie
jest niezwykle niska i nie ulega zwiekszeniu po dodaniu kwasu oleino-
wego (tablica 1), powstajaca po perfuzji roztworem alaniny, pirogronianu
lub mleczanu glukoza musi by¢ wytwarzana w procesie glukoneogenezy
(101, 102). Przemawia za tym rowniez fakt, ze poziom glikogenu w wa-
trobie nie zmienia sie po perfuzji (68, 102).

Jak wykazali Wieland, Menahan i v.Jagov-Wester-
man (95), hamowanie wytwarzania glukozy przez glukodiazyne (2-ben-
zeno-sulfamido-5-(5-metoksyetoksypirymidyne), zwigzek antydiabetyczny,
powodujacy zahamowanie hydrolizy tréjglicerydow moze by¢ zniesione
przez dodatek egzogennych kwaséw tluszczowych. Tak wiec zwiekszona
glukoneogeneza moze by¢ spowodowana zwiekszonym poziomem kwasow
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Tablica 1

Wplyw kwasu oleinowego na synteze glukozy w watrobie szczura poddawanej perfuzji buforem
weglanowym (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. ij.mole/100 g watroby

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 11 2,9 0,13 0,16

60 9,1 13,9 1,0 19 0,14 0,16

thuszczowych w watrobie, wskutek wzmozonej lipolizy w tkance ttuszczo-
wej i w watrobie. Poniewaz inhibitory utleniania kwaséw ttuszczowych:
a-bromopalmitynian (11), kwas 4-pentenoinowy (10, 12, 13, 74, 105) i po-
chodne (+)acylokarnityny (14, 22, 103), hamujg synteze glukozy przyj-
muje sie, ze glukoneogeneze pobudzajg aceityloCoA i zred.NAD powsta-
jace w procesie utleniania kwasow ttuszczowych.

Il. Etapy glukoneogenezy warunkujace jej szybkosc¢

W celu stwierdzenia, ktore etapy glukoneogenezy podlegajg regulacji
stosuje sie kilka metod: mierzenie aktywnos$ci enzyméw tej drogi me-
tabolicznej, mierzenie szybkosci syntezy glukozy z réznych substratéw,
oraz oznaczanie poziomu metabolitow glukoneogenezy.

Z pomiaréw aktywnosci enzymatycznych w homogenatach watroby
(73, 94) wynika, ze hamowanie syntezy glukozy warunkujg enzymy cha-
rakteryzujace sie najnizszymi aktywnosciami: i-fosfohydrolaza frukto-
zo-!,6-dwufosforanu, fosfohydrolaza glukozo-6-fosforanu, aldolaza, karbo-
ksylaza pirogronianowa i karboksylaza fosfopirogronianowa.

Pomiar, szybkosci syntezy glukozy z r6znych zwigzkéw posrednich
glukoneogenezy przeprowadzono w homogenatach watroby gotebia (42),
skrawkach watroby szczura (47) oraz w watrobie szczura poddawanej
perfuzji (17, 18, 31, 69). Badania te wykazaly, ze glukoza syntetyzuje
sie szybciej z fruktozy i dwuhydroksyacetonu niz ze szczawiooctanu,
mleczanu i pirogronianu jako substratéw. Dlatego tez przyjeto, ze szyb-
ko$¢ glukoneogenezy warunkujg enzymy katalizujace reakcje na etapie
szczawiooctan-kwas 3-fosfoglicerynowy oraz ograniczona przepuszczalno$é
bton plazmatycznych w stosunku do szczawiooctanu.

Niezwykle uzyteczne okazato sie oznaczanie poziomu poszczeg6lnych
posrednikéw glukoneogenezy (18, 19, 56, 99, 101, 102, 104, 107). Wyniki
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przedstawione na rysunku 2 wskazujg, ze po dodaniu kwasu oleinowego
poziom jabtczanu zwieksza sie znacznie w obecnosci wszystkich trzech
prekursorow glukoneogenezy. We wszystkich trzech przypadkach obser-

wuje sie rowniez zmniejszenie stezenia pirogronianu, z czego mozna wnosi¢

0 przyspieszeniu reakcji katalizowanej przez karboksylaze pirogronia-

nowa.
Drugi etap warunkujacy szybko$¢ glukoneogenezy zidentyfikowano

po dodaniu kwasu oleinowego i alaniny (rysunek 2A). Obnizone stezenie
posrednikow na etapie szczawiooctan — 3-fosfoglicerynian wskazuje na
kontrole aktywnosci dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (104).
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Rys. 2. Wptyw kwasu oleinowego na zmiane zawartosci posrednikéw glukoneogenezy

w watrobie szczura poddawanej perfuzji roztworem alaniny (A),
lub pirogronianu (C) (wg 102)

Na wykresie poszczeg6lne pos$redniki sg umieszczone wzdtuz osi odcietych w kolejnosci, w jakiej

sg one wytwarzane w procesie glukoneogenezy. Na osi rzednych odtozono zmiany (w °/0) zawar-

tosci poszczegélnych posrednikéw po 30 min. od momentu
w stosunku do wartosci kontrolnych. Strzatki i napisy na wykresach dotycza enzymoéw, ktérych

aktywnos$¢ jest regulowana w wyniku utleniania kwasu oleinowego

mleczanu (B)

dodawania kwasu oleinowego
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Zlokalizowanie trzeciego miejsca oddzialywania wzajemnego proce-
sow utleniania kwasow ttuszczowych i glukoneogenezy jest o wiele
trudniejsze ze wzgledu na istnienie wielu drég rozgateziajagcych. Na przy-
tad reakcje fosforylacji fruktozo-6-fosforanu i hydrolizy fruktozo-l,6-dwu-
fosforanu tworzg petle, w ktérej poziomy metabolitéw mogg ulega¢ zmia-
nie w wyniku zmian aktywnos$ci fosfofruktokinazy i 2-fosfohydrolazy
fruktozo-l,6-dwufosforanu. Ponadto fosfodwuhydroksyaceton moze ule-
ga¢ redukcji przy wspétudziale zred.NAD z wytworzeniem a-glicero-
fosforanu, ktdry jest akceptorem acyloCoA w procesie syntezy tréjgli-
cerydéw. Zatem zahamowanie fosfofruktokinazy przez cytrynian (70)
moze podwyzsza¢ stezenie fruktozo-l,¢>-dwufosforanu, a wzmozona syn-
teza trojglicerydow w wyniku zwiekszania poziomu acyloCoA prowadzi
do zmniejszenia poziomu fosfotrioz. Obnizenie poziomu fosfotrioz i fru-
ktozo-i,6-dwufosforanu oraz podwyzszenie poziomu fruktozo-6-fosforanu
i glukozo-6-fosforanu po dodaniu kwasu oleinowego do watroby szczura,
wytwarzajgcej glukoze z mleczanu (rysunek 2B) lub pirogronianu (rysu-
nek 2C) jako substratow wskazuje, ze aktywnos$é J-fosfohydrolazy frukto-
zo-1,6-dwufosforanu moze byé réwniez czynnikiem regulujagcym szyb-
kos¢ glukoneogenezy.

A zatem badania przeprowadzone roznymi metodami wykazaty, ze utle-
nianie kwasow ttuszczowych wptywa gtownie na cztery enzymy gluko-
neogenezy: karboksylaze pirogronianowg, karboksylaze fosfopirogronia-
nowg, dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego i I-fosfohydrolaze
fruktozo-i,6-dwufosforanu.

I11. Wewnatrzkomdérkowe rozmieszczenie karboksylazy pirogronianowej
i karboksylazy fosfopirogronianowej

Wyijasnienie mechanizmu syntezy glukozy byto trudne ze wzgledu
na rozne wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie enzymow Kkatalizujacych
synteze fosfoenolopirogronianu. W watrobie szczura (7, 8, 20, 33, 38,
57, 65, 76, 89, 102), cztowieka (8), krolika, gotebia, kurczaka (27, 65)
i Swinki morskiej (65, 78) karboksylaza pirogronianowa jest zlokalizo-
wana gtownie, jezeli nie wylgcznie, w mitochondriach. Wystepowanie
enzymu w cytoplazmie wydaje sie by¢ mato prawdopodobne ze wzgledu
na to, ze jego aktywno$¢ musiataby by¢ regulowana przez metabolity
powstajace w mitochondriach (102).

Wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie karboksylazy fosfopirogroniano-
wej jest rézne u réznych gatunkéw (65). W watrobie i nerce szczura
enzym ten wykryto wytgcznie w cytoplazmie (2, 3, 20, 30, 32, 43, 50,
61, 64, 65, 68, 73, 76), natomiast w watrobie krolika, gotebia i kurczecia —
wytgcznie w mitochondriach (27, 62, 65, 73), a w watrobie Swinki mor-
skiej— zarobwno w cytoplazmie jak i w mitochondriach (25, 65, 73, 84).
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W przypadku, gdy oba enzymy wystepujg w mitochondriach, synteza
szczawiooctanu i fosfoenolopirogronianu zachodzi w tym samym prze-
dziale komorkowym (23, 57, 91) (schemat 2A). Wytworzony fosfoenolo-
pirogronian jest nastepnie przenoszony do cytoplazmy, gdzie ulega dal-
szym przemianom. Mechanizm transportu fosfoenolopirogronianu z mi-
tochondriow do cytoplazmy nie jest dotychczas wyjasniony (57).

MITOCHONDRIA CYTOPLAZMA
Pirognonian
mSzczawiooctan Oabfczan Oabfczan
Fosfoenolo- Fosfoenolo - Glukozo-6-
pirognonian pirogronian fosforan
Pirogronian uv
Asparaginian—, Asparaginian—i .
Szczawiooctan- C L Szczawio-
t — Oabfczan— | —Jabtczan-—m octan
L4 Fosfoenolo-
pirogronian
|
Glukozo-6 -
fosforan

Schemat 2. Proponowane drogi syntezy fosfoenolopirogronianu w watrobie i
réznych gatunkéw zwierzat (wg 73)
Objasnienia w tekscie

W watrobie i nerce szczura, zawierajagcych karboksylaze pirogro-
nianowg w mitochondriach, a karboksylaze fosfopirogronianowg w cyto-
plazmie, musi istnie¢ specjalny mechanizm pozwalajgcy na przenoszenie
szczawiooctanu z mitochondriow do cytoplazmy (30, 51, 57, 61, 73, 75,
92). Konieczno$¢ istnienia takiego mechanizmu wynika z obserwacji, ze
szczawiooctan charakteryzuje sie niskg zdolnoscig przenikania przez btone
mitochondrialng (4), a karboksylaza pirogronianowa jest zlokalizowana
w matrix (57), co wyklucza mozliwos$é jej bezposredniego dziatania na
substraty cytoplazmatyczne (7, 58). Lardy, Paetkau i Walter
(51, 92) oraz Haynes (30) dostarczyli danych wskazujacych, ze prze-
noszenie szczawiooctanu z mitochondriéw do cytoplazmy zachodzi przy
wspotudziale transaminazy glutaminian-szczawiooctan i dehydrogenazy
jabtczanowej — enzymdw zlokalizowanych zaréwno w mitochondriach
jak i cytoplazmie (6, 63, 77). Ze znakowania zwigzkow, ktére uwazano za
biorgce udziat w transporcie szczawiooctanu (30, 92) oraz z szybkosci
przeksztatcania tych zwigzkéw w fosfoenolopirogronian w cytoplazmie
watroby szczura (92) autorzy wnosza (schemat 2B), ze w mitochondriach
szczawiooctan ulega przeksztatceniu w jabtczan i asparaginian. Zwiazki
te sg przenoszone przez btone mitochondrialng do cytoplazmy i ponownie
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przeksztatcane w szczawiooctan. W ten sposOb szczawiooctan staje sie
dostepny dla karboksylazy fosfopirogronianowej i ulega dalszym prze-
mianom w procesie glukoneogenezy.

W organizmach, w ktorych karboksylaze fosfoenolopirogronianowg wy-
kryto zarowno w cytoplazmie jak i w mitochondriach, synteza fosfoeno-
lopirogronianu odbywa sie prawdopodobnie przy udziale enzymu cyto-
plazmatycznego (30, 45).

IV. Kontrola aktywnos$ci enzymatycznych

1. Karboksylaza pirogronianowa

W 1963 roku Keech i Utter (38, 90) wykazali, ze aktywatorem
karboksylazy pirogronianowej z watroby szczura jest acetyloCoA. Oka-
zato sie, ze enzym ten z watroby zwierzat innych gatunkow (71, 72, 73)
jest réwniez aktywowany przez acetyloCoA. Rysunek 3 ilustruje wptyw
dodania kwasu oleinowego na zawarto$¢ i rozmieszczenie niezwigzanego
CoA, acetyloCoA i acyloCoA we frakcjach subkomorkowych watroby
szczura poddawanej perfuzji roztworem mleczanu. Jak wida¢ kwas olei-
nowy obniza zawarto$¢ niezwigzanego CoA, a podwyzsza poziom acety-
IoCoA i acyloCoA (81, 82, 83, 101, 102, 103). Podobne wyniki otrzymano
réwniez w obecnos$ci pirogronianu i alaniny jako substratow glukoneoge-
nezy (101).

K- kontrola
0~ kwas oleinowy

. I Cytoplazma
/ Mitochondria
T

f]

CoA Acetylo CoA Acylo CoA

600 -

nmole /g tkanki
PN
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1

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

W watrobie zwierzat gtodzonych (5, 88, 104) poziom acetyloCoA zwiek-
sza sie w mitochondriach, a nieznacznie zmniejsza w cytoplazmie. Obser-
wacja ta wydaje sie przemawia¢ za hipotezg, ze stymulacja glukoneoge-
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nezy in vivo podczas wzmozonego utleniania kwasow ttuszczowych jest
wynikiem aktywacji karboksylazy pirogronianowej przez zwiekszony po-
ziom acetyloCoA w mitochondriach (7, 101, 102, 103, 106). Istniejace
rozbieznosci miedzy wewnatrzkomdérkowym stezeniem acetyloCoA (101)
a niska statg aktywacji izolowanego enzymu (72, 73) Williamson
i wsp. (102) ttumaczg réznymi warunkami oznaczeA in vivo i in vitro.
W zwigzku z tym mozna przypuszczaé, ze nawet w przypadku niewielkie-
go zwiekszenia catkowitej zawartosci acetyloCoA w tkance (106), jego
wzrost w mitochondriach, gdzie zlokalizowana jest karboksylaza piro-
gronianowa, moze by¢ stosunkowo wysoki.

Za tym, ze aktywacja karboksylazy pirogronianowej przez acetylo-
CoA warunkuje przyspieszenie glukoneogenezy, przemawia réwniez ha-
mowanie przez kwasy ttuszczowe oksydacyjnej dekarboksylacji pirogro-
nianu w mitochondriach watroby szczura (9, 26, 37, 92), nerki szczura
(61) i watroby Swinki morskiej (78). Zahamowanie dehydrogenazy pi-
rogronianowej powoduje, ze pirogronian jest wykorzystywany wytacznie
w reakcji karboksylacji, co przyspiesza synteze glukozy.

Walter i wsp, (92r 93) wykazali, ze podczas intensywnego utle-
niania kwaséw ttuszczowych obniza sie poziom ADP w mitochondriach,
zwieksza stezenie ATP i wzrasta aktywnos$¢ karboksylazy pirogroniano-
wej. Autorzy przypuszczajg, ze aktywacje karboksylazy pirogronianowej
i zwiekszenie syntezy glukozy warunkuje zmniejszanie sie stezenia ADP
w wyniku utleniania kwasow ttuszczowych.

2. Karboksylaza fosfopirogronianowa

Wiekszo$¢ badan nad synteza fosfoenolopirogronianu przeprowadzono
przy uzyciu watroby i nerki szczura (2, 3, 20, 30, 32, 43, 51, 59, 60, 61,
64, 65, 92), w ktorych karboksylaza fosfopirogronianowa jest zlokalizo-
wana w cytoplazmie. Enzym ten wspotzawodniczy z enzymem glikoli-
tycznym — kinazg pirogronianowag, ktérej poziom w cytoplazmie w czasie
glukoneogenezy, pomimo zmian adaptacyjnych (44), pozostaje dosy¢ wy-
soki (57). Wiadomo (24, 86), ze aktywno$¢ kinazy pirogronianowej przy
niskich stezeniach pirogronianu zwieksza sie pod wptywem fruktozo-2,t>-
-dwufosforanu, natomiast jest hamowana przez ATP (53, 85). W czasie
intensywnej glukoneogenezy, wywotanej wzmozonym utlenianiem kwa-
sow ttuszczowych, stezenie fruktozo-1,6-dwufosforanu jest niskie, a po-
ziom ATP wysoki. A zatem aktywno$é kinazy pirogronianowej zostaje
zahamowana, a tym samym wzrasta aktywno$¢ karboksylazy fosfopiro-
gronianowej.

Wedtug Garbera i Ballarda (25 w watrobie Swinki morskiej,
w ktorej karboksylaza fosfopirogronianowa jest zlokalizowana zaréwno
w cytoplazmie jak i w mitochondriach, stezenie fosfoenolopirogronianu

3 Postepy Biochemii
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w mitochondriach nigdy nie przekracza 11 nmoli/mg mitochondriow, a jego
nadmiar moze by¢ przekazywany do cytoplazmy (14). Jednakze zgodnie
z obserwacjami Somberga i Mehlmana (78) szybkos¢ syntezy
fosfoenolopirogronianu w mitochondriach watroby $winki morskiej (0,2
(Limola/min/g watroby) nie osigga wartosci wystarczajacych do syntezy
glukozy nawet zminimalng szykoscig (1 iamol fosfoenolopirogronianu/min/g
watroby). Wyjasnienie tych rozbiezno$ci jest mozliwe przy zalozeniu, ze
przeksztatcanie szczawiooctanu w fosfoenolopirogronian zachodzi w in-
nym przedziale mitochondriéw niz wytwarzanie szczawiooctanu. Na ko-
rzy$¢ tej hipotezy przemawia intensywna synteza fosfoenolopirogronianu
z a-ketoglutaranu (78). Wysoka aktywnos$¢ karboksylazy fosfopirogro-
nianowej w obecnosci «-ketoglutaranu jako substratu moze byé wynikiem
bardzo niskiej aktywnos$ci kinazy guanylowej, katalizujgcej reakcje syn-
tezy ATP z GDP i ADP (36), dzieki czemu GTP wytwarzany podczas
utleniania «-ketoglutaranu moze by¢ wykorzystywany bezposrednio w re-
akcji syntezy fosfoenolopirogronianu. W zwigzku z tym synteza fosfoeno-
lopirogronianu z a-ketoglutaranu w mitochondriach ma prawdopodobnie
zasadnicze znaczenie w procesie syntezy glukozy w watrobie $winki
morskiej.

3. Dehydrogenaza aldehydu 3 -fosfoglicerynowego

Poza odpowiednim substratem i energig niezbedng do przeprowadzenia
reakcji katalizowanych przez karboksylaze pirogronianowg, karboksylaze
fosfopirogronianowg i kinaze kwasu 3-fosfoglicerynowego, do intensyw-
nej syntezy glukozy konieczne jest dostarczenie rownowaznikéw redu-
kujacych, biorgcych udziat w przeksztatceniu kwasu 3-fosfoglicerynowego
w aldehyd 3-fosfoglicerynowy (40, 51, 99, 101). Ma to szczegdlne znaczenie
w przypadku glukoneogenezy z pirogronianu, alaniny, seryny i asparagi-
nianu (30, 45, 51). Natomiast przy zastosowaniu jako substratu mleczanu,
dostarczenie réwnowaznikéw redukujacych z mitochondriow do cyto-
plazmy nie jest konieczne (73), poniewaz moga one by¢ wytwarzane
w reakcji utleniania mleczanu, zachodzacej w cytoplazmie. Wyniki przed-
stawione w tablicy 2 wskazuja, ze po dodaniu kwasu oleinowego do
watroby szczura, poddawanej perfuzji zarowno roztworem Alaniny i pi-
rogronianu jak i mleczanu, stosunek mleczan/pirogronian, jabiczan/szcza-
wiooctan i f>-hydroksymaslan/acetooctan znacznie wzrasta. Ze zwiegksze-
nia wartosci stosunku mleczan/pirogronian mozna wnioskowa¢ o wzroscie
stosunku zred.NAD/NAD w cytoplazmie (39). Natomiast podwyzszenie
stosunku P-hydroksymaslan/acetcoctan $wiadczy o zwiekszeniu ilosci
zred.NAD w mitochondriach (39). Z danych zestawionych w tablicy 2
(101) wynikatoby* ze po dodaniu kwasu oleinowego ilos¢ zred.NAD zwiek-
sza sie zardbwno w mitochondriach jak i w cytoplazmie, mozna zatem
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przypuszczac, ze rownowazniki redukujace, wytwarzane w mitochondriach
w wyniku utleniania kwaséw ttuszczowych, sg przenoszone do cytoplazmy.
Poniewaz blona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla zred.NAD
(66) wielu autoréw (30, 45, 50, 67, 73, 75, 83, 92, 99, 101, 102) przy-
puszcza, ze zwigzkiem dostarczajacym réwnowaznikéw elektronowych dla
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego jest jabtczan. Wykorzy-
stywanie jabiczanu jako zwigzku transportujagcego z mitochondriow row-
nowazniki elektronowe do cytoplazmy ma istotne znaczenie réwniez z tego
wzgledu, ze uktad: jabiczan-dehydrogenaza jabtczanowa przenosi réwniez
szczawiooctan z mitochondriow do cytoplazmy (45, 50, 51, 75, 92, 99,
101, 102) (schemat 2B), w ktorej u wielu organizmdéw jest zlokalizo-
wana karboksylaza fosfopirogronianowa.

Tablica 2
Whptyw kwasu oleinowego na stopiefn 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

Stosunek

Obecnos¢ Czas
kwasu Substrat perfuzji Mleczan Jabtczan B-hydr;) ksy-
oleinowego (min.) Pirogronian Szczawiooctan Acn;'?soirt]an
- Alanina 60 71£1,5 33+2 0,38+0,05
+ Alanina 60 15,0£2,0 67+8 1,06+0,08
Mileczan 90 13,8+ 1.2 60,07 0,99+0,09
] Mleczan 90 24,6%3,3 122,0+ 10 3,03+0,15
- Pirogronian 90 53+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 moze by¢ wynikiem albo aktywowania tego enzymu albo
hamowania aktywnosci fosfofruktokinazy. Wiadomo, ze obydwa enzymy
sg allosteryczne (102). Fosfohydrolaza fruktozo-1,6-dwufosforanu jest ha-
mowana przez AMP i FDP, podczas gdy fosfofruktokinaze hamujg ATP
i cytrynian (70, 73), natomiast aktywujg FDP, F6P, AMP, ADP i fosfo-
ran (73).

W obecnos$ci kwasu oleinowego (106) zwieksza sie poziom AMP, ADP
i cytrynianu a zmniejsza sitezenie ATP. Williams on i wsp. (102)
sugerujg, ze w tych warunkach duza szybko$¢ glukoneogenezy nie jest
wynikiem aktywowania 2-fosfohydrolazy fruktozo-lI,6-dwufosforanu, lecz

3*
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zahamowania aktywnosci fosfofruktokinazy. Waznym poparciem tej hi-
potezy jest obserwacja, ze po dodaniu kwasu oleinowego zwigksza sie
stezenie cytrynianu w cytoplazmie (100).

Podsumowanie

Wptyw utleniania kwaséw ttuszczowych na aktywno$é¢ enzymow glu-
koneogenezy ilustruje schemat 3.

Cytrynian
Szczawio- - Fosfoenolo-  »Kwas 1,3-dwu- Aldehud — - Fruktozo- - - Fruktozo-
octan pinogronian fosfoglicerynowy, 3-fosfoglice-  1,6-dwufosfo-  -6-fosforan
/ rynowy ran
\
Pyr | Zred.NAD | NAD+
Acetyl [ Cytoplazma
cetylo-
CoA t\r ~ |Zred NAD | Glukoza

Alanina  Mleczan X X
Mitochondria

| Utlenianie kwaséwttuszczowych}-

Schemat 3. Regulacja glukoneogenezy przez metabolity wytwarzane w wyniku
utleniania kwaséw ttuszczowych (wg 102)

Zasadniczymi metabolitami przyspieszajacymi proces syntezy glukozy
sq acetyloCoA i zred.NAD, ktorych stezenie znacznie wzrasta w wyniku
utleniania kwasow tluszczowych (55, 81, 82, 83, 96, 97, 99, 101, 103,
104). AcetyloCoA aktywuje karboksylaze pirogronianowa (7, 38, 90, 101,
102, 103, 106), a redukujace rownowazniki zred.NAD zostaja przeniesione
do cytoplazmy i wykorzystane w reakcji przeksztatcania kwasu 3-fosfo-
glicerynowego w aldehyd 3-fosfoglicerynowy (30, 40, 45, 50, 51, 67,
73, 75, 83, 92, 99, 101, 102). Przy optymalnym stezeniu pirogronianu w mi-
tochondriach nastepuje podwyzszenie syntezy szczawiooctanu i cytry-
nianu (101, 102, 106). W przypadku, gdy szybko$¢ wytwarzania cytry-
nianu jest wieksza niz szybkos$¢ jego zuzywania w cyklu kwaséw tréj-
karboksylowych, cytrynian przenika do cytoplazmy i powoduje zaha-
mowanie aktywnosci fosfofruktokinazy, umozliwiajgc w ten sposob dzia-
tanie i-fosfohydrolazy fruktozo-2,¢)-dwufosforanu (102). Wzmozone utle-
nianie kwaséw ttuszczowych, zwigzane z przyspieszeniem syntezy glu-
kozy, dostarcza rowniez energii niezbednej dla przeprowadzenia reakcji
katalizowanych przez karboksylaze pirogronianowga, karboksylaze fosfo-
pirogronianowg i kinaze kwasu 3-fosfoglicerynowego.

W regulacji glukoneogenezy szczeg6lng role odgrywaja hormony nad-
nercza i trzustki. To zagadnienie bedzie przedmiotem oddzielnego arty-
kutu.
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TERESA SZYMCZYK *1 MARIA JACHIMOWICZ **

Metabolizm kwasow sialowych, ich prekursoréw 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 stanowiag grupe zwigzkéw cukrowych wywodzacych sie
z substancji dotychczas niewyodrebnionej, zwanej kwasem neuramino-
wym. W tablicy 1 podano powszechnie przyjete wzory oraz nomenklature
pieciu kwasow sialowych: N-glikolilowych lub N-acetylowych pochodnych
kwasu neuraminowego, z ktérych trzy zawierajg dodatkowe O-acetylowe
grupy. Oprocz nich znany jest jeszcze kwas N-glikolilo-8-O-metyloneura-
minowy (88a).

Nad ustaleniem struktury tych zwiazkéw * pracowali gtéwnie B 1lix
i wsp. (6—12), Gottschalk (34—36) oraz Klenk i wsp. (44—47).
Mimo intensywnie prowadzonych badan budowa tych substancji diugo
pozostata niewyjasniona, a proponowane wzory ulegaly statym modyfi-
kacjom. Ostateczng strukture kwasu neuraminowego (tablica 1) ustalono
po udowodnieniu, ze liaza otrzymana z bakterii (41) w sposéb odwracalny
rozktada dwa sposréd znanych kwaséw sialowych na pirogronian i N-ace-
tylomannozoamine (24) (schemat 1).

Przy wyodrebnianiu tej grupy zwigzkéw z materiatu biologicznego
autorzy nadawali im r6zne nazwy jak: kwas gynaminowy dla zwigzku
z mleka ludzkiego (94), kwas laktaminowy — z mleka krowiego (15, 49),

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

strukturg kwasow sialowych odsytamy do artykutu Dzutynskiej (28).

Wykaz stosowanych skrétow: BSM — glikoproteid gruczotéw podzuchwowych wotu; ESM —
glikoproteid gruczotéw podzuchwowych konia; OSM —glikoproteid gruczotéw podzuchwowych
owcy; PSM —glikoproteid gruczotéw podzuchwowych $wini; NANA — kwas N-acetyloneura-
minowy; NGNA —kwas N-glikoliloneuraminowy; GIlk-NH2—glukozoamina; Gal-NH2—galak-
tozoamina; Fuk — fukoza; AcNHGIk —acetyloglukozoamina; AcNHGal — acetylogalaktozoamina;
AcNHMan — aeetylomannozoamina; PEP — fosfoenolopirogronian; RDE — agn. receptor destroing
enzyme —neuraminidaza.
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kwas hemataminowy dla zwigzku z krwinek konia (93). Nazwy te dzi$

maja tylko historyczne znaczenie.

Kwasy sialowe sg zwigzkami szeroko rozpowszechnionymi w przy-
rodzie. Wystepujg w komdrkach bakteryjnych ** gdzie wchodzg w skitad

Zawarto$¢ kwasow sialowych w materiale biologicznym

Tkanka

Slinianka podjezykowa szczura
Tarczyca $winki morskiej
Substancja szara mézgu wolu
Slinianka podzuchwowa szczura
Sledziona myszy

Watroba wotu

Zo6ttko jaja kurzego

Nadnercze myszy

Substancja biata mézgu wotu
Biatko jaja kurzego

Watroba myszy

Plyn fizjologiczny

Nasienie byka
Nasienie ludzkie
Plyn mézgowo-rdzeniowy cztowieka

Plyn moézgowo rdzeniowy cztowieka
Mleko kobiece
Surowica krwi czlowieka

Plyn wysiekowy optucnowy

tzy cztowieka

Mocz czlowieka

* oznaczenia wykonane metodg tiobarbiturowg wg Warrena (87)

** oznaczenia wykonane réznymi metodami

Kwas sialowy
[xmole/100 g*

1880
646
392
193
164
149
136
128
125

98
97

600
268
4,2

mg%e**

0,14—0,42
33,8—140
40—60
(u miodych)
60—70
(u starszych)
40—65
59
78
2,8—46
(zaleznie od przy-
czyny)
35,2
36,9
1,1-3,6%
przy sialurii
9 przy porteinurii

Tablica 2

Literatura

86
87

87
87
87

13
13
22
22
14

28
92

17, 85

60

21

** Szczegbly dotyczace wystepowania kwasoéw sialowych w komérkach bakte-
ryjnych oraz ciekawe wyniki wielu prac znajdzie czytelnik w referacie Mikulasz-

ka (58).
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COOH
=0
COOH  liaza N-acetyloneura- C!hg
minianowa
Cc=0 .
th2 kwas pirogronowy
H -CI-O H CHO
R-NH- R-NH-'
CHoOH CH20H
Kwas N-acyloneuraminowy N-acetylo-u-mannozoamina

(NANA lub NGNA)
Schemat 1. Enzymatyczny rozktad i synteza kwasow sialowych

waznych antygenéw komorkowych (2, 3), ponadto sg istotnym skitadnikiem
réznych ptynéw ustrojowych (93), hormondéw (33), $luzéw i komdrek zwie-
rzecych (51, 64, 71, 83, 84). Tablica 2 przedstawia zawarto$¢ kwasoéw sia-
lowych w réznym materiale biologicznym.

Kwasy sialowe wystepuja jako sktadniki oligo- i polisacharydéw oraz
heteropolimeréw — glikoproteidow i glikolipidéw. Reprezentatywne przy-
ktady tych zwigzkéw zestawiono w tablicy 3.

I. Metabolizm pochodnych D-mannozoaminy

Cho¢ 2-amino-2-dezoksy-D-mannoze otrzymat syntetycznie juz w 1919
roku Levene (54), to dopiero wyodrebnienie jej z kwasu neuraminowe-
goprzez Comba i Rosemana w 1958 roku (23) zainicjowato badania
nad metabolizmem i rolg tej heksozoaminy w biosyntezie, pochodnych
kwasu neuraminowego. Wszystkie dostepne dane wskazujg, ze posredni
metabolizm D-mannozoaminy jest scisle zwigzany z metabolizmem pochod-
nych D-glukozoaminy.

W 1957 roku Cardini i Leloir doniesli (18), ze ekstrakty z wa-
troby szczura katalizujg reakcje przeksztatcenia UDP-N-acetyloglukozoa-
miny w N-acetylogalaktozoamine. W rok po6zniej Comb i Roseman
(23), powtarzajagc te doswiadczenia w identycznych warunkach dowiedli,
iz powstajaca acyloheksozoamina jest N-acetylomannozoaming, przy czym
reakcja przebiega nastepujaco:

UDP-N-acetonqukozoamina-f-rz-y-lp-» UDP + N-acetylomannozoamina 1

Enzym katalizujacy reakcje 1 jest szeroko rozpowszechniony w tkan-
kach kregowcow. Oczyszczony okoto 130 razy, nie wymaga on kofaktoréw,
a reakcja przebiega stechiometrycznie i nieodwracalnie. Jej wynikiem jest
epimeryzacja grupy acyloaminowej mannozoaminy przy C2i rozerwanie
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wigzania przy koncowej reszcie fosforanowej UDP. Z badan Kkinetycznych
nad oczyszczonym enzymem wynika, ze reakcja zachodzi wiecej niz jed-
nostopniowo, przy czym produktem posrednim bytaby UDP-N-acetylo-
-mannozoamina. W omawianym ukladzie enzymatycznym nie udato sie
zastgpi¢ UDP-N-acetyloglukozoaminy N-acetyloglukozoaming czy N-ace-
tylogalaktozoaming ani ich ufosforylowanymi na pierwszym weglu po-
chodnymi.

W wyciggach z Escherichia coli, bakterii znanych z produkcji kwasu
kolominowego (wielkoczasteczkowego polimeru kwasu N-acetyloneurami-
nowego (2, 4), nie udato sie wykazaé uktadu enzymatycznego katalizuja-
cego reakcje 1. Poszukiwania drég biosyntezy pochodnych mannozoaminy
u kilku rodzajéw bakterii uwienczone zostaty wyosobnieniem enzymu
katalizujgcego reakcje 2.

N-acetylo-D-glukozoarr ino-6-P ~ N-acetylo-D-rr annozoarr.ino-6-P 2

Enzym ten wystepuje u wielu rodzajow bakterii. Oczyszczone prepa-
raty epimerazy z Aerobacter aerogenes (66, 69) nie wymagajg kofaktora
i wykazuja wysoka specyficzno$¢ w stosunku do substratu. Powodujg one
empimeryzacje grupy acyloaminowej przy C2 glukozoaminy. Mechanizm
tej reakcji nie jest wyjasniony, nie wiadomo wiec czy forma przejsciowa
jest zwigzkiem typu enoloaminy.

Enzymu tego nie udato sie wykaza¢ w wyciggach z tkanek zwierzecych.
Wystepujgca natomiast u ssakdéw epimeraza (32), katalizujgca reakcje 3
rézni sie od bakteryjnej nie tylko substratem (dziala na N-glikolilo- lub
N-acetyloheksozoaminy), ale przede wszystkim wymaga duzych iloSci
ATP. Rola nukleotydu w tej reakcji nie jest znana. W czasie reakcji nie
stwierdzono ubytku ATP ani powstawania ADP czy AMP. Usuniecie ATP
po okresie preinkubacji z enzymem powoduje utrate aktywnos$ci. Enzym
jest wysoce specyficzny w stosunku do ATP. Ze wszystkich badanych
nukleotydow.jedynie dezoksy-ATP moze czeSciowo zastapi¢ ATP.

. ATP .
N-acetylo-D-glukozoamina N-acetyl-D-rr.annozoamina 3

W roku 1961 Warren i Felsenf eld (90) opisali nastepny enzym
biorgcy udziat w metabolizmie pochodnych mannozoaminy, zwany kinaza
N-acetylomannozoaminy i katalizujagcy reakcje 4:

Ma'
N-acetylo-D-mannozoamina + ATP—31> N-acetylo-D-rrannozoamino-6-P + ADP 4

Kinaze te znaleziono zar6wno w tkankach ssakéw jak i u bakterii
Ghosh i Roseman (31) oddzielili ja od innych kinaz obecnych w wa-
trobie szczura. Dziata ona zar6wno na N-acetylo- jak na N-glikoliloman-
nozoamine.

W 1964 roku Roseman (68) donidst o wyizolowaniu z E. coli K-235
nowego enzymu — kinazy katalizujagcej reakcje 5.

N-acet\lorr.annozoamina + fosfoenolopirogronian -> N-acetylorrannozoamino-
-6-P + pirogronian 5
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Il. Enzymatyczny rozkiad kwaséw sialowych

Wyniki pierwszych enzymatycznych badan nad kwasami sialowymi
ogtosili w 1956 roku Heimer i Meyer (41). Wykazali oni, ze wyciag
z Vibrio cholerae rozktada kwas N-acetyloneuraminowy (NANA) na piro-
gronian i N-acetyloheksozoamine. Po dziataniu oczyszczong 115 razy liaza
N-acetyloneuraminianowg z Clostridium perfringens, Comb i Rose-
man (23) otrzymali N-acetyloheksozoamine i zidentyfikowali jg jako
N-acetylo-D-mannozoamine. Wysoko oczyszczony enzym katalizuje reakcje
przedstawiong na schemacie 1 Rozktada on zarowno NANA jak i kwas
N-glikoliloneuraminowy (NGNA), przy czym szybko$¢ rozpadu NGNA
stanowi 65% szybkosci rozpadu NANA. Optimum pH dla tej reakcji wy-
nosi 7,2, stata Michaelisa — 3,9 X 10_3M, zas$ stata rdwnowagi:

_ (pirogronian) X (N-acetvlomannozoamina) 1 M

(kwas sialowy) 10

K

Przy niskich stezeniach pirogronianu i N-acetylomannozoaminy prze-
biega reakcja rozktadu, a przy wysokich—syntezy kwasu sialowego.
Reakcje te wykorzystano in vitro do enzymatycznej syntezy znakowanych
kwasdw sialowych, przy czym mozna uzyska¢ wydajnos¢ reakcji okoto
b'zPlo (66). Enzym ten wystepuje nie tylko u bakterii, ale jest rozpowszech-
niony w tkankach ssakéw (18). Rozmieszczenie liazy N-acetyloneurami-
nianowej w tkankach zwierzecych przedstawiono w tablicy 4.

Oczyszczony enzym z nerki wieprza (66) wykazuje wszystkie cechy ty-
powe dla enzymu z bakterii, miedzy innymi wysoka specyficznos¢ wzgle-
dem kwasu N-acetyloneuraminowego i N-glikoliloneuraminowego oraz
pirogronianu i N-acetylomannozoaminy. Kwasu N-acetyloneuraminowego
nie mozna zastgpi¢ kwasem N-O-diacetyloneuraminowym. Fosfoenolopi-
rogronian nie zastepuje pirogronianu, a glukozoamina, mannozoamina,
galaktozoamina ani ich estry fosforanowe czy acetylowe nie zastepuja
N-acetylomannozoaminy. Enzymu tego nie udato sie wykazaé w tkankach
produkujacych mucyne, heteropolimer zawierajagcy duze ilosci kwasu
sialowego (24). Z tego powodu przyjeto, iz enzym ten bierze udziat raczej
w rozkladzie niz w biosyntezie kwaséw sialowych. Z tego tez wzgledu
nazwa systematyczna (30) brzmi: pirogroniano-liaza-N-acetyloneurami-
nianu (EC 4.1.3.3)).

I11. Enzymatyczna synteza kwaséw sialowych

W roku 1961 Warren i Felsenfeld (89) stwierdzili, ze dwie frak-
cje biatkowe, otrzymane z oczyszczonego od liazy N-acetyloneuraminiano-
wej wyciggu z watroby szczura, po inkubacji z N-acetylomannozoaming
i fosfoenolopirogronianem wytwarzajg duze iloSci kwasu sialowego, ktory
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po wykrystalizowaniu zidentyfikowano jako kwas N-acetylo-neuramino-
wy. Reakcja syntezy zachodzi tylko w obecnosci jonéw magnezu i ATP.
NAD i NADP przyspieszajg reakcje, lecz nie sg konieczne do jej przebiegu.

Po nieudanych prébach wykazania w gruczole podzuchwowym syntezy
kwasu sialowego przy wspétudziale liazy N-acetyloneuraminianowej
Roseman iwsp. (65 70) wykryli w tym narzadzie inny enzym Kkatali-
zujacy reakcje, ktorej produktem jest ester 9-fosforanowy kwasu sialo-
wego (reakcja 6).

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

-acetyloneuraminowy + Pi 6

Obecno$é syntetazy kwasu 9-fosfoacetyloneuraminowego w gruczotach
podzuchwowych potwierdzili Warren i Felsenf eld (90).

Wyodrebnienie wolnego kwasu N-acetyloneuraminowego wskazuje na
istnienie fosfatazy katalizujgcej reakcje:

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

Nie udato sie jednak do tej pory oddzieli¢ aktywnosci fosfatazowej od
syntetazy.

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

Od czasu odkrycia przez Leloira (53) w ekstraktach z drozdzy
urydynodwufosfoglukozy ciagle zwieksza sie liczba réznorodnych pochod-
nych nukleotydowych cukrow, wyodrebnionych z naturalnych zrodet (43).
Synteze nukleotydocukrow katalizujg enzymy nalezace do grupy transfe-
raz. Enzymy te przenoszg grupe nukleotydowg z nukleozydotrdjfosforanu
na fosforan cukru wg og6lnej reakcji opisanej po raz pierwszy przez
Munch-Petersena i wsp. (61) (reakcja 8).

Nukleozydotrojfosforan + heksozo-2-fosforan <*nukleozydodwufosfoheksoza +
pirofosforan nieorganiczny 8

Dotychczas jedynie reakcja biosyntezy nukleotydu kwasu sialowego
odbiega od powszechnego schematu Petersena, gdyz zamiast dwufosfo-
-nukleozydowej pochodnej powstaje monofosfoeukleozydowa pochodna
kwasu sialowego (reakcja 9).

CTP + NANA * CMP-NANA + PP 9
Grupa nukleotydowg z nukleozydotréjfosforanu jest przenoszona na
kwas sialowy, a nie jego fosforanowa pochodna. Reakcja ta przebiega

jednoetapowo i polega na przeniesieniu reszty CMP na poétacetalowg, hy-
droksylowg grupe przy C2kwasu sialowego.-

4 Postepy Biochemii
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COCT 11 / COCT (t)
X OH C—0-——- I?—O—ChZ Cytozyna
o H-—H 0] H- H ° o<
Mr2+
R—NH— + CTP R—NH-
PP
chZoh CHoOtf
Kwas sialowy Kwas cytydyno-5'—monofosfo-sialowy

Schemat 2. Enzymatyczna synteza kwaséw CMP-sialowych
R=CH2HCO — kwas N-glikoliloneuiaminowy, R=CH3CO — kwas acetyloneuraminowy

Synteze aktywnych kwasow sialowych CMP-NANA i CMP-NGNA
przedstawia schemat 2. W roku 1962 Ros eman (67) wyizolowatl enzym
katalizujacy te reakcje ze Slinianki podzuchwowej $wini. Oczyszczona 30
razy transferaza dziata zar6wno na kwas N-acetyloneuraminowy jak i na
kwas N-glikoliloneuraminowy. Enzym wykazuje wysoka specyficznosé
wzgledem CTP. Wydajnos¢ reakcji z innymi nukleotydami, ATP, GTP,
UTP, ITP, ADP, GDP, UDP, wynosi zaledwie 1'% wydajnosci reakcji z CTP.
Enzym traci aktywno$¢ przy braku jondw Mg2+ Autorom nie udato sie
otrzymac frakcji specyficznej tylko w stosunku do kwasu N-acetyloneura-
minowego lub N-glikoliloneuraminowego. Zagadnienie czy synteze CMP-
-NANA i CMP-NGNA Kkatalizuje jeden czy dwa enzymy pozostaje dalej
otwarte.

Strukture kwasu CMP-sialowego (schemat 2) ustalono na podstawie
nastepujacych danych. Ilosci moli cytozyny, fosforu catkowitego i NANA
(lub NGNA) w zwigzku wystepuja w stosunku 1,00:1,01:0,96. Zwiazek
jest niewrazliwy na dziatanie liazy N-acetyloneuraminianowej, 5’-nukleo-
tydazy, hydroksylaminy przy réznych wartosciach pH i borowodorku sodu.
Badania skrecalnosci optycznej wykazaty, ze a] dla CMP-NANA zsynte-
tyzowanego przez enzym wynosi— 9,9°, a dla CMP-NANA wyodrebnio-
nego z bakterii — 9,8°. Po doprowadzeniu pH roztworéw do 1,5 wartos¢
skrecalnosci zmienia sie w obu przypadkach na — 1,0°. Aktywne kwasy
sialowe (CMP-NANA) ulegajg catkowitej hydrolizie w pH 1,0 i w tempe-
raturze pokojowej juz w czasie 10 minut. Wsrod powstatych produktow
jeden jest wrazliwy na utlenianie nadjodanem oraz rozkiladany przez
5-nukleotydaze. Przy uzyciu chromatografii i elektroforezy stwierdzono,
ze jest to 5'-CMP. Pozostate dwa zwigzki rozdzielono za pomocg chro-
matografii bibutowej (88) i stwierdzono, ze ulegajg one rozkiadowi przez
liaze N-acetyloneuraminianowg na pirogronian i N-acetylo-D-mannozo-
amine.
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Wyzej omowione wiasciwosci oraz konfiguracja kwaséw CMP-sialo-
wych, otrzymanych w wyniku syntezy enzymatycznej przez Rosemana
(67), sa identyczne z wiasnosciami kwasow CMP-sialowych z E. coli (25).

Obecno$¢ enzymu syntetyzujgcego aktywny kwas sialowy (CMP-
-NANA) wykazano w gruczole podzuchwowym owcy, w gruczole pier-
siowym szczura, w watrobie, gruczole podzuchwowym i btonie $luzowej
jelita wieprza oraz w wyciggach z E. coli K-235 (wg 66).

V. Enzym rozktadajacy CMP-NANA

W 1967 roku Shoyab i Bachhawat (78, 79) przedstawili do-
wody wystepowania enzymu rozktadajgcego CMP-NANA. Okoto 170 razy
oczyszczony enzym z watroby owcy wykazuje optimum dziatania w pH ~
~ 9. Obecno$¢ metali nie jest konieczna, ale jony Mn2+ i Mg2+ zwigksza-
ja aktywnos$¢ enzymu. Enzym jest catkowicie hamowany przez EDTA,
a dodanie Mn2+ przywraca jego aktywno$¢é. W nieobecnosci jonow Mn2+
zwiagzki tiolowe (cysteina, glutation) hamujg reakcje. W obecnos$ci Mn2+
hamowanie jest mniejsze. Enzym w temperaturze 18° i 0° jest trwaty
przez miesigc. Reakcje hamujg nukleotydy mono-, dwu- i tréjfosforano-
we. Catkowite zahamowanie osiggano przy stezeniu 0,5mM ATP. Wartos$¢
Kmwynosi 1X10~4M. Stechiometria reakcji wykazuje powstawanie 1 mola
NANA, 1 mola cytydyny i 1 mola P4przy ubytku 1 mola CMP-NANA.

Na podstawie przeprowadzonych badan autorzy przedstawiajg trzy

mechanizmy, wedlug ktérych moze przebiega¢ enzymatyczny rozkiad
CMP-NANA:

A) CMP-NANA -mcytydyna + NANA + Pi 10
B) CMP-NANA ->amcytydyna-I- NANA-2-fosforan Ia
NANA-2-fosforan -> NANA + Pi Ib

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

CMP ->cytydyna + Pi 12b

Obecnos¢ enzymu rozkiadajgcego CMP-NANA wykazano (79) w wielu
tkankach szczura (nerka, watroba, $ledziona, chrzastka, jelito, ptuca, ser-
ce, mézg, miesnie szkieletowe). Badania nad lokalizacja podkomorkowg
wykazatly najwiekszg aktywnos$é enzymu w jadrach i mitochondriach. Fi-
zjologiczna rola tego enzymu nie jest obecnie znana. Prawdopodobnie
petni on role regulatora syntezy kwasow sialowych i zwigzkéw zawiera-
jacych NANA.

4*
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VI. Regulacja poziomu kwaséw sialowych w komorce

Poziom aktywnego kwasu sialowego w komorce regulowany jest na
zasadzie sprzezenia zwrotnego (48): CMP-NANA hamuje powstawanie
swego prekursora tzn. N-acetylomannozoamino-6-P z UDP-N-acetylo-
glukozoaminy, a UDP-N-acetyloglukozoamina hamuje powstawanie glu-
kozoamino-6-P z G-6-P (schemat 3).

Glk-NHZ Ac CoA Ac-NH-Glk-6-P

ATP GIk-NH2-6-P Ac—NH—-Glk—1-P

Glutamina

v/ urp
Fruktozo- 6—P x

UDP-Ac -NH—GIk

CMP-NANA / /
CTP

Ac—NH—Man
NANA yr*"ATP
Ac-NH—Man-6-P
P N
NANA-9-P

Fosfoenolopinogronian

Schemat 3. Regulacja poprzez sprzezenie zwrotne poziomu kwaséw sialowych i ich
prekursoréw w komoérce wg Kornfelda i wsp. (48)
=> hamowanie poprzez sprzezenie zwrotne

Ponadto poziom kwasu sialowego jest uzalezniony od aktywnos$ci omé-
wionych w poprzednim rozdziale dwéch enzyméw warunkujacych syn-
teze i degradacje CMP-NANA (77). Wplyw wieku na aktywnos$¢ obu
tych enzyméw oraz na stezenie zwigzanego kwasu sialowego w watrobie
ptodu oraz rosngcych i dorostych szczuréw badali Shoyab i Bach-
hawat (79). Oba enzymy wystepujag w watrobie ptodu szczura, lecz wy-
kazujg bardzo niskg aktywno$¢. Aktywno$¢ enzymu syntetyzujacego
CMP-NANA osigga szczyt w 85 dniu zycia, po czym spada (rysunek 1).
Enzym degradujagcy CMP-NANA osigga maksimum aktywnosci w 45
dniu zycia. Aktywno$¢é maksymalna utrzymuje sie do 85 dnia zycia, po
czym maleje. Stezenie kwasu sialowego zwigzanego z biatkiem wzrasta
gwattownie po urodzeniu osiggajgc maksimum miedzy 1-szym i 5-tym
dniem, po czym spada stopniowo podczas rozwoju (rysunek 2).

Zwigkszanie sie przez diugi czas po urodzeniu aktywnosci obu enzy-
moéw warunkujgcych poziom CMP-NANA wskazywatoby na ich udziat
przede wszystkim w procesie dojrzewania watroby szczura (79).
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Rys. 1. Wplyw wieku na aktywno$¢ enzymoéw warunkujacych synteze i degradacje
CMP-NANA w watrobie ptodu oraz rosnacych i dorostych szczurow wg Shoyab
i Bachhawat (79)
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Rys. 2. Wplyw wieku na stezenie zwigzanego kwasu sialowego w watrobie ptodu

oraz rosnacych i dorostych szczuréw (79)

Stezenie zwigzanego kwasu sialowego O----- O umole/g mokrej tkanki, $

VII.

————— 9 ng/mg biatka

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

Do roku 1969 nie znane byto pochodzenie grup O-acetylowych i N-gli-
kolilowych w kwasach sialowych. Dopiero Schauer i
inkubujac skrawki podzuchwowej S$linianki bydlecej z 14C-octanem, wy-
kazali wbudowywanie MC do N- i O-acetylowych grup kwasu neurami-

nowego.

wsp.* (74, 76),
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Ci sami badacze (76), inkubujac skrawki gruczotu z jednolicie znako-
wang MC L-seryng lub 3-hydroksypirogroniianem znakowanym na C2wy-
kluczyli ich udziat jako prekursoréw grupy N-glikolilowej kwasu N-gli-
koliloneuraminowego. Wykazali natomiast, ze octan, N-acetylomannozo-
amina i N-acetyloneuraminowy kwas, znakowane MC na pierwszym ato-
mie wegla, byly metabolizowane do N-glikoliloneuraminowego kwasu.

W 1970 roku Sc ha uer (73) wykazat hydroksylacje kwasu N-acety-
loneuraminowego do kwasu N-glikoliloneuraminowego przez oksygenaze
hydroksylujaca, obecng w supernatancie 120 000 g z homogenatu Slinianki
podzuchwowej wieprza. Substrat (NANA) moze by¢ dodany do mieszaniny
inkubacyjnej lub zsyntetyzowany in situ przez kondensacje N-acetylo-
mannozoaminy i fosfoenolopirogronianu. Tlen oraz askorbinian (lub
zred.NADP) sa niezbedne do przeprowadzenia reakcji (reakcja 13).

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

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

Zgodnie z zasadami Miedzynarodowej Komisji do spraw Nomenkla-
tury i Klasyfikacji Enzyméw, enzym nalezy do klasy oksydoreduktaz,
grupy hydroksylaz EC 1.14.1 lub 1.14.2 (30).

VIIl. Rola CMP-NANA w procesach transglikozylacji

Powstaty w komorkach aktywny kwas sialowy, CMP-NANA, jest pre-
kursorem w syntezie oligosacharydéw, polisacharydéw oraz heteropoli-
merow jak glikolipidy i glikoproteidy.

Pierwsze doniesienie o udziale CMP-NANA w biosyntezie polisacha-
rydu pochodzi z 1963 roku, kiedy to Aminoff i wsp. (1) w czesciowo
oczyszczonych wyciagach z E. coli K235 znalezli uktad enzymatyczny
(zawarty w osadzie po wirowaniu homogenatu w 100 000 g) witgczajacy
znakowany NANA z CMP-NANA w polimer zwany kwasem kolominowym
(reakcja 14).

CMP-NANA + primer (kwas kolominowy) .s aliotr — jwas kolominowy-
-NANA + CMP 14

W 1964 roku Carlson i wsp. (20) doniesli o wyodrebnieniu trans-
ferazy sialilowej z gruczotu mlecznego szczura. Enzym ten Kkatalizuje
przeniesienie reszty kwasu N-acetyloneuraminowego z CMP-NANA na
laktoze z utworzeniem sialilo(2-3)laktozy (reakcja 15).

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

Ci sami badacze w gruczotach podzuchwowych owcy wykazali obecnos¢
enzymu przenoszagcego NANA na wyodrebniony glikoproteid (reakcja
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16), w ktorym po potraktowaniu neuraminidazg odstonieto reszty N-ace-
tylogalaktozoaminowe

cioljl o cfpra7a

CMP-NANA + akceptor ---------------------- glikoproteid + CMP 16
1
glikoproteid 1 AcNHGal
i 4
AcNHGal J NANA

Enzym podobnego typu uzyskano z siary kozy (5). Bierze on udziat
w przenoszeniu kwasu sialowego z jego pochodnej cytydynomonofosfo-
ranowej na glikoproteidy zawierajgce galaktoze jako koncowgq reszte. Role
transferazy sialilowej potwierdzili rowniez O’Brien i wsp. (62), kté-
rzy w 1966 roku opisali enzymy zdolne do przenoszenia reszty NANA
z CMP-NANA na endogenne biatkowe akceptory we frakcji mikroso-
malnej watroby szczura.

W roku 1967 Spiro i Spiro (82) uzyskali z gruczotu tarczyco-
wego czeSciowo oczyszczone preparaty transferazy sialilowej i galakto-
zylowej i oznaczyli ich aktywno$¢ wzgledem réznych substratow.

Najlepszym akceptorem dla reszty NANA, przenoszonej przez siali-
lotransferaze z CMP-NANA, sg uzyskane z tyreoglobuliny i fetuiny
glikopeptydy i glikoproteidy z galaktozg w pozycji koncowej. Gliko-
peptydy i glikoproteidy nie zawierajgce reszty galaktozy nie wigzg reszty
sialilowej. Enzym jest rowniez nieaktywny w stosunku do wolnej ga-
laktozy.

IX. Neuraminidazy (sialidazy)

We wszystkich dotychczas poznanych zwigzkach kwas sialowy zaj-
muje pozycje konicowg #aczac sie wigzaniem a-ketozydowym z galaktoza,
N-acetylogalaktozoaming lub czgsteczkg drugiego kwasu sialowego. Wy-
odrebniono trzy typy wigzania a-ketozydowego z udziatem NANA.

1) Pierwszy typ wigzania to polaczenie kwasu sialowego poprzez C2
z grupg hydroksylowg galaktozy. W wigzaniu tym moze bra¢ udziat
grupa -OH przy C3galaktozy. Takie wigzanie spotykamy we wszyst-
kich gangliozydach (43), licznych glikoproteidach (65) i w niektorych
sialilolaktozach (50). O a-ketozydowych wigzaniach utworzonych przez
grupe hydroksylowg C6 galaktozy wystepujacych w sialilolaktozach
donosili Schneirt i Rafelson (75).

2) Drugi typ wigzania a-ketozydowego kwasu sialowego to potgczenie
z N-acetylogalaktozoaming poprzez grupe hydroksylowg przy C3 lub
Cé6tego aminocukru. Wigzanie to wystepuje w mucynie gruczotu pod-
zuchwowego (37) i niektorych glikoproteidach (65).

3) Trzeci typ spotykamy w niektérych bogatych w kwas sialowy ganglio-
zydach oraz w kwasie kolominowym (polimerze NANA) wystepujacym
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w E. coli (57); to zwigzanie a-ketozydowe utworzone jest miedzy dwie-
ma czasteczkami NANA w pozycji (2—8).

a-Ketozydowe wigzanie kwasu sialowego (wszystkich znanych typow)
wrazliwe jest na kwas. Catkowity rozkiad hydrolityczny tego wigzania
uzyskuje sie w 0,AN HX 04w temperaturze 80° w czasie 60 minut (87).
Wiazanie to rozkladane jest przez specyficzny enzym N-acetyloneurami-
nyloglikohydralaze (EC3.2.1.18) zwang potocznie neuraminidaza lub sia-
lidazg (38).

Enzym ten zostat wykryty przez Burneta i Stone (16) w 1946
roku w przesgczach z hodowli Vibrio cholerae — jako enzym niszczacy
receptor otoczki erytrocytow (ang. receptor destroying enzyme, RDE).

Dalsze badania wykazaty szerokie rozpowszechnienie tego enzymu.
Wystepuje on zaréwno w wirusach grypy (56), w bakteriach: przecin-
kowcach cholery azjatyckiej, laseczkach zgorzeli gazowej, dwoinkach

Glutamina
ADP ATP

T p] =y L oy B

Ac-CoA
Fos faenolopmogmman

AC—NH'le 6' P| S ———== Ac NH-Man- 6‘ ———— NANA g P

4 A
4
P‘/:
[AcNH-GIk-I-P] [Ac-wr-Gik | | \
I N i
I ATP
TR~ ATP l
* pmogmman v
F’osfoenolop/mgroman
Hzo\—' g
Oligosacharydy
Kwas kolominowy
Glikoproteidy
Glikolipidy

Schemat 4. PosSredni metabolizm kwaséw sialowych i ich prekursoréw od glukozy
do aktywnych kwaséw sialowych (Roseman (66) — modyfikacja)
Liniami przerywanymi (------—-- ) zaznaczono reakcje przebiegajace tylko u bakterii
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zapalenia ptuc, przecinkowcu a-hemolizujagcym (52) jak i w tkankach
i ptynach ustrojowych (91) zwierzat, w erytrocytach i trombocytach krwi
ludzkiej, w osoczu bydlecym, w mézgu cztowieka i $Swini. Sandnoff
i Jatzkewitz (72) znalezli ten enzym we frakcji lisozomalnej-mi-
tochondrialnej.

Krystaliczny, elektroforetycznie jednorodny preparat neuraminidazy
z Vibrio cholerae (59) ma ciezar czasteczkowy 8000. Enzym traci aktyw-
no$¢ pod wpltywem wersenianu. Dodatek jonéw Cu2+ lub Mn2+ przy-
wraca aktywnos$é. Stata Michaelisa wynosi 2X10~4M. Odczepienie kwasu
neuraminowego od erytrocytéw przebiega najszybciej w pH 6,4—6,5.
Enzym z Vibrio cholerae (27) rozktada zaréwno wigzania a-ketozydowe
(2-3) jak i (2-6), podczas gdy neuraminiadaza wirusowa (27) rozktada
tylko wigzanie (2-3). Wytwarzanie neuraminidazy w hodowlach z Vibro-
cholerae zwieksza sie 100-krotnie w obecnosci sialilolaktozy. Roéwniez
sam kwas sialowy dziata pobudzajgco. Hamujgco dziatla natomiast N-ace-
tylomannozoamina.

Celem niniejszego artykutu byto omowienie gtdwnych kierunkéw pro-
wadzonych badan oraz podkreslenie dotychczasowych osiggnie¢, ktdrych
podsumowaniem jest schemat 4, przedstawiajacy metabolizm pochod-
nych kwasu neuraminowego od glukozy do aktywnych kwasoéw sialowych.
Uwzglednia on odmienng droge biosyntezy kwasu sialowego u bakterii
i zwierzat. Cho¢ przedstawione dane pozwolity na zarysowanie ogdlnego
szlaku przemian, to nadal wiele intrygujacych zagadnien pozostaje do
rozwigzania. SzczegOlnie interesujagca i wazna rola biologiczna kwasu
sialowego bedzie przedmiotem nastepnego artykutu.
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MARIA WOJCIECHOWICZ *

Liaza pektynianowa
Pectate Lyase
The review of present knowledge of pectate lyase is given.

Pektyna jest polimerem reszt kwasu a-D-galakturonowego, czesciowo
zestryfikowanych alkoholem metylowym, potaczonych ze soba wigzaniem
-a-i,4-glikozydowym i tworzacych tancuchy o rdéznej dtugosci (I).

Do niedawna enzymy pektynolityczne zaliczano do hydrolaz. W grupie
tej wyrozniano glikanohydrolaze poli-a-l1,4-galakturonidu (EC 3.2.1.15),
nazywang potocznie poligalakturonazg, oraz pektylohydrolaze pektyn
(EC 3.1.1.11), o potocznej nazwie pektynoesteraza. Pierwszy enzym katali-
zuje hydrolize wigzania 1,4-glikozydowego w pektynie, kwasie pektyno-
wym, pektowym i w oligogalakturonidach. Drugi enzym katalizuje rozpad
wigzania estrowego w czasteczce pektyny i kwasu pektynowego z utwo-
rzeniem w niej wolnych grup karboksylowych i wydzieleniem metanolu.
Do hydrolaz pektynolitycznych zalicza sie enzymy o r6znej specyficznosci
substratowej i réznej swoistosci dziatania, co jest przedmiotem licznych
opracowan monograficznych i przeglagdowych (12, 21, 23, 24, 25, 55).
W ostatnim dziesiecioleciu nagromadzito sie wiele danych o enzymie
pektynolitycznym innego rodzaju, katalizujgcym rozkiad czasteczki pek-
tyny z usunieciem atomu wodoru i wytworzeniem podwOjnego wigzania

* Dr, Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat, Polska Akademia Nauk, Jabtonna
k/Warszawy

Wykaz stosowanych skrotéw: PTE —liaza rozszczepiajagca pektyne, PATE —
liaza rozszczepiajgca kwas poligalakturonowy, EDTA — etylenodwuaminocztero-
octan, TBA — kwas tiobarbiturowy, -CHO —grupa aldehydowa.
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(4, 7). Enzym ten nazwano liazg poli-a-1,4-D~galakturonidu (EC 4.2.99.3)
(nazwa potoczna — liaza pektynianowa).

Rozktad pektyn z wytworzeniem nienasyconych produktéw po raz
pierwszy zaobserwowali Albersheim, Neukom, Deuel (3) pod-
czas ogrzewania pektyny w S$rodowisku zbuforowanym o pH 6, 8 oraz
alkalicznym w podwyzszonej temperaturze (90°). Podatno$¢ czasteczki
pektyny na tego rodzaju chemiczng degradacje uwarunkowana jest stop-
niem zestryfikowania tafcucha. Wigzanie glikozydowe w pozycji 3 do
zestryfikowanej grupy karboksylowej w tancuchu pektyny rozrywa sie
w wyniku P-dealkoksylacji, przy czym wodo6r przy atomie wegla 5 zostaje
usuniety z wytworzeniem nienasyconego wigzania miedzy atomami wegli
4 i 5 (schemat 1) (40, 50, 54). Taka reakcja (transeliminacji) moze zacho-
dzi¢ wowczas, gdy eliminowane podstawniki znajdujg sie wzgledem siebie
w potozeniu trans i sg aksjalne (3). Konformacja kwasu galakturonowego
odpowiada tym stereochemicznym wymaganiom. PierScied piranozowy
-a-D-galakturonowego kwasu wystepuje w formie krzestowej CI, najbar-
dziej trwatej konformacji -a-D-galaktozy (47), a wodor przy C5i reszta
glikozydowa przy C4sg w potozeniu trans (Il).

OO
o,
-0
OH
s O4C\OCH3
l 2NaOH
Ox~OH &5
0,
=0 o OH O—
OH
OH N\
OH C
07 “ONa

Schemat 1. Alkaliczna degradacja tancucha pektynowego (wg 40)

Kwas pektowy, nie zawierajacy grup estrowych, jest catkowicie od-
porny na alkaliczng degradacje. Ci sami badacze stwierdzili podobny
mechanizm dziatania handlowego preparatu enzymatycznego Pectinol
R-10 (4) na pektyne.
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Nieco wczes$niej podobny mechanizm rozktadu kwasu hialuronowego
przez liaze hialuronianowg z bakterii Staphylococcus aureus i Cl. welchii
typ Il podali Linker, Meyer, Hoffman (26). W wyniku reakcji
powstaje dwucukrowiec (Ill), ztozony z kwasu A-4,5-D-glukopiranuro-
nowego, potgczonego wigzaniem glikozydowym (1->3) z N-acetylo-2-ami-
no-D-glukopiranozg. W odrdéznieniu od podstawowego dwucukrowca po-
limeru, zwigzek ten zawiera podwojne wigzanie.

COOH CH,OH
o}

/ OH

H o
OH
OH HN—C—CH,4
il
o}

I

W okresie 1960—1970 wykryto, ze enzymy pektynolityczne wyzszych ros-
lin, grzybéw i bakterii mogg katalizowa¢ reakcje transeliminacji i ze
w wielu przypadkach rozktad pektyn, przypisywany dziataniu hydrolaz,
byt spowodowany w istocie dziataniem liazy pektynianowej (6, 8, 9, 30).
Dean i Wood (10) wykazali, ze rozktad (maceracja) tkanki ziemniaka
przez wyciagg z Erwinia aroideae zachodzi pod wptywem liazy, a nie, jak
sagdzono wczesniej, poligalakturonazy. Roéwniez enzym z wyciggu Sclero-
tinia jructigena i Pythium ultimum przez niektérych badaczy nazywany
jest enzymem macerujgcym i utozsamiany z liaza pektynianowg (8, 9.
30).

W wyniku dziatania hydrolaz i liaz pektynianowych powstaja od-
mienne produkty. Preiss i Ashwell (45) wykryli u Pseudo-

monas z gleby oba enzymy i oznaczyli koincowe produkty ich dzia-
tania na kwas poligalakturonowy (schemat 2).

I. Wytwarzanie liazy pektynianowej przez drobnoustroje

Na produkcje enzymu przez drobnoustroje duzy wplyw wywieraja
warunki $rodowiska. U Bacillus polymyxa liaza wytwarza sie podczas
eksponencjalnej fazy wzrostu komorek, o ile w podtozu znajduje sie pek-
tyna, kwas pektowy lub kwas galakturonowy (34, 35). Glukoza i galaktoza
nie wywotujg wytwarzania enzymu, podobnie jak u Erwinia carotovora
EC 153 (48). Starr i Nasuno (49) stwierdzili wytwarzanie sie liazy
u bakterii rodzaju Xanthomonas na podtozu z pektyna, ale niektére szcze-
py tych bakterii wytwarzajg nieznaczne ilosci liazy podczas wzrostu na
podtozu z glukozg. Wsrod szczepow Pseudomonas marginalis, wytwarza-
jacych liaze na podiozu z pektyng lub kwasem poligalakturonowym, wy-
kryto szczep PM 171 wytwarzajacy liaze na podiozu z glukozg (37). Hsu
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Schemat 2. Enzymatyczna degradacja kwasu poligalakturonowego (wg 45)

i Vaughn (22) stwierdzili wytwarzanie liazy konstytutywnej u Aero-
monas liquejaciens niezaleznie od Zrodta wegla w podiozu, hamowane
przez produkty rozktadu substratu. Ponadto wyhodowali oni mutanta
szczepu A. liquejaciens Go-6, u ktérego nadmiar substratu nie hamowat
produkcji liazy. Clostridium multifermentans (27) wytwarza liaze rosnac
na pozywkach z pektyng, kwasem poligalakturonowym i nizszymi oligo-
galakturonidami, a ilos¢ liazy jest tym wieksza, im dluzszy jest taricuch
oligogalakturonidu. Liaza nie powstaje w komorkach hodowanych na glu-
kozie i galaktozie, a glukoza staje sie represorem liazy, gdy znajduje sie
w podiozu razem z kwasem poligalakturonowym (27, 28). Metaboliczng
regulacje liazy u Erwinia badali Moran i Starr (29), wiele uwagi po-
Swiecajac ustaleniu miejsca jej biosyntezy. McNicol i Baker (31)
wykryli ostatnio liazy pektynianowe w preparacie enzymatycznym z Baci-
llus sphaericus, rozktadajgce antygen-Vi. Antygen Vi z Escherichia inter-
medium, szczep 481, jest strukturalnie podobny do substancji pektynowych.
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W ostatnich latach stwierdzono, ze substancje pektynowe mogg byc¢
rozktadane na nienasycone jednostki galakturonowe nie tylko przez bak-
terie (27, 28, 34, 41, 42), ale i przez grzyby saprofityczne i chorobotwoércze
roslin (6, 13, 15, 16, 17, 18, 30). In vivo, kiedy pH zakazonej tkanki roslin-
nej wzrasta, jej gtdbwnym enzymem pektynolitycznym jest liaza. Han -
cock (16) badat wptyw pH na produkcje liazy przez Colletotrichum
trifolii, in vivo i in vitro. Rhizoctonia solani produkuje liaze (6, 46).
U Aspergillus fonsecaeus hodowanego na pektynie wytwarza sie znacznie
wiecej poligalakturonazy niz liazy, a ilos¢ jej zalezy od czasu trwania
hodowli (13).

I1. Wiasciwosci liazy pektynianowej

1. Swoisto$¢ w stosunku do substratu

Liaza z grzybow i roslin wyzszych katalizuje przede wszystkim rozktad
pektyny i w skrécie w literaturze obcej oznaczana jest symbolem PTE
(ang. pectin-transeliminase). Niekiedy w grzybach wystepuje liaza roz-
ktadajaca lepiej kwas poligalakturonowy, o wyzszym pH optymalnego
dziatania, zblizonym do optymalnego pH liazy bakteryjnej (6, 17, 44).
Liaza bakteryjna réwniez katalizuje rozkiad kwasu poligalakturonowego
i oznaczana jest symbolem PATE (ang. polygalacturonic-acid-transelimi-
nase). Liaza bakteryjna moze powodowacé czeSciowy rozktad pektyny, przy
czym rozbiciu ulegajg jedynie fragmenty pektyny z wolnymi grupami
karboksylowymi; pektyny catkowicie zestryfikowanej liaza bakteryjna nie
rozktada (38). Czesto liazie towarzyszy pektyno-esteraza, ktora deestryfi-
kujgc pektyne przygotowuje substrat do dziatania PATE (27).

2. Optimum pH i temperatury

Liazy pektynianowe wykazujg duzg zalezno$¢ szybkosSci reakcji od pH.
PTE wykazuje optymalne dziatanie przy pH 52 (2, 13, 15). Wyjatkiem sa:
PTE u Sélerotinia fructigena (9), u ktoérego wystepujag dwa izoenzymy
o optymalnym pH dziatania 7,3 i 8,3 oraz PTE u Aspergillus fonsecaeus
(13), o optimum dziatania w pH 5,2 oraz w obszarze alkalicznym, zwiasz-
cza w obecnosci jonéw wapnia. PATE wykazuje optymalne dziatanie w
pH od 8,0—9,5 u bakterii, a u grzybéw od 7,0—9,9 (6, 30, 44).

Optymalna temperatura dziatania liazy z Bacillus polymyxa, Erwinia
aroideae i Xanthomonas campestris wynosi 45°, u Pseudomonas margina-
lis— 50°, u Erwinia carotovora — 40°.

5 Postepy Biochemii
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3. Aktywatory i inhibitory

Nagel i Vaughn (34) stwierdzili, ze dializa obniza aktywno$c¢ liazy
kwasu poligalakturonowego z Bacillus polymyxa. Aktywno$¢ mozna przy-
wréci¢ jonami wapnia; jony innych metali nie majg wptywu. Catkowicie
hamujg PATE u Xanthomonas campestris jony baru (38). Aktywnos$é
PATE u roznych drobnoustrojow wyraznie wzrasta w obecnosci jondw
wapnia (6, 28, 34, 38, 44, 48), a dodatek EDTA hamuje aktywno$¢ PATE.

Edstrom i Phaff (13) badali wptyw jondw na aktywnos$¢ liazy
pektynianowej z Aspergillus fonsecaeus. Chlorek wapnia silniej aktywuje
PTE niz chlorek magnezu, ktéry z kolei jest lepszym aktywatorem od
chlorku sodu. Maksymalne dziatanie PTE osiggano przy r6znych stezeniach
kationéw. Edstrom i Phaff badali réwniez wptyw anionéw. Octany i fos-
forany w duzych stezeniach hamujg aktywnos$¢ enzymu, a chlorki i siar-
czany pobudzajg ja. Demain i Phaff (11) stwierdzili, ze poligalaktu-
ronaze pektynianowg z Saccharomyces fragilis hamuje kwas tréjgalaktu-
ronowy, natomiast kwas dwugalakturonowy i galakturonowy nie maja
wpltywu na jej aktywno$é. Podobnie Nagel i Hasegawa (33) badajac
liaze ze szczepow Bacillus z gleby wykazali, ze w czasie rozktadu kwasu
pieciogalakturonowego role inhibitorow kompetycyjnych spetniajg kwas
trojgalakturonowy i galakturonowy.

Wykrycie liazy pektynianowej u ro$lin wyzszych nasuneto przypusz-
czenie 0 powigzaniu tego enzymu z dziataniem auksyn. Badania Alber-
sheima i Killiasa(2) wykazaty, ze dziatanie auksyn na liaze nie
jest specyficzne. Okazato sie, ze obok kwasu indolilo-3-octowego rowniez
kwas dwuchlorofenoksyizomastowy, bedacy antagonistycznym zwigzkiem
auksyn, oraz syntetyczne auksyny jak kwas dwuchlorofenoksyoctowy
(2,4-d) i 2,3,6-tréjchlorobenzoesowy hamujg liaze. Zaobserwowano, ze auk-
syna hamuje w réznym stopniu dziatanie liazy na rézne preparaty pekty-
nowe i dopatrywano sie jakiego$ czynnika w samych preparatach pektyno-
wych, tym bardziej, ze aktywno$¢ liazy spada w miare wzrostu stezenia
pektyny, a stopien hamowania jest zalezny od rodzaju pektyny. Alber-
sheim (1) wykazat, ze nienasycone produkty degradacji substratu hamuja
liaze. Przypuszczano, ze wtasnie te produkty degradacji, wystepujace w
nieznacznych ilosciach w preparatach handlowych pektyny mogty hamo-
wac aktywnos$¢ liazy w obecnos$ci auksyn. Usuniecie tych produktéw na
drodze ozonowania roztworéw pektyn potwierdzito te przypuszczenia. Po
ozonowaniu auksyny nawet w duzych stezeniach nie hamowaty liazy.
Albersheim zaproponowat nastepujgcy mechanizm hamowania liazy przez
auksyny w obecnosci nienasyconych produktow rozktadu pektyny:
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E-liaza, S-pektyna, S’-produkt rozkiadu, ktéory ma (lub nie) nienasycone
wigzanie, P-produkt degradacji o charakterze nienasyconym, I-inhibitor
roslinny. Inhibicja ma tutaj charakter allosteryczny. Auksyna hamuje
dziatania liazy przez tworzenie kompleksu z liazg i nienasyconymi uroni-
dami.

4. Spos6b rozbijania tancucha pektynowego przez liazy

Liaza katalizuje rozpad tancucha pektynowego w rézny sposéb. Enzym
z Clostridium multifermentans (27) oraz z Erwinia aroideae (42) rozrywa
wigzanie skrajne z konica tafncucha od strony redukujgcej, natomiast z in-
nych bakterii, jak Bacillus polymyoca, Bacillus z gleby, Erwinia carotovora
i Xanthomonas, dziata w spos6b przypadkowy raczej w $rodku tancucha,
a wiec ma charakter endoliazy (33, 34, 38). Egzoliazy katalizujg rozerwanie
wigzania skrajnego, przy czym z rowng szybkoscig ulega rozbiciu trimer,
tetramer, jak kwas poligalakturonowy. Natomiast endoliazy degradujg
poliuronidy z szybkoscig malejgcg w miare zmniejszania sie dtugosci tan-
cucha. Ro6znica w dziataniu endo- i egzoliaz jaskrawo uwidocznia sie na
przyktadzie rozpadu kwasu czterogalakturonowego. Endoliaza moze kata-
lizowac¢ rozerwanie wiazania drugiego i trzeciego z redukujacego konca,
dajac w wyniku kwas galakturonowy, nienasycony dwu- i tréjgalakturo-
nowy oraz $ladowe ilosci kwasu dwugalakturonowego. Egzoliazy rozrywaja
jedynie wigzanie centralne (drugie) dajagc rowne ilosci zwyktego i nienasy-
conego kwasu dwugalakturonowego (27). Liaza u Bacillus polymyxa kata-
lizuje rozerwanie tafncucha z nieredukujacego konca, nie dziata na kwas
dwugalakturonowy, ktory jest metabolizowany przez dwugalakturonaze
wewnatrz komérki bakterii (34). Liaza u Bacillus z gleby nie rozkiada
kwasu trojgalakturonowego nienasyconego, a poszczegOlne produkty roz-
ktadu rozpuszczalnego kwasu pektynowego tworzg sie w nastepujgcych
iloSciach: 56% stanowi nienasycony kwas trojgalakturonowy, 24°/0 niena-
sycony kwas dwugalakturonowy, H*/o kwas galakturonowy, 6% — dwu-
galakturonowy, 2°0 nienasycony czterogalakturonowy i 1% trdéjgalakturo-
nowy. PATE nie dziata na wigzanie przy grupie redukujgcej fancucha,
rozrywa szybciej wigzanie trzecie niz czwarte, a obecnos¢ koncowych nie-
nasyconych produktéw obniza jej aktywno$¢. W nienasyconym kwasie
czterogalakturonowym rozktad wigzania trzeciego jest zaledwie 1,6 razy
szybszy niz wigzania drugiego, natomiast w zwyklym kwasie czterogalak-
turonowym wigzanie trzecie jest rozkladane 26 razy szybciej niz drugie.
W kwasie pieciogalakturonowym wigzanie trzecie jest rozrywane najszyb-
ciej, wolniej czwarte, a najwolniej drugie (33). PTE u Aspergillus fonse-
caeus (14) nie jest zdolna do rozbicia dwu glikozydowych wigzan lezacych
najblizej redukujgcego konca tancucha, a przeto nie rozktada trimeru,
ktory jest koricowym produktem dziatania liazy. Powaznie jest utrudnio-

5*
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ne, w pewnym stopniu przez podwdjne wigzanie, rozerwanie wigzania
blisko nieredukujgcego konca.

Szybkos$¢ rozkiadu estrow metylowych pektyny i oligogalakturonidéw
przez PTE u Aspergillus fonsecaeus zalezy od stopnia zestryfikowania.
Jesli przyjmie sie szybkosé rozktadu catkowicie zestryfikowanej pektyny
za 100, to szybkos¢ rozktadu pektyny zestryfikowanej w 68°0 wynosi 75,
za$ szybko$é rozkiadu szeSciometyloszeSciogalakturonidu — 2,6, pieciome-
tylopieciogalakturonidu — 0,65, a czterometyloczterogalakturonidu tylko
0,049.

PATE u Xanthomonas (38) dziata przede wszystkim na wigzania w
$rodku tancucha zaréwno w nienasyconych, jak tez zwyktych oligogalak-
turonidach. Kwas galakturonowy, bedacy jednym z koncowych produktéw
rozktadu nizszych oligogalakturonidéw przez liazy z Clostridium multifer-
mentans (27), nie jest wykorzystywany przez komorke Clostridium, nato-
miast nienasycony kwas dwugalakturonowy jest najprawdopodobniej me-
tabolizowany, poniewaz nie nagromadza sie in vivo. Moran (cyt wg 27)
wykazat u Ervoinia carotovora wewnatrzkomorkowy enzym, ktéry kata-
lizuje rozpad nienasyconego kwasu dwugalakturonowego na 2 czgsteczki
kwasu 4-dezoksy-5-ketoheksuronowego. W tablicy 1 przedstawiono moz-
liwe drogi rozktadu nizszych oligogalakturonidéw, zwyktych i nienasyco-
nych, przez liazy z réznych drobnoustrojow.

I11. Koricowe produkty dziatania liazy

COOH OH
O, OH
/ OH
OH
O o
OH COOH
v

Do najczesciej spotykanych konncowych produktow degradacji pektyny,
kwasu pektowego i oligogalakturonidéw nalezy kwas dwugalakturonowy
nienasycony (IV) oraz kwas 4-dezoksy-5-keto-heksuronowy (schemat 2).
Nagel i Vaughn (34) otrzymali w wyniku dziatania enzymu z Bacillus
polymyxa na kwas pektowy produkt, ktory wydzielili z mieszaniny reak-
cyjnej w postaci soli strontu. Po zastosowaniu Dowex 50 w formie H+
otrzymali wolny kwas o nastepujgcych witasciwosciach: ciezar czasteczko-
wy — 367, stosunek grup karboksylowych do aldehydowych — 1,98, skre-
calno$¢ wiasciwa [a]f2= +177,8, a wiec nie odbiegajgcych od wiasciwosci
kwasu dwugalakturonowego. Jednak maksimum absorpcji w 230—235 nm,
ktérego nie wykazywat zwykty dimer, Swiadczyto o obecnosci nienasyco-
nego wigzania w produkcie (rysunek 1).



Tablica 1

Mozliwe drogi rozktadu zwyktych i nienasyconych nizszych oligogalakturonidow przez liazy
drobnoustrojéw

Liaza rozktada- Rozrywane wigzanie

Zrédio enzymu . Produkty rozktadu

jaca w fancuchu substratu
Bacillus Kwas poliga- 0-0—0—-0> = 0> + 0—0—-0>
polymyxa (32)  lakturonowy 0—0> + 0—0>
0—0—0—o0 > 0—0> + 0—0>
OI—O—O > 0> + 0—0 >
0—0—0> X+0—-0>
Bacillus Kwas poliga- 0—0O00—0—0> = 0—0> + 0—-0—0>
z gleby (33) lakturonowy 0—-0—-0>+0-0>
O> + 0—0—0—o0 >
0—0—-0—w0> = o> + 0—0-0>
0—0> + 0—0>
0—0—0—0> = X+ 0—0—0>
0—0 > 4-0—0>
. N
Xanthomonas Kwas poliga- 0—0——0—0—710> 0—0> + 0—0—-0>
campestris (38)  lakturonowy O—O—%; I 8:8i0_0 S
0—0o—0—0—0> = — 0—0> + 0—0—0>
[ N | ft-
O0—-0—-0—w0> = 0—0> + 0—0>
0> + 0—0-0>
0—0—0—o0 > 0—O>+0-0>
0500 > 0> +0—0>
0—0—0> X+ 00>
Erwinia Kwas poliga- 0—0—0> = o> + 0—0 >
aroideae (42) lakturonowy
Clostridium Kwas poliga- O0—-0—0—0> = 0—0> + 0—0 >
multifermen- lakturonowy OLO—O s = 05> + 00>
tons (27)
Aspergillus Pektyne o-o-0-0090> 0-0—0> + 0—-0—0>
fonsecaeus (14) 0—0> + 0—0—o0——0>
0—0—0—0—0>* = 0—0>+0—-0-0>
04—'o—o—o>* Y 0> + 0—0—0 >

O — jednostka kwasu galakturonowego w faricuchu, 0" > — jednostka koricowego kwasu galakturonowego z grupa
redukujaca, 0 — jednostka kwasu galakturonowego z 4,5-nienasyconym wigzaniem, X — kwas 4-dezo ksy-5-keto-heksu-
ronowy, * — syntetyczne estry metylowe oligogalakturonidéw; heksamer inkubowany z PTE 10 godzin, pentamer 20 go-
dzin, a tetramer 100 godzin, 4" rozktad najszybszy, | powolniejszy, bardzo wolny, ?? — nie wyjasnione, ktére wigzanie
ulega rozerwaniu, gdyz w obu przypadkach otrzymuje si¢ te same produkty.
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Rys. 1 (wg 19). a. Widmo absorpcyjne kwaséw dwugalakturonowych: nienasyco-
nego (10~4M) —O—O— i nasyconego (10~4M) —e —e —;
b. Widmo absorpcyjne produktéw reakcji z kwasem tiobarbiturowym. Nienasycony
dimer —O—O—; nasycony dimer —e —e —

Na odmienno$¢ tego zwigzku od kwasu dwugalakturonowego wska-
zywaty takze: wystepowanie maksimum absorpcji w 550 nm po reakcji
z kwasem tiobarbiturowym (TBA), reakcja z bromem oraz chromatografia
bibutowa (14, 19, 34, 38). Potozenie nienasyconego wigzania ustalono na
drodze ozonowania produktu. Po ozonowaniu, kwasnej hydrolizie i eks-
trakcji eterowej otrzymano kwas szczawiowy, ktéry zidentyfikowano na
drodze chemicznej, chromatograficznej i widma w podczerwieni (3, 13, 19).
Jak wykazali Linker, Meyer, Hoffman (26), jedynie wtedy, gdy
wigzanie podwdjne znajduje sie miedzy C4i C5kwasu uronowego, po 0zo-
nowaniu otrzymuje sie kwas szczawiowy. Hasegawa i Nagel (19)
uwazaja, ze zwigzek ten ma strukture kwasu 4-0-a-D-(4,5-dehydrogalak-
turonozylo)-D-galakturonowego (1V).

Kwas 4-dezoksy-5-ketoheksouronowy, zidentyfikowany przez Prei-
ssa i Ashwella (45), wykazuje silng absorpcje po reakcji z TBA
w 550 nm, natomiast w jego widmie brak maksimum absorpcji w 235 nm,
poniewaz pozostaje on w rownowadze z forma tancuchowga nie zawierajaca
podwojnego wigzania (schemat 2) (32, 33). Na chromatogramie charaktery-
zuje sie szybsza migracja od kwasu galakturonowego, czym ro0znig sie
zresztg wszystkie nienasycone produkty degradacji od zwyktych oligoga-
lakturonidow (14, 19, 34). Reakcja z TBA podana przez Waravdekar
i Saslaw (51) dla dezoksyrybozy jest charakterystyczna dla zwigzkow,
ktére po utlenieniu nadjodanem tworzg dwualdehyd malonowy lub kwas
P-formylopirogronowy. Zwiazki te kondensujac z TBA dajg barwne pota-
czenie 0 maksimum absorpcji w 547—550 nm (schemat 3).

Reakcje te zastosowali Weissbach i Hurwitz (53) do wykry-
wania kwasu 2-keto-3-dezoksyhepturonowego w ekstraktach z Es¢herichia
coli. Neukom (39), Albersheim, Neukom i Deuel(3 4)iinni
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CHO CHO
ch?2 ch?2
1 Jo; Kwas tiobarbiturowy
H--C—OH — + CHO
1 +
H --C—OH H—C =0
|
Produkt
C|h2°h HS_-:HO barwy czerwonej
H—C—OH CHO *
| |
ch?2 jo: CHa
I |
H—C—OH CHO Kwas tiobarbiturowy
| +
H—C—OH H—C=0

|
Schemat 3. Barwna reakcja 2-dezoksycukrowcéw i 3-dezoksypolioli z jodanem
i tiobarbituranem (wg 5)

(6, 15, 17, 41) wykorzystali ja do wykrywania nienasyconych produktéw
degradacji pektyny. Reakcja zachodzi nawet z pominieciem etapu utle-
niania nadjodanem. Okamoto, Hatanaka i Ozawa (43) badali
warunki reakcji TBA z nienasyconym kwasem dwugalakturonowym
i stwierdzili, ze natezenie barwy osigga maksimum podczas utleniania
nadjodanem w temperaturze 80°, w ciagu 15 minut ogrzewania. Natezenie
barwy jest okoto 8-krotnie mniejsze, gdy pominie sie utlenianie (rysu-
nek 2).

080

8
S

Gestosé optyczna
S
S

Q20

SO
500 550 600
Diugosc¢ fali ( m/i)

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

O — bez utleniania nadjodanem, oznaczona gesto$¢ optyczna X 1,038; % — po utlenianiu nadjo-
danem
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Reakcja z TBA pozwala jednoczesnie wykryé w badanym roztworze,
obok nienasyconych produktow degradacji, kwas galakturonowy przez
pomiar absorpcji przy 515 nm (15, 17). Zmodyfikowana reakcja z TBA
znajduje réwniez zastosowanie do wykrywania zwigzkow o charakterze
dezoksy-keto-cukrowcowym na chromatogramach (5, 52).

IV. Oczyszczanie liazy i jednostka aktywnosci liazy

Prace nad wydzieleniem i oczyszczeniem liazy z Bacillus polymyxa
zapoczatkowali Nagel i Vaughn (34). Zastosowali oni chromatogra-
fie kolumnowg na DEAE-celulozie i CM-celulozie. Nagel i Anderson
(32) przed chromatografig wytragcali biatka acetonem, co podwyzszyto ak-
tywnos$¢ specyficzng liazy. Stosujagc podobng metode Nasuno i Starr
(38) uzyskali 66-krotne oczyszczenie liazy z Xantlnomonas. Hasegawa
i Nagel (20) w celu rozdziatu poligalakturonazy od liazy zastosowali
frakcjonowane wytrgcanie siarczanem amonu i chromatografie na DEAE-
-celulozie. Albersheim i Killias (2) oczyszczali liaze z Pectinol
R-10 za pomocg chromatografii na DEAE-celulozie, sgczenia na zelu
Sephadex G-75 i wytrgcania w punkcie izoelektrycznym. Edstrom
i Phaff (13) uzyli zelu pektatu wapnia i DEAE-celuloze.

Szybko$é rozkiadu probek pektyny z tego samego Zrddia przez liaze
moze rozni¢ sie nawet o 50% (2). Zdolno$¢ liaz do rozktadu substratu
pektynowego zalezy od stopnia estryfikacji tafncucha, dtugosci tancucha,
réznic strukturalnych, zwigzanych z obecno$cig obojetnych cukrowcow
(24, 25), i od matych ilosci nienasyconych oligogalakturonidéw w prepa-
racie (1). Dlatego tez aktywno$¢ liazy wyraza sie w jednostkach umow-
nych. Aktywnos$¢ liaz oznacza sie na podstawie pomiaru wzrostu absorpcji
Swiatta przy 235nm. Metoda ta pozwala na oznaczenie aktywnosci liaz
w obecnos$ci hydrolaz pektynianowych. Dla utatwienia porownania aktyw-
nosci poligalakturonaz i liaz pektynianowych, jednostke aktywnosci tych
ostatnich okresla sie jako ilos¢ enzymu, ktdra uwalnia 1 jamol 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. Wydzielenie 1i"mola grup aldehydowych w 10 ml
roztworu jest rownowazne wzrostowi absorpcji o 0,555 przy 235 nm (13).

Za jednostke aktywnosci liazy poligalakturonianowej (PATE) przyj-
muje sie te ilos¢ enzymu, ktéra uwalnia z kwasu poligalakturonowego
1 (xmol CHO/1 min. w 30° (0,25*Vo poligalakturonian sodu, 0,001 M CacCl2
0,05 M Tris-HCI pH 8,5). W tych warunkach wzrost o 0,26 absorpcji przy
235 nm w 2ml roztworu jest rownowazny wydzieleniu 0,1 umola CHO (36).

Inni badacze stosujg inne stezenia substratu, czas reakcji i inne steze-
nia buforu oraz mierzag absorpcje w 550 nm po reakcji z TBA (16, 28,
29, 30).
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ZOFIA POREMBSKA *

Arginaza z tkanek ureotelicznych i urikotelicznych kregowcow

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 well 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. Wystepowanie arginazy i jej rozmieszczenie wewnatrz komorek

Arginaza (aminohydrolaza L-argininy EC 3.5.3.1.) katalizuje hydrolize
argininy do ornityny i mocznika. Enzym ten jest szeroko rozpowszechniony
w przyrodzie i wystepuje w tkankach wielu zwierzat. Wsrod kregowcdw
najbogatszym zrédtem jest watroba ssakéw, gdzie zachodzi proces bio-
syntezy mocznika. Arginaze wykazano réwniez w nerkach psa, kota, kroé-
lika, szczura i cztowieka, w $ledzionie szczura i myszy, w mie$niu ser-
cowym myszy (17) oraz mie$niu sercowym cziowieka (44), w gruczotach
$linowych podzuchwowych, podjezykowych i przyusznych szczura (31),
w gruczotach slinowych podzuchwowych i przyusznych wotu i Swini
(Gasiorowska, dane niepublikowane), w moézgu $wini (60), szczura (57),
psa, cztowieka, matpy, wotu i szczura (45), kota i zaby (8), w krwinkach
czerwonych cztowieka, owcy, wotu i Swini (10), w jadrach psa, kota,
krolika i szczura (17), w piucach ryb i Swini (33, 34) oraz w watrobie,
nerce, trzustce, $ledzionie, sercu, miesniu, jadrach i jajnikach wielu ryb
chrzestno-szkieletowych (12).

Wystepowanie arginazy w innych tkankach ssakow poza tkankg watro-
by zalezy czesto od rodzaju zwierzecia; na przyktad stwierdzono arginaze
w czerwonych krwinkach cztowieka, owcy, wotu i Swini, a nie znaleziono
jej w krwinkach matpy, szczura, krélika, kota i psa (10). Odnosi sie to
rowniez do miesnia sercowego — Porembska i Kedra (dane niepubliko-
wane) znalazty arginaze w mieéniu sercowym cztowieka, a nie wykazaty
jej obecnosci w mies$niu sercowym szczura.

* Dr, Zaktad Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa
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Pordwnanie danych o aktywnos$ci arginazy z roznych tkanek u réz-
nych gatunkéw zwierzat jest trudne ze wzgledu na stosowanie przez
autorow odmiennych warunkéw oznaczania, jak temperatura, stezenie
argininy itp., nie zawsze optymalnie dobranych. W tablicy 1 przedsta-
wiono aktywnos¢ arginazy w tkankach szczura, oznaczang w identycz-
nych i optymalnych warunkach. W watrobie aktywnos$¢ jest najwieksza,
w nerce i Sliniance okoto trzydziestokrotnie nizsza, a w mozgu tysiac-
krotnie mniejsza. Nalezy zwroci¢ rowniez uwage na wystepowanie réznic
w aktywnoSci arginazy z tego samego narzadu, lecz u réznych gatunkow
zwierzat. W watrobie i nerce ssakow najwyzszg aktywnos$¢ enzymu stwier-
dzono u myszy (17).

Tablica 1
Aktywnos¢ arginazy w tkankach szczura wg 19
Aktywnosé
Tkanka . . yw L __
ii. mole ornityny/g Swiezej tkanki/min.

Watroba 330

Nerka 10

Gruczot $linowy podzuch-

wowy 9

Mébzg 0,28

Wiek i pte¢ decyduja réwniez w duzym stopniu o zawarto$ci arginazy,
osobniki meskie posiadajg zwykle wyzsze wartosci niz osobniki zenskie
(23).

Z badahA nad rozmieszczeniem arginazy w poszczeg6lnych frakcjach
podkomérkowych wynika, ze w watrobie szczura (19, 38) oraz w nerce,
Sliniance i mozgu szczura (19) enzym znajduje sie przede wszystkim
w jadrach, mitochondriach i mikrosomach, a tylko nieznaczny procent
ogdlnej aktywnosci odnalez¢ mozna w supernatancie 105 000g (tablica 2).

Tablica 2
Aktywnosé arginazy we frakcjach podkomérkowych (a/ wedtug 38, b/ wedtug 19)

Aktywnos¢ arginazy (%)
b) Tkanki szczura

Frakcja a) Watroba ~ Watroba Slinianka
szczura aksolotla ~ Watroba Nerka  podzuchwo- Mozg
wa
Jadra 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 uwage niska zawarto$¢ arginazy w mikrosomach nerki, mdzgu
i $linianki w poréwnaniu z mikrosomami z watroby.

W przeciwienstwie do tkanek szczura, u aksolotla calg aktywnos$¢
arginazy wykrywa sie w supernatancie watroby (38).

I1. Metody otrzymywania arginazy

1 Oczyszczanie. Preparaty arginazy o wysokim stopniu oczyszczenia
uzyskano w wielu pracowniach wytgcznie z watroby ssakow. Enzym
najczesciej ekstrahowano z tkanek buforem o odczynie obojetnym, w obec-
nosci jonow Mn2+ Jeszcze do niedawna oczyszczajac arginaze stosowano
denaturacje nieaktywnych biatek w podwyzszonej temperaturze, wy-
tragcanie enzymu 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 chromatografie na CM-
i DEAE-celulozie (55, 56), DEAE- i CM-Sephadex (32, 36) oraz saczenie
na zelu Sephadex (27, 43).

W 1940 roku Richards i Hellerman (46) jako jedni z pierw-
szych uzyskali czeSciowo oczyszczone preparaty arginazy. W Kkilka lat
pézniej enzym o wyzszym stopniu oczyszczenia otrzymano w kilku innych
pracowniach (24, 33, 41, 47). Arginaze w formie krystalicznej otrzymali
z watroby konia, owcy, i wotu Bach i Killip (2, 3), nie podali
jednak kryteriow czystosci dla swoich preparatow. Podobnie nieustalony
jest stopien oczyszczenia arginazy otrzymanej z watroby ludzkiej przez
Summera i Manninga (58). Grassmann, Horman i Jan-
kowski (21) otrzymali z watroby cielecej preparat arginazy oczysz-
czony 270 razy, o aktywnoS$ci specyficznej 5400 jednostek/mg azotu
biatkowego. Arginaze o aktywnos$ci 5180 jednostek/mg biatka otrzymat
Schimke (55) z watroby szczura. Oba preparaty byly homogeniczne
elektroforetycznie oraz w ultrawiréwce. Kossmann, Hintze, Lan-
ge i Menne (32), wprowadzajac do preparatyki chromatografie na
CM- i DEAE-Sephadex, podali bardzo wydajng metode wyodrebniania
arginazy, dzieki ktérej otrzymali z watroby szczura preparaty o duzej
czystosci. Menne, Zeidler (36) stosujgc podobng preparatyke wyizo-
lowali arginaze z watroby psa. Poniewaz warunki oznaczania aktywnosci
oczyszczonych preparatéw arginazy z roznych zrddet nie sg identyczne,
trudno oceni¢, ktoéry z preparatéw enzymatycznych jest biatkiem o naj-
wyzszej czystosci. Hirsch-Kolb i Greenberg (27) obliczyli,
ze uzyskana przez nich z watroby szczura arginaza o aktywnosci 19 500
Mmoli/min./mg a.”“tu biatkowego jest preparatem o0 najwyzszym stopniu
oczyszczenia, podczas gdy preparaty Schimke (55) wykazujg aktyw-
no$¢ 14800, a Kossmanna i wsp. (32) — 4700.
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2. Oznaczanie aktywnosci. Aktywnos$¢ arginazy mozna oznacza¢ mie-
rzac przyrost mocznika lub ornityny. Mocznik oznacza sie posrednio przez
mierzenie C02 (1, 2) lub czesciej NH3 (28) powstajacych w wyniku dzia-
tania ureazy. Bezpo$rednio mocznik oznacza sie kolorymetrycznie me-
todg ksanthydrolowg (18) lub za pomocg dwuacetylomonooksymu (1, 2,
53), a-izanitrozopropiafenonu (61) lub odczynnika Ehrlicha w modyfikacji
Hagana i Dallama (26). Przyrost ornityny oznacza sie metodg Ch i -
nar da (16). Do oznaczania aktywnosci arginazy stosuje sie tez spektro-
fotometryczng metode Warda i Srere (62), lub metode izotopowg —
polegajacg na pomiarze UC02 powstatego ze znakowanej argininy (14).

Za jednostke arginazy (AU) przyjeto ilo$¢ enzymu, ktéra w ciggu 1
minuty w temperaturze 25°, w pH 9,5 z substratu o stezeniu 0,285M
uwalnia IM-mol mocznika (61).

I11. Wiasnosci fizyczne i chemiczne

1 Ciezar czgsteczkowy. Greenberg i wsp. (24) stwierdzili, ze
wspotczynnik sedymentacji dla bardzo oczyszczonych preparatéw argi-
nazy z watroby konia wynosi 5,95. Obliczony z S2 oraz wspoétczynnika
dyfuzji ciezar czasteczkowy jest réwny 138 000. Takie same wartosci
otrzymano dla oczyszczonych preparatéw arginazy z watroby wotu, ko-
nia i owcy (3), watroby szczura (54) oraz watroby psa (36). W 1968 roku
Hirsch-Kolb i Greenberg (27) drogg ultrawirowania oraz
ze wspotczynnika dyfuzji i wspoiczynnika sedymentacji otrzymali nieco
nizsze wartosci dla arginazy z watroby szczura. Ich preparaty, oczyszczone
w znacznym stopniu, miaty ciezar czasteczkowy 118 000. Wykazali oni
ponadto, ze jony Mn2+, dializa wobec Co2+ oraz inkubacja preparatow
w pH 59 i 83, tzn. w warunkach, w ktérych zmniejsza sie aktywnos$¢
arginazy, nie wptywaja na wartosci wspétczynnika sedymentacji enzymu,
a zatem i na jego ciezar czasteczkowy.

Oznaczone za pomocg saczenia na Sephadex G-100 ciezary czastecz-
kowe arginazy z innych tkanek sg bardzo zblizone. Ciezar czasteczkowy
czesciowo oczyszczonej arginazy z mézgu wotu (20) oraz z nerki, $linianki
i mézgu szczura (19) wynosi 120 000.

2. Sklad aminokwasowy i budowa czasteczki. W tablicy 3 przedsta-
wiono sktad aminokwasowy arginazy z watroby cielecej (21), arginazy
z watroby konia (24) oraz arginazy z watroby szczura (27). Wszystkie trzy
preparaty charakteryzuje wysoka zawarto$¢ glicyny, argininy i lizyny.
Zwraca uwage niski poziom aminokwasow siarkowych w arginazie z wat-
roby szczura. Tylko $lady cystyny sa obecne w arginazie z watroby konia.
Cysteiny nie znaleziono w arginazie z watroby psa (36).

Grassmann i wsp. (21) wykazali, ze wysokooczyszczony preparat
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Tablica 3
Sktad aminokwasowy oczyszczonych preparatéw arginazy wedtug: a. (21), b. (24), c. (27)

Watroba cielecia (a)  Watroba konia (b) Watroba szczura (c)

Aminokwas % azotu % azotu llos¢ _reszt/mol

biatka
Kwas asparaginowy 78 5,91 87,0
Kwas glutaminowy 7,46 7,36 8 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 51,0
Leucyna 7,62 g 71,1
Fenyloalanina 3,97 2,64 31,0
Histydyna 2,35 4,87 231
Lizyna 14,3 11,32 87,3
Arginina 124 11,61 32,5
Metionina 0,0 1,16 12,8
Prolina 0,0 5,56 71,1
Tryptofan nie 0znaczono nie oznaczono 12,2
Cystyna nie 0znaczono Slady 72

arginazy z watroby cielecej zawiera pewien procent cukru. Komponent
cukrowy znalezZli rowniez Menne i Zeidler (36) w czasteczce argi-
nazy z watroby psa. Natomiast arginaza z watroby szczura (27) nie za-
wiera cukru badZ tylko jego Slady.

Budowa czasteczki arginazy nie jest dotad poznana. Jedyne informa-
cje na ten temat pochodzg z badan Hirsch-Kolb i Greenberga
(27). Autorzy stwierdzili, ze arginaza z watroby szczura w obecnosci 8M
mocznika dysocjuje na cztery nieaktywne podjednostki, o identycznym
ciezarze czasteczkowym réwnym 30 800.

3. Ruchliwos$¢ elektroforetyczna. Preparaty arginazy z watroby ssa-
kéw roznig sie ruchliwos$cig oraz kierunkiem wedrowki w polu elektrycz-
nym. Punkt izoelektryczny arginazy z watroby cielecej (21) jest w pH
4,05, a podczas elektroforezy bibutowej w buforze weronalowym o pH 8,6
biatko wedruje w kierunku anody. Natomiast enzym z watroby szczura
podczas elektroforezy na zelu poliakrylamidowym w pH 86 i 50 (55),
w pH 7 (13) oraz w pH 8,3 i 86 (27) wedruje do katody. Biatkiem katio-
nowym, podobnie jak arginaza szczura jest enzym z watroby ludzkiej
(12).

4. Stabilno$¢ oraz wptyw pH na aktywno$¢ enzymu. Arginaza z wat-
roby ssakéw w pH 6,7—7,3 (2) jest biatkiem stabilnym. Oczyszczone pre-
paraty przechowywane w tym S$rodowisku w +4° lub —20° nie tracg
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swej aktywnos$ci w czasie kilku tygodni (13, 23, 27, 55). Natomiast prze-
chowywane w roztworach o pH ponizej 6 lub powyzej 10 tracg aktyw-
no$¢ (2, 23). Glicyna (0,02M) i ornityna (0,0025M) stabilizujg oczyszczone
preparaty arginazy (23). Enzym wykazuje duza odpornosé na podwyzszona
temperature. Arginaza z watroby konia w pH 7,5, w obecno$ci jondéw
Mn2+ i w temperaturze 70° dopiero po 177 minutach traci potowe aktyw-
nosci (24), natomiast enzym z watroby szczura ulega denaturacji w tempe-
raturze 55° (25).

Optimum pH arginazy z watroby ssakéw wynosi 9,2—10,4 (3, 22,
33, 51, 56), przy pH ponizej 7 i powyzej 10 aktywnos$é enzymu gwattownie
spada. Optimum zalezy w znacznym stopniu od aktywujgcego kationu
i przesuwa sie ku nizszym wartosciom pH, gdy jon Mn2+ jest zastgpiony
przez jony Ni2+ i Co2+ (23). Arginaza w wyciggach z mézgu szczura
i cztowieka (45) oraz w wyciaggach z nerki, $linianki i mdzgu szczura (19)
wykazuje dwa optima pH, jeden przy 7,0—7,5 oraz drugi przy 9,5.

5. Aktywacja jonami metali dwuwartosciowych. Jony Mn2+, Co2+,
Cd2+ i Ni2+ aktywujag arginaze z wielu zrédet (24, 37, 47, 51) oraz sta-
bilizujg jg podczas ogrzewania w podwyzszonej temperaturze (24). Proces
aktywacji jest skomplikowany i zalezy od wielu czynnikow jak pH,
temperatura, stezenie jondw metalu oraz od rodzaju tkanki i gatunku
zwierzecia.

Roche i wsp. (49, 50) wykazali, ze zwiekszenie stezenia jonéw Mn?t
powyzej pewnej wartosci nie wptywa na aktywnos$é arginazy, natomiast
Ni2+ i Co2+ powoduja jej obnizenie.

Proces aktywacji przez metale nie jest ostatecznie wyjasniony i wy-
maga dalszych badan. Dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze rodzaj
faczenia jonow metalu z enzymem moze by¢ rozny u réznych gatunkéw
zwierzat (42). Palacios i wsp. (42) na podstawie badarn nad arginazg
z watroby aksolotla uwazaja, ze istnieja dwa rdézne kompleksy enzymu
z jonami metalu: jeden warunkujgcy stabilno$¢ biatka, drugi — wiasnosci
katalityczne.

6. Specyficznos$¢. Arginaza jest enzymem o duzej specyficznosci sub-
stratowej (22, 23, 38). Hydrolizuje L-arginine i tylko w nieznacznym
stopniu L-kanawaninge (23). Wolna grupa karboksylowa, wolna grupa gua-
nidynowa oraz odpowiednia diugos$¢ tancucha weglowego w granicach
czterech jednostek -CH2sa niezbedne do dziatania arginazy (48). Fosfoargi-
nina, N-metyloarginina, estry metylowe i etylowe oraz guanidynowe
analogi jak kwas (3-guanidynopropionowy, 7-guanidynomastowy, 5-guani-
dynowalerianowy nie sg hydrolizowane przez enzym (23, 48).

7. Powinowactwo enzymu do substratu. Wartosci statej Michaelisa
w duzym stopniu zalezg od pH oraz obecnosci dwuwarto$ciowych jonéw
metali. Dla arginazy z wiekszosci Zrédet stwierdzono najwieksze powi-
nowactwo do argininy w obecnosci jonéw Mn2+ w przedziale pH 8,5—9,6;
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w pH nizszym i wyzszym warto$ci Kmbyty wyzsze (2, 3). State Michaelisa
oznaczane w optymalnych warunkach wynosza 2,5—4,5mM dla arginazy
z watroby konia (24), 7mM dla arginazy wotu, owcy i konia (3) oraz
2,4mM dla enzymu z watroby szczura (54). Mora i wsp. (40) porédwnu-
jac Km arginazy z watroby kilku ureotelicznych kregowcdw ustalili, ze
wartosci ich wynoszg od 6 do 40mM. Podobne powinowactwo do argininy
wykazuje arginaza z innych tkanek. Dla enzymu z nerki, $linianki i moézgu
szczura (19) oraz mézgu wotu (20) Kmwynosi od 5do 7mM (tablica 4).

Arginina w stezeniach ponad 170mM hamuje aktywnos$¢ arginazy
z watroby ssakow (19, 39). Jednak wptyw argininy na aktywnos$¢ enzymu
nie jest dostatecznie zbadany.

Tablica 4

State Michaelisa arginazy z tkanek szczura (14)

Tkanka Km(mM)
Watroba 5,0+0,52
Nerka 4,0+0,45
Slinianka podszczekowa 3,6+0,35
Mézg 6,7+0,54

Aminokwasy zasadowe: lizyna i ornityna hamujg arginaze z wielu
zrodet (13, 15, 19, 20, 29, 39, 40). Jony Cu2+, Zn2+ i Ag+ oraz bufor cytry-
nianowy i boranowy (23) sg inhibitorami enzymu.

IV. Arginaza z innych tkanek ureotelicznych kregowcéw

Arginaza z innych tkanek poza watrobg nie jest dobrze poznana. Nie
otrzymano dotad zadnego preparatu dostatecznie oczyszczonego. Dlatego
tez nie wiadomo dotychczas, czy arginaza z innych tkanek, nie bioraca
bezposrednio udziatlu w procesie ureogenezy, ma identyczne wiasciwosci
jak enzym z watroby.

CzeSciowo oczyszczone preparaty arginazy z krwinek czerwonych czto-
wieka wykazujg optimum pH oraz powinowactwo do argininy takie samo
jak arginaza z watroby ludzkiej (9). Ggsior owska i wsp. (20) ba-
dajac arginaze z mozgu wotu oraz z nerki, slinianki i mézgu szczura (19)
wykazali, ze podobnie jak arginaza z watroby szczura, jest ona aktywo-
wana jonami Mn2+ jej powinowactwo do argininy jest tego samego
r<eedu, a Kmmiesci sie w granicach od 5do 7mM (tablica 4). Enzym z tych
tkanek jest hamowany aminokwasami zasadowymi, lizyng i ornityna,
a jego przyblizony ciezar czasteczkowy wynosi 120 000. Arginaza z roz-

6 Postepy Biochemii
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nych tkanek rozni sie stabilno$cig, najszybciej ulegajag denaturacji pre-
paraty z mozgu wotu i mézgu szczura.

8. Izoenzymy arginazy w tkankach ssakéw. Tylko w nielicznych pra-
cach sygnalizowano heterogennos$¢ arginazy. Kalab i Pelican (30)
po podaniu owcy i szczurom czterochlorku wegla, wykazali za pomocg
elektroforezy na zelu agarowym sze$¢ aktywnych frakcji arginazy w su-
rowicy szczura oraz jedna, lecz odmienng od nich, frakcje w surowicy
owcy. Baret i wsp. (4) stwierdzili obecno$¢ dwu form arginazy w wat-
robie, nerce i jelicie ryby Raja clavata. W 1965 roku Cabello i wsp.
(11) zaobserwowali, ze czeSciowo oczyszczone preparaty arginazy z watro-
by i czerwonych krwinek cztowieka podczas elektroforezy na zelu aga-
rowym w pH 8,6 rozdzielalty sie na dwa sktadniki, réznigce sie ruchli-
woscig i whasciwosciami immunochemicznymi. Fakt ten potwierdzity p6z-
niejsze badania Bascur i wsp. (5), ktérzy za pomocag chromatografii na
CM-celulozie stwierdzili obecno$¢ dwu form arginazy w watrobie ludz-
kiej.

Gagsiorowska i wsp. (20) wykazali obecno$é¢ dwu izoenzymow
arginazy w mdzgu wotu oraz czterech rdéznych izoenzymoéw w watrobie,
nerce, $liniance i mézgu szczura. Autorzy (19) stwierdzili, ze w kazdej
z badanych przez nich tkanek szczura wystepuja dwie frakcje arginazy
(rysunek 1). Frakcja pierwsza byta obecna w kazdej tkance, lecz jej
aktywnos¢ stanowita rozny procent ogo6lnej aktywnosci arginazy, nato-
miast druga frakcja byta dla kazdej tkanki szczura odmienna i cha-
rakterystyczna. Ciezar czasteczkowy biatka kazdej z frakcji wynosi
120 000, co wskazuje, ze nie sg to aktywne podjednostki enzymu.

Izoenzymy arginazy z tkanek szczura majg podobne powinowactwo
do substratu, réznig sie natomiast stabilnoScig oraz odmiennym sposo-
bem hamowania przez aminokwasy zasadowe, lizyne i ornityne. Wy-
stepowanie izoenzymdéw arginazy w tkankach wielu ssakow potwierdzity
badania Porembskie j i wsp. (dane nieopublikowane), ktorzy wy-
kazali ich obecno$¢ w watrobie i nerce psa, kota, krélika, wotu, S$wini,
Swinki morskiej, konia, cielecia oraz watrobie, nerce, $liniance podzuchwo-
wej, miesniu sercowym, miesniu gtadkim oraz krwinkach czerwonych
cztowieka. Porembska i Kedra (44) ustality, ze pojawianie sie
aktywnoS$ci arginazy w surowicy chorych moze by¢ dogodnym testem
diagnostycznym we wczesnym rozpoznaniu zawatu miesnia sercowego.

V. Arginaza z tkanek urikotelicznych kregowcow

Przez wiele lat panowal powszechnie poglad, ze arginaza wystepuje
tylko u zwierzat ureotelicznych. Stosujac mato czute metody nie znaj-
dowano jej w tkankach urikotelicznych kregowcéw. Przyczynag niepowo-
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Rys. 1. lzoenzymy arginazy w tkankach szczura (19)
P| —aktywnos$¢,-————- biatko

dzen byt rowniez fakt, ze nie oznaczano jej w optymalnych warunkach
oraz badano u tych gatunkéw zwierzat urikotelicznych, ktoére charakte-
ryzuje najnizsza aktywnos$¢ enzymu.

W ciggu ostatnich dziesieciu lat znaleziono arginaze w wielu tkankach
urikotelicznych kregowcéw. Brown i Cohen (7) wykazali obecnos¢
enzymu w watrobie jaszczurki i aligatora, Bunatian i Davtian
(8) — w mozgu kurczecia, Tamir i Ratner (59) w watrobie i mézgu
kurczecia, a Mora i wsp. (40) w watrobie jaszczurki i weza. Brown
(6) badat arginaze w watrobie ptakéw réznych gatunkéw i stwierdzit duze

6%
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réznice aktywnosci: na przykiad w watrobie gotebia aktywno$¢ arginazy
wynosita 0,26jamola powstatego mocznika na Ig tkanki, w watrobie kur-
czecia 4nmole, a w watrobie zimorodka 220[.imoli.

Mora i wsp. (40) badajgc arginaze w watrobie zwierzgt ureotelicz-
nych i urikotelicznych podali, ze wartoSci Kmarginazy z watroby kurcze-
cia, jaszczurki i weza wynosza 100—200 mM i sg okoto 10-krotnie wyzsze
od Kmarginazy z watroby zwierzat ureotelicznych (6mM—40mM). Stwier-
dzili takze, ze arginaza z watroby zwierzat ureotelicznych jest hamowana
przez nadmiar substratu, natomiast zjawiska tego nie obserwowali w przy-
padku arginazy z watroby zwierzat urikotelicznych. Enzym ten, w od-
réznieniu od arginazy z watroby szczura, jest hamowany przez p-chloro-
rteoiobenzoesan, a merkapitoetanol przywraca jego aktywno$¢ (39). Argi-
naza zwierzat urikotelicznych ma ciezar czasteczkowy 276 000, czyli dwu-
krotnie wyzszy od arginazy ureotelicznej. Arginaza z watroby ssakéw
(cztowieka, matpy, psa, kota, krowy, Swini, owcy) (40) — cytujg dane nie
publikowane za R. T. Schimke) daje reakcje krzyzowe z przeciwciatami
krolika skierowanymi przeciwko oczyszczonej arginazie z watroby szczu-
ra. Natomiast reakcji precypitacji nie daje arginaza z watroby jasz-
czurki i kurczecia (40). Na podstawie tych spostrzezen Mora i wsp. (40)
przypuszczajg, ze w Swiecie zwierzecym wystepujg dwa rodzaje argina-
zy:. ,ureoteliczna” i ,urikoteliczna”.

Rossi i Grazi (52) wykazali w watrobie gtodzonych kurczat argi-
naze o cechach ureotelicznych. Autorzy nie znajdowali jej nigdy w wa-
trobie kurczat odzywianych normalnie. Natomiast nie ustalono dotych-
czas, czy urikoteliczna arginaza wystepuje w tkankach zwierzat ureote-
licznych.
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KAZIMIERZ KLECZKOWSKI*

Wykorzystanie mocznika przez organizmy nie zawierajgce 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 ukazato sie szereg publikacji dotyczacych wyko-
rzystania mocznika przez wiele gatunkéw drozdzy i jednokomorkowych
glonéw, w ktorych nie wykryto aktywnos$ci ureazy (1, 3, 5 7, 9, 14, 16,
31). Brak aktywnosci ureazy w bezkomorkowych wyciggach roslin ttu-
maczy sie czesto obecnoscig naturalnych inhibitorow tego enzymu (4,
18, 23, 24). Spostrzezenia te jednak nie odnoszg sie do tych gatunkow
drozdzy i jednokomérkowych glonéw, u ktérych nie wykryto aktywnosci
ureazy mimo stosowania r6znych metod frakcjonowania, miedzy innymi
chromatografii kolumnowej.

Na podstawie wynikéw dotychczasowych badah wysuwa sie przypusz-
czenia i hipotezy o mechanizmie wykorzystania mocznika przez organizmy
nie zawierajace ureazy. Walker (31),azanim Thomas i Krauss
(28), Hattori (10), Bollard (2) oraz Nandi (19) przypuszczaja,
ze mocznik mogtby byé wiaczany do metabolizmu azotowego komorki,
jesli przemiany cyklu ornitynowego bytyby odwracalne. Zgodnie z tymi
zatozeniami proces ten powinien sie w zasadzie rozpoczyna¢ od konden-
sacji mocznika z ornityng z wytworzeniem argininy. W ten sposdb usi-
towano ttumaczyé znaczne nagromadzanie sie argininy w komoérkach orga-
nizmoéw rosngcych na moczniku jako jedynym zrédle azotu (6, 19). Po-
wyzszy przebieg reakcji jest jednak mato prawdopodobny, poniewaz roz-
pad argininy na mocznik i ornityne katalizuje arginaza, nalezaca do hy-
drolaz, a tego typu przemiany znane sg jako nieodwracalne.

Dane doswiadczalne zaréwno Katinga (14) na Torulopsis utilis
z zastosowaniem 14C-mocznika, jak rowniez Hattor i (11) na Chlo-
rella vulgaris wskazujg na nieznaczne tylko wigczanie 4C z mocznika
do argininy w poréwnaniu z wigczaniem do innych aminokwaséw.

* Prof. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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Kating (14) hodujac Torulopsis utilis na C-moczniku znalazt naj-
wyzszg wiasciwg aktywno$é w cytrulinie. Na tej podstawig autor przy-

puszcza, ze mocznik jest wykorzystywany przez Torulopsis utilis w sposéb

mocznik

amoniak
(z mocznika)

{

grupa karbamoilowa
(z mocznika)

kwas a ketoglutarowy

ornityna /
cytrulina kwas glutaminowy
X / .
transaminacja transaminacja

metabolizm azotowy

Schemat 1. Wykorzystanie mocznika przez Torulopsis utilis wg Katinga (14)

przedstawiony na schemacie 1. Schemat ten, jakkolwiek bardzo ciekawy,
nie znalazt jednak eksperymentalnego potwierdzenia.

Eckert i wsp. (6) badajac wptyw réznych zwiazkéw zawierajgcych
azot na aktywnos$¢ enzymdw cyklu ornitynowego u Torulopsis utilis stwier-
dzili znaczna represje syntezy arginazy w obecnosci mocznika jako jedy-
nego Zrodta azotu w pozywce. Spostrzezenie to moze ttumaczy¢ zjawisko
nagromadzania argininy w komorkach.

W wyniku dalszych badan Hattor i (11) zmienit swéj poglad (10)
na wykorzystywanie mocznika przez glon Chlorella. Przypuszcza on, ze
w tych glonach wystepuje akceptor A, dotychczas niezindentyfikowany,
ktéry reaguje z wolnym amoniakiem lub tez z grupg aminowg mocznika
dajac hipotetyczny zwigzek A-(NH22

Walentine i Wolfe (30) badajgc przemiane allantoiny w eks-
traktach ze Streptococcus allantoicus stwierdzili, ze ekstrakty te rozkfa-
dajg fosforolitycznie lub arsenolitycznie mocznik na karbamoilofosforan
i kwas oksaminowy. Kofaktorami tej przemiany sa NAD, Mg i fosforan
lub arsenian. Pochodne mocznika jak metylomocznik, etylomocznik i tio-
mocznik nie sg substratami w wyzej wymienionej przemianie. Autorzy
nie stwierdzili bezposredniej fosforolizy mocznika i przypuszczali, ze
mocznik taczy sie z aldehydowa resztg kwasu glioksalowego tworzac
glioksalomocznik, ktéry przeksztatca sie w kwas karbamoilooksaminowy,
a nastepnie rozktada na karbamoilofosforan i kwas oksaminowy (sche-
mat 2).
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allantoina -> kwas allantoinowy -> C=0 + H—C—C=0OH “m

mocznik kwas glioksalowy
O HH O O H OO
I I | 11 i .
—+ NH2—C—N—C—C—OH NAD NH2—C—N—C—C—OH P |- lub arsenian
zred. NAD Mg+
OH
glioksalomocznik kwas karbamoilooksaminowy
(oksalurowy)
0] Oo

| [ |
F*nh2—Cc~p + nh2—c—c—oh

karbamoilofosforan kwas oksaminowy
Schemat 2. Fosforolityczny lub arsenolityczny rozktad mocznika na karbamoilofos-

foran i kwas oksaminowy przy udziale karbamoilotransferazy oksaminowej wg
Valentine i Wolfe (30)

Przedstawiony wyzej cigg reakcji syntezy kwasu karbamoilooksa-
minowego z mocznika i kwasu glioksalowego stanowi czes¢ katabolicznej
przemiany allantoiny (29) wykrytej u Streptococcus allantoicus.

Mechanizm rozpadu kwasu karbamoilooksaminowego na karbamoilo-
fosforan i kwas oksaminowy w obecnosci fosforanu lub arsenianu jest
identyczny z mechanizmem fosforo- lub arsenolitycznego rozktadu cytru-
liny na ornityne i karbamoilofosforan w obecnosci karbamoilotransferazy
ornitynowej (17). Nalezy jednak podkresli¢, ze jakkolwiek Valentine
i Wolfe (30) prowadzili badania na bezkomoérkowych wyciggach, prze-
miana mocznika w karbamoilofosforan, a szczeg6lnie jej ostatni etap,
zachodzita w warunkach niefizjologicznych ze wzgledu na duze stezenia
arsenianu lub fosforanu niezbedne do jej przebiegu. Dom nas (5 ba-
dajac drozdze Candida ut. hodowane na pozywkach, w ktérych Zrodiem
azotu byt mocznik, nie zdotat potwierdzi¢ ciggu reakcji przedstawionych
na schemacie 2.

Cook i Boulter (3) badajagc wykorzystanie mocznika przez nie
posiadajgcy ureazy szczep Candida jlareri dodawali do hodowli ¥4-mocz-
nik i w odstepach 0,5— 20 minut pobierali préby w celu oznaczenia wia-
czenia MC do aminokwaséw i innych zwigzkéw azotowych. Tablica 1
przedstawia uzyskane wyniki. Najwiekszg aktywnosé MC wykryto juz po
0,5 i 1 minucie w kwasie hydantoinowym i hydantoinie. Po uptywie 6 do
10 minut najwiekszg aktywno$¢ znajdowano w cytrulinie, w kwasie argi-
ninobursztynowym i glutaminowym oraz w kwasie karbamoiloasparagi-
nowym. Pozostate aminokwasy albo nie zawieraty 1C albo tez byty
znakowane znacznie stabiej. Sposréd aminokwaséw cyklu ornitynowego
najnizsza zawarto$¢ MUC wykryto w argininie. Zjawisko to mozna ttu-
maczy¢ wysokag aktywnos$cig arginazy w komérkach badanych drozdzy.
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Duza zawarto$¢ MC w hydantoinie po 0,5 i 1 minucie inkubacji ttumacza
autorzy tatwoscig nieenzymatycznego zamykania pier$cienia kwasu hy-
dantoinowego z utworzeniem hydantoiny.

Tablica 1

Zmiany radioaktywnosci (imp./min) aminokwaséw i pochodnych hydantoiny w zaleznosci od czasu
inkubacji komérek Candidaflareri z 14C, -mocznikiem wedtug Cooka i Boultera (3)

Czas inkubacji w minutach

Badany zwigzek 05 1 , 6 10 20
Kwas asparaginowy $l. 8l 326 290 508 76
Kwas glutaminowy $l. 8l 54 906 924 622
Kwas argininobursztynowy 8l. 28 92 966 1172 500
Asparagina §l. 8l 96 101 54 44
Treonina 0 0 18 226 260 166
Glutamina 0 0 0 112 130 8.
Cytrulina 12 48 91 1986 1176 326
Kwas y-aminomastowy 8. 62 $l. 8. $l. 8.
Arginina 0 18 20 46 134 112
Prolina 0 0 0 8. 40 K7 S
Izoleucyna 0 o) 0 $l. 22 12
Ornityna $l. 14 22 0 0 0
Kwas karbamoiloasparagi-

! nowy 15 61 181 756 412 215
Kwas hydantoino-5-octowy 8l $l. 20 137 28 15
Kwas hydantoinowy 150 164 76 n $l. 0
Hydantoina 125 131 72 0 0 0

*§l. — mniej niz 10 imp. ;min

Nie stwierdzono aktywnosci w Gli, Ser, Ala. Wal, Tyr, Fen, His i Liz

Cook i Boulter (3) przypuszczajg, ze z mocznika i nieznanego
dwuweglowego fragmentu powstaje kwas hydantoinowy, ktory z kolei
rozpada sie na karbamoilofosforan i glicyne. Grupa ureidowa karba-
moilofosforanu moze by¢ przeniesiona na ornityne lub asparaginian albo
ulega¢ rozkiadowi do CO02 i amoniaku. Hipoteze autoré6w przedstawia
schemat 3. Przypomina on w pierwszym swoim etapie kondensacje mocz-
nika z kwasem glioksalowym (réwniez dwuweglowy zwigzek) (schemat 3)
w procesie degradacji allantoiny przez Streptococcus allantoicus (29).

Roon i Levenberg (26) nie zdotali potwierdzi¢ in vitro zadnego
z ogniw proponowanego przez Cooka i Boultera (3) schematu
wigczania mocznika do metabolizmu komdrkowego u Candida utilis.

Wszystkie oméwione wyzej prace z wyjatkiem prac Valentin e’a
i Wolfe’a (30) przeprowadzono na zywych komdrkach, a zatem wnio-
ski wyciagniete z tych badan nalezy w zasadzie traktowac¢ jako mnigj
lub bardziej udokumentowane hipotezy.

Furutani iwsp. (8) badajac wykorzystywanie mocznika przez pa-
chnotke ogrodowg (Perilla frutescens, Britton) wykazali redukcje NAD
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X [/ NHa
CcnO
\nh?2

mocznik

fragment ”C—Cv

H2N COOH HN- -CO
| | | |
Cx CHo OCx ch?2
o” Nn7" \N/
| |
H H
|
kwas hydantoinowy hydantoina
nh?2
| (0]
ch2 I asparagmian
| HoN—C ~P n » pirymidynyl4C
puryny - COOH
glicyna karbamoilofosforan
co2+nh3 ornityna
X N
cykl kwasow tréjkarboksylowych
NH,
b8
c=o0 NH,

NH—CH*—CHZ-CH2—CH—COOH
cytrulina
Schemat 3. Synteza karbamoilofosforanu z mocznika u Candida flareri wg Cooka
i Boultera (3

lub NADP w obecnosci mocznika jako substratu przez preparat z tych
roslin. Enzym katalizujgcy te reakcje nazwano dehydrogenazg moczni-
kowg, w odréznieniu od dehydrogenazy amonowej, ktéra ma inne opti-
mum pH i inng wrazliwo$¢ na aktywatory i inhibitory. Aktywnos$¢ dehy-
drogenazy mocznikowej wykryto réowniez w tkankach zwierzecych (20,
21). Omura i wsp. (22) po uzyskaniu z lisci pachnotki czesciowo oczy-
szczonego preparatu enzymatycznego podjeli probe zbadania mechanizmu
katalizowanej reakcji oraz identyfikacji jej produktu. Aktywujace dzia-
tanie na redukcje NAD Ilub NADP przez mocznik wywierajg nieorga-
niczne fosforany w matych ilosciach. Fosforany wykazujg to dziatanie
tylko w przypadku mocznika jako substratu, natomiast hamujg dehydro-
ganaze amonowga. Podobny efekt wykazujg zwigzki flawinowe. Zaréwno
ATP, ADP, jak i AMP nie wptywajg na szybko$¢ redukcji NADP w obec-
nosci mocznika jako substratu (22).

Omura i wsp. (22), mimo uzyskania stosunkowo wyczerpujacych
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danych o aktywatorach i inhibitorach dehydrogenazy mocznikowej, nie
zidentyfikowali produktu tej przemiany. Stwierdzili jedynie, ze synteza
znakowanych zwigzkéw z UC-mocznika zwieksza sie po dodaniu ornityny
do mieszaniny inkubacyjnej, a asparaginian i bursztynian nie wykazuja
tego efektu. Na podstawie przytoczonych danych autorzy przypuszczajg,
ze nie roztozony przez ureaze mocznik w obecno$ci dehydrogenazy mocz-
nikowej moze by¢ wykorzystany do syntezy argininy.

W 1968 roku Roon i Levenberg (26) w krétkim komunikacie
podali bardzo ciekawy schemat rozktadu mocznika na amoniak i dwu-
tlenek wegla, katalizowanego przez preparaty z Candida utilis i Chlo-
rella utilis. Do badan kinetycznych autorzy uzywali czeSciowo oczyszczo-
nych preparatow z Candida utilis, hodowanych na moczniku jako jedynym
zrédle azotu. Okazato sie, ze rozkiad mocznika zachodzi przy udziale
ATP oraz jonéw Mg2+ i K+, prawdopodobnie wedtug nastepujacej reak-
cji:

NH2

+
C=0 + ATP —2I"""% C02+ 2NH3+ ADP + Pi

Enzym Kkatalizujagcy te przemiane nazwano amidoliazg ATP:mocznik
(ADP). Mechanizm rozkiadu mocznika przez ten enzym jest jednostop-
niowy i uzalezniony od obecnosci ATP. Roon i Levenberg (26)
przypuszczaja, ze ATP jest w tej przemianie donatorem energii i moze
uczestniczy¢ w bezposrednim przenoszeniu grup -NH2mocznika najpierw
na odpowiednie ugrupowanie fancucha biatkowego enzymu, a potem na
wiasciwy akceptor, na przyktad a-ketoglutaran lub kwas glutaminowy.
Jesli srodowisko nie zawiera akceptora, aminowana reszta fancucha biat-
kowego enzymu ulega hydrolizie i uwalnia sie amoniak. W tym przypadku
koncowym produktem przemiany, podobnie jak w reakcji katalizowanej
przez ureaze, jest amoniak i dwutlenek wegla. Inng interesujacg mozliwos¢
wigzg autorzy (26) z udziatem biotyny. Okazato sie bowiem, ze dodanie do
mieszaniny inkubacyjnej 4 jig/ml awidyny powoduje zahamowanie bada-
nej przemiany w 44%, a 20 Mg/ml hamuje ja w 100°/0. Dodatek biotyny
po wprowadzeniu awidyny do mieszaniny inkubacyjnej nie znosi inhibicji.
Jesli natomiast biotyne doda sie przed awidyng, szybkos¢ reakcji nie ulega
zmianie. Na tej podstawie autorzy wnioskuja, ze aktywno$¢ badanego en-
zymu uwarunkowana jest obecnoscig biotyny, ktéra peinitaby role koen-
zymu. | | . 1}

Atom wegla mocznika mdégtby by¢ bezposrednio przenoszony w postaci
zwigzanej z biotyng, prawdopodobnie w formie grupy karbamoilowej, na
nieznany akceptor. Nie udato sie jednak wykaza¢ syntezy karbamoilofos-
foranu; po dodaniu do mieszaniny inkubacyjnej karbamoilotransferazy
ornitynowej i ornityny, jako akceptora grupy karbamoilowej karbamoilo-
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fosforanu, nie odnaleziono 4C znakowanego mocznika w grupie ureidowej
cytruliny.

Ostatnio Roon i Levenberg (27) oraz Whitney i Cooper
(32) wykazali, ze reakcja katalizowana przez amidoliaze ATP:mocznik
(ADP) zachodzi tylko w obecnosci kwasnego weglanu, co potwierdzito
przypuszczenie (26), ze biotyna jest czescig sktadowg tego enzymu. Wedtug
uzupetnionego schematu (schemat 4) pierwszg reakcjg w procesie rozktadu
mocznika jest karboksylacja biotyny z udziatem kwasnego weglanu w
obecnosci ATP, Mg2+ i K+, a nastepnie zaktywowany kompleks CO2bioty-
na-enzym przytgcza mocznik. W dalszym etapie z kompleksu uwalnia sie
karboksylo-N-mocznik (kwas allofanowy), ktory jako nietrwaly rozpada
sie na weglan i amoniak. Weglan jest zatem zaréwno jednym z substratow,
jak i jednym z produktow tej przemiany i stagd wnioskuje sie, ze petni on
role autokatalityczna.

Eb-CO;

L xq: Z \4/\ 9
, w S 0\4’
S agr ¥
T*R P
< ¢ 0 0 \

Q

H 1] Vi \
\Eb--- C—N—C—NH,|
\ 2

Eb T) l!’

— //o
Eb [ oz—c-flv—c— NHz]
H

it

Eb+70,C~N~C~NH,

H
2HCO;

2nh;

Schemat 4. Rozktad mocznika przy udziale amidoliazy, ATP:mocznik (ADP) z Candida
utilis wg Roon i Levenberg (27)

Whitney i Cooper (32) przedstawiajg nastepujaco rozszerzony,
sumaryczny przebieg reakcji rozktadu mocznika pod wptywem amidoliazy:

. Mg** + K+ .
mocznik + ATP + HCOf — ————- ®>2C02+ 2NH3+ ADP + Pi

Ciezar czasteczkowy amidoliazy ATP:mocznik (ADP) z Candida utilis,
oznaczony metodg sgczenia na zelu Sepharoza 4B (27) wynosi okoto 600 000.
Przypuszcza sie (27), ze enzym ten skiada sie z kilku podjednostek, z kto-
rych przynajmniej jedna zwigzana jest z biotyna.

Thompson iwsp. (1, 12) od szeregu lat badajg metabolizm mocz-
nika u glonu Chlorella vulgaris. Jak wiadomo organizm ten réwniez nie
wykazuje aktywnosci ureazy. Glon Chlorella hodowano na pozywce o nis-
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kiej zawartosci azotu (25). Komdrki w stanie gtodu azotowego z 10—30-
-dniowych kultur zbierano, odwirowywano, przemywano i zawieszano w
pozywce zawierajgcej znakowany 1C mocznik jako jedyne zrddio azotu.
Tak przygotowane zawiesiny inkubowano od 0—60 minut w 25°, a nastep-
nie komdrki ekstrahowano 80'% etanolem i przeprowadzano identyfikacje
chromatograficzng zwigzkéw karbamoilowych (13). Nie stwierdzono znacz-
niejszego znakowania MC tych zwigzkoéw, co zdaniem autoréw wyklucza
bezposrednie wilgczanie MC-mocznika do metabolizmu azotowego bez
uprzedniego rozktadu na dwutlenek wegla i amoniak. Autorzy sugerujg,
ze rozktad mocznika u Chlorella przebiega inaczej niz jego rozkiad pod
wpltywem ureazy i zalezy od energii (prawdopodobnie w postaci ATP).
Sugestia ta pokrywa sie z danymi przytoczonymi przez Rona i Leven-
be rga (26) dla preparatu z Candida utilis i z Chlorella vulgaris.

W naszym Zaktadzie rozpoczeto badania nad wykorzystaniem mocznika
przez drozdze Torulopsis utilis. Ta odmiana drozdzy nie zawiera $ladéw
aktywnosci ureazy (12) i moze by¢ idealnym materiatem do tego typu
badan, poniewaz ro$nie bardzo dobrze na moczniku jako jedynym Zrddle
azotu. We wstepnej fazie badan wykazano, ze otrzymany preparat enzy-
matyczny zawiera jedynie $ladowg aktywnos$¢ syntezy karbamoilofosfo-
ranowej przy udziale zaréwno L-glutaminy jak i jondw amonowych jako
donatoréw grupy aminowej. W obecnosci mocznika, ATP i 3-fosfoglicery-
nianu preparat ten syntetyzuje nieznany zwigzek ureidowy. Dodatek do
mieszaniny inkubacyjnej omityny i karbamoilotransferazy ornitynowej
zwieksza tylko nieznacznie synteze tego zwigzku. Na podstawie identyfi-
kacji za pomocg chromatografii bibutowej przypuszczano, ze miedzy in-
nymi produktem badanej przemiany jest karbamoilofosforan (15). W p6z-
niejszych badaniach okazato sie, ze C z mocznika witacza sie w $ladowych
iloSciach do cytruliny, a prawie calg radioaktywno$¢ mozna odnalezé
w nieznanym zwigzku ureidowym o nieco mniejszym Rf w ukiadzie
n-propanol:woda (64:36) od Rf mocznika (Kleczkowski — dane nie opu-
blikowane). Jes$li mocznik przed dodaniem do mieszaniny inkubacyjnej
roztozono ureazg, nie stwierdzono $ladéw syntezy ureidowego produktu.
Gdy ureaze dodawano razem z mocznikiem do mieszaniny inkubacyjnej
zawierajgcej wszystkie pozostate sktadniki, aktywno$¢ enzymatyczna spa-
data do okoto 0o w pordwnaniu z prébami bez ureazy (15). Pominiecie
w mieszaninie inkubacyjnej 3-fosfoglicerynianu obniza synteze ureidowe-
go zwigzku do poziomu kontroli (termicznie inaktywowany preparat en-
zymatyczny z kompletem sktadnikéw). Obecnie prowadzi sie badania nad
identyfikacjg produktu, wzglednie produktéw badanej przemiany.

Na podstawie przeglagdu pisSmiennictwa dotyczgcego badan nad mecha-
nizmem wykorzystania mocznika przez organizmy nie zawierajgce ureazy
nalezy przyjaé¢, ze istnieje inna droga pozwalajgca na wigczanie mocznika
do metabolizmu azotowego komorki.
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Zarysowujg sie nastepujgce mozliwosci:

a) wiaczanie mocznika w reakcjach przebiegajacych w przeciwnym Kie-
runku niz reakcje cyklu ornitynowego (2, 11, 19, 28, 31),

b) wigzanie mocznika z nieznanym akceptorem A z utworzeniem hipo-
tetycznego zwigzku A-(NH22(10),

c) przytaczanie grupy karbamoilowej mocznika do ornityny (14), prawdo-
podobnie poprzez karbamoilofosforan, z utworzeniem cytruliny (sche-
mat 1),

d) fosforolityczny lub arsenolityczny rozkiad zredukowanego produktu
kondensacji mocznika z glioksalanem do karbamoilofosforanu (sche-
mat 2) (30),

e) kondensacja mocznika z nieznanym fragmentem dwuweglowym do
kwasu hydantoinowego i dalsza przemiana w karbamoilofosforan i gli-
cyne (3) (schemat 3),

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

g) rozktad mocznika na amoniak i dwutlenek wegla przez amidoliaze
ATP:mocznik (ADP) (26, 27),

h) wigzanie mocznika z nieznanym akceptorem z utworzeniem nieziden-
tyfikowanego zwigzku ureidowego w obecnosci ATP i 3-fosfoglicery-
nianu (Kleczkowski — dane nie opublikowane).

Przytoczone hipotetyczne szlaki metaboliczne ré6znig sie zasadniczo
interpretacjg wigczania mocznika do metabolizmu azotowego przez orga-
nizmy nie zawierajgce ureazy. Cze$¢ przytoczonych hipotez (d, f, g, h)
wysunieto na podstawie badan in vitro. W pozostatych przypadkach opie-
rano sie na posrednich danych, uzyskanych z doswiadczeh in vivo. Ze
wszystkich przytoczonych hipotez tylko jedna (g) ma kompletng doku-
mentacje eksperymentalng. Pozostatym brakuje badz identyfikacji pro-
duktu lub produktéw reakcji, badZ tez nie udato sie dotychczas powtdrzy¢
ciagu reakcji lub poszczeg6lnych reakcji in vitro.

Wspdblng przestankag wiekszosci przedstawionych hipotez (a, c, d, e, f,
h), cho¢ sa one oparte na réznych mechanizmach poczatkowego etapu
wigczania mocznika do metabolizmu azotowego organizméw nie zawiera-
jacych ureazy, jest fakt znajdowania wiekszo$ci 4C z mocznika w amino-
kwasach cyklu ornitynowego (a, ¢, e, f), lub w niezidentyfikowanych
zwigzkach ureidowych (h).
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JADWIGA SKORKOWSKA-ZIELEN1IEWSKA *

Synergizm zelaza 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 wstepne

Nowsze badania znacznie rozszerzyty wiedze o metabolizmie zelaza
i miedzi w organizmie. Zwrocono wiekszg uwage na mechanizm absorpcji
zelaza z pozywienia i role, jakg w tym procesie odgrywajg niektére inne
sktadniki mineralne, witamina C oraz inne czynniki modyfikujace (1, 6,
15, 21).

Czes¢ autoréw Scisle wigze metabolizm zelaza z metabolizmem miedzi
(16, 17, 18, 38, 42, 43, 67, 68), na co inni nie zwracajg wiekszej uwagi, lub
nie potwierdzajg tej wspotzaleznosci (55, 78, 80). Skutkiem tego na ogét
nie przywigzuje sie wiekszej wagi do wzajemnego powigzania metabolizmu
obu tych sktadnikéw. Na rozbieznosé pogladéw wskazujg miedzy innymi
dane przytoczone w tablicy 1, ktéra przedstawia zawarto$¢ miedzi i zelaza
w niektérych preparatach farmeceutycznych. Na jedng cze$¢ miedzi za-
wartej w tych preparatach przypada od 10 do 3300 czeSci zelaza, a do nie-
ktérych preparatow miedzi w ogole sie nie dodaje.

0 panujacej rozbieznosci opinii o roli miedzi w metabolizmie zelaza
Swiadczg réwniez zestawione w tablicy 2 dane, dotyczace zalecanego daw-
kowania tych sktadnikow w dietach doswiadczalnych dla zwierzat. Miedz
w tzw. ,fizjologicznych normach” zalecana jest w ilosci od 10 do 3000 Mg
dziennie, a zelazo w ilosci 200—8700 ¢ig.

W zywieniu ludzi zelazo réwniez zalecane jest w bardzo réznych daw-
kach, od okoto 1 mg zelaza dostepnego (80), poprzez 12 mg zelaza w wiek-
szosci norm pokarmowych (3, 32, 72) do 40 mg zelaza og6lnego przy diecie
jarskiej (31).

* Dr, Katedra Technologii i Higieny Zywienia Czlowieka, Szkota Gtéwna Gospo-
darstwa Wiejskiego, Warszawa

7 Postepy Biochemii



474 J- SKORKOWSKA-ZIELENIEWSKA

[2]

Tablica 1
Zawarto$¢ miedzi i zelaza w niektdrych preparatach farmaceutycznych
Preparaty farmaceutyczne Mied? Zelazo Stosunek
mg mg Cu: Fe
Vitaral ,,Polfa” (pastylka) ok. 0,001 33 1:3300
Decavit (czekoladka) 0,05 5,0 1:100
Partironin ,,Polfa” (1 granulek) ok. 0,05 ok. 4,0 1:80
Heptuna Plus ,,Pfizer” (pastylka) 1,0 75,0 1:75
j Viterra ,,Pfizer” (pastylka) 1,0 10,0 1:10
Ascofer ,,Jednos$¢” (pastylka) 0 ok. 27,0 0
Tablica 2
Zalecane dzienne dawki miedzi i zelaza dla szczuréw i kurczat
Wedhug .Mieqz, _Zela;o, Stosunek
(ig/dzien (i.g/dzien Cu: Fe
Diety doswiadczalne dla szczuréw
Luckey (50) 870 8700 1:10
Reddy i wsp. (62) 100 800 1:8
McCoy (54) 500—1000 2500 15—1:2,5
Cuthbertson (26) 300 750 1:2,5
Albritton (3) 200 500 1:25
Abrarow (2) 3000 — —
Uesaka i wsp. (75) 200—600 — —
Underwood (76) 10—50 — —
Diety do$wiadczalne dla kurczat
Hill i wsp. (42) 10—50 200 1:20—1:4
Simpson i wsp. (65) 460 1040 1:2,6

Zawarto$¢ miedzi w dziennym pozywieniu cztowieka wynosi $rednio
okoto 2mg. Poniewaz w praktyce zywienia ludzi, w przeciwienstwie do
Zywienia zwierzat, nie obserwuje sie na og6t objawow niedoboréw tego
sktadnika, ilos¢ ta uwazana jest za wystarczajacg dla pokrycia zapotrzebo-
wania na miedz.

Il. Wystepowanie zelaza i miedzi w organizmie cztowieka

Wedlug Fincha(31)i Drabkina (28) zelazo w organizmie wyste-
puje w trzech frakcjach biatek ztozonych: 1) frakcja zasadnicza, na ktdrg
sktada sie zelazo hemoglobiny, mioglobiny i enzyméw komorkowych (frak-
cja ta zawiera okoto 70°/o zelaza wystepujacego w organizmie); 2) frakcja
magazynujaca czyli zelazo zapasowe, wystepujace gtéwnie w watrobie,
$ledzionie i szpiku kostnym w formie ferrytyny i hemosyderyny; 3) frakcja
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transportujgca — trans-feryna  (syderofilina) — ~-globulina  surowicy,
w Kktorej jedna czasteczka biatka wigze dwa atomy zelaza, przy czym
tatwiej wigzane jest zelazo dwuwartosciowe.

Ostatnie lata przynoszg coraz wiecej danych o enzymach tkankowych
tanicucha odechowego (11). Wyodrebniono cztery kompleksy enzymatyczne,
z ktorych kazdy zawiera zelazo, a co najmniej, dwa kompleksy zawieraja
miedz (33).

Na schemacie 1 zamieszczono schemat reakcji ,kaskady elektronow”
(11, 33). Na stopniach , kaskady” zaznaczono wystepowanie zelaza i miedzi
w kompleksach enzymatycznych.

SUBSTRAT

np. kwas m/ekawy

+
H PIERWSZE AKCEPTORY
NAD; NADP

(KOMPLEKS Fe i Cu)

yt
PIERWSZE AKCEPTORY
FAD ;

FMN

N H: X
(KOMPLEKS Fe & Cu) €

CYTOCHROM b
(KOMPLEKS Fe)

UBICHINON

e

o

CYTOCHROM C

H* H? (KOMPLEKS Cu, re)i

e| 2vP
CYTOCHROM @ ’
( KOMPLEKS Fe)

€
OKSYDAZA

CYTOCHROMOWA J ‘

( KOMPLEKS CuiFe)

G _
R ii :
H,0

Schemat 1. Wystepowanie kompleksow enzymatycznych Cu i Fe w reakcjach
»kaskady elektronow”

Poza enzymami oddechowymi, miedz w organizmie cztowieka wg
Scheinberga (64 i Owena (58) wystepuje w wielu biatkach ztozo-
nych: ceruloplazminie, cerebrokupreinie, oksydazie polifenolowej, hepato-
kupreinie oraz syntazie porfobilinogenowej.

7%



476 J. SKORKOWSKA-ZIELENIEWSKA [4]

Z niedoborem miedzi wchodzgcej w skiad oksydazy lizyny zwigzane sg
zaburzenia w biosyntezie elastyny i kolagenu, powodujgce powstawanie
tetniakéw naczyniowych u zwierzat karmionych pozywieniem bez dodatku
miedzi, a chelatowanie miedzi przez latyrogeny prowadzi do ciezkich
schorzen tkanki tagcznej (5, 10, 65).

Wedtug najnowszych poglagdéw powstawanie wola endemicznego jest
wynikiem braku w pozywieniu wolnej miedzi, odgrywajgcej role w tran-
sporcie jodu (34). Przy niedoborze miedzi obserwowano réwniez obnizenie
wrazliwosci smakowej (41).

Ze wzgledu na donioste znaczenie zelaza i miedzi dla fizjopatologii
nieco szerzej bedzie omdéwiona gospodarka ogdlnoustrojowa tymi sktadni-
kami.

I11. Absorpcja zelaza i miedzi z pozywienia

1. Uwagi ogo6lne

Wedtug opinii wielu badaczy wchianianie zelaza jako zjawisko fizjolo-
giczne nie zostato dotychczas nalezycie wyjasnione (14, 15, 19, 30, 31, 48).
Przez wiele lat uznawana byta hipoteza Granicka (37), zakladajgca
regulacje absorpcji zelaza przez wysycanie odpowiedniego biatka, apofer-
rytyny. Calkowite wysycenie miato ogranicza¢ dowdz zelaza do ustroju
na zasadzie tzw. ,bloku $luzéwkowego”. P6zZniejsze badania podwazyty
hipoteze Granicka. Jako jeden z pierwszych Reissman (63) stwierdzit
u pséw wyzszg absorpcje zelaza, nizby to wynikato z mozliwosci wigzania
przez apoferrytyne oraz z szacunkowego zapotrzebowania. Nastepnie
Smith i Paniaciulli (69) stwierdzili znaczny wzrost absorpcji ze-
laza u ludzi przy stopniowym podwyzszaniu dawek tego sktadnika. Wzrost
absorpcji przekraczat wielokrotnie szacunkowe zapotrzebowanie.

Crosby (25) i Conrad (23) dowiedli, ze btona Sluzowa moze do
pewnego stopnia regulowaé wchianianie zelaza poprzez komorki cylin-
dryczne, ktore po wysyceniu zelazem blokujg prawie zupetnie wchianianie
tego sktadnika przez okres swojego trwania, tj. przez kilka dni. W zwigzku
z tym zelazo z komérek cylindrycznych moze nie przechodzi¢ do krwiobie-
gu, zwitaszcza przy wysyceniu organizmu tym skiadnikiem. Callender
(14) twierdzi jednak, ze ,blok Sluzowkowy”, jezeli w og6le ma miejsce,
jest stosunkowo niesprawnym czynnikiem regulujagcym absorpcje zelaza.

Nie ma réwniez zgodnych danych dotyczacych miejsca absorpcji zela-
za. Uzywajac zelaza radioaktywnego, Darrel i Mitchell (27) stwier-
dzili, ze jest ono najszybciej wchtaniane w dwunastnicy, inni autorzy
uwazajg nhatomiast, ze najintensywniejsza absorpcja zelaza zachodzi w
czesci odzwiernikowej zatagdka (13, 51, 57).
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2. Wewnatrzustrojowe czynniki modyfikujgce absorpcje zelaza

Wiekszo$¢ badaczy potwierdza fakt zwiekszonej absorpcji zelaza u osob-
nikow z niedoborem pokarmowym tego sktadnika lub po krwotokach,
jednak niektorzy twierdzg, ze wzrost ten jest nieznaczny i absorpcje uza-
lezniajg prawie wytgcznie od rdznej dostepnosci zelaza (29, 45, 56).

Finch (30, 31) podaje, ze przy badaniu absorpcji zelaza z produktow
pszennych ludzie zdrowi wchtaniali 4,5% dawki, a grupa z niedoborem
zelaza 7,8%. Badania Callender (14) przy uzyciu standardowej dawki
zelaza farmaceutycznego 5mg TFe w formie siarczanu wykazaty, ze ludzie
z niedoborem zelaza wchtaniali $rednio 56% dawki, a zdrowi $rednio 30%.
Stosujgc jako Zrédio zelaza radioaktywnego hemoglobine i podajgc ana-
logiczng dawke 5mg zelaza, autorka ta stwierdzita absorpcje w grupie
z niedoborem zelaza w wysokosci $rednio 25%, a u osobnikéw zdrowych
Srednio 13%.

Inni badacze zwrdcili uwage na role soku zotadkowego w absorpcji ze-
laza. Jacobs i wsp. (44) stwierdzili, ze ludzie z niedokrwistos$cig niedo-
barwliwag, cierpigcy na niedokwasnos¢ zotgdka, wchianiali zelazo z hemo-
globiny w podobnym stopniu co i ludzie o normalnej kwasocie zotadka.

Nieco inne doswiadczenie wykonali Goldberg i wsp. (36). Uzyli
oni standardowych positkéw z dodatkiem $ladowych iloSci zelaza i stwier-
dzili wyzszg absorpcje zelaza w grupie ludzi z normalg kwasotg zotgdka
w porownaniu do grupy z niedokwasota.

Koepke iwsp. (46) uwazajg, ze w soku zotgdkowym wystepuje czyn-
nik stymulujgcy wchianianie zelaza. Wedtug nich czynnik ten miatby
dziata¢ podobnie jak znany tzw. ,,czynnik wewnetrzny” przy wchtanianiu
witaminy BR2 Hipoteze takg wysuwajg oni na podstawie danych doswiad-
czalnych, wskazujacych, ze zelazo podane z sokiem zotgdkowym pséw cier-
pigcych na niedob6r Zzelaza jest lepiej wchianiane niz Zzelazo podawane
z sokiem zotgdkowym zwierzat zdrowych. Luke i wsp. (51) podaja, ze
czynnik regulujacy wchtanianie zelaza, tj. wigzacy w zotgdku nadmiar te-
go sktadnika, ma charakter biatkowy; nazwali go gastroferryng. Czynnik
ten produkowany jest tylko przez osobnikéw o organizmie wystarczajgco
wysyconym zelazem. Przy niedoborze zelaza brak jest gastroferryny
i wowczas zelazo z pozywienia wchianiane jest bez przeszkdd. Morgan
i wsp. (57) w doswiadczeniach izotopowych na ludzkim soku zotgdkowym
wykazali, ze gastroferryna ma takze charakter weglowodanowy.

Callender i Braun (15) zwracajg uwage na role soku trzustko-
wego w absorpcji zelaza. Przy uszkodzonej trzustce nastepuje bowiem
znaczny wzrost absorpcji zelaza. W soku trzustkowym znajduje sie praw-
dopodobnie specjalny inhibitor absorpcji zelaza. Jednak doswiadczenia
wykonane w celu potwierdzenia tej hipotezy daty sprzeczne wyniki.
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3. Czynniki pozywienia modyfikujace absorpcje zelaza i miedzi

Od dawna znany jest fakt réznej podatnosci zelaza na wchtanianie czyli
réznej tzw. dostepnosci tego sktadnika z produktéw spozywczych. Zagad-
nienie to postawione zostalo w nowym Swietle przez Fincha (31) przy
rewizji norm zapotrzebowania pokarmowego na zelazo. R6zna dostepnos$¢
zelaza wptywa na rézny procent jego absorpcji z pozywienia. | tak zawar-
to§¢ w pozywieniu fosforanéw i fityn, ktdre tworzg z zelazem nierozpusz-
czalne sole, obniza dostepnos$¢ i absorpcje, lecz fosforany i fityny nie ma-
ja wyrazniejszego wptywu na absorpcje zelaza z hemoglobiny (74). Wiek-
szo$¢ prac dotyczacych absorpcji zelaza podaje, ze Srednia absorpcja nie
przekracza na og6t 10% zawartosci zelaza w zywnosci i waha sie zazwy-
czaj w granicach od 1—10% (32, 56).

Dodatek kwasu askorbinowego w ilosci 1 g wptywa na wzrost absorpcji
zelaza, na przyktad z jaj do 80%, jednak ten sam dodatek kwasu askorbi-
nowego do warzyw i watroby nie daje tak dobrych wynikéw (80). Poda-
wanie kwasu askorbinowego z FeCl2 podwyzsza resorbcje zelaza u zwie-
rzat doSwiadczalnych (47).

Zwigkszenie dawki wapnia z 400 do 1500 mg wptywa na znaczne zwigk-
szenie absorpcji zelaza z pozywienia (4).

Chase (20), Gubler (38), Lahey z wsp. (49) i Cartwright
z wsp. (17) w badaniach na zwierzetach wykazali istnienie synergizmu
zelaza i miedzi. Wedtug tych autoréw niedobdr miedzi wptywa na obnize-
nie wykorzystania zelaza z pozywienia. Postugujac sie izotopem zelaza
FFe stwierdzili oni przy niedoborze miedzi mniej zelaza w watrobie i w
sktadzie hemoglobiny.

Skorkowska-Zieleniewska (66, 67, 68) okreslita blizej za-
kres dawek miedzi, w ktérych dziata ona jako synergent w stosunku do
zelaza. Zgodnie z sugestiag Wienczikowa (77) podzielono dawki mie-
dzi na trzy strefy dziatania, tj. strefe niedoborowa, biotyczng i toksyczno-
farmakologiczng. Przy podziale na te strefy jako wskaznik fizjologicznego
dziatania miedzi wykorzystano poziom kwaséw nukleinowych (RNA
i DNA). Zaobserwowano, ze biotyczne dawki miedzi stosowane w grani-
cach 1—4mg Cu/l00 g pozywienia wptywaly na zwiekszenie absorpcji
i retencji zelaza od 67 do 92% w poréwnaniu z absorpcja i retencja zelaza
przez zwierzeta kontrolne, oraz na znaczny (okoto 50%) wzrost wysycenia
tkanki watrobowej tym skiadnikiem. Efekty te otrzymywano tylko przy
biotycznych dawkach zelaza w pozywieniu (6,6—13,6 mg Fe/g), natomiast
dawki miedzi i zelaza wchodzace w zakres strefy toksyozno-farmakologicz-
nej wykazywaly niekorzystny wptyw na wysycenie tkanki watrobowej ty-
mi skiadnikami oraz na poziom kwaséw nukleinowych w watrobie.

Jezeli chodzi o absorpcje miedzi, to do czynnikéw pozywienia wptywa-
jacych na ten proces zalicza sie molibden i mangan, przy czym molibden
wykazuje dziatanie ujemne, a mangan dodatnie. W doswiadczeniach na
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zwierzetach stwierdzono, ze nadmiar molibdenu w pozywieniu wptywa
niekorzystnie na absorpcje i gospodarke miedzig w organizmie, zwilaszcza
przy réwnoczesnym niedoborze fosforandéw. Natomiast zaobserwowano, ze
zwiekszone dawki manganu wptywajg na wiekszg absorpcje i magazyno-
wanie miedzi w tkankach (22, 79).

IV. Wydalanie zelaza oraz zagadnienie zbilansowania niedoboréw tego
sktadnika

Badania izotopowe, przeprowadzone na ludziach (Heinrich z wsp.
(40)) wykazaly, ze zelazo u dorostych mezczyzn wydalane jest w iloSci
5,5 mg/dzien. Warto$¢ te mozna przyjaé jako orientacyjng przy ustalaniu
zapotrzebowania cztowieka na zelazo. Potowa wydalonego zelaza pochodzi
ze zluszczajacego sie nabtonka Sluzowki przewodu pokarmowego, mini-
malna ilo$¢ ze sktadnikow krwi wydalanych przez jelito, a reszta ze ztusz-
czajacego sie naskorka, ze strat z moczem oraz z potem (21, 31). Kobiety
w czasie menstruacji wydalajg dodatkowo od 25 do 100 mg zelaza dzien-
nie. Zbilansowanie tych strat ogranizmu (okoto 6mg zelaza dziennie)
poprzez spozycie odpowiednich ilosci zelaza w pozywieniu jest prak-
tycznie trudne do zrealizowania przy obecnych sposobach zywienia sie
ludzi.

Przyjmujac $rednig zawarto$¢ zelaza w pozywieniu dziennym w grani-
cach 10—26 mg oraz na og6t niskg absorpcje tego skladnika, nie przekra-
czajacag niekiedy SYo dawki, Finch (31) szacuje wystepowanie mniej lub
bardziej zaawansowanej niedokrwistosci z powodu zbyt niskiego spozycia
zelaza u kilkuset milionéw ludzi na Swiecie. Coon s (24) twierdzi ponadto,
ze przy niedoborze zZelaza wystepujg liczne ,bloki metaboliczne” nieza-
leznie od uposledzonej biosyntezy porfiryn. ,,Bloki” takie, zdaniem tego
autora, majg prowadzi¢ do ostabienia przemiany materii i obnizenia
ogblnej odpornosci organizmu. Gioéwnym powodem tych zmian jest
zubozenie enzymoéw tkankowych w zelazo, co wystepuje znacznie wczes-
niej niz ewentualne naruszenie uktadu syntetyzujacego hemoglobine.

Zapotrzebowanie na zelazo w polskich warunkach zywienia sie lud-
nosci pokrywane jest w okoto 80%, przy Sredniej normie zelaza 12 mg
dziennie na mieszkanca (7). Jezeli jednak do przyjetej normy wprowadzi
sie poprawki uwzgledniajace pte¢, wiek oséb, rodzaj spozywanej diety
itd., niedobdr zelaza w niektérych grupach ludnosci naszego kraju okaze
sie znacznie wiekszy, ze wzgledu na stosunkowo duzy udziat w pozywieniu
produktow pochodzenia roslinnego, odznaczajacych sie bardzo niskg do-
stepnos$cig zelaza. Obliczony orientacyjnie udziat grup produktéw spo-
zywczych w dostarczaniu zelaza przy obecnej strukturze spozycia w Pol-
sce jest przedstawiony graficznie na rysunku 1 Nalezy podkresli¢, ze
uwzgledniono tu zelazo ogblne, a nie zelazo dostepne.
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Rys. 1. Udziat grup produktéow spozywczych w dostarczaniu zelaza w przecietnej
racji pokarmowej ludnosci w Polsce (zelazo og6tem bez uwzglednienia stopnia jego
dostepnosci)
1—zbozowe, 2— miesne, 3— ziemniaki, 4— mleko, 5—warzywa, 6—owoce, 7— jaja, 8—stracz-
kowe, 9—ryby

Doswiadczalnych dowoddw na niepetne pokrycie zapotrzebowania na
zelazo w zywieniu naszej ludnosci dostarczajag wyniki badan, przeprowa-
dzonych w Instytucie Zywnos$ci i Zywienia, nad stanem odzywienia nie-
ktorych grup ludnosci, sygnalizujgce wystepowanie niedokrwistosci nie-
dobarwliwej (35, 52, 53, 70, 71), badania przeprowadzone w Instytucie
Matki i Dziecka dotyczace niedokrwisto$ci u niemowlat i dzieci (8, 9), oraz
wiele innych (12, 39, 59, 60, 61, 73, 81).

Jak z powyzszego przegladu pismiennictwa wynika, mimo licznych
badan nad gospodarka zelazem i miedzig w organizmie, wiele zagadnien po-
zostaje nadal nie wyjasnionych, a wielu autoréw przedstawia na ten te-
mat kontrowersyjne poglady. Brak jednoznacznych danych dotyczy zwia-
szcza takich zagadnien, jak mechanizm i stopien absorpcji zelaza i miedzi
z pozywienia oraz metody okre$lania stanu wysycenia organizmu tymi
sktadnikami mineralnymi. Praktyczng konsekwencjg tego stanu rzeczy
jest duza rozpieto$¢ ilosciowa norm zapotrzebowania cztowieka na oba
te sktadniki.

Dla rozstrzygniecia powyzszych zagadnieh niezbedne sg dalsze bada-
nia nad metabolizmem Zzelaza i miedzi w organizmie, ktore przyczynig sie
do wyjasnienia istniejgcych kontrowersji teoretycznych, a takze przydatne
bedg dla praktyki klinicznej i zywieniowej.
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GRAZYNA TUROWSKA *

Poliprenole

Poliprenols

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

Budowa i wystepowanie poliprenoli

Poliprenolami nazywamy pierwszorzedowe dtugotancuchowe alkohole
jednowodorotlenowe. Sg one zbudowane z r6znej ilosci (od 5 do 24) powta-
rzajacych sie reszt prenylowych. Poszczegdlne zwigzki r6znig sie miedzy
sobg iloscig wigzan podwdjnych i ich konfiguracja. Poliprenole wyodreb-
niano z mikroorganizméw, roslin i zwierzat. Otrzymuje sie je z frakcji
tluszczowcowej po hydrolizie alkalicznej. Poliprenole oddziela sie od
innych skiadnikow niezmydlajacej sie frakcji metodg chromatografii ko-
lumnowej, najczesciej na tlenku glinu w gradiencie eteru etylowego w ete-
rze naftowym. Otrzymuje sie w ten sposOb przewaznie mieszanine ho-
mologéw. Pojedyncze poliprenole mozna nastepnie wyizolowac¢ stosujac
chromatografie cienkowarstwowga na ziemi okrzemkowej, impregnowanej
olejem parafinowym. Najlepszy rodziat otrzymuje sie stosujgc chroma-
tografie dwukierunkowg (10). Prenole uktadajg sie po przekatnej ptytki,
wartosci Rf wzrastajg ze wzrostem dtugosci czasteczki alkoholu. Ponadto
poliprenole mozna rozdzieli¢ i jednoczes$nie oznaczy¢ ich zawarto$¢ w tkan-
ce stosujagc chromatografie gazowg (37).

Strukture poliprenoli ustalono za pomocg badan fizyko-chemicznych.
Nature poliprenylowg zwiazku, ilos¢ grup wodorotlenowych i ich po-
tozenie oznacza sie na podstawie widma IR, spektroskopii masowej i jadro-
wego rezonansu magnetycznego. Konfiguracje, a czesciowo réwniez i roz-
mieszczenie wigzah podwojnych, mozna okresli¢ przeprowadzajgc ozono-
lize zwigzku oraz na podstawie pomiaru NMR i widma IR.

Ro6znice w strukturze pozwalajg na podzielenie poliprenoli na kilka

* Mgr, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
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klas. Pierwszg grupe stanowig zwigzki, w ktérych wigzanie podwojne
o konfiguracji trans wystepuje w kazdej reszcie izoprenylowej. Do grupy
tej nalezy powszechnie wystepujacy w roslinach 45-cio weglowy sola-
nesol i rzadziej spotykany solanesol 50-cio weglowy. Solanesol 45, jako
pierwszy z poliprenoli, wyizolowali z lisci tytoniu Rowland, Lati-
mer i Giles w roku 1956 (25). Nastepnie wykryto go w lisciach sze-
regu roslin. Zagadnienie ustalenia struktury i biosyntezy solanesolu byto
juz omawiane w Postepach Biochemii przez Jachymczyka (20). We
wszystkich zbadanych roslinach solanesol stanowi tylko nieznaczny pro-
cent ogo6lnej ilosci poliprenoli (16). Wiegkszo$¢ poliprenoli zawiera wig-
zania podwdjne zaréwno w konfiguracji cis jak i trans. Grupa prenylowa
na weglowodorowym koricu czgsteczki posiada dwie rédwnocenne reszty
metylowe i dlatego nie mozna okresli¢ jej konfiguracji. Jednak zawsze
jedna z reszt metylowych jest w potozeniu trans w stosunku do olefino-
wego atomu wodoru i dlatego w NMR grupa ta wykazuje cechy konfi-
guracji trans. Trzy kolejne wigzania podwdjne w resztach izoprenylowych
przylegajagcych do grupy koricowej w prenolach z lisci kasztanowca (42),
fikusa ozdobnego (32), kauczukowca (10) i morwy (34) wystepujg w kon-
figuracji trans, a wigzania podwoOjne w pozostatych resztach izoprenylo-
wych majg konfiguracje cis. Zwigzkom izolowanym 2z poszczegdlnych
ro$lin autorzy nadawali nazwy: kastaprenole, fikaprenole, heweaprenole.
Doktadniejsze badania wykazaty, ze substancje otrzymane z tych wszyst-
kich gatunkéw roslin sg mieszaninami homologéw zawierajgcych od 6
do 13 reszt prenylowych. W najwiekszych ilosciach wystepujg undekaizo-
prenol (11) i dodekaizoprenol (12).

Zblizone strukturg do tych alkoholi sg poliprenole wyizolowane z dre-
wna brzozy i nazwane betulaprenolami (12, 13, 38). Czasteczki betula-
prenoli sg krotsze od czasteczek kastaprenoli i zawierajg 6 do 10 jednostek
prenylowych oraz dwa, a nie trzy wigzania podwojne o konfiguracji
trans.

Undekaprenol zawierajagcy rowniez tylko dwa wigzania podwodjne
0 konfiguracji trans wyizolowano z komorek bakterii rodzaju Lactobacillus
1 nazwano baktoprenolem (15, 33).

Oprocz catkowicie nienasyconych poliprenoli sg znane rowniez alko-
hole czesciowo uwodorowane. Do grupy tej zalicza sie przede wszystkim
dolichole (20). Sg to jedyne poliprenole wystepujace powszechnie w orga-
nizmach zwierzecych. Po raz pierwszy wyodrebnili je w roku 1960 Pen -
nock, Hemming i Morton (22) z nerek cztowieka. P6Zniej zna-
leziono je réwniez w innych narzadach wewnetrznych szeregu ssakow
(4). Zwyczajowa nazwa — dolichol — okres$la grupe alkoholi zawieraja-
cych od 17 do 22 jednostek prenylowych. Najczesciej wystepujg dolichole
18, 19 i 20. W zwiagzkach tych wigzanie podwdjne w korncowej reszcie
prenylowej zawierajgcej grupe wodorotlenowg jest uwodorowane. W do-
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licholach zaréwno z watroby szczura jak i Swini wystepuja, podobnie jak
w betulaprenolach, dwa wigzania podwojne o konfiguracji trans (14).

Poza tkankami zwierzecymi dolichole wykryto w drozdzach Saccharo-
myces cerevisiae. Gtownym skladnikiem jest tu dolichol 16 (16).

Najbardziej uwodorowane poliprenole wyizolowano z grzyba Asper-
gillus jumigatus. Poliprenole te majg, podobnie jak dolichole, uwodo-
rowana koncowg reszte prenylowa zawierajgcg grupe -OH oraz reszte
prenylowg na przeciwlegtym koncu taincucha i, najprawdopodobniej, grupe
do niej przylegajaca. Sa to wiec heksahydroprenole zawierajagce dwa wig-
zania podwdéjne o konfiguracji trans. NajczeSciej wystepuje prenol 21
(29, 30).

Rozmieszczenie i charakterystyke dotychczas zbadanych poliprenoli
przedstawia tablica 1

Poliprenole wystepujg w tkankach w formie wolnej lub estrowej.
Estry dolicholi stanowia zawsze okoto 60% dolicholi danej tkanki (8).
W watrobie Swini estry dolicholi rozmieszczone sg prawie réwnomiernie
w catej komdrce, natomiast zwiazki wolne przewazajg we frakcji mito-
chondrialnej (8, 31).

Poliprenole ros$linne, solanesol i zwiazki typu kastaprenoli, wystepuja
w lisciach, gtéwnie w chloroplastach, wytgcznie w formie wolnej (27, 42).
Tylko w przypadku lisci tytoniu Rowlad i Latimer (24) stwier-
dzili, ze solanesol tworzy réwniez estry, najczesciej z kwasami palmity-
nowym i linolenowym, rzadziej linolowym, mirystynowym i olejowym.
W buraku, kasztanowcu i obrazkach plamistych (Arum maculatum) wiek-
szo$¢ poliprenoli typu kastaprenoli zlokalizowana jest w bezbarwnej czesci
chloroplastow w osmofilnych globulach, natomiast solanesol i nieznaczna
cze$¢ kastaprenoli znajduje sie w lamellach chloroplastow (41).

Betulaprenole z drewna brzozy wystepujg zar6wno w formie wolnej
jak i estrowej.

Doktadne badania nad charakterystykg estréw prenoli w kulturach
Aspergillus jumigatus przeprowadzili Stone i Hemming (31). Dla
poréwnania oznaczyli oni sktadniki kwasowe ttuszczéw prostych i estrow
steroli. Stwierdzili, ze kwasy tluszczowe estryfikujgce poliprenole sg réz-
nej diugosci: od 12 do 24 weglowych. W estrach poliprenoli przewazaja
nasycone kwasy tluszczowe, ktdére stanowig 52% wszystkich kwasow
thuszczowych, podczas gdy w thluszczach prostych stanowig one 24%,
a w estrach steroli jedynie 7%. Kwasy tluszczowe jednonienasycone sta-
nowig 27% wszystkich kwasoéw ttuszczowych w estrach prenoli, dwunie-
nasycone 18% i trdjnienasycone 3%. Wyniki te Swiadczg o wybidrczym
wigczaniu kwasow ttuszczowych do badanych estréw. Rozmieszczenie wol-
nych poliprenoli i ich estréow w komadrkach Aspergillus jumigatus przy-
pomina rozmieszczenie wolnego i zestryfikowanego dolicholu w komér-
kach watroby $wini. Zwiagzki wolne przewazajg we frakcji mitochondrial-
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nej, natomiast estry rozmieszczone sa prawie rGwnomiernie w catej ko-
morce.

Zawarto$¢ poliprenoli zalezy od wieku tkanki. Badania nad ta zalez-
noscig u roslin wyzszych przeprowadzili Wellburn i Hemming
(41). Zbadali oni zmiany zawartosSci poliprenoli w rosnacych lisciach obraz-
kéw plamistych i kasztanowca. Stwierdzili, ze ilos¢ kastaprenoli w obraz-
kach plamistych zwieksza sie wraz z rozwojem liScia, od stadium paka
do liscia dojrzatego, natomiast solanesol pojawia sie dopiero w lisciach
starych. Liscie kasztanowca zawierajg kastaprenole i solanesol w catym
okresie swojego rozwoju. llo$¢ zwigzkéw obu typow wzrasta podczas
wegetacji, przy czym wzrost kastaprenoli jest znaczniejszy niz solane-
solu: w chloroplastach 28-mio tygodniowych lisci kasztanowca kasta-
prenoli jest 10 razy wiecej niz solanesolu. Stosunek kastaprenoli w la-
mellach chloroplastéw do kastaprenoli w osmofilnych globulach nie ulega
w tym okresie zmianom.

Il. Biosynteza poliprenoli

Biosynteza poliprenoli zachodzi najprawdopodobniej w analogiczny
sposob jak biosynteza pozostatych terpenoidow. Zdolno$é do biosyntezy
tych zwigzkéw majg organizmy roslinne, zwierzece i mikroorganizmy.
Pierwszych danych o biosyntezie dolicholi zachodzgcej w watrobie $wini
dostarczyli Butterworth i wsp. (7). Badali oni poziom dolicholi
w watrobie Swini hodowanej przy zastosowaniu réznych diet. Niezaleznie
od tego, czy S$winie byly karmione pokarmem naturalnym, czy synte-
tycznym, pozbawionym ttuszczu, czy tez ze specjalnie dobranym zesta-
wem ttuszczy, poziom dolicholi nie ulegat zmianom. Po dootrzewnowym
wstrzyknieciu $wini i krélikowi znakowanego mewalonianu, Butter-
worth i wsp. (6) stwierdzili radioaktywno$¢ w dolicholach znajduja-
cych sie w watrobie. Jednak procent radioaktywnosci wigczonej do po-
liprenoli byt maty i wynosit okoto 0,200 radioaktywnos$ci wigczanej do
steroli. DosSwiadczenia nad biosyntezg dolicholu in vitro przeprowadzili
Gough i Hemming (14). Skrawki watroby szczura inkubowali oni
z radioaktywnym mewalonianem w buforze weglanowym o pH 7,4 w ciggu
3 godz. w temp. 37° doprowadzajagc C02i 02w stosunku 5:95 i stale
wstrzgsajgc mieszanine inkubacyjng. Doswiadczenia przeprowadzili z pod-
wojnie znakowanym mewalonianem: weglem 1C w pozycji 2 i trytem
w pozycji 4R lub 4S (lakton kwasu 2-uC (4R)-4-Hi-mewalonowego i kwasu
2-UC(4S)-4-HEmewalonowego (schemat 1).

Dane NMR wskazuja, ze w czgsteczce dolicholu wystepujg trzy reszty
izoprenoidowe o konfiguracji trans, pozostate natomiast majg konfigu-
racje cis. Sugeruje to, ze dolichol powstaje przez doigczenie jednostek
cis do pirofosforanu.farnezylu zbudowanego wytacznie z jednostek o kon-
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figuracji trans. Poniewaz wiadomo, ze podczas biosyntezy poliprenoli
tworzenie wigzania trans zachodzi z usunieciem atomu wodoru z pozycji
4S kwasu mewalonowego, a tworzenie wigzania cis z usunieciem atomu
wodoru z pozycji 4R mewalonianu, doSwiadczenie z prekursorem podwoj-
nie znakowanym miato rozstrzygnaé, czy formy trans i cis powstaja juz
w czasie dotgczania pirofosforanu izopentenylu do czgsteczek, czy tez
sg wytwarzane wtornie pod wptywem dziatania izomerazy. Mechanizm
kondensacji podjednostek z wytworzeniem wigzan o konfiguracji cis i trans
przedstawiony jest na schemacie 1

chs ch3
f ,OH T.OH
HOOC\ /C< /CH20H HOOC. yCC ACHJOH
xch2l )cS xch2” >C
T*H H 4T
kwas (4S)—4 3H-mewalonowy kwas (4R)—4 3H-mewalonowy
CH3 (.‘iHj
~é’\ /[ CHDOPZOH3 Hv /ICs /ICH2P 2 6H3
C
| T/ 2 | HI 2
H H
$H, Ir C|H3 | r th3 r cih3
/ICn /CH2 T _ICs ICH2 ~_,CV  Ai
—h 2 x ! —h2x/ —Hjc» '\C1 -Hj-C/ ~c/
| 1 .
H CH,— T J CHj—.
trans cis trans cis

Schemat 1. Wigczanie trytu z kwasu (4S)-4-tH-mewalonowego i kwasu (4R)-4-3H-

-mewalonowego do reszty izoprenoidowej (wg 14)
Przy przej$ciu kwasu mewalonowego w pirofosforan izopentenylu wegiel w pozycji 4 w kwasie
mewalonowym staje sie weglem 2 w pirofosforanie izopentenylu. Konfiguracja wodoru i trytu
nie ulega zmianie. W czasie wytwarzania wiazan o konfiguracji cis i trans nie zachodzi izo-
meryzacja zwigzkow

Otrzymany przez autoréw stosunek *H:14C = 15,08:18 w dolicholu 18,
wskazuje, ze podczas biosyntezy dolicholu z mewalonianu znakowanego
trytem w pozycji 4S usuwane sg tylko 3 atomy trytu, a z mewalonianu
znakowanego trytem w pozycji 4R (H:1C = 2,66:18) pozostate atomy
trytu (13). Swiadczy to o powstawaniu 3 wigzain droga kondensacji typu
trans i pozostatych wigzaA droga kondensacji typu cis w czasteczce
dolicholu z watroby szczura. Poréwnawcze oznaczenie stosunku 3H:14C
dla skwalenu wykazato catkowite usuniecie radioaktywnos$ci z pozycji
4S mewalonianu, a zachowanie jej w pozycji 4R, co potwierdza dane,
ze w skwalenie wszystkie wigzania podwdjne powstajg drogg kondensacji
typu trans. Autorzy otrzymali wyniki liczbowe zblizone do teoretycznych,

8 Postepy Biochemii



490 G. TUROWSKA [a

co wskazuje na brak lub niskg aktywno$¢ izomerazy pirofosforanu izo-
pentenylu w poréwnaniu z aktywnoscia prenylotransferazy. Jest to jedno-
cze$nie dowodem, ze nie nastepuje izomeryzacja wigzan podwdjnych
w wytworzonym produkcie. Najwiekszy procent radioaktywnosci odnaj-
dowano w dolicholu 18, ktéry jest gtéwnym zwigzkiem prenolowym watro-
by szczura.

W organizmach rodlin synteza prenoli zachodzi zaréwno wewnagtrz
jak i poza chloroplastami. Wellburn i Hemming (40) stwier-
dzili wigczanie radioaktywnos$ci ze znakowanego mewalonianu do kasta-
prenoli w izolowanych z lisci kasztanowca chloroplastach. Po rozbhiciu
chloroplastdw za pomocg ultradzwiekow, specyficzna radioaktywnosé ka-
staprenoli wzrosta trzykrotnie. Poniewaz z badan Goodwina (11)
wiadomo, ze mewalonian nie przenika przez btone chloroplastow, radio-
aktywnos¢ we frakcji nienaruszonych chloroplastéw pochodzi prawdo-
podobnie z zanieczyszczenia preparatu poliprenolami syntetyzowanymi
poza chloroplastami, a przyrost radioaktywnos$ci po podziataniu ultra-
dZzwiekami jest wskaznikiem biosyntezy wewnatrz chloroplastow.

Badania in vivo nad wigczaniem podwdjnie znakowanego kwasu me-
walonowego do betulaprenoli w obcietych gatgzkach brzozy przeprowa-
dziliGough iHemming (12, 13). Otrzymane stosunki 3 : 14C po poda-
niu kwasu 2-4C-mewalonowego, znakowanego trytem w pozycji 4R i 4S,
wskazywaty na synteze trzech wigzan podwojnych trans i pozostatych cis
w wytwarzanych betulaprenolach 6 do 9. Te same stosunki otrzymali
autorzy dla zwigzkéw wolnych i ich estrow.

Doswiadczenia te nie wyjasniaty jednak, ktdre wigzania w czasteczce
majg konfiguracje cis, a ktore trans. Gough i Hemming rozwigzali
to zagadnienie podajgc gatgzkom brzozy znakowane MC pirofosforan farne-
zylu, geranylogeraniol i geraniol. Jedynie w przypadku podawania piro-
fosforanu farnezylu procent radioaktywnosci wigczanej do prenoli byt
wiekszy niz przy stosowaniu mewalonianu i jednocze$nie byt wiekszy niz
wigczanie do fitolu i skwalenu. Radioaktywno$¢ z geraniolu wiaczata sie
W nieznacznym stopniu, a z geranylogeraniolu praktycznie nie wiaczata
sie do betulaprenoli, natomiast witgczata sie do skwalenu. Brak witgczania
UC-geranylogeraniolu i stabe wigczanie MC-geraniolu oraz wyrazne wia-
czanie pirofosforanu MC-farnezylu do betulaprenoli 6—9 potwierdzajg
hipoteze, ze poliprenole powstajg z trans farnezolu przez stopniowe przy-
taczanie jednostek drogg kondensacji, prowadzacej do powstania wigzania
podwojnego o konfiguracji cis. A zatem reszty prenylowe o konfiguracji
trans muszg znajdowac sie na weglowodorowym korcu czasteczki (13).

Przytoczone dane dotycza biosyntezy poliprenoli zawierajgcych dwa
wigzania o konfiguracji trans. Przez analogie uwaza sie, ze w prenolach
o0 trzech wigzaniach w konfiguracji trans wystepuja one réwniez na koncu
weglowodorowym i powstajg przez dofgczenie jednostek prenylowych
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droga kondensacji cis do pirofosforanu geranylogeraniolu o wszystkich
wigzaniach podwdéjnych trans.

Stone i Hemming (30) zajeli sie ponadto ustaleniem pierwotnej
struktury wigzan podwojnych w poliprenolach czesciowo uwodorowanych,
otrzymanych z kultury Aspergillus fumigatus. Na podstawie pomiaru
radioaktywnosci po podaniu podwojnie znakowanego mewalonianu ustalili,
ze w czasteczce tych poliprenoli wystepuja 4 wigzania o pierwotnej kon-
figuracji trans. Z danych NMR wiadomo, ze poliprenole wyodrebnione
z tego grzyba zawierajg jedynie dwa wigzania o konfiguracji trans. Przy-
puszcza sie, ze w czasie biosyntezy uwodorowane zostajg 2 wigzania
trans, prawdopodobnie przy weglowodorowym koncu czasteczki i jedno
wigznie cis w reszcie izoprenoidowej zawierajgcej grupe wodorotlenowa.
Prawdopodobnie uwodorowanie poliprenoli jest etapem koricowym ich
biosyntezy (29). Nie ma jednak bezposrednich danych doswiadczalnych,
potwierdzajagcych te przypuszczenia.

Bloch iwsp. (1, 21), wyizolowali i czeSciowo scharakteryzowali syn-
tetaze diugotanicuchowych pirofosforanéw prenylowych z komérek bak-
terii Micrococcus lysodeicticus. Enzym wysalali siarczanem amonu z pre-
paratu enzymatycznego, otrzymanego po lizie komoérek i odwirowaniu
cze$ci statych. Nastepnie enzym oczyszczali przez kilkakrotne wysalanie,
elektroforeze na akrylamidzie i' chromatografie na D-EAE-celulozie. Po
tym oczyszczaniu aktywnos$¢ specyficzna enzymu wzgledem pirofosforanu
farnezylu wzrosta 24 razy. Enzym ten katalizuje reakcje wydtuzania tan-
cucha pirofosforanéw poUprenylowych przez dotgczanie pirofosforanu
izopentenylu. Najwiekszg aktywno$¢ wykazuje on w reakcji pirofosforanu
izopentenylu z pirofosforanem geranylu, stabsza z pirofosforanem farne-
zylu, najstabszg z pirofosforanem geranylogeranylu. Produktem reakcji sg
gtdwnie alkohole o tahncuchach z 35 i 40 atoméw wegla. Produkt reakcji
mozna wyekstrahowac rozpuszczalnikami organicznymi dopiero po uprzed-
nim podziataniu kwasem, co sugeruje istnienie powigzania produktu z en-
zymem. Wskazuje na to rowniez fakt, ze po podaniu radioaktywnego pre-
kursora znakowanego weglem 1C lub fosforem 3P radioaktywno$¢ wykry-
wa sie w enzymatycznej frakcji biatkowej. Stabilnosé wiagzania produktu
z enzymem w S$rodowisku kwasnym jest taka sama jak nieorganicznego
pirofosforanu. Przypuszczalnie wiec produkt jest fancuchowym zwigzkiem
pirofosforanoprenylowym, dotgczonym lub zaadsorbowanym na enzymie.

I11. Rola poliprenoli

Pirofosforany prenoli o wszystkich wigzaniach podwdjnych w konfi-
guracji trans sg prawdopodobnie prekursorami tafcucha bocznego poliizo-
prenoidowych chinonéw. Czesto zachodzi korelacja miedzy diugoscig sola-

8%
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nesolu wystepujacego w tkance a diugoscig taricucha bocznego chinondw;
na przykiad liscie tytoniu zawierajg 45-cio weglowy solanesol i tyle samo
atoméw wegla jest w poliprenolowym tancuchu wystepujgcego tam w du-
zych iloSciach plastochinonu. Natomiast w kolbach obrazkéw plamistych
wystepuje 50-cio weglowy solanesol i ubichinon 50 (23, 27).

Jedynych danych o mozliwos$ci kondensacji pirofosforanow poliprenoli
z rdzeniem aromatycznym dostarczyli Stoffel i Martius (28).
Stwierdzili oni, ze w wyniku reakcji pomiedzy metylonaftochinonem lub
5,6-metoksy-2-metylobenzochinonem i pirofosforanami alkoholi prenylo-
wych, jak farnezol, geranylogeraniol i solanesol, powstajg produkty, ktore
wykazujg maksimum absorpcji przy 275nm analogiczne do maksimum
absorpcji chinonu. Reakcja kondensacji byta katalizowana przez frakcje
mitochondrialng z watroby szczura. Autorzy nie stwierdzili analogicznej
reakcji po podaniu pirofosforanu fitolu.

Prawdopodobnie pochodna poliprenoli jest takze kauczuk. Poliprenole
wystepujg w wiekszych ilosciach w lisciach roslin kauczukodajnych. Po-
liprenole z Hevea brasiliensis lub Ficus elasticus zawierajg w czasteczce
jedynie 4 wigzania o konfiguracji trans, pozostate natomiast o konfigura-
cji cis, podczas gdy kauczuk wytwarzany przez te rosliny uwazany jest
za zwigzek, w ktérym wszystkie wiazania podwoOjne majg konfiguracje
cis. Jednak Waller (36) przypuszcza, ze w czasteczce kaczuku wyste-
puje kilka wigzan o konfiguracji trans, ktorych obecnos¢ jest maskowana
duzg przewagg wigzan podwojnych o konfiguracji cis. Uwaza on, ze cho-
ciaz kauczuk nazywany jest weglowodorem, w naturalnych warunkach
wystepuje on prawdopodobnie w formie pirofosforanu alkoholu izoprenoi-
dowego.

Doktadniej poznano udziat poliprenoli bakteryjnych w biosyntezie $cian
komdrkowych. Prefiéle te wystepujg gtownie w formie pirofosforanow,
wolny poliprenol wykryto jedynie w mikroorganizmach z rodzaju Lacto-
bacillus. Wedtug Schera i wsp. (26) pirofosforan poliprenylowy znaj-
duje sie w blonie bakteryjnej i dziata jako akceptor fosforandw cukréw
pochodzacych z wodnego Srodowiska wewngtrzkomérkowego. Czgsteczka
cukrowa zostaje dotgczona do reszty fosforanowej prenolu, a nastepnie
moze wigza¢ drugg czasteczke cukrowca i w ten sposéb powstaje tahncuch
poliglikanéw wchodzacych w sktad $ciany komdrkowej. Autorzy przepro-
wadzili in vitro biosynteze mannanu stosujgc enzymy bakteryjne. Bezko-
morkowy wycigg Micrococcus lysodeicticus katalizuje wigczanie mannozy
z GDP-mannozy do mannozylofosfopoliprenolu i mannanu. Po podaniu
znakowanej weglem MC GDP-mannozy radioaktywnos$¢ jej szybko spada,
a po 10 min znakowanie pochodnej prenylowej osigga maksymalng war-
tos¢. Radioaktywno$¢ w mannanie wzrasta w sposob ciggty, ale wolniej niz
w tej pochodnej i po 1 godzinie jeszcze nie osigga maksimum. Zmiany
ilosciowe w radioaktywnosci poszczego6lnych zwigzkéw, przedstawione na
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rysunku 1, wskazujg na istnienie miedzy nimi bezposrednich powigzan
typu prekursor-produkt. Analiza sktadnika prenylowego kompleksu lipi-
dowo-cukrowego wykazata, ze jest nim catkowicie nienasycony undeka-
prenol (91%) z dodatkiem dodeka- i dekaprenoli, zawierajagcy dwa wigza-
nia o konfiguracji trans.

2000
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N I
8 &
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§
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0 20 40 60 min

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

Sktad mieszaniny inkubacyjnej: preparat enzymatyczny z Micrococus lysodeicticus, GDP-man-

noza, bufory Tris-jabtczan, pH 85 i Tris-HCI, pH 7,6 w stosunku molowym okoto 20:1. -

GDP-mannoza, x-— X pochodna prenylowg, A - A mannozylodwugliceryd, O--- 0 mannan
(wg Schera i wsp. (26))

Higashi i wsp. (19) stwierdzili, ze preparat enzymatyczny, otrzy-
many po lizie komdrek Micrococcus lysodeicticus, syntetyzuje kompleks:
lipid-pirofosforan-dwucukier-pieciopeptyd, produkt posredni w biosynte-
zie glikopeptydow $cian komdrkowych. Sktadnikiem lipidowym tego kom-
pleksu jest, podobnie jak w syntezie mannanu, undekaprenol. W obecnosci
ATP kompleks moze wiazaé egzogenng glicyne, przeksztatcajgc sie w bar-
dziej zlozone glikopeptydy S$ciany bakteryjnej. Autorzy przeprowadzili
rowniez biosynteze peptydoglikanu $ciany komorkowej bakterii Staphylo-
coccus aureus uzywajgc preparatu enzymatycznego otrzymanego z tych
bakterii i egzogennego undekaprenolu wyizolowanego z roslin. Inne pre-
nole roslinne byty znacznie stabszymi substratami w tej reakcji (18). Po-
dobny udziat zwigzkéw poliprenylowych stwierdzili Wright i wsp. (43)
w biosyntezie O-antygenu, skiadnika bton Salmonella anatum oraz
Brooks, Baddiley i Douglas (3, 9)w biosyntezie poli N-acetylo-
glukozoaminy z bton Staphylococcus lactis.

Wyniki ostatnich prac nad biosynteza peptydocukréw z watroby
szczura i wielocukrow ze $cian komdrek roslinnych wskazujg na udziat
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poliprenoli réwniez w tych procesach. Behrens i Leloir(2) stwier-
dzili, ze mikrosomalna frakcja z watroby szczura katalizuje przeniesienie
glukozy z UDP-glukozy na akceptor lipidowy, identyczny ze zwigzkiem
otrzymanym przez chemiczne ufosforylowanie dolicholu. Produktem reak-
cji jest dolicholomonofosfoglukoza, w ktérej reszta fosforanowa pochodzi
z fosforanu dolicholu, a glukoza powigzana jest z resztg fosforanowg wig-
zaniem o konfiguracji |3 Otrzymana pochodna jest substratem w reakcji
z glicyloglicyna, katalizowanej przez enzymy mikrosomalne. Produktem
tej reakcji jest prawdopodobnie peptydoglikan.

Villemez (35 wyodrebnit lipidowy zwigzek posredni w biosyntezie
wielocukrowcow Scian komorkowych siewek fasoli. Otrzymany zwigzek
jest chromatograficznie identyczny z mannolipidem wydzielonym z Mi-
crococcus lysodeicticus (26). W wyniku hydrolizy kwasowej zwigzek roz-
pada sie na mannozo 2-fosforan i skiladnik tluszczowcowy, ktorym jest,
jak wykazata wstepna charakterystyka za pomoca spektroskopii masowej
dtugotancuchowy poliprenol (35).

Z zestawienia danych o udziale poliprenoli w biosyntezie peptydocu-
kréw i wielocukrow, katalizowonej przez enzymy pochodzace zardwno
z mikroorganizméw jak i organizmoéw roslinnych i zwierzecych wynikato-
by, ze poliprenole sa koenzymami niezbednymi w tej reakcji.
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EWA LENARTOWICZ *, STEFAN KLITA **

Bezposrednia translacja DNA w uktadach bezkomérkowych

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 zaszyfrowang w sekwen-
cji nukleotydéw informacje genetyczng dotyczacg budowy, a zatem i wtas-
ciwosci syntetyzowanych biatek. W myS$l wspdiczesnych poglagdow nie
uczestniczy on jednak bezposrednio w biosyntezie polipeptydu in vivo,
lecz steruje tym procesem, determinujgc strukture matrycy dla wytwa-
rzanych biatek. Te bezpos$rednig matryce stanowi w komérce informacyjny
RNA (mRNA) o sekwencji nukleotydow komplementarnej do odpowied-
nich odcinkéw nici DNA, gendéw. Mechanizm przekazywania informacji
genetycznej jest tematem wielu prac przegladowych (23, 24, 26, 27, 58).

Doswiadczenia modelowe nad syntezg biatek in vitro przeprowadza sie
zazwyczaj w uktadach bezkomérkowych, ztozonych z rybosoméw i uktadu
enzymow syntetyzujacych polipeptydy oraz odpowiednich soli, ATP, GTP
i aminokwasow (42). W takim uktadzie mozna obserwowaé¢ wbhudowywa-
nie radioaktywnych aminokwasdéw do frakcji biatkowej. Jak dowodza
wyniki badan na uktadach bezkomdérkowych matrycg dla syntezy biatka
moga by¢ jedynie polinukleotydy pozbawione struktury drugorzedowej
(17, 33, 46, 54, 56), co oznacza przede wszystkim wystepowanie w formie
jednoniciowej. Spetnienie tego warunku jest niezbedne dla wytworzenia
specyficznego kompleksu polinukleotydu z rybosomami. In vivo warunek
ten spetniany jest jedynie przez mRNA, bowiem zaréwno RNA rybosoméw
(rRNA) jak przenoszagcy (tRNA) charakteryzuja sie bogatg strukturg dru-

* Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Warszawa

** Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: 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 dAl — 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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gorzedowa, a DNA wystepuje w formie dwuniciowej spirali. Natomiast
in vitro, kiedy mozliwe jest podanie tych wystepujacych w organizmie
polinukleotydéw w formie zdenaturowanej (co oznacza rozerwanie wigzan
wodorowych miedzy tafcuchami), moga one odegra¢ role matrycy dla
syntetyzowanych polipeptydéw. Szczegélnie interesujgce wydaje sie prze-
ksztatcenie w tego rodzaju matryce czasteczki DNA ze wzgledu na réznice
strukturalne w stosunku do naturalnego mRNA: zastgpienie rybozy przez
dezoksyryboze i uracylu przez tymine.

Stymulacje witaczania aminokwaséw do biatka przez DNA, bez jed-
noczesnego wzmozenia syntezy RNA, zauwazyli w 1961 roku Fren-
ster, Allfrey i Mirsky (19) w ukladzie bezjadrowym z jader
grasicy. W kilka lat p6zniej zaobserwowano to zjawisko takze w bezko-
morkowych uktadach bakteryjnych (18) i roslinnych (11).

Proces bezpos$redniej translacji DNA wykazuje odmienne witasciwosci
w uktadach bezkomdérkowych rdéznego pochodzenia. W uktadach bakteryj-
nych synteza polipeptyddéw zachodzi pod wptywem DNA wytacznie jedno-
niciowego i jedynie w obecnosci neomycyny lub pokrewnych jej antybio-
tykow aminoglikozydowych. Natomiast w uktadach z jader grasicy
i z Chlorella pyrenoidosa matrycqg moga by¢ takze DNA dwuniciowe,
a translacja ich zachodzi zarbwno w nieobecnos$ci, jak w obecnosci neo-
mycyny (tablica 1).

Tablica 1
Warunki dla bezposredniej translacji DNA w uktadach bezkomérkowych réznego pochodzenia

DNA jako matryca

Pochodzenie uklad Dziatani
ochodzenie uktadu Jednoniciowy Dwuniciowy ziatanie neomycyny
Escherichia coli + — niezbedne
Chlorella pyrenoidosa + + stymulujace
Jadra grasicy + staba aktywno$¢ bez wptywu

Translacja DNA, przynajmniej w ukiadach bakteryjnych, przebiega
analogicznie do translacji RNA, przy zachowaniu tego samego znaczenia
kodondw, z udziatem tych samych faktorow i tRNA w zapoczatkowaniu
syntezy tancucha polipeptydowego (tzw. inicjacji).

I. Translacja DNA w ukitadach bakteryjnych

1. Wiazanie DNA z rybosomami

Podstawowym warunkiem specyficznej interakcji (czyli potgczenia sig)
polinukleotydu z rybosomami jest brak drugorzedowej struktury w obre-
bie jego czasteczki (17, 33, 46, 54, 56). Reguta ta odnosi sie do wszystkich
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badanych rybopolinukleotydéw, tak naturalnych jak i syntetycznych,
a takze do znakomitej wiekszosci polidezoksyrybonukleotydéw. Wydaje sie
zatem, ze rodzaj reszty cukrowej (ryboza lub dezoksyryboza) nie ogranicza
w sposéb zdecydowany mozliwosci wigzania sie polinukleotydu z ryboso-
mem. Wyjatek stanowig jedynie nieliczne polidezoksyrybonukleotydy syn-
tetyczne, co zostanie omoéwione w dalszej czesci artykutu.

Pierwsze dane o tgczeniu sie DNA z rybosomami bakterii przedstawili
Takanami i Okamoto (1963) (55) opierajac sie na wynikach analizy
sedymentacyjnej. Mieszanine rybosoméw (lub ich podjednostek) i radio-
aktywnego DNA o buforze z dodatkiem jonéw Mg2+ (w stezeniu 5mM)
rozdzielano za pomocg wirowania w gradiencie sacharozy. Natywny DNA
nie wchodzit wcale w potgczenie z rybosomami badz tworzyt ,,lekki” kom-
pleks z co najwyzej trzema rybosomami. Dopiero po zniszczeniu struktury
drugorzedowej DNA za pomocg formaldehydu wytworzyt sie wiasciwy
kompleks polirybosomowy, co przejawiato sie przesunieciem radioaktyw-
nosci do frakcji ciezszej od rybosomoéw. Wykazano ponadto, ze DNA, po-
dobnie jak RNA, wigze sie z podjednostkg 30S rybosomoéw. Zjawisko to
zaobserwowano w nieobecnoS$ci antybiotykéw; po6zniejsze badania (30, 50)
wykazaly, ze neomycyna, niezbedna do translacji DNA w uktadach bak-
teryjnych, nie ma wptywu na wigzanie z rybosomami ani DNA, ani RNA.

Doktadniejszg analize przytgczania sie DNA do rybosoméw przepro-
wadzili Salas i Bollum (50) uzywajac syntetycznych homopolidezo-
ksyrybonukleotydéw. Wykazali oni, ze polidezoksyrybonukleotydy, podob-
nie jak ich analogi zawierajgce ryboze, taczg sie z rybosomami tylko
w obecnosci jonéw Mg2+, nie potrzeba natomiast w $rodowisku kationdéw
jednowartosciowych, zrédta energii ani enzymatycznej frakcji biatek roz-
puszczalnych. Prawdopodobnie DNA i RNA przytaczajg sie do tego sa-
mego miejsca na rybosomie, o czym S$wiadczy komeptycyjne hamowanie
wigzania poli rU przez poli dC i jego analogi. Polidezoksyrybonukleoty-
dy zawierajace wytacznie zasady pirymidynowe wykazuja znacznie wyz-
sze powinowactwo do rybosomow (réwnie niska sitata dysocjacji komple-
ksu jak w przypadku poli rU) niz polimery z zasadami purynowymi,
wsrdd ktorych poli dA nie jest w ogole przytagczany w pokojowej tempe-
raturze. Zastapienie atoméw wodoru w poli dC podstawnikami alkilowymi
drastycznie obniza jego zdolno$¢ do wigzania sie z rybosomami, co mogto-
by Swiadczy¢ o udziale mostkow wodorowych tworzacych sie miedzy pier-
$cieniami zasad. W stanie wysycenia przez polidezoksyrybonukleotyd,
stosunek poli dC do rybosoméw (w molach) wynosi okoto 1 (jak w przy-
padku poli rU czy poli rC), a stosunek poli dT i dl do rybosoméw jest
w przyblizeniu o potowe nizszy.

Tworzenie sie polirybosoméw in vitro z udziatem RNA faga f2 lub
jednoniciowego DNA faga fd wymaga obecnosci N-formylometionylo-
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-tRNA i GTP (4). Rodzaj komponentu cukrowego w polinukleotydzie jest
wiec bez znaczenia dla przebiegu specyficznej inicjacji in vitro.

Opisane polirybosomy zawierajg wytgcznie rybosomy powigzane bez-
posrednio z niciag DNA, czym réznig sie one od kompleks6w DNA-mRNA-
-rybosomy tworzacych sie in vivo w czasie syntezy RNA na matrycy
DNA (2, 6, 48).

2. Zapoczatkowanie syntezy fancucha polipeptydowego

Inicjacja, czyli zapoczatkowanie syntezy tancucha polipeptydowego na
matrycy DNA zachodzi podobnie jak na matrycy RNA. W przypadku
MRNA specyficzna synteza polipeptydu rozpoczyna sie od wytworzenia
kompleksu ztozonego z podjednostki 30S rybosomu, mRNA i inicjujacego
N-formylometionylo-tRNA (FM-tRNA), po czym zostaje dotgczona pod-
jednostka 50S. Kolejnym etapem jest przytgczenie nastepnego aminoacylo-
-tRNA (aa-tRNA) i utworzenie pierwszego wigzania peptydowego (45). W
roztworach o niskich stezeniach jonow Mg2+ (0,005 M), w ktorych nie
tworzg sie niespecyficzne potgczenia FM-tRNAF z rybosomami, wigzanie
tego tRNA do rybosoméw uwarunkowane jest obecnoscig polinukleoty-
du (21).

Morgan iwsp. (35) zaobserwowali wigzanie sie FM-tRNAF do rybo-
somow po dodaniu do uktadu poli dTG. Proces ten przyspiesza neomycyna,
podczas gdy wprowadzenie czynnikéw inicjujagcych nie ma wptywu. Na-
tomiast synteza kopolipeptydu kodowanego przez poli dTG (w 0,005 Mg2+)
zalezy nie tylko od obecnosci FM-tRNAF, ale réwniez od czynnikéw inicju-
jacych, neomycyny oraz pozostatych sktadnikéw uktadu wiaczajgcego ami-
nokwasy do polipeptydu.

Wigzanie sie FM-tRNAKdo rybosoméw zaobserwowat rowniez Bret-
scher (4) po dodaniu do nie zawierajagcego neomycyny uktadu kolistego,
jednoniciowego DNA faga fd oraz GTP. W tym przypadku trudno jest
oceni¢ ilosciowo role czynnikdéw inicjujagcych w procesie przytgczania
FM-tRNAF do kompleksu DNA faga fd z rybosomami, bowiem preparat
rybosomowy zawierat te czynniki od poczatku. Zaleznos¢ tego procesu od
GTP Swiadczytaby jednak o ich udziale w reakcji wigzania sie FM-tRNAF
z kodonami inicjujgcymi fagéwego DNA. Analiza produktu wykazala, ze
zapoczatkowanie syntezy tancuchéw peptydowych zachodzi tylko w ogra-
niczonej liczbie specyficznych miejsc DNA.

Sposrdd dwoch tRNA specyficznych dla metioniny (tRNAFi tRNAM
jedynie ta forma, na ktorej reszta metioniny moze ulega¢ formylacji petni
funkcje inicjujagcego tRNA. Znakiem rozpoznawczym dla matrycy, zar6w-
no RNA jak DNA oraz dla czynnikdw inicjujgcych jest jednak nie sama
obecno$¢ grupy formylowej, ale nieznane jeszcze doktadnie réznice w
strukturze tRNA obu tych rodzajow (7, 14, 35, 51). Na podobnej zasadzie
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nastepuje rozrdéznienie obu rodzajow tRNA specyficznego dla metioniny
przez enzymy formylujace ten aminokwas. Proces ten zachodzi, jak dzi$
wiadomo, na etapie aminoacylo-tRNA (9, 28, 29).

3. Wiazanie si¢ aminoacylo-tRNA z kompleksem DNA-rybosom

Specyficzne wigzanie aminoacylo-tRNA z rybosomami polega na wza-
jemnym rozpoznaniu i tgczeniu kodonu matrycy polinukleotydowej z od-
powiadajacym mu antykodonem tRNA. Matrycg wigzaca moze by¢, procz
jednoniciowego RNA, réwniez jednoniciowy DNA, oo stwierdzono przy
zastosowaniu syntetycznych polidezoksyrybonukleotydéw (tablica 2A)
(35). Uzyskane wyniki $wiadczg o specyficznosci tego wigzania: poli dCA
zawierajacy kodony dla histydyny i treoniny wigze histydylo-tRNA i treo-
nilo-tRNA, a nie wigze walilo-tRNA ani cysteilo-tRNA; doswiadczenia
z poli dTG i poli dT wykazaty petng réwnoznaczno$é uracylu i tyminy w
kodonach matrycy. Nie tgczacy sie z rybosomami poli dA (50) nie wzmaga
takze wigzania lizylo-tRNA (kodon AAA odpowiada lizynie). W tym przy-
padku natura komponentu cukrowego odgrywa istotng role, skoro poli rA
tworzy kompleks z rybosomami wigzacy lizylo-tRNA (43).

Gdy uzywa sie jako matrycy syntetycznych polidezoksyrybonukleoty-

Tablica 2A i B

Woptyw syntetycznych polidezoksyrybonukleotydéw i antybiotykéw aminoglikozydowych na
wigzanie aminoacylo-t RNA (aa-t RNA) do rybosoméw w bezkomérkowym uktadzie z E. coli

B. Wptyw antybiotykdw

A. Wplyw polidezoksyrybonukleotydéw w obecnosci w obecnos$ci DNA fososia
neomycyny (10 j¢G/ml) wg danych Morgana i wsp. (35) (0,5 mg/ml) wg danych Masukawy
i Tanaki (30)
Zwigzany 14C-aa- Zwigzany 14C-
Matryca lt‘:?clllzf- tRNA (ix[imole) Antybiotyk -aa-t RNA
—Matryca  + Matryca (imp/min)
poli dCA Tre 0,66 3,70 . 1170
His 0,54 6,65 Kanamycyna 1940
10 [Ag/ml
Wal 0,73 0,41
Cys 0,34 0,30 Neomycyna 1860
10 (ig/ml
poli dTG Wal 0,73 4,07
Cys 0,32 2,11 Streptomycyna 1800
20 (xg/ml
poli dT Fen 0,36 2,40 Kasugamycyna 1120
640 (ig/ml

poli dA Liz 0,73 0,73
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déw neomycyna nie wplywa wyraznie ani jednoznacznie na wigzanie
aa-tRNA (35). Natomiast w obecnosci naturalnych DNA Masukawa
i Tanaka (30) stwierdzili wzmozenie tego procesu przez antybiotyki
(tablica 2B). Stymulatorami sg antybiotyki aminoglikozydowe zawierajace
ugrupowanie streptaminy, jak kanamycyna, neomycyna, streptomycyna
(tablica 2B). Natomiast kasugamycyna, nie zawierajgca ugrupowania strep-
taminy, nie wptywa bezposrednio na wigzanie aa-tRNA, znosi jednak
dziatanie neomycyny i kanamycyny. Wzmozenie wigzania aa-tRNA przez
antybiotyki mogtoby stanowi¢, zdaniem autoréw, istote ich wpltywu na
synteze polipeptydow. Jednak fakty S$wiadcza przeciwko tej hipotezie:
potaczenie aa-tRNA z matrycg DNA zachodzi takze w nieobecnosci anty-
biotykéw, a synteza polipeptydu uwarunkowana jest przez neomycyne
rowniez wtedy, gdy nie wptywa ona pobudzajgco na wigzanie aa-tRNA (35).
o] ile w obecno$ci ditugotancuchowych polidezoksyrybonukleotydéw
aa-tRNA wigzg sie z rybosomami, to oligodezoksyrybonukleotydy w prze-
ciwienstwie do ich analogéw rybozowych, nie majg wptywu na ten proces
(43). Fenyloalanylo-tRNA nie wigze sie z rybosomami w obecnosci synte-
tycznego oligonukleotydu d(T)2 natomiast wigze sie w obecnosci nawet
trojnukleotydu r(U)3

4. Synteza polipeptydéw na matrycy DNA

DNA jako matryca. Proces syntezy polipeptyddw na matrycy DNA
w uktadach bakteryjnych opisali po raz pierwszy Holland i McCar-
thy (1964) (18). Wykazali oni, ze zdenaturowany DNA z komorek HelLa
i komérek L myszy pobudza wiaczanie aminokwasow w bezkomorkowym
uktadzie z E. coli. DNA z innych zrédet nie wykazywaty tej wiasnosci.
Okazato sie pozniej, ze dziatanie DNA z komorek Hela i L zwigzane byto
z obecnoscig streptomycyny w pozywkach (31). Jednocze$nie stwierdzono,
ze podobny wptyw wywierajg zdenaturowane DNA réznego pochodzenia
pod warunkiem obecnosci antybiotykéw aminoglikozydowych w $rodo-
wisku inkubacyjnym (tablica 3A). W przeciwienstwie do zdenaturowanego
DNA natywny nie wptywa na synteze biatka niezaleznie od podania anty-
biotykéw. W wyniku denaturacji cieplnej, w miare rozwijania sie podwoj-
nej spirali, DNA coraz silniej aktywuje synteze biatka (32).

Nie tylko brak struktury uporzgdkowanej czyli wystepowanie w po-
staci pojedynczej nici, lecz takze sktad zasad decyduje o mozliwosci kodo-
wania aminokwasoéw przez DNA. Niezmiernie wazny jest stosunek zasad
purynowych do pirymidynowych w jego tancuchu (49). Badania z zastoso-
waniem syntetycznych polidezoksyrybonukleotydow dowiodly, ze wias-
nosci matrycy dla syntezy biatka wykazujg polimery ztozone badz wytacz-
nie z nukleotydéw pirymidynowych (jak poli dT, poli dC), badz polimery
o0 stosunku zasad purynowych do pirymidynowych 1:1. Natomiast zaréwno
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Tablica 3A i B

Woptyw zdenaturowanego DNA réznego pochodzenia oraz niektérych antybiotykéw aminoglikozy-
dowych na wiaczanie 14C-fenyloalaniny do polipeptydéw w uktadzie z E. coli, wg danych
McCarthy’ego i Hollanda (31)

A. Wplyw DNA réznego pochodzenia B. Wplyw antybiotykéw w obecnosci DNA
w obecnosci neomycyny (10 [zg/ml) tososia (0,8 mg/ml)
Wiaczanie 14C-fenylo- Wiaczanie 14C-fe-
DNA~ alaniny X 10«2 Antybiotyk nyloalaniny
(imp/min.) (imp/min)
60 15
50 ixg DNA tososia 267 10 jXg neomycyny 363
60 fig DNA myszy 479 10 [ig kanamycyny 129
50 fity DNA krolika 484 10 [ig streptomycyny 34
50 y.g DNA ropuchy 426

* objeto$¢ mieszaniny inkubacyjnej wynosita 0,5 ml

homo- jak kopolidezoksyrybonukleotydy zawierajace jedynie zasady pu-
rynowe (jak poli dA, poli dl i poli dAG, poli dAl) oraz kopolimery z prze-
wagg zasad purynowych (np. w stosunku 2:1) nie majg wptywu na wbu-
dowywanie aminokwasoéw do biatka. Brak aktywnos$ci matrycowej poli dA
i poli dl jest zwigzany z niezdolnoScig tych polimeréw do wigzania sie
z rybosomami (50), prawdopodobnie dotyczy to réwniez polidezoksyrybo-
nukleotydow z przewagg zasad purynowych.

W obecnosci neomycyny jednoniciowy DNA jest réwnie efektywng
matryca jak RNA; nalezy jednak pamieta¢, ze szybko$¢ syntezy polipep-
tydéw uwarunkowana jest, poza efektywnos$cig matrycy, takze aktywnos$-
cig enzyméw (zaréwno uczestniczacych w syntezie jak nukleolitycznych)
w stosowanych uktadach bezkomdrkowych. Przy niskiej aktywnosci nu-
kleaz translacja DNA moze zachodzi¢ niemal liniowo nawet przez 90 minut
(35). Szybkos¢ tego procesu zwieksza sie wraz z iloscig podawanego DNA
(4, 18, 32); na przyktad w przypadku DNA z faga T2 wigczanie fenyloala-
niny do polipeptydu jest wprost proporcjonalne do stezenia DNA, przy-
najmniej do 600 M-g/ml przy 30 min. inkubacji (32).

Kodowanie aminokwas6w przez DNA. W miare postepu badan nad
bezposrednig translacjag DNA in vitro, coraz wieksze zainteresowanie bu-
dzit problem wiernosci odczytywania sekwencji trypletow w fancuchu
polidezoksyrybonukleotydowym. W 1965 roku McCarthy i Holland
(31) zauwazyli wspoétzalezno$¢ miedzy sktadem zasad w naturalnych DNA
i czestotliwoscig wystepowania poszczeg6lnych aminokwaséw w syntety-
zowanym in vitro polipeptydzie. Obserwacja ta nasuwata przypuszczenie
0 jednakowym znaczeniu kodondw RNA i DNA, a takze o rdwnoznacznosci
uracylu i tyminy. Ta droga sprawdzania sensu trypletéw kodu genetycz-
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nego nie rokowata jednak nadziei wobec nieznajomosci sekwencji nukleo-
tydéw w tancuchach DNA. Nowe mozliwosci otworzyto dopiero opanowa-
nie metod syntetyzowania in vitro matryc polidezoksyrybonukleotydo-
wych, ztozonych z jednakowych lub réznych zasad Scisle okreslonych pod
wzgledem sktadu i sekwencji (35). Okazato sie wowczas, ze poli dT, tak
samo jak poli rU i, réwnie skutecznie, koduje fenyloalanine (35, 49), a poli
dC, podobnie jak poli rC, jest matrycg dla poliproliny (49). Poli dCA i poli
dTG o naprzemiennej sekwencji zasad, analogicznie do odpowiadajgcych
im polimerow zawierajagcych ryboze, wptywajg na wspotzalezng inkorpo-
racje dwu aminokwasOw, tych samych, niezaleznie od komponentu cukro-
wego (35). Wyniki tych i wielu innych doswiadczen wskazujg, ze znaczenie
trypletéw kodu genetycznego jest takie samo bez wzgledu na rodzaj
reszty cukrowej w tancuchu polimeru, przy czym tymina i uracyl spet-
niajag te sama funkcje.

Zgodno$¢ kodowania aminokwaséw przez matryce rybo- i dezoksy-
rybonukleotydowe jest tym bardziej godna uwagi, ze te ostatnie wymaga-
ja obecnosci antybiotykow aminoglikozydowych w uktadach syntetyzuja-
cych polipeptydy in vitro. Od dawna byto wiadome, ze antybiotyki z tej
grupy wywotujg btedy podczas translacji matryc RNA. Streptomycyna
powoduje dwuznaczno$¢ zasad pirymidynowych, a neomycyna moze by¢
przyczyng btednego odczytania az dwu zasad w tym samym kodonie (8).
Jednakze wierno$¢ translacji DNA znacznie przewyzsza wierno$¢ translacji
odpowiadajagcych im RNA w obecnosci neomycyny, a w niektérych przy-
padkach doréwnuje translacji RNA w nieobecnosci antybiotykow (35).
Poli dT w obecnosci neomycyny jest odczytywany tak samo jak poli rU,
w jej nieobecnosci — oba polimery wiaczajg do syntetyzowanej polifeny-
loalaniny nieznaczne iloSci alaniny (35, 49). Translacja poli dCA okazala sie
abosolutnie wierna: zaden z dwu kodowanych aminokwaséw nie moze
by¢ zastapiony przez inny (35). Taka wierno$¢ wykazuje poli rCA tylko
w nieobecnosci antybiotykéw, podczas gdy dziatanie neomycyny wprowa-
dza do jego translacji caly szereg bteddw. W przeciwienstwie do poli dCA,
poli dTG przy braku cysteiny (TGT) moze zamiast niej wigczac¢ arginine
(CGT), a przy braku waliny (GTG) — alanine (GCG), kwas glutaminowy
(GAG) i glicyne (GGG). Biedy te nie sg jednak zwigzane z komponentem
cukrowym matrycy, poniewaz w tych samych warunkach noli rUG przeja-
wia podobng dwuznaczno$¢ o wyzszym nasileniu (8). Ponadto, w przypadku
poli dTG, dostepno$¢ aminokwaséw wiasciwych dla jego kodonéw znacz-
nie redukuje wigczanie innych aminokwaséw (35). W obecnos$ci wszyst-
kich aminokwaséw, zaden spos$rdd pieciu badanych polidezoksyrybonu-
kleotydéw o skewencje nie uporzgdkowanej nie kodowal aminokwaséw
odpowiadajagcych kodonom o zasadach nie wystepujacych w matrycy (49).

Dane te wskazuja, ze DNA w obecnosci neomycyny stanowi petnowar-
tosciowg matryce, odczytywang zgodnie z ustalonym przez Nirenberga dla
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RNA uktadem kodonéw i zachowujacg w znacznym stopniu wiernos¢
translacji.

Brak udziatu informacyjnego RNA przy translacji DNA. ldentycznosé
kodu przy translacji RNA i DNA jest wystarczajagcym dowodem funkcjo-
nowania DNA jako bezposredniej matrycy dla syntezy peptydéw, z pomi-
nieciem etapu transkrypcji. Wiadomo ponadto, ze matrycg dla syntezy
MRNA z udziatem zaleznej od DNA polimerazy RNA jest wtasnie natyw-
na, dwuniciowa posta¢ DNA. Co wiecej, jednoniciowy DNA jest inhibito-
rem biosyntezy mRNA (33). Stymulowana przez DNA in vitro synteza
polipeptydéw jest tylko w znikomym stopniu wrazliwa na obecno$¢ akty-
nomycyny D (inhibitor transkrypcji) (18, 32, 33), lecz skutecznie hamuja
jg inhibitory translacji, jak puromycyna czy chloramfenikol (18, 33), a tak-
ze dezoksyrybonukleaza (33).

Wplyw antybiotykéw. Sposréd badanych antybiotykéw (tablica 3B)
najefektywniejszym aktywatorem bezposredniej translacji DNA okazata
sie neomycyna (31, 33, 35), a w stabszym stopniu dziatajg kanamycyna,
streptomycyna (30, 31, 33) i gentamicyna (35). Wszystkie te antybiotyki
hamujg prawidtowg synteze biatka oraz wywotujg lub wzmagajg dwu-
znacznos$¢ translacji RNA (33). Nalezaca do tej samej grupy spektynomy-
cyna, antybiotyk nie zaktécajacy wiernosci translacji RNA, nie stymuluje
takze translacji DNA.

W celu ustalenia jakie ugrupowania strukturalne antybiotyku akty-
wuja translacje DNA, badano dziatanie poszczegdlnych produktow rozpadu
neomycyny (I). Okazato sie, ze o ile sama dezoksystreptamina pozostaje
nieaktywna, to potgczenie jej z dwuaminoglukozg tzw. neamina juz stymu-
luje translacje DNA, chociaz stabiej niz nienaruszona neomycyna. Zablo-
kowanie pierwszorzedowych grup aminowych zarbwno w neaminie jak
neomycynie catkowicie znosi te aktywnos¢ (33).

(o) NH,

NH,
o OH O
CH,0H

|
|
|
|
|
OH o HO :
I
|
|
I
|
|
|
|
|

2,6-dwuaminaglukoza  Dezoksystreptamina D-ryboza Neozamina B

NEAMINA -[ NEOBIOZAMINA B

i

Dla uaktywnienia DNA jako matrycy w syntezie polipeptyddw wy-
starczajacy jest kontakt antybiotyku z samym DNA: juz dziatanie strepto-
mycyng przez 20 minut nadaje DNA wiasnosci matrycowe (31). Jest to

9 Postepy Biochemii
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przyczyng stymulacji syntezy biatka przez DNA wyodrebniony z réznych
tkanek hodowanych w obecnos$ci antybiotykéw aminoglikozydowych (32).
W hodowlach antybiotyki przenikaja do jadra komorek, gdzie zachodzi
in vivo asocjacja z DNA. Potgczenie takie pozwala czgsteczce DNA zacho-
wacé wiasnosSci matrycowe nawet po gotowaniu i traktowaniu alkaliami,
jest zatem bardzo trwatle. Produkty trawienia DNazg aktywnego DNA
mogg (po zniszczeniu enzymu przez zagotowanie) przekaza¢ wiasnosci ma-
trycowe jednoniciowemu DNA. Na tej podstawie McCarthy i Hol-
land (32) twierdza, ze aktywno$¢ matrycowa nie jest zalezna od we-
wnatrzczastkowych wiasciwosci samego DNA, lecz jest uwarunkowana
przytaczeniem sie do niego odpowiedniego antybiotyku. Hipoteze te po-
twierdzajg dane Zimmera i wsp. (59) wykazujgce wysokie powino-
wactwo antybiotykéw streptomycynopodobnych do DNA, z ktérym przy
niskiej sile jonowej wigzg sie za posrednictwem reszt fosforanowych, a w
wyzszych stezeniach tworzg nierozpuszczalny kompleks.

Uaktywnienie DNA jako matrycy przez asocjacje z antybiotykiem nie
wyklucza mozliwosci, ze zasadnicze dla translacji DNA dziatanie antybio-
tykéw dotyczy rybosomdw, a nie DNA. Ewentualno$¢ ta wydaje sie bar-
dziej prawdopodobna z punktu widzenia wspdiczesnej wiedzy o dziataniu
antybiotykéw. Wskazywatby tez na to fakt, ze uwarunkowanie translacji
DNA przez antybiotyki jest ograniczone do bakteryjnego typu rybosomoéw
i nie wystepuje w wypadku rybosomow z jader grasicy (40) czy glonu
Chlorella (13). A zatem uaktywniony DNA maégtby petnié funkcje tylko
przenosnika czasteczek antybiotyku. Jak wiadomo antybiotyki streptomy-
cynopodobne wigza sie z podjednostka rybosomalng 30S1(20), wptywajac
na fizyczne wiasnosci rybosomoéw (25) i mechanizm translacji (34V Jedno
z biatek podejdnostki 30S, ulegajac zmianom funkcjonalnym, decyduje
o wrazliwos$ci czy odpornosci szczepu bakterii wzgledem tych antybioty-
kéw (1, 47). Rybosomy pochodzace ze szczepéw opornych na streptomy-
cyne nie wigzg streptomycyny i nie ulegaja jej dziataniu (20, 47). A zatem
jesliby translacja DNA mogta zachodzi¢ w uktadach ze szczepow opor-
nych na antybiotyki aminoglikozydowe, oznaczatoby to, ze zwigzki te
dziataja wytacznie na DNA. Niestety, ze wzgledu na rozbiezno$é danych
(33, 35) kwestii tej nie mozna uzna¢ za rozstrzygnieta.

W nieobecnosci antybiotykéw w uktadach bakteryjnych jednoniciowy
DNA nie tylko nie stymuluje syntezy polipeptyddw, ale blokujac miejsca
wigzace matryce na rybosomach, hamuje endogenne wbudowywanie ami-
nokwaséw (30, 40). Ostatnio Br etscher (5) wykazat za pomoca analizy
autoradiograficznej, ze w nieobecnos$ci antybiotykéw i w waskim zakresie
stezenia jondw Mg2+ (7—IIm M) syntetyzowane sg na matrycy DNA
dwupeptydy (potagczenia formylometioniny z roéznymi aminokwasami).
W tych warunkach moze wiec tworzyé sie wigzanie peptydowe, ale kom-
pleks jest tak niestabilny, ze juz dwupetydy sg uwalniane. Wiadomo
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zatem, ze antybiotyki nie sg potrzebne ani do wigzania DNA z rybosomami
(30, 50, 55), ani do przytgczenia aa-tRNA do powstatego kompleksu (30,
35), ani do wytworzenia wigzania peptydowego (5). Jezeli jednak w ich
nieobecnos$ci nie dochodzi do syntezy polipeptydéw, a juz dwupeptydy
zostajg uwalniane, by¢ moze utatwiajg one translokacje czyli przemiesz-
czanie sie rybosomow wzdtuz nici DNA (31, 35) lub podnosza stabilnos¢
kompleksu majgcego utrzymac rosngcy tancuch peptydowy (5). Efekt
ten mogtby by¢ zwigzany ze zmianami konformacyjnymi i funkcjonal-
nymi, ktéorym ulegajg pod wplywem antybiotykéw aminoglikozydowych
rybosomy, a szczegdlnie podjednostka 30S (1, 34, 47, 52, 53).

Uaktywnianie funkcji matrycowych przez neomycyne nie ogranicza
sie do DNA, ale ma charakter bardziej uniwersalny. Neomycyna umozliwia
translacje wielu polinukleotydéw nie wykazujacych w innych warunkach
wiasnosci matrycowych (17, 33). Pod jej wptywem mogg by¢ wykorzy-
stane jako matryce RNA rybosomalny i przenoszacy, ktérych aktywnosé
wielokrotnie wzrasta po denaturacji cieplnej. Réwniez polirybonukleotydy
0 strukturze drugorzedowej, na przyktad poli C, i dlatego wykazujace
bardzo stabe dziatanie matrycowe, ulegajg aktywacji w obecnosci neomy-
cyny. Podobnej aktywacji ulegajg tez polimery z grupami metylowymi
(jak poli Nj-metylo-rA czy poli N3metylo-rU), ktére to podstawniki
znacznie ostabiajg funkcje matrycowe. Mozna z tych danych wywniosko-
waé, ze neomycyna zmniejsza niektdre ograniczenia wynikajgce ze struk-
tury matrycy i w efekcie pobudza translacje polinukleotydéw nieodczy-
tywanych w innych warunkach. Nalezy jednak pamigta¢, ze neomycyna
1pokrewne jej antybiotyki aminoglikozydowe in vivo skutecznie hamujg
synteze biatka, a in vitro translacje matryc polirybonukleotydowych, za-
rowno naturalnych jak syntetycznych, i z reguty znieksztatcajg tresc
kodu RNA.

Il. Translacja DNA w bezkomérkowym uktadzie z glonu
Chlorella pyrenoidosa

Bezposrednig translacje DNA w materiale pochodzenia roslinnego opi-
sano jedynie w uktadzie z glonu Chlorella pyrenoidosa. Dane na ten temat
pochodzg wytgcznie z prac Gallinga (11, 12, 13). W odrdéznieniu od
uktadow bakteryjnych w uktadzie z Chlorella matrycg dla syntezy biatka
moze by¢ zaréwno DNA jednoniciowy jak dwuniciowy. W obu przy-
padkach translacja DNA moze zachodzi¢ w nieobecnosci antybiotykow
aminoglikozydowych, ktore wywierajg tylko wptyw stymulujacy.

Rybosomy Chlorella, w przeciwienstwie do bakteryjnych, zdolne sag
do tworzenia kompleksu z dwuniciowym DNA (13). Po inkubacji uktadu
bezkomérkowego z natywnym, znakowanym DNA odnaleziono 40uo po-

o*
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danej radioaktywnos$ci we frakcji rybosomalnej. Polisomy wyodrebnione
z tej frakcji dajg w mikroskopie elektronowym charakterystyczny obraz
nierozgatezionej nici potgczonej z pojedynczymi rybosomami (rysunek 1).
Grubo$¢ tancucha taczacego rybosomy wskazuje na dwuniciowg forme
czasteczki DNA. Jest to forma DNA ulegajgca transkrypcji, jednakze
kompleks ten tworzy sie takze w obecnosci aktynomycyny D i przed-
stawia obraz catkowicie rézny od obrazéw obserwowanych w przypadku
kompleksu DNA-RNA-rybosomy (2, 48), w ktérym pojedyncze rybosomy
lub ich ugrupowania potaczone sg z nicia DNA za pos$rednictwem odcho-
dzacych od niej w formie odgatezien nici RNA. Dotychczasowe badania
nad interakcjg polinukleotydéw z rybosomami wykazujg, ze drugorzedo-
wa struktura polinukleotydéw stanowi przeszkode w tym wigzaniu i prak-
tycznie w kompleksy mogg wchodzi¢ jedynie formy jednoniciowe. Jed-
nakze w dwu przypadkach po infekcji komorek bakteryjnych fagami
znaleziono oporne na dziatanie rybonukleazy polisomy ztozone z kilku
lub kilkunastu rybosoméw i dwuniciowego RNA (15, 19). Przyczyny
umozliwiajagce w niektérych przypadkach wigzanie z rybosomami poli-
nukleotydéw dwuniciowych nie sg dotychczas wyjasnione.

Dwuniciowy DNA nie tylko wchodzi w kompleks z rybosomami Chlo-
rella, ale staje sie wowczas rdwnie efektywng matrycg dla syntezy poli-
peptydéw jak DNA zdenaturowany (11). Dziatanie to, proporcjonalne do
ilosci, wykazuja DNA z ro6znych Zrdédet. W obecnosci DNA w duzych
stezeniach (250fig/ml) szybko$¢ wigczania aminokwasow wzrasta 3-4-krot-
nie. Na wiaczanie aminokwasdéw wptywa aktywujgco uprzednie trakto-
wanie rybosoméw Chlorella P/o dezoksycholanem, co jednoczes$nie hamuje
translacje natywnego RNA (11, 12).

Zachodzaca pod wptywem DNA synteza polipeptydéw w ukiladzie
z Chlorella jest niezalezna od podania CTP i UTP oraz tylko w nieznacz-
nym stopniu wrazliwa na dziatanie rybonukleazy (13). Aktynomycyna
nie dziata na ten proces, natomiast chloramfenikol (dziatajacy na etapie
translacji) hamuje go. Fakty te wykluczajg mozliwos$¢ transkrypcji i wska-
zuja tym samym na bezposrednig translacje DNA.

Chociaz translacja DNA w ukitadzie z Chlorella nie wymaga obecnosci
zadnych antybiotykéw, to jednak ulega ona silnej aktywacji pod wpty-
wem neomycyny (13). Przy stezeniu neomycyny 125j.ig/ml i jednoczesnej
obecnosci DNA, poziom witgczania aminokwaséw do polipeptydéw podnosi
sie az 28-krotnie. Kinetyka witgczania aminokwaséw w tych warunkach
jest jednak catkowicie inna niz w ukladzie nie zawierajgcym neomycyny
i wykazuje podobienstwo do kinetyki translacji poli rU.

Zdolnos$¢ do bezposredniej translacji DNA nie jest og6lng wiasciwoscig
rybosomow glondéw. Uklad bezkomdrkowy z glonu Anacystis nidulans
odpowiada wzmozong syntezg biatka na podanie RNA, nie reaguje jednak
na podanie DNA (12).



Rys. 1. Polirybosom utworzony z rybosoméw potgczonych z dwuniciowym DNA.
Powiekszenie 304 000X (13)
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I1l. Translacja DNA w bezjadrowych uktadach z jader grasicy

Wiadomosci o bezposredniej translacji DNA in vitro w materiale po-
chodzenia zwierzecego dotycza wytacznie bezjadrowego uktadu z jader
grasicy. W uktadzie tym jednoniciowa forma DNA jest efektywnieszg
matrycg dla syntezy biatka niz dwuniciowa (38). W przeciwienstwie do
innych znanych uktadow, w uktadzie zawierajgcym materiat z jader gra-
sicy neomycyna nie ma zadnego wpltywu na stymulowane przez DNA
whbudowywanie aminokwasow (40).

Rybosomy z jader grasicy zdolne sg do tworzenia komplekséw z DNA
réznego pochodzenia, zaréwno natywnym jak zdenaturowanym (36). Po-
dobng zdolno$¢ wykazujg takze cytoplazmatyczne rybosomy z grasicy,
watroby i retikulocytow (41). Naturalny RNA lub poli rU hamuje przy-
taczanie DNA do rybosomoéw, z czego mozna wywnioskowaé, ze DNA
dzieli z RNA miejsce wigzace na rybosomach.

W uktadzie zawierajgcym rybosomy i frakcje pH 5 z jader grasicy DNA
zdenaturowany, a w stabszym stopniu réwniez DNA natywny, stymuluja
wbudowywanie aminokwaséw (10, 38, 40). Neomycyna nie ma wptywu na
ten proces (40). Szybko$¢ syntezy biatka wzrasta wraz z iloScig dodawanego
DNA az do stezenia wysycajagcego miejsca wigzgce na rybosomach (okoto
190 Mg RNA/mg rybosomdéw) (38). Dziatanie DNA w uktadzie z grasicy
jest wielokrotnie stabsze niz w uktadach bakteryjnych. W pewnej mierze
moze to by¢ zwigzane z ogdlnie nizszg aktywnoscig uktadéw bezkomorko-
wych z tkanek ssakow, co obserwowano takze w obecnoSci matryc RNA
(3, 22, 44).

Porownanie stosunku wigczania poszczegdlnych aminokwaséw przez
DNA o roznych sktadach zasad wskazuje, ze tryplet adeninowy koduje
lizyne, a tymidynowy — fenyloalanine. Oznacza to, ze kodony DNA s3g
odczytywane jako réwnoznaczne z kodonami RNA (przy czym tymina
zastepuje uracyl). A zatem DNA w bezjgdrowym uktadzie z jader grasicy,
podobnie jak w uktadach bakteryjnych zawierajgcych neomycyne, stano-
wi bezposrednig matryce dla syntezy polipeptydéw (38).

Brak udziatu informacyjnego RNA w syntezie biatka stymulowanej
przez DNA potwierdzajg dodatkowo nastepujace wiasciwosci tego procesu:
1) niewrazliwo$¢ na aktynomycyne D, 2) niezalezno$¢ od podania CTP
i UTP, 3) brak wzmozenia syntezy RNA, 4) wyzsza efektywno$¢ DNA
jednoniciowego niz dwuniciowego (37, 38).

R&znice miedzy uktadami bakteryjnymi i uktadem grasicowym w wy-
korzystywaniu DNA jako matrycy zwigzane sg gtdwnie z naturg samych
rybosomoéw (40). Badania uktadow heterologicznych z jader grasicy i ko-
maérek E. coli wykazaty, ze niezaleznie od pochodzenia wspotdziatajacych
enzymow, translacja DNA w przypadku rybosoméw grasiczych zachodzi
bez udziatlu neomycyny i jest niewrazliwa na wysokie stezenia sSRNA,
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podczas gdy w wypadku rybosomow bakteryjnych niezbedne sg antybio-
tyki aminoglikozydowe, a translacja jest hamowana przez nadmiar sRNA.

W zwigzku z mozliwoscig wystepowania dwu mechanizméw syntezy
biatka in vivo, Naora (39) wysuwa hipoteze, wedtug ktérej w chro-
mosomach informacja gentyczna bytaby odczytywana jednoczes$nie z obu
nici DNA dwiema réznymi drogami. W proponowanym modelu zaktada
sie, ze podczas gdy jedna z nici DNA ulega transkrypcji z udziatem poli-
merazy RNA zaleznej od DNA i nastepuje przejsciowe roztgczenie obu
nici na odcinku okoto 170A, druga nié wigze sie z rybosomami i staje
sie bezposrednia matrycg dla syntezy biatka. Poniewaz informacyjny
RNA i nie ulegajgca transkrypcji ni¢c DNA zawierajg te same kodony
w tej samej sekwencji, a kierunek translacji obu matryc jest jednakowy
(5% 3°), syntetyzowane na nich polipeptydy bytyby identyczne
pod wzgledem sktadu i sekwencji aminokwasow, a takze polarnosci wiga-
zan peptydowych (schemat 1). Pewne biatka, jak y-globuliny, hemoglo-
bina, dehydrogenaza mleczanowa, czy histony, syntetyzowane sg réwniez
w jadrze i mozna by przypuszczaé, ze uczestniczy w tych procesach DNA.
Nie jest to jednak dowdd przesgdzajacy o wykorzystywaniu drugiej, nie
ulegajacej transkrypcji nici DNA jako bezpos$redniej matrycy dla syntezy
biatek. Obecno$¢ pewnych biatek zar6wno w cytoplazmie, jak w jadrze
moze by¢ rezultatem dziatania tego samego, typowego mechanizmu bio-
syntezy biatka z udzialtem mRNA jako matrycy. Wydaje sie, ze mecha-
nizm syntezy biatka proponowany przez Naore, chociaz dotychczas nie
udowodniony, teoretycznie jest mozliwy.
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Schemat 1. Synteza biatka wg modelu Naory (39
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Uwagi kohcowe

Wydawaé by sie mogto, ze mozliwosé bezposredniej translacji DNA
in vitro, ktérej przyktady opisano w niniejszej pracy, burzy dotychcza-
sowy model ciggu reakcji prowadzacych do syntezy taricucha polipepty-
dowego. W rzeczywistosci jednak mamy tu do czynienia z nietypowym
zjawiskiem, z reakcjg przebiegajgcg in vitro w warunkach catkowicie
odmiennych od tych, jakie znamy lub mozemy przewidywa¢ w zyjacej
komdrce. Aby czasteczka DNA mogta petni¢ role bezposredniej matrycy
dla pelipeptydu syntetyzowanego w bezkomorkowych uktadach bakte-
ryjnych, przede wszystkim musi ona byé w formie jednoniciowej, a po-
nadto niezbedny jest antybiotyk z grupy aminoglikozydowych. Wiadomo
tymczasem, ze natywny DNA charakteryzuje sie strukturg dwuniciowa,
a jedynie u pewnej czesci matych bakteriofagéw znajdujemy, jako ma-
terial genetyczny, jednoniciowy DNA (16). A zatem czgsteczka natywnego
DNA, wystepujaca in vivo w stanie duzego uporzgdkowania, nie spetnia
warunkow charakteryzujacych matryce dla syntezy polipeptydu u bakterii.
Dalszg barierg jest udziat antybiotyku w bezposrednim odczytywaniu ko-
dondéw pojedynczej nici DNA. Mozna wprawdzie zatozy¢ istnienie w ko-
morce czynnika o podobnym typie dziatania, cho¢ nie bedgcego antybioty-
kiem, dotychczas jednak brak wiadomosci choéby o prébach wykrycia go.

Trudno takze, przynajmniej na podstawie dotychczasowego stanu ba-
dan, wyciggna¢ ogolniejsze wnioski z wynikéw badan nad bezposrednig
translacja DNA w ukfadach z organizméw eukariotycznych. Wigzanie
sie z rybosomami natywnej czasteczki DNA, a takze stymulowanie wia-
czania aminokwaséw przez dwuniciowg matryce, jest w kontek$cie na-
szych pojeé o mechanizmie syntezy biatka rewelacja. Dotychczasowe dane
ograniczajg sie jednak tylko do uktadow z Chlorella pyrenoidosa, oraz —
ale juz z gorszym rezultatem — z jader grasicy. Poza tym, wyniki prac
nad Chlorella pyrenoidosa nie dajg sie powtérzy¢ w ukladzie otrzyma-
nym z innego glonu (Anacystis nidulans), co nie pozwala na nadanie
tym zjawiskom cech uniwersalnosci w odniesieniu do eukariontéw.

Jakie sg zatem korzysci wyniesione przez biochemie molekularng z ba-
dan nad wiasnoSciami matrycowymi jednoniciowych DNA w uktadach
bakteryjnych? Przede wszystkim uzyskano niejako wtérne potwierdzenie
znaczenia wszystkich 64 trypletdw kodu genetycznego. Nastepnie —
znacznie wyzsza wierno$¢ odczytywania matrycy DNA niz RNA w obec-
nosci antybiotykéw aminoglikozydowych daje mozliwo$é pogtebienia ba-
dan nad tak intrygujgcym zjawiskiem, jak dwuznaczno$¢ kodu gene-
tycznego. | wreszcie — prawdopodobienstwo, ze translacje jednonicio-
wego DNA warunkuje wywotana przez antybiotyk zmiana konformacji
rybosomu, stwarza szanse bardziej wnikliwego poznania jego struktury
i funkciji.
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EUGENIUSZ GASIOR *

Inicjacja biosyntezy biatka u organizméw eukariotycznych

Initiation of Protein Biosynthesis in Eucariotic Organisms

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

Prawidtowe odczytywanie informacji genetycznej zabezpiecza obecnos¢
kodonu startowego, znajdujgcego sie na koncu lub w poblizu konca 5,
informacyjnego RNA. W ukiadach bakteryjnych funkcje kodonu starto-
wego peini tryplet AUG (8), a takze GUG, ktdre rozpoznawane sg przez
odpowiedni aminoacylo-tRNA — inicjator. Jest nim wykryty przez Mar -
ckera i Sangera' (29) N-formylometionylo-tRNA. Komorki bakte-
ryjne zawierajg dwa akceptory metioniny: tRNAF i tRNAM (9). Oba te
zwigzki roznig sie wyraznie funkcjg biologiczng, przy nieznacznych réz-
nicach w skiladzie nukleotydowym i strukturze przestrzennej. Jedynie
w potgczeniu z tRNAr metionina ulega enzymatycznej formylacji i pow-
staty kompleks speinia funkcje inicjatora biosyntezy biatka, czego wy-
nikiem jest umieszczenie N-formylometioniny w potozeniu N-koricowym
syntetyzowanego tancucha polipeptydowego. Metionylo-tRNAiw rozpoznaje
rowniez kodon AUG, ale tylko w przypadku, kiedy znajduje sie on
wewnatrz tancucha mRNA. W procesie syntezy biatka bakteryjnego me-
tionina z metionylo-tRNAM wbudowuje sie w potozenie wewnetrzne pow-
stajagcego polipeptydu (28).

W Swietle ostatnich badan zapoczgtkowanie syntezy biatka w ukia-
dach bakteryjnych przebiegatoby w nastepujacych etapach (16, 18, 36,
41, 42):

1. przytgczenie N-formylometionylo-tRNA do kompleksu: podjednostka
30.S-mRNA. W niskich stezeniach jonéw magnezowych proces ten
katalizowany jest przez dwa czynniki biatkowe F1i F2 oraz GTP.
W przytgczeniu naturalnego mRNA do podjednostki 30S uczestniczy

ponadto dodatkowy czynnik enzymatyczny F3

2. do powstatego kompleksu — 30.S-mRNA-N-formylometionylo-tRNA
dofagcza sie nastepnie, w reakcji nieenzymatycznej, podjednostka 50S.

* Doc. dr, Instytut Mikrobiologii i Biochemii, Uniwersjrstet Marii Curie-Skio-
dowskiej, Lublin
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Pewne dane (6) wskazujg na to, ze inicjatorowy tRNA umieszcza s:e
w miejscu donatorowym rybosomu (schemat 1).

Peptydylo~tRNA Aminoacylo-tRNA

e

1

1
I
1
|
|
|
I
1
|
|
|
I
)
|
1
i
|

Schemat 1. Model rybosomu
1. Miejsce donatorowe lub peptydowe, 2. Miejsce akceptorowe lub aminokwasowe

W powstatym kompleksie wolne miejsce akceptorowe moze zajmowacé
aminoacylo-tRNA, ktérego przytgczenie stymuluja czynnik T i GTP
(14), a specyficzno$¢ wigzania gwarantuje skitad odpowiedniego trypletu
sasiadujagcego z kodonem startowym. Utworzenie pierwszego wigzania
peptydowego nastepuje po przeniesieniu reszty N-formylometioniny na
aminoacylo-tRNA. W reakcji tej uczestniczy transferaza peptydylowa,
integralny skitadnik podjednostki 50S rybosomu (35), katalizujaca utwo-
rzenie wigzania miedzy grupg aminowg aminoacylo-tRNA a grupag karbo-
ksylowg N-formylometioniny. W dalszej reakcji N-formylometionylo-ami-
noacylo-tRNA przenoszony jest w obecnosci czynnika G i GTP do miejsca
donatorowego w reakcji translokacji (11), z jednoczesnym przesunieciem
mRNA o jeden tryplet. Do miejsca akceptorowego moze przylgczaé sie
nowy aminoacylo-tRNA i powtarza sie proces wydtuzania tafcucha poli-
peptydowego. Zakonhczeniu translacji mRNA towarzyszy rozkiad poliso-
mow z uwolnieniem czasteczki biatkowej, tRNA i rybosoméw. Te ostatnie,
wedtug najnowszych badan, ulegaja pod wptywem swoistego czynnika
biatkowego (49) dysocjacji na podjednostki, zdolne do wziecia udziatu
w ponownej inicjacji i syntezie nastepnej czasteczki biatkowej. Proces
syntezy biatka zwigzany bytby zatem z krgzeniem podjednostek ryboso-
mowych: polisomy — pula wolnych podjednostek (25, 36, 43).

Zagadnienia zapoczagtkowania biosyntezy biatka w uktadach bakte-
ryjnych (17) oraz procesy wydtuzania i .zakonczenia syntezy (12) zostaty
omoéwione ostatnio w Postepach Biochemii.

Rok biezgcy przyniost pierwsze publikacje na temat zapoczatkowania
biosyntezy biatka w komorkach organizmoéw wyzszych. Dotycza one wy-
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odrebniania czynnikéw biatkowych pobudzajacych inicjacje, inicjatoro-
wego tRNA oraz mechanizmu tego procesu. Omoéwienie wynikéw tych
badan jest przedmiotem niniejszego artykutu.

I. Czynniki inicjujace

W 1968 roku Miller i Schweet (34) wykazali, ze w niskich
stezeniach jonéw magnezowych piyn otrzymany z przemycia rybosomow
roztworami 0,5M KC1 pobudza synteze hemoglobiny in vitro w obecnosci
oczyszczonych rybosoméw retikulocytéw. Stwierdzono, ze produktem syn-
tezy sa kompletne tafcuchy a i @ globiny. W nieobecnosci poptuczyn
rybosomowych powstajgce tafcuchy nie zawierajg radioaktywnego ami-
nokwasu w potozeniu N-koAcowym, co $wiadczy o braku inicjacji syntezy
nowych tancuchéw i zachodzagcym z normalna szybkosciag wydtuzaniu
tancuchow, ktérych synteza zostata wczes$niej zapoczatkowana. Ci sami
autorzy wykazali jednocze$nie, ze w obecnosci kwasu poliurydylowego
(poli U), uzytego jako matryca, dodatek poptuczyn rybosomowych po-
woduje charakterystyczne dla procesow polimeryzacji fenyloalaniny prze-
suniecie optimum stezenia jonéw magnezowych z IOmM do 5mM. Spo-
strzezenia te wskazujg na obecno$¢ w nieoczyszczonych preparatach ry-
bosomowych czynnikéw zapoczatkowujacych biosynteze biatka. Wyniki
badan Millera i Schweeta potwierdzili wkrotce Anderson i wsp.
(2, 46). Rysunek 1 przedstawia wptyw poptuczyn z rybosomoéw retikulo-
cytdbw na uklad syntetyzujacy polifenyloalanine.

+Poptuczyny z rybosomow

Lo
S

E.coli fenylo-tRNA

-Poptuczyny z rybosomow

N
S
T

—
S
T

Polimeryzacja “C-fenylo-tRNA (1M)

1 1 1 1 '\\)\
0 254 "8N8 02 AR 87D
Stezenie Mg*(mM)

Rys. 1. Wplyw poptuczyn rybosomowych na polimeryzacje fenyloalaniny w réznych
stezeniach jondw magnezowych (46)

W 1970 roku doniesiono z laboratorium Andersona (46) o wy-
izobwaniU z poptuczyn rybosomowych retikulocytéw dwoéch czynnikow,
Mt i M2 czynnych w reakcji polimeryzacji fenyloalaniny w niskich ste-
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zeniach jondw magnezu. Rozdzielone na DEAE-celulozie czynniki nie
wykazujg aktywno$ci transferaz, a wyrazne pobudzenie syntezy polife-
nyloalaniny zaobserwowano jedynie w obecnosci obu dodanych frakcji.
Ostatnio (38) udato sie wyodrebnié trzeci czynnik inicjujgcy — M3 kto-
rego obecnos$é, tacznie z Mxi M2 jest niezbedna dla syntezy hemoglobiny
de novo. M3przypomina wasciwosciami bakteryjny czynnik F3 potrzebny
do inicjacji syntezy polipeptydu kodowanego przez naturalny mRNA.
Funkcja pozostatych czynnikéw omoéwiona bedzie w nastepnym rozdziale.

Dwie frakcje biatkowe, oznaczone jako C i D, wyizolowano réwniez
z supernatantu komdrkowego zarodkéw pszenicy (33). Podobnie jak w do-
Swiadczeniach grupy Andersona (46), zadna z frakcji uzyta oddzielnie
nie wykazuje aktywnosci. Uzyte razem wyraznie pobudzajg proces ini-
cjacji biosyntezy biatka, kierowanej przez RNA wirusa mozaiki tyto-
niowej, w obecnosci rybosoméw zarodkéw pszenicy. Wykazano mianowicie
w doswiadczeniach z radioaktywnym RNA wirusa, ze wyodrebnione czyn-
niki stymulujg powstawanie kompleksu pomiedzy rybosomami a RNA
(32) i ze utworzenie takiego kompleksu poprzedza procesy whudowywania
aminokwasOw do syntetyzowanego w tym uktadzie biatka (31). Réwniez
doswiadczenia z kwasem aurinotrojkarboksylowym (ang. aurintricarbo-
xylic acid), znanym inhibitorem inicjacji syntezy biatka u bakterii (15),
wskazujg na analogie miedzy procesem badanym przez Marcusa
i wsp. (33) a inicjacjg w ukatdach bakteryjnych. Nie znana jest blizej
funkcja czynnikbw C i D. Wiadomo jednak, ze dziatanie ich nie jest
zwigzane z aktywnoscig transferaz. Warto podkresli¢, ze inicjacja syntezy
w uktadzie z zarodkéw pszenicy wymaga obecnosci ATP.

Il. tRNA-inicjator

Wykazano ostatnio u drozdzy (39, 51), w watrobie Swinki morskiej
(7) i myszy, w komorkach raka wysiekowego Krebsa Il (48) i innych
tkankach (26) obecno$¢ dwoéch cytoplazmatycznych tRNA, akceptoréw
metioniny, analogicznych do bakteryjnych akceptoréw tego aminokwasu.
Drozdzowy metionylo-tRNAF ulega, podobnie jak bakteryjny, procesowi
formylacji in vitro w obecnosci transformylazy E. coli, cytoplazma orga-
nizméw wyzszych nie zawiera bowiem tego enzymu (30). To tlumaczy,
dlaczego N-formylomet-tRNA, mimo licznych poszukiwan, nie zostat wy-
kryty w komoérkach Eucariota.

Przytoczone obserwacje byly podstawa wysunietego przez Smitha
i Marckera (48) przypuszczenia, ze metionylo-tRNAF, a nie jego
formylowa pochodna, jest inicjatorowym tRNA dla biosyntezy biatla
w cytoplazmie organizmow wyzszych. Jak sie ostatnio okazato (5, ¢8),
metionylo-tRNAF rzeczywiscie warunkuje wbudowywanie metioniny jako
N-koncowego aminokwasu do syntetyzowanego polipeptydu w uktadzie
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zawierajacym rybosomy 80S, cytoplazmatyczny system enzymatyczny
i polimer AUG(U)n (n = 35). Okazato sie, ze podobnie jak w uktadzie bak-
teryjnym tryplet AUG jest kodonem startowym. Brown i Smith (5),
stosujgc syntetyczne polimery zawierajgce AUG w réznym potozeniu od
konca 5', wykazali ponadto, ze proces translacji rozpoczyna sie zawsze od
kodonu AUG. Funkcje kodonu startowego spetnia takze GUG (5).

Metionylo-tRNAM, wyodrebniony z komorek organizméw eukariotycz-
nych, wbudowuje metionine w potozenia wewnetrzne polipeptydu (5, 22,
48) w przeciwienstwie do met-tRNAF. Funkcja jego jest wiec identyczna
z bakteryjnym met-tRNAM.

W krotkim czasie po opublikowaniu pracy Smitha i Marckera
(48) ukazaty sie dalsze doniesienia, wskazujgce na metionylo-tRNAF jako
inicjatorowy tRNA réwniez w syntezie naturalnych polipeptydéw: hemo-
globiny (22, 23) i protaminy (54). Na podkres$lenie zastugujg tu pomystowo
przeprowadzone przez Jacksona i Huntera (23) doswiadczenia nad
biosyntezg hemoglobiny. Autorzy zastosowali do badain rybosomy uprzed-
nio preinkubowane z NaF, ktéry swoiscie hamuje procesy inicjacji (27, 40),
nie wptywajac natomiast na wydtuzanie polipeptydéw. W wyniku prein-
kubacji otrzymywano pozbawione polipeptydow rybosomy stanowigce
zsynchronizowang populacje, zdolng do usuniecia inhibitora do inicjacji
i syntezy nowych tafcuchéw globiny. Stosowanie réznych stezeri sparso-
mycyny, znanego inhibitora procesow wydtuzania tancucha (52) i odpo-
wiedniego czasu inkubacji pozwalato na otrzymywanie peptydéw o réz-
nej diugosci tancucha. Analiza zsyntetyzowanego materiatu wykazata, ze
wszystkie krotkie peptydy zawieraly metionine w N-koricowym potozeniu,
we fragmentach zaréwno a jak i Gtancuchow globiny. Badania in vivo na
zawiesinie retikulocytow daty takie same rezultaty (23). W doswiadcze-
niach bez sparsomycyny zaobserwowano natomiast, ze nowopowstate dtu-
gie tancuchy globiny, zawierajgce powyzej 15—20 reszt aminokwasowych,
pozbawione byty N-koAcowej metioniny. Fakt ten autorzy ttumacza dzia-
taniem swoistej aminopeptydazy, odszczepiajagcej metionine jeszcze przed
ukonczeniem syntezy peinego taricucha polipeptydowego. Podobne wy-
niki uzyskali inni badacze (22, 23) w doSwiadczeniach nad syntezg cyto-
plazmatycznych biatek zwierzecych.

W Swietle powyzszych danych staje sie zrozumiate, dlaczego metionina
jako przejsciowy N-koncowy aminokwas nie byta wykrywana we wczes-
niejszych badaniach nad synteza biatek. Jedynym znanym dotychczas wy-
jatkiem posrdd cytoplazmatycznych biatek organizméw wyzszych sg tan-
cuchy hemoglobiny wotu i owcy, w ktdrych metionina wystepuje w po-
zycji N-koncowej (4). Jest rzeczg interesujagca, ze N-formylometionylo-
-IRNATf moze spetnia¢ rowniez funkcje inicjatora (22). N-formylometionina
wystepujagca w takim polipeptydzie nie jest jednak uwalniana przez ami-
nop»ptydaze (22).

10
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Proces odszczepiania metioniny wykazuje pewne podobiefAstwo do ana-
logicznej reakcji w ukladzie bakteryjnym; w tym ostatnim przypadku
uczestniczg jednak zwykle dwa enzymy, deformylaza i aminopeptyda-
za (1, 50).

Uzupetnieniem przedstawionych wyzej badan sg wyniki doSwiadczen
Shafritzai Andersona (45 nad funkcjag czynnikéw inicjujgcych.
Wykazano, ze w niskich stezeniach jondw magnezowych i w obecnosci
AUG frakcje Mj i M2 przytaczaja do rybosoméw metionyfo-tRNAF, nie
wigzg natiomiast metionylo-tRNAM Odwrotnie za$ zachowuje sie transfe-
raza I, znany enzym wigzacy aminoacylo-tRNA do rybosoméw (rysunek 2).

la» - A N B
+T-1 125 0/
V- r 0
075
f w
£ [ y ™ 3
u
0,75 *
1 0,50
I _
% I+ p / %01
X 025 L +M,+MZ 1
rl¢g o—-—- . 025
g o bez enzymu
a / —a——  bezenzymu S
i i i i i Vo i i i i i i
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Stezenie Mg2*(mM)
Rys. 2. Wigzanie metionylo-tRNA do rybosomdéw retikulocytéw w obecnosci czynni-
kéw inicjujacych Mi i M2 transferazy | i AUG w réznych stezeniach jonéw magne-
zowych (45)

Czynnik Mxwykazuje aktywnos$¢ takze w stosunku do N-formylometio-
nylo-tRNAF. Wigzanie formylowej pochodnej moze zachodzi¢ rowniez
w nieobecno$ci GTP i wydaje sie by¢ mniej swoiste.

I11. Funkcja wolnych podjednostek rybosomowych w procesach inicjacji

W dalszym ciggu aktualne jest pytanie, czy u organizméw wyzszych w
procesie zapoczatkowania biosyntezy biatka biorg udzial wolne podjed-
nostki rybosomowe czy tez monomery 80S1 Dotychczasowe badania ni
daty jednoznacznej odpowiedzi, jakkolwiek coraz wiecej danych przem
wia za modelem inicjacji u bakterii, jako stusznym takze w odniesie
do komérek Eucariota. W szczegdlnosci udato sie wykaza¢ obecnosé
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nych podjednostek rybosomowych w retikulocytach (3), komérkach nowo-
tworowych (21, 24, 53) i drozdzach (37), obok rybosoméw i polisomow.
Wedlug wielu autorow (3, 20, 21, 24, 53) podjednostki rybosomowe, zanim
utworzg monosomy, wigczajg sie w struktury polisomowe, uczestniczg
wiec w reakcji inicjacji. Blizsze dane na ten temat zawiera ostatnio opu-
blikowana praca Heywooda (19). Autor wykazal, ze w ukladzie zawie-
rajgcym przemyte monosomy i podjednostki rybosomowe mie$ni embrionu
kurczecia oraz mMRNA miozynu, jedynie natywne podjednostki 40S uczest-
nicza w pierwszej fazie inicjacji. Monomery 75<Ss3 nieaktywne. Kompleks
zawierajacy podejdnostke 40S'-mRNA powstaje na drodze enzymatycznej
w wyniku inkubacji przemytego preparatu rybosomowego i mRNA z po-
ptuczynami rybosomowymi i moze by¢ wyizolowany za pomocg wirowania
w gradiencie sacharozy. Dodatkowa inkubacja tego kompleksu z podjed-
nostkg 60S, GTP i aminoacylo-tRNA prowadzi do powstania ,peinego”
kompleksu, sedymentujagcego razem z rybosomami 75S. Zaréwno GTP
jak i aminoacylo-tRNA sa niezbedne dla procesu asocjacji podejdnostki
60S z pierwotnym komplekcsem — 40»S-mRNA i, byé moze, takze dla sta-
bilizacji powstatej struktury.

Za cyklicznym krazeniem podjednostek rybosomowych posrednio
przemawiajg takze wyniki badan nad syntezg biatka w bezkomo6rkowym
uktadzie z retikulocytéw w obecnosci NaF. Dodatek tego inhibitora po-
woduje spadek poziomu wolnych podjednostek, a wzrost ilosci monoso-
mow, czemu towarzyszy zahamowanie biosyntezy biatka. Wedlug Co-
lo mbo iwsp. (10) podjednostki rybosomowe, w obecnosci NaF sg szybko
zuzywane w reakcji inicjacji, co przy jednoczesnym braku regeneracji pod-
jednostek z rybosomdéw 80S musi prowadzi¢ do zahamowania biosyntezy
biatka. Wytlumaczenie takie wydaje sie stuszne tym bardziej, ze zabloko-
wanie syntezy biatka przez aktydion, wprowadzony tuz przed dodaniem
NaF do uktadu syntetyzujacego, nie wptywa na poziom wolnych podjedno-
stek. Sadzi sie, ze fluorek hamuje dysocjacje monosomow przez zahamo-
wanie utleniania glukozy w retikulocytach, z czym zwigzany jest wyrazny
spadek poziomu ATP. Mozna przypuszczaé, ze dysocjacja rybosomow re-
tikulocytowych wymaga, w przeciwienstwie do rybosomoéw bakteryjnych,
dostarczenia energii. Nowe dane o dziataniu fluorku przedstawili ostatnio
Hoerz i McCarty (20). Wykazali oni, przy uzyciu lizatow z retiku-
locytow i w obecnosci NaF powstawanie nowego typu polisomoéw, zawie-
rajacych podjednostke 40S przytagczong do mono-, dwu-, tréj- i tetraso-
moéw. Powstawanie takich zespoldw jest wynikiem zahamowania przez
fluorek asocjacji podjednostki 60S z podjednostkg 40S przytagczong do
mRNA. Nie wykluczone zatem, ze zar6wno dysocjacja jak i asocjacja
rybosoméw retikulocytdw wymaga energii.

Petre (37) doniést ostatnio o wykryciu swoistego czynnika biatkowego
warunkujacego dysocjacje rybosomow drozdzy.
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Nie ma dotychczas zadnych danych $wiadczgcych o tym, czy czynniki
zapoczatkowujgce, wyizolowane w pracowni Andersona (38, 45), sg row-
niez aktywne w tworzeniu kompleksu inicjujgcego w obecnosci odpowied-
niej matrycy i tRNA —inicjatora. Jedynie Brown i Smith (5 su-
gerujg, ze proces zapoczatkowania z udziatem metionylo-tRNAK polime-
row zawierajgcych AUG i preparatu enzymatycznego moze zachodzi¢ w
obecnosci podjednostek rybosomowych. Za udziatem czynnika inicjujgce-
go, aktywnego w wigzaniu irlicjatora do kompleksu 40S'-mRNA, zdajg sie
przemawia¢ wyniki doSwiadczeA z ostatnio wyizolowang z supernatantu
watroby szczurzej frakcjg T-X (13). Frakcja ta w niskich stezeniach jo-
néw magnezowych stymuluje przytgczanie fenyloalanino-tRNA i jego
acetylowej pochodnej do rybosoméw 40S w obecnosci poli U jako matrycy.
W obecnosci AUG przytgcza sie rowniez N-formylometionylo-tRNA. Wig-
zanie z rybosomami 80S jest wielokrotnie mniejsze niz z jednostkg 40S.
T-X przypomina wtasnosciami i funkcjg Mi i M2retikulocytow, jakkolwiek
wykazuje wyrazng aktywno$¢ jedynie w obecnosci 40S.

Mechanizm zapoczatkowania biosyntezy biatek u organizmoéw wyzszych
daleki jest jeszcze od wyjasnienia. Zebrany material nie jest wystarcza-
jacy do blizszego scharakteryzowania poszczegélnych etapow tego ztozo-
nego procesu. Wiele danych jest kontrowersyjnych. Mimo tych brakow
przedstawione wyniki badaf wyraznie sugeruja, ze tak jak wiekszo$¢
proceséw biochemicznych, tak i inicjacja syntezy biatka u obu typow
organizméw przebiega podobnie. Brak grupy formylowej w metionylo-
-tRNAFinicjatorze syntezy biatek cytoplazmatycznych Eucariota, jest jak
dotad jedyna wyrazng roznicg pomiedzy obu uktadami. Mozna przypusz-
czat, ze powstajgca na drodze ewolucji bardziej ztozona i wyspecjalizowa-
na struktura rybosoméw u organizmédw wyzszych, pozwolita na ominiecie
reakcji formylacji, niezbednej dla proceséw inicjacji u bakterii, w mito-
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

Ksigzka stanowi 23 tom Sympozjum Niemieckiego Towarzystwa Medycyny Do-
Swiadczalnej i obejmuje materiaty IV Zjazdu Towarzystwa Biochemicznego NRD,
ktéory odbyt sie w Rostoku we wrze$niu 1967 roku.

Tom zawiera 12 referatdw z zakresu metabolizmu komdrek i tkanek z szczegdl-
nym uwzglednieniem uktadéw enzymatycznych i mechanizméw przemian. Wiekszo$¢
artykutéw ujmuje badania wiasne autoréw i zawiera szczegbtowa dokumentacje naj-
wazniejszych wynikéw. Jeden artykut opublikowany jest w jezyku angielskim, po-
zostate w jezyku niemieckim.

Tematyka prac nie jest podporzadkowana okreslonej mysli przewodniej i doty-
czy bardzo réznorodnych dziedzin biochemii. Obok prac o podstawowym znaczeniu
teoretycznym jak H. Bielka: Struktura i funkcja rybosoméw, czy E. Braunstein:
Struktura i mechanizm dziatania enzymoéw zawierajgcych jako grupe czynng fosforan
pirydoksalu, zamieszczono artykuty z zakresu biochemii odzywiania (E. Kofranyi
i F. Jekat: Warto$¢ biologiczna mieszanin biatek) i biochemii ewolucyjnej (G. Pflei-
derer: Ewolucja proteaz). Wiekszo$¢ prac cechuje jednak wielostronne opracowanie
literaturowe oraz syntetyczny i wnikliwy sposéb ujecia.

W zalezno$ci od zainteresowan na uwage zastuguja takie artykuly jak D. Glasser,
I. Ruser, U. Berg, M. John: Soczewka oka jako przedmiot badan biochemicznych,
czy L. Heilmeyer i wsp.: Regulacja glutamylosyntetazy u E. coli. Przemianie karni-
tyny i jej roli w metabolizmie biatek poswiecono az dwie prace z réznych osrodkow
badawczych (H. Aurich — NRD, M. Reynier — Francja). Ze wzgledu na bardzo wnik-
liwe opracowanie, na uwage zastuguje artykut A. W. Holldorf: Mechanizmy regula-
cyjne metabolizmu dezoksyrybonukleozydéw i dezoksyrybonukleotydéw. Do biosyn-
tezy RNA i DNA wykorzystuje komorka, jak wiadomo, trojfosforany nukleozydow
purynowych i pirymidynowych, przy czym stezenie tych prekursoréw w tkankach,
z wyjatkiem ATP i UTP, jest niezwykle niskie. W takich warunkach przebieg bio-
syntezy wymaga sprawnie funkcjonujgcych uktadéw regulacyjnych i autorzy temu
zagadnieniu poswiecajg gtowng uwage. Na podstawie wynikdéw badan witasnych i in-
nych autoréw $ledzg poszczegdlne etapy syntezy nukleotydéw, przeciwstawiajgc
biosyntezie de novo tzw. uktad Salvage pathway, w ktérym podlegaja wykorzysta-
niu preformowane zasady i nukleozydy. Badanie tych zjawisk przeprowadzajg na
modelu E. coli.

Inny referat zastugujacy na wzmianke, to praca A. Hocka: Wptyw pozywienia na
aktywnos$¢ enzymatyczng. Powszechnie wiadomo, ze licznym procesom patologicznym
towarzyszg zmiany aktywnos$ci okreslonych enzymoéw i zjawisko to wykorzystywane
jest dla celéw klinicznej diagnozy. Autor stara sie wykaza¢, ze ilos¢ i jako$¢ pozy-
wienia wptywa rdéwniez w sposob istotny na zmiane aktywnosci wielu enzymow
osocza i komorek niektérych narzadow.

W konkluzji nalezy stwierdzié, ze ksigzka stanowi pozyteczng lekture dla czytel-
nika zainteresowanego postepem o0g6lnej problematyki biochemicznej. Szkoda, ze
jej wydanie wymagato az dwoch lat od chwili wygtoszenia referatéw na Zjezdzie.
Niewatpliwg zaletg zbioru sg liczne zestawienia tabelaryczne, diagramy i wykresy,
jak réwniez udane reprodukcje zdje¢ mikroskopowych.

J. Chmiel
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A. Waksmundzki i R. Schreiter: Bibliografia Polskich Autorow z zakresu
Chromatografii i Elektroforezy za lata 1947—1964, Lubelskie Towarzystwo
Naukowe, £6dz 1970

W poszukiwaniu zrédtowej bibliografii w zakresie chromatografii i elektroforezy

prac polskich autoréw znajdowalismy je dotychczas w Il i Ill tomie wydawnictwa:
I. Hais i K. Macek, Handbuch der Papierchromatographie, T. Il za lata 1943—1956
i T. Il —1957—1960, oraz w zestawieniach bibliograficznych zamieszczanych w

J. Chromatog. Polskie wydawnictwo stanowi petne zestawienie prac polskich autoréw
za lata 1947—1964. Jak mi wiadomo, dalszy cigg za lata 1964—1970 znajduje sie w
opracowaniu. Bibliografie zestawita i opracowata fachowo pod wzgledem wymogow
bibliotekarskich kustosz Biblioteki UMCS mgr R. Schreiterowa, a konsultantem
naukowym byt prof. A. Waksmundzki, jeden z najlepszych naszych specjalistow
w zakresie teorii i praktyki chromatografii. Bibliografia obejmuje wszystkie prace
polskich autoréw publikowane w czasopismach krajowych i zagranicznych. Spis
tresci obejmuje: przedmioty, wstep, objasnienie skrdotow, wykaz tytutdow czasopism
i ich skrotéw, wiasciwg bibliografie, addendum, indeks przedmiotowy i indeks auto-
row. Wydanie jest staranne, na dobrym papierze. Dyskusji mégtby podlega¢ ukiad in-
deksu przedmiotowego, ktory odbiega od stosowanych przez Haisa i Macka, jak
tez w J. Chromatog. Naktad jest niewielki 300+ 80 egzemplarzy. To cenne wydaw-
nictwo powinno zainteresowa¢ autoréw prac z dziedziny chemii i biochemii, ponadto
moze stuzy¢ jako zrédto informacji gdzie i u kogo nalezy sie konsultowa¢ w wybra-
nej tematyce.

J. Opienska-Blauth
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VIII Miedzynarodowy Kongres Biochemii
Montreux, 3—9 wrzesnia 1970 roku

Ubiegtoroczny Kongres obradowat w Szwajcarii, réwnolegle w trzech miejsco-
wosciach: Interlaken, Lucernie i Montreux. Tematyka sympozjéw zgrupowanych
w Interlaken i Lucernie zostala oméwiona w poprzednim zeszycie Postepow, w Kktd-
rym przedstawiono takze ogdlne zasady organizacyjne i formy pracy wspéine dla
catego Kongresu.

W malowniczo potozonym Montreux zgrupowano obrady czterech sympozjéw
o zblizonej tematyce. Przedmiotem posiedzeh poszczegdlnych sympozjéw byly ko-
lejno:

1) Sympozjum Nr 5— Kwasy nukleinowe i synteza biatka

a) Struktura kwaséw nukleinowych

b) Synteza DNA

c) Synteza RNA

d) Modyfikacje materiatu genetycznego

e) Kwasy nukleinowe eukariontéw

2) Sympozjum Nr 6 — Synteza biatka i kwasy nukleinowe

a) Struktura rybosomoéw

b) Inicjacja

c) Translokacja i wydtuzanie

d) Terminacja i czynniki dysocjacji

e) tRNA

f) Synteza biatek in vitro
3) Sympozjum Nr 8 — Budowa komorki i ukitady wieloenzymowe

a) Uktady wieloenzymowe

b) Struktury subkomérkowe

c) Btony

d) Lyzosomy i peroksysomy
4) Sympozjum Nr 9— Biochemia rozwoju i réznicowanie

a) Funkcje genéw: kwasy nukleinowe

b) Funkcje gendéw: synteza biatek

¢) Regulacja aktywnosci genow

d) Kontrola funkcji DNA

e) Czynniki wptywajace na rdéznicowanie

Dynamiczny, wielokierunkowy rozwdj badan nad kwasami nukleinowymi i bio-
synteza biatka prowadzi do gwaltownego naptywu nowych informacji, niejednokrot-
nie trudnych do usystematyzowania i oceny. Ogranicze sie przeto jedynie do frag-
mentarycznego omdwienia najwazniejszych osiggnie¢, ktore znalazty najzywsze od-
bicie w przebiegu sympozjow obradujacych w Montreux. Najsilniejsze wrazenie po-
zostawit niewatpliwie odczyt S. Spiegelmana wygtoszony w trzecim dniu obrad. Te-
mat odczytu —synteza DNA uzalezniona od RNA — aczkolwiek niezgodny z zapo-
wiadanym programem, wzbudzit niezwykle zywe, powszechne zainteresowanie. Na-
wigzujac do prac Temina nad syntezag kwaséw nukleinowych w komdrkach zakazo-
nych wirusami zawierajagcymi RNA, prowadzonych od 1964 roku, Spiegelman przed-
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stawit najswiezsze dane z tej dziedziny badan, uzyskane w jego pracowni. Wynika
z nich niezbice, ze w komoérkach zwierzecych zakazonych niektérymi wirusami onko-
gennymi ma miejsce synteza DNA oparta o informacje genetyczng zawartg w RNA
tych wiruséw. Odkrycie to posiada ogromne znaczenie teoretyczne. Wprawdzie
jeszcze w 1958 roku Chargaff przewidywal, ze kierunek przekazywania informacji
genetycznej w trojkacie DNA-RNA-biatko moze by¢ dowolny, to jednak powszechnie
przyjat sie przeciwstawny poglad Cricka, znany od 1958 roku jako tzw. centralny
dogmat biologii molekularnej. W mys$l tego dogmatu informacja genetyczna moze
by¢ przekazywana wytgcznie jednokierunkowo i nieodwracalnie od DNA poprzez
RNA do biatka. Wobec stwierdzenia mozliwosci przekazywania informacji z RNA
do DNA, ten niepodwazalny od 12-tu lat poglad wydaje sie by¢ daleko idacym uprosz-
czeniem. Ale znaczenie osiggnie¢ przedstawionych przez Spiegelmana nie ogranicza
sie do aspektow czysto teoretycznych. Wyniki dalszych badahn nad polimerazag DNA
zalezng od RNA — o ile okaze sie ona enzymem specyficznym i niezbednym dla roz-
woju nowotworéw — moga by¢ kluczem do poszukiwan skutecznych lekéow anty-
rakowych.

Drugim dominujgcym nurtem dyskusji byty zagadnienia zwigzane z mechaniz-
mem syntezy DNA w komorkach bakteryjnych i zwierzecych. Wielu moéwcow
(J. Cairns, H. Schaller, W. Stratling, E. Wintersberger, S. R. Schultz) podkreslato, ze
polimeraza DNA wykryta przez Kornberga nie moze by¢ uznana za giéwny enzym,
katalizujgcy replikacje DNA in vivo. Przytoczono dane wskazujgce na wystepowa-
nie polimerazy DNA o innych witasnosciach. Enzym ten katalizuje synteze DNA
z szybkoscig niemal tak wielkg jaka obserwuje sie in vivo (sto razy szybciej niz
polimeraza Kornberga), wykorzystujagc rodzimy DNA jako matryce. Zlokalizowany
jest gtéwnie w jadrze i innych strukturach subkomodrkowych zawierajgcych DNA.
Wiasnosci te predystynujg go do spetniania zasadniczej roli w procesie replikacji
DNA w warunkach naturalnego $rodowiska wewnatrzkomaérkowego.

Wiele uwagi poswiecono takze budowie i biogenezie rybosoméw bakteryjnych.
W szczeg6lnosci M. Nomura przedstawit wyniki systematycznych badan nad rekon-
stytucjg mniejszej ich podjednostki (30S). Badania te wykazaty catg ztozonos¢ inter-
akcji miedzy rRNA 16S i komponentami biatkowymi. Kazda z 21 molekut biatka jest
przytagczana do RNA w okreslonej kolejnosci i tylko w obecnosci okreslonego zestawu
pozostatych komponentéw biatkowych. Przypuszczalnie, w podobnie uporzadkowany
sposob podjednostka 30S kompletuje sie takze w warunkach in vivo. Produkty po-
$rednie, obserwowane w trakcie rekonstytucji, mozna bowiem znalez¢ takze w ko-
mérkach E. coli. Duzo trudniejszym zadaniem okazata sie rekonstytucja wiekszych
podjednostek (50S), w przypadku ktérych nie udato sie unikng¢ strat rRNA 5S
(R. Monier). Natomiast przebieg syntezy podjednostek 50S in vivo zostat dos$¢ szcze-
gétowo poznany dzieki stosowaniu specyficznych inhibitoréw biosyntezy biatka i tech-
niki krotkotrwatego (10—15 sek.) znakowania. Obie techniki pozwolity wyréznié trzy
grupy skiadnikéw biatkowych, przytgczanych do rRNA w kolejnosci odpowiadajacej
etapom procesu dojrzewania rybosomoéw.

Z badan nad mechanizmem syntezy biatek szczeg6lnie szybki postep mozna od-
notowa¢ w dziedzinie wyodrebniania i charakterystyki czynnikéw kontrolujacych
inicjacje (S. Ochoa, F. Gros, M. Revel, R. Thach), wydtuzanie (P. Lengyel, J. Gordon)
i terminacje (M. Capecchi, C. Caskey, I. Algranati, F. Kalousek) tancucha polipepty-
dowego oraz okre$lenia roli cyklicznego 3":5'-AMP w regulacji tych proceséw
(M. Kuwano, G. Zubay). R. W. Chambers przedstawit dowody na decydujacg role
drugorzedowej struktury tRNA w procesie ich rozpoznania przez odpowiednie syn-
tetazy aminoacylo-tRNA.

Niewatpliwie dziesigtki innych referatéw i doniesien zastugujg w réwnej mierze
na uwage. Nie sposéb jednak w krétkim sprawozdaniu odtworzy¢ catego bogactwa
pogladow i osiagnie¢ zaprezentowanych na sympozjach 8-mego Kongresu. Moze naj-
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bardziej og6lng cecha charakterystyczng dla obecnie obserwowanego postepu w
dziedzinie biochemi kwaséw nukleinowych i bialek jest przemijanie prawd i teorii
dotychczas uwazanych powszechnie za niepodwazalne. Jak to sformutowat Chargaff
zamykajac jedno z ostatnich posiedzen, we wspdtczesnej biochemii obowigzywac¢ mo-
ze jeszcze jeden tylko dogmat — nie tworzy¢é zadnych dogmatdéw.

J. Buchowicz
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