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IN FO R M A C JA  D LA  A UTORÓ W

Postępy Biochem ii publiku ją artyku ły  referatow e ze wszystkich 
dziedzin biochemii nie drukow ane w  innych czasopismach. A rtykuły  
drukow ane w Postępach Biochem ii nie mogą być bez zgody R edakcji 
publikow ane w innych czasopismach. A rtykuły  są honorowane wg u s ta ­
lonych staw ek. A utorzy o trzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. A utora obowiązuje korek ta au torska. Koszty zm ian tekstu  w ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów drukarsk ich  ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie możność w prow adzenia skrótów  i popra­
w ek nie w pływ ających na treść pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 
nadsyłać w dwu egzem plarzach. M aszynopis pow inien być napisany 
jednostronnie, z podw ójną in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej 
i ok. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej 
stronie należy zamieścić tylko: im iona (w pełnym  brzm ieniu) i n a ­
zwiska autorów , ich stopnie i ty tu ły  naukow e w raz z nazw am i placówek 
naukowych, ty tu ł pracy w języku polskim  i angielskim  oraz omówie­
nie tem atu  pracy w języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy m aszyno­
pisu).

Rozdziały w tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską a podroz­
działy — arabską. Tytuły  n ie wydzielone z tek stu  nie pow inny być n u ­
merowane.

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

Powołując się na  lite ra tu rę  należy podać w tekście, w naw iasie, 
kolejny num er pozycji w spisie lite ra tu ry .

Załączniki do tekstu . Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w tek ś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy 
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  au to ra  i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłówek opisujący jej treść, jej ru b ry ­
ki powinny być zaopatrzone w odpowiedni tytuł.

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

Literatura. W ykaz lite ra tu ry  należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejności nazw isk autorów .
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Post.  B lochem .  15, 3-^14 (1969).

M A R IA  SARN EC K A-K ELLE R*, JA D W IG A  NOWORYTKO**

Biosynteza zwierzęcych glikoproteidów 

Biosynthesis of Animal Glycoproteins

The subcellu lar localisation of glycoproteins biosynthesis and some enzymes 
involved in  th is process are  described.

Badania lat ostatnich u jaw niły  szerokie rozpowszechnienie glikopro­
teidów w  tkankach  zwierzęcych oraz nagrom adziły szereg nowych 
danych o struk tu rze  tej g rupy  białek złożonych (46). W ykazano również 
udział glikoproteidów w s tru k tu rach  pewnych błon kom órkowych i śród- 
kom órkow ych oraz ich znaczenie jako połączeń spełniających określone 
funkcje biologiczne. F ak ty  te łącznie z obserw owanym i przez wielu au to ­
rów zaburzeniam i w poziomie glikoproteidów w płynach fizjologicznych, 
związanym i z określonym i stanam i patologicznym i (73, 74), dały podstaw ę 
do podjęcia prac nad biosyntezą tych  związków. W ostatnich latach w zras­
ta zainteresow anie procesam i anabolicznym i, prowadzącym i do dobudo- 
w yw ania określonych jednostek oligosacharydowych do łańcucha poli- 
peptydowego, a każdy miesiąc przynosi w tym  zakresie nowe dane, 
w związku z czym naw et najnow sze opracowania biosyntezy glikoprote­
idów są niekom pletne i nieaktualne.

I. Udział transferaz glikozylowych w biosyntezie glikoproteidów

Fakt, że nukleotydow e pochodne m onosacharydów  są bezpośrednim i 
prekursoram i w syntezie różnych polisacharydów  (10) nasunął przypusz­
czenie o podobnym  m echanizm ie biosyntezy składników  cukrow ych gli­
koproteidów. Nukleotydowe pochodne m onosacharydów  wchodzących 
w skład części cukrow ej glikoproteidów  są szeroko rozpowszechnione (10), 
a podobne pochodne oligosacharydowe znajdu ją  się w tkankach  bogatych 
w glikoproteidy zaw ierające w grupie prostetycznej te w łaśnie fragm enty

* Doc. dr, K atedra  Biochemii i Biofizyki, U niw ersytet Jagielloński, K raków
** Dr, K ated ra  Biochemii i Biofizyki, U niw ersytet Jagielloński, K raków  
W ykaz stosowanych skrótów: OSM — glikoproteid z gruczołów  podszczękowych 

owcy, NANA — kw as N -acetyloneuram inow y, G ik — glukoza, G al — galaktoza, 
Man — m annoza, AcNHGlk — acetyloglukozoam ina.
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4 M. SA R N E C K A -K E L L E R , J. NO W O RYTK O [2]

cukrowe. Y o u r d i a n  i wsp. (24, 25) w yodrębnili cztery izomeryczne 
form y kwasu UD P-N-acetyloglukozoam inylo-galaktozylo-sialowego z ko- 
lostrum  krowy i kozy, a K o b a t a (26, 27) uzyskał z m leka ludzkiego 
urydyno-5’-/2 lub 4-0-L-fukopiranozylo-4-0-D -galaktopiranozylo-N -ace- 
tyloglukozoam inylo-1 pirofosforan oraz odpowiedni nukleotyd dw usacha- 
rydow y bez fukozy. Czy te aktyw ne form y oligosacharydów mogą 
być rozpatryw ane jako pośredniki w syntezie glikoproteidów, czy też są 
katabolicznym i produktam i tych połączeń, pozostaje do dzisiaj spraw ą 
dyskusyjną. Jednak  już w 1962 roku K o h n i wsp. (28) zwrócili uwagę 
na reakcję transglikozylacji jako na proces syntezy łańcuchów hetero- 
sacharydow ych glikoproteidów. Inni au torzy  naw et scharakteryzow ali 
częściowo pewne transferazy, biorące przypuszczalnie udział w syntezie 
glikoproteidów (23, 71), ale roli tych enzymów nie można było określić, 
dopóki nie znano odpowiedniego dla nich akceptora białkowego.

Badania etapów biosyntezy łańcucha cukrowego glikoproteidów roz­
poczęli w 1964 roku C a r l s o n  i wsp. (7) w yodrębniając transferazę 
sialylową z gruczołu mlecznego szczura i gruczołu podszczękowego owcy. 
Enzym ten katalizuje przeniesienie reszty  kwasu N -acetyloneuram ino- 
wego (NANA) z CMP-NANA na laktozę z utw orzeniem  sialylo/2-»3/lak- 
tozy. Prócz tego transferaza z gruczołów podszczękowych przenosi NANA 
na w yodrębniony z nich glikoproteid, w którym  po potraktow aniu neu- 
ram inidazą ulegają odsłonięciu reszty N-acetylogalaktozoam inowe. Po­
dobnego typu enzym  uzyskano (3) z kolostrum  kozy. Bierze on udział 
w przenoszeniu kwasu sialowego z jego pochodnej cytydynom onofosfo- 
ranow ej na glikoproteidy zaw ierające galaktozę jako końcową resztę. 
W tym  sam ym  roku R o s e m a n (52) stw ierdził, że siały lotransferazy 
traktow ać należy jako grupę enzymów, różniących się swoistością dzia­
łania wobec atom u węgla akceptora. W każdym  razie w edług tego autora 
muszą istnieć conajm niej dwa tego typu  enzym y syntetyzujące odm ienne 
izom ery jednostki sialylogalaktozylow ej w ystępujące w kw aśnym  ax- 
glikoproteidzie (21). Rolę transferazy  sialylowej potwierdzili O’B r i e n  
i wsp. (47), którzy w 1966 roku opisali pojaw ianie się enzymów zdolnych 
do przeniesienia reszty  NANA z CMP-NANA na endogenne białkowe 
akceptory we frakcji m ikrosomów w ątroby szczura.

W 1965 roku Mc G u i r e i wsp. (36) w ykazali wbudow yw anie ga- 
laktozy do łańcucha oligosacharydowego glikoproteidów potraktow anych 
uprzednio neuram inidazą i galaktozydazą. Okazało się, że transferaza 
galaktozy w ystępuje w wielu tkankach szczura i przenosi galaktozę za­
równo na glikoproteidy jak  i na  N-acetyloglukozoaminę. P repara t tego 
enzym u otrzym ano również z kolostrum  kozy. Zaw ierał on dwie galak- 
tozylotransferazy i przenosił także N-acetylogalaktozoam inę na różne 
endogenne akceptory, których obecność w ykazano w wielu tkankach.

W tej sam ej pracow ni wyodrębniono z kolostrum  kozy (22) 
100—200-krotnie oczyszczony enzym katalizu jący  przeniesienie N -ace-
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[3] B IO SY N T E Z A  G LIK O PR O TEID Ó W

tyloglukozoam iny z UDP-N-acetyloglukozoam iny na pewne związki
o charakterze glikoproteidów. Dobrym i akceptoram i okazały się produkty 
otrzym ane z kwaśnego c^-glikoproteidu oraz fetu iny  po potraktow aniu 
ich neuram inidazą, (5-galaktozydazą i heksozoaminidazą. Również rybo- 
nukleaza B oraz ovoalbum ina przyłączają N-acetyloglukozoam inę w obec­
ności tej transferazy. Biorąc pod uwagę stru k tu rę  glikoproteidowych 
akceptorów autorzy przypuszczają, że reszty N-acetyloglukozoaminowe 
są przenoszone na końcowe jednostki m annozy w glikoproteidach i że 
reakcja ta stanow i bardzo w ażny etap w biosyntezie glikoproteidów. Zda­
niem  autorów  transferazy  galaktozylowe i N-acetyloglukozoaminowe 
stanow ią również rodziny enzymów, tak  jak  transferazy  sialylowe. Każdy 
z tych enzymów wym aga odpowiedniego nukleotydu cukrowego oraz 
akceptora glikoproteidowego z charakterystyczną końcową resztą mono- 
sacharydową.

W spółdziałanie (53) transferaz glikozylowych prowadzi do stopnio­
wego dobudowyw ania łańcuchów oligosacharydowych. Tworzenie sek­
wencji tetrasacharydow ej w ystępującej w kw aśnym  a-glikoproteidzie 
(75) zachodzi według schem atu 1.

UDP-AcNHGlk UDP UDP-Gal Gal

białko-Man __^  białko-Man-AcNIIGlk
I II

CMP-NANA CMP

bialko-Man-AcNHGlk-Gal białko-Man-AcNHGlk-Gal-NANA
III

Schem at 1. Biosynteza tetrasacharydow ego fragm entu  kw aśnego oił-glikoproteidu
I — transferaza N -acety log lukozoam inylow a, II — transferaza galaktozylow a, HI — transferaza

sia ly low a

Podobnego typu transferazy  opisali również inni autorzy. W 1966 roku 
S a r c i o n e  i C a r m a d y  (59) w ykazali w rozpuszczalnej w dezoksy- 
cholanie frakcji m ikrosomów w ątroby szczura obecność układu enzym a­
tycznego, katalizującego w budow yw anie galaktozy z UDP -galaktozy 
w białka m ikrosomów w ątroby. W 1967 roku S p i r o  i S p i r o  (69) 
uzyskali z gruczołu tarczycowego częściowo oczyszczone p reparaty  tran s­
ferazy sialylowej i galaktozylowej i oznaczyli ich aktyw ności względem 
różnych substratów . Najlepszym  akceptorem  dla reszty NANA, przeno­
szonej przez sialy lotransferazę z CMP-NANA, są uzyskane z tyreoglobu- 
liny i fetu iny  glikopeptydy i glikoproteidy z galaktozą w pozycji term i­
nalnej. G likoproteidy i glikopeptydy nie zaw ierające galaktozy nie wiążą 
reszty sialylowej, enzym  jest również n ieaktyw ny w stosunku do wolnej 
galaktozy. Dla transferazy  galaktozylowej najlepszym i akceptoram i oka­
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6 M. SA R N E C K A -K E L L E R , J. NO W O RYTK O [4]

zały się glikopeptydy zaw ierające na końcu łańcucha N-acetyloglukozo- 
aminę. Po odszczepieniu tej reszty z glikopeptydu enzym  w ykazyw ał zni­
kom ą aktywność. Był mało ak tyw ny również względem glikopeptydów 
zaw ierających N-acetyloglukozoam inę w środkowej pozycji w  łańcuchu 
sacharydowym . Dobrym  akceptorem  jest również wolna AcNHGlk, która 
w obecności UDP-Gal i transferazy  galaktozylowej przekształca się 
w N-acetylolaktozoam inę. A ktyw atorem  tego enzym u są jony M n2+, 
a przez pCMB jest on całkowicie hamowany.

Badając szybkość syntezy łańcucha oligosacharydowego tyreoglobu- 
liny przy współdziałaniu obydw u transferaz S p i r o  i S p i r o  (69) 
stw ierdzili, że synteza zachodzi szybciej w obecności nukleotydow ej po­
chodnej m onosacharydu zajm ującego bliższą nieredukującego końca po­
zycję w łańcuchu, natom iast nie ulega przyspieszeniu w obecności ak tyw ­
nej form y cukrow ca zajm ującego pozycję dalszą od tego końca. Zjawisko 
to potw ierdza przypuszczenie (22), że synteza jednostek sacharydow ych 
glikoproteidów odbywa się stopniowo przez dołączanie kolejnych mono- 
sacharydów  począwszy od redukującego końca łańcucha względnie od 
m iejsc jego rozgałęzień.

Każdy etap przyłączania m onosacharydu w ym aga odpowiedniej tra n s­
ferazy glikozylowej, a każdy enzym  — indukującego akceptora. Akcepto­
rową cząsteczką w  każdym  etapie jest p rodukt utw orzony przez enzym 
w reakcji poprzedzającej. Enzym y niezbędne do syntezy pojedynczego 
typu jednostki heterosacharydow ej tworzą więc zdaniem  R o s e m a n a  
(53) układy w ielotransferazow e w ykazujące kolejno współdziałającą spe­
cyficzność.

W ażny moment w badaniach biosyntezy glikoproteidów stanow i wy- 
odrębnienie przez Mc G u i r e  i R o s e m a n a  (37) z ziarnistości gruczo­
łów podszczękowych preparatu  przenoszącego N -acetylogalaktozoam inę 
z jej urydynow ej pochodnej na akceptor białkowy uzyskany z glikopro- 
teidu gruczołów podszczękowych owcy (OSM) przez enzym atyczne lub 
chemiczne usunięcie z niego reszt dw usacharydow ych. Zaw arta w pre­
paracie transferaza N-acetylogalaktozoam inylow a charakteryzuje się 
wysoką specyficznością względem białkowego biorcy. W ykazuje ona ak ­
tywność jedynie wobec białkowego rdzenia OSM. Nawet m ieszanina pep- 
tydów  uzyskanych z OSM działaniem  pronazy jest nieaktyw na jako ak ­
ceptor N -acetylogalaktozoam iny. Niemożliwość zastąpienia akceptora b iał­
kowego w pierwszym  etapie procesu transglikozylacji m ieszaniną po­
w stałych z niego peptydów  względnie am inokwasów podkreślali już 
H a r b o n i wsp. (18), którzy badali biosyntezę OSM w przeżyw ających 
skraw kach gruczołów podszczękowych w obecności rozm aitych znako­
w anych substratów  i inhibitorów.

Ta wysoka specyficzność transferazy  N-acetylogalaktozoam inylow ej 
sugeruje, że jest ona rzeczywiście enzymem  katalizującym  pierw szy 
etap — utworzenie w iązania cukier-białko — w syntezie OSM. Synteza
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[5] B IO S Y N T E Z A  G LIK O PR O T EID Ó W 7

dw usacharydow ej jednostki typowej dla OSM przebiega więc według 
schem atu 2.

W iązania w produkcie utw orzonym  pod działaniem  transferazy  N-a- 
cetylogalaktozoam inowej są labilne w  środow isku alkalicznym  (37), po­
dobnie jak  wiązania łączące grupy hydroksylow e aminokwasów części 
białkowej ze składnikiem  cukrow ym  w OSM (19).

T ransferaza gruczołów podszczękowych owcy, syntetyzująca wiązanie 
cukier-białko, jest podobna do transferazy  ksylozylowej (11, 12), wyizo­
lowanej z jajowodów kurzych, k tóra ma zdolność wbudow ywania ksy- 
lozy do bliżej niescharakteryzow anych, endogennych białek zaw ierają­
cych serynę. Przypuszcza się, że transferaza ksylozylowa może mieć is­
totne znaczenie dla inicjow ania syntezy łańcuchów heterosacharydo- 
w ych takich kom pleksów białkow o-cukrow ych jak  siarczan chondroity- 
ny-białko i heparyna, w  k tórych stw ierdzono wiązanie składnika cukro­
wego przy udziale ksylozy (31, 32). Być może, transferaza N -acetylogalak- 
toizoaminylowa spełnia podobną funkcję w  syntezie glikoproteidów, 
w których w ystępuje wiązanie O-seryloglikozydowe jak  na przykład 
w OSM (46).

II. Tkankowa i subkomórkowa lokalizacja biosyntezy glikoproteidów

Najwięcej uwagi poświęcono dotychczas badaniom  nad lokalizacją bio­
syntezy glikoproteidów osocza krwi. Nie ulega obecnie żadnej w ątp li­
wości, że głównym  m iejscem  syntezy tych związków jest w ątroba. Już 
w 1949 roku W e r n e r  (72) uznał w ątrobę za m iejsce pow staw ania 
białek zaw ierających heksozoaminę, stw ierdziw szy, że obserwowany po 
w ykrw aw ieniu zw ierząt w z r o s t  związanych heksozoamin w  surowicy, 
nie zachodzi u królików, u których uprzednio uszkodzono w ątrobę fosfo­
rem  czy benzenem. Ten ścisły związek pomiędzy usunięciem  w ątroby 
lub jej eksperym entalnym  uszkodzeniem a obniżeniem  poziomu gliko­
proteidów surow icy krw i potwierdzono wielokrotnie (2, 29, 44, 45, 54). 
N ajbardziej m iarodajne są w yniki A t h i n e o s a  i W i n z l e r a  (2), 
którzy podawali dożylnie 14C-glukozoaminę psom norm alnym  i po usu­
nięciu w ątroby. Pom iary radioaktyw ności niedializującej frakcji osocza, 
oraz białkowego odpowiednika kwaśnego a 1-glikoproteidu ludzkiego w y­
kazały, że glikoproteidy osocza są syntetyzow ane głównie, a kw aśny 
o^-glikoproteid wyłącznie — w wątrobie.

UDP-AcNHGal UDP CMP-NANA CMP

białko
IV III

Schem at 2. Biosynteza dw usacharydow ej jednostk i cukrow ej OSM 
IID — transferaza sia ly low a, IV — transferaza N -acetylogalaktozoam inylow a
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Obserwowana w wielu schorzeniach zależność poziomu frakcji sero- 
mukoidowej od stanu czynnościowego w ątroby (5, 13, 14, 15, 16, 17, 73) 
sugerow ała również rolę tego organu w biosyntezie glikoproteidów. Jed ­
nak in terp re tac ja  tej zależności mogła często budzić wątpliwości ze wzglę­
du na nieuw zględnianie całego szeregu ubocznych czynników.

Bezspornym i dowodami na lokalizację biosyntezy glikoproteidów 
osocza w w ątrobie są w yniki badań z zastosowaniem  znakow anych p re­
kursorów. M i l l e r  i wsp. (38, 39, 40) w ykazali w  w ątrobie szczura 
w budow ywanie 14C-lizyny do w szystkich frakcji białkowych osocza krw i 
z w yjątkiem  "/-globulin, których synteza zachodziła poza w ątrobą. S p i r o 
(66) podając szczurom 14C-glukozę i m ierząc radioaktyw ność glikoprote­
idów surowicy, w ątroby  i innych tkanek stw ierdził, że najw cześniej 
m aksim um  specyficznej aktyw ności heksozoam iny pojaw ia się w w ątro ­
bie, co w skazuje na ten narząd jako na pierwsze miejsce syntezy cukro­
wego składnika glikoproteidów osocza. W yniki te w pełni potw ierdził 
S a r c i o n e  (55), k tó ry  badał u szczura wbudow yw anie znakow anych 
prekursorów  zarów no do frakcji serom ukoidowej jak  i do pozostałych 
białek osocza w ytrącających się kwasem  tró j chlorooctowym. Co więcej 
au tor ten (56) wykazał, że leucyna i glukoza znakowane 14C szybciej 
w budow yw ują się do kwaśnego ctj-glikoproteidu niż do innych  białek oso­
cza. A zatem  w ątroba jest m iejscem  syntezy zarówno cukrow ej jak  i b iał­
kowej części kwaśnego oij-glikoproteidu.

W budowywanie 14C-glukozoam iny w pochodne am inocukrow e oraz 
kw asy sialowe glikoproteidów surow icy krw i wykazali też W i n z 1 e r 
i wsp. (1, 28) stw ierdzając przy tym , że w ątroba jest wyłącznym  m iejs­
cem syntezy kwaśnego c^-glikoproteidu. Lokalizację syntezy glikoprote­
idów osocza krw i w  w ątrobie potwierdziło wielu autorów  (34, 35, 49, 
61, 62).

Badania nad syntezą glikoproteidów w innych tkankach nie są w ta ­
kim  stopniu zaawansowane. S p i r o  i S p i r o  (67) inkubując skraw ki 
oraz frakcję  ziarnistości tarczycy z glukozą i leucyną znakow anym i 14C 
stw ierdzili, że zarówno synteza części białkowej jak  i cukrow ej tyreo- 
globuliny zachodzi w gruczole tarczycowym . L o u i s o t  i wsp. (33) w y­
kazali w budow ywanie 14C-glukozoam iny przez śluzówkę jelita  cienkiego. 
Rozmieszczenie specyficznych transferaz glikozylowych (7, 37) oraz dane
o biosyntezie OSM (18) w skazują na gruczoły podszczękowe ssaków jako 
na miejsce syntezy OSM.

B e k e s i  i W i n z l e r  (4) wykazali wbudow ywanie 14C-fukozy nie 
tylko w  białka w ątroby i osocza, lecz również w glikoproteidy ściany je ­
lita cienkiego oraz — w m niejszym  stopniu — w glikoproteidy innych 
tkanek. Po hepatektom ii stw ierdzili znaczne obniżenie syntezy gliko­
proteidów osocza i niezm ienioną biosyntezę glikoproteidów w tkankach 
pozawątrobowych. Można z tego wnosić, że inne tkanki mogą także syn­
tetyzować swe w łasne glikoproteidy, dla których połączenia białkowo-
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-cukrow e zaw arte w osoczu krw i nie stanow ią m ateriału  prekursorowego. 
Nie można jednak wykluczyć, że w nieobecności egzogennej fukozy, gli- 
koproteidy osocza produkow ane w w ątrobie mogą być źródłem fukozy 
użytkow anej przez inne tkanki. Z badań B e k e s i  i W i n z l e r a  w y­
nika również, że glikoproteidy tkankow e mogą, w pewnym  stopniu, 
uczestniczyć w syntezie glikoproteidów surow icy krwi.

Pierw sze badania nad subkom órkowym  zlokalizowaniem syntezy cu­
krowego składnika glikoproteidów przeprowadzili w 1964 roku W i n z 1 e r 
i wsp. (50, 51, 76). Badali oni wbudow ywanie 14C-glukozoam iny w gliko­
proteidy osocza krw i szczurów i w pływ  purom ycyny na ten proces in 
vivo. Okazało się, że najszybciej w budow yw uje się glukozoam ina do 
frakcji m ikrosomów w ątroby przekształcając się w UDP-AcNHGlk, a na­
stępnie w UDP-AcNHGal i urydynow ą pochodną kwasu sialowego. A u­
torzy w ysunęli przypuszczenie, że frakcja  mikrosomów jest miejscem, 
w k tórym  cukrow y składnik w budow uje się do glikoproteidów dołączając 
się wówczas, gdy łańcuch peptydow y jest już gotowy, ale jeszcze zwią­
zany z ziarnistościam i. Równocześnie S p i r o  i S p i r o  (67) badając 
m echanizm  biosyntezy tereoglobuliny wyw nioskowali, że zarówno syn­
teza cukrow ej jak .i peptydow ej części białka jest związana z ziarnistoś­
ciami komórek.

G a n i  wsp. (9) stw ierdzili, że 14C-glukozoam ina w skraw kach i izolo­
w anych kom órkach tarczycy przekształca się w takie same związki jak 
w skraw kach w ątroby  (51, 76). N iektórzy autorzy sugerowali, że aparat 
Golgi’ego jest m iejscem, w którym  następuje w budow ywanie cukru 
w m akrocząsteczki (48).

S a r c i o n e i wsp. (57, 58, 60) badając w budow ywanie galaktozy 
i glukozoam iny znakow anych 14C w subkomórkowe frakcje  w ątroby 
szczura potwierdzili, że synteza składnika cukrowego glikoproteidów 
związana jest z frakcją  mikrosomów. Ponieważ nie mogli oni wykazać 
wbudow yw ania znakow anych prekursorów  m onosacharydow ych do rybo­
somów, doszli do wniosku, że m iejscem  w budow yw ania cukru jest roz­
puszczalna w dezoksycholanie frakcja  mikrosomów, a więc m em brany. 
Zatem  ich zdaniem  łańcuch polisacharydow y syntetyzuje się na goto­
wym polipeptydzie, gdy znajduje się on w ew nątrz reticulum  endoplaz- 
matycznego po odłączeniu od rybosomów. Również S i n a h o r a  i S k y -  
- P  e c k (63) nie mogli wykazać w budow yw ania 14C-glukozoam iny do 
rybosomów w ątroby myszy, ani wyodrębnić znakowanego tRNA po 
w strzyknięciu 14C-glukozoam iny. Doszli oni do wniosku, że heksozoamina 
nie przyłącza się do kom pleksu RNA-aminokwas, a w mRNA nie istnie­
je specyficzny kodon dla kom pleksu RNA-aminokwas-heksozoamina. 
W budowywanie heksozoam iny w polipeptyd byłoby uw arunkow ane spe­
cyficznością enzymów zdolnych do tworzenia wiązania cukier-białko ty l­
ko w określonym  m iejscu nowo utworzonego łańcucha polipeptydowego.

Potw ierdzeniem  przypuszczenia, że łańcuchy oligosacharydowe syn­
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te tyzują  się na odłączanych od rybosomów łańcuchach polipeptydowych, 
znajdujących się w ew nątrz szorstkiej części reticulum  endoplazm atycz- 
nego są w yniki badań C o o k a  i wsp. (8) oraz M o 1 n a r a (41) nad bio­
syntezą glikoproteidów w m em branach komórek raka Ehrlicha. B o u - 
c h i l l o u x  i C h e f t e l  (6) inkubując skraw ki tarczycy owcy z 3H-leu- 
cyną i 14C-glukozoaminą stw ierdzili, że ty lko aminokwas w budow uje 
się do polisomów. S p i r o  i S p i r o  (68) też uważają, że synteza części 
peptydow ej i cukrow ej glikoproteidów zachodzi oddzielnie. Purom ycyna 
bowiem ham uje wbudow ywanie aminokwasów, natom iast nie wpływa 
w widoczny sposób na syntezę części cukrowej. Pierw sza, zdaniem  auto­
rów, syntetyzuje się część białkowa, do której następnie stopniowo dołą­
czają się m onosacharydy w kolejności charakterystycznej dla danego 
glikoproteidu. Do takich sam ych wniosków doszli S u - C h e n  L i  i wsp. 
(70), k tórzy badali kinetykę włączania 14C-glukozoam iny i 14C-leucyny 
w m ikrosom alne frakcje w ątroby  i tkanki now otw oru Walker 256 szczura. 
Znakow any aminokwas był w budow yw any szybko w nierozpuszczalną 
w dezoksycholanie frakcję mikrosomów, natom iast piętno znakowanego 
am inocukru pojawiało się z dużym  opóźnieniem w rozpuszczalnych w de­
zoksycholanie m em branach.

N atom iast M o l n a r  i wsp. (42) oraz H e l g e l a n d  (20) wykazali 
pojaw ienie się p iętna w białkach związanych z rybosom am i w wątrobie 
szczura po podaniu 14C-glukozoam iny. K inetyka tego procesu w skazyw a­
ła, że m iejscem  dołączenia glukozoam iny do białek są rybosom y. Autorzy 
w ysunęli hipotezę, że na rybosom ach tw orzy się wiązanie asparaginylo- 
-glukozoaminowe czyli to, które in icju je proces syntezy łańcucha oligo- 
sacharydowego. Potw ierdzili to L a w f o r d  i S c h a c h t e r  (30), którzy 
zaobserwowali, że w hom ogenatach w ątrób trak tow anych 14C-glukozoami- 
ną w obecności purom ycyny rybosom y w ykazyw ały m niejszą rad ioaktyw ­
ność w porów naniu z kontrolnym i hom ogenatam i bez inhibitora. Pew na 
część glukozoam iny w budow uje się zatem w pow stający polipeptyd zwią­
zany jeszcze z rybosom ami, natom iast następne cząsteczki heksozoam iny 
wiązane są już po jego odłączeniu od rybosomów. Kwas sialowy p rzy łą­
czany jest w końcowym  etapie biosyntezy, wówczas gdy glikoproteid 
znajduje się w ew nątrz gładkiego reticulum  endoplazmatycznego. Także 
M o l n a r  i S y  (43) tw ierdzą, że dołączanie glukozoam iny do glikopro­
teidów zaczyna się wtedy, gdy polipeptyd jest jeszcze połączony z tRNA 
na rybosom ach. S i m k i n  i J a m i e s o n  (64, 65) stosując metodę 
imm unologiczną do badania m echanizm u biosyntezy glikoproteidów oso­
cza w subkom órkowych struk tu rach  w ątroby świnek m orskich, po tw ier­
dzili wbudow ywanie 14C-glukozoam iny do nierozpuszczalnej w dezoksy­
cholanie frakcji mikrosomów. Sądzą oni, że glikoproteidy pozostające 
jeszcze w połączeniu z rybosom am i są raczej prekursoram i, a nie goto­
wym i glikoproteidam i osocza. W każdym  razie, według tych autorów, 
w rybosom ach nie zachodzi wbudow ywanie kwasu sialowego.
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Sprzeczności w poglądach na subkom órkową lokalizację procesu syn­
tezy składnika cukrowego glikoproteidów w yjaśn iły  badania L o u i s o t a 
i wsp. (33), którzy wykazali, że w  śluzówce jelita cienkiego w budow yw a­
nie 14C-glukozoam iny zachodzi w różnych subkom órkowych frakcjach. 
Ponieważ najczęściej część cukrow a jest związana ze składnikiem  białko­
w ym  poprzez glukozoaminę, autorzy stw ierdzają, zgodnie z sugestiam i 
poprzednich badaczy (20, 42), że te „wiążące” cząsteczki glukozoam iny 
są w budow ywane do polipeptydu jeszcze przyłączonego do rybosomów. 
Reszta natom iast cząsteczek glukozoam iny, zajm ujących dalsze miejsca 
w  łańcuchach heterosacharydow ych, dobudowuje się w dalszych etapach 
syntezy, gdy polipeptyd w ędruje poprzez przestrzenie reticulum  endo- 
plazm atycznego.

III. Uwagi końcowe

Kluczowym zagadnieniem  w biosyntezie glikoproteidów jest pow sta­
w anie łańcuchów oligosacharydowych i tworzenie w iązań pomiędzy 
składnikiem  białkow ym  i cukrowym. Nie ulega już wątpliwości, że trans- 
glikozylacja odgryw a w tym  procesie zasadniczą rolę. W ciągu trzy le t­
niego okresu, jaki upłynął od w ykrycia pierwszej transglikozylazy zdol­
nej do przenoszenia reszty  m onosacharydu na akceptor białkowy, w w ie­
lu tkankach stw ierdzono obecność podobnego typu enzymów charak tery­
zujących się wysoką specyficznością zarówno względem przenoszonej 
reszty  cukrow ej jak  i akceptora białkowego. Z enzymów tych tran sfera­
za N-acetyloglukozoaminyLowa posiada najw iększe znaczenie, gdyż w a­
run k u je  tworzenie w iązania cukier-białko. Dotychczasowe dane nasuw a­
ją przypuszczenie, że specyficzność tego enzymu, oraz innych, podobnych 
do niego transferaz, dotychczas n iew ykrytych, determ inuje ułożenie jed­
nostek heterosacharydow ych wzdłuż gotowego już, ale pozostającego jesz­
cze w połączeniu z rybosom am i łańcucha polipeptydowego. Specyficz­
ność natom iast innych transferaz decyduje o sekwencji m onosacharydów 
w stopniowo w ydłużających się łańcuchach heterosacharydow ych. Syn­
teza każdej jednostki oligosacharydowej w ym agałaby więc współdziała­
nia zespołu transferaz, k tórych specyficzność w arunkow ałaby określoną 
stru k tu rę  glikoproteidu, w raz z zakodowaną w mRNA inform acją o syn­
tezie łańcucha polipeptydowego. Nie można jeszcze z całą pewnością 
odrzucać możliwości istnienia w mRNA takiego kodu, k tó ry  um ożli­
w iałby równoczesne w budow yw anie am inokwasu i heksozoaminy. Nega­
tyw ne wyniki badań zm ierzających do w ykrycia połączenia tRN A -am i- 
nokw as-cukier nie przesądzają jeszcze spraw y. Nie jest jasną również 
rola nukleotydow ych pochodnych oligosacharydów, chociaż dotychczaso­
we w yniki badań raczej zaprzeczają możliwości rozpatryw ania tych 
związków jako m ateria łu  prekursorow ego dla syntezy glikoproteidów.
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JA D W IG A  NOW ORYTKO*, M A R IA  SARNECKA-KELLER**

Składnik cukrowy zwierzęcych glikoproteidów 

Sugar Component of Animal Glycoproteins

P resen t know ledge of the  com position and s tru c tu re  of sugar com ponent enclosed 
in anim al glycoproteins is given. Types of bond betw een pro tein  and polisaccharide 
as w ell as some problem s connected w ith  the nom enclature of sugar-containing

proteins are discussed.

Rozwój chemii złożonych połączeń wielkocząsteczkowych w ostatnich 
latach przyczynił się do nagrom adzenia m ateriału  dotyczącego struk tu ry  
glikoproteidów. Budowa żadnego z tych białek nie została jednak całko­
wicie w yjaśniona, a w piśm iennictw ie spotyka się wiele rozbieżności 
i kontrow ersyjnych poglądów, szczególnie o ich grupie prostetycznej. 
W yczerpujące dane o składzie i struk tu rze  heterosacharydow ych części 
glikoproteidów znaleźć można w obszernych opracow aniach (30, 43, 44, 
47, 137). W artykule  przedstaw iono jedynie panujące obecnie poglądy 
na charakter składnika cukrowego glikoproteidów i omówiono tylko te 
s tru k tu ry , które można uważać za udowodnione. Jako kry terium  przy­
należności połączenia cukrowo-białkowego do glikoproteidów przyjęto 
definicję tych związków proponowaną przez G o t t s c h a l k a  (41, 50). 
Z om aw ianych szczegółowo składników  cukrow ych wykluczono grupy 
prostetyczne tych glikoproteidów, k tóre dotychczas nie zostały dokładnie 
poznane lub były niedaw no przedm iotem  odrębnych opracow ań (19, 38, 
126, 127).

I. Składnik cukrowy a próby klasyfikacji połączeń białkowo-cukrowych

Określenie „glikoproteid” nie jest w nom enklaturze chemicznej ściśle 
sprecyzowane. Różni autorzy nadają  mu odm ienne znaczenie, w zależności 
od przyjętego k ry terium  podziału połączeń białkowo-cukrow ych. Dlatego

* Dr, K atedra Biochemii i Biofizyki, U niw ersytet Jagielloński, K raków
** Doc. dr, K atedra  Biochem ii i Biofizyki, U niw ersytet Jagielloński, K raków
W ykaz stosowanych skrótów : BSM — glikoproteid z gruczołów podszczękowych 

wołu, OSM — glikoproteid z gruczołów podszczękowych owcy, PSM  — glikoproteid 
z gruczołów podszczękowych świni, NANA — kw as N -acetyloneuram inow y, NGNA — 
kwas N -glikolyloneuram inow y, Gal — galaktoza, G ik — glukoza, F uk  — fukoza, 
M an — m annoza, AcNHGlk — acetyloglukozoam ina, AcNHGal — acetylogalaktozo- 
am ina.
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też w piśm iennictw ie spotyka się wiele określeń, co u trudn ia  wzajem ne 
porozumienie. Od daw na zdawano sobie jednak spraw ę z tego, że n a j­
w łaściwszą podstaw ą klasyfikacji w tej grupie związków jest charakter 
składnika cukrowego oraz jego sposób powiązania z białkiem.

Pierw szą próbę klasyfikacji połączeń białkowo-cukrow ych, opartą na 
składzie chemicznym  ich grupy prostetycznej, przeprowadził L e v e n n e  
w 1925 roku (89) w yodrębniając spośród m ukoproteidów kw asy m uko- 
itynosiarkow e i chondroitynosiarkow e, różniące się charakterem  zaw artej 
w nich heksozoaminy. Nazwą m ukoproteidy Levenne określał wszystkie 
związki białek z cukram i, zaliczając do nich glikoproteidy, m ukoidy 
i m ucyny, których składnik cukrow y nie był wówczas określony.

Ściślej sprecyzowaną i do niedaw na najszerzej stosowaną była k lasy­
fikacja M eyera z 1938 roku, później dw ukrotnie uzupełniana i m odyfi­
kow ana (108, 109). M eyer podzielił związki cukrow o-białkow e na m uko­
proteidy, m ukoidy i glikoproteidy, przy jm ując za podstaw ę podziału 
ogólną zawartość cukrowców oraz charakter wiązania łańcucha hetero- 
sacharydowego z białkiem . Zdaniem  M eyera m ukoproteidy są związkami, 
w k tórych pomiędzy częścią sacharydow ą a białkiem  w ystępuje słabe 
wiązanie jonowe, zaś w m ukoidach i glikoproteidach obydwa składniki 
połączone są wiązaniem  kow alencyjnym . Jako glikoproteidy określił on 
połączenia zaw ierające mniej niż 4%  cukru, a jako m ukoidy — związki 
z większą zawartością fragm entu  niebiałkowego. Te ostatnie podzielone 
zostały na m ukoidy neutralne, kwaśne i nierozpuszczalne. Nazwą m uko- 
polisacharydy oznaczył M eyer śluzowate heteropolisacharydy nie powią­
zane ze składnikiem  białkowym .

W edług propozycji S t a c e y a (151) m ukoproteidy reprezentow ałyby 
połączenia białkowo-cukrow e ze stosunkowo dużą zawartością składnika 
białkowego, k tórych część cukrow a zawiera zawsze heksozoaminę. Muko- 
polisacharydy natom iast byłyby kom pleksam i cukrowo-białkowym i, 
w k tórych część cukrow a dom inuje. Inne klasyfikacje połączeń białkowo- 
cukrow ych podali B 1 i x, (9), M a s a m u n e  (105), K e n t  i W h i t e -  
h o u s e  (84) oraz B e t t e l h e i m - J e v o n s  (5), ale ich propozycje 
nie zyskały szerszego uznania.

W yniki badań nad s tru k tu rą  składnika sacharydowego połączeń biał- 
kowo-cukrow ych spowodowały rew izję klasyfikacji wprowadzonej przez 
M eyera. W 1960 roku J e  a n i  o z  (69) zaproponował wycofanie z nazw 
chem icznych przedrostka „m uko” jako term inu przestarzałego, związa­
nego z własnościami fizycznymi, charakterystycznym i nie tylko dla po­
łączeń białek z cukram i. B iałka związane z polisacharydam i podzielił on 
na dwie grupy: 1. kom pleksy sacharydowo-białkowe, czyli połączenia 
zaw ierające słabe wiązanie typu jonowego lub wodorowego m iędzy skład­
nikiem  białkowym  i cukrow ym , jak  na przykład w kom pleksie siarczan 
chondroityny-białko, oraz 2. połączenia, w których oba składniki zwią­
zane są w iązaniam i kow alencyjnym i. Tylko związki należące do drugiej
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grupy pow inny jego zdaniem  nosić nazwy glikoproteidy, glikopoli- 
peptydy, czy glikopeptydy w zależności od charakteru  części niecukrow ej.

Typ wiązania polisacharydu z białkiem  nie stanowi jednak istotnej 
różnicy między tym i dwoma grupam i połączeń. L i n d a h 1 i wsp. (92, 
93, 129) oraz G r e g o r y  i wsp. (54) w ykazali bowiem istnienie w iązań 
kow alencyjnych m iędzy polipeptydem  a częścią cukrow ą w kompleksie 
siarczan chondroityny-białko, a L i n d a h l  i wsp. (90, 91) — w hepary ­
nie. W związku z tym  Gottschalk zaproponował w 1962 roku przyjęcie 
innego kry terium  rozróżnienia w łaściw ych glikoproteidów od kom ­
pleksów białkow o-cukrow ych (41, 50). Jako  glikoproteidy określił on 
białka złożone, których grupę prostetyczną stanowi jeden lub więcej 
heterosacharydów , związanych z łańcuchem  polipeptydow ym  wiązaniam i 
kow alencyjnym i, przy czym w polisacharydach tych  nie ma seryjnego 
pow tarzania się jakiejś określonej jednostki. Natom iast cechą charak te­
rystyczną kom pleksów białkow o-cukrow ych jest duża cząsteczka zw ią­
zanego heterosacharydu, w którym  w ielokrotnie pow tarzają się określone 
fragm enty  cukrowe. W iązanie białka z sacharydem  może w tej grupie 
związków mieć charak ter zarówno kow alencyjny jak  i elektrostatyczny.

In teresu jąca jest teoria U h l e n b r u c k a  (160), która naw iązuje do 
klasyfikacji M eyera i stanow i uzupełnienie zróżnicowania między m u­
koidam i i glikoproteidam i. W edług tego autora zasadniczą cechą odróż­
n iającą te  dwie grupy związków jest sposób ułożenia reszt cukrow ych 
wzdłuż łańcucha polipeptydowego. A utor proponuje dla m ukoidów i gli­
koproteidów s tru k tu ry  przedstaw ione wzoram i I i II. Dużą odporność 
m ukoidów na działanie czynników proteolitycznych i denaturu jących  
tłum aczy on m ałą długością odsłoniętych odcinków łańcucha polipepty­
dowego znajdujących się pomiędzy poszczególnymi jednostkam i hetero- 
sacharydowym i.

P rzyjm ując koncepcję U hlenbrucka można przypuszczać, że charakter 
produktów  rozpadu proteolitycznego mógłby decydować o zaliczeniu 
danego związku do grupy mukoidów względnie glikoproteidów. Z m uko­
idów bowiem pod działaniem  enzymów proteolitycznych pow staw ałyby 
duże fragm enty  peptydow e zaw ierające więcej niż jeden łańcuch hetero- 
sacharydow y, podczas gdy glikoproteidy w tych sam ych w arunkach roz­
padałyby się na peptydy zaw ierające co najw yżej jeden fragm ent 
cukrowy.

Wzór I Wzór E

łańcuch dwusacharydowy

 ̂łańcuch oligosacharydowy 

-- łańcuch polipeptydowy

2 P ostępy B iochem ii
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II. Ogólna charakterystyka składnika cukrowego

Zawartość cukrowców w glikoproteidach w aha się od około 3'°/o (118) 
do około 42lo/o (43, 48, 59), a naw et — jak podają niektórzy autorzy — 
do około 65%  (30). W skład części cukrow ej wchodzą głównie heksozo- 
am iny, heksozy, fukoza oraz kw asy sialowe. W kw aśnym  c^-glikopro- 
teidzie i glikoproteidach tkankow ych wykazano również obecność drob­
nych ilości ksylozy (82, 161, 162). N ajbardziej typow ym i składnikam i 
są heksozoam iny: glukozoam ina i galaktozoam ina, które w ystępują we 
w szystkich dotychczas poznanych glikoproteidach jako pochodne N -ace- 
tylowe. Z heksoz wchodzą w skład glikoproteidów galaktoza i mannoza. 
Dane o obecności glukozy są niejednoznaczne, donoszono o jej w ystępo­
w aniu w haptoglobinie (24) i ceruloplazm inie świni (82, 83). K w asy 
sialowe: kwas N -acetyloneuram inow y (NANA), kwas N -glikolyloneura- 
m inowy (NGNA) oraz O -acetylow e pochodne NANA w ystępują z reguły 
we w szystkich glikoproteidach. Duże ich ilości nadają  glikoproteidom  
charakterystyczne własności fizyczne i chemiczne.

Uzyskiwane przez różnych autorów  dane o rodzaju oraz w zajem nych 
stosunkach ilościowych m onosacharydów grupy prostetycznej glikopro­
teidów mieszczą się w szerokich granicach, różniąc się znacznie naw et 
dla tego samego glikoproteidu (tablica I).

Składnik  cukrow y składa się przeważnie z kilku lub k ilkunastu  jed­
nostek oligosacharydowych, które nie przeryw ają nigdy ciągłości łań ­
cucha polipeptydowego, leoz są do niego przyłączone w różnych miejscach. 
W ovoalbum inie (27, 87, 118, 121) i "/-globulinie (50, 128) p rzy jm uje się 
obecność tylko jednego łańcucha oligosacharydowego, a w glikoproteidach 
gruczołów podszczękowych — aż około 800 jednostek cukrow ych w jednej 
cząsteczce (43, 50). Masa cząsteczkowa poszczególnych jednostek oligo­
sacharydow ych jest różna dla rozm aitych glikoproteidów: od 512 dla 
glikoproteidów gruczołów podszczękowych (43, 50) do 3500 dla 7-globu- 
liny (50, 128) oraz fetu iny  (141). Poszczególna jednostka oligosachary- 
dowa może być zbudowana z dwóch do sześciu rodzajów m onosacha­
rydów, z których przynajm niej jeden jest aminoheksozą. Ilość reszt mono- 
sacharydow ych w scharakteryzow anych dotychczas, poszczególnych łań- 
suchach cukrow ych jest bardzo różna. W ynosi ona dwa m onosacharydy 
w  glikoproteidach gruczołów podszczękowych bydląt (52), osiem w ovo- 
album inie (113), około dziesięciu w kw aśnym  c^-glikoproteidzie (32) i sie­
dem naście w fetuinie (145).

Jednostki oligosacharydowe glikoproteidów mogą mieć ten sam skład 
jakościowy, ilościowy i s tru k tu rę , jak na przykład w glikoproteidach 
gruczołów podszczękowych wołu (BSM) i owcy (OSM) (45) lub mogą być 
różne jak  w tyreoglobulinie (144, 149, 150). Spraw ę tę kom plikuje jednak 
stw ierdzone niedaw no zjawisko polim orfizm u czyli m ikroheterogenności 
glikoproteidów (132).
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Prawdopodobnie charakterystyczną cechą łańcuchów cukrow ych 
tw orzących grupy prostetyczne glikoproteidów jest ich budowa rozgałę­
ziona, chociaż nie można tego jeszcze uogólniać. Tego rodzaju s tru k tu ry  
stw ierdzono w części cukrow ej kwaśnego c^-glikoproteidu (32, 33, 77, 164), 
ovoalbum iny (27, 28), fetu iny  (142) i ovom ukoidu (18, 23, 152, 153). W y­
jątek  stanow ią jednostki cukrowe glikoproteidów gruczołów podszczę- 
kowych o struk turze dw usacharydu (46, 52).

Reszty cukrowe jednostek oligosacharydowych połączone są w iąza­
niam i glikozydowym i w kolejności charakterystycznej dla danego gliko- 
proteidu. K w asy sialowe i fukoza w ystępują  z reguły na  końcu oligo- 
sacharydu i dotychczas nie stw ierdzono ich w iązania się z łańcuchem  
polipeptydowym. Reszty kwasu sialowego wiążą się najczęściej z grupam i 
hydroksylow ym i przy różnych atom ach węgla galaktozy lub z grupą 
hydroksylow ą przy C-6 galaktozoam iny. Heksozoaminy mogą występować 
zarówno na końcu nieredukującym , jak  i w ew nątrz łańcucha heterosacha- 
rydowego, a także na jego końcu redukującym , w iążącym  się z łańcuchem  
polipeptydowym.

W glikoproteidach nie stw ierdzono pow tarzania się jakiegoś określo­
nego fragm entu łańcucha cukrowego jak na przykład w m ukopolisa- 
charydach, jednak można i tu ta j wyróżnić pewne uprzyw ilejow ane 
sekwencje. Na przykład N-acetylolaktozoam ina czyli O-fi-D-galaktopira- 
nozylo/J->4/N-acetyloglukozoam ina w ystępuje w m iejscu rozgałęzień 
grupy prostetycznej tak w  kw aśnym  aj-glikoproteidzie (2, 32), jak 
i w grupie cukrow ej fetu iny  (142) oraz w części sacharydow ej ovomu- 
koidu (26, 115). Fukozylo/i->2/galaktozę znaleziono w trójsacharydzie 
w yodrębnionym  z glikoproteidu gruczołów podszczękowych świni (PSM)
(80) i w oligosacharydach z m leka ludzkiego (85).

III. Składnik cukrowy kwaśnego c^-glikoproteidu

M onosacharydam i części cukrow ej kwaśnego c^-glikoproteidu są 
D-mannoza, D -galaktoza, L-fukoza, D -acetyloglukozoam ina i kwas sia- 
lowy. J  e a n 1 o z (71) za pomocą chrom atografii gazowej w ykazał po­
nadto  galaktozoam inę oraz ksylozę w ilości m niejszej niż 0,1 mola na 
mol glikoproteidu.

P rzy jm uje się, że w cząsteczce kwaśnego c^-glikoproteidu w ystępują 
krótkie łańcuchy oligosacharydowe związane z fragm entem  polipeptydo­
wym. Sugestie I z u m i i wsp. (66) oraz G o t a  i wsp. (39), że składnik 
cukrow y jest pojedynczym  łańcuchem  heterosacharydow ym  nie w y trzy ­
m ują k ry tyk i w świetle wyników utleniania nadjodanem  i analizy gli- 
kopeptydów. Na podstawie oznaczeń średniej m asy cząsteczkowej gliko- 
peptydów  uzyskanych przez kolejne traw ienie kwaśnego c^-glikoproteidu 
enzym am i proteolitycznym i oraz porów nania zawartości cukrów w cząs­
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teczce glikopeptydu ze składem  cukrow ym  natywnego glikoproteidu 
K a m i y a m a  i S c h m i d  (77) przypuszczają, że w cząsteczce tego 
glikoproteidu znajduje się 5 do 7 jednostek heterosacharydow ych. W yniki 
u tleniania nadjodanem  (33, 64) oraz m etylacji (70) w skazują na rozgałę­
zioną struk tu rę  heterosacharydów  — prawdopodobnie w ystępuje 16 roz­
gałęzień, z k tórych każde kończy się sekwencją: NANA lub Fuk 
D-Gal/2—>4/AcNHGlk. Y a m a s h i n a  (166) wykazał obok kw asu 
N-acetyloneuram inowego również kwas 0 ,N-dwuacetyloneuram inow y.

Reszty kwasów sialowych mogą wiązać się z grupą hydroksylow ą przy 
C-3, C-4 lub C-6 galaktozy, podczas gdy fukoza jest prawdopodobnie 
wiązana wyłącznie z grupą -OH przy C-3 galaktozy (72, 125). Degradacja 
za pomocą p-galaktozydazy cukrowego składnika kwaśnego ctj-gliko- 
proteidu, wolnego od kwasu sialowego, wskazuje, że większość cząsteczek 
D-galaktozy ma konfigurację P i znajduje się w pozycji przedostatniej 
łańcucha heterosacharydow ego (62). Pokryw a się to z danym i uzyska­
nym i w w yniku u tleniania nadjodanem . Możliwe jest jednak, że n ie­
wielka ilość cząsteczek galaktozy zajm uje dalsze pozycje w łańcuchach 
cukrowych.

Galaktoza wiąże się z grupą hydroksylow ą przy C-4 glukozoaminy, 
czego dowodem jest w yodrębnienie 2-acetamido-2-dezoksy-4-0/(3-D-ga- 
laktopiranozylo/-D-glukozy (32) oraz 2-acetam ido-2-dezoksy-3,6-dw u-0- 
m etylo-a-D -glukopiranozy (70). Nie jest wykluczone, że pewna ilość 
cząsteczek galaktozy jest związana z grupą -OH przy C-6 glukozoaminy.

Sposób powiązania m annozy i glukozoam iny w łańcuchu heterosa- 
charydow ym  nie jest całkowicie w yjaśniony. W yniki u tleniania nadjo­
danem  tetrasacharydu składającego się z drobiny galaktozy i mannozy 
oraz dwóch drobin N-acetyloglukozoam iny, k tó ry  pow staje pod działa­
niem  kwasu siarkowego na kw aśny c^-glikoproteid, w skazują, że m an- 
noza jest podstawiona przy C-2 lub C-4, a nieredukująca glukozoam ina 
przy C-4. Tetrasacharydow i przypisano zatem  struk tu rę  (i-D-galaktozylo- 
/2->4/-N-acetyloglukozoaminylo/2->4 lub 2/m annozylo/2->4/N-acetylo- 
glukozoam iny (32).

Obecność wiązań a-m annozydow ych w ykazano przy użyciu a-m anno- 
zydazy. P rzy jm uje się, że pewne reszty  m annozy zlokalizowane są 
w ew nątrz łańcucha cukrowego i w sąsiedztw ie acetyloglukozoam iny (95). 
Zarówno wyniki stopniowej degradacji enzym atycznej za pomocą neura- 
minidazy, (3-galaktozydazy i (5-N-acetyloglukozoaminidazy (63), jak też 
procesu m etylacji w skazują na s tru k tu rę  rozgałęzioną, przy czym 
w m iejscu rozgałęzienia w ystępuje N-acetyloglukozoam ina.

Każde odgałęzienie zawiera zdaniem  W i n z l e r a  (164) kolejno m an- 
nozę, acetyloglukozoaminę, galaktozę i NANA lub w  niektórych łań ­
cuchach — fukozę. W inzier przyjm uje, że w cząsteczce kwaśnego a!-gli- 
koproteidu w ystępują cztery jednostki oligosacharydowe o struk turze  
przedstaw ionej wzorem III.
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wzór III
NANA NANA NANA NANA
2 2 2 2

3 , 3 , 3 > 3 ,

Gal Gal Gal Gal
i i 1 i

4 , 4 , 4 > 4 ,

AcNHGlk AcNHGlk AcNHGlk AcNHGlk
i i 1

l

3 3 , 3 , 3 .

Man Man Man Man

AcNHGlk AcNHGlk AcNHGlk
i

NH
3

— Asp — łańcuch polipeptydowy

W edług M a r s h a l l a  i P o r a t h a  (104) cząsteczka kwaśnego 
cti-glikoproteidu zawiera 11 heterosacharydow ych łańcuchów, przy czym 
jeden typ łańcucha w ystępuje pięciokrotnie, drugi dw ukrotnie, a pozo­
stałe tylko jeden raz.

W w yniku stopniowego utleniania nadjodanem  wolnego od kwasu 
sialowego kwaśnego o^-glikoproteidu oraz jego pochodnych pow stających 
w skutek równoczesnego działania neuram inidazy i |3-galaktozydazy, 
H u g h e s  i J e a n l o z  (65) ustalili s tru k tu rę  pewnych fragm entów  jego 
części cukrow ej. W każdej drobinie glikoproteidu znajduje się według 
nich 8 do 9 łańcuchów heterosacharydow ych zaw ierających reszty 
cukrow e o sekwencji:
0-P-D-galaktopiranozylo/2->4/-0-2-acetamido-2-dezoksy-P-D-glukopirano- 
zylo/I->2 lub 6/-D-mannopiranoza 
oraz pięć łańcuchów o sekwencji:
0-|3-D -galaktopiranozylo/2->6/-0-2-acetam ido-2-dezoksy-P-D -glukopirano- 
zy lo /I-> 2  lub  ć>/-D-manoza.

Budowę fragm entów  łańcuchów heterosacharydow ych proponowaną 
przez Hughesa i Jeanloza odnaleźć można w struk turze  podanej przez 
W inzlera. Różnią się one tylko położeniem wiązań m iędzy poszczegól­
nym i m onosacharydam i. Zdaniem  autorów  30 do 40% łańcuchów ma 
s tru k tu rę  rozgałęzioną przy C-3 lub C-4 reszt m annozy. Przypuszczalnie 
każda jednostka m annozy wiążąc się z resztą cukrow ą jest podstaw iona 
przez dwie resz ty  acetyloglukozoam iny. Dane uzyskane przez tych ba­
daczy zgodne są z w ynikam i kwasowej degradacji kwaśnego c^-glikopro-
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teidu (32), lecz nie zostały dotychczas potwierdzone na drodze m etylacji.
Budowa głównego łańcucha polisacharydowego nie jest jeszcze usta­

lona. Stwierdzono jedynie, że zawiera ona kilka jednostek D-mannozy 
i acetyloglukozoam iny (33).

IV. Składnik cukrowy glikoproteidów gruczołów podszczękowych

G rupa prostetyczna glikoproteidów gruczołów podszczękowych ssaków 
okazała się specjalnie dogodnym m ateriałem  do badań, ponieważ w yka­
zuje bardzo prostą s truk tu rę . Składnik cukrow y OSM i BSM zawiera 
jednakow ą ilość moli N-acetylogalaktozoam iny i kwasu sialowego. Po­
jedyncza jednostka sacharydow a w OSM, k tó rą  wyizolowano w stanie 
analitycznie czystym  (48, 52), jest dw usacharydem  o budowie odpowia­
dającej D-N-acetyloneuraminylo/2->6/IV-acetylogalaktozoam inie. W BSM 
w ystępuje podobna s tru k tu ra  (45, 46, 50). Te dwa glikoproteidy różnią 
się jednak rodzajem  kwasu sialowego (13, 46). OSM zawiera praktycznie 
w yłącznie NANA i niekiedy nieznaczne ilości NGNA (10). W BSM stw ier­
dzono kilka rodzajów  kwasów sialowyeh, przy czym przeważa kwas 
N ,0-dw uacetyloneuram inow y (O-acetyl przy C-7) i kwas N-acetylo-O - 
dw uacetyloneuram inow y (O-acetyl przy C-7 i C-8 lub C-9). Obok nich 
w ykazano również NGNA i NANA (12).

H a s h i m o t o  i wsp. (56) stw ierdzili, że część cukrow a glikopro- 
teidu z gruczołów podszczękowych świni (PSM) obok kwasów sialowyeh 
i galaktozoam iny zawiera również 12'°/o galaktozy i 7°/o fukozy. Duże 
ilości tych dwóch m onosacharydów w PSM  znaleźli również K a t z m  a n 
i E y 1 a r  (79). W ydzielili oni (80) z PSM tró jsacharyd  o składzie 
a-L-fukopiranozylo/I->2/-ß-D -galaktopiranozylo/ 2->4/-N-acetylo-D-galak- 
tozoaminitol. Nie stw ierdzili jednak, czy pierw otna, niezredukow ana form a 
tego sacharydu wiąże się bezpośrednio z łańcuchem  polipeptydow ym  czy 
też jest fragm entem  większej jednostki cukrowej. Gdyby ten tró jsa ­
charyd stanow ił całość jednostki cukrow ej, wówczas równoczesne w y­
stępow anie kwasu sialowego i fukozy w PSM  sugerow ałoby obecność 
conajm niej dwóch typów łańcuchów cukrowych. Jednak  C a r l s o n  (21) 
stw ierdził, że jednostki heterosacharydow e PSM  są pentasacharydam i
o struk turze  podanej we wzorze IV. Rozgałęziony charak ter tego łań­
cucha stw arza możliwość przyłączenia zarówno fukozy jak  i kw asu sia­
lowego.

wzór IV
białko

I
AcNHGal------- >• G a l--------> AcNHGal

Fuk NGNA
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P rzy jm uje  się, że w glikoproteidach gruczołów podszczękowych 
wzdłuż łańcucha polipeptydowego w ystępuje około 800 jednostek sacha- 
rydow ych (50).

V. Składnik cukrowy ovoalbuminy

Część cukrow a ovoalbum.iny zbudowana jest z m annozy i N-acetylo- 
glukozoam iny; ich stosunek według J o h a n s e n a  i wsp. (73) oraz 
N u e n k e  i wsp. (121) wynosi 5:3, natom iast według innych autorów  
(18, 86) — 6:3.

Rozmieszczenie trzech reszt acetyloglukozoaminy, w ystępujących 
w grupie prostetycznej tego glikoproteidu jest następujące: jedna wiąże 
heterosacharydow y łańcuch z częścią polipeptydową, druga zajm uje 
centralne m iejsce w łańcuchu, trzecia natom iast znajduje się na n ieredu­
kującym  jego końcu, co potwierdzono przez jej odszczepienie na drodze 
enzym atycznej (27). Za pomocą inhibitora kom petytyw nego stw ierdzono 
(3-anomeryczną konfigurację w iązania tej cząsteczki acetyloglukozoam iny
(81). M annoza znajduje  się albo w ew nątrz łańcucha sacharydowego, albo 
na jego końcu nieredukującym , co w ykazano drogą m etylacji (18). A za­
tem  jednostka oligosacharydowa w ovoalbuminie ma s tru k tu rę  rozgałę­
zioną, przy czym rozgałęzienie to tw orzy reszta N -acetyloglukozoam iny, 
z k tórą powiązana jest zarówno druga cząsteczka tego m onosacharydu, 
jak  również reszta m annozy (88).

M o n t g o m e r y  i wsp. (111, 113) stw ierdzili obecność tetram anno- 
zylowego łańcucha w glikopeptydzie w yodrębnionym  z ovoalbum iny. 
Przypuszczają oni, że każda cząsteczka m annozy ma s tru k tu rę  a-anom e- 
ryczną, a na podstaw ie wyników utleniania nadjodanem  przy jm ują, że 
dwie reszty m annozy znajdu ją  się na nieredukującym  końcu łańcucha. 
Proponują oni dla części cukrow ej ovoalbum iny sekw encję m onosacha- 
rydów  przedstaw ioną wzorem (V).

wzór V 
1 2 1 4  3

AcNHGlk--------> M an ------- > AcNHGlk —----- > NHAsp

Położenie składnika cukrowego w  cząsteczce ovoalbum iny nie jest 
dokładnie ustalone, w świetle dotychczasowych danych p rzyjm uje się, 
że zawiera ona tylko jeden łańcuch oligosacharydowy (27, 28).
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VI. Składnik cukrowy fetuiny

Składnik  cukrowy fetu iny  stanow i 22% cząsteczki i złożony jest 
z galaktozy, m annozy, N-acetyloglukozoam iny, N-acetylogalaktozoam iny 
i kwasów sialowych, w ystępujących w stosunku molowym 12,4:8,1::
: 13,2:1,6:13,6 (140). K w asy sialowe reprezentow ane są w 93% przez 
NANA i w 7°/o przez NGNA.

W 1961 roku G r a h a m  (51) określił końcowy fragm ent łańcuchów 
heterosacharydow ych fetu iny  jako układ m onosacharydów: NANA lub 
N G NA /2->?/galaktozylo/I->3/N -acetyloglukozoam ina. W następnym  roku 
S p i r o  (141) w ysunął przypuszczenie, że składnik cukrow y fetu iny 
utw orzony jest z trzech jednostek heterosacharydow ych o masie cząstecz­
kowej około 3500. Każda z nich zawiera przypuszczalnie 4 reszty kwasów 
sialowych, 4 — galaktozy, 6 reszt acetyloheksozoam iny i 3 reszty m an­
nozy. Zdaniem  tego au tora łańcuchy sacharydowe są rozgałęzione, 
a w szystkie pozycje końcowe zajęte przez kw asy sialowe. K w asy te są 
związane a-ketozydowo z C-3 galaktozy, k tóra połączona jest z C-4 
N-acetyloglukozoam iny wiązaniem  (5-glikozydowym (142, 143). W 1964 
roku S p i r o  (147) poddając fetu inę degradacji według Sm itha po­
tw ierdził ten sposób związania trzech reszt m onosacharydowych. W y­
kazał również, że N-acetyloheksozoam ina bierze udział w wiązaniu 
cukrow ca ze składnikiem  białkowym , a każde odgałęzienie łańcucha 
stanowi N -acetyloneuram inylo/2->3/|3-D -galaktopiranozylo/l->4/N-ace- 
tylo-D-glukozoamina. Zdaniem  S p i r o  (145) każda jednostka sachary- 
dowa zawiera cztery tego typu  boczne łańcuchy trójsacharydow e, które 
wiążą się z głównym łańcuchem  złożonym z trzech reszt m annozy i dwóch 
reszt N-acetyloheksozoaminy. Proponow aną przez niego stru k tu rę  jed­
nostki sacharydowej fetu iny  przedstaw ia wzór (VI).

wzór VI

S tru k tu ra  rdzenia jednostki sacharydow ej fetu iny  nie jest jeszcze 
w yjaśniona. Mannoza, k tóra w natyw nej fetuinie nie jest u tlen iana przez 
nadjodan, ulega tej reakcji po odszczepieniu heksozoamin, co w skazy­
wałoby na  wiązanie bocznych łańcuchów cukrow ych z mannozą, która 
w głównym  łańcuchu stanow iłaby wobec tego punkty  rozgałęzienia.
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Trzy jednostki heterosacharydow e są w edług L l o y d a  i K a b a t a  
(96) przyłączone w trzech m iejscach składnika białkowego, k tóry  jest 
pojedynczym  łańcuchem  polipeptydow ym  (146).

VII. Polimorfizm glikoproteidów

W yniki badań za pomocą wolnej elektroforezy, u ltraw irow ania, chro­
m atografii na Amberlicie  IRC-50, m etody imm unologicznej oraz analizy 
końcowych am inokwasów wskazywały, że kw aśny c^-glikoproteid jest 
białkiem  jednorodnym . W 1962 roku S c h m i d  i wsp. (132) stw ierdzili 
jednak, że rozdziela się on w czasie elektroforezy na żelu skrobiowym  
przy pH  2,9 na siedem odrębnych smug, k tóre według autorów  są poli- 
m orficznym i odmianami. Te odm iany kwaśnego c^-glikoproteidu nie są 
artefaktam i, gdyż białko to cechuje duża trw ałość w zakresie pH  1 do 13, 
a zm iany konform acyjne jakie zachodzą przy pH  2,7 są odw racalne; po­
nadto podobne odm iany kwaśnego aj-glikoproteidu uzyskuje się za po­
mocą elektroforezy przy pH  2 do 4 oraz innych m etod rozdziału na 
przykład chrom atografii na DEAE-celulozie. Poza tym  otrzym ane białka 
w ykazują ruchliwość elektroforetyczną przy pH  8,6 i 4,0, współczynnik 
sedym entacji -i ekstynkcji oraz chemiczny skład podobny do natywnego, 
kwaśnego o^-glikoproteidu. Schmid nie wyklucza jednak drobnych różnic 
chemicznych, n iew ykryw alnych stosow anym i przez niego m etodami 
i ostatecznie stw ierdza, że odm iany polimorficzne, w ykazujące przy pH 
2,9 różne ładunki m ają różny skład chemiczny i s truk tu rę  przestrzenną. 
Ponieważ K a m i y a m a  i S c h m i d  (77) przypuszczają, że pewne 
łańcuchy oligosacharydowe kwaśnego c^-glikoproteidu m ają jedno roz­
gałęzienie, a inne dwa rozgałęzienia, składnik cukrow y odmian polim or- 
ficznych mógłby więc zawierać jednostki heterosacharydow e o odm iennej 
strukturze.

Istnienie odm ian polim orficznych kwaśnego c^-glikoproteidu potw ier­
dzili M a r s h a l l  i P o r a t h  (104), w ykazując podobną m ikrohetero- 
genność także dla ceruloplazm iny, a2-globuliny i (3-globuliny surowicy 
krw i ludzkiej. Co więcej autorzy ci w ykazali istnienie grupy sześciu gli- 
kopeptydów, pow tarzającej się we w szystkich badanych przez nich gliko- 
proteidach, ale w różnej ilości i stosunku. Identyczność glikopeptydów 
w yodrębnionych z czterech badanych glikoproteidów potwierdzili sto­
sując różne m etody rozdziału. Ponieważ glikopeptydy z kwaśnego c^-gli- 
koproteidu w ykazyw ały podobne zawartości aminokwasów i cukrów, 
wobec tego w ykluczyli różnice składu chemicznego jako przyczynę poli­
m orfizmu. Natom iast zdaniem  tych autorów  m ikroheterogenność może 
być w yw ołana różnym  rodzajem  jednostek heterosacharydow ych względ­
nie m iejscem  ich przyłączenia do łańcucha polipeptydowego.

M a r s h a l l  (101) w yodrębnił z kwaśnego c^-glikoproteidu 8 jego 
odm ian i oznaczył ich skład chem iczny i własności. W w yniku tych
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badań przyjm uje on, że polim orfizm  nie jest następstw em  różnic s tru k ­
tu ry  I- i III-cio rzędowej. Przyczyną tego zjaw iska może być natom iast 
przyłączenie jednostek heterosacharydow ych w różnych m iejscach do 
łańcucha polipeptydowego. Obecność 11 odrębnych łańcuchów sachary- 
dowych o conajm niej trzech odm iennych s truk tu rach  (104) w kw aśnym  
c^-glikoproteidzie w arunkuje  dużą rozmaitość ich rozmieszczenia w cząs­
teczce białka.

Y a m a s h i n a  i wsp. (170) tw ierdzą jednak, że polimorfizm wyw o­
łany jest raczej różnym  charakterem  jednostek oligosacharydowych w y­
stępujących w różnych odm ianach glikoproteidu.

Heterogenność grup prostetycznych (110) w ielu glikoproteidów a także 
stw ierdzenie, że odm iany glikoproteidów nie są podjednostkam i form  
natyw nych, lecz m odyfikacjam i w ystępującym i w przyrodzie (133), suge­
ru je , że polim orfizm  jest powszechny w tej grupie związków.

VIII. Sposób wiązania składnika cukrowego z białkiem

W edług S c h u l t z e ’ g o  i H e r e m a n s a  (137) m iędzy jednost­
kam i heterosacharydow ym i a białkiem  mogą w ystępować typy wiązań: 

(I) w iązanie N-acyloglikozyloam inowe, między amidem  aminokwasu 
a C -l m onosacharydu

(II) wiązanie O-glikozydowe m iędzy grupą hydroksylow ą am inokw a­
su a C -l m onosacharydu

(III) w iązanie estrowe m iędzy grupą karboksylow ą am inokwasu a g ru ­
pą hydroksylow ą przy C -l m onosacharydu

(IV) wiązanie N-glikozydowe m iędzy grupą aminową am inokwasu a C -l 
m onosacharydu

(V) wiązanie im idoestrow e m iędzy imidem  am inokwasu a C -l mono­
sacharydu

(VI) wiązanie peptydow e utworzone m iędzy grupą aminową am inokw a­
su i grupą karboksylow ą kw asu m uram inowego.

Okazało się, że łańcuchy heterosacharydow e są w glikoproteidach 
zawsze związane kow alencyjnie z grupam i funkcjonalnym i am inokw a­
sów. We w szystkich badanych dotychczas glikoproteidach pochodzenia 
zwierzęcego cukrem  biorącym  udział w w iązaniu składnika cukrowego 
z białkiem  jest zawsze N-acetylo-D-heksozoamina. Je j udział stw ierdzo­
no w ovoalbum inie (15, 98, 168), ovomukoidzie (114, 154), kwaśnym  
c^-glikoproteidzie (31, 32), "/-globulinie (130, 131) oraz w glikoproteidach 
gruczołów podszczękowych bydląt (52). W w iązaniu bierze udział redu ­
kująca grupa heksozoaminy, k tó rą  może być N-acetyloglukozoam ina jak
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w glikoproteidach białek jaj i osocza krw i (65, 98, 120, 163) albo N-ace- 
tylogalaktozoam ina jak w glikoproteidach gruczołów podszczękowych (14, 
46, 52). Am inokwasam i, k tórych udział w w iązaniu stw ierdzono dotych­
czas, są asparagina, seryna, treonina i hydroksylizyna.

Z wym ienionych, możliwych wiązań składnika cukrowego z białkiem  
w glikoproteidach zwierzęcych wykazano dotychczas z całą pewnością 
jedynie wiązanie N-acetyloglukozyloam inowe (I) oraz O-glikozydowe (II).

W iązanie typu I w ytw arza się między grupą hydroksylow ą przy C -l 
acetylo-D-heksozoaminy i grupą amidową asparaginy. Po raz pierwszy 
ustalono w ystępowanie tego typu wiązania w album inie ja ja  (99). S tw ier­
dzono, że w tym  glikoproteidzie kwas asparaginow y związany jest bez­
pośrednio ze składnikiem  cukrowym . Na podstawie ilości am oniaku uw al­
nianego w czasie hydrolizy glikopeptydów uzyskanych z ovoalbum iny 
w ysunięto przypuszczenie o w ystępow aniu w iązania N-|3-aspartylogliko- 
zyloaminowego (15, 35, 75, 98, 100, 121). Udział (5-karboksylu kwasu as­
paraginowego w wiązaniu wykazano reakcją z fluorodw unitrobenzenem  
(76, 121) i fenyloizotiocyjanianem  (37). Słuszność tej s tru k tu ry  wiązania 
potwierdzono ostatecznie porów nując własności 2-acetam ido-2-L-P-aspa- 
rtyloamido-2,2-dwudezoksy-|3-D-glukozy, wyodrębnionej z glikoproteidu 
ja ja  z własnościam i syntetycznego związku (16, 36, 103, 119, 159, 167). 
W ten  sposób wykluczono równocześnie możliwość wiązania im inoetero- 
wego w ysuniętą uprzednio przez Y a m a s h i n ę  i M a  k i n  o (168).

W iązanie typu I stw ierdzono również w ovomukoidzie (112, 114), Y-glo- 
bulinie (120, 128, 130, 131) oraz w kw aśnym  ^-g likopro teidzie  (17, 31, 
67, 78, 99, 171). W i n z l e r  (163) potw ierdził na drodze chrom atogra­
ficznej identyczność fragm entu  wyodrębnionego z kwaśnego o^-glikopro- 
teidu z syntetyczną 2-acetam ido-2-L-P-aspartyk>amido-i,2-dwudezoksy- 
glukozą. Pew ne dane sugerują w ystępow anie wiązania typu I w fetuinie 
(145), tyreoglobulinie (150) oraz transferyn ie  (68).

Przypuszczenie T a n a k i  (154) o udziale kwasu glutam inowego 
w w iązaniu łańcucha polipeptydowego z acetyloglukozoam iną w ovo- 
m ukoidzie nie zostało dotychczas potwierdzone.

W iązanie typu  II po raz pierw szy stw ierdzono w glikoproteidach bak­
tery jnych  (157), w ykazując równocześnie, że uczestniczy w nim grupa 
hydroksylow a seryny.

B l i x  (11), G r a h a m  i wsp. (53) a także H a s h i m o t o  i wsp. (58) 
przedstaw ili dane sugerujące, że w  OSM i BSM conajm niej połowa łań ­
cuchów sacharydow ych może być związana z łańcuchem  polipeptydow ym  
poprzez serynę i treoninę. Koncepcja ta  w ydaw ała się bardzo praw do­
podobna z uwagi na niezwykle wysoką zawartość hydroksyam inokw asów  
w składniku białkowym  tych glikoproteidów. Jedynie ilość w olnych grup 
hydroksylow ych seryny i treoniny jest w ystarczająca dla związania olb­
rzym iej ilości łańcuchów dw usacharydow ych w  OSM i BSM. P rzypusz­
czenie to w krótce potwierdziło wielu badaczy (1, 8, 22, 55, 155, 156), którzy
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równocześnie w ykazali, że w wiązaniu tym  bierze udział anom eryczny 
atom  węgla N-acetylogalaktozoam iny. Obecność wiązań II w OSM po­
twierdzono ostatnio na drodze enzym atycznej (7). G lukozydaza O-serylo- 
-N -acetylogalaktozoam inidow a ze śledziony wołu rozszczepia wiązanie 
m iędzy N -acetylogalaktozoam iną a resztam i seryny lub treoniny w wol­
nych od NANA OSM i wielkocząsteczkowych peptydach uzyskanych 
z tego glikoproteidu.

Obok seryny i treoniny  również hydroksylizyna może uczestniczyć 
w wiązaniu typu  II, co stw ierdzono dotychczas w tropokolagenie (20) oraz 
glikoproteidach pewnego typu m em bran (148).

Na podstaw ie badań OSM owiec australijsk ich  (40, 42, 49, 53) i BSM 
(117) G o t t s c h a l k  i wsp. w ysunęli przypuszczenie, że obok wiązania 
II w ystępują w tych glikoproteidach również w iązania typu  III. Zdaniem  
autorów  cukrem  biorącym  udział w tym  wiązaniu jest N -acetylogalak- 
tozoamina, k tórej węgiel anom eryczny łączy się z grupam i karboksylo­
wym i kwasu asparaginowego i glutaminowego. Przypuszczenie to oparto 
na w ynikach reakcji glikoproteidów z borowodorkiem  litu, pod wpływem  
którego uw aln iały  się łańcuchy sialylo-galaktozoam iny jako redukujące 
dw usacharydy, a równocześnie zachodziła przem iana reszt kwasów dwu- 
karboksylow ych w odpowiednie hydroksyam inokw asy. Obecności w iąza­
nia typu III w glikoproteidach gruczołów podszczękowych nie potw ier­
dzili jednak H a s h i m o t o  i wsp. (57, 58). Uważają oni przy tym , że 
ilość am inokwasów dw ukarboksylow ych w białkowym  składniku jest 
zbyt m ała do wyłącznego tw orzenia wiązań estrowych. Również B e s t  
i wsp. (4), a ostatnio B e r t o l i n i  i P i g m a n  (3, 124) nie uzyskali 
przekonyw ujących danych o istnieniu w iązań III w tej grupie gliko­
proteidów.

Y a m a s h i n a  i wsp. (169) podają, że w kw aśnym  o^-glikoproteidzie 
obok zasadniczego w iązania typu I w ystępuje równocześnie wiązanie typu
II, w k tó rym  uczestniczy treonina. Podobnie C h o s s o n (25) przypi­
suje tem u am inokwasowi udział w wiązaniu heterosacharydu z częścią 
peptydow ą ovomukoidu. Możliwość w ystępow ania obok wiązania typu  I 
dodatkow ych typów  wiązań sugeruje się również dla tyreoglobuliny (150) 
i transferyny  (68), lecz przypuszczenia te nie zostały dotychczas w pełni 
uzasadnione. Zdaniem  M a r s h a l l a  (102) wiązania typu I i II nie w y­
stępują obok siebie w jednym  glikoproteidzie, lecz ostatnie doniesienia 
D a w s o n a  i C l a m p a  (29), którzy badali globulinę typu  K w myelo-  
ma  w ydają się zaprzeczać tej koncepcji.

W ystępow ania pozostałych typów wiązań nie stw ierdzono jak  dotąd 
w glikoproteidach zwierzęcych. Sugestie W i n z l e r a  i I n o u y e  (165)
o udziale grupy y-karboksylow ej kwasu glutaminowego w wiązaniu g ru ­
py aminowej glukozoam iny w kw aśnym  ctj-glikoproteidzie nie znalazły 
potwierdzenia.
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Uwagi końcowe

Spośród składników  oukrowych glikoproteidów jedynie s truk tu rę  
części cukrowej OSM i BSM można uważać za udowodnioną zarówno 
odnośnie zawartości m onosacharydów, sposobu wzajem nego ich połącze­
n ia  jak  też typu wiązania poszczególnych jednostek cukrow ych z b iał­
kiem. G rupy prostetyczne innych glikoproteidów poznano fragm entarycz­
nie i naw et skupiający najw iększą uwagę badaczy kw aśny o^-glikopro- 
teid  nasuw a jeszcze ciągle wiele zagadnień. Przyczyna tego tkw i niew ąt­
pliw ie w trudnościach natu ry  m etodycznej.

Stosowane różne m etody w yodrębniania glikoproteidów mogą nie 
zawsze doprowadzać do uzyskiw ania związków o tym  samym  stopniu 
czystości. Nie wiadomo wobec tego, czy w ykryw anie przez niektórych 
autorów  drobnych ilości pewnych m onosacharydów jest w ynikiem  zasto­
sowania bardziej precyzyjnych m etod analitycznych, czy też w yodręb­
niania tych składników  łącznie z właściwym  m ateriałem  badanym . Zło­
żony charakter glikoproteidów powoduje trudności przy stosowaniu m e­
tod norm alnie używ anych w analizie białek prostych i wolnych polisa­
charydów. Składnik cukrow y w zależności od swego charakteru  w m niej­
szym lub większym  stopniu blokuje pozostałą część drobiny i obniża jej 
podatność na odczynniki chemiczne i enzymy. Fakt, że w danym  gliko- 
proteidzie mogą występować reszty  heterosacharydow e o różnej długości 
łańcucha, odm iennym  składzie i struk tu rze ogranicza in terp re tac ję  da­
nych uzyskiw anych w w yniku badań nad całą cząsteczką. Natom iast po 
hydrolitycznym  rozszczepieniu łańcucha polipeptydowego większość ba­
dań sprowadza się nie do analizy indyw idualnych glikopeptydów, lecz 
ich frakcji, k tóre obejm ują związki różniące się bądź to częścią peptydo- 
wą bądź też charakterem  łańcucha cukrowego. Badania struk tu ra lne  kom ­
plikuje  dodatkowo istnienie odmian polim orficznych, k tórych różnice 
s tru k tu ra ln e  nie zostały dotychczas wyjaśnione.

Pow ażnym  ułatw ieniem  analitycznym  byłaby możliwość badania obu 
składników  glikoproteidów oddzielnie. Dlatego też duże nadzieje budzi 
wydzielenie w ostatn im  okresie enzymów zdolnych do rozszczepiania w ią­
zań m iędzy obu kom ponentam i (97, 116, 170). Podobnie obiecująco przed­
staw ia się możliwość w ykorzystania spektrom etrii masowej (107).

Dokładniejsze poznanie większej liczby s tru k tu r grup prostetycznych 
glikoproteidów umożliwi wysunięcie szerszych uogólnień o charakterze 
składników  cukrow ych typow ych dla tej grupy związków, co doprowadzi 
bez w ątpienia do ściślejszego określenia pojęcia glikoproteidu. Pozwoli 
to także na bliższe sprecyzowanie różnic m iędzy poszczególnymi grupam i 
glikoproteidów. Już samo porównanie grupy prostetycznej OSM, zbudo­
w anej z k ilkuset jednostek dw usacharydow ych, z oktasacharydow ym , 
pojedynczym  łańcuchem  ovoalbum iny świadczy o tym , że tego rodzaju
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zróżnicowanie jest potrzebne. Nie jest wykluczone, że również typ w iąza­
nia składnika cukrowego z białkiem  będzie stanow ił podstawę dalszej 
k lasyfikacji glikoproteidów.
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TE R E SA  SAW IC K A*

Metabolizm nukleozydodwufosfocukrów 

Metabolism of Nucleoside Diphosphate Sugars

Some aspects of sugar nucleotide m etabolism  are review ed.

Od czasu odkrycia przez L e 1 o i r  a (24) urydynodwufosfoglukozy 
w ekstrak tach  z drożdży, ciągle w zrasta ilość i różnorodność nukleoty- 
dów cukrow ych izolowanych z natu ra lnych  źródeł. Początkowo poznano 
pochodne cukrowe urydyny, a następnie również adenozyny, cytydyny, 
guanozyny, inozyny i tym idyny. Okazało się, że kom ponentem  cukro­
wym  mogą być w tych związkach m onosacharydy, am inocukry, kw asy 
uronowe oraz w pewnych w ypadkach związki polihydroksylow e zbliżone 
do węglowodanów, np. rybito l i glicerol. Dla przykładu można przytoczyć 
glicerolowe pochodne CDP, D-glukozowe pochodne ADP, D-glukozowe, 
D-galaktozowe, D-rybozowe i N-acetylo-D-glukozoaminowe pochodne 
dTDP (34), L-galaktozowe pochodne GDP (8) itd. Do chwili obecnej po­
znano ponad 60 związków tego typu (11).

Zaktyw ow ana reszta cukrow a nukleozydodw ufosfocukrów może brać 
udział w różnych przem ianach. N ajw ażniejszą m etaboliczną funkcją 
nukleotydocukrów  jest ich ro la w reakcjach transglikozylacji. Reakcje te 
obejm ują bardzo różnorodne procesy, jak  np. syntezę sacharozy, glikozy­
dów i skrobi u roślin wyższych, chityny u grzybów, wielocukrów ściany 
kom órkowej u bakterii oraz glikogenu i glukuronidów  u zwierząt.

I. Biosynteza nukleozydodwufosfocukrów

Syntezę nukleotydocukrów  katalizu ją  enzym y należące do grupy 
transferaz. Enzym y te przenoszą grupę nukleotydylow ą z nukleozydo- 
trójfosforanu na fosforan cukru z utw orzeniem  nieorganicznego piro- 
fosforanu, w edług ogólnej reakcji opisanej po raz pierwszy przez 
M u n c h - P e t e r s e n a  i wsp. (31).

* Dr, In sty tu t Biochem ii i Biofizyki, Polska A kadem ia N auk, W arszawa
W ykaz stosowanych skrótów : G -i-P  — glukozo-J-fosforan, G -6-P  — glukozo-6- 

fosforan, G a l- l-P  — galaktozo-2-fosforan, dTDP — dezoksytym idyno-5’-dw ufosforan
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N ukleozydotrójfosforan +  heksozo-2-fosforan ^  1
nukleozydodw ufosfocukier +  pirofosforan nieorganiczny

Ponieważ na drodze odw racalnej reakcji, pod wpływem  nieorganicznego 
pirofosforanu zachodzi pirofosforoliza nukleozydodwufosfocukrów, enzy­
my katalizujące ten proces nazywa się również pirofosforylazam i. S yn­
teza większości nukleozydodw ufosfocukrów o różnorodnych kom ponen­
tach nukleozydow ych i cukrow ych przebiega według przedstawionego 
wyżej schem atu. Ester fosforowy cukru wchodząc w reakcję z UTP może 
pochodzić z różnych źródeł. Dla przykładu podano niżej pełny przebieg 
biosyntezy urydynodwufosfoglukozy:

Substraty : Enzymy:
G lukoza+A T P-> G -6-P 2 heksokinaza (EC. 2.7.1.1.)

G -6- P ^  G -I-P  3 fosfoglukom utaza (EC. 2.7.5.1)
UTP +  G -J-P  ^  UDPG +  PPj 4 a - D - G - l - P  urydylilo transferaza

(EC. 2.7.7.9)

w sumie: glukoza +  ATP +  UTP ̂ U D P G  +  ADP +  PP;

Okazało się, że ekstrak ty  z tkanek ssaków mogą katalizować syntezę 
pochodnych D-glukozowych zarówno UDP jak również pochodnych CDP, 
ADP, GDP, TDP i IDP oraz pochodnych D-mannozowych ADP, IDP 
i GDP (49). W reakcjach tych biorą udział odpowiednie nukleozydotrój- 
fosforany i heksozo-2-fosforany. Analogiczne reakcje prowadzące do 
syntezy D-glukozowych pochodnych są również katalizow ane przez pre­
para ty  roślinne (1).

Reakcje prowadzące do biosyntezy nukleozydodw ufosfocukrów są na 
ogół specyficzne zarówno w stosunku do kom ponentu nukleozydowego 
jak  też cukrowego. Zdaniem  K o c z e t k o w a  (22) w  cząsteczkach 
nukleotydów  cukrow ych istn ieją  współzależności s truk tu ra lne  spowodo­
wane występowaniem  wodorowych wiązań m iędzy heterocykliczną za­
sadą a m onosacharydem . Rezultatem  różnorodności w tórnej s tru k tu ry  
nukleozydodw ufosfocukrów jest według Koczetkowa wysoka specyficzność 
reakcji, w której biorą udział te związki. Równocześnie zdaniem  tego 
autora, konsekw encją charakterystycznej konform acji określonej reszty 
nukleozydow ej jest możliwość przyłączenia wyłącznie odpowiedniej reszty 
cukrow ej. Na tem at budowy przestrzennej nukleozydów i nukleotydów  
w ysunięto w latach pięćdziesiątych kilka interesujących hipotez. Tak 
np. L e v e d a h l  i J a m e s  (27) na podstaw ie danych doświadczalnych 
zaproponowali taką stru k tu rę  ATP, w której grupy fosforanowe są za­
w inięte zajm ując miejsce w sąsiedztwie pierścienia zasady. Taka s tru k ­
tu ra  umożliwia, zdaniem autorów  oddziaływanie między aminową grupą 
adeniny i dwiema końcowymi grupam i fosforanowymi. Tego typu b u ­
dowa przestrzena w arunkuje  ich zdaniem  biologiczną aktyw ność w szyst­
kich nukleozydotrójfosforanów . Syntetyczne analogi UDPG ze zm odyfi­
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kow anym  pierścieniem  uracylu odegrały dużą rolę dla w yjaśnienia w spół­
zależności struk tu ra lnych  m iędzy dwoma kom ponentam i: nukleotydo- 
wym  i cukrow ym  oraz w pływ u tych współzależności na przebieg reakcji 
biochemicznych. Ponieważ w cząsteczce uracylu  wiązania wodorowe 
w ystępują przy grupach karbonylow ych C-2 i C-4 oraz przy atom ie 
wodoru związanym  z N-3 (schemat 1), wobec tego m odyfikacje w tych 
pozycjach powinny zmieniać powinowactwo grup w w iązaniach wodo­
rowych, a co za tym  idzie aktyw ność biologiczną tych związków. I tak  
stw ierdzono (20), że 6-azaurydynodw ufosfoglukoza może brać udział 
w biosyntezie sacharozy i kwasu glukuronowego, a 3-N -m etylourydyno- 
dwufosfoglukoza i cytydynodw ufosfoglukoza nie mogą brać udziału 
w powyższych reakcjach. Reszta rybozowa nukleotydów  cukrow ych od­
gryw a równie duży wpływ  na biochemiczną aktyw ność tych związków. 
W w ypadku podstaw ienia glukozy w m iejscu rybozy syntetycznie o trzy­
m any uracylo-6’-fosforan glukozy okazał b rak  aktyw ności biologicznej 
w enzym atycznej in terkonw ersji heksoz (50).

Doświadczenia przeprowadzone w  naszej pracow ni przyczyniają się 
do potw ierdzenia hipotez o bezpośrednim  udziale pierścienia zasady 
w biosyntezie koenzymów. Stwierdzono (41), że ekstrak ty  z w ątroby  
szczura oraz z tkanek ślim aka Helix pomatia nie katalizow ały biosyntezy 
UDPG w obecności 5,6-dwuhydro-U TP otrzym anego w w yniku wodoro- 
wania. Gdy natom iast zastosowano niezm odyfikow any UTP i glukozo-2- 
fosforan — synteza przebiegała intensyw nie. W tym  w ypadku pierścień 
uracylu w UTP pod wpływ em  wodorowania trac i swój arom atyczny 
charakter i to jest prawdopodobnie przyczyną u tra ty  aktyw ności biolo­
gicznej tego związku.

Badania nad substancjam i, które w pływ ają na w ew nątrzkom órkow e 
stężenie nukleotydocukrów  są raczej fragm entaryczne. W edług M e l o  
i G 1 a s e r  a (30) jednym  z czynników zapobiegających nagrom adzeniu 
nukleozydodw ufosfocukrów w komórce są pirofosfatazy. Enzym y te roz­
k ładają nukleotydy cukrow e na odpowiednie m onosacharydy i nukleo- 
zydy. Pirofosfatazy nie w ym agają do swego działania nieorganicznego 
pirofosforanu i w ystępują całkowicie niezależnie od pirofosforylaz.

W niektórych przypadkach m etabolity  pośrednie ciągu glikolitycz- 
nego mogą być aktyw atoram i syntezy nukleotydocukrów . Tak np. S a n - 
w a l  i P r e i s s  (43) stw ierdzili, że synteza AD P-glukozy w ekstrak tach  
z glonu Chlorella pyrenoidosa  jest aktyw ow ana przez glicero-3-fosforan, 
który  jest równocześnie jednym  z pierwszych produktów  fotosyntezy, 
fruktozo-6-fosforan, fruktozo- 1,6-dw ufosforan i a-glicerofosforan; po­
dobnie glicero-3-fosforan ak tyw uje przebieg syntezy AD P-glukozy 
w chloroplastach liści szpinaku. Stężenie niektórych nukleotydocukrów  
v/ komórce może być regulow ane przez ujem ne sprzężenie zwrotne, 
w którym  końcowy produkt ham uje reakcję syntezy. U wielu gatunków  
bakterii nagrom adzające się dTDP-L-ramnoza, CD P-paratoza, G D P-m an-
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noza i GDP-L-fukoza ham ują aktyw ność pierwszego enzym u niezbędnego 
do ich syntezy. W w ątrobie szczura kwas CM P-N -acetyloneuram inow y 
jest inhibitorem  syntezy swojego prekursora: N-acetylo-D-m annozoam iny

II. Przemiany wewnątrzcząsteczkowe nukleozydodwufosfocukrów

Reszta sacharydow a nukleozydodw ufosfocukrów może ulegać w ielu 
przekształceniom . Pierw szą zbadaną reakcją tego typu była 4-epim ery- 
zacja UDP-D-galaktozy do UDP-D-glukozy (24). Reakcja ta oraz tow a­
rzyszące jej inne reakcje  enzym atyczne odgryw ają decydującą rolę 
w  u trzym aniu  równowagi m etabolicznej m iędzy glukozą a galaktozą 
w  organizm ach żywych. W ykazano zarówno w drożdżach jak  i w tk an ­
kach ssaków, że nieodzownym  w arunkiem  przem iany galaktozy w glu­
kozę jest uprzednia jej fosforylacja.

Enzym atyczne ufosforylow anie galaktozy katalizu je  galaktokinaza 
w obecności ATP (46). Przem iana a-galaktozo-I-fosforanu w a-glukozo-I- 
fosforan przebiega w następujących reakcjach:

Enzym y katalizujące powyższe reakcje noszą następujące nazwy:
1. urydylilo transferaza galaktozo-2-fosforanu (EC. 2.7.1.2) 2. 4-epime- 
raza UDP-glukozy (EC. 5.1.3.2), 3. urydylilo transferaza glukozo-2-fosfo­
ranu  (EC. 2.7.7.9).

Ażeby podkreślić biologiczne znaczenie tego układu enzym atycznego 
w ystarczy wspomnieć, że wrodzony brak  aktyw nej urydylilo transferazy  
galaktozo-2-fosforanu powoduje u dzieci chorych na galaktozem ię na­
grom adzenie galaktozy w tkankach, a w dalszych konsekw encjach objaw y 
chorobowe (18).

Ostatnio (42) udało się rozdzielić za pomocą chrom atografii na żelu 
Sephadex  G-200 urydylilo transferazę glukozo-2-fosforanu od u rydy li­
lo transferazy  galaktozo-2-fosforanu w  hem olizatach krw i ludzkiej nor­
m alnej. Brak tego drugiego enzym u we krw i galaktozem ików może być 
w ykorzystany w diagnostyce galaktozemii.

M echanizm, według którego przebiegają reakcje epim eryzacji nie jest, 
jak  dotychczas, w ystarczająco jasny. W yizolowano wiele enzymów (lub 
układów  enzym atycznych), które kata lizu ją  epim eryzację jednej lub 
więcej hydroksylow ych grup cukrow ych, w ym agając do swego działania 
obecności NAD. Do takich enzymów należą: epim eraza U D P-glukuronia- 
nowa (EC. 5.1.3.6) wyizolowana ze skóry królików (17), 4-epim eraza 
UD P-glukozy (EC. 5.1.3.2) z w ątroby cielęcej (28) (EC. 5.1.3.7), epim eraza 
UD P-acetyloglukozoam inow a z w ątroby  szczura (12). Podobnie NAD jest 
aktyw atorem  przem iany dTD P-glukozy od dTD P-ram nozy katalizow anej

(23).

1. G al-2-P + U D N G ^ U D P G a l +  G -l-P
2. U D P G al^ U D P G
3. U D P G + P P ; ^  UTP +  G-2-P

5
6 
7
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przez układ enzym atyczny z Pseudomonas aeruginosa (13). Stwierdzono 
(29), że NAD może również występować w postaci kom pleksu z enzymem 
jak  w w ypadku epim erazy UD P-glukozy drożdżowej. Zdaniem  H a s -  
s i d a (14), reakcja  epim eryzacji w ym agająca katalitycznych ilości NAD 
pow inna przebiegać poprzez pośredni związek ketonowy pozbawiony asy­
m etrii przy C-4. Jednak  dotychczas nie udało się wyizolować takiego 
związku i przypuszcza się, że w ystępuje on w  postaci kom pleksu z enzy­
mem. Za występowaniem  reakcji oksydoredukcyjnej, prowadzącej do 
pow stania takiego ketozwiązku przem aw ia fakt, że w hom ogenatach 
z kom órek fibroblastów  linii L, aktyw ność 4-epim erazy UDP-D-glukozy 
jest nieoznaczalna, natom iast w obecności NAD i w podwyższonym pH  — 
enzym  ten jest całkowicie aktyw ny (33). Czynnikami ham ującym i epim e- 
razę w kom órkach nowotworowych są więc prawdopodobnie wysoki sto­
sunek zred. NAD do NAD i niskie pH.

W ielu autorów  uznaje możliwość w ystępow ania drugiego obok NAD 
akceptora wodoru, k tórym  m ógłby być w edług teorii De R o b i -  
c h o n a - S z u l m a j s t r a ( 5 )  pierścień uracylu  w cząsteczce U D P-cukru. 
Jeżeli przedstaw i się przestrzenny model s tru k tu ry  UDPG (schemat 1) 
według typu zaproponowanego dla ATP, to okazuje się że N z -NH 
uracylu  znajduje się nad C-3, a węgle grup karbonylow ych nad C-2
i C-4 cząsteczki heksozy. P rzy jm ując taką konfigurację można wysunąć 
hipotezę o bezpośrednim  udziale reszty uracylu w reakcji utleniania 
zachodzącej przy enzym atycznej epim eryzacji UDPG do UDPgalaktozy.

o

o

Schem at 1. Budowa przestrzenna urydynodw ufosfoglukozy

Obok najczęściej spotykanej epim eryzacji przy węglu czwartym , 
znane są obecnie i inne typy  epim eryzacji. Stwierdzono, że redukcja 
heksoz do dezoksycukrów pociąga za sobą we wszystkich badanych p rzy­
padkach powstawanie 4-keto-6-dezoksyheksoz jako związków pośrednich. 
Jako przykład mogą służyć badania G i n s b u r g a  (10), k tóry  stw ier­
dził, że enzym y izolowane z Acetobacter aerogenes kata lizu ją  k ilku ­
stopniową przem ianę GDP-D-mannozy (wzór I) do GDP-L-fukozy
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(wzór II) według rów nania:
GDP-D-mannoza +  zred.NAD->GDP-L-f ukoza +  NAD +  H20  8
Pierw szym  etapem  tej przem iany jest w ew nątrzcząsteczkow a oksydo- 
redukcja w ym agająca NAD, w której grupa hydroksylow a przy C-4 
przechodzi w grupę ketonową, a grupa -CH2OH przy C-5 w grupę CH3. 
Następnie zachodzi inw ersja przy C-3 i C-5 i pow staje guanozyno-5- 
dwufosfo-4-keto-6-dezoksy-D-m annoza jako związek pośredni. Redukcja 
z zred. NAD przy C-4 daje w rezultacie L-fukozę.

Obecnie wiadomo, że synteza GDP-L-fukozy niekoniecznie musi prze­
biegać drogą epim eryzacji z GDP-D-mannozy. I s h i h a r a  i wsp. (16) 
oraz I s h i h a r a  i H e a t h  (15) stw ierdzili, że w w ątrobie świni w y­
stępu ją  enzym y katalizujące bezpośrednią fosforylację L -fukozy przez 
ATP do L-fukozo-l-fosforanu a następnie syntezę GDP-L-fukozy przy 
współudziale GTP. Zgadza się to z obserw acjam i K a u f m a n a
i G i n s b u r g a  (19), że kom órki HeLa w budow ują 14C-L-fukozę bezpo­
średnio do glikoproteidów. W łączenie to odbywa się prawdopodobnie 
poprzez GDP-L-fukozę, której stężenie w zrasta znacznie w kom órkach 
hodowanych na pożywce zaw ierającej L-fukozę.

G o u d s m i t  i N e u f e l d  (9) stw ierdziły, że ekstrak ty  z gruczołu 
białkowego ślim aka Helix pomatia  katalizu ją przem ianę GDP-D-mannozy 
do GDP-L-galaktozy (wzór III). D-Mannoza i L-galaktoza różnią się konfi­
guracją przy C-3 i C-5. K onw ersja tych heksoz jest pierwszym  przypad­
kiem  podwójnej epim eryzacji, k tóra nie prowadzi do syntezy dezoksy- 
cukru.

I  II • ' III

Znane są obecnie przykłady przem ian u roślin, w których epim ery- 
zacja UDP-pentoz jest poprzedzona enzym atyczną dekarboksylacją. Tak 
np. N e u f e l d  i wsp. (32) wyizolowali enzym atyczny prepara t z kiełków 
pszenicy katalizujący dekarboksylację kwasu UDP-D-glukuronowego do 
UDP-pentoz, stanow iących m ieszaninę UDP-D-ksylozy i U D P-L-arabi- 
nozy. Tak więc, enzym atyczny preparat obok dekarboksylazy zawierał 
również UDP-ksylozo-4-epim erazę, która katalizow ała przekształcenia 
dwóch nukleotydów  pentozowych.

III. Rola nukleozydodwufosfocukrów w syntezie polimerów cukrowych

W latach trzydziestych P a r n a s  i B a r a n o w s k i  (36) oraz 
C o r i  i C o r i  (2) stw ierdzili, że a-D -glukozo-I-P jest pierwszym  pro­
duktem  degradacji glikogenu i że glikogen może być syntetyzow any
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in vitro  na drodze odw racalnej reakcji z glukozo-I-P. W krótce potem  
okazało się, że fosforylaza z kartofla  katalizuje syntezę skrobi z a-D-glu- 
kozo-I-P , a fosforylaza z Pseudomonas saccharophila może syntetyzować 
sacharozę z glukozo-2-P i D-fruktozy. P rzy ją ł się w tedy powszechnie 
pogląd, że główna droga syntezy kompleksów cukrow ych prowadzi 
poprzez sacharydo-i-fosforan . Dopiero w 1957 roku gdy L e l o i r  i C a - 
e d i n i (26) odkryli reakcję enzymatycznego przeniesienia glukozy 
z UDPG na glikogen okazało się, że fosforylazy odgryw ają głównie rolę 
w procesie degradacji w ielocukrów a nie ich syntezy. Jak  dotychczas 
poznano jedynie 6 enzymów tego typu: 1. fosforylaza glikogenowa (EC. 
2.4.1.1), 2. fosforylaza skrobi (EC. 2.4.1.1), 3. fosforylaza sacharozowa 
(EC. 2.4.1.7), 4. fosforylaza celobdozowa (EC. 2.4.1.20), 5. fosforylaza 
m altozowa (EC. 2.4.1.8), 6. fosforylaza lam inarobiozy.

Dzięki odkryciom  L e 1 o i r  a wiadomo, że synteza praw ie wszystkich 
wielocukrowców przebiega poprzez enzym atyczny proces dający się w y­
razić równaniem :

nukleozydodw uf osf ocukier +  akceptor-^cukier-akceptor +  nukleo-
zydodwufosforan 9

Ponieważ w procesie biosyntezy nukleozydodw ufosfocukrów kompo­
nent cukrow y zostaje podniesiony na wyższy poziom energetyczny, zatem  
przeniesienie go na akceptor nie wym aga już dostarczenia energii.

Synteza polisacharydów wym aga „prim era” oligosacharydowego, 
k tó ry  wydłuża się przez stopniowe dodawanie jednostek cukru, w więk­
szości wypadków  do jego nieredukującego końca. Na ogół transferazy 
cukrowe są specyficzne w stosunku do akceptora. Np. w doświadczeniach 
in vitro  syntetaza glikogenu jest dw ukrotnie bardziej aktyw na gdy 
akceptorem  jest glikogen niż gdy jest nim  skrobia. Jeżeli „prim er” gli­
kogenowy jest uprzednio traw iony enzym am i skracającym i jego 
łańcuch — jego efektywność akceptorow a jest m niejsza w stosunku do 
glikogenu natyw nego (25).

Transglukozylazy odpowiedzialne za syntezę polisacharydów zawie­
rających  wiązanie a -1,4 nie zawsze są specyficzne w stosunku do noś­
nika nukleozydowego. G o l d e m b e r g  (6) w ykazał, że syntetaza gliko­
genu może katalizować przeniesienie reszty glukozowej na glikogen nie 
tylko z UDP-D-glukozy, ale również, chociaż znacznie wolniej, z A D P-d- 
glukozy. Z drugiej strony, UDP-D-glukoza może być substratem  w syn­
tezie skrobi pomimo, że synteza ta przebiega dziesięciokrotnie szybciej, 
jeżeli donatorem  glukozy jest ADP-glukoza (4). Obecnie przyjął się po­
wszechnie pogląd, że ADP-glukoza jest fizjologicznym  donatorem  glu­
kozy podczas syntezy a-l,4-glukanów  u bakterii i roślin, podczas gdy 
UDP-glukoza spełnia tę funkcję podczas syntezy glikogenu u zwierząt. 
Zdaniem  H a s s i d a  (14) jednym  z przykładów  wysokiej specyficzności
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transglukozylazy w stosunku do reszty  nukleozydowej jest syntetaza 
celulozy, dla której substratem  jest wyłącznie GDP-D-glukoza.

Synteza większości dw u- i trójcukrow ców  roślinnych i zwierzęcych 
takich jak  np. trehaloza, sacharoza, laktoza i rafinoza przebiega przy 
udziale koenzymów urydynow ych, których nie udało się jak  dotychczas 
w doświadczeniach in vitro  zastąpić innym i koenzym am i nukleozydo- 
wymi.

W niektórych w ypadkach w  syntezie hom opolisacharydów mogą 
uczestniczyć równocześnie dwa rodzaje nukleotydów. W 1962 roku S u
i H a s s i d (44, 45) w ysunęli hipotezę o możliwości równoczesnego 
udziału nukleotydów  guaniny i u rydyny w syntezie polisacharydów  
roślinnych zaw ierających obie enantiom orficzne form y galaktozy. Bada­
nia prowadzone przez nich nad D,L-galaktanem w ystępującym  w niek tó­
rych  m orskich glonach sugerowały, że prekursorem  reszt L-galaktozo- 
w ych tego polim eru może być GDP-L-galaktoza, natom iast UDP-D-galak- 
toza może dostarczać reszt D-galaktozowych.

Podobnie G o u d s m i t  i A s h w e l l  (7) stw ierdzili, że prekursorem  
reszty  D-galaktozowej podczas syntezy galaktogenu w ystępującego w  g ru ­
czole białkowym  ślim aka Helix pomatia może być UDP-D-galaktoza. S a ­
w i c k a  (39) oraz S a w i c k a  i C h o j n a c k i  (41) stw ierdzili po­
nadto, że w gruczole białkowym  syntetyzującym  galaktogen w ystępują 
wszystkie niezbędne enzym y katalizujące następujące etapy reakcji: 
glukozo-6-fosforan->glukozo-l-fosforan->U D P-glukoza-»U D P-galaktoza-> 
->galaktogen. G o u d s m i t  i N e u f e l d  (8) wyizolowały z gruczołu 
białkowego ślim aka GDP-L-galaktozę oraz w ykazały, że w ekstrak tach  
z tej tkanki przebiega enzym atyczne przekształcenie G D P-m annozy 
w GDP-L-galaktozę (9). Tak więc w ydaje się, że GDP-L-galaktoza jest 
prekursorem  reszty  L-galaktozowej w syntezie galaktogenu oraz, że bio­
synteza tego polim eru u ślim aków przebiega zgodnie ze schem atem  zapro­
ponowanym  przez S u  i H a s s i d a  dla galaktanów  roślinnych.

M echanizm biosyntezy heteroprolisacharydów , w ystępujących głów­
nie u bakterii różni się od sposobu biosyntezy polim erów zbudowanych 
wyłącznie z reszt cukrowych. Jako przykład może służyć przebieg syntezy 
kom ponentu polisacharydowego antygenu O u Salmonella newington  (37). 
Większość kom órek bak tery jnych  otacza nie tylko błona cytoplazm a- 
tyczna, lecz również sztyw na ściana, w k tórej skład wchodzą peptydo- 
glikany, kwas tejchoinow y i lipopolisacharydy. Funkcje lipopolisacha- 
rydów  ściany kom órkowej bakterii nie są jak  dotychczas znane, wiadomo 
jednak, że u bakterii gram ujem nych związki te są endotoksynam i wyw o­
łującym i w ustro ju  zakażonym  m echanizm y obronne takie jak  gorączkę, 
fagocytozę, zaburzenia w gospodarce horm onalnej i czynnościach uk ła­
dów enzym atycznych.

B aktery jny  kom pleks lipopolisacharydow y składa się z trzech kom ­
ponentów: lipidu A, antygenu O (somatycznego) oraz trzonu, k tóry  jest
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kompleksem zaw ierającym  glukozę, galaktozę, N-acetyloglukozoaminę, 
heptozę, kwas ketodezoksyoktonowy, fosforan oraz etanoloam inę. Skład 
trzonu jest podobny dla wszystkich grup bakterii gram ujem nych, na to ­
m iast O -antygen w ykazuje duży stopień zróżnicowania oraz specyficz­
ność grupową. U Salmonella newington  O -antygen zbudowany jest z po­
w tarzających się tró jek  cukrowych: m annozy, ram nozy i galaktozy. 
Kom órka syntetyzuje  lipid A, trzon i antygen O niezależnie od siebie, 
po czym kom ponenty te łączą się wiązaniem  kow alencyjnym  tworząc 
lipopolisacharyd. Badania N i k a i d o i wsp. (35) wykazały, że synteza 
trzonu przebiega stopniowo z prekursorów  nukleozydodw ufosfocukro- 
wych oraz akceptora. Cząsteczki cukrowe są przyłączane kolejno do nie- 
redukującego końca oligosacharydu. Synteza przebiega więc analogicznie 
jak  w przypadku większości polisacharydów.

Biosynteza antygenu O przebiega w sposób odm ienny. U Salmonella  
newington  heksozy przenoszone są enzym atycznie z nukleozydodw ufos- 
fopochodnych, U D P-galaktozy, TD P-ram nozy i GD P-m annozy na nośnik 
fosfolipidowy. Podstaw ow ym  składnikiem  tego nośnika jest alkohol poli- 
izoprenoidowy zbudow any z jedenastu  jednostek izoprenowych. Reakcją 
zapoczątkow ującą biosyntezę antygenu O jest przeniesienie galak tozo-l-P  
z U D P-galaktozy na fosfolipid-P tworząc galaktozo-P-P-fosfolipid. Na­
stępnie przenoszone są kolejno ram noza i mannoza. Tak więc rolą nośnika 
fosfolipidowego jest tworzenie tró jcukrow ych jednostek przed ich poli­
m eryzacją w długie łańcuchy. W idać tu  wyraźnie trzy  zasadnicze różnice 
w stosunku do opisywanego poprzednio m echanizm u biosyntezy homo- 
polisacharydów:
1. Reszta cukrow a nie jest przenoszona bezpośrednio na akceptor poli­
sacharydow y, lecz na fosfolipidowy nośnik pośredniczący w tej reakcji.
2. Galaktoza jest przenoszona razem  z resztą fosforanow ą i łączy się 
z fosfolipidowym  akceptorem  poprzez pirofosforanowy mostek.
3. Jednostki trójsacharydow e dołączone są do redukującego końca łań ­
cucha heksozosacharydowego.

Ogromna różnorodność nukleozydodw ufosfocukrów w ystępujących 
u bakterii jest związana z biosyntezą specyficznych polisacharydów 
antygenu O. C h o j n a c k i  i wsp. (3) wykazali, że u Salmonella typhi-  
m urium  bardzo podobne reakcje glukozo-2-fosforanu z różnym i nukleo- 
zydo-5’-tró jfosforanam i są katalizow ane przez odrębne białka enzym a­
tyczne.

Odrębne zagadnienie stanow i udział nukleozydodw ufosfocukrów 
w biosyntezie substancji grupow ych krw i ludzkiej. Substancje te, w y­
stępujące na powierzchni erytrocytów  oraz kom órek innych tkanek  są 
glikoproteidam i, zaw ierającym i wysoki procent węglowodanów (47). 
Około 80°/o populacji w ydziela rozpuszczalne substancje grupowe typu 
A, B i O (H), pozostałe 20'°/o, tak  zwani „nie wydzielacze” , nie w ytw arza 
tych substancji (38). Większość „nie wydzielaczy” wydziela duże ilości
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substancji typu Le (Lewis) — glikoproteidów podobnych w składzie do 
substancji A, B i O (H).

Prace grupy G i n s b u r g a  w ykazały, że mleko kobiet, u których 
nie zachodzi synteza substancji grupowych typu A, B i O (H), lub które 
m ają typ krw i Le, nie zawiera specyficznych transferaz fukozowych (38). 
B rak jest zatem  enzym u, k tóry  umożliwia u wydzielaczy przeniesienie 
L-fukozy z GDP-L-fukozy i jej przyłączenie do reszt D-galaktozowych 
poprzez wiązanie a -(l->  2). Specyficzna transferaza N-acetylo-D-galak- 
tozoam iny w ystępuje wyłącznie w m leku kobiet z typem  krw i A lub AB 
(20). Enzym ten katalizuje przeniesienie N-acetylo-D-galaktozoam iny 
z UD P-N-acetylo-D-galaktozoam iny na resztę galaktozową oligosacha- 
rydu  poprzez wiązanie a-(l->3). Ponadto stw ierdzono (21), że transferaza 
D-galaktozowa, która katalizuje przeniesienie D-galaktozy z UDP-D-ga- 
laktozy na 2’-fukozylolaktozę w ystępuje tylko w m leku kobiet z typem  
krw i B lub AB. Dane te przem aw iają za hipotezą W a t k i n s a  i M o r ­
g a n a  (48), według której różnice w typach krw i poszczególnych osob­
ników  są wynikiem  genetycznie uw arunkow anej obecności lub braku 
specyficznych transglukozylaz.

W artykule tym  poruszono różnorodne aspekty m etabolizm u nukleo- 
zydowufosfocukrów. Jednak uwaga badaczy jest obecnie skierowana 
głównie na udział tych związków w syntezie składników  ściany kom ór­
kowej u zwierząt i roślin.
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JA N IN A  AN D RZEJC ZU K -H YBEL*

Enzymy amylolityczne 

Amylolytic Enzymes

Recent data on the s tru c tu re  and properties of am ylolytic enzymes are described.

Rozpowszechnione we wszystkich organizm ach żywych enzym y am y­
lolityczne czyli am ylazy stanow ią jedną z najw cześniej poznanych grup 
enzymów w ykazujących własności hydrolityczne. Rozkładają one skrobię, 
glikogen oraz pokrew ne im wielo- i kilkucukrowce. W grupie tej w yróż­
nia się enzymy katalizujące hydrolizę wyłącznie w iązań a-2,4-glikozy- 
dowych w cukrach złożonych: a-am ylazy czyli endoam ylazy (4-glukano- 
hydrolazy a-I,4-glukanu; (EC. 3.2.1.1)) (5-amylazy czyli egzoamylazy

Tablica 1
Enzym y w spółdziałające z am ylazam i

Nazwa system atyczna Nazwy potoczne

6 -g lukanohydrolaza am ylopektyny glukozydaza am ylopektynowa,
(EC. 3.2.1.9) enzym -R

6-g lukanohydrolaza oligodekstryn o ligo-l,6 -glukozydaza, dektrynaza
(EC. 3.2.1.10) graniczna

glukohydrolaza a-D-glukozydów a-glukozydaza, m altaza
(EC. 3.2.1.20)

3-glukohydrolaza a-I,3-glukozydów  
(EC. 3.2.1.27)

a-I,4-glukozydaza, enzym -Z

6 -g lukanohydrolaza dekstryn  (EC. 3.2.1.33) dekstryno-I,6 -glukozydaza,
am ylo -l,6-glukozydaza

(m altohydrolazy a-2,4-glukanu; (EC. 3.2.2.2)); oraz glukoam ylaza czyli 
am yloglukozydaza (glukohydrolaza a-l,4 -g lukanu; (EC. 3.2.1.3)). Okazało 
się, że ten osta tn i enzym  może także katalizować hydrolizę w iązań 
a -2,6-glikozydowych we wszsytkich w ym ienionych uprzednio substra-

* Mgr inż., K atedra Biochemii, Szkoła Główna G ospodarstw a W iejskiego, 
W arszawa

W ykaz stosowanych skrótów: PMB — p-rtęciobenzoesan, EDTA — etylenodw u- 
am inoczterooctan
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tach, dlatego też nazwano ją 4 : 6 glukohydrolazą a - l ,4 : 1,6 glukanu (28). 
Amylazom towarzyszą zazwyczaj enzym y pokrewne, które działają na 
inne wiązania glikozydowe w substracie i produktach jego rozkładu, 
um ożliw iając ich całkow itą hydrolizę na cukry proste (tablica 1).

Wiele wiadomości o enzym ach am ylolitycznych znajdzie czytelnik 
w artykule  F. Nowotnego w Postępach Biochemii (60) a także w IV tomie 
The Enzymes  (16, 17).

Celem niniejszego artyku łu  jest przedstaw ienie nowszych badań nad 
s tru k tu rą  i właściwościami enzymów am ylolitycznych. Ze względu na 
to, że am ylazy znalazły zastosowanie w wielu procesach technologicz­
nych, szczególnie w przem yśle spożywczym, poznanie ich budowy i w łas­
ności ma duże znaczenie.

I. Amylazy katalizujące rozkład wiązania a-I,4-glikozydowego

a-A m ylazy w ystępują w organizm ach zwierzęcych głównie w ślinie, 
krw i, trzustce i wątrobie (71). Szczególnie duże ilości a-am ylaz są w ytw a­
rzane przez niektóre gatunki niższych grzybów z rodzaju Aspergillus
i Rhizopus, a ponadto przez wiele bakterii z rodzaju Bacillus i innych 
(16). W roślinach a-am ylazy w ystępują obok (3-amylaz (17), ilość ich 
zmienia się w zależności od okresu rozwojowego; w większej ilości po­
jaw iają  się na przykład w bulw ach topinam buru podczas ich przechow y­
w ania (33).

a-Amylazy z wielu źródeł otrzym ano w stanie krystalicznym , 
a pierwszy raz już w roku 1948 ze śliny ludzkiej (56).

Ciężary cząsteczkowe a-am ylaz różnego pochodzenia w ahają się 
w granicach od 45 000 do 60 000 (16, 42, 61) (tablica 2). W yjątek  stanow i 
a-am ylaza z B.stearothermophilus, o znacznie niższym ciężarze cząstecz­
kowym  (10). Inne stałe cząsteczkowe różnych a-am ylaz są bardzo zbliżone
i odpow iadają form ie m onom eru (16).

1. a-Am ylazy

Tablica 2
Ciężary cząsteczkowe różnych a-am ylaz

Źródło enzym u Ciężar cząsteczkowy

B .subtilis
A .oryzae 
Słód
B.stearotherm ophilus 
Zwierzęce

48 900 wg (41) 
51 — 52 000 w g (59)

59 500 wg (16) 
15 000 wg (10)

45 — 49 000 w g (16)
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a-A m ylazy różnego pochodzenia w ykazują różny zakres pH  i tem pe­
ra tu ry  dla optym alnego działania i trw ałości (tablica 3).

Tablica 3
Optim um  pH  i tem pera tu ry  dla niektórych a-am ylaz

Źródło enzym u pH Tem peratura

B.stearotherm ophilus
wg (10 ) 4,6 — 5,1 65 — 75°C
Topinam bur w g (33) 5,5 — 6,0 70 — 75°C
A.oryzae  wg (59) CO101OO 40 — 50°C
Zwierzęce wg (16) 6,0 — 7,0 40 — 55°C

Skład am inokwasowy a-am ylazy ze śliny (16), z A.oryzae  (59) i B.ste- 
arothermophilus  (53) jest zbliżony. Am ylaza z Bacillus subtilis różni się 
brakiem  aminokwasów siarkowych. Poszczególne enzym y różnią się sto­
sunkiem  tyrozyny do tryp to fanu , w skutek czego ich widm a w u ltrafio ­
lecie w ykazują znaczne różnice. a-A m ylaza z Aspergillus oryzae zawiera 
stosunkowo mało aminokwasów zasadowych a szczególnie dużo hydro- 
ksyam inokwasów, co nadaje  jej bardziej kw aśny charakter i w arunkuje  
specyficzną zbitą struk tu rę .

W a-am ylazie z A.oryzae  według A k a b o r i  i I k e n a k a  (2) 
N-końcową resztę stanow i alanina, natom iast w części C-końcowej w y­
stępują: seryna, alanina i glicyna tworząc s tru k tu rę  rozgałęzioną. Jednak  
inni autorzy w ykryli tylko serynę (59, 80) i przypuszczają, że C-końcowy 
odcinek łańcucha jest nierozgałęziony, o sekwencji: ...(Wal. Tre. Ala.Leu). 
Ser-OH. a-A m ylaza z A.oryzae  zawiera kilka procent cukrowców (3, 27). 
Przypuszczano, że cukrowce te są połączone z białkiem  enzym u poprzez 
hydroksylow ą grupę seryny (83), jednak A n a i  i wsp. (4) zidentyfiko­
wali skład fragm entu  glikopeptydowego (kwas asparaginow y, seryna, 
N-acetyloglukozoam ina, amoniak, m annoza, galaktoza i ksyloza w sto­
sunku m olarnym  1 : 1 : 2 : 1 : 6 : 0,8 : 0,5) i sugerują, że cukrowce są zwią­
zane poprzez redukującą grupę glukozoam iny z azotem amidowym  7-kar- 
boksylowej grupy kw asu asparaginowego, zgodnie ze schem atem : 
Ser-A sp-N H-cukrowce. W innych a-am ylazach nie znaleziono składnika 
cukrowego (29, 36).

Fizjologiczna funkcja oraz trw ałość a-am ylazy jest uw arunkow ana 
określoną zaw artością jonu wapniowego Ca2+ (16). Ilość kationów  Ca2+ 
oraz siła ich w iązania z cząsteczką białka enzym u jest różna dla po­
szczególnych a-am ylaz (16). Cząsteczka am ylazy z A.oryzae  wiąże sto­
sunkowo trw ale 10 jonów w apnia (61), zaś cząsteczka am ylazy z B.subtilis  
słabiej — 3—5 jonów Ca2+ (34). Zupełnie luźno wiążą Ca2+ am ylazy 
roślinne, na przykład słodowa (16). Jon w apniow y może być zw iązany
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za pomocą wiązań chelatowych w ew nątrz cząsteczki białkowej oraz elek- 
k trostatycznie na powierzchni łańcucha polipeptydowego (16). Mimo wielu 
badań (16, 19, 74) m iejsca i grupy w łańcuchu peptydow ym  wiążące jony 
Ca2+ oraz rodzaj w iązań nie zostały w pełni ustalone. I m a n i s c h i  (34) 
badał niektóre stałe term odynam iczne dla am ylazy z B.subtilis, reak ty ­
w ow anej jonam i Ca2+, które uprzednio usunięto m etodą S t e i n a  i wsp.
(75). Jego dane w skazują, że enzym wiąże Ca2+ w trzech rów now artościo­
w ych i elektrostatycznie niezależnych m iejscach, rozmieszczonych 
wzdłuż cząsteczki białka. Każde miejsce ma s tru k tu rę  przestrzenną, 
um ożliw iającą bezpośrednie łączenie się z jonam i wapnia. Im anischi 
przypuszcza, że jedną z grup wiążących jon wapniowy może być zjoni- 
zowana grupa karboksylow a -COO- , a drugą im inowa -NH. Po dena- 
tu rac ji stężonym  m ocznikiem powodującej rozwinięcie układu globu- 
larnego enzym  wiąże Ca2+ znacznie słabiej. W am ylazach słabiej w iążą­
cych jony wapniowe mogą być zastąpione przez inne kationy: Ba2+, S r2+, 
Mg2+, Ni2+ (16). Jednakże powinowactwo do Ca2+ jest najw iększe.

W ew nętrznie związane jony wapniowe m ają szczególnie duże znacze­
nie dla zachowania s tru k tu ry  a-am ylaz. Ich rola polega na u trw alaniu  
drugo- i trzeciorzędowej s tru k tu ry  białka enzymu, w skutek czego jest 
ona odporniejsza na wpływ niekorzystnych czynników środowiska 
a szczególnie na działanie enzymów proteolitycznych (16, 73), Dużej za­
w artości jonów Ca2+ w ew nętrznie związanych zawdzięcza na przykład 
a-am ylaza z A.oryzae  swoją szczególnie zbitą s truk tu rę , o k tórej świadczy 
m iędzy innym i niska lew oskrętność (a)D od —10° do —30° i wysoka stała 
dyspersji =  293 nm  (16). O ochronnym  działaniu jonów w apniow ych na 
am ylazy przekonano się działając na nie różnym i czynnikam i wiążącym i 
jony metali. Dializa z EDTA (etylenodw uam inoczterooctan) w ciągu 
50 godzin usuwa w szystkie jony wapnia z am ylazy śliny, a w ciągu 150 
godzin z am ylazy baktery jnej. W am ylazie grzybów natom iast naw et po 
6 dniach pozostaje jeszcze 10!0/o pierw otnej zawartości tego składnika. 
Szczególnie trudno jest usunąć Ca2+ w tem peraturze i pH  optym alnych 
dla działania enzymu; zm iany tem peratu ry  i pH  w zakresie trwałości 
enzym u przyspieszają ten proces, ale staje się nieodw racalny (13). Am y­
lazy pozbawione całkowicie Ca2+ są bardzo nietrw ałe i można je prze­
chowywać w yłącznie w niskich tem peraturach. Ponadto  zmniejsza się 
znacznie zakres pH, w którym  są one trw ałe: dla amylaz zwierzęcych 
z 3,5— 11 na 3,5—9, a dla bak tery jnych  z 3,5— 13 na 4— 8 (16). Nie za­
obserwowano natom iast zasadniczych zmian stałej sedym entacji oraz 
skręcalności optycznej. K onform acja cząsteczek am ylaz po usunięciu 
Ca2+ zmienia się jedynie na niew ielkich odcinkach, ale w szystkie am y­
lazy z w yjątkiem  enzym u z A.oryzae  są szybciej rozkładane przez enzymy 
proteolityczne (73). P raw ie w szystkie am ylazy po usunięciu jonów wapnia 
są n ieaktyw ne (31, 34, 54, 75). Tylko pew ne am ylazy roślinne oraz am y- 
laza z B. subtilis zachow ują w niskich tem peraturach  aktyw ność enzy­
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m atyczną w środowisku wolnym  od Ca2+ i proteaz. Jednakże nie jest to 
pewne, gdyż bardzo trudno jest usunąć całkowicie ze środow iska zarówno 
jon wapniowy, do którego am ylazy w ykazują bardzo duże powinowactwo, 
jak  i enzym y proteolityczne.

Cząsteczka a-am ylazy z B.subtilis wiąże obok jonów wapnia również 
jon cynkowy Zn2+ (16, 41) tworząc dim er dysocjujący przy dużym  roz­
cieńczeniu do m onom eru zgodnie z reakcją:

[Białko-Cax] — Zn-[Białko-Cax] ^  2Białko-Cax +  Zn2+

W kom pleksie tym  mocniej związany jest jon Ca2+ (41). Jon  Zn2+ wiąże 
się z imidazolowym i grupam i histydyny w cząsteczkach białka (37). 
Form ą aktyw ną enzym u jest prawdopodobnie monomer.

Badania nad zasadniczym i grupam i funkcyjnym i centrum  ak tyw ­
nego a-am ylaz wskazyw ały, że mogą nim i być wolne N-końcowe grupv 
a-am inow e, a także e-aminowa grupa lizyny (16). Udział N-końcowych 
grup  -NH2 jak  również grup C-końcowych w centrum  aktyw nym  
a-am ylazy z A.oryzae  nie został w pełni udowodniony (23, 72). Rola grup 
-SH  i wiązań -S-S- w cząsteczce a-am ylaz również nie jest dostatecznie 
w yjaśniona. W niektórych przypadkach wiązania -S-S- prawdopodobnie 
u trzym ują  na tu ra lną  stru k tu rę  (38). Ponadto przypuszcza się, że jedno 
z w iązań -S-S- a-am ylazy u A.oryzae  bierze udział w tw orzeniu jej 
cen trum  aktyw nego (91). Redukcja w szystkich m ostków -S-S- w a-am y- 
lazie z A.oryzae  powoduje całkow ity zanik jej aktyw ności (76). Dla w ięk­
szości a-am ylaz stw ierdzono odwracalność procesów denaturacji cieplnej 
(90), świetlnej (82), wysokim  ciśnieniem  (57) oraz 8M m ocznikiem (35, 38). 
a-A m ylaza z A.oryzae  po denaturacji 8M mocznikiem polegającej na 
redukcyjnym  rozryw aniu w iązań -S-S- odzyskiwała pierw otną konfor­
m ację po rozcieńczeniu mocznika i utlenianiu  na powietrzu (37), podobnie 
jak  rybonukleaza z trzustk i (89), trypsyna (12) i inne białka. Ciekawym  
zjaw iskiem  jest katalityczne działanie jonów Cu2+ zarówno na utlenianie 
grup  -SH jak  i na enzym atyczną aktywność.

W oparciu o dane dotyczące m echanizm u utlen ian ia  grup -SH 
w związkach niebiałkow ych o niskim  ciężarze cząsteczkowym  I s e - 
m u r a i wsp. (38) proponują schem at reakcji u tleniania zredukowanego 
białka. W edług tego schem atu elektrony z jonów siarczkow ych są prze­
kazyw ane na jon miedziowy, koordynacyjnie związany z odpowiednimi 
rodnikam i łańcucha polipeptydowego, a następnie na tlen cząsteczkowy, 
czemu tow arzyszy uwolnienie jonu miedziowego z kom pleksu i połączenie 
reaktyw nych atomów siarki w wiązanie dwusiarczkowe.

W ażną rolę w działaniu am ylazy z B. subtilis przypisuje się resztom  
histydyny. W ykazano, że podstaw ienie 20— 30'% reszt h istydyny zaw artej 
w cząsteczce ham uje działanie a-am ylazy w 94% (54). Także w skazuje 
się na udział pierścienia imidazolowego h istydyny w centrum  aktyw nym  
a-am ylaz roślinnych (23).
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2. p-amylazy

Enzym y te w ystępują prawdopodobnie wyłącznie w roślinach. 
Szczególnie dobrze poznano (3-amylazy z ziaren zbóż (pszenicy, jęczmienia 
i żyta), soi i bulw topinam buru. W szystkie (5-amylazy w ykazują zbliżony 
skład aminokwasowy. Ciężary cząsteczkowe P-amylaz różnego pochodze­
nia mieszczą się w granicach od 59 000 (am ylaza słodu) do 152 000 
(am ylazy z topinam buru). Dla P-amylazy z soi w artość ta  wynosi 61 700, 
a z pszenicy 64 000. W szystkie w ykazują słabo kw aśny charakter. 
W (3-amylazie z soi resztę N-końcową stanow i kwas glutam inow y, 
a C-końcową — glicyna (20).

Niektóre (3-amylazy okazały się niejednorodne. (3-Amylazę z ziarna 
jęczm ienia rozdzielono za pomocą chrom atografii jonow ym iennej na 
cztery aktyw ne frakcje (43), zaś |3-amylazę z pszenicy na trzy  składniki 
A, B i E (79), różniące się ruchliwością elektroforetyczną i pH  optym al­
nego działania. Składnik E zawiera więcej glicyny i m etioniny, a także 
w ykazuje wyższą aktyw ność właściwą od A i B. Jego liczba obrotów w y­
nosi 14 200, podczas gdy składnika A i B — 11 800 (liczba wiązań gliko- 
zydowych hydrolizow anych na 1 min. w 20°C (na mol E.).

P-Amylazy w przeciw ieństwie do a-am ylaz nie zaw ierają jonów m e­
tali ani innych niebiałkow ych kofaktorów. P-Amylazy w ykazują obecność 
głównie grup -SH (a nie -S-S- jak  a-am ylazy); w enzymie z pszenicy w y­
stępuje również jedno wiązanie -S-S- (79). Różny stopień inaktyw acji 
enzymów różnego pochodzenia czynnikam i utleniającym i świadczy o różnej 
reaktyw ności poszczególnych grup -SH. N atom iast wszystkie (3-amylazy 
tracą całkowicie swą aktyw ność pod wpływem  HgCl2, A gN 03, J 2 oraz 
p-rtęciobenzoesanu (PMB). Grupom -SH przypisuje się stabilizujące dzia­
łanie na s truk tu rę  enzym u na podstaw ie ich zdolności do tw orzenia 
wew nątrzcząsteczkow ych wiązań wodorowych typu N...H-S albo O...H-S
(21). K atalityczna rola grup -SH w P-amylazach nie jest całkowicie w y­
jaśniona. Przypuszczano, że grupy te w ystępują w aktyw nym  centrum  
enzym u i biorą udział w tw orzeniu kom pleksu enzym -substrat (ES) (17). 
Jednak  G e r t l e r  i B i r k  (21) na podstaw ie badań nad ham ow aniem  
|3-amylazy z soi przez PMB uw ażają, że grupy -SH nie pełnią takiej roli, 
bowiem kolejne podstaw ienie grup -SH z utw orzeniem  siarczków nie 
zmienia wartości stałej Km. Zgodnie z równaniem :

ki k2 
E + S ^ E S -» E  +  P, 

k-i

Km  zależy od k^  k _ x i k2 i wynosi (k_1 +  k 2)k1.

Jeżeli przyjąć, że kom pleks ES może nie dysocjować i enzym  będzie 
działał w kom pleksie (6), w tedy Km =  k ^ /k i  =  K s, gdyż tw orzenie kom ­
pleksu ES będzie praktycznie niezależne od k2. W ykazano, że podstaw ie­
nie grup -SH ma wpływ tylko na w artość stałej k 2. Zależność wartości
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Km od pH  w zakresie charakterystycznego dla grup -SH pK  = 9,3 —8,5 
wskazuje, że ham ow anie przez PMB nie jest kom petycyjne. Ponieważ 
P-amylazy działają na zasadzie hydrolizy kwasowo-zasadnwej (81) 
(w której g rupy kwasowe oddają elektrony na tlen  osłabiając w ten 
sposób wiązanie C-O) zaś nie dysocjujące grupy -SH mogą d2.iałać jak 
grupy kwasowe. Przypuszcza się (21), że biorą one bezpośredni udział 
w rozryw aniu wiązania glikozydowego. Większość P-amylaz inaktyw uje 
się czynnikam i utleniającym i grupy -SH, z w yjątkiem  P-amylazy topi­
nam buru, w której grupy -SH są zam askowane (17).

Am ylazy w ykazują optim um  aktyw ności w zakresie pH  4—6. Dla 
(3-amylazy soi optym alne pH  wynosi 5—6 (20), dla różnych składników 
am ylazy pszenicy — 4,6— 6,2 (79), dla ^-am ylazy słodowej — 5,2 (17), zaś 
dla P-amylazy z bulw  topinam buru  — 5,5—6 (17). Am ylazy w przeci­
wieństw ie do a-am ylaz w ykazują z reguły większą trw ałość w niż­
szych pH.

Optim um  tem peratu ry  leży w granicach od 40—55°C. W yjątek s ta ­
nowi P-amylaza z bulw  topinam buru, k tóra działa najak tyw niej podczas 
powolnego w zrostu tem pera tu ry  od 60—80°C (17). Dzięki tej właściwości 
(3-amylazy bulw y niektórych gatunków  tej rośliny m ają słodki sm ak po 
ugotowaniu.

3. G lukoam ylaza

Enzym  ten katalizu je hydrolizę wiązań a - l ,4 i 1,6 glikozydowych, 
odryw ając kolejno jednostki glukozy od nieredukującego końca cząsteczki 
w ielocukru. Podczas hydrolizy zarówno wiązania a - l ,4 jak  i a - l ,6 zachodzi 
przegrupow anie W aldena, w skutek czego pow staje glukoza w form ie 
(5 (26, 62). Enzym  ten jest w ytw arzany przez m ikroorganizm y, głównie 
przez niektóre szczepy z rodzaju Aspergillus i Rhizopus  (64, 85). Znale­
ziono go także w słodzie jęczm iennym  (43). G lukoamylazę w ykrysta li­
zowali po raz pierwszy T s u j i s a k a  i wsp. w 1958 roku z R. delemar

Rys. 1. K rzyw a szybkości hydrolizy różnych substra tów  przy  pH  5,15 w  tem p era­
tu rze 15°C przez glukoam ylazę z R.delem ar  wg (63)
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i A.niger (84). Ciężar cząsteczkowy enzymu wynosi przypuszczalnie około 
70 000 (63). Glukoam ylaza z Rhizopus delemar  w ykazuje najw iększą 
aktyw ność w pH 4—5 i w tem peraturze 40—50°C (62, 84). Enzym atakuje  
równocześnie kilka łańcuchów cząsteczki wielocukrowca, co ustalono 
badając skład produktów  pow stających po hydrolizie znakow anych sub­
stratów  (65) Szybkość hydrolizy jest zależna od długości łańcucha glu- 
kozydowego (rysunek 1).

G lukoam ylaza katalizuje rozryw anie wiązania pomiędzy glikozydo- 
wym  atom em  węgla glukozy i glikozydowym tlenem  (15). Z wartości Km 
i Vm ax dla reakcji z m altozą zaw ierającą wiązania a - l ,4 glikozydowe 
i panozą zaw ierającą wiązania a - l ,6 glikozydowe w ynika, że w cząsteczce 
istnieje jedno centrum  aktyw ne, które katalizuje hydrolizę zarówno w ią­
zania a - l ,4 jak  i a - l ,6 glikozydowego (28, 29). Izomaltoza działa w reakcji 
hydrolizy m altozy i panozy jako inhibitor kom petywny.

II. Enzymy katalizujące rozkład wiązań a- l ,6 i a- l ,3

6-G lukanohydrolaza am ylopektyny (EC. 3.2.1.9) działa na am ylo- 
pektynę i glikogen oraz na produkty  ich rozkładu przez ^-am ylazy i fos- 
forylazy (46, 52). K atalizuje ona hydrolizę w iązań a - i ,6-glikozydowych, 
odległych od siebie co najm niej o 5 jednostek glukozy. Enzym ten nie 
działa na oligosacharydy typu  izomaltozy i panozy, ani na silnie rozgałę­
ziony glikogen o w iązaniach-1,6, pow tarzających się co 3—4 jednostki 
glukozy (52). Przypuszcza się zatem, że jest on w iązany przez określoną 
liczbę jednostek glukozy w łańcuchu wielocukrowca, a hydroliza nastę­
puje tylko w przypadku nałożenia się wiązania a - I ,6-glikozydowego na 
centrum  aktyw ne enzymu. Glukozydaza am ylopektynow a w ystępuje 
głównie w roślinach. Optim um  pH  dla tego enzym u ze słodu wynosi 
5,0— 5,3 (52), natom iast dla enzym u z nasion bobu — 6,5— 7,0 (30). Inhibi­
toram i dla słodowej glukozydazy są m olibdenian amonu i chlorek rtęcio­
wy, natom iast PMB nie ham uje jej działania (52).

6-G lukanohydrolaza oligodekstryn (EC. 3.2.1.10) katalizu je  hydrolizę 
w iązania a - I ,6-glikozydowego wyłącznie w niskocząsteczkowych cukrow ­
cach (46, 86). Nie działa natom iast na glikogen ani na jego graniczne 
dekstryny  (46, 52).

Glukohydrolaza a-D -glukozydów  (EC. 3.2.1.20) zwana również a -g lu - 
kozydazą lub m altazą, katalizuje hydrolizę w iązań a-2,4-glikozydowych 
tylko w kilkocukrowcach, na przykład w maltozie i m altotriozie. M altaza 
katalizu je także transglukozylację (65). Enzym  ten wyodrębniono 
z drożdży (25). Duże ilości m altazy w ytw arzane są przez Rhizopus dele­
mar, oraz niektóre szczepy z rodzaju A.niger i A.oryzae (88). W ystępuje 
ona także w słodzie jęczm iennym  (39) i w w ątrobie zwierzęcej i ludzkiej 
(45).
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3-Glukohydrolaza a-2,3-glukozydów (EC. 3.2.1.27) zwana potocznie 
a-2,3-glukozydazą katalizuje hydrolizę w iązań a-I,3-glikozydow ych, jej 
podstaw owym  substratem  jest nigeroza. W ystępuje ona praw ie w całym  
świecie roślinnym  (32).

6-G lukohydrolaza dekstryn (EC. 3.2.1.33) zwana dawniej am ylo-2,6- 
glukozydazą, katalizuje hydrolizę w iązań a -2,6-glikozydowych w dek­
strynach  o krótkich łańcuchach bocznych. N ajbardziej aktyw nie działa 
na dekstryny  glikogenu odznaczające się dużą częstotliwością wiązań 
-1,6- (47, 50). W ystępuje w m ięśniach (47), w słodzie jęczm iennym  (40, 
51) i w niektórych szczepach z rodzaju Aspergillus  (14). Optim um  jej 
działania leży przy pH  7,2— 7,6.

III. Mechanizm działania amylaz

Niektóre zagadnienia dotyczące m echanizm u działania a- i |3-amylaz 
p rzedstaw iają N o w o t n y  (60) oraz F i s c h e r  i S t e i n  (16) 
i F r e n c h  (17). Zarówno sposób działania enzymów am ylolitycznych 
jak i m echanizm  katalizow anych przez nie reakcji nie jest dotychczas 
całkowicie w yjaśniony, m iędzy innym i ze względu na niedostatecznie 
w yjaśnioną budowę podstaw owych ich substratów  — skrobi i glikogenu.

Zarówno a- jak  i |3-amylazy w ykazują niskie powinowactwo do kilko- 
cukrowców, gdyż szybkość hydrolizy jest nieproporcjonalna do stopnia 
polim eryzacji substratu . Ze wzrostem  ilości jednostek cukru w łańcuchu 
z 2->3->4 stopień hydrolizy w zrasta w stosunku 1 : 100 : 105 (81). Dzia­
łanie |3-amylazy na maltozę jest bardzo powolne, natom iast dla op tym al­
nego działania enzym u w ystarcza już cząsteczka o 4—6 jednostkach 
glukozy w łańcuchu (18, 77).

Wiadomo od daw na, że a-am ylazy działają na łańcuchy w ew nętrzne 
substratów , a produktam i reakcji są początkowo wysokocząsteczkowe 
dekstryny, przechodzące w m iarę przebiegu reakcji w dekstryny  nisko- 
cząsteczkowe. Po długotrw ałej hydrolizie wielocukrowców z udziałem  
a-am ylaz końcowymi produktam i są głównie m altoza, m altotrioza, izo- 
m altoza i glukoza.

Natom iast (3-amylazy działają od strony nieredukującego końca ze­
w nętrznych łańcuchów wielo- i kilkocukrowców. K atalizują one hydro­
lizę co drugiego wiązania a-l,4-glikozydow ego, aż do m iejsca rozgałęzie­
nia łańcucha. Produktem  reakcji działania |3-amylazy na łańcuchy nie- 
rozgałęzione cukrowców jest P-maltoza, natom iast na rozgałęzione 
cząsteczki np. am ylopektyny czy glikogenu — (5-maltoza i wysokocząs­
teczkowe tzw. dekstryny  graniczne. Na podstaw ie analiz produktów  
hydrolizy w ysunięto sugestie o kilku sposobach działania P-amylaz na 
substra ty  (17). Zakłada się, że P-amylazy mogą działać w sposób jedno- 
łańcuchowy, w ielołańcuchow y i w ielokrotny. W sposobie jednołańcucho-
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wym  łańcuchy substra tu  ulegają kolejno całkow itej hydrolizie. W spo­
sobie w ielołańcuchowym  natom iast enzym  działa na wiele cząsteczek 
substra tu  jednocześnie, skracając je o kolejne jednostki m altozy. Po 
oderw aniu cząsteczki m altozy od danego łańcucha enzym oddysocjowuje 
i działa na inny łańcuch, proces ten  pow tarza się w ielokrotnie prowadząc 
do hydrolizy kilku łańcuchów substra tu  jednocześnie. W ielokrotne dzia­
łanie P-amylazy jest sposobem pośrednim  między sposobami pojedynczym  
i wielołańcuchowym. W tym  w ypadku enzym  po utw orzeniu kom pleksu 
z określonej długości fragm entem  cząsteczki wielocukrowca oddysocjo­
w uje wraz z nim  a następnie uw alnia kilka kolejnych jednostek m altozy 
przez rozerw anie odpowiednich wiązań a-i,4-glukozydow ych.

Podobnie jak  dla (5-amylaz sugeruje się również możliwość różnych 
sposobów działania i dla a-am ylaz. A b d u l l a c h  i wsp. (1) badając 
m echanizm  rozkładu cyklicznych dekstryn Schardingera (cyklo G8) pod 
wpływem  a-am ylazy z trzustk i wieprzowej stw ierdzili, że enzym  rozkłada 
substra t nie oddysocjow ując od niego po rozerw aniu każdego z w iązań 
(rysunek 2). P rzypuszczają więc, że a-am ylaza działa w sposób wielo­
krotny. Pew nych danych o mechanizm ie działania a-am ylaz mogą do­
starczyć prace poświęcone zjaw isku tw orzenia się wielocząsteczkowych 
nierozpuszczalnych kompleksów z dekstrynam i glikogenu (45, 48).

Rys. 2. Sposób działan ia a-am ylaza na dekstryny  S chard ingera (cyklo G8) wg (1)
E — enzym , Gs, G, i G8 — w ielocukry złożone z 3, 5 i 8 reszt glukozy

Ciekawa pod względem sposobu działania na substra ty  okazała się 
am ylaza wyizolowana z Bacillus polimyxa  (68). Enzym ten przypom ina 
sposobem działania zarówno a jak  i P-amylazy. Działa on mianowicie na 
skrobię, glikogen, oraz cykliczne dekstryny  rozkładające wiązania 
a-i,4-glikozydow e w zew nętrznych łańcuchach, przy czym produktem  
końcowym reakcji jest P-maltoza podobnie jak  przy działaniu f3-amylaz. 
Enzym  ten jednakże nie wym aga sąsiedztw a nieredukującego końca, co 
różni go od typow ych 3-amylaz. Ponadto od typow ych (3-amylaz różni 
go zdolność przeskakiw ania przez w iązanie a -2,6-glikozydowe w rozga­
łęzionym  łańcuchu substra tu  co z kolei upodabnia go do a-am ylaz. 
Chemizm reakcji hydrolizy prowadzonej przez a i P-amylazy również
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poznano w niew ielkim  stopniu. Przypuszcza się, że a-am ylazy rozryw ają 
w iązanie glikozydowe pomiędzy węglem glikozydowym  i tlenem , co 
potwierdzono w badaniach z H2180  (16). W pierwszej fazie następuje pro- 
tonacja glikozydowego m ostka tlenowego do jonu oksoniowego, a na ­
stępnie zachodzi rozerw anie wiązania od strony Cx i tw orzy się pośrednio 
jon karboniowy. Enzym  uwolniony z kom pleksu wchodzi w reakcję ze 
skróconą o U-X cząsteczką wielocukrowca.

M echanizm działania P-amylaz oparty  jest na hipotezie tzw. indukcy j­
nego dopasowania (ang. induced-fit) (17). Sugeruje się niezbędność wolnej 
grupy -OH przy C4 od strony nieredukującego końca cząsteczki substra­
tów. Prawdopodobnie grupa -OH w połączeniu z grupą X cząsteczki 
enzym u nadaje pewną orientację — indukuje  dopasowanie się enzymu 
do substratu . Sugestii o niezbędności wolnej grupy -OH od strony nie­
redukującego końca nie potw ierdziły badania nad wiązaniem  się P-amy- 
lazy na fragm entach w ew nętrznych skrobi i na amylozie cyklicznej (81), 
gdyż okazało się, że enzym  może tworzyć kom pleks zarówno z w ew nętrz­
nym i fragm entam i skrobi jak  i cykloamylozą. Nie poznano także bliżej 
n a tu ry  grup A, B, X — katalitycznych grup enzymu.

IV. Metody wyodrębniania i oczyszczania

Jako wstępne etapy przy w yodrębnianiu i oczyszczaniu enzymów am y- 
lolitycznych stosuje się najczęściej: frakcjonow ane w ytrącanie za pomocą 
soli nieorganicznych głównie siarczanu amonu (22, 40, 43, 58, 68), za po­
mocą rozpuszczalników organicznych, głównie acetonu (24, 58, 68) oraz 
selektyw ną denaturację zanieczyszczeń przez ogrzewanie do odpowiedniej 
tem pera tu ry  (24, 43, 58). W 1948 roku B a 11 s i wsp. (7) za pomocą wielo­
krotnego w ysolenia siarczanem  amonu oczyścili P-amylazę z topinam buru. 
M etodę Ballsa i wsp. zmodyfikowano następnie (11, 58) osiągając około 
30-krotne oczyszczenie enzymu.

H a l v o r s o n  i E l l i a s  (25) za pomocą w stępnej denaturacji 
cieplnej w 70°C oczyścili a-am ylazę z soi, słodu i jęczm ienia od P-amy- 
lazy. G r e e n w o o d  i wsp. (23) stosując ekstrakcję chlorkiem  w apnia 
i n-oktanolem , strącanie acetonem  oraz adsorbcję na glikogenie, oczyścili 
700-krotnie a-am ylazę z nasion bobu. Obecnie coraz częściej do wstępnego 
oczyszczania i rozdziału am ylaz stosuje się sączenie na różnego rodzaju 
żelach dekstranow ych typu  Sephadex  (8, 20, 43, 91), a także chrom ato­
grafię kolum now ą na m odyfikowanych w ym ieniaczach celulozowych. 
Szczególnie p rzydatną okazała się dwuetyloam inoetyloceluloza (D E A E - 
celuloza) (20, 64, 78, 81, 91) i karboksym etyloceluloza (CM-celuloza) (20).

S tosując chrom atografię kolum now ą na DE .AE-celulozie T o d a 
i A k a b o r i  (81) oczyścili do stanu jednorodności krystaliczną a -am y­
lazę z p repara tu  handlowego, a T k a c h u k  i T i p p l e s  (78) rozdzielili
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P-amylazę z mąki pszenicy na trzy  składniki A, B i E. Stosując słaby 
anionit, duolit A-2, wydzielono z oczyszczonego preparatu  handlowego 
(„T aka-diastazy”) dwie frakcje m altazy — m altazę I i m altazę II (56). 
K r z y ż a n o w s k i  (44) stosując DEAE-Sephadex  A-50 w jednym  
z etapów końcowych oczyszczania a-am ylazy z m ięśni szkieletowych 
królika uzyskał 1340-krotne oczyszczenie enzymu.

V. Zastosowanie

Jednym  z podstaw owych czynników w pływ ających na tak szybki 
rozwój badań nad właściwościami i oczyszczaniem enzymów am yloli- 
tycznych jest ich coraz bardziej powszechne zastosowanie w szeregu 
gałęzi przem ysłu spożywczego. Dlatego w zakończeniu tego artyku łu  na ­
leży wspomnieć o najw ażniejszych procesach technologicznych, w których 
są one użytkowane.

Ogólnie biorąc zastępowanie procesów chemicznych enzym atycznym i 
w ynika z następujących właściwości tych ostatnich:
1. enzym y dzięki specyficzności katalizu ją ściśle określone reakcje,
2. działają w łagodnych w arunkach, co zwiększa wydajność gotowego 

produktu  i zachowania w nim  ważnych składników  odżywczych
3. procesy mogą być łatwo przerw ane w odpowiednim  momencie, a ich 

szybkość może być regulow ana
4. produkcja przem ysłow a preparatów  enzym atycznych jest tania, gdyż 

opiera się na prostych surowcach odpadkowych
5. dodatek tych preparatów  nie jest szkodliwy i nie powoduje obniżenia 

sm aku produktów .
Podstaw ow ym i źródłam i enzymów am ylolitycznych są hodowle pleśni 

rodzajów  Aspergillus oraz n iektórych bakterii, na przykład Bacillus 
subtilis.

Największe znaczenie posiadają enzym y am ylolityczne w przem yśle 
ferm entacyjnym , piekarskim  i skrobiowym . W procesach ferm entacy j­
nych (gorzelnictwo, piekarstwo) enzym y te stosuje się w celu zastąpienia 
kosztownego słodu tańszym i surowcam i zbożowymi oraz popraw ienia 
w ydajności i ekonomiki procesu ferm entacji alkoholowej (5, 9, 49, 66, 
67, 69, 87). W przem yśle piekarskim  stosuje się zależnie od w ym agań pro­
dukowanego pieczywa prepara ty  o różnym  składzie enzym atycznym  (sto­
sunek a- do (3-amylazy) oraz o różnej odporności na tem peraturę  (term o- 
stabilne enzym y bak tery jne  lub labilne pleśniowe). Ma to na celu regulo­
w anie szybkości procesu ferm entacji ciasta i uzyskanie w ten sposób 
właściwej s tru k tu ry  pieczywa (67, 70). W reszcie w przem yśle skrobiowym  
(syropiarstw o, otrzym yw anie glukozy) proces enzym atyczny zastępuje 
m niej korzystną hydrolizę kwasową, a ponadto dobór odpowiedniego 
składu enzymatycznego preparatów  am ylolitycznych pozwala uzyskiwać
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bogatszy asortym ent syropów i większe wydajności glukozy przy zastoso­
w aniu glukoam ylazy (42, 58, 67, 68).

Te i szereg innych zastosowań doprowadziły do produkcji enzymów 
am ylolitycznych w ilościach tysięcy ton rocznie, przy czym na ogół o trzy ­
m uje się p repara ty  o stosunkowo niskiej czystości.
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A L IC JA  K. D RABIK O W SK A *

Biologiczne funkcje chinonów 

Biological Function of Quinones

D istribution of quinones and the concept of their function in som e organism s
are presented.

Chinony należą do dwuketonów, pochodnych cykloheksadienu-1,4 
(wzór I). Funkcyjne grupy karbonylow e mogą znajdować się w  tym  
sam ym  lub, w przypadku pierścieni skondensowanych, w dwóch różnych 
pierścieniach. Chinony łatwo ulegają redukcji do hydrochinonów. P rzy ­
puszczalny m echanizm  tej reakcji przedstaw ia schem at 1. W rów no- 
cząsteczkowej m ieszaninie chinonu i hydrochinonu powstaje chinhydron 
(wzór II).

Chinony są składnikam i zarówno organizm ów zwierzęcych jak  
i roślinnych. Do tej pory w przyrodzie zidentyfikowano około 200 róż­
nych chinonów, wśród których można w yróżnić trzy  zasadnicze grupy: 
1) benzochinony, 2) naftochinony, 3) chinony będące pośrednikam i 
w przem ianach tyrozyny i tryp tofanu . Chinony dwóch pierwszych grup 
biorą udział w procesach u tleniania i m agazynowania energii. Biologiczną

O

0o
Schemat 1. Przypuszczalny m echanizm  redukcji chinonów

* Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyk i, P olska A kadem ia Nauk, W arszawa  
W ykaz stosow anych skrótów: PQ — plastochinon, MK — m enachinon (w ita ­

m ina K2)
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aktyw ność tych związków w arunkują  zarówno rodzaj i podstaw niki 
pierścienia arom atycznego, jak i łańcuch boczny. N ajlepiej w yjaśniona 
jest rola ubichinonów, plastochinonów i w itam in K i im przede wszystkim  
poświęcony jest niniejszy artykuł.

I. Benzochinony

1. Ubichinony

Ubichinony (Koenzym Q, wzór III) są najbardziej rozpowszechnio­
nym i w przyrodzie chinonami. Do niedaw na uważano, że natu ralne ubi­
chinony zaw ierają 10, 9, 8, 7, 6 i 5 jednostek izoprenowych. Ostatnio (34) 
wyodrębniono także homologi ubichinonu w ystępujące jednak w ilościach 
około 500— 1000 razy m niejszych, zaw ierające jedną, dwie, trzy  i cztery 
jednostki izoprenowe. Obecność ubichinonów z bocznym łańcuchem
o różnej długości świadczy o niskiej specyficzności enzymów alkilujących. 
U bichinony w ystępują głównie w s truk tu rach  podkomórkowych. U zwie­
rząt zaw ierają je  m itochondria (43) i m ikrosom y (79), w których łańcuch 
oddechowy jest prawdopodobnie związany z lipoproteidową frakcją 
m em branow ą (37) oraz jądra  kom órek w ątroby (54); znaleziono je także 
w supernatancie po odwirowaniu mikrosomów, zaw ierającym  nie­
w rażliw ą na antym ycynę reduktazę zred. NAD: cytochrom  c (24); s ta ­
nowią również składnik rozpuszczalnej oksydazy aldehydow ej (77). 
D i p l o c k  i H a s l e w o o d  (32) oznaczyli u różnych gatunków  k rę ­
gowców zawartość ubichinonów i sugerują, że ich ilość w tkankach 
zwiększa się wraz z rozwojem  ew olucyjnym  zwierząt.

V
VI

U roślin ubichinony w ystępują we frakcji lżejszych cząstek, które 
mogą odpowiadać m itochondriom  lub mikrosomom, a szczególnie duże 
ilości znajdują  się w ścianach komórkowych.

U bakterii ubichinony znajdu ją  się w różnych cząstkach tran spo rtu ­
jących elektrony (9), a także w chrom atoforach tych spośród fotosyntety-
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żujących bakterii, które zaw ierają całkow ity aparat do zam iany energii 
św ietlnej w chemiczną (101). U pewnych bakterii zam iast ubichinonów 
w ystępuje m enachinon (witam ina K 2) (55). Ze względu na zawartość tych 
chinonów bakterie można podzielić na cztery grupy: 1) zaw ierające tylko 
ubichinon, 2) tylko m enachinon, 3) zarówno ubichinon jak  i m enachinon, 
4) nie zaw ierające żadnego chinonu. W tej klasyfikacji nie mieszczą się 
bakterie fotosyntetyzujące.

W ystępowanie ubichinonów głównie w m itochondriach i to w stosun­
kowo dużych ilościach wskazywało na ich udział w transporcie elektro­
nów (patrz artyku ły  przeglądowe (92, 93)). Potw ierdzeniem  tej hipotezy 
jest cykliczna oksydoredukcja ubichinonu w p reparatach  m itochondrial- 
nych w czasie utleniania substratów  cyklu kwasów trójkarboksylow ych 
(26, 50). R e d f e a r n  i P u m p h r e y  (83) wykazali, że szybkość 
redukcji ubichinonu m itochondrialnego w obecności bursztynianu i zred. 
NAD jest znacznie m niejsza niż szybkość utleniania tych substratów  
przez odpowiednie oksydazy. Zdaniem  tych autorów  ubichinon stanowi 
boczne ogniwo łańcucha oddechowego, biorące udział w utlenianiu  sub­
stratów  m itochondrialnych. Badając kinetykę utleniania i redukcji ubi­
chinonu m itochondrialnego in situ  w preparatach  fosforylujących i nie- 
fosforylujących C h a n c e (18) doszedł do wniosku, że przenoszenie 
elektronów w łańcuchu oddechowym może zachodzić w dwojaki sposób. 
W m itochondriach fosforylujących transport elektronów  przebiega głów­
nie przez cytochrom  b, a w nieznacznej ty lko mierze przez ubichinon. 
Natom iast w m itochondriach niefosforylujących ubichinon, zajm ujący 
pozycję pomiędzy flaw iną a m iejscem  w rażliw ym  na antym ycynę A, jest 
przenośnikiem  praw ie całej ilości elektronów  z substratów  na układ cyto- 
chrom owy. Tylko niew ielka ilość elektronów  jest przenoszona przez 
cytochrom  b, k tóry  przejm uje je praw dopodobnie wprost z flaw iny, po­
dobnie jak  cytochrom  b2 (19).

Odm ienny pogląd na rolę ubichinonu reprezentu je  G r e e n (42), 
według którego zm iany oksydoredukcyjne ubichinonu są tego samego 
rzędu co zm iany oksydoredukcyjne innych składników  łańcucha odde­
chowego. Na tej podstawie uważa, że ubichinon jest jednym  z głównych 
ogniw łańcucha oddechowego. Także wyniki badań S z a r k o w s k i e j  
i K l i n g ę  n b e r g a  (95) w skazują, że ubichinon znajduje się na głów­
nej drodze utleniania fizjologicznych substratów . W ydaje się, że sprzecz­
ność danych o jego roli jest wynikiem  przede w szystkim  stosowania róż­
nych metod oznaczania stanu oksydoredukcyjnego ubichinonu i używania 
do badań różnego m ateriału . P raw dziw ą początkową szybkość redukcji 
ubichinonu trudno oznaczyć, gdyż przeciętnie jego ilość jest około 10 razy 
większa niż cytochromów a lub b. Zatem  gdy zaledwie 10% ubichinonu 
ulegnie redukcji przez substrat, cytochrom y są już całkowicie zreduko­
wane. W edług K r o g e r a  i K l i n g e n b e r g a  (59) oksydoredukcyjne 
zm iany ubichinonu odpow iadają zmianom innych kom ponent łańcucha

5* http://rcin.org.pl



68 A. K . D R A B IK O W SK A [4]

oddechowego, zaś stopień redukcji ubichinonu przem aw ia za umieszcze­
niem  go pomiędzy flaw iną a cytochrom em  b. Szybkość zmian oksydo- 
redukcyjnych ubichinonu w różnych stanach funkcjonalnych m ito- 
chondriów, jest taka sam a jak NAD i cytochrom u b. Jedynie przy 
przejściu do stanu aktyw nego stan  oksydoredukcyjny cytochrom u 
b ustala się nieco wcześniej niż ubichinonu i NAD, co można tłum aczyć 
ich stosunkowo dużym  stężeniem  m olarnym . Ubichinon jako grupa pro- 
stetyczna nie jest, podobnie jak NAD, mocno zw iązany z białkiem. Jego 
nadm ierna w stosunku do innych kom ponent łańcucha oddechowego ilość 
służy być może jako „zbiornik” dla protonów dostarczanych przez różne 
enzym y flawinowe. Znajdując się w w arstw ie lipidowej błony może s ta ­
nowić „ruchom y” pomost pomiędzy silnie związanym i ze s tru k tu rą  m ito- 
chondriów enzym am i flawinowym i a układem  cytochromowym.

Rolę ubichinonu w transporcie elektronów próbowano w yjaśnić ba­
dając aktyw ność m itochondriów i p reparatów  subm itochondrialnych po­
zbawionych ubichinonu za pomocą ekstrakcji izooktanem  (19, 26) lub 
acetonem  (62, 63). M itochondria takie tracą zdolność przenoszenia elek­
tronów  z bursztynianu na tlen. Próby przyw rócenia tej aktyw ności przez 
dodanie ubichinonu dały jednak również w yniki niejednoznaczne.

L e s t e r  i F l e i s c h e r  (63) stw ierdzili, że ekstrahow ane m ito­
chondria odzyskują aktyw ność po dodaniu ubichinonu lub jego homo- 
logów. Interesujące było, że aktyw ność oksydazy bursztynianow ej 
zwiększał jednoczesny dodatek cytochrom u c mimo, że m itochondria 
przed i po ekstrakcji zaw ierały tę samą ilość cytochrom u c. W edług 
R e d f e a r n a  i B u r g o s a  (80) już dodanie samego cytochrom u 
c przyw raca 40'°/o aktywności, którą w ykazują m itochondria w obecności 
cytochrom u c i  ubichinonu. Transport elektronów  w takich m itochon- 
driach jest ham ow any przez antym ycynę A. W m itochondriach pozba­
wionych ubichinonu dodanie bursztynianu powoduje znaczną redukcję 
cytochrom u cx i b, natom iast m ałą — cytochrom u a i a3. A utorzy ci 
przypuszczają więc, że ubichinon leży na bocznym torze transportu  elek­
tronów, a utlenianie bursztynianu  w obecności cytochrom u c przebiega 
na drodze niezależnej od ubichinonu, która może także funkcjonować 
w norm alnych w arunkach fizjologicznych.

Natom iast według G o l d b e r g e r a  i G r e e n a  (48) dodanie sa­
mego cytochrom u c nie przyw raca aktyw ności preparatom  ekstrahow a­
nym  a dodanie bursztynianu  nie powoduje redukcji cytochrom u b. W ska­
zywałoby to, że ubichinon jest funkcjonalnym  składnikiem  łańcucha 
oddechowego, znajdującym  się na głównej drodze transportu  elektronów. 
W krytycznej ocenie tych wyników należy wziąć pod uwagę możliwość 
zmian konform acyjnych, rozpadu lub przemieszczenia kom ponent łań­
cucha oddechowego podczas ekstrakcji. Być może, w skutek zmian tego 
rodzaju mogą powstawać nowe, niefizjologiczne drogi transportu  elek­
tronów. Zastanaw iające jest jednak, że pozbawione ubichinonu układy
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w ykazują dużą specyficzność w stosunku do katalitycznych ilości ubichi- 
nonu (Qio) oraz tę samą wrażliwość na inhibitory  łańcucha co p repara ty  
wyjściowe.

Rola ubichinonu w utlenianiu  zred. NAD długi czas była niejasna 
(26, 106), gdyż dodanie ubichinonu (Qi0) do m itochondriów ekstrahow a­
nych izooktanem  lub acetonem  nie przyw racało aktyw ności oksydazy 
zred. NAD. W roku 1966 S z a r k o w s k a  (94) zastosowała do ekstrakcji 
zliofilizowamych m itochondriów n-pentan, k tóry  usuw a całkowicie ubi- 
chinon, a nie inaktyw uje enzymu. Takie m itochondria u tlen iają zred. 
NAD i bursztynian  dopiero po dodaniu ubichinonu (Qi0). Szybkość u tle­
niania substratów  przez odtw orzony układ enzym atyczny zwiększa się 
po dodaniu w yekstrahow anych fosfolipidów m itochondrialnych, które 
stw arzają  prawdopodobnie odpowiednie środowisko dla działania nieroz­
puszczalnego w wodzie, egzogennego ubichinonu (Q10) z aktyw nym i cen­
tram i enzymu. Świadczyłoby o tym  odtworzenie aktyw ności oksydazy 
zred. NAD przez rozpuszczalne homologi o krótszym  łańcuchu izopre- 
nowym  w nieobecności fosfolipidów.

Możliwość specyficznego odtw arzania aktyw ności oksydazy burszty- 
nianowej i zred. NAD przez dodanie ubichinonu a także k inetyka reakcji 
ubichinonu w m itochondriach (59) w skazują jednoznacznie na kluczową 
rolę tego składnika w łańcuchu przenoszącym  elek trony  z substra tu  na 
tlen, zaś rozbieżność w yników  uzyskiw anych przez różne pracownie może 
okazać się tylko pozorna w świetle dalszych badań.

2. Plastichinony

U roślin we frakcji lipidowej chloroplastów w ystępują cztery  tak  
zwane plastochinony: PQ-A, PQ-B, PQ-C i PQ-D o tych sam ych m aksi­
mach absorpcji przy 255 i 263 nm, a chrom atograficznie różne (52). Ba­
dania w spektrografie masowym (30, 31) oraz pom iary w  podczerwieni
(22) w yjaśniły  szczegóły ich budowy. K ażdy z nich zawiera pierścień 
benzenowy i łańcuch zbudowany z dziewięciu jednostek izoprenowych. 
Różnice w  budowie dotyczą jedynie podstaw ników w tym  łańcuchu. 
W plastochinonie A, odkry tym  w 1946 roku (58) i zidentyfikow anym  
jako 2,3-dwum etylo-5-solanezylo-benzochinon (100), (wzór IV) w szystkie 
izoprenowe jednostki są nienasycone. Początkowo przypuszczano, że 
PQ-B ma o dwa atom y wodoru m niej w drugiej jednostce izoprenowej 
niż PQ-A, jednak okazało się (31, 47), że jest on pochodną plastochinonu 
C zestryfikow aną kwasem  o 16 atom ach węgla, zaw ierającym  jedno n ie­
nasycone wiązanie. Za pomocą chrom atografii cienkow arstw owej oraz 
kolumnowej udało się rozdzielić PQ-B na sześć homologów, w ykazu ją­
cych to samo widmo w ultrafiolecie: PQ-B!, PQ -B 2, PQ -B3, PQ -B4, PQ -B5, 
PQ -B6 (47). Praw dopodobnie są to izom ery PQ-B różniące się tylko po­
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zycją grupy estrowej w izoprenowym  łańcuchu bocznym. Plastochinon C 
zawiera grupę hydroksylow ą w łańcuchu bocznym, a plastochinon D jest 
prawdopodobnie jego izomerem. Rozdzielono je na sześć składników  (47), 
które różnią się prawdopodobnie położeniem grupy hydroksylow ej 
w łańcuchu izoprenowym.

Plastochinony A i B w ystępują u roślin wyższych w dużych ilościach, 
natom iast plastochinony C i D tylko w nieznacznych. Glony nie zaw ierają 
plastochinonu A (35). Przed kilku laty  wyizolowano z Mści drzewa kau­
czukowego także plastochrom anol (105), pow stający prawdopodobnie 
z plastochinonu. Jego funkcja nie jest dotąd poznana. Plastochinony sku­
pione są głównie w lam elach chloroplastów zaw ierających dużą ilość 
lipidów, którym  dotychczas nie udało się przypisać określonej funkcji m e­
tabolicznej (2a, 46). P raw ie 90°/o tych chinonów w ystępuje w oczyszczonej 
frakcji lamel (4). Duże stężenie plastochinonów w chloroplastach roślin 
wyższych i glonów nasuw ało m yśl o ich ważnej funkcji w procesie 
fotosyntezy. W yniki różnych doświadczeń wykazały, że pełnią one rolę 
składnika oksydoredukcyjnego w transporcie elektronów  związanym  
z przem ianą energii św ietlnej w energię chemiczną, a ponadto określiły 
ich miejsce w kom pleksie enzym atycznym  transportu jącym  elektrony. 
W roku 1957 L y n c h  i F r e n c h  (65) stw ierdzili, że chloroplasty 
ekstrahow ane rozpuszczalnikam i tłuszczowymi tracą zdolność utleniania 
i odzyskują ją  po dodaniu frakcji w yekstrahow anych lipidów, a ściślej 
zawartego w niej plastochinonu (6, 7, 60).

W edług R e d f e a r n a  i F r i e n d a  (82) fotoredukcja sztucznych 
akceptorów przez chloroplasty zanika całkowicie już po w yekstrahow aniu 
40°/o plastochinonu, a dodanie egzogennego plastochinonu przyw raca za­
ledwie w niew ielkim  stopniu pierw otną aktyw ność. T r e b s t i wsp. 
(97, 98) wykazali, że usunięcie rozpuszczalnikam i tłuszczowymi 70°/o 
plastochinonu powoduje zanik fotoredukcji żelazicyjanku, natom iast nie 
zmienia redukcji NADP, k tóra ustaje  dopiero w w yniku dalszej eks­
trakcji. Sugerują oni istnienie dwóch m iejsc działania chinonów 
(schemat 2). Jedno z nich znajdow ałoby się w m iejscu łańcucha, z któ­
rego elektrony przenoszone są na żelazicyjanek, drugie natom iast w tej 
części łańcucha, która uczestniczy w redukcji NADP. Hipotezę tę  po­
tw ierdza zachowanie się w yekstrahow anych chloroplastów  wobec egzo­
gennych chinonów: redukcja  NADP zachodzi wyłącznie po dodaniu 
plastochinonu, natom iast redukcja  żelazicyjanku zarówno po dodaniu 
plastochinonu A jak i innych niespecyficznych chinonów.

NADP ——  Fd ——  (!) @ H2Q

Schemat 2. L okalizacja chinonów  w  fotosyntetycznym  transporcie elektronów
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H e n n i n g e r  i C r a n e  (53) ustalili, że zdolność ekstrahow anych 
heptanem  chloroplastów do redukcji indofenolu zaledwie w nieznacznym  
stopniu przyw raca sam plastochinon A lub C. Znacznie większą redukcję 
powoduje jednoczesne dodanie obu tych  chinonów. A utorzy uważają, że 
zm niejszenie szybkości fotoredukcji indofenolu i NADP w obecności uk ła­
du redukującego: askorbinian +  indofenol jest wynikiem  w yekstrahow a­
nia całej ilości PQ-C. Fotoredukcję indofenolu przyw racają już nieznaczne 
ilości PQ -A oraz PQ-C, przy czym ilość PQ-C potrzebna do uzyskania 
m aksym alnej fotoredukcji jest dziesięć razy m niejsza m ż PQ-A. PQ-B 
może zastąpić PQ-C. Inne chinony w ystępujące w chloroplastach jak  
PQ-D, a-tokoferolochinon i w itam ina K x nie przyw racają chloroplastom  
aktyw ności utraconej przez ekstrakcję. W yniki te w skazują, że obydwa 
plastochinony wchodzą w skład głównego łańcucha fotosyntetycznego 
transportu  elektronów. W edług autorów  plastochinon C zlokalizowany 
jest za plastochinonen A w m iejscu, w k tórym  elektrony z indofenolu 
w prow adzane są do łańcucha (schemat 3). Do podobnego wniosku doszli 
A r n o n  i C r a n e  (1) stosując do ekstrakcji aceton zam iast heptanu.

askorbinian
ł

indofenol

NADP -*— ( D - -----P O. - C- * — P O . - A - — — H20  ,
l
T

żelazicyjanek

Schemat 3. Lokalizacja p lastochinonu A i C w  fotosyntetycznym  transporcie e lek ­
tronów

Dane różnych autorów  o stopniu uszkodzenia łańcucha oraz rekon­
strukcji układu transportującego elektrony w chloroplastach ekstraho­
w anych rozpuszczalnikam i usuw ającym i plastochinon są rozbieżne. Można 
było przypuszczać, że przyczyną tego jest stosowanie różnej procedury 
ekstrakcji. O statnio W o o d  i wsp. ( 1 0 9 )  wykazali, że plastochinony od­
tw arzają  tylko pewną część aktyw ności pierw otnej chloroplastów nigdy nie 
rów ną aktyw ności wyjściowej. W znacznie większym  stopniu aktyw ność 
pierw otną przyw racają natu ralne ekstrak ty  lipidowe, co świadczy, że 
pełna aktyw ność chloroplastów uw arunkow ana jest obecnością innych 
substancji poza plastochinonam i znajdujących się w ekstrakcie. To t łu ­
m aczyłoby w yniki R e d f e a r n a  i F r i e n d a  (82), którzy przez do­
danie plastochinonów  otrzym yw ali tylko 40'°/o  aktyw ności pierw otnej. 
Prawdopodobnie ekstrahow anie chloroplastów usuwa lub rozkłada inne 
jeszcze czynniki. W lipidowej frakcji chloroplastów znaleziono zreduko­
waną form ę plastochinonu, nie jest to jednak jedyny obecny w  ekstrakcie 
czynnik. Stwierdzono poza tym , że zredukow any plastochinon przyw ra­
ca w  znacznie, w iększym  stopniu fotoredukcję niż form a utlenio­
na. M ożnaby to tłum aczyć większą zdolnością przenikania form y
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zredukow anej do właściwego m iejsca w łańcuchu, gdyż ma ona bardziej 
hydrofilow y charakter niż form a utleniona chinonu.

W badaniach nad funkcją  plastochinonu w fotosyntetycznym  tra n ­
sporcie elektronów  oprócz m etody ekstrakcji i rekonstrukcji przez doda­
nie egzogennego plastochinonu stosowano jeszcze dwie inne metody. 
Jedna z nich polegała na bezpośrednim  pom iarze spektrofotom etrycznym  
szybko zachodzących zmian oksydoredukcyjnych plastochinonu w całych 
struk tu rach  kom órkowych, lub naw et całych komórkach, druga zaś — 
na pomiarze stanu oksydoredukcyjnego plastochinonu w yekstrahow anego 
z chloroplastów znajdujących się w  różnych stanach m etabolicznych.

Plastochinon w chloroplastach ulega redukcji pod wpływem  św iatła 
a utlenieniu  w ciemności (25, 81). R u m b ę  r g  i wsp. (84, 85) oraz W i t t  
i wsp. (108) zastosowali m etodę analizy błyskowej do badania zmian 
w idm a poszczególnych składników  łańcucha transportu  elektronów 
w całych kom órkach Chlorella lub izolowanych chloroplastach szpinaku. 
Zm iany absorpcji plastochinonu rejestrow ano przy 254 nm  w obecności 
św iatła o długości fali krótszej niż 700 nm. Pod wpływem  tego św iatła 
następują  zm iany oksydoredukcyjne plastochinonu co w skazuje na jego 
lokalizację w Il-im  system ie przenoszącym  elektrony (schemat 4).

ATP ADP+P | q 2
1 1 IpQ V

N A D P F d  —— Z —— Chi - d j — C y t - H - C y t - b +^ P Q ^ - C h l  - a n ^ Y - — H zO
I_____________________ I I______________________________________ I

system U A system I < 4

hji Chl-b hjD
A< 730 nm A<700nm

Schemat 4. F otosyntetyczny transport elektronów  w g  (105)
F d  — fe rre d o k sy n a , Z  — ch e m iczn ie  n ie z id e n ty f ik o w a n y  p rze n o śn ik  e lektro n ó w , P Q  — p la sto ch i­

non, Y  — ch e m iczn ie  n ie z id e n ty f ik o w a n y  p rze n o śn ik  e le k tro n ó w

Zm ianom  absorpcji plastochinonu towarzyszy zawsze równoczesna 
zm iana absorpcji przy 513 nm, k tó rą  przypisuje się chlorofilowi b. Obydwa 
związki zachow ują się identycznie w różnych stanach m etabolicznych 
i w ykazują taki sam  potencjał oksydoredukcyjny, około 0 V (107). Re­
akcji oksydoredukcyjnych tych związków nie udało się rozdzielić w czasie. 
Ekstrakcja  plastochinonu powoduje zanik widm a chlorofilu b, które po­
jaw ia się znów po dodaniu egzogennego plastochinonu (104). Ponieważ 
usunięcie chlorofilu b nie powoduje żadnych zmian w transporcie elek­
tronów  ani w  zachowaniu się plastochinonu w ydaje się, że chlorofil b leży 
na bocznym torze. W obecności żelazicyjanku lub żelazicyjanku i indo- 
fenolu zredukow any plastochinon w  chloroplastach jest u tlen iany  po­
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nownie, prawdopodobnie przez chlorofil b lub powoli przez tlen. Po do­
daniu chlorofenylodwum etylom ocznika, k tóry  ham uje dopływ elektro­
nów z wody i w obecności układu redukującego: indofenol +  askor- 
binian, dostarczającego elektronów  do łańcucha tuż przed pierwszą 
reakcją św ietlną, można zaobserwować w yraźną redukcję chlorofilu 
b i plastochinonu. W skazywałoby to na odw rotny transport elektronów 
w tym  układzie.

Udział plastochinonu w fotosyntetycznym  procesie transportu  elek­
tronów  wiąże się z zagadnieniem  fosforylacji, k tóra według przyjętego 
poglądu zachodzi pomiędzy cytochrom em  b a cytochrom em  f . K r o g -  
m a n  i O l i v e r o  (60) wykazali, że po w yekstrahow aniu plastochinonu 
reakcja fosforylacji cyklicznej nie zachodzi, ale może być odtworzona 
przez dodanie plastochinonu A lub jego homo logów o łańcuchu izopre- 
nowym  składającym  się z nie m niej niż czterech jednostek izoprenowych. 
Także T r e b s t  i P i s t o r i u s  (99) stw ierdzili zanikanie fosforylacji 
cyklicznej wraz z rozkładem  plastochinonu w yw ołanym  naświetlaniem .

N adm iar plastochinonu w chloroplastach w stosunku do innych skład­
ników łańcucha tłum aczy chemiosmotyczna teoria fosforylacji M i t ­
c h e l l a  (74). W edług niej przenośnikam i protonów mogą być chinony
0 lipofilowych własnościach, a elektronów — układ cytochromowy. T ran ­
sport elektronów  zachodzi poprzez błonę na nieznany dotychczas akceptor. 
W w yniku tego transportu  następuje akum ulacja jonów wodorowych na 
w ew nętrznej powierzchni błony, a jonów hydroksylow ych <na zew nętrz­
nej. ATP pow staje z ADP i fosforanu nieorganicznego przez odszczepienie 
wody, której jony wodorowe i hydroksylow e zobojętniają odpowiednie 
ładunki błony. W procesie tym  plastochinon stanow i pulę rezerwową pro­
tonów, a jego duży nadm iar w porów naniu z innym i składnikam i łań ­
cucha w yw ołuje wysoki potencjał błony.

3. Inne benzochinony i ich rola

W roku 1957 B a r b i e r  i L e d e r e r  (3) w yodrębnili p-benzochinon 
ze stonogi. F i e s e r  i A r d o a  (38) znaleźli jego pochodne w wydzie­
linie pajęczaków (Gonyleptine): dom inującym  składnikiem  jest 2,3-dwu- 
m etylobenzochinon, w m niejszych ilościach w ystępują 2,5-dwum etylo-
1 2,3,5-trójm etylobenzochinon. W ydzielina ta  działa bakteriostatycznie 
na gram dodatnie i gram ujem ne bakterie oraz na pierw otniaki. Chinony 
w ykazujące in vitro  bakteriostatyczne własności wyodrębniono także 
z kiełków pszenicy poddanych ferm entacji (23). Zidentyfikow ano je jako 
m etoksy-p-benzochinon oraz 2,6-dwum etoksy-p-benzochinon.

Z kiełków pszenicy J  o n g i wsp. (56) w yodrębnili m onoglukozyd 
2-m etoksyhydrochinonu i 2,6-dw um etoksyhydrochinonu. Po hydrolizie 
te hydrochinony w obecności tlenu łatw o u tlen iają  się do odpowiednich 
benzochinonów. Podobnie jak  i innym  glukozy dom, autorzy przypisują 
im rolę czynnika odtruw ającego. Zw iązany z glukozą m etoksybenzo-
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chinon jest fizjologicznie nieczynny. Pod w pływ em  odpowiednich enzy­
mów glukozydy te mogą ulegać hydrolizie a ich produkty  działać jako 
regulatory  procesów m etabolicznych. Prawdopodobnie w określonym  
etapie rozwoju rośliny dom inuje jede<n z procesów: hydroliza glukozydu 
lub jego tworzenie.

W wielu tkankach roślin w ystępuje tokoferol (witam ina E) (wzór V) 
i jego form a utleniona, a-tokoferolochinon. W chloroplastach w ystępuje 
a-tokoferolochinon w znacznych, zaś P- i 7- tylko w śladowych ilościach 
(16). Obecność tokoferolu stw ierdzono także w tkankach zwierzęcych. 
Nad udziałem  tokoferolu w utlenianiu  tkankow ym  i jego przem ianą do 
tokoferolochinonu szeroko dyskutow ało wielu badaczy. Początkowo 
sądzono, że pełni on rolę w procesach utleniania tkankowego, funkcjo­
nując w odw racalnym  system ie utleniającym , w k tórym  zachodziłoby 
kolejno utlenianie do chinonu i cyklizacja do chromainolu. Badania 
S l a t e r a  (91) oraz G r e e n a (45) w skazują jednak, że w itam ina E nie 
jest przenośnikiem  elektronów , choć nie w ykluczają jej udziału w oksy­
dacyjnej fosforylacji. Przypuszcza się, że tokoferolochinon może pełnić 
rolę czynnika C w proponowanych schem atach oksydacyjnej fosfory­
lacji (schemat 5), ponieważ znaczna część tkankowego tokoferolu i toko­
ferolochinonu znajduje się w m itochondriach.

A H 2 +  B + C ------- A ~ C  +  BH2

A ~ C  +PL +ADP----- A + C  + ATP
Schemat 5. M echanizm  oksydacyjnej fosforylacji

W itam inie E przypisuje się także rolę antyutleniacza (44, 17), po­
nieważ dodanie tokoferolu do hom ogenatów w ątroby  zw ierząt hodowa­
nych na diecie bez w itam iny E zmniejsza znacznie w ytw arzanie alde­
hydu malonowego. Potw ierdzeniem  tej hipotezy jest ham ow anie przez 
tokoferol lipidowej peroksydacji (96).

Ponadto sądzono, że w itam ina E, podobnie jak  w itam ina A, pełni rolę 
czynnika kontrolującego poziom ubichinonu w tkankach, na co nie 
uzyskano jednak bezspornych dowodów. Również w pływ  tokoferolu na 
poziom ubichinonu w m itochondriach nie jest dotychczas jednoznacznie 
określony. U zw ierząt tokoferol przekształca się ostatecznie w 2,5,6-trój- 
m etylo-3-farnezylo-farnezylo-geranylo-geranylo-I,4-benzochinon (wzór 
VI), k tóry  według M a r t i u s a  i F i i r e r a  (72) jest aktyw ną formą 
w itam iny E.

II. Naftochinony
1. Występowanie naftochinonów

Różnorodność chinonów naftalenow ych w przyrodzie jest rów nie duża 
jak  i chinonów benzenowych, dlatego też omówione będą tylko niektóre 
z ndch.
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Najlepiej poznanym i chinonam i naftalenow ym i i najw ażniejszym i ze 
względu na funkcję biologiczną są chinony w ykazujące własności w ita ­
m iny K. Związkom tym  przypisuje się rolę w procesie krzepnięcia krw i, 
w reakcjach fotosyntezy i w transporcie elektronów  z substratów  fizjo­
logicznych na tlen. W ystępują one zarówno u zw ierząt jak i u roślin, 
pełniąc jednak odrębne funkcje.

Pierw szym  poznanym  chinonem  należącym  do tej rodziny związków 
jest w yodrębniona z alfalfa (29, 66) w itam ina (filochinon, wzór VIII), 
drugim  — w itam ina K 2 (m enachinon MK, wzór IX) otrzym ana z g n iją ­
cego mięsa ryb (73). Obecnie znam y wiele chinonów należących do tej 
g rupy związków. Dotychczas nie wiadomo, k tó ry  z tych związków jest 
najaktyw niejszą form ą w itam iny K. Filochinon w ystępuje głównie w zie­
lonych częściach roślin (28), obecność jego stw ierdzono jednak i w etio- 
lowanych roślinach. W edług E g g e r a (35) ilość jego jest 60 razy m n ie j­
sza niż plastochinonu. Małe stężenia filochinonu oraz liczne związki o po­
dobnych własnościach, ekstrahujące się razem  z nim  u trudn ia ją  jego 
identyfikację i ilościowe oznaczanie tak, że w artości podawane przez 
różnych autorów znacznie się różnią.

M enachinon w ystępuje głównie u bakterii. Przypisuje mu się rolę 
pośrednika w transporcie elektronów . Długość łańcucha waha się od 6 do
9 jednostek izoprenowych. Nie udało się dotąd w ykryć m enachinonu
o  10 jednostkach (8). M enachinony o 7 i 6 jednostkach w ystępują w gn iją ­
cym mięsie ryb, natom iast u bak terii znaleziono m enachinony o 7, 8 i 9 
jednostkach, przy czym najczęściej w ystępuje M K-8. P o l g l a s e  i wsp.
(76) donieśli, że E.coli hodowane w w arunkach tlenow ych zaw ierają 
głównie ubichinon a tylko niewiele m enachinonu, natom iast w w arunkach 
beztlenow ych — wyłącznie m enachinon w znacznym  stężeniu. W kom ór­
kach bak tery jnych  m enachinon podobnie jak  ubichinon w ystępuje w ścia­
nie kom órkowej i frakcji błon plazm atycznych (57, 78).

M enachinony różnią się głównie stopniem  nasycenia łańcucha bocz­

VII
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nego. U M.phlei znaleziono m enachinon, w k tórym  druga jednostka izo- 
prenow a nie ma podwójnego w iązania (2). Podobny chinon wyodrębniono 
z Corynebacterium diphteriae (88, 90). M enachinon jest jedynym  chino­
nem  w tych organizmach. Jest on związany z cząstkam i zaw ierającym i 
cytochrom y i pełni rolę przenośnika w transporcie elektronów  (10, 89).

Naftochinony mogą różnić się także podstaw nikam i w pierścieniu. 
U Streptococcus faecalis znaleziono zdem etylowane form y trzech homo- 
logów m enachinonu o 9, 8 i 7 jednostkach izoprenowych (5, 33). Zdem e­
tylow ane m enachinony w ystępują także u Haemophilus parainfluenze 
(64). Ich podstawowa s tru k tu ra  jest podobna do plastochinonu. Łańcuchy 
izoprenowe zaw ierają 7, 6 i 5 jednostek izoprenowych. Łańcucha o 5 jed­
nostkach izoprenowych w chinonie dom inującym  nigdzie indziej dotąd 
nie znaleziono.

Z Chlorobium thiosulfatophilum  wyodrębniono chlorobium chinon na­
zw any tak  przez odkrywców (39), którego charakterystyczną cechą jest 
niepełna wielokrotność jednostek izoprenowych w łańcuchu bocznym 
(wzór VII). Innego rodzaju izomerię w ykryto w szczepie Chromatium  D 
(40) i u glonów Anecystis  (51): w bocznym łańcuchu izoprenowym  znaj­
dują  się grupy hydroksylowe, które znacznie zw iększają polarność 
chinonu.

Obecność w itam iny K w tkankach zwierzęcych w ykazali M a r t i u s 
i E s s e r  (71, 70). Po podaniu w pokarm ie 2-m etylo-2,4-naftochinonu 
znakowanego 14C w grupie m etylowej radioaktyw ność odnajdow ano w po­
chodnej w itam iny K2, co w skazywałoby na obecność układu enzym atycz­
nego zdolnego do zam iany niespecyficznego dla danego organizmu 
chinonu w form ę specyficzną.

2. Rola witamin K

W 1929 roku D a m  (27) zaobserwował, że kurczęta hodowane na 
diecie beztłuszczowej m ają skłonność do krwotoków, co, jak  się okazało, 
było związane z brakiem  czynnika rozpuszczalnego w tłuszczach, nazw a­
nego w itam iną K. Przypuszczenie, że w itam ina K jest koenzymem  enzy­
mów katalizujących w ytw arzanie czynników białkowych biorących udział 
w procesie krzepnięcia krw i nie znalazło poparcia doświadczalnego.

W ystępowanie w itam iny K w organizm ach przynależących do różnych 
typów filogenetycznych i w różnych tkankach świadczyło o jej udziale 
w jakichś ogólnych procesach. Ze względu n a  łatwość utleniania się 
i redukcji przypisyw ano jej rolę koenzym u w transporcie elektronów 
i fosforylacji oksydacyjnej (69, 102, 103) o czym świadczyłoby w ystępo­
wanie w itam iny K głównie w m itochondriach. Małe stężenie w itam iny K 
uniem ożliwia jednak oznaczenie zmian oksydoredukcyjnych. Pośrednim  
dowodem jej udziału w procesach utleniania jest występow anie w w ątro ­
bie wołu reduktazy  w itam iny K, wyodrębnionej przez M a r k i
i M a r t i u s a  (67). Znajduje się ona głównie we frakcji cytoplazm a-
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tycznej. Jednak  około 10%  aktyw ności związanej jest z m itochondriam i 
(68). G rupą prostetyczną tego enzym u jest FAD, substra tam i — NAD
i NADP, a akceptoram i chinony. O udziale w itam iny K w procesach u tle ­
niania komórkowego świadczy także rozkojarzanie oksydacyjnej fosfory­
lacji przez dw ukum arol, czynnik działający antagonistycznie do w itam iny 
K. M a r t i u s  uważał, że dw ukum arol przeryw a tylko transport elek­
tronów  pomiędzy NAD i cytochrom em  c, jednak C o o p e r  i L e h n i n -  
g e r  (23) wykazali, że ham uje on także fosforylację związaną z u tlen ia ­
niem  zredukowanego cytochrom u c i że obie fosforylację są jednakowo 
wrażliw e na ten  czynnik, co wskazywałoby, że w itam ina K nie może 
być przenośnikiem  elektronów  a jedynie czynnikiem  wiążącym  procesy 
utleniania z fosforylacją.

Najlepiej poznano rolę w itam iny K u  M. phlei, k tóre zaw ierają tylko 
ten jeden składnik chinonowy, co upraszcza znacznie badania. N aturalny  
chinon tych bakterii, [(MK-9 (H)] różni się od w itam iny K2 tym , że jedna 
jednostka izoprenowa jest uwodorowana (75, 41). Z badań na układach 
izolowanych wynika, że utlenianie substratów  i oksydacyjna fosforylacja 
zachodzą wyłącznie w obecności obu frakcji: cząstek i rozpuszczalnej 
(8a), w tej ostatniej bowiem w ystępują enzym y katalizujące fosfory­
lację. Natom iast cząstki M. phlei zaw ierają szereg dehydrogenaz, 
związany NAD+, flaw oproteidy, MK-9(H) i cytochrom y b, c i a (87). 
Udział m enachinonu w reakcjach  u tleniania ustalono ina podstawie po­
m iarów zmian oksydoredukcyjnych endogennego chinonu oraz zmian ak­
tywności u tleniania substratów  przez p repara ty  naśw ietlane prom ieniam i
o długości fali 360 nm, co prowadzi do rozkładu w itam iny K bez n a ru ­
szenia badanych s truk tu r. Związany naftochinon ulega cyklicznym  zm ia­
nom oksydoredukcyjnym  podobnie jak  inne składniki łańcucha odde­
chowego. W w arunkach beztlenow ych znajduje się on w form ie zreduko­
wanej, natom iast w tlenow ych — w utlenionej, podobnie jak  cytochro­
my (14). Innym  dowodem jego udziału w procesach utleniania jest zanik 
zdolności u tleniania po w yekstrahow aniu naturalnego chinonu lub po 
jego degradacji przez naśw ietlanie (11, 12, 86). Po dodaniu w itam iny K, 
jej homologów lub naturalnego chinonu w yekstrahow anego z M.phlei 
procesy utleniania i oksydacyjnej fosforylacji mogą znów zachodzić jed­
nak tylko w przypadku substratów  dehydrogenaz współdziałających 
z NAD. Układ taki w ykazuje, podobnie do natyw nego, wrażliwość na inh i­
bitory  łańcucha oddechowego. Natom iast zdolności utleniania bursztynia- 
nu przez cząstki nie przyw raca dodanie w itam iny K, niezależnie od proce­
dury  stosowanej do usunięcia natyw nej form y chinonu (15). Odzyskanie 
zdolności utleniania bursztynianu  następuje dopiero po dodaniu do na­
św ietlanych cząstek nienaśw ietlanej frakcji supernatantow ej. Być może, 
rozkładowi ulega nie tylko w itam ina K, ale jeszcze inny czynnik niezbęd­
ny do utleniania bursztynianu. Częściowo oczyszczony czynnik w rażliw y 
na światło jest praw dopodobnie białkiem  (61).
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Wiele naftochinów  może odtwarzać transport elektronów , natom iast 
związaną z transportem  elektronów fosforylację przyw racają jedynie 
w itam ina K x i jej homologi posiadające grupę m etylową w pozycji 2 p ierś­
cienia oraz nienasycony łańcuch conajm niej pięciowęglowy w pozycji 3 
pierścienia. W odtworzonym  układzie tran spo rt elektronów  zachodzi na 
drodze om ijającej część składników głównego łańcucha oddechowego lub 
przez bezpośrednie przenoszenie na tlen (20, 21, 36). W organizm ach zwie­
rzęcych obecne są dwie form y chinonów: cis i trans (49). Przejście form y 
trans w form ę cis wym aga w arunków  oksydacyjnej fosforylacji. Zam iana 
odw rotna natom iast jest prawdopodobnie niezależna od tego procesu. 
Choć rola naftochinonów w fosforylacji nie jest w pełni udowodniona, 
wiele faktów  świadczy o ich udziale w tym  procesie: 1. cząstki z kom órek 
bak tery jnych  poddane naśw ietlaniu, w skutek czego w bardzo krótkim  
czasie przestają  fosforylować, choć nadal u tleniają, odzyskują zdolność 
do fosforylacji po dodaniu w itam iny K : (12), 2. pewne analogi w itam iny 
K są kom petycyjnym i inhibitoram i oksydatyw nej fosforylacji i działają 
jako czynniki rozkojarzające, 3. ATP pow staje w czasie utleniania fosfo­
ranu  zredukowanego m enadionu w obecności system u bakteryjnego (13). 
B r o d i e  i B a l l a n t i n e  (12) podają naw et m echanizm  fosforylacji, 
w której udział bierze ufosforylow ana form a naftochinonu (schem at 6). 
Jednak  dotychczasowe badania nie dostarczyły w ystarczających dowodów 
na poparcie tej hipotezy.

Schemat 6. M echanizm fosforylacji naftochinonów  wg (13)
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M A R IA  ERECIÑSKA*, TAD EU SZ CHOJNACKI**

Biosynteza i funkcje fosfolipidów bakteryjnych 

The Biosynthesis and Functions of Microbial Phospholipids

The pathw ays of the biosynthesis of phospholipids in bac teria  are review ed 
and com pared w ith  those in  higher anim als. The phospholipid com position in  b ac­
te ria l cells is discussed w ith  re la tion  to the  m etabolic function  of the cell and the

s tru c tu re  of cell m em brane.

Funkcjonow anie kom órki żywej w ym aga dużej specyficzności i zdol­
ności do adaptacji powierzchni ograniczających czyli tzw. błon. S tab il­
ność błon jest wynikiem  działania sił w iążących lipidy z lipidam i i lip idy 
z białkam i, a w jej u trzym aniu  biorą udział zarówno polarne jak  i h y ­
drofobowe obszary cząsteczek lipidu. Szczegółowa znajomość zestaw u 
chemicznego składników  lipidowych może zatem  dać stosunkowo jasny  
obraz m olekularnej a rch itek tu ry  danej błony. Lipidy błon nie są całko­
wicie nieczynnym i składnikam i s truk tu ra lnym i błon, ulegają one zarów ­
no procesowi aktyw nej w ym iany z otoczeniem, jak  i delikatnym  prze­
m ianom  m etabolicznym , co nadaje błonie dynam iczny charakter (49). 
Badania szkoły G r e e n  a (34, 52, 53, 91) zwróciły uwagę na znaczenie 
funkcji lipidów w reakcjach łańcucha oddechowego m itochondriów zw ie­
rzęcych, a ostatnio wiele danych w skazuje, że i lipidy bak tery jne  mogą 
odgrywać czynną rolę w przem ianach komórki. Bakterie są szczególnie 
dogodnym  obiektem  badań nad zależnością m iędzy własnościami błon 
a s tru k tu rą  chemiczną i funkcją  lipidów. L ipidy baktery jne, odznaczają­
ce się ogromną różnorodnością budowy zaw arte są głównie w błonach, 
natom iast w cytoplazm ie jest ich niewiele (39, 68, 69, 83, 96, 107, 118, 
136, 137, 138, 142, 146), przy czym skład lipidowy błony bakterii może 
się zmieniać pod wpływem  zm iany w arunków  otoczenia (110, 122). B ak­
terie gram dodatnie charak teryzu ją  się obecnością ściśle ograniczonej 
ściany, pod którą znajduje się cienka błona protoplazm atyczna. L ipidy 
stanow ią tylko około 2'% m asy tych  bakterii, przy czym charak teryzu ją

* Dr, In sty tu t Biochemii i Biofizyki, Polska A kadem ia Nauk, W arszawa
** Doc. dr, In sty tu t Biochem ii i Biofizyki Polska A kadem ia Nauk, W arszaw a 
Wykaz stosowanych skrótów : ACP — białkow y nośnik resz t acylowych
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się one obecnością kom pleksu lipopolisacharydowego, zawierającego am i­
nokw asy i am inocukry (111).

U gram ujem nych bak terii nie można w yróżnić ściśle odgraniczonych 
błon, a w arstw a otaczająca kom órkę (ang. cell envelope) zawiera w ięk­
szość składników zarówno ściany jak  i błony protoplazm atycznej bak­
te rii gram dodatnich (93). Błony bak terii gram ujem nych zaw ierają od 
20— 30% lipidów w przeliczeniu na suchą masę, ponadto białko i czasami 
węglowodany (39, 146). L ipidy często w ystępują  w postaci kompleksów 
lipoproteidowych i lipopolisacharydowych.

Odkrycie lizozymu umożliwiło w yodrębnienie czystych błon bak te­
ry jnych  i dokładne zbadanie ich składu. Błona S. faecalis (142) skupia 
94%  lipidów kom órki, chociaż stanow i ona tylko 9%  jej suchej masy. Po­
zostałe 6%  lipidów znajduje się w cytoplazm ie, natom iast ściana bak te­
ry jna  nie zawiera ich w ogóle. Podobnie w błonie M. lysodeikticus  stano­
w iącej 86%  suchej m asy kom órki zaw arta jest niem al cała ilość lipidów 
kom órki (39, 96, 97).

L ipidy bak tery jne  składają się głównie z fosfolipidów, chociaż n iekie­
dy lipidy obojętne mogą stanowić ich główną część (106).

Odrębność lipidów bak tery jnych  od lipidów organizmów wyższych po­
lega na braku steroli i w ielonienasyconych kwasów tłuszczow ych (10); 
charak teryzu je  je natom iast obecność kwasów tłuszczowych o rozgałęzio­
nych łańcuchach, hydroksykw asów  i glikolipidów (32, 137, 138).

I. Biosynteza kwasów tłuszczowych

U bakterii spotykam y 4 klasy kwasów tłuszczowych: nasycone, n ie­
nasycone, o rozgałęzionym  łańcuchu i cyklopropanowe. W olne kwasy 
tłuszczowe stanow ią bardzo niew ielki procent m ateriału  lipidowego ko­
m órki, m niej niż 10% u E. coli i Azotobacter agilis (75), a 2% u Sarcina 
lutea  (67). Na ogół w ystępują kw asy tłuszczowe o 14— 18 atom ach węgla, 
przy czym badania w skazują na dość w yraźną różnicę składu kwasów 
tłuszczowych bak terii gram dodatnich i gram ujem nych. W szystkie do­
tąd  zbadane gram dodatnie m ikroorganizm y zaw ierają kw asy tłuszczowe
o rozgałęzionym  łańcuchu. W edług M a c F a r l a n e  (96) 80% kwasów 
tłuszczowych M. lysodeikticus  stanow ią rozgałęzione kw asy tłuszczowe
o długości łańcucha C15. Obecność nasyconego kw asu tłuszczowego
o C15 i rozgałęzionym  łańcuchu stw ierdzono u Sarcina lutea  (5) 
oraz u B. subtilis  (100, 121). Bakterie gram ujem ne nie zaw ierają 
kwasów tłuszczowych o rozgałęzionym  łańcuchu, natom iast cechuje 
je obecność nasyconych, nienasyconych oraz cyklopropanow ych kwasów 
tłuszczowych. Jedynym  w yjątkiem  jest gram dodatni Lactobacillus, k tó­
ry  zawiera typowe dla gram ujem nych m ikroorganizm ów cyklopropano­
we kw asy tłuszczowe (58, 59).
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1. Nasycone kwasy tłuszczowe

Ustalenie, że m alonylo-CoA i pochodne S-acylowe (94, 95, 143) są 
pośrednim i związkami w syntezie kwasów tłuszczowych o długim  łań ­
cuchu skierowało badania nad biosyntezą kwasów tłuszczowych na nowe 
tory. W roku 1960 zauważono (139), że częściowo oczyszczone ekstrak ty  
Cl. k luyveri  kata lizu ją  reakcję kondensacji między malonylo-CoA
i H C 0 3~. L e n n a r z  i wsp. (88) opisali rozpuszczalny system  z E. coli 
kata lizu jący  kondensację acetylo-CoA i malonylo-CoA. Enzym ten k a ta ­
lizuje ponadto odwodnienie (3-hydroksyacylo-CoA do (3,y- lub a, (3-enoilo- 
w ych pochodnych. Dalsze badania doprow adziły do w ykrycia w ekstrak ­
tach Cl. k luyveri  (7) i E. coli (47, 48, 88, 144) białkowego nośnika reszt 
acylow ych (ang. acyl carrier protein — ACP). Białko to jest trw ałe w 0,1 N 
HC1 w  tem peraturze pokojowej oraz we wrzącej wodzie. Oczyszczone 
ACP okazało się hom ogennym  białkiem  o ciężarze cząsteczkowym  około
10 000 (102). Jego grupą prostetyczną jest 4-fosfopanteteina (103) połączo­
na z białkiem  wiązaniem  dw uestrow ym  poprzez hydroksylow ą grupę se­
ryny . Obecność m erkaptoetanoloam iny w grupie prostetycznej spraw ia, 
że ACP w ykazuje wolną grupę -SH.

W yodrębnienie butyrylo-S -A C P (46) oraz innych pochodnych (6) po­
tw ierdziło hipotezę, że wszystkie reakcje w ydłużania czy skracania łańcu­
cha kwasu tłuszczowego zachodzą gdy jest on związany wiązaniem  acy- 
lowym  z ACP; białko to pełni zatem  raczej rolę koenzymu, a nie enzym u 
w  syntezie kwasów tłuszczowych. Układ syntetazy  kwasów tłuszczo­
w ych z E. coli rozdzielono na frakcje, które katalizow ały kolejne etapy 
syntezy długołańcuchow ych kwasów tłuszczowych (102). O statnio zaś 
w ykazano (101), że miejsce reakcji ACP z reduktazą P-ketoacylową różni 
się od aktyw nego m iejsca jego grupy prostetycznej (schemat 1).

2. Nienasycone kwasy tłuszczowe

Bakterie cechuje obecność kwasów tłuszczowych nienasyconych o jed ­
nym  podw ójnym  wiązaniu, natom iast nie zaw ierają one i nie potrafią 
syntetyzow ać wielonienasyconych kwasów tłuszczowych (127). U drożdży
i w tkankach zwierzęcych nienasycone kwasy tłuszczowe pow stają z na ­
syconych homologów w obecności tlenu  (14, 15). Podobnie Myc. phlei (37, 
38, 90) przekształca w w arunkach  tlenow ych stearyn ian  w oleinian
i 10-m etylostearynian. Oleinian może ulegać również przekształceniu 
w iO -m etylostearynian z udziałem  m etioniny jako źródła fragm entu  je- 
dnowęglowego. Natom iast Cl. butyricum  i cały rodzaj Lactobacillus syn­
te tyzu ją  nienasycone kwasy tłuszczowe w nieobecności tlenu (41, 44) 
z prekursorów  o 8 i 10 atom ach węgla, zaś z kwasów o dłuższym  łańcu­
chu pow stają wyłącznie wyższe homologi nasycone (33, 44, 102, 123, 144). 
Sugeruje to istnienie odrębnej drogi syntezy długołańcuchow ych kwasów 
nienasyconych. W edług S c h e u e r b r a n d t a  i wsp. (123) jeden z P-hy-
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droksykw asów będący pośrednikiem  w syntezie nasyconych kwasów 
tłuszczowych ulega (3, Y-dehydratacji, a łańcuch powstałego w ten  sposób 
nienasyconego kw asu tłuszczowego w ydłuża się następnie przez kolejne 
przyłączanie fragm entów  dwuwęglowych. W ten sposób w m iarę w yd łu ­
żania łańcucha zwiększa się odległość podwójnego wiązania od grupy 
karboksylowej.

Z E. coli w yodrębniono kompleks (109), k tóry  katalizuje nie tylko 
syntezę kwasów tłuszczowych z acetylo-CoA i malonylo-CoA ale i dehy- 
dratację  hydroksydecenoilo-CoA prowadzącą do P, y- i a , P-decenoilo-CoA 
(19). Syntetaza kwasów tłuszczowych E. coli w ydłuża a, (3 -C10ACP do n a ­
syconych kwasów tłuszczowych, a P, y-C10ACP i (3(-OH)C10ACP — do m ie­
szaniny nasyconych i nienasyconych kwasów tłuszczowych. P  u g h i wsp. 
(117) wyosobnili z tego układu trzy  czynne frakcje, En, Em i E IV i oka­
zało się, że frakcja  Em bierze udział w syntezie nasyconych kwasów 
tłuszczowych z 3-hydroksyacylo-ACP (135). Ze związków tych  pow stają 
albo ich nasycone homologi (podczas inkubacji z Em  i zred. NADP) albo 
kwas palm itynow y (podczas inkubacji z Em, zred. NADP, m alonylo-CoA
i En ). F rakcja  E IV katalizow ała zaś przem ianę P-hydroksydecenoilo-CoA 
głównie do nienasyconego kwasu cis-wakcenowego. O statnio B l o c h
i wsp. (13) wyosobnili z ekstraktów  E. coli niem al homogenne białko
o ciężarze cząsteczkowym 28 000, katalizujące w zajem ne przekształcanie 
tioestrów  P-hydroksydecenianu, |3, Y-decenianu i a, (5-decenianu. Enzym  
w ykazyw ał wysoką specyficzność w stosunku do kwasów tłuszczowych, 
zależną od długości łańcucha węglowego (działał n a  kw asy tłuszczowe
o C10) i  m niejszą specyficzność zależnie od obecności wiązania tioestro- 
wego. Ponadto odznaczał się term ostabilnością i niewrażliwością na dzia­
łanie czynników blokujących grupy -SH.

Bakterie mogą zatem  syntetyzow ać jednonienasycone kwasy tłu sz­
czowe w dwojaki sposób (schemat 2):
1. drogą tlenową przez desaturację acylowych estrów  długołańcuchow ych

DROGA BEZTLENOWA

C 2 , 4 C 2 
Cg ► A C-io------A  — Cis

C 2 3 O
C10---- A — C-J2--------- A — C-ig

DROGA TLENOWA 

Ci8---- ► A9— Cis

° 2 a9 Ci6---- ► A  — Ci6
Schem at 2. Drogi syntezy kw asów  tłuszczowych o jednym  podw ójnym  w iązaniu

wg E r w i n a  i B l o c h a  (33)
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kwasów tłuszczowych; enzym y katalizujące tę reakcję związane są z n ie­
rozpuszczalnym i frakcjam i kom órek uzyskiw anym i drogą w irow ania 
(ang. particulate fraction)
2. drogą beztlenow ą przez dehydratację  hydroksykw asów  o średniej d łu ­
gości łańcucha; reakcję tę katalizu ją enzym y wchodzące w skład roz­
puszczalnej syntetazy  kwasów tłuszczowych.

Podobieństwo budowy kwasów tłuszczowych i aminokwasów o rozga­
łęzionych łańcuchach nasunęło m yśl wspólnoty dróg ich biosyntezy. 
L e n n a r z  (86) zauważył, że Micrococcus lysodeikticus  rosnący w obec­
ności 14C-izoleucyny włączał około 10'% dodanego izotopu do kwasów 
tłuszczowych o rozgałęzionym  łańcuchu, przy czym włączanie odbywało 
się bez uprzedniego rozkładu do fragm entów  dwuwęglowych. N astępnie 
wykazano, że i inne, znakowane związki rozgałęzione: izow alerianian, 
izom aślan, leucyna i w alina ulegały u różnych typów bakterii w łączeniu 
do kwasów tłuszczowych o rozgałęzionych łańcuchach złożonych z 14, 
15 i 16 atomów węgla (8, 71, 145). Udział aminokwasów o rozgałęzionym  
łańcuchu w  syntezie kwasów tłuszczowych o tym  sam ym  charakterze 
można obecnie uznać za udowodniony. Dodać należy, że zarówno m alo- 
nylo-CoA jak i związane z CoA estry  o rozgałęzionym  łańcuchu biorą 
udział w syntezie rozgałęzionych kwasów tłuszczowych (62).

Odkrycie kwasów tłuszczowych zaw ierających pierścień cyklopropa- 
nowy zawdzięczamy badaniom  L i u  i H o f m a n n a  (92). Cyklopropa-

RCOOCH2

3. K w asy tłuszczowe o rozgałęzionym  łańcuchu

4. Cyklopropanowe kw asy tłuszczowe

H H Adenozyna — S +—CH 3

RCOOCH2

H H
Adenozyna — S

CHpCHCOOH
I

n h 2

Schem at 3. B iosynteza cyklopropanow ych kw asów  tłuszczowych

http://rcin.org.pl



[7] LIP ID Y  B A K T E R Y JN E 89

nowe ugrupow anie kwasów tłuszczowych znajduje się na ogół w  pozycji 
(J (57), chociaż u Cl. butyricum  66%» tych kwasów zawiera to ugrupow a­
nie w pozycji y. „Most m etylenow y” pochodzi od donatorów  jednow ę- 
glowych elem entów  (92). E kstrak ty  Serratia marcescens i Cl. butyricum  
inkubow ane z S-adenozylom etioniną znakowaną w grupie m etylowej 
syn te tyzu ją  znakowane kw asy cyklopropanowe (85, 147) w obecności 
fosfolipidu zawierającego nienasycony kwas tłuszczowy. K w asy cyklopro­
panowe pow stają z jednego z acylowych łańcuchów fosfatydyloetanolo- 
am iny (schem at 3).

C h u n g  i L a w  (26, 27) oczyścili syntetazę kwasów cyklopropano- 
w ych. W ydajnym  substratem  są dla niej nieoczyszczone fosfolipidy w sta­
nie m icellarnym , natom iast w łaściw y substrat, fosfatydyloetanoloam ina, 
reaguje  wolno i dopiero dodanie anionowego detergentu zwiększa szyb­
kość reakcji.

Fosfolipidy stanow ią 70— 90% lipidów bakteryjnych. Dane o ich w y­
stępow aniu u poszczególnych gatunków  bakterii zebrał K a t e s (78). 
Głównymi fosfolipidam i bak tery jnym i są fosfatydyloglicerol, fosfaty­
dyloetanoloam ina, kardiolipina i u n iek tórych  gatunków  aminoacylowe 
estry  fosfatydyloglicerolu (2, 3, 4, 20, 63, 72, 79, 80, 98, 130, 133) (wzór I).

II. Biosynteza fosfolipidów

c h 2o o c r

RCOOCH
O
II

c h 2o p - o - x

O H

X =  —H  

=  -  C H 2 C H O H C H 2OH

kwas fosfatydowy 

fosfatydyloglicerol

kardiolipina

=  -  c h 2 c h c o o h  

=  - c h 2 c h 2n h 2 

=  - C H 2 CH2M+ (C H 3 )3

fosfatydyloseryna

fosfatydyloetanoloamina

lecytyna

I
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Fosfatydyloglicerol w ystępuje u większości bakterii, a u niektórych 
gatunków  stanow i do 70'% fosfolipidów (70, 97), natom iast fosfatydylo- 
cholinę (lecytyna) w yodrębniono tylko z kilku gatunków: Agrobacterium  
(74), Hyphomicrobium, Nitrosocystis oceanus i Rhodopseudomonas sphe- 
roides (54). Cl. butyricum  cechuje obecność fosfatydów N -m etyloetano- 
loam inowych i plazmalogenów (11). In teresującym  fosfolipidem jest 
o trzym any ze ściany Halobacterium cutirubrum  dw ueterow y analog fos­
fatydyloglicerolu (84).

W roku 1962 M a c F a r l a n e  opisała u Cl. welchii i S. aureus nową 
grupę pochodnych fosfatydyloglicerolu (98) mianowicie O-acylo pochod­
ne, w skład których wchodzą lizyna i alanina (99). Obecność O-lizylo-, 
O -alanylo- i O-glicylo-fosfatydyloglicerolu stw ierdzono u S. faecalis, przy 
czym zawartość estrów  am inoacylowych rośnie ze wzrostem  ku ltu ry  
bak tery jnej (140, 141). Badania v a n  D e e n e n a  i wsp. (55, 56, 65, 87) 
rzuciły  nieco św iatła na występow anie i chemiczne własności tych związ­
ków. Czysty lizylofosfatydyloglicerol w yodrębniony z S. aureus poddano 
procesom degradacyjnym  (65) i ustalono, że wiązanie estrowe między 
lizyną a glicerolem w tym  związku jest bardziej labilne (inkubacja w  pH  
9 powodowała rozkład do lizyny i fosfatydyloglicerolu), lizyna ma kon­
figurację  l ,  glicerol związany z lizyną — konfigurację d ,  natom iast gli­
cerol pierw otnie połączony z acylowymi resztam i kwasów tłuszczo­
w ych — konfigurację l .  Identyczną konfigurację cząsteczek glicerolu 
stw ierdzono w fosfatydyloglicerolu w yodrębnionym  ze S. aureus (55, 56). 
Dalsze dane o budowie lizylofosfatydyloglicerolu uzyskano badając re ­
akcję enzym atycznej tramsacylacji, wysoce specyficzną w stosunku do 
fosfatydyloglicerolu (87). Z wielu syntetycznych analogów jedynie 2’-de- 
zoksyfosfatydyloglicerol służył jako akceptor grupy lizynowej, nato­
m iast analog 3’ okazał się nieczynny. W yniki te sugerują, że enzym atycz­
na am inoacylacja zachodzi w pozycji 3’- (pierwszorzędowa grupa hydro­
ksylowa) glicerolu i że o trzym any związek jest 3’-fo sfa tydy lo -i’-/3’-0 -L -li- 
zylo/glicerolem (wzór II).

Nagrom adzenie lizylofosfatydyloglicerolu można wywołać hodując 
bakterie w środowisku poniżej pH  5. W tych w arunkach spada ilość fos­
fatydyloglicerolu i absolutna ilość kom órkowych lipidów, a zwiększenie 
ilości lizylofosfatydyloglicerolu tylko częściowo kom pensuje spadek ilości 
fosfatydyloglicerolu. Aminoacylowe estry  fosfatydyloglicerolu znaleziono

II
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u B. cereus, S. faecalis, B. megaterium  i L. acidophilus, nie stw ierdzono 
zaś ich obecności u E. coli (64). B o n s e n i wsp. przeprowadzili che­
miczną syntezę estrów  fosfatydyloglicerolu (16) i stw ierdzili, że syn te­
tyczny 3 -fosfatydy lo-l’ (-3’-0-L,-lizylo-)glicerol ma własności fizyczne
i chemiczne bardzo zbliżone do naturalnego lizylofosfatydyloglicerolu 
z S. aureus  (17). Ostatnio doniesiono z dwóch różnych ośrodków o istnieniu 
pochodnych fosfatydyloglicerolu zaw ierających glukozoaminę (110, 112).

Większość badań nad biosyntezą fosfolipidów przeprowadzono u E. coli 
(81). Główne etapy tej biosyntezy przedstaw ia schem at 4.

C H 2O H  

H O C H
0
II

c h 2- o - p - o h
1

OH

C H oO O C R
I

R C O O C H
O
II

c h 2- o - p - o h

O H
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C D P  — dwugliceryd
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fosfatydyloetanoloamina kardiolipina 

Schem at 4. Synteza fosfolipidów  u E. coli wg C h a n g a  i K e n n e d y ’ e g o  (24)

Kluczową rolę w syntezie fosfolipidów u E. coli odgryw a CD P-dwugli- 
ceryd (76, 77). Częściowo oczyszczone rozpuszczalne p repara ty  k a ta li­
zują reakcję 1.

C D P-dw ugliceryd +  L-seryna -> fosfatydyloseryna +  CMP 1

D ekarboksylację fosfatydyloseryny do fosfatydyloetanoloam iny ka ta ­
lizuje enzym, w ystępujący  we frakcji nierozpuszczalnej (76). D ekarboksy- 
laza ta jest bardzo aktyw na, toteż nie stw ierdza się nagrom adzenia jej 
substratu , a w ystępow anie fosfatydyloseryny w niew ielkich ilościach 
przy jednoczesnym  nagrom adzeniu fosfatydyloetanoloam iny świadczy, że 
pierwszy z tych związków jest pośrednikiem  w syntezie drugiego.

Z nierozpuszczalnej, zaw ierającej błony frakcji C h a n g  i K e n n e -  
d y (21, 22, 23) w yodrębnili enzym y katalizujące reakcje 2 i 3:

C D P-dw ugliceryd +  L-a-glicerofosforan — fosfatydyloglicerofosforan +  CMP 2 
Fosfatydyloglicerofosforan — fosfatydyloglicerol +  P; 3
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?l
C H 2O O C R

ATP
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Pulsowe znakowanie hodowli E. coli 32P  wskazuje, że w fazie logarytm icz­
nej znakowana fosfatydyloetanoloam ina jest m etabolicznie stała, nato­
m iast z k inetyki znakow ania fosfatydyloglicerolu wynika, że związek ten 
spełnia w komórce dynam iczną funkcję.

F rakcja nierozpuszczalna E. coli katalizuje również dalszą przem ianę 
fosfatydyloglicerolu do kardiolipiny według reakcji 4 (131):

Fosfatydyloglicerol +  CD P-dw ugliceryd — kard io lip ina +  CMP 4

Synteza kwasu fosfatydowego u E. coli przebiegać może kilkom a dro­
gami. Jedną z nich może być fosforylacja a, fi-dw upalm itynianu przez 
ATP, katalizow ana przez term ostabilną kinazę glicerydow ą (114, 115, 
116), drugą zaś acylacja glicerofosforanu katalizow ana przez acylotrans- 
ferazę glicerofosforanową związaną z frakcją  rozpuszczalną.

Synteza kw asu fosfatydowego przy udziale kinazy glicerydowej w y­
maga istnienia aktyw nej m etabolicznie puli dw uglicerydu. Badania z uży­
ciem 32P w skazują jednak, że u E. coli dw ugliceryd zaw iera jedynie 5% 
całkow itej radioaktyw ności frakcji kwasu fosfatydowego, nie zanikającej 
po ustaniu  wzrostu lub dodaniu nieznakowanego glicerolu. Szybkie w bu­
dowanie radioaktyw nego glicerofosforanu w lipidy przy braku  aktyw nej 
m etabolicznie puli dw uglicerydu sugeruje zatem, że u E. coli glicerofos- 
foran jest nieodzownym  pośrednikiem  w syntezie kwasu fosfatydowego. 
Rola aktyw nej kinazy glicerydowej pozostaje niejasna.

Pośrednikiem  w syntezie drogą acylacji jest zapewne palm itylo-A CP, 
ponieważ zarówno ten związek jak  i oczyszczony ACP pobudzają w bu­
dowywanie znakowanego glicerofosforanu do lipidów złożonych (1, 42, 
43, 115). Po wbudow aniu glicerolu w lipidy obecność reszty  fosforanowej 
jest zbędna, ponieważ substratem  dla acylotransferazy może być mono- 
gliceryd. Specyficzność tego enzym u jest niewielka, na co w skazuje fakt, 
że jego substratem  może być zarówno palm itylo-A CP jak  i palm itylo 
CoA, a składnikam i estrów  mogą być także kw asy tłuszczowe nie w ystę­
pujące u E. coli (np. kwas linolenowy).

W rozpuszczalnej frakcji ekstraktów  z Lactobacillus arabinosus (126) 
znaleziono enzym katalizu jący  odw racalną reakcję 5:

CTP +  glicerofosforan ->• CD P-glicerol +  P P  5

Jony Mg2+, M n2+ i Co2+ przyspieszają reakcję. ATP i GTP nie mogą 
zastąpić CTP, zaś fosfocholina lub fosfoetanoloam ina — glicerofosfo­
ranu. U S. aureus opisano podobny enzym katalizujący syntezę CD P-ry- 
bitolu z CTP i rybitolo-5-fosforanu.

Synteza fosfatydylocholiny u bakterii odbywa się drogą stopniowego 
dołączania grup m etylow ych do fosfatydyloetanoloam iny. Dawcą grupy 
m etylowej jest S-adenozylom etionina (73, 85). M etylacja fosfatydyloeta­
noloam iny jest główną drogą syntezy lecytyny. S h e r r  i L a w  (128, 
129) wykazali, że u Agrobacterium tumejaciens  nie zachodzi wybiórcze 
znakowanie lecytyny po podaniu znakowanej choliny. Nie udało się też
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w ykryć transferazy  fosfocholina: dwugliceryd, a wcielenie piętna z cho­
liny do lipidów zachodzi pośrednio, przez w łączanie fragm entów  jedno- 
węglowych pow stających z rozpadu choliny (40, 45).

Z przedstaw ionego opisu widać, że u bakterii główna, jeśli nie jedyna, 
droga syntezy fosfatydyloetanoloam iny prowadzi przez CDP-dwuglice- 
ryd , podczas gdy u zw ierząt związek ten pow staje z dw uglicerydu
i CD P-etanoloam iny (82). Fosfatydylocholina u bakterii pow staje przez 
m etylację fosfatydyloetanoloam iny, podczas gdy u zw ierząt zarówno tą  
drogą (18) jak  i w w yniku reakcji CD P-choliny z dwuglicerydem .

Niewiele dotychczas wiadomo o syntezie plazmalogenów b ak te ry j­
nych. K i y a s u  i K e n n e d y  (83) w ykazali następującą reakcję (6):

C D P-cholina +  dw ugliceryd plazm alogenowy -* CMP +  plazm alogen
fosfatydylocholinow y 6

oraz identyczną reakcję z CD P-etanoloam iną.
Prekursoram i aldehydów  użytkow anych do syntezy plazmalogenów 

(głównie etanoloam inowych) są kw asy tłuszczowe o rozgałęzionym  łań ­
cuchu (145).

Ostatnie lata dostarczyły ciekawych danych o biosyntezie am ino- 
acylowych estrów  fosfatydyloglicerolu. Jest to  głównie zasługą L e n n a -  
r  z a i współpracowników. Podczas inkubacji 14C-lizyny z nieoczyszczo- 
nym i ekstraktam i ze S. aureus (89) zaw ierającym i ATP i Mg2+ zachodzi 
synteza lizylo-fosfatydyloglicerolu. W budowywanie lizyny zachodzi co 
najm niej w dwóch etapach. W pierwszym , katalizow anym  przez rozpusz­
czalny enzym w obecności ATP, pow staje lizylo-sRNA. W drugim , k a ta ­
lizowanym  przez enzym  z frakcji nierozpuszczalnej lizyna z lizylo-sRNA 
jest przenoszona na fosfatydyloglicerol. Etap ten  jest dość skom plikowa­
ny i zachodzi w obecności Mg2+, niezidentyfikow anego term ostabilnego 
czynnika, oraz detergentu. Podobnie alanylo-fosfatydyloglicerol u Cl. 
welchii pow staje w reakcji alanylo-sRNA z fosfatydyloglicerolem  (50, 
51). Lizylo-sRNA jest specyficznym  substra tem  w syntezie lizylofosfa- 
tydyloglicerolu przez S. aureus, nie m usi jednak pochodzić z tych bak­
terii. Jednak fragm enty  lizylo-sRNA otrzym ane np. po degradacji RN-azą 
trzustkow ą nie mogą służyć jako substra t. Badania nad specyficznością 
syntetazy alanylo-fosfatydyloglicerolu w ykazują, że otrzym any z alany- 
lo-sRNA laktylo-sRN A, a także fragm enty  alanylo-sRNA otrzym ane 
po traw ieniu  RN-azą trzustkow ą nie mogą być substratam i, zaś alany- 
lo-sRNA przygotow any z cysteinylo-sRNA jest w ykorzystyw any w nie­
znacznym  stopniu. W yniki te w skazują na stosunkowo wysoką specy­
ficzność syntetaz am inoacylofosfatydyloglicerolu. Z 14-tu różnych syn­
tetycznych aminoacylo-sRNA bakterie  w ykorzystyw ały tylko niektóre 
do syntezy lipidów. U S. aureus pow staw ał tylko lizylo-fosfatydylogli- 
cerol, a u Cl. welchii  alanylo-fosfatydyloglicerol; S. jaecalis syntetyzow ał 
ponadto jeden lub więcej nowych am inoacylowych lipidów.

http://rcin.org.pl



94 M. E R E C IŃ SK A , T. CH O JN A C K I [12]

Udział aminoacylo-sRNA w biosyntezie fosfolipidów bak tery jnych  
jest przykładem  roli tego połączenia w biosyntezie związków niebiałko- 
wych.

III. Udział fosfolipidów w aktywnym transporcie

N i k a i d o  (108) doniósł, że transportow i (3-galaktozydów u E. coli 
tow arzyszy zwiększone włączanie do frakcji lipidowej 32P  ze środowiska. 
Podobnie L. i M. H o k i  n o w i e  (60, 61) wykazali, że aktyw nem u tra n s­
portow i sodu w tkankach  gruczołów ślinowych pew nych ptaków  m ors­
kich tow arzyszy pobranie znakowanego 32P ze środowiska inkubacyjne- 
go. W obu w ypadkach radioaktyw ność znajdow ała się głównie w kwasie 
fosfatydow ym . N i k a i d o  (108) w ysunął hipotezę, że gen perm eazy 
decyduje o pow staw aniu białka o dużym powinowactwie do substra tu  
perm eazy, a białko to tw orzy kompleks z fosfolipidem, działającym  jako 
nośnik w skutek zmian konform acyjnych zachodzących w części biał­
kowej pod wpływem  cyklicznych zmian chemicznych w komponencie 
fosfolipidowym. Szczegółowe badania T a r l o v a  i K e n n e d  y ’e g o 
(132) w ykazały, że w w arunkach, w których zachodzi pobieranie i aku­
m ulacja P-galaktozydów wcielane są zarówno piętnow any glicerol jak
i seryna, a zatem  wzrost syntezy kwasu fosfatydowego jest w ynikiem  sty ­
m ulacji ogólnej syntezy glicerofosfatydów. A utorzy ci są zdania, że sty ­
m ulacja ta towarzyszy, ale niekoniecznie jest przyczynowo związana 
z m echanizm em  transportu .

IV. Rola fosfolipidów w reakcjach enzymatycznych

H u n t e r  i G o  d s o n  (66) już w  roku 1961 w ysunęli hipotezę
o udziale lipidów w biosyntezie białka. W edług niej aminowe grupy 
aminokwasów wchodziłyby w kontakt z fosforanow ym i grupam i fosfoli­
pidów odpowiednio usytuow anym i w stosunku do łańcucha sRNA. Two­
rzenie kompleksów lipoam inokwasowych zachodziłoby spontanicznie, 
czemu sprzyjałaby bliskość naładow anych grup fosforanowych. Odkrycie 
O-acylowych estrów  fosfatydyloglicerolu oraz w yjaśnienie m echanizm u 
ich syntezy mogło sugerować udział tych związków w biosyntezie białka. 
Przeczy jednak tem u kilka faktów. Po pierwsze — tylko bardzo nieliczne 
am inokw asy zidentyfikowano jako składniki estrów, podczas gdy syn­
teza białek wym aga pełnego kom pletu aminokwasów. Po drugie nagro­
m adzanie ich obserw uje się w fazie stacjonarnej w zrostu bakterii, zaś 
gdyby pełniły one bardziej dynam iczną rolę nagrom adzałyby się w fazie 
logarytm icznej. Oczywiście, jest rzeczą możliwą, że połączenia typu 
O-acylowych pochodnych są tak  labilne, że wyizolowanie ich obecnie 
stosow anym i m etodam i jest nieosiągalne. Badania S e k u z u i wsp.

http://rcin.org.pl



[13] L IP ID Y  B A K T E R Y JN E 95

(124, 125) nad fosfolipidam i m itochondrialnym i w ykazały, że w pewnych 
w arunkach  mogą one odgrywać bardziej specyficzną rolę w reakcjach 
enzym atycznych. Stwierdzono, że do działania dehydrogenazy jabłcza- 
nowej z M yc.avium i Myc.phlei (9, 134) niezbędny jest fosfolipid. Dodanie 
fosfolipidów w yekstrahow anych z tego samego m ikroorganizm u p rzy ­
w raca funkcję enzym atyczną dehydrogenazy w bakteriach sztucznie po­
zbawionych lipidów. K ardiolipina działa podobnie, natom iast tween
i dezoksycholan są nieczynne. Podobnie układ u tlen iający  jabłczan, 
otrzym any po sonifikacji Pseudomonas ovalis chester  (36, 113) jest czynny 
dopiero po oddaniu fosfolipidu, przy czym przy użyciu ubichinonu jako 
sztucznego akceptora aktyw atorem  jest nienasycona fosfatydyloetanolo­
amina.

V. Lipidy a budowa błon biologicznych

Biologiczne błony zaw ierają bardzo różnorodne składniki lipidowe 
różniące się s tru k tu rą  łańcuchów. Chociaż pewne właściwości różnych 
błon mogą być jednakowe, mimo wielu uderzających różnic w składzie 
lipidowym , należy liczyć się z możliwością uw arunkow ania określonej 
funkcji danej błony przez określony skład lipidowy (29, 30, 31).

D a v s o n - D a n i e l l i  w swoim dw uw arstw ow ym  modelu błony 
zakłada istnienie m atrycy  powierzchniowego białka (wg 31). Rozłożenie 
ładunków  tego białka powinno być m niej więcej kom plem entarne w  sto­
sunku do przylegających anionowych w arstw  lipidowych (12) i dlatego 
białka błony pow innyby mieć raczej kationow y charakter. B iałka te 
jednak nie tylko nie są zasadowe, lecz naw et zaw ierają większość am ino­
kwasów kw aśnych (28). W edług m odelu D a v s o n - D a n i e l l i  kw asy 
tłuszczowe lipidów błony dw uw arstw ow ej tw orzą stosunkowo płynną 
fazę, a węglowodorowe łańcuchy w szystkich lipidów złożonych nie m ają 
kontaktu  z innym i lipidam i lub sąsiednim i białkam i, mogą mieć zatem  
rozm aitą budowę i skład. Jednak  w błonach natu ralnych  jest praw dopo­
dobnie inaczej i łańcuchy węglowodorowe każdego z typów lipidów są 
specyficznie dobrane. Badania nad m onom olekularnym i film am i syn te­
tycznych fosfolipidów w ykazały, że utkanie m olekularne zależy w znacz­
nym  stopniu od długości łańcucha i ilości nienasyconych wiązań. Lipidy 
błony m itochondrialnej (35) m ają bardziej nienasycone kw asy tłuszczowe 
niż lipidy m ieliny czy lipidy błony bak tery jnej, dzięki czemu praw dopo­
dobnie błona m itochondrialna odznacza się większą „płynnością” u łatw ia­
jącą procesy dyfuzji. C h a p m a n  i F l u c k  (25) wykazali, że optym al­
na tem peratura , w której zachodzi tworzenie błon, zależy od stopnia 
nienasycenia łańcuchów węglowodorowych i od obecności grup po lar­
nych w lipidach. Poszczególne tkanki mogą osiągnąć tę sam ą „płynność” 
mimo różnic w składzie kwasów tłuszczowych dzięki m odyfikującem u
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efektowi grupy polarnej, innem u w cząsteczce fosfatydylocholiny niż 
np. w cząstkach fosfatydyloetanoloam iny. U bakterii, k tóre nie zaw ierają 
wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, w ystępują kw asy tłuszczowe 
m ononienasycone o rozgałęzionym  łańcuchu i cyklopropanowe, k tóre 
zwiększając odstęp m iędzy sąsiadującym i parafinow ym i łańcucham i 
zm niejszają siły van der Waalsa.

Zarówno białka jak  i lipidy można w zasadzie uważać za powiązane 
siłam i hydrofobowym i, przy czym pewne powierzchniowe lipidy w yka­
zują tendencję do tw orzenia w iązań hydrofobowych, zaś białka błony 
m ają taką sekwencję aminokwasów, która pozwala im zachować hydro­
fobowe w nętrze. Pow stały lipoproteid może pełnić rolę podjednostki błony 
co potw ierdzili doświadczalnie R a s i n  i wsp. (118, 119) rekonstruu jąc 
z tego typu podjednostek błonę u Mycoplasma laidlawii. Taki model suge­
ru je , że genetycznie kontrolow ana sekw encja aminokwasów białek błony 
um ożliwia ich specyficznie hydrofobowe połączenie z łańcucham i lipido­
wymi.

G rupy polarne fosfolipidów mogą mieć również duże znaczenie we 
w zajem nym  oddziaływ aniu lipid-białko (30). Błony zwierzęce m ają prze­
wagę ładunku ujem nego, choć zaw ierają duże ilości fosfolipidów choli- 
nowych, które w fizjologicznym  pH  są obojętne. Błony bak tery jne  zbudo­
w ane są w  większości z fosfolipidów kw aśnych. U n iektórych jednak 
typów  bakterii gromadzą się O-aminoacylowe estry  fosfatydyloglicerolu, 
a am inokwasy w ystępujące w  tych połączeniach m ają przew ażnie cha­
rak te r zasadowy. Można zatem  przypuszczać, że połączenia te  działają 
jako nośniki aminokwasów potrzebnych do budowy ściany bak tery jnej 
bądź też swym i dodatnio naładow anym i grupam i am inowym i zobojęt­
n iają  ładunek błony (100). Są dane, że lipidy biorą ak tyw ny udział 
w sam ym  procesie syntezy ściany baktery jnej.

M a t s u h a s h i  i wsp. (104, 105) wykazali, że u S.aureus glicyna 
jest w budow yw ana do glikopeptydu ściany bak tery jnej po uprzedniej 
aktyw acji do glicylo-sRNA. Glicylo-sRNA przenosi około 5 reszt glicy- 
nowych na wolną grupę £-aminową lizyny w pentapeptydzie połączonym 
z lipidem.

Ten pobieżny rzu t oka na syntezę fosfolipidów bak tery jnych  pozwala 
nam  stw ierdzić, że badania m echanizm u biosyntezy tych związków przy­
czynić się mogą nie tylko do w yjaśnienia procesów m etabolicznych za­
chodzących w komórce drobnoustroju, ale i do w yśw ietlenia s tru k tu ry
i funkcji błon biologicznych.
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M A R IA N N A  RAJC H ERT-TRZPIL*

Episom F u Escherichia coli 

Episom F of Escherichia coli

I. Istota episomów i plazmidów bakteryjnych

Badania nad procesem  koniugacji u Escherichia coli doprowadziły do 
w ykrycia u różnych bak terii nowego rodzaju elem entów  genetycznych, 
odrębnych od s tru k tu r  chrom osom alnych i w ystępujących niezależnie od 
norm alnego genomu. Chociaż elem enty te różnią się m iędzy sobą szere­
giem cech, w ykazują jednak  wiele w spólnych właściwości. Biorąc pod 
uwagę w zajem ne podobieństwo tych elem entów  J a c o b  i W o l l m a n  
(42) zaproponow ali zaliczenie ich do odrębnej grupy tw orów  genetycz­
nych i nadanie im wspólnej nazw y — episomy. Episomy charak te ryzu ją  
się m iędzy innym i tym , że mogą występować w kom órce w dwóch po­
staciach, często w zajem nie w ykluczających się: jako s tru k tu ry  związane 
w jakiś sposób z chrom osom em  i replikujące się razem  z nim  oraz jako 
autonom iczne, niezależnie nam nażające się jednostki, istniejące w cyto- 
plazmie. Pew ne elem enty genetyczne, istniejące, jak  się w ydaje, ty lko 
w stanie autonom icznym  L e d e r b e r g  i wsp. (45) nazw ali plazm ida­
mi. Nie wszyscy autorzy trzym ają  się ściśle tej klasyfikacji de term inan­
tów pozachromosom alnych. N iektórzy używ ają term inów  plazm idy i epi­
somy wym iennie, inni w szystkie genetyczne elem enty cytoplazm atyczne 
nazyw ają episomami, a jeszcze inni plazm idam i.

Episomy może bak teria  nabyć podczas podziałów kom órkowych, 
w w yniku koniugacji, transdukcji i być może, w  czasie transform acji. 
B akteria  po nabyciu episom u z reguły  przekazuje go kom órkom  potom ­
nym . Dotychczas nie zaobserwowano spontanicznego nabyw ania, czy w y­
tw arzania episomów, co jest w ażną cechą charak teryzu jącą te tw ory.

Episomy i plazm idy zaw ierają de term inan ty  genetyczne w ażnych bio­
logicznie cech, na przykład w ytw arzania pew nych toksyn bak tery jnych , 
czy też czynników bakteriobójczych, płodności n iek tórych  kom órek lub 
ich oporności na różne leki.

* Dr, Zakład M ikrobiologii i H igieny A kadem ii M edycznej, W arszaw a.
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Dotychczas w yróżnia się następujące rodzaje episomów i plazm i­
dów (21):
1) czynnik płci u E.coli oznaczony symbolem  F,
2) łagodne bakteriofagi, a ściślej mówiąc ich m ateriał genetyczny,
3) determ inan ty  produkcji kolicyn,
4) elem enty R przenoszące oporność na k ilka leków, w szczególności 

oporność na niektóre antybiotyki,
5) czynnik Fo-lac kontro lu jący  zakaźne przenoszenie determ inan ta  w y­

korzystyw ania laktozy jako jedynego źródła węgla, odkry ty  u Sal­
m onella typ h i  ST2,

6) elem enty kontrolujące produkcję penicylinazy i oporność na n ie­
które leki an tybak tery jne  u Staphylococcus aureus (53, 54, 58, 59),

7) elem ent Mu, przekazyw alny czynnik zw iększający częstotliwość m u­
tacji w k ierunku  oporności na streptom ycynę u E.coli (26),

8) de term inan ty  zarodnikow ania u laseczek (37),
9) a być może także czynnik kontro lu jący  produkcję hem olizyny u E.co­

li (65).
Ponieważ w stanie autonom icznym  episomy dzielą się bardzo szybko, 

ich rozprzestrzenianie się w populacji jest często tak  skuteczne, że w k ró t­
kim  czasie większość osobników staje  się nosicielem  tych  s truk tu r. Te 
właściwości episomów, istotne zarówno teoretycznie jak  i praktycznie, 
spowodowały, że są one obecnie obiektem  badań w w ielu ośrodkach 
naukowych. Jednym  z episomów, którem u poświęcono wiele uwagi jest 
episom F, w arunkujący  zróżnicowanie płciowe kom órek E.coli K I2.

II. Episom F u Escherichia coli KI 2

Odkrycie koniugacji i rekom binacji u E.coli K I2 przez L e d e r b e r -  
g a  i T a t u m a  w 1946 roku (46) zapoczątkowało badania nad płcic- 
wością bakterii. Do tego czasu sądzono, że procesy płciowe nie w ystę­
pują u tych organizmów. W yniki badań H a y e s a (29), L e d e r b e r g a  
i wsp. (45) oraz C a v a l l i - S f o r z y  i wsp. (14) nad procesem  koniu­
gacji w skazyw ały na istnienie w  kom órkach dawcy pozajądrowego, plaz- 
m atycznego czynnika, przenoszonego podczas kon tak tu  bak terii praw ie 
do w szystkich kom órek biorcy i, jak  stw ierdzono, niezbędnego w pro­
cesie przekazyw ania chrom osomu z kom órki dawcy (29, 45). Elem ent ten 
nazwano czynnikiem  płodności F (fe r til ity ).

Zróżnicowanie płciowe zaobserwowano następnie u różnych dzikich 
szczepów E.coli (6, 24, 57), a także i u innych szczepów z rodziny Entero- 
bacteriaceae należących do Serratia  (4), Salm onella  (72) i Proteus (22). 
Zróżnicowanie płciowe w ykryto  także poza obrębem  rodziny Entero- 
bacteriaceae w rodzajach Vibrio  (7) i Pseudomonas (35, 47). Kom órki 
posiadające czynnik płciowy uważa się za kom órki męskie, a nie posia­
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dające go — za żeńskie. N ajlepiej poznano czynnik F u  E. coli K12. O bu­
dowie i właściwościach czynników płci w ystępujących u innych szcze­
pów niew iele wiadomo.

U E.coli K I2 istn ieją  trzy  typy płciowe kom órek: żeńskie F~ oraz 
m ęskie, typu F,+ i typu  H fr w zależności od usytuow ania czynnika F 
(28, 29). B akterie m ęskie typu  F +, zaw ierające czynnik F w stanie auto­
nom icznym  w cytoplazm ie, przekazują w czasie koniugacji kom órkom  
żeńskim  tylko czynnik F, nie przekazują chromosomu. Drugi typ  ko­
m órek męskich, Hfr, pow stający w w yniku połączenia się episomu F 
z genomem  gospodarza jest zdolny do przekazyw ania chrom osom u ko­
m órkom  żeńskim.

Dawców typu H fr w ykryli C a v a l l i - S f o r z a  (13) i niezależnie 
od niego H a y e s  (30). C a v a l l i - S f o r z a  uzyskał szczep H fr dzia­
łając na kom órki ipery tem  azotowym, natom iast H a y e s  otrzym ał 
inny typ  H fr będący spontanicznym  m utantem . W krzyżówce z daw ca­
mi H fr pow staje duża liczba rekom binantów  sięgająca naw et 20% licz­
by rodziców (Hfr — ang. high frequency oj recombination). O dkrycie 
dawców typu H fr umożliwiło dokładne i w szechstronne badanie samego 
procesu koniugacji, a także organizacji i s tru k tu ry  m ateria łu  genetycz­
nego u bakterii E.coli.

K om órki żeńskie mogą powstawać w  populacjach m ęskich przez sa­
m orzutną elim inację czynnika F z kom órek F+, natom iast spontanicz­
nego nabyw ania F nigdy nie zaobserwowano. Czynnik F można usunąć 
z kom órki działając jonam i kobaltu  i n ik lu  (33), podwyższoną tem pera­
turą , barw nikam i akrydynow ym i (34) oraz głodem tym inow ym  (15). Epi- 
somy wbudow ane w chromosom nie ulegają działaniu wym ienionych 
czynników. B o r o w s k i  (9) stw ierdził znaczne zwiększenie liczby ko­
m órek penicylinazo-ujem nych w populacjach szczepów S.aureus peni- 
cylinazo-dodatnich pod w pływ em  takich związków jak  chinina, tymol, 
detergenty , ipery t azotowy, co może być w ynikiem  usunięcia z bak terii 
plazm idów noszących geny produkcji penicylinazy.

Działając znanym , silnym  m utagenem  — nitrozoguanidyną, na bak­
terie  F + T a k a h a s h i  i B a r n a r d  (67) zaobserwowali u tra tę  w łaści­
wości dawcy u tych kom órek. Najpraw dopodobniej konw ersja dawców 
F + w kom órki o fenotypie F~ nie była w ynikiem  usunięcia z kom órki 
episomu F, a jego uszkodzenia. Za tym  wnioskiem  przem aw iałyby rów ­
nież w yniki C u z i n a  i J a c o b a  (16), k tórzy uzyskali różne defek­
ty  wne m utan ty  działając n itrozoguanidyną na kom órki Hfr, a więc na 
zintegrow any episom.

Zm iana kom órek biorców F~ w F+ zachodzi po w prow adzeniu do nich 
czynnika F, najczęściej na drodze koniugacji, a czasem także transdukcji 
(18). Po zmieszaniu w  odpowiednich w arunkach  dawców F + z kom órka­
mi F _ , cząstki F przenoszone są szybko do biorców, zm ieniając je w F +. 
J a c o b  i W o l l m a n  (38) oraz S n e a t h  i L e d e r b e r g  (64) w y­
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kazali, że w optym alnych w arunkach  przejście czynnika F trw a  około
4 m inut. Dawcy typu  F + w czasie koniugacji, oprócz cząstki F, mogą 
przekazyw ać partnerow i m ateria ły  nieczynne genetycznie, praw dopo­
dobnie pochodzenia cytoplazm atycznego. Na przykład B o r e k  i R y -  
a n (8) donieśli o przeniesieniu pow stałych po naśw ietleniu prom ieniam i 
UV produktów  indukujących w egetatyw ny rozwój profaga l, a F i - 
s h e r  (23) zaobserwował przenoszenie represora  dla rozw oju tego faga.

W ystępowanie czynnika F w stanie autonom icznym  wykazano drogą 
analizy genetycznej oraz dzięki obserwacjom  kinetyki zam iany kom órek 
F~ w F.+. W badaniach genetycznych stw ierdzono, że elem ent F nie w y­
kazuje sprzężenia z żadnym  chrom osom alnym  genem  co sugeruje, że jest 
on cząstką pozachrom osom alną (29, 30). W prowadzenie zaledwie kilku 
kom órek F+ do hodowli bak terii żeńskich powoduje bardzo szybko za­
m ianę całej tej populacji w kom órki typu F+. Badania k inetyki kon­
w ersji kom órek F~ w F+ w ykazały, że elem ent F rep liku je  się znacznie 
szybciej niż genom gospodarza, co nasuw ało wniosek o niezależności 
czynnika F od chrom osomu gospodarza (45). Duża w ydajność i szybkość 
przekazyw ania autonomicznego czynnika F i elem entu oporności na le­
ki R do biorcy wskazywałaby, w edług J  a c o b a i wsp. (36), że episomy 
są zlokalizowane tuż przy  błonie cytoplazm atycznej w centralnej części 
komórki. Przypuszczenie to potw ierdzają badania K a w a k a m i ’ e g o  
i L a n d m a n a  (43), k tórzy  wykazali, że pew ne plazm idy u gram do- 
datnich  bak terii oraz episom Fo-lac u S. schottm ulleri są przytw ierdzone 
do w ew nętrznej strony  błony cytoplazm atycznej, a przechodzenie ich do 
kom órki potom nej jest skoordynow ane z rozdzielaniem  m ateria łu  chro- 
mosomalnego po podziale. Rozdział całego m ateria łu  genetycznego, w tym  
również cząstek episom alnych do potom nych kom órek jest u bakterii 
rów nom ierny mimo braku  centrosom ów i centrioli.

Z krzyżów ek pomiędzy F.+ a F~ można wyizolować rekom binanty  dla 
cech chrom osom alnych obecnych u dawcy. Pojaw ianie się takich rekom - 
binantów  jest jednak bardzo rzadkie w porów naniu z częstością kontak­
tów  zachodzących m iędzy kom órkam i: jeden rekom binant pow staje na 
104— 107 kom órek rodzicielskich. Pojaw ianie się małej liczby rekom bi- 
nantów  w tym  system ie można tłum aczyć tym , że w populacji dawców 
F~t tylko niewiele kom órek jest zdolnych do przekazyw ania w czasie 
koniugacji m ateria łu  chrom osomalnego do biorcy. Pow staw anie niew ielu 
rekom binantów  w w yniku krzyżów ek F + X F ~  można też tłum aczyć ina­
czej: każda kom órka F+ może, ale tylko z bardzo m ałym  praw dopodo­
bieństw em , przekazać cechy chrom osomalne. W yniki testu  fluk tuacji 
L urii i D elbriicka zastosowanego przez J a c o b a  i W o l l m a n a  (39) 
do badania pochodzenia płodnych kom órek w hodowli F.+- przem aw iały 
na korzyść pierwszej hipotezy. Okazało się, że zdolność przekazyw ania 
chrom osomu, a więc płodność populacji F + zależy głównie, jeśli nie w y­
łącznie, od obecności w  populacji nielicznych, specjalnych m utantów .
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Jacob i W ollman za pomocą techniki rep lik  płytkow ych w yodrębnili te 
m u tan ty  z hodowli bak terii F+ i stw ierdzili, że czynnik F nie znajduje 
się u nich w cytoplazm ie, ale jest w łączony do chromosomu. Tak więc 
częstotliwość pow stających rekom binantów  w krzyżów kach F + X F -  
okazała się ściśle zależna od liczby obecnych w hodowli F + kom órek 
H fr (3, 25, 31, 39, 71).

W w yniku badań nad koniugacją (40, 41, 69, 71) ustalono, że w szyst­
kie kom órki danego szczepu H fr przekazują swoje chrom osomy w pewien 
charakterystyczny dla niego sposób, k tó ry  może być różny dla poszcze­
gólnych szczepów. Okazało się, że różnice te są uzależnione od tego, k tó ry  
z punktów  chromosomu dawcy w nika jako pierw szy do kom órki biorcy. 
Locus ten nazwano symbolem  „O” (ang. origiri). Za punktem  O w stałych 
odstępach czasu w nikają m arkery  ułożone linijnie. D eterm inant m ęskoś­
ci typu  H fr (czynnik F połączony z chromosomem) jest um iejscowiony 
na końcowym biegunie chrom osomu i w nika do biorcy jako ostatni. Po­
łożenie czynnika F na dystalnym  biegunie chromosomu H fr potwierdzono 
również na drodze transdukcji (18). Dla pełnego w yrażenia cechy Hfr 
u rekom binantów  konieczne jest wprow adzenie do biorcy obu biegunów 
chromosomu: początkowego i końcowego. Ponieważ chromosom często 
pęka w czasie przekazyw ania, biorcy bardzo rzadko otrzym ują cechę Hfr; 
pow stające rekom binanty  są najczęściej F~.

Szczepy różniące się położeniem punktu  O przenoszą różne fragm enty  
chromosomu. Czasem m arkery , określone jako pierw szy i końcowy u ja ­
kiegoś szczepu w ykazują sprzężenie u innego, albo też dany fragm ent 
jest przenoszony przez dwa różne szczepy H fr w odw rotnej kolejności. 
W zględne położenie każdego m arkera  jest jednak zawsze takie samo 
u wszystkich szczepów.

Na podstawie zachowania się różnych szczepów H fr J a c o b  i W o l l ­
m a n  (40) w ysunęli ogólnie już p rzy ję tą  hipotezę o zorganizowaniu m a­
teriału  genetycznego kom órek E.coli w postaci kolistego, zam kniętego 
chromosomu. Przyłączenie się w kom órkach H fr czynnika F w jednym  
z wielu m ożliwych m iejsc na chromosomie powoduje przerw anie kolistej 
s tru k tu ry  i przekazyw anie chrom osomu w zorientow any sposób. Obec­
nie znanych jest 17 różnych m ożliwych punktów  przyczepu F na chro­
mosomie E.coli K12 (50) (rysunek 1).

Sposób przyłączania się episomu do chrom osomu nie jest ostatecznie 
wyjaśniony. Pew ne inform acje o m echanizm ie łączenia się elem entu F 
z chromosomem bak tery jnym  uzyskano w w yniku badań nad pośrednim i 
typam i dawców. Kom órki takiego dawcy w czasie koniugacji p rzeka­
zują zarówno m arkery  chrom osom alne jak  i swój czynnik płciowy w po­
staci autonom icznej. A d e l b e r g  i B u r n s  (1, 2) wyizolowali z jed ­
nego ze szczepów H fr pośredni typ  dawcy w ykazujący właściwości za­
równo populacji H fr jak  i F +, z tą  różnicą, że częstotliwość przekazyw a­
nia chromosomu była niższa w porów naniu ze szczepami Hfr, a przeka­
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zywanie autonom icznego czynnika m niej częste niż w system ie F+. W w y­
niku krzyżów ki z takim i szczepami kom órki biorcy otrzym yw ały cha­
rak terystyczny  dla tych  szczepów czynnik płci stając się dawcami tego 
samego typu. A d e l b e r g  i B u r n s  nazw ali takie szczepy F2, a dziki 
typ  F oznaczyli jako F^ Inni autorzy nadali wspólną nazwę F ’ w szyst­
kim  rodzajom  pośrednich typów  dawcy, pozostając przy określeniu F 
dla typu dzikiego. Przekazyw anie cech bak tery jnych  z kom órki do ko­
m órki przez czynnik F ’ nazwano seksdukcją, albo F-dukcją (42).

Sto 
G3 08 r

Rys. 1. Miejsce przyłączania się episom u F na chromosom ie E. coli K  12 w edług (12) 
Strzałki na zew nętrznym  kole oznaczają punkt O i k ierunek przekazyw ania chrom osom u przez

szczepy Hfr różnego typu
Na w ew nętrznym  kole oznaczono położenie na chrom osom ie cech syn tezy  am inokw asów  

(leu — leu cyn y , pro — proliny, try — tryptofanu, h is — h istyd yn y, liz — lizyn y , arg — argininy, 
ileu  — izo leucyny) tiam in y  B t i ad en in y  (ade), ferm en tacji cukrów  (lac — laktozy , gal — galak­

tozy, mai — m altozy) oraz cech y  oporności na faga Ti.

Badanie k inetyki tw orzenia zygot przez szczepy F ’ wykazało, że 
w kom órkach tych szczepów zachodzi często przejście czynnika płcio­
wego ze stanu autonom icznego w stan  przyłączenia i odwrotnie. Po­
łączenie więc czynnika płciowego F ’ z chrom osomem  jest u dawcy typu 
pośredniego nietrw ałe.

N ajw ażniejszą różnicą m iędzy dzikim czynnikiem  płci F a jego po­
chodnym i F ’ jest fakt, że te ostatnie posiadają określony rejon  homologii 
z chrom osomem  bak terii i w w yniku zakażenia kom órek biorcy czynnik 
F ’ zm ienia je w dawców pośrednich przenoszących geny chrom osomalne 
w tej samej sekw encji jak  wyjściow y szczep dawcy. Badany przez 
A d e l b e r g a  i B u r n s a  (1, 2) pochodny czynnik F ’ przyłączał się 
zawsze w tym  sam ym  m iejscu na chromosomie bak tery jnym  pomiędzy

http://rcin.org.pl



[7] E PISO M  F U  E. C O L I 107

locus pro kontrolującym  syntezę proliny, a locus lac determ inującym  
ferm entację  laktozy. W tym  regionie był również przyłączony czynnik F 
w oryginalnym  szczepie Hfr, z którego uzyskano nowy typ  dawcy. P rzy ­
puszczano, że elem ent F ’ pow staje z czynnika F w w yniku przyłączenia 
do niego fragm entu  chrom osomu bakteryjnego, a następnie przemieszcza 
się do cytoplazmy. Tworzenie czynnika F ’ byłoby więc analogiczne do 
pow staw ania faga Adg, k tóry  również nosi kaw ałek bakteryjnego chro­
mosomu uzyskanego na drodze rekom binacji profaga K z genomem gos­
podarza (3).

D r i s k e l l - Z a m e n h o f  i A d e l b e r g  (20) stw ierdzili, że czyn­
nik F ’ jest praw ie dwa razy bardziej w rażliw y na rozpad w budow a­
nego fosforu radioaktyw nego niż elem ent F, co wskazywało, że istotnie 
F ’ zaw iera jakiś dodatkow y fragm ent DNA. Dalsze badania (21) w yka­
zały, że właściwości F ’ zależą od obecności w tym  czynniku małego seg­
m entu  bakteryjnego chromosomu. Prawdopodobnie ten  segm ent um ożli­
wia parow anie F ’ z bak tery jnym  chromosomem w określonym , homo­
logicznym, zawsze tym  sam ym  regionie. Okazało się bowiem, że po w pro­
wadzeniu czynnika F zawierającego region lac do szczepu biorcy, m a­
jącego w swym  chromosomie ubytek  DNA w okolicy lac, pow staje typ 
daw cy nie dający się odróżnić od typu  dzikiego: w ykazuje on niską płod­
ność i różny porządek w przekazyw aniu m arkerów . W tym  przypadku 
czynnik F ’ nie mógł parow ać z homologicznym m iejscem  na chrom o­
somie bak tery jnym  i zachowywał się jak  czynnik F u dawcy F+- typu 
dzikiego.

W ym iana m ateria łu  genetycznego między genomem gospodarza a ele­
m entem  F najpraw dopodobniej jest obustronna. Działając barw nikam i 
akrydynow ym i na szczep zaw ierający czynnik F ’ uzyskano kom órki F~
o szczególnych właściwościach. W prowadzenie bowiem do tych kom órek 
czynnika F pochodzącego z typu dzikiego powodowało powstanie szczepu 
F ’ a nie F+. Można to tłum aczyć tym , że wprow adzony czynnik F został 
wbudow any w tym  m iejscu chromosomu, w którym  istniał m ały fragm ent 
czynnika F pozostawiony po utw orzeniu elem entu F’ w wyjściowym  
szczepie. Ten fragm ent episomu F służy praw dopodobnie jako region 
homologiczny dla łączenia się elem entu F z chromosomem, co powoduje 
pow stanie dawcy typu  F ’. Pozostaw iony na chromosomie fragm ent czyn­
nika F może więc stanow ić o właściwościach specjalnego locus sfa  (ang. 
sex  factor a ffin ity ) (2).

Bardzo w nikliw a analiza przeprow adzona przez S c a i f e’go i G r o s -  
s a (61) wykazała, że punkt O narzucony przez F ’ nie jest ściśle iden­
tyczny z punktem  O u oryginalnego szczepu, ale pow staje w obrębie 
nowego regionu homologii, k tó ry  znajduje się bardzo blisko dawnego. 
Do doświadczeń użyto pośredniego dawcę noszącego m arkery  A+Z + na 
chromosomie, a m arker Z -  na czynniku F \  Gdy takiego dawcę skrzy­
żowano z biorcą A ~Z~  i krzyżów kę przerw ano wcześnie, okazało się,
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że gen Z+ z chrom osomu dawcy jest przenoszony ze znaczną częstotli­
wością jako początkowy m arker. Ponieważ gen Z + nigdy nie jest prze­
kazyw any jako pierw szy m arker przez oryginalny szczep H fr, zmiana ko­
lejności jego w nikania m usi być spowodowana pow staniem  innego re ­
gionu homologii niż u szczepu wyjściowego. Region ten  mieści się w ob­
rębie genu Z, k tó ry  uprzednio został w łączony do czynnika F. Można 
stąd  wnosić, że zdolność przekazyw ania chrom osomu przez szczepy po­
średnie pojaw ia się w w yniku przyłączania na drodze rekom binacji czyn­
nika F ’ w regionie homologii z chromosomem. Na rysunku  2 przedsta­
wiono schem atycznie hipotezę dotyczącą przyczyn różnej orientacji p rze­
kazyw ania m ateria łu  chrom osomalnego przez szczepy F ’, w ynikającą 
z omówionych wyżej doświadczeń.

d)
Szczep F _____ .

(  )  
s
z*

\

z*
Rys. 2. O rien ta cja  p r z ek a zy w a n ia  m a rk eró w  przez  szczep y  F +  i F ’ w e d łu g  (61).

L in ia  p rze ry w a n a  — e lem ent F ,  l in ia  c ią g ła  — ch rom o so m  b a k t e r y jn y
C h ro m o so m  b a k t e r y jn y  o ce ch ach  A +  (p ie rw szy  z p rz e k a zy w a n y c h  m a rke ró w ) i  Z +  (o stat­

n i m a rk e r). S t r z a łk i  w s k a z u ją  o r ie n ta c ję  p rz e k a zy w a n ia  m a rke ró w .
a) p rze d sta w ia  w  ja k i  sposób c z y n n ik  F ’ n o szą cy  gen z m u ta c ją  Z -  d e cy d u je  o m ie jscu  

p a ro w a n ia  z  chrom osom em .
b) p r z y  re k o m b in a c ji w  ty m  re g io n ie  na lew o  od genu z ,  do b io rc y  z  cechą Z -  będzie 

p rze n o szo n y  ja k o  p ie rw szy  a lle l Z ~  i  ce ch y  te j n ie  stw ie rd z i s ię  u re k o m b in a n tó w .
c) p rz y  re k o m b in a c ji po p ra w e j stro n ie  od ge nu  Z , p ie rw szy m  p rze n o szo n y m  m a rke re m  

będzie  a lle l Z+ .
d) c z y n n ik  F  p a ru je  z  ch rom o so m em  w  re jo n ie  h o m o lo g ii „ s ” . W  w y n ik u  re k o m b in a c ji 

ep iso m u  F  z chrom osom em  m a rk e r Z +  p rz e k a zy w a n y  je st ja k o  o sta tn i (e).

Nie m a dotąd bezpośrednich dowodów, że czynniki F są całkowicie 
w budow ane w chromosom w w yniku rekom binacji. W skazyw ały na to 
dane z niektórych prac (70), sugerujące, że elem ent F u kom órek H fr 
w trakcie  przekazyw ania chrom osomu jest podzielony na dwie części, 
przy czym jedna z nich m a znajdować się na początku chromosomu, 
a d ruga na końcu. Jeśli założy się, że dziki czynnik F paru je  w jednym  
z k ilkunastu  regionów homologicznych dla F na chromosomie w taki 
sam sposób jak  czynnik F ’, można przyjąć, że w budow yw anie czynnika 
F odbywa się również na drodze rekom binacji. Świadczą za tym  omó­
wione uprzednio obserw acje (21) o możliwości przyłączania się elem entu
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F-lac w różnych m iejscach chromosomu, jeśli biorca m a ubytek w chro­
mosomie w regionie lac. E lem ent F-lac jest jednym  z czynników F ’, 
a w  przypadku ubytku  na chromosomie w regionie lac zaczyna zacho­
wyw ać się jak  dziki typ  F. Ponadto za przyjęciem  koncepcji w łączania do 
chrom osomu episomów na drodze rekom binacji mogą również — per 
analogiam  — przem aw iać w yniki badań nad pow staw aniem  faga k lg  (66). 
Ten sposób włączania cząstki F do chrom osomu tłum aczyłby logicznie 
większość znanych faktów  obserw ow anych w procesie koniugacji i re ­
kom binacji u E.coli K12 (31).

Możliwe jest jednak, że w pew nych przypadkach episom F nie jest 
całkowicie w budow any do chromosomu. Świadczą o tym  obserw acje nad 
przekazyw aniem  F 13, jednego z czynników F \  Po pobraniu F 13 przez ko­
m órki F~ następuje odłączenie m ateria łu  chrom osomalnego od cząstki 
F 13 i biorcy zostają zm ienieni w dawców F + dzikiego typu. Ten proces
o uderzającym  podobieństwie do procesu indukcji zygotycznej sugeruje, 
że fragm ent chrom osomu baktery jnego jest względnie luźno związany 
z czynnikiem  F 13. D r i s k e l l - Z a m e n h o f  (21) w nioskuje z tego 
doświadczenia, że w kom órkach H fr elem ent F jest najpraw dopodobniej 
tylko przyczepiony w sposób m niej lub bardziej ścisły do chromosomu 
bakterii.

Obecność czynników płci, zarówno w stanie autonom icznym  jak  i w bu­
dow anym  nadaje kom órkom  gospodarza nowe właściwości: sta ją  się one 
dawcam i m ateriału  genetycznego, ulegają też zmianie ich zdolności w ią­
zania i nam nażają fagów, pew ne właściwości powierzchniowe oraz ich 
ruchliwość. Komórki dawców w ykazują większą tendencję do autoaglu- 
tynacji i łatw iej pobierają kw aśny barw nik  niż kom órki F~ (10,17,48). 
W raz z w prowadzeniem  czynnika do kom órki żeńskiej, nabyw a ona 
now y antygen pow ierzchniow y f +, obecny tylko w m ęskich kom órkach 
typu  F +, H fr i F ’ (55, 56). Poza tym  stw ierdza się u dawców obecność 
pew nych s tru k tu r  powierzchniowych, w rażliw ych na działanie nadjo- 
danu, które decydują o tw orzeniu par koniugacyjnych; działanie nadjo- 
danem  na kom órki żeńskie nie zm ienia ich zdolności koniugacyjnych (64).

Czynnik F, zarówno w stanie autonom icznym  jak  i przyłączonym , de­
term inu je  obecność receptorów  dla pew nych fagów zaw ierających RNA 
(MS2, ¡i2, f2). Fagi te nie adsorbują się na kom órkach F -  (10, 17). Obec­
ność czynnika F w komórce pow oduje natom iast u tra tę  m iejsc receptoro­
w ych dla fagów nam nażających się tylko na szczepach żeńskich (17), 
a także uniem ożliwia lizogenizację łagodnym  fagiem  tau  (27).

Inną jeszcze zmianą w ystępującą w kom órkach zaw ierających F jest 
ich zm niejszona ruchliwość. Selekcja hodowli w k ierunku  najw iększej 
ruchliw ości prowadzi do uzyskania kom órek F - . Przyczyna tego zjaw iska 
nie jest znana (63).

Ta zależność niektórych właściwości kom órek od obecności episomu F 
pozwala przypuszczać, że o w szystkich tych  cechach decyduje czynnik F.
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Bardzo przekonyw ujące są sugestie Brintona, k tó ry  na podstaw ie swych 
obszernych badań nad czynnikiem  F tw ierdzi, że zdolność do koniugacji, 
pow staw anie nowego antygenu powierzchniowego, obecność receptorów  
dla adsorbcji fagów „m ęskich” (adsorbujących się wyłącznie na ko­
m órkach m ęskich wszystkich rodzajów), u tra ta  zdolności do koniugacji 
po zadziałaniu nadjodanem  zależą od obecności na powierzchni kom órek 
dawców pilii typu F. W edług B r i n t o n a  liczba pilii ściśle odpowiada 
liczbie cząstek czynnika F w komórce, k tó ry  determ inuje ich syntezę (11,
12, 52). Również K n o l l e  (44) oraz V a l e n t i n e  (68) przyjm ują, że 
występow anie antygenu f + oraz innych w ym ienionych powyżej właści­
wości u kom órek dawców są związane z obecnością pilii typu  F.

In teresujące jest zagadnienie czy cykl rep likacyjny  rozpoczyna się 
zawsze w tym  sam ym  m iejscu chromosomu. Z danych N a g a t y  (51) 
wynikałoby, że włączenie episomu F do chrom osomu u E.coli narzuca 
nowe m iejsce rozpoczęcia replikacji chromosomalnego DNA i kierunek 
odtw arzania jego nici. U kom órek H fr replikacja DNA chromosomalnego 
rozpoczynałaby się w hipotetycznym  replikatorze czynnika płci i postę­
powałaby w k ierunku  przeciw nym  do k ierunku przekazyw ania DNA 
w czasie koniugacji. N atom iast u kom órek F~ replikacja rozpoczynałaby 
się w przypadkow ym  m iejscu na chromosomie (51). Jednak  późniejsze 
dane B e r g a  i C a r o  (5) wskazują, że in tegracja  episomu F tylko 
u niektórych szczepów lub w szczególnych w arunkach  doświadczalnych 
oddziaływ uje na replikację chromosomu, oraz że w yniki N a g a t y  (51) 
zależały od przypadkow ego zastosowania takich w łaśnie szczepów.

D r i s k e l l  i A d e l b e r g  (19) wykazali, że czynnik F zawiera 
fosfor. W yniki badań (20) nad wpływ em  m itom ycyny C (ham ującej syn­
tezę DNA) na włączanie 32P  do cząstek F  i F ’ u E.coli KI 2 wskazywały, 
że ich podstaw owym  składnikiem  jest DNA. Okazało się, że czynnik F 
jest około 100 razy m niejszy od chrom osomu bakteryjnego, a wielkość 
badanego F ’ jest rzędu 3— 8%  wielkości chromosomu. Bezpośredni dowód, 
że czynnik F zaw iera DNA przedstaw ili M a r m u r  i wsp. (49). P rzeka­
zali oni do biorcy Serratia marcescens episom F-lac noszący geny fe r­
m entacji laktozy pochodzące z chrom osomu E.coli K12. Z porów nania 
DNA wyodrębnionego z niezakażonych kom órek Serratia marcescens 
z DNA kom órek zakażonych wynikało, że przejściu czynnika F-lac to­
warzyszy pojaw ienie się nowych, dwóch rodzajów DNA o innej zaw ar­
tości G +  C. Jeden  z nich zaw ierał 50%  G +  C co jest w artością charak te­
rystyczną dla E.coli, drugi — 44% G +  C (DNA norm alnych kom órek 
S.marcescens zaw iera 58% G +  C). Sum a obu rodzajów DNA odpowiadała 
l°/o całkow itej ilości DNA w komórce, przy czym ilość DNA o składzie 
44% G +  C była dziesięciokrotnie m niejsza niż DNA zawierającego 50% 
G +  C. Badania przeprowadzone przez H e r m a n a  i F o r r o  (32) z uży­
ciem kom órek F + znakowanych tym idyną 3H w ykazały również, że prze­
kazyw any do F~ m ateriał radioaktyw ny wynosi około 1%  całego zna­
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kowanego DNA kom órek F +. S i l v e r  (62) stw ierdził ponadto, że m a­
teriał przekazyw any do biorcy w czasie koniugacji nie zawiera ani RNA, 
ani białek, p rzynajm niej w ilościach w ykryw alnych stosow anym i m eto­
dami analitycznym i.

Praw dopodobnie episom F a także i inne episomy w ystępują w po­
staci zam kniętego, kolistego i podwójnego łańcucha DNA (31), na co 
wskazują zachowanie się i n iektóre właściwości czynnika F w stanie au to­
nom icznym  i zintegrow anym  oraz czynników F \  Przypuszczenie to zo­
stało poparte przez R o t h a  i H e l i n s k i e g o  (60), k tórzy wykazali, 
że kwas dezoksyrybonukleinow y czynnika kolicynogennego col Ex z ko­
m órek Proteus mirabilis  col jest kolistą cząstką.

L IT E R A T U R A

1. A d e l b e r g  E.  A. ,  B u r n s  S. N ., Genetics 44, 497 (1959).
2. A d e l b e r g  E.  A. ,  B u r n s  S. N ., J. Bacteriol. 79, 321 (1960).
3. A d e l b e r g  E.  A. ,  P i t t a r d  J., Bacteriol Rev.  29, 161 (1965).
4. B e l  s e r  W . L ., B u n t i n g  M. J., J. Bacteriol. 72, 582 (1956).
5. B e r g  C. M., C a r  o L. G., J. Mol. Biol. 29, 419 (1967).
6. B e r n s t e i n  H. L ., Sym p. Soc. Exptl. Biol. 12, 93 (1958).
7. B  h a s  k a r  a n  K ., I y e r  S. S ., Nature  189, 1030 (1961).
8. B o r e k  E. ,  R y a n  A ., Biochim. Biophys. Acta  41, 67 (1960).
9. B o r o w s k i  J ., w  d y sk u sji: N o v ick  R. P ., Post. Microbiol. 5, 345 (1966).

10. B r a d l e y  D. E., J. Gen. Microbiol. 35, 471 (1964).
11. B r i n  t o n  C.  C.,  G a m s  k i  P. ,  C a r n a h a n  J., Proc. Nat. Acad. Sci. U .S .  52, 

776 (1964).
12. B r i n  t o n  C. C., Trans. N . Y .  Acad. Sci. 27, 1003 (1965).
13. C a v  a 11 i -  S f  o r z a L. L ., Boll. 1st. Sieroter. Milano  29, 281 (1950).
14. C a v a l l i - S f  o r z a  L.  L. ,  L e d e r b e r g  J. ,  L e d e r b e r g  E. M., J. Gen. 

Microbiol. 8, 89 (1953).
15. C l o w e s  R .C ., M o o d y  E .E . M ., P r i t c h a r d  R. H ., Genet. Res. 6 , 147 (1965).
16. C u z i n  F. ,  J a c o b  F ., Compt. Rend. Acad. Sci. 260, 2087 (1965).
17. D e t t o r i  R. ,  M a c c a c a r o  G.  A. ,  P i c c i n i n  G. L ., Giorn. Microbiol. 9, 141 

(1961).
18. D e W i t t  S. ,  A d e l b e r g  E. A ., J. Bacteriol. 83, 673 (1962).
19. D r  i s  k  e l l  P. J., A d e l b e r g  E. A ., Bacteriol. Proc. 186 (1961).
20. D r i s k e l l - Z a m e n h o f  P.  J. ,  A d e l b e r g  E. A ., J. Mol. Biol. 6, 483 (1963).
21. D r i s k e l l - Z a m e n h o f  P. J., B a c ter ia l E p iso m es. T he B a cter ia , red. 

I. C. G u n sa lu s, R. Y . S ta n ier , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork , L o n d y n  19 6̂4, to m  V, 
str . 155.

22. F a l k o w  S., W o h l i e t e r  J.  A. ,  C i t a r e l l a  R.  V. ,  B a r o n  L. S., J. Bacte­
riol. 88, 1958 (1964).

23. F i s h e r  K. W ., J. Gen. Microbiol. 28, 711 (1962).
24. F u r n e s s  G. ,  R o w l e y  D., J. Gen. Microbiol. 17 , 550 (1957).
25. G r o s s  J. D ., C o n ju g a tio n  in  B a cter ia . T h e B a cter ia , tom  V, red . I. C. G u n sa lu s, 

R. Y. S ta n ier , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork , L on d yn  1964.
26. G u n  d e r  s e n  W. B ., J y s s u m  K ., L i e  S., J. Bacteriol. 83, 616 (1962).
27. H a k u r a  A. ,  O t s u j i  N. ,  H i r o t a  Y ., J. Gen. Microbiol. 35, 69 (1964).
28. H a y e s  W ., Nature  169, 118 (1952).
29. H a y e s  W ., J. Gen. Microbiol. 8, 72 (1953).
30. H a y e s  W ., Cold. Spring Harbour Symp. Quant. Biol. 18, 75 (1953).

http://rcin.org.pl



1 12 M. RAJC H ER T -TR ZPIL, [12]

31. H a y e s  W ., T h e  G en etics  o f B a cter ia  and th e ir  V iru ses. B la c k w e ll S c ien tif ic  
P u b lica tio n s , O xford  1964.

32. H e r m a n  R. K ., F  o r r o J. J  r., Abstr. Biophysical Soc. F B — II (1962).
33. H i r o t a  Y ., Nature  178, 92 (1956).
34. H i r o t a  Y. ,  I i j i m a  T., Nature  180, 655 (1957).
35. H o l l o w a y  B .W ., F a r g i e  B. J., J. Bacteriol. 80, 362 (1960).
36. J a c o b  F. ,  B r e n n e r  S. ,  C u z i n  F ., Cold. Spring Harbour Quant. Biol. 28, 

329 (1963).
37. J a c o b  F. ,  S c h a e f f e r  P ., W o  11 m a n  L., E p isom ic  E lem en ts  in B acter ia . 

M icrob ia l G en etics ., T en th . Sym p . Soc. G en. M icrob iol., U n iv e r s ity  P ress , C am ­
b rid ge  I960, str. 67.

38. J a c o b  F ., W  o 11 m  a n E. L ., Compt. Rend. Acad. Sei. 240, 2566 (1955).
39. J a c o b  F ., W  o l l  m a n  E. L., Compt. Rend. Acad. Sei. 242, 303 (1956).
40. J a c o b  F ., W  o 11 m  a n E. L ., Compt. Rend. Acad. Sei. 245, 1840 (1957).
41. J a c o b  F ., W o  11 m a n  E. L ., Symp. Soc. Exptl. Biol. 12, 75 (1958).
42. J a c o b  F ., W o  11 m a n  E. L ., Compt. Rend. Acad. Sei. 247, 154 (1958).
43. K a w a k a m i  M. ,  L a n d m a n  O .E ., J. Bacteriol. 92, 398 (1966).
44. K n o l l e  P ., P roc. IV  C ongr. H un g. A sso c ia tio n  M icro b io lo g ists  (1964).
45. L e d e r b e r g  J. ,  C a v a l l i  L.  L. ,  L e d e r b e r g  E. M ., Genetics 37, 720 (1952).
46. L e d e r  b e r g  J. ,  T a t u m  E. L., Nature  158, 558 (1946).
47. L o u  t i t  J. S., P e a r c e  L., J. Bacteriol. 90, 425 (1965).
48. M a c c a c a r o  G.  A. ,  C o m o l l i  R ., J. Gen. Microbiol. 15, 121 (1956).
49. M a r m u r  J.,  R o w n d  R. ,  F a l k o w  S.,  B a r o n  L.  S. ,  S c h i l d k r a u t  C. ,  

D o t y  P ., Proc. Nat. Acad. Sei. U .S .  47, 972 (1961).
50. M a t n e y  T.  S. ,  G o l d s c h m i d t  E.  P. ,  E r w i n  N.  S. ,  S c r o g g s  R. A ., 

Biochem. Biophys. Res. Comm.  17, 278 (1964).
51. N a g a t a  T., Proc. Nat. Acad. Sei. U .S .  49, 551 (1963).
52. N i s h i m u r a  Y. ,  I s h i b a s h i  M. ,  M e y n e l l  E.,  H i r o t a  Y ., J. Gen. 

Microbiol. 49, 89 (1967).
53. N  o v  i c k R. P ., Post. Microbiol. 5, 345 (1966).
54. N  o v  i c k R. P ., R i c h m o n d  M. H ., J. Bacteriol. 90, 467 (1965).
55. 0  r s k o v  F ., 0  r s k  o v  I., Acta Path. Microbiol. Scand. 51, 280 (1961).
56. 0 r s k o v  I., 0 r s k o v  F., A cta  Path. Microbiol. Scand. 48, 37 (1960).
57. 0 r s k o v  I., 0 r s k o v  F ., J. Bacteriol. 91, 69 (1966).
58. P o s t o n  S. M ., Nature  210, 802 (1966).
59. R i c h m o n d  M. H ., Brit. Med. Bull.  21, 260 (1965).
60. R o t h  T. F ., H  e 1 i n s k i D. R., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 58, 650 (1967).
61. S c  a i f  e J., G r o s s  J. D „ Genet. Res. Camb.  4, 328 (1963).
62. S i l v e r  S .D . ,  J. Mol. Biol. 6, 349 (1963).
63. S k a a r  P .D .,  R i c h t e r  A. ,  L e d  e r  b e r g  J., Proc. Nat. Acad. Sei. U .S .  43, 

329 (1957).
64. S n e a t h  P.  H.  A. ,  L e d e r b e r g  J., Proc. Nat. Acad. Sei. U .S .  47, 86 (1961).
65. S m i t h  H.  W. ,  H a l l s  S., J. Gen. Microbiol. 47, 153 (1967).
66. S t e r n  C., D iscu ss io n . M eth o d o lo g y  in  B a sic  G en etics ., red . W. L. B u rd ette , 

H o ld en -D a y  Inc., San  F ra n cisco  1963, str. 129.
67. T a k a h a s h i  J. ,  B a r n a r d  R. A ., Mutation Res. 4, 111 (1967).
68. V a l e n t i n e  R. C., Biochem. Biophys. Res. Comm,  22, 156 (1966).
69. W o  11 m a n  E. L ., J a c o b  F ., Ann. Inst. Pasteur  95, 641 (1958).
70. W o l l  m a n  E. L ., J a c o b  F ., S e x u a lity  and th e  G en etics  o f th e  B a cter ia ,  

A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork , L on d yn  1961, str. 187.
71. W  o l l  m a  n E. L ., J a c o b  F. ,  H a y e s  W ., Cold. Spring Harbour Sym p. Quant. 

Biol. 21, 141 (1956).
72. Z i n d e r N . D ., Science 131, 924 (1960).

http://rcin.org.pl



Post. B iochem .  15, 113—134 (1969).

BARBARA LU BAS*

Chemiczne i fizyczne zmiany DNA pod wpływem promieniowania
jonizującego in vitro

Chemical and Physical Changes Produced in DNA by Action of Ionizing 
Radiation in vitro

R a d io ly s is  of D N A  and its  p u rin e  and  p ir y m id in e  b a ses , a c tio n  of fr ee  ra d ica ls  
on D N A  d e r iv a tiv es  and fo rm a tio n  o f h y d ro p ero x id es  is p resen ted . C o n fo rm a tio n a l  
ch a n g es prod u ced  b y  io n iz in g  r a d ia tio n  in  D N A  m a cro m o lecu le : m a in -c h a in  s c is ­

sion , c r o s s - lin k in g  and d en a tu ra tio n  are d iscu ssed .

Ze względu na podstaw ow ą rolę DNA w przenoszeniu inform acji ge­
netycznej, w pływ  prom ieniow ania jonizującego na jego biosyntezę, s tru k ­
tu rę  i własności m a szczególne znaczenie w naukach biologicznych. 
Uszkodzenia radiacyjne DNA obejm ują zarówno zm iany fizykochemiczne, 
tzn. zm iany ciężaru cząsteczkowego oraz naruszenie drugo- i trzeciorzę­
dowej s truk tu ry , jak i reakcje radiochem iczne w obrębie s tru k tu ry  p ierw - 
szorzędowej. Zm iany fizykochemiczne i chemiczne są od siebie naw zajem  
zależne, a zastosowany w tym  artyku le  podział zagadnień m iał na celu 
jedynie bardziej p rzejrzyste przedstaw ienie omawianego m ateriału .

I. Wydajność podstawowych reakcji radiochemicznych w  DNA

Wrażliwość danego układu na prom ieniow anie można w yrazić jako 
funkcję liczby przem ian w yw ołanych pod w pływ em  określonej daw ki 
prom ieniow ania. W ydajność rad iacyjną G pow stania lub rozpadu jak ie­
goś związku m ierzy się liczbą określonych zm ian chemicznych w yw oła­
nych przez 100 elektronow oltów  pochłoniętej energii.

Początkowe pochłanianie energii prom ieniow ania m ożna trak tow ać 
jako procesy czysto fizyczne pierw otnych aktów  jonizacji i wzbudzenia 
atomów, przy czym rozkład energii w naprom ienianym  m ateriale  jest 
przypadkow y i nie zależy od jego budow y chemicznej. M echanizm popro­
m iennych reakcji chem icznych może być jonowy lub wolnorodnikowy. 
Na pow staw anie wolnych rodników  (cząsteczek nie posiadających ładun­

* M gr. K ated ra  C h em ii O gó ln ej Ś lą sk ie j  A k a d e m ii M ed y czn ej, Z a b rze-R o k itn ica
W ykaz sto so w a n y c h  sk ró tó w : E PR  —  p a r a m a g n e ty cz n y  rezo n a n s e le k tr o n o w y ,  

LE T  —  lin io w a  s tra ta  en e rg ii

8 P o stę p y  B io c h e m ii http://rcin.org.pl
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ku, ale zaw ierających niesparow ane elektrony) w naprom ienionych roz­
tw orach substancji biologicznych, w tym  również DNA, w skazują w yniki 
badań techniką param agnetycznego rezonansu elektronow ego (EPR) (27, 
61, 84, 88). Przekazyw anie energii przez rodniki lub jony możliwe jest 
w roztworze dzięki dyfuzji.

Oddziaływanie m iędzy substancją a rodnikam i prowadzi do spadku 
jej stężenia oraz do u tra ty  jej charakterystycznych własności (dezakty­
wacji). W yprowadzono teoretycznie (25) zależności na praw dopodobień­
stwo w ystępow ania tych zjawisk ze wzrostem  daw ki w funkcji stałych 
szybkości reakcji i wydajności tw orzenia rodników. Spadek stężenia sub­
stancji ze wzrostem  daw ki ma charak ter w ykładniczy zarówno w przy ­
padku substancji czystej jak  i w obecności domieszek (7).

Pozwala to stosować pojęcie „dawki 37°/o” (D37), tzn. dawki, potrzeb­
nej do obniżenia stężenia lub aktyw ności substancji do l/e  =  0,37 po­
czątkowej wartości. Wielkość D37 może inform ow ać o wydajności tw orze­
nia rodników oraz szybkości ich reakcji z substancją.

W tablicy 1 zestawiono orientacyjne wydajności radiacyjne w szyst­
kich podstaw owych reakcji dla naprom ienianego DNA.

Tablica 1

W y d a jn o ść  śred n ia  i „d a w k i 37%>” d la  różn y ch  ty p ó w  u szk od zeń  ra d ia cy jn y ch  
w  D N A  (roztw ór O^OS10/», n a p ro m ien ia n y  w  p o w ietrzu ) (w ed łu g  89)

P oziom
organ izacji

stru k tu ra ln ej
C h arak ter u szk od zen ia  D N A

D 37 w  
k ilo -  

radach

W ydajność  
radiacyjna  
G/ 10Cev

S tru k tu ra N a ru szen ie  o d d zia ły w a ń  m ięd zy -
trzec io rzęd o w a c zą steczk o w y ch <  0,25 >  500

Z m ian y  k o n fig u ra c ji D N A 0,25 ^>500
S tru k tu ra P rz ejśc ie  fo rm y  „ B ” w  „ A ” 0,25— 0,7 500
d ru gorzęd ow a U szk o d zen ie  w ią za ń  w o d o ro w y ch 9,5 13
S tru k tu ra U szk o d zen ia  zasad 50 1,5
p ierw szo rzęd o w a P o w sta w a n ie  w o d o ro n a d tlen k ó w 70 1,1

D eza m in a cja 130 0,5
P o jed y n cze  zerw a n ia  ła ń cu ch a 170 0,4
D e fo sfo r y la c ja 700 0,1
S ie c io w a n ie
D egrad acja  (c ięcia  p op rzeczn e  
p o d w ó jn eg o  łań cu ch a)

500 ^  0,15

a) w sk u te k  n a ło żen ia  się  d z ia ła n ia  
p o śred n ieg o  i b ezp o śred n ieg o

1700 0,04

b) w sk u te k  d z ia ła n ia  b ezp o śred n ieg o 5 000 0,01

Ja k  w ynika z tzw. teorii tarczow ej L e a  (52), znając D37 można, przy 
założeniu równom iernego rozkładu rodników w naprom ienianym  obiek­
cie biologicznym, wyliczyć dla tego obiektu tzw. prom ienioczułą objętość
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efektyw ną lub efektyw ny prom ienioczuły ciężar cząsteczkowy. Obie te 
wielkości są odwrotnie proporcjonalne do D37 przy czym współczynniki 
proporcjonalności wylicza się, p rzyjm ując założenie (9, 66), że na jeden 
akt jonizacji przypada energia 60 eV, a na jeden gram  substancji biolo­
gicznej i dawkę 1 rada — energia 87 ergów.

Dla większości m akrocząsteczek biologicznych — enzymów, horm o­
nów, fagów, wyznaczone w  ten  sposób objętości i ciężary cząsteczkowe 
efektyw ne dobrze pokryw ają się (34, 43) z rzeczywistym i ciężaram i czą­
steczkowym i określonym i z pom iarów fizykochemicznych. Dla jednoni- 
ciowego DNA z faga 174 G i n o z a  (34) wyliczył, w oparciu o D37 =  386 
kiloradów, efektyw ny ciężar cząsteczkowy wynoszący 1,74 X 106, co do­
brze zgadza się z fizycznym  ciężarem tego typu  DNA, znalezionym  przez 
S i n s h e i m e r a  (85).

II. Sekwencja reakcji radiochemicznych w DNA

Radioliza DNA przy różnych jego stężeniach w roztworze zależy od 
wielkości s tra t jonizacyjnych i w ydajności tw orzenia rodników na każdy 
ak t jonizacji. W skazuje na to zgodność danych ze spektrofotom etrii wod­
nych roztw orów  DNA z w ydajnościam i tw orzenia rodników w suchym  
DNA oznaczonymi techniką EPR (83, 84, 88). W ydajność tw orzenia rod­
ników jest analogiczna dla suchego DNA i dla wody i waha się w gra­
nicach 1— 2 rodników na jedną parę jonów czyli 3— 6 rodników  na 100 eV 
(45). W suchym  DNA sygnał EPR osiąga w artość nasycenia w zakresie 
dawek 100— 200 kiloradów, a m aksym alną w ydajność rodników  obser­
w uje się dla dawek m niejszych od 100 kiloradów, przy wyższych zaś 
w ydajność ta  spada i np. po dawce 1 m egarada jest rzędu zaledwie 
0,17— 1,7/100 eV (88).

Podstawowe poprom ienne uszkodzenia chemiczne DNA związane są 
ze zmianam i w obrębie zasad azotowych. Stwierdzono (8, 26, 31), że za­
sady pirym idynow e są bardziej w rażliw e na prom ieniow anie niż pury- 
nowe.

Krzywe wydajności radiacyjnej dla wolnych nukleozydów (44, 46) i dla 
nukleotydów (72) świadczą, że wiązania glikozydowe ani fosfodw uestro- 
we nie chronią zasad przed atakiem  ze strony wolnych rodników. Po­
dobnie połączenie nukleotydów  w łańcuch polinukleotydowy, w ią­
zania wodorowe m iędzy kom plem entarnym i zasadam i w podwójnej spi­
rali DNA, a także sam a spiralizacja nie daje takiego efektu ochronnego, 
przy dowolnym stężeniu naprom ienianych wodnych roztw orów  DNA (8). 
Z dobrym  przybliżeniem  można więc wyliczyć wydajność radiacyjną ra- 
diolizy DNA z w yrażenia:

Q  __  ^ G - C ' ^ G - C  4 ~  G ą —t ^ C ą —T  ^

8* http://rcin.org.pl
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gdzie Cg - c i Ca _t — procentowe zawartości molowe odpowiednio dla
zasad pirym idynow ych i purynow ych w cząsteczce, 

Gg - c i Ga - t— średnie wydajności radiacyjne odpowiednio dla 
zasad pirym idynow ych i purynow ych.

R o s s b e r g  (71) zaproponował następujący tok reakcji radioche­
micznych w DNA:

/v w w t— ) WWW— > Y

gdzie B — liczba zasad (o w spółczynniku ekstynkcji E) w spirali DNA,

B* — liczba uwolnionych zasad (o współczynniku ekstynkcji E’ =  
=  kE),

Y — stężenie produktów  o współczynniku ekstynkcji E =  O, w y­
tworzonych w skutek reakcji radiochem icznych, 

a  — współczynnik w ydajności uw alniania zasad przez depolim ery- 
zację,

P ' — współczynnik wydajności tw orzenia produktów  radiochem icz­
nych.

Na podstaw ie rów nań opisujących spadek liczby zasad i stężenie wol­
nych zasad w funkcji daw ki oraz współczynników a i (3 (15, 24) R o s s ­
b e r g  (70) znalazł teoretycznie analityczną form ę zm iany m axim um  eks­
tynkcji w funkcji dawki, współczynników ekstynkcji oraz współczynni­
ków a i (5. Dane teoretyczne okazały się zgodne z doświadczalnym i, co 
potw ierdziło słuszność schem atu. W spółczynniki a i P zależne są od stęże­
nia roztw oru i można je wyznaczyć doświadczalnie. Z pom iarów lepkości 
naprom ienianych roztw orów  DNA w ynika (70), że zawsze a > § .

Wyliczono (76,77), że około 20% wolnych rodników w roztworze a ta ­
ku je  w DNA rybozę powodując utlenienie w iązań i hydrolizę a w skutek 
tego rozerw anie łańcucha i uw alnianie się zasad. Pozostała część (SÔ /o) 
rodników  powoduje utlenianie i w tórne zm iany chemiczne zasad w łań­
cuchu DNA.

III. Utlenianie i wtórne zmiany zasad pirymidynowych

Przyczyną dużej wrażliwości zasad pirym idynow ych na prom ieniow a­
nie jest łatwość u tleniania pod w pływ em  wolnych rodników  wiązania 
w  położeniu 4— 5 pierścienia; w purynach  miejsce to jest chronione pierś­
cieniem imidazolowym.

Fakt, że w naprom ienianym  roztworze kw asy nukleinowe są u tlen ia­
ne na 4— 5 wiązaniu p irym idyn wykazali S c h o l e s ,  W e i s s  i W h e -
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e l e r  (82), a potw ierdzili E k e r t  i M o n i e r  (28, 29, 30). W edług 
Scholesa, W eissa i W heelera, podwójne wiązanie 4— 5 pod wpływem  pro­
m ieniow ania otw iera się, powodując pow stanie hydroksyw odoronadtlen- 
ku. Proces ten  składa się z trzech etapów (schemat 1).

^ / H ^ l u b C F ^ j  ^ ^ ( l u b C h ^ j  lub C H 3j ^ H ^ I u b C H 3 ;

C C —  C - O - O —  +02 C - O - O H

II +OH------ -  I +CV  I +H+>  I + 02
C c — OH C - O H  C - O H

/ X H / X H / X H / X H

Schem at 1. E tapy pow staw ania hydroksyw odoronadtlenku p rzy  radiolizie DNA

1. prom ieniow anie powoduje radiolizę wody, a rodnik OH‘ działając na
4— 5 podwójne wiązanie p irym idyny daje rodnik hydroksyhydropiry- 
m idylowy

2. rodnik ten  wchodzi w reakcję z obecnymi w roztworze cząsteczkami 
tlenu  powodując pow stanie rodnika hydroksyhydronadtlenopirym i- 
dylowego

3. jon O l, pow stający w reakcji

h + o 2-> h o -^ ± h + + o 2-

przekształca ten  rodnik w hydroksyw odoronadtlenek.
Losy pow stałych nadtlenków  zm ieniają się zależnie od zasady, w k tó­

rej one w ystępują, rozpatrzym y więc kolejno tym inę i cytozynę.
W ydajność rad iacyjna uszkodzeń tym iny jest duża — wynosi G =  2,4 

dla roztw oru 10-3 M (51). Podstaw ow ą reakcją jest utlenianie tym iny 
z powstaniem  hydroksyw odoronadtlenku. W ydajność jego tworzenia w y­
nosi jednak jedynie G =  0,85 (51), ponieważ jest on częściowo niszczony 
przez prom ieniowanie. N adtlenek tym iny  jest dosyć trw ały . Posiada on 
dw a izom ery przestrzenne: cis (80%) i trans (20%) (29):

(c‘s) (trans)

przy czym w tem peraturze pokojowej form a cis może przechodzić w trans. 
Procesy związane z przekształceniam i radiacyjnym i tym iny przedstaw ia 
schem at 2.
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Rodniki

O
% A C"CH2° H

o i r S i
Tymina

O
u  11

HvoA , 

c?

& /
XH

12 Hnn-c-cCCH3
o n ^h

Wodoronadtlenki

O
HxNA r / CH3 ^  Pmdoh-A  Ĉ̂ OH0<^ hT ^n 

H

Stereoizomery wodoronadtlenkćw

H\M
✓N -C^|CH 3

----- 0=C Hc
u > I-C ^ lO O Hi

OH

K''N ' nOH —
Ô  N vH

H \  V T/H-C^|CH3 
0= C  H c

t \  h> “^ 'OH

/N - C  ,c h 3
o = c  ho nc  3

Yl-C^OOHI I 
H H

H>>-Cs?ch3 
0=C  HOOC 

u> - C / | OH ;i u

H -C\  mrdwkowu 
OH

Schem at 2. Schem atyczny przebieg reakcji radiochem icznych przy naprom ieniow a­
niu tym iny (wg 28, 29)

(*) — reakcje przew ażające w  warunkach beztlenow ych  lub przy niedoborze tlenu.

W rezultacie hydrolizy powstałe w odoronadtlenki rozpadają się często 
na p rodukty  prostsze: kwas pirogronowy, kwas m rów kowy i mocznik.

W odoronadtlenek pow stający przy radiolizie cytozyny jest n ietrw ały  
i rozpada się z uwolnieniem  tlenu do glikolu (30, 50, 51). W ydajność tej 
reakcji wynosi G =  0,12 (51). Glikol cytozyny też nie jest trw ały  i prze­
kształca się w kwas izobarbiturow y, na dwóch możliwych drogach:

a. przez uwolnienie NH2, a następnie wody (G — 0,2)

b. przez uwolnienie wody (przejście w 5-hydroksycytozynę), a następ­
nie uwolnienie NH2 (G — 0,34).

Opisane procesy przedstaw iono schem atycznie w edług E k e r t a 
i M o n i e r a  (30) na schemacie 3, uwzględniając również pow stanie rod­
nika hydropirym idylow ego i dwóch innych typów  wodoronadtlenków.
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Cytozyna

\  NH2

i  /H N  ̂ C 
I II

HO/C^N"C\H

nh2
c  /H

cL

Wodoronadtlenki
NH2

L ~ '  HHQ2 ,  N

/  „ c ^ ć r 9 H

1
Rodniki

NH2

n -̂c- < h
i  pH

ho n ^h

9 - o o h  
.  . cO l- 

NH

n h 2

OH

H O - ć f " ^  s 
\  i_r^l "Vy
ri , o hN q

OH
9“

ri''Cc 'on
c -  J r o ”  ^  n^ \

HO 'N ' "H < ^ / 0  f i  /OH ^  HO H
Q  > s .  | || K w a s  i z o b a r b i t u r o w y

C w C N NH2 HO" ^  'H 
1 u l̂ was 6-flmino-izobarbiłurowy

f f S n

HO" ^1 "H

NH2

C- Ć"H 
HO N XH

Schem at 3. Schem atyczny przebieg reakcji radiochem icznych przy naprom ieniow aniu
cytozyny (w g  30)

IV. Radioliza zasad purynowych

Proces ten  jest słabiej zbadany niż radioliza zasad pirym idynow ych. 
Podstaw ow e reakcje radiochem iczne zasad purynow ych w ynikają z prac 
H e m s a  (39, 40, 41) oraz P o n n a m e r u n y  i wsp. (67, 68). A utorzy 
ci stw ierdzili, że przy naprom ienianiu adeniny możliwe są dwie drogi 
zmian chemicznych: z zachowaniem  układu  pierścieni p irym idyny i imi- 
dazolu oraz z otw arciem  pierścienia imidazolowego. W pierw szym  przy­
padku pow staje 8-hydroksyadenina (z w ydajnością G =  0,20) i hipoksan- 
tyna (z w ydajnością G =  0,05). O tw ieranie pierścienia imidazolowego, 
którego czułość na prom ieniow anie jest około 2,5 razy większa niż p iry ­
midynowego (51) powoduje pow stanie czterech typów  związków form a- 
m idowych (schem at 4).

Związki form am idowe oraz ksan tyna są również produktam i radioli- 
zy guaniny. H e m s (41) zidentyfikow ał tu  — oprócz ksan tyny  — 2,4-dwu- 
m ino-5-form am ido-6-hydroksypirym idynę (schemat 5).
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NHc

H/ S ^

Adenina

a  11 cC -O H

H
6-amino- 8- hydroksy puryna 
(8-hydroksyadenina)

H/C^N/Cx

Hypoksantyna

NH2 OH H I
N -C ^N H 2 N ^ " C ^ XC^°
¿ 4  Xh " ' ^ ¿  XH

H/  V '  XNH, H ^ S r ' t l H ?
4,6-dwaamino-5-formamido- 

- pirymidyna

NHZ
I 2

n^Cx /NH2 _h

/ ___

H

5,6-dwuamincM-forrnamido- 
- pirymidyna

4-amino-5-fbrmamido- 
6-hydroksypirymidyna

OHi
N ^ c - NH* m  

— I II r 7

H V y
H

5-amino-4- Formamido-
6-hydroksypirymidyna

Schem at 4. Schem at radiolizy adeniny (wg 40)

O H

guanina

H 2N'

t / V

C ¿  --H
h 2n x ::wx - iih 2

2,4-dwuamino -  5 -formamidopirymidyna

Schem at 5. Schem at radiolizy  guaniny (wg 67, 68)
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V. Wpływ tlenu na radiolizę zasad

P rzy  naprom ienianiu roztworów wodnych zasad pirym idynow ych 
w środow isku beztlenow ym  rodnik hydroksyhydropirym idylow y reaguje 
z drugim  rodnikiem  OH’ do form y glikolowej:

Schem at 6. Schem at radiolizy  zasad p irym idynow ych w  środow isku beztlenow ym

W ydajności tw orzenia glikolu tym iny  w  środowisku beztlenow ym  
wynoszą: G =  0,51 dla izom eru cis i 0,38 dla izom eru trans (60). Oprócz 
glikoli przy  beztlenow ym  naprom ienianiu tym iny pow stają ponadto
5-hydroksy-6-dw uhydrotym ina oraz 5,6-dw uhydrotym ina (29, 60). Glikol 
tym iny  jest produktem  trw ałym  (12) w odróżnieniu od glikolu cytozyny 
(p. rozdz. III).

Sądząc ze schem atów 2 i 3, odpowietrzanie roztw orów  nie powinno 
silnie wpływać na sum aryczną w ydajność radiolizy pirym idyn, ponieważ 
w środow isku beztlenow ym  mogą zachodzić wszystkie reakcje działania 
rodników z w yjątkiem  tw orzenia hydroksyw odoronadtlenków , a reakcje 
z rodnikam i O H '2 są zastąpione reakcjam i z rodnikam i H \ Dane doś­
wiadczalne (8, 47, 75) potw ierdzają te przypuszczenia — w ydajności ra ­
diolizy zasad pirym idynow ych w obecności tlenu  są jedynie niewiele wyż­
sze niż dla środowiska beztlenowego. P rzy  naprom ienianiu wodnych roz­
tw orów  zasad pirym idynow ych w atm osferze pow ietrza krzyw e zależności 
liczby niezm ienionych zasad od daw ki m ają charak ter w ykładniczy aż 
do 200—300 kiloradów i nie zm ieniają nachylenia po przekroczeniu daw ­
ki 70 kiloradów kiedy w roztw orze w yczerpuje się praktycznie cały tlen, 
ani też po dodatkow ym  nasyceniu roztw orów  tlenem  (47, 75, 89).

Spraw a w pływ u tlenu  na radiolizę zasad purynow ych nie jest ostatecz­
nie w yjaśniona. W środow isku beztlenow ym  sum aryczne wydajności ra ­
diolizy pu ryn  są 2— 2,5-krotnie niższe niż w w arunkach nasycenia tlenem, 
a ponadto inny tu  jest skład końcowych produktów  radiolizy (11, 21, 41). 
Jak  dotąd nie wyjaśniono jednak, czy radioliza puryn  przebiega poprzez 
etap wodoronadtlenków. Nie jest wykluczone, że w obecności tlenu  tw o­
rzą się n ietrw ałe w odoronadtlenki (z uwolnieniem  am oniaku i kwasu 
mrówkowego lub dw utlenku węgla), które następnie rozpadają się do 
kw asu szczawiowego i mocznika. Znaleziona w  w arunkach  nadm iaru  tle ­
nu w iększa ilość am oniaku może świadczyć o rozpadzie n ietrw ałych 
związków form am idow ych (41, 42).

(lab CH 3)
C— •

+  OH*

\ / H  ( lub  C H 3) 
C — O H

C  — OH
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VI. Powstawanie związków swobodnych

Jak  już wspomniano, przy naprom ienianiu DNA oraz nukleotydów  
i zasad zaw ierających grupy aminowe pow staje swobodny amoniak 
w ilości proporcjonalnej do daw ki (8, 47, 53, 80).

Dezaminacja DNA i jego zasad nigdy nie polega jedynie na oderw a­
niu grupy aminowej, lecz na degradacji całej cząsteczki z rozerw aniem  
pierścieni imidazolowych i pirym idynow ych. Świadczy o tym  np. fakt, że 
przy radiolizie adeniny i guaniny pow staje nie jedna lecz 1,5 cząsteczki 
NH3 na każdą rozpadającą się cząsteczkę zasady (78, 80).

P rzy  naprom ienianiu kwasów nukleinow ych i nukleotydów  zachodzi 
również defosforylacja. Uw alnianie anionu P 04_ może zachodzić w skutek 
dwóch różnych m echanizmów: bezpośredniego działania prom ieniow ania 
jonizującego, powodującego rozerw anie w łańcuchach wiązania 3'-4’ oraz 
w skutek działania pośredniego przez utlenienie atom u węgla w położe­
niu 5’, co prowadzi do hydrolizy. Do uw olnienia grupy fosforanowej ko­
nieczne jest rozerw anie łańcucha odpowiednio w dwóch m iejscach toteż 
ilość powstającego fosforanu jest w przybliżeniu proporcjonalna do kw a­
d ra tu  dawki (14, 79).

W ydajności molowe reakcji dezam inacji i defosforylacji zależą od 
atm osfery w jakiej przeprow adzane jest naprom ienianie (tablica 2). Re­
akcja dezam inacji w atm osferze tlenu  w ykazuje m aksym alną wydajność 
rad iacyjną około trzykro tn ie większą niż w próżni, co świadczy, że pro­
ces ten  związany jest z działaniem  rodników  utleniających OH” i 0H'2 (47, 
67).

Tablica 2

W ydajność reakcji dezam inacji i defosforylacji w  DNA w  zależności od atm osfery
naprom ieniow ania 

(roztwór 0,05%; dawka 150 kiloradów ) (wg 80)

A tm osfera
Wydajność dezaminacji

/ mola\
X105 ------

\ dm 3 /

Wydajność defosforylacji 
/  rr.ola\
( Xl°\ w )

Tlen 6,3 _
Pow ietrze 5,0 0,8
Wodór 3,1 1 ,2
Próżnia 2,3 9,2

Na obie reakcje w pływ a ponadto w yraźnie pH  środowiska, przy czym 
istnieje korelacja m iędzy krzyw ym i ich wydajności przy tym  sam ym  pH 
(8). Dla nukleotydów  i polinukleotydów  wydajności te osiągają m aksi­
m um  przy pH  =  7, a m inim um  w środow isku silnie zasadowym  i słabo 
kwaśnym .
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W śród związków swobodnych pow stających przy naprom ienianiu nu- 
kleozydów, nukleotydów  i DNA zidentyfikowano ponadto estry  fosfora­
nowe (46, 47) oraz związki karbonylow e (46, 64). Pow staw anie związków 
karbonylow ych jest związane z radiolizą rybozowej części nukleozydów, 
przy czym w ydajność ich tw orzenia jest dużo wyższa przy  radiolizie nu ­
kleozydów purynow ych niż pirym idynow ych (46, 47). W ydajności tw orze­
nia związków karbonylow ych i n ietrw ałych  estrów  są dla danego związ­
ku  bardzo zbliżone, co nasuw a przypuszczenie, że tw orzą się one w w yni­
ku  tych sam ych reakcji utleniających.

VII. Typy i charakterystyka zmian konformacyjnych

Zależnie od w arunków  naprom ieniania mogą w DNA występować
w różnym  stopniu następujące zm iany fizyczne cząsteczek (10):
1. Degradacja, czyli równoczesne złam anie obydwu łańcuchów pod­

wójnej spirali (rys. la) z przegrupow aniem  atom ów na końcach zła­
m ania, co prowadzi do spadku średniego ciężaru cząsteczkowego.

2. Pojedyncze złamanie łańcucha z w ytw orzeniem  tzw. zakończeń  (lub 
centrów) aktyw nych  (rys. Ib), które w obecności tlenu  ulegają u tle­
nieniu, rozpoczynając cykl opisanych w poprzednim  rozdziale reakcji 
chemicznych, a przy braku  tlenu  prowadzą do tzw. sieciowania.

3. Sieciowanie (rys. Id), polegające na łączeniu się zakończeń aktyw nych 
dwóch różnych drobin DNA o odpowiadającej sobie konfiguracji, co 
prowadzi do w zrostu średniego ciężaru cząsteczkowego.

4. Niszczenie wiązań wodorowych m iędzy kom plem entarnym i zasadam i 
podwójnej spirali, prowadzące do denatu racji czyli przejścia uporząd­
kowanej spirali w nieuporządkow ane kłębki (rys. lc).

Rys. 1. Typy zm ian konform acyjnych podw ójnej sp ira li DNA pod w pływ em  pro ­
m ieniow ania (wg 1, 4)
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D egradacja i sieciowanie właściwe są większości naprom ienianych 
w roztworze polimerów. Z jaw iska te charakteryzow ać można przez p a ra ­
m etry  p (gęstość pękania łańcucha) i q (gęstość sieciowania) w yrażające 
stosunek liczby pęknięć lub jednostek usieciowanych do liczby jednostek 
podstaw owych łańcucha. Dla jednołańcuchow ych polim erów oba te  pa­
ram etry  nie zależą od mocy dawki, a do daw ki D są w prost proporcjo­
nalne (19):

p =  k - D ; q  =  l-D  2

W spółczynniki k i l  oznaczają odpowiednio podatność polim eru na pę­
kanie lub sieciowanie.

Praw dopodobieństw o degradacji dwuniciowego DNA, tzn. równoczes­
nego zerw ania leżących naprzeciw  siebie wiązań m iędzy m onomeram i 
w obu łańcuchach można w świetle wzoru (2) zapisać w formie

p2 =  k2D2 3

Uw zględniając jednak popraw kę na pojedyncze pęknięcia, k tóre mogą 
istnieć w obrębie jednej nici przed naprom ienieniem  praw dopodobień­
stwo to wyrażono (24) wzorem

p2 =  k 2(D2 +  D2 +  ĘDD0) 4

gdzie D0 oznacza daw kę prom ieniow ania, po której hipotetyczny pojedyn­
czy łańcuch DNA zaw ierający w szystkie nukleotydy obecne w 1 ml roz­
tw oru zostałby tak  zdegradow any, że jego średni ciężar cząsteczkowy był­
by rów ny w yjściow em u średniem u ciężarowi cząsteczkowemu danego 
DNA,
i  =  2, jeśli wyjściow y DNA zaw iera pojedyncze pęknięcia o rozkładzie 

przypadkow ym  w liczbie porów nyw alnej z liczbą końców podw ójne­
go łańcucha,

£ =  0, jeśli w nienaprom ienionym  DNA nie ma pojedynczych pęknięć 
i 0 <  i  <  2, dla przypadków  pośrednich.
Zgodność wyliczeń teoretycznych w oparciu o to rów nanie z danym i do­
świadczalnym i posłużyło jako dowód istnienia dwuniciowego DNA w roz­
tworze (24).

D egradacja przew aża przy  stężeniach poniżej 0,4% polim eru w roz­
tworze, ale już przy  stężeniach powyżej 0,6% dom inuje sieciowanie (6). 
Praw dopodobieństw o utw orzenia w iązania sieciującego można opisać ilo­
czynem ac, gdzie c — stężenie polim eru w roztworze, a — współczynnik 
proporcjonalności (prawdopodobieństw o rozerw ania łańcucha bez utw o­
rzenia wiązania wynosi w tedy 1—ac).

Liczbę usieciowanych jednostek przypadających na wagowo średnią 
cząsteczkę określa się jako współczynnik sieciowania 8. Gdy 8 =  1 w roz­
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tworze zaczyna się tw orzyć nierozpuszczalna struk tura  usieciowania (20). 
P u n k t ten  nosi nazwę punktu  żelowania a odpowiadająca mu daw ka pro­
m ien iow ania— daw ki żelowania. Jak  w ynika z teoretycznych rozważań 
A l e x a n d r a  i C h a r l e s b  y ’e g o (1) dawkę żelowania dla polim eru 
można wyrazić w postaci

NE ac 
żel aM 4—5e-ac

gdzie N — liczba Avogardo
E — energia zaabsorbowana przy aktyw acji przez jednostkę m onomeru, 
M — początkowy średni ciężar cząsteczkowy.
Jeżeli ac <C 0,223, żel nie wytw orzy się mimo dowolnie dużej dawki. 
M inim alna dawka prom ieniow ania dla tworzenia żelu (Dżci)min =  0,46 
NE/aM. D la większości polim erów „a” ma wartość rzędu 50, a zatem

(Dżel)mln= 9 .1 0 7E/m.

P rzy  wyższych stężeniach D żei rośnie, ponieważ na pojedynczą cząs­
teczkę przypada wówczas mniejsza część całkowitej ilości prom ieniow a­
nia. Ta teoretyczna zależność dawki żelowania od stężenia została dla 
DNA potw ierdzona doświadczalnie.

VIII. Degradacja i sieciowanie drobin DNA

Zm iany ciężaru cząsteczkowego DNA związane ?, degradacją i siecio­
waniem  zależą, poza dawką, od w arunków  naprom ieniania, a zwłaszcza 
od obecności tlenu, zawartości wody w próbce oraz od energii prom ienio­
w ania. N atu rę  tych  zmian określa się mierząc lepkość isto tną [rj], średni 
ciężar cząsteczkowy M oraz wyznaczając promień bezwładności Q z po­
m iarów  rozpraszania św iatła. A l e x a n d e r  i wsp. (4) założyli, że DNA 
zachow uje się w roztw orze jak  usztywniona spirala, dla k tórej

M =  1.15p?=  9.1.106[yj] 6

jeżeli Q w yraża się w angstróm ach, a [r\] w dl/g. Okazało się następnie 
(55), że przy  naprom ienianiu w powietrzu zmiany tych param etrów  są 
w przybliżeniu te sam e dla DNA suchego i zawierającego niewielką (do 
25%) ilość wody. Ze w zrostem  dawki lepkość istotna m aleje monofonicz­
nie, natom iast zm iany M i g2 (rysunek 2) wskazują, że proporcjonalność 
w yrażona wzorem  6 zostaje zakłócona. Pozatem  przy daw kach większych 
niż 2*106 radów  obserw uje się przy zmianach ciężaru cząsteczkowego 
różnicę dla zerowej i 25%-owej zawartości wody w próbce.
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Opisane zależności między M, q i [t]] można tłum aczyć zakładając, że 
w DNA suchym  lub o niewielkiej zaw artości wody przy m ałych daw ­
kach przew aża degradacja, przy w iększych — sieciowanie. W zajemne na ­
kładanie się obu tych  procesów powoduje, że M i q2 są w przybliżeniu

Rys. 2. Zależność zm ian ciężaru cząsteczkowego, prom ienia bezw ładności i lepkości 
isto tnej DNA od daw ki przy naprom ieniow aniu  elek tronam i (wg 55)

stałe, gdyż s tra ty  długości cząsteczki kom pensuje jej rozgałęzienie, na­
tom iast lepkość istotna [r]], k tóra w odróżnieniu od M i q określa w p ierw ­
szym przybliżeniu jedynie długość cząsteczki, stale m aleje ze wzrostem  
dawki.

Zm iany ciężaru cząsteczkowego naprom ienianego DNA w skutek de­
gradacji oceniano również ze zmian stałych sedym entacji (86), posługując 
się wzorem M a n d e l k e r n a  i wsp. (58).

1. W pływ wody

W iązanie poprzeczne może powstać, jak  już wspomniano, w skutek za­
atakow ania obojętnej cząsteczki przez zakończenie aktyw ne lub przez re ­
kom binację dwóch zakończeń aktyw nych, przy czym drugi z tych  proce­
sów daje większe praw dopodobieństwo utw orzenia wiązania. Ponieważ 
szansa spotkania się dwóch aktyw nych zakończeń o odpowiadającej so­
bie konfiguracji zależy od ruchów  cząsteczek, wzrośnie ona w ybitnie przy 
zwiększonej ilości wody w próbce (w suchym  DNA rekom binacja zdarza 
się jedynie przypadkowo). Z drugiej jednak strony  w rozcieńczonych 
roztw orach duże odległości m iędzy drobinam i u trudn ia ją  sieciowanie.

W pływ wody na zależność zmian M, Q i [r|] od daw ki dla DNA napro­
mienionego w pow ietrzu zbadali L e t t  i A l e x a n d e r  (54). S tw ier-
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dzili oni, że ze w zrostem  zaw artości wody w DNA lepkość istotna 
spada liniowo, a sądząc z charak teru  zmian ciężaru cząsteczkowe­
go m aleje praw dopodobieństw o tworzenia wiązań poprzecznych. Uzu­
pełnianie się procesów sieciowania i degradacji powoduje, że ze wzros­
tem  zaw artości wody w próbce DNA zawartość frakcji żelowej początko­
wo rośnie, a następnie spada (tablica 3).

Tablica 3

Zależność w spółczynnika degradacji oraz procentow ej zaw artości żelowej frakcji 
DNA od procentow ej zaw artości wody w próbce dla daw ki 106 radów  (według 54)

Zaw artość wody 
w  %

Współczynnik 
degradacji X 109

Zawartość żelowej 
frakcji DNA w %

50 9,1 16,2
10 0 13,4 40,0
150 18,2 47,6
200 22,5 45,7
250 26,9 20,0

300 31,3 3,3
400 40,2 2,4

W obecności dużej ilości wody wyraźnie zaznacza się wpływ w ytw a­
rzania rodników. Stosunek efektyw ności bezpośredniego i pośredniego 
działania prom ieniow ania wynosi wówczas koło 1,3.

2. Wpływ tlenu

L e t t ,  S t a c e y  i A l e x a n d e r  (55) stw ierdzili, że przy napro­
m ienianiu w pow ietrzu wzrost ciężaru cząsteczkowego DNA jest m niejszy 
niż w  próżni, czyli że obecność tlenu  sprzyja przewadze degradacji nad 
sieciowaniem. E fekt ten  nie jest w yw ołany wzrostem  liczby cięć poprzecz­
nych, ponieważ przy m ałych daw kach obecność tlenu nie w pływ a na spa­
dek lepkości istotnej. W yjaśniono następnie (2), że w obecności tlenu, 
zwłaszcza zaś przy  dużej zaw artości wody zmniejsza się liczba wiązań 
poprzecznych w skutek utleniania centrów  aktyw nych.

3. Wpływ rodzaju promieniowania

Zm iany własności fizyko-chem icznych DNA pod wpływem  cząstek
a z polonu (3) w skazują, że przy niskich daw kach naprom ienianie powo­
duje praktycznie jedynie degradację m olekuł, a sieciowanie jest znikome, 
w związku z czym zależność M, Q i [»]] podana we wzorze 6 nie zostaje za­
kłócona. Dopiero przy daw kach w iększych od 3X 166 radów spada jedynie
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[H] a M i p2 nie m aleją w skutek sieciowania. E fekty  te są pozatem  w b a r­
dzo niewielkim  stopniu zależne od zaw artości wody i tlenu. Ze spadku 
lepkości istotnej można wyliczyć, że przy naprom ienianiu cząstkam i a 
w ystąpi jedno cięcie poprzeczne łańcucha na każde 600— 700 eV pochło­
niętej energii, bez względu na zawartość wody w próbce. W artość ta  
niższa niż dla elektronów  zgodna jest z w artością średniej s tra ty  energii 
p rzy przejściu cząstek a przez łańcuch DNA. P rzy jm ując bowiem, że 
liniowa s tra ta  energii (LET) dla cząstek o energii 3—4 MeV przy przejś­
ciu przez obiekt biologiczny wynosi 105— 145 keV (3, 5), a średnia droga 
przez elem ent łańcucha DNA wynosi 62 Ä (48) w yliczam y s tra tę  energii 
rów ną 650—900 eV. Gęstość jonizacji jest tak  duża, że łatwo pow stają 
złam ania równoczesne w dwóch łańcuchach, co prowadzi do degradacji 
drobin, natom iast złam ania pojedyncze z w ytw orzeniem  zakończeń ak­
tyw nych zdolnych do sieciowania właściwe są raczej elektronom  w tó r­
nym  (prom ieniowanie 5), które m ają dużo niższą w artość współczynnika 
LET.

Zm iany lepkości istotnej oraz ciężaru cząsteczkowego DNA w roztw o­
rach wodnych pod wpływem  prom ieni y z 60Co świadczą, że m echanizm  
działania tego prom ieniow ania jest podobny jak przy naprom ienianiu 
elektronam i. Stwierdzono też (16), że spadek lepkości charakterystycznej 
DNA ze wzrostem  dawki oraz efektywność pośredniego i bezpośredniego 
działania są bardzo podobne dla wiązki elektronów  o energii 15 MeV
i dla prom ieniow ania X o napięciu szczytowym 140 kV.

Przy  naprom ienianiu DNA in vitro  m iękkim  prom ieniow aniem  X 
stw ierdzano m etodą chrom atografii kolum nowej, że daw ki do 1 k iloraaa 
nie powodują zmian ciężaru cząsteczkowego, ale już daw ka 10 kiloradów 
w yw ołuje przesunięcie ku wyższym gradientom , świadczące o sieciowa­
niu drobin (35).

4. Wpływ rodzaju i pochodzenia DNA

Dla oszacowania uszkodzenia DNA przy m ałych daw kach wygodniej 
jest odnosić w ydajność efektu poradiacyjnego do pojedynczego ak tu  jo­
nizacji lub reakcji z rodnikiem , niż do dawki. Liczbę pierw otnych aktów  
jonizacji w DNA można wyliczyć znając „daw kę 37% ” dla komórek 
z których izolowano DNA (36).

O kreśla się w ten  sposób m inim alną liczbę potencjalnych uszkodzeń, 
nie uwzględniając działania pośredniego poprzez rodniki wytworzone 
w środowisku.

Jak  widać z tablicy  4 najm niejszą liczbę bezpośrednich uszkodzeń 
przypadającą na D37 charakteryzuje się DNA izolowany z fagów nieco 
większą DNA z bak terii i drożdży, jeszcze większą DNA pochodzenia 
zwierzęcego a m aksym alną DNA rośliny.
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Tablica 4
P orów nanie liczby bezpośrednich uszkodzeń rad iacy jnych  dla DNA izolowanego 

z różnych organizm ów (według 36)

O rganizm Zawartość DNA 
w komórce w  g

D 37
w radach

Liczba bezpośrednich 
uszkodzeń w DNA 

przypadająca na D37

Fagi S-13 i 
$  X-174 X o 250 000 0,9
Fag Tx 8 XI O" 17 90 000 6,3
Fag T2 2,1 XI O" 16 40 000 7,3
E.coli 6 X 10 -15 2—5 000 10— 25
D.pneumoniae 2— 5 X 10-15 10—15 000 17— 64
Drożdże 6 X 1 0 - 15 10 — 20 000 50—100
Zw ierzęta 6 XI O" 12 100 520
Rośliny iH7oł“HXco 10 0 — 200 5000

IX. Denaturacja drobiny i zmiany w strukturze drugorzędowej

Na silne naruszenie drugorzędow ej s tru k tu ry  DNA pod wpływem  
działania prom ieniow ania jonizującego zwrócili uw agę P e a c o c k e
i P r e s t o n  (62, 63). Oszacowali oni, że energia 100 eV powodująca śred­
nio 2,3 pęknięcia łańcucha polinukleotydowego w yw ołuje zerw anie aż 
38 w iązań wodorowych.

D enaturację DNA w yw ołaną przez prom ieniow anie bada się przez 
oznaczanie krzyw ych m iareczkowania (62, 63), lepkości istotnej (38, 69), 
tem peraturow ych zależności gęstości optycznej (13, 17), reakcji form al­
dehydowej (37) oraz oznaczania w idm  absorpcyjnych w zakresie długości 
fali 240— 260 nm  (70, 71, 73).

1. Zależność denaturacji od dawki; denaturacja a degradacja

P e a c o c k e  i P r e s t o n  (62, 63) stw ierdzili, że denatu ru jące dzia­
łanie prom ieniow ania zaznacza się przy bardzo m ałych dawkach, a po­
tem  stopniowo się zmniejsza. W prow adzili oni pojęcia czynnika natężenia 
denaturacji, k tóry  zdefiniowali jako tę  część w iązań wodorowych typu 
W a t s o n a  i C r i c k a  (93), k tó re  zostały rozerw ane przy danej w ar­
tości rów noważnika związanego kw asu przypadającego na 4 gram oatom y 
fosforu. Czynnik ten  można wyliczyć z odw racalnych krzyw ych m iarecz­
kowania.

S a r  k a r  (73) zaproponow ał aby denaturację  DNA pod wpływem  
prom ieniow ania szacować na podstaw ie w idm  absorpcyjnych w nadfio­
lecie m etodą F r e d e r i c ą a  i wsp. (33). Sarkar wprowadził tzw. czyn­
nik denaturacji, którego w artość rośnie ze wzrostem  daw ki i ustalił, że dla
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DNA z E. coli wzrost ten dla dawek do 7 kiloradów jest szybszy, a dla 
większych — wolniejszy, zaś przy  dawce 15 kiloradów w artość czynnika 
denatu racji stanow i ponad 50% w artości m aksym alnej znalezionej dla 
próbki zdenaturow anej kwasem. Reakcję form aldehydow ą Fraenkel-C on- 
ra ta  (32) można obserwować tylko dla cząsteczek DNA z uszkodzonymi 
w iązaniam i wodorowym i m iędzy kom plem entarnym i zasadam i (74). H a ­
g e n  (37) obliczył na podstaw ie tej reakcji procent zniszczonych przez 
prom ieniow anie X wiązań wodorowych w DNA i przedstaw ił jego zależ­
ność od dawki. Oceniając uszkodzenia wiązań wodorowych w DNA na 
podstaw ie zmian lepkości stw ierdzono (38), że krzyw e efektu daw ki m ają 
dla niższych dawek dwie składowe: jedną o D37 =  7 0 0 radów , drugą 
o D37 — 2500 radów. A l e x a n d e r  i wsp. (4) są zdania, że początkowy 
spadek lepkości istotnej roztw orów  w yw ołany jest denaturacją, degra­
dacja zaś jest przyczyną spadku lepkości po naprom ienieniu dużo w ięk­
szym i dawkam i.

Zaobserwowano też, że naprom ienienie daw ką rzędu 10 kiloradów ob­
niża tem peratu rę  topnienia (fazowego przejścia term icznego sp irala-k łę- 
bek) DNA (13) oraz, że obniżenie to jest proporcjonalne do dawki (17).

Badania w idm a absorpcyjnego naprom ienianego DNA wykazały, że 
wysokość charakterystycznego m aksim um  przy 260 nm  m aleje ze wzros­
tem  dawki, a przy daw kach powyżej 300 kiloradów zanika całkowicie 
(70, 71). Krzywe obrazujące zależność stosunku wysokości m aksim um  do 
stężenia DNA od dawki dla DNA rozpuszczonego w wodzie destylow anej 
(a więc bez charakterystycznych wiązań wodorowych m iędzy zasadami) 
w ykazują m onotoniczny spadek związany z uszkodzeniam i zasad. Takież 
krzyw e dla DNA natyw nego (w IM NaCl) przy niskich daw kach w ykazują 
w zrost świadczący o niszczeniu wiązań wodorowych zanim  jeszcze na­
stąpi uszkodzenie zasad.

2. W pływ sk ładu nukleotydowego DNA

P e a c o c k e  i P r e s t o n  (63) z charak teru  krzyw ych m iareczkowa­
nia wywnioskowali, że w iązania wodorowe typu  A—T niszczone są przez 
prom ieniow anie w większym  stopniu niż w iązania G—C.

Poglądowi tem u przeczą w yniki prac W i n i e c k i e g o  (94), k tóry  
badał DNA izolowany z faga T2 o zawartości 35% G—C, DNA ze sperm y 
łososia o zawartości 43%  G—C oraz DNA z M .lysodeikticus  o zawartości 
72% G—C, a stopień uszkodzenia wiązań wodorowych oceniał metodą 
oznaczania tem peraturow ych zależności gęstości optycznej (krzywych 
topnienia). W iniecki potw ierdził obserwacje innych autorów  (13, 17) 
o wpływie prom ieniow ania na profil topnienia DNA, nie znalazł jednak 
różnic zależnych od składu nukleotydowego DNA. Spraw a w pływ u składu 
nukleotydowego na radiolizę DNA pozostaje zatem  w dalszym  ciągu 
otw arta.
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3. D enatu racja  rad iacy jna a cieplna

Szereg danych w skazuje na istotną różnicę m iędzy tym i procesami. 
W i n i e c k i  (94) prześledził profile topnienia natyw nego i naprom ienia­
nego DNA z faga T2 i wykazał, że daw ka 10 kradów  nieco ogranicza, 
a daw ka 250 kradów  w ogóle uniem ożliw ia renatu rację . Pozwala to 
wnioskować, że uszkodzenia radiacyjne w iązań wodorowych są nieodw ra­
calne.

Badano też czy w naprom ienianych roztw orach w ystępuje w zrost 
gęstości optycznej, k tóry  tow arzyszy dena tu rac ji cieplnej i w skazuje na 
stopień u tra ty  uporządkow ania podwójnej sp irali DNA. Okazało się, że 
naprom ienianie DNA daw kam i denatu ru jącym i w yw ołuje niewielki p rzy ­
rost gęstości optycznej. P rzyrost ten  zależy od składu nukleotydowego. 
W DNA o dużej zawartości zasad G—C stopień u tra ty  uporządkow ania 
jest m niejszy niż w  DNA o dużej zaw artości zasad A—T, mimo że, jak  
wspomniano, wielkość uszkodzenia w iązań wodorowych oceniana w edług 
przesunięcia krzyw ej topienia jest taka sam a dla DNA o różnym  składzie 
nukleotydowym . Efekt ten można w yjaśnić przyjm ując, że oprócz w iązań 
wodorowych między zasadami czynnikam i stabilizującym i s tru k tu rę  
DNA w  roztworze mogą być też oddziaływ ania dipolowe m iędzy zasadam i 
(59, 91), oraz związana s truk tu ra ln ie  woda hydratacy jna  (56, 57, 92). 
Dzięki tym  czynnikom naprom ieniony DNA mimo uszkodzeń wiązań 
wodorowych zachowuje własności optyczne zbliżone do własności DNA 
natyw nego. D enaturacja rad iacyjna różni się więc w sposób isto tny od 
term icznej, ponieważ nie m usi prowadzić do obserwowanego w wyższych 
tem peraturach  rozejścia się nici tw orzących podw ójną spiralę natyw nego 
DNA.

Badając kinetykę rozdzielania łańcuchów  polinukleotydow ych na­
tywnego i naprom ienianego DNA uzyskano w yniki świadczące, że zm iany 
denaturacyjne pow stają w naprom ienianej cząsteczce DNA stopniowo, 
niem niej jednak tem peraturow e przejście fazowe spirala—kłębek jest 
skokowe podobnie jak  w DNA nienaprom ienianym  (69).

X. Inne zmiany konfiguracyjne

Zgodnie z hipotezą S p i t k o w s k i e g o  i wsp. (18, 87) pierw otną 
reakcją przy naprom ienianiu roztw orów  wysokospolim eryzowanego DNA 
(o M >  106) jest naruszenie drugorzędow ej s tru k tu ry  (uszkodzenia w iązań 
wodorowych i deform acja podwójnej spirali) i związane z tym  narusze­
nie s tru k tu ry  trzeciorzędowej, czyli param etrów  elipsoidy obrotow ej, 
k tórą spirala tw orzy w roztworze. W edług T a y l o r a  i wsp. (90) za­
chodzi w tedy przejście elipsoidy w kulę, w edług C o l e  i E l l i s a  (22, 
23) stosunek większej do m niejszej osi elipsy zmniejsza się około dw u­

http://rcin.org.pl



132 B. L U B A S [20]

krotnie. W obu przypadkach efektem  m akroskopowym  może być spadek 
lepkości, k tó ry  istotnie w ystępuje przy m ałych dawkach rzędu 1500—2500 
radów, kiedy to ciężar cząsteczkowy jeszcze się nie zmienia.

Stosunkowo niskie daw ki w yw ołują też inne zm iany konfiguracyjne, 
poprzedzające degradację. C harakter tych zmian jest dwustopniowy: po­
czątkowo D37 jest rzędu 270—810 radów, a następnie w zakresie od 
1000— 10 000 radów  nie m a praw ie żadnych zmian (49). Można to w y­
jaśnić zakładając, że w  roztworze istn ieją dwie form y s tru k tu ry  drugo- 
rzędowej — form a A i m niej oporna na działanie prom ieniow ania form a 
B. Zerw anie niektórych w iązań wodorowych oraz pojedyncze uszko­
dzenia łańcucha u łatw ia przejście konfiguracyjne B->A, które poprzedza 
depolim eryzac j ę.

Jeszcze m niejsze daw ki rzędu 100— 200 radów  powodują w roztworze 
DNA naruszenie oddziaływań międzycząsteczkowych, prawdopodobnie 
w yw ołując zm iany w otoczce hydratacyjnej DNA przez osłabienie w ią­
zań wodorowych m iędzy dipolami wody, które mogą odgrywać dużą rolę 
w stabilizacji jego drugorzędowej s truk tu ry .
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RECENZJE

Miechanizmy intiegracji kletocznogo obmiena, pod red. S. A. Nejfacha, Leningradzki 
Oddział Wydawnictwa „Nauka” 1967 r. str. 315

Celem tej zbiorowej pracy było opisanie podstaw owych procesów przem iany 
m aterii, ze szczególnym uwzględnieniem  zagadnień energetycznych, jako elem entów 
składow ych jednego, zintegrowanego m echanizm u działalności życiowej kom órki.

W pierw szym  rozdziale p.t. „Dynamiczne, s tru k tu ra ln e  i genetyczne czynniki 
in teg racji m etabolizm u” redak to r książki, członek-korespondent A kadem ii Nauk 
M edycznych ZSRR, k ierow nik Zakładu G enetyki Biochemicznej In sty tu tu  M edycyny 
Doświadczalnej w Leningradzie, p rzedstaw ił teoretyczne i filozoficzne przesłanki 
dla trak tow ania  każdego ze względnie odizolowanych procesów przem iany m aterii 
jako części składow ej większego, bardziej ogólnego, mechanizm u. In tegrację autor 
uw aża za najbardziej charak terystyczną cechę procesów życiowych. R ozw ijając tę 
tezę au tor szeroko omawia ewolucję procesu integracji, podkreślając dynamiczne, 
s tru k tu ra ln e  i genetyczne czynniki leżące u jej podstaw . W śród tych czynników 
szczególnie w ażną rolę przypisuje błonom s tru k tu r  podkom órkowych. Na poparcie 
swych tez N ejfach szczegółowo cytuje p race oryginalne, głównie autorów  z krajów  
zachodnich. Filozoficzne aspekty tej pracy nie są nowe. Odczytać w niej można 
z łatw ością jedno z podstaw ow ych sform ułow ań dialektyki m arksistow skiej: jed ­
ność wszechzwiązków i względnej izolacji. Podkreślając zintegrow anie pozornie 
odizolowanych od siebie procesów przem iany m aterii au to r w ykazuje na p rzy­
kładzie żywej kom órki, że jedność tak a  istn ieje.

A utorka drugiego rozdziału: „S tru k tu ra ln a  i m olekularna organizacja procesu 
fotosyntezy” , O. P. Osipowa w zasadzie nie rozw ija głównych koncepcji N ejfacha. 
Podaje natom iast szczegółowy przegląd najnow szych danych piśm iennictw a o bu­
dowie, składzie chemicznym i funkcji chloroplastów , być może, zbyt mało uwagi 
pośw ięcajac charak terystyce i roli DNA w ystępującego w plastydach. Szkoda także, 
że au to rka nie cytuje prac G ranicka. K oncepcja względnej autonom ii plastydów , 
k tó rą  w ysuw a ten autor, między innym i na podstaw ie w ystępow ania w nich DNA, 
znajduje się w  pew nej sprzeczności z zasadniczą tendencją książki, zm ierzającą 
do w ykazania pełnej in tegracji funkcji życiowych kom órki. Tym bardziej przeto 
au to rka  powinna była ustosunkow ać się do tej rozbieżności.

W trzecim  rozdziale: „S tru k tu ra ln a  organizacja u tlen ian ia biologicznego i p ro ­
cesów sprzężonych” W. S. G ajcchoki om ówił m echanizm y procesów oksydoreduk- 
cyjnych, ze szczególnym uw zględnieniem  fosforylacji oksydacyjnej. W artość p rze­
glądu podnosi fak t szczegółowego om ówienia przebiegu tych procesów także poza 
m itochondriam i. W innych przeglądach zagadnienie to jest na ogół trak tow ane tylko 
m arginesowo.

Czw arty rozdział stanowi praca T. B. K azakow ej p.t. „Genetyczna kontrola 
syntezy struk tu ralnych  elem entów łańcucha oddechowego”. W oparciu o w ystępo­
w anie DNA w m itochondriach au to rka om awia możliwość autonom icznej reprodukcji 
tych inklunentów  komórkowych, a także inne form y dziedziczności poza chrom o-
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somalnej. Przegląd napisany jest w sposób oryginalny i nowoczesny, daje kom pila- 
cyjne, zwięzłe podsum ow anie najnowszych danych piśm iennictw a w tej dzie­
dzinie.

W piątym  rozdziale: „K oordynacja oddychania i glikolizy” W. S. Repin kon­
tynuuje i rozw ija myśl przewodnią pierwszego rozdziału. Na przykładzie dwu, na 
pozór odizolowanych procesów — glikolizy i oddychania, w ykazuje jak  ściśle są one 
ze sobą powiązane, stanow iąc dwa w zajem nie uzupełniające się elem enty tego 
samego mechanizm u. Om awia m olekularne m echanizm y skoordynow anej kontroli 
genetycznej syntezy enzymów biorących udział w procesach oddychania i glikolizy, 
a także autom atyczną regulację ich aktyw ności w komórce. Zagadnienia te znajdują 
się w centrum  zainteresow ania współczesnej biochemii.

Szósty i ostatni rozdział p.t. „Sprzężenie energii u tlen ian ia i aktywnego tra n s ­
portu przez błony” także naw iązuje do głównej koncepcji N ejfacha — integracji 
m etabolizm u kom órki, uw arunkow anej w  szczególności istnieniem  błon endocyto- 
plazm atycznych. Jego au tor N. K. M onachow opisuje budowę kom órki jako syste­
mu układów  pozornie oddzielonych błonam i. Błony te bowiem nie tylko dzielą ko ­
m órkę na względnie odizolowane przestrzenie, ale także i łączą poszczególne ele­
m enty w  jedną zintegrow aną całość. S tw arza to sytuację, w k tórej poszczególne 
s tru k tu ry  podkom órkow e są o tw arte  wobec otaczającej je protoplazm y, zaś cała 
kom órka pozostaje z kolei o tw arta  wobec otaczającego ją  środowiska. A ktyw ny 
transpo rt przez błony, jak  w ykazuje au tor na podstaw ie danych piśm iennictw a, 
odbywa się dzięki sprzężeniu tego procesu z reakcjam i u tlen ian ia biologicznego.

W sumie książka stanow i cenną i oryginalną pozycję godną polecenia szerokim 
kręgom  biochem ików i fizjologów. P ierw szy jej rozdział za in teresuje ponadto filo­
zofów zajm ujących się zagadnieniam i biologicznymi.

J. Buchowicz

T. Korzybski, Z. Kowszyk-Gindifer, W. Kurylowicz. Antibiotics, Origin, Nature and 
Properties. Tom I i II, stron 1651, Wydawnictwo: Pergamon Press — Oxford,

PWN., Warszawa

O dkrycie penicyliny w  1929 r., a ściślej rew elacyjne w yniki uzyskane po zasto­
sowaniu jej w lecznictwie na początku la t 40-tych stały się przyczyną niezwykle 
szybkiego rozw oju badań nad antybiotykam i. W prowadzenie do m edycyny w na­
stępnych latach kolejno takich  leków  jak  streptom ycyna, chloram fenikol, te tra ­
cykliny, erytrom ycyna i oleandomycyna, półsyntetyczne penicyliny i cefalosporyny, 
kolim ycyna i innych, wpłynęło na jakościow ą zm ianę skuteczności zwalczania i za­
pobiegania większości zakaźnych chorób baktery jnych . W śród now oodkrytych an ty ­
biotyków  znaleziono szereg związków skutecznych w zwalczaniu grzybic, zakażeń 
wywołanych przez patogenne pierw otn iak i i w iększe w irusy  oraz związków o w y­
bitnym  selektyw nym  działaniu cytostatycznym , mniej lub  bardziej skutecznych 
w  leczeniu schorzeń nowotworowych. Względy poznawcze i p raktyczne związane ze 
ścisłą kooperacją zaplecza naukow o-badaw czego z przem ysłem  antybiotyków  i sub­
stancji biosyntetycznych skłoniły do pogłębienia badań w zakresie genetyki drob- 
noustrojów -producentów , rozszerzyły znacznie przedm iot i zakres mikrobiologii 
technicznej.

Rozw ijające się w  ostatnim  dziesięcioleciu prace zm ierzające do w yjaśnienia 
mechanizm u działania poznanych uprzedno antybiotyków  przyczyniły się w  znacz­
nej mierze do pogłębienia naszej wiedzy o podstaw ow ych procesach życiowych 
zachodzących w  żywej komórce, zw iązanych z biosyntezą i funkcją  błony kom ór­

http://rcin.org.pl



[3] R ECEN ZJE 137

kowej, biosyntezą b ia łka oraz budow ą, pow staw aniem  i funkcją kwasów nukleino­
wych. Ta nowa gałąź w iedzy o antyb io tykach  zrodziła niezw ykle bogate i w szech­
stronne piśm iennictw o naukow e obejm ujące wiadom ości z różnych dziedzin nauki: 
m ikrobiologii, genetyki, biochemii, chemii, farm akologii, medycyny i bioinżynierii.

Twórcza praca badaw cza, w ym agająca ciągłego, system atycznego śledzenia po­
stępu w tej dziedzinie jes t znacznie u trudniona m ałą liczbą dostępnych u nas opra­
cowań m onograficznych. Nieliczne opracow ania zbiorcze o antybiotykach sta ją  się 
stosunkowo szybko n ieak tua lne  ze względu na tempo nowych odkryć.

O pracow ana przez w ybitnych fachowców, twórców „szkoły antybiotycznej” 
w Polsce prof. prof. T. K orzybskiego i W. Kuryłowicza, pierw sza polska m onografia 
(W. Kuryłowicz, T. K orzybski „A ntybiotyki” , P.W.N., W arszaw a 1955) obejm owała 
dane o pochodzeniu, budow ie i w łasnościach około 400 substancji o działaniu an ty - 
biotycznym. Drugie w ydanie tej książki: polskie (W. Kuryłowicz, T. Korzybski 
„A ntybiotyki”, P.W.N., W arszaw a 1959) z suplem entem  opracowanym  przez 
dr Z. K ow szyk-G indifer oraz niem ieckie (W. Kuryłowicz, T. K orzybski „A ntibio- 
tica”, VEB, G ustaw  F ischer Verlag, Jena 1961) zaw ierało już dane o 800 związkach. 
Recenzowana książka jest zaktualizow anym  i znacznie poszerzonym, angielskim  
w ydaniem  w spom nianej wyżej m onografii z 1959 roku i obejm uje szczegółowe dane 
z piśm iennictw a dotyczące ponad 1000 związków. A utorzy, zgodnie z ty tu łem  książ­
ki, postaw ili sobie za cel zestaw ienie w niej ak tualne j wiedzy o rodzaju, pocho­
dzeniu i w łasnościach poszczególnych antybiotyków . Jest chyba rzeczą oczywistą, 
że olbrzym ia liczba opisanych w m onografii związków, w ym agała przyjęcia pew ­
nego, jednolitego k ry terium  ich podziału.

Zagadnienie k lasyfikacji antybiotyków  do dziś jest spraw ą o tw artą  i dyskusy j­
ną. Płaszczyzną podziału poszczególnych związków na oddzielne grupy może być 
ich budowa i związane z nią w łasności chemiczne lub też źródło ich pochodzenia 
czy właściwości biologiczne. Pod względem  chemicznym antybiotyki stanow ią b a r­
dzo zróżnicowaną grupę związków, reprezen tu jących  praktycznie w szystkie rodzaje 
s tru k tu r, przy czym bardzo często spotyka się w śród nich s tru k tu ry  nietypow e dla 
większości innych produktów  pochodzenia naturalnego. A ktualna znajomość ich 
budowy jest często fragm entaryczna i niekom pletna, wiadom o także, że wiele czyn­
ników o działaniu antybiotycznym  jest mniej lub więcej skom plikow aną m iesza­
niną kilku  indyw iduów  chemicznych. Ograniczona jest także w znacznej m ierze 
nasza obecna znajomość m echanizm ów i dróg ich biosyntezy przez drobnoustroje.

Istn iejące próby k lasyfikacji antybiotyków  na podstaw ie ich budowy czy w łas­
ności chemicznych (Shem iakin i Chochłow, W aksm an i Lechevalier, Macey) oraz 
na ich biogenezie z układów  prostszych (Abraham  i Newton) są więc siłą fak tu  
niekom pletne i nie obejm ują w szystkich poznanych związków. Są one przy tym 
nieprecyzyjne, mocno dyskusyjne i jest rzeczą w ątpliw ą, czy znajdą one kiedyś 
pełne zastosowanie. System  A braham a i N ew tona jest napew no k lasyfikacją przysz­
łości, jak  na razie mało jednak  przydatną.

W om awianej książce oraz w jej poprzednich w ydaniach przyjęli autorzy za 
podstaw ę klasyfikacji antybiotyków  ich pochodzenie, uw zględniając także wśród 
dobrze poznanych związków charak te r i zakres działania antybiotycznego, ew en­
tualn ie  podobną budowę chemiczną. Zgadzam  się z autoram i, że podział ten  po­
zwala ak tualn ie na logiczne i przejrzyste  pogrupow anie wszystkich znanych i opi­
sanych antybiotyków  niezależnie od stopnia poznania ich struk tu ry .

Zamieszczone na w stępie, k ró tk ie  i treściw e w prow adzenie zapoznaje czytelnika 
z podstaw owym i zagadnieniam i specyficznego przedm iotu badań. A utorzy podają 
definicję an tybiotyku i om aw iają isto tne jej cechy, charak te ryzu ją  dalej ogólnie 
budowę chemiczną i własności tej grupy związków. We wstępie om aw iają autorzy 
także źródło i pochodzenie antybiotyków , specyfikę i zakres ich działania biologicz­
nego oraz w spom inają o problem ach zw iązanych z ich biogenezą. W stęp kończy
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w ykaz czasopism poświęconych wyłącznie antybiotykom , spis w ydanych w druku 
streszczeń dotyczących m iędzynarodowych konferencji i sympozjów na tem at an ty ­
biotyków oraz obszerny w ykaz m onografii i prac poglądowych dotyczących tych 
związków.

System atyczny przegląd poznanych i opisanych dotychczas antybiotyków  roz­
poczynają autorzy od omówienia m etabolitów  w ytw arzanych przez drobnoustroje 
rzędu Eubacteriales (część I) i Actinomycetales  (część II). Czynniki antybiotyczne 
produkow ane przez klasę Eumycetes  omówiono w części III (m etabolity grzybów 
niższych — Fungi imperfecti)  i w części IV (antybiotyki izolowane z grzybów Basi- 
liomycetes  i Ascomycetes). Oddzielnie w części V uszeregowano czynniki antybio­
tyczne, produkow ane przez porosty i algi, w części V I — izolowane z roślin wyż­
szych i VII — pochodzenia zwierzęcego. Źródłem  większości poznanych an tyb io ty­
ków są, jak  wiadomo, drobnoustroje rzędu Actinomycetes,  stąd też część II om a­
w ianej m onografii jest najobszerniejsza. O lbrzym ią liczbę związków produkow a­
nych przez prom ieniow ce podzielili autorzy w określone grupy w  zależności od 
zakresu i typu ich działania antybiotycznego om awiając w odrębnych rozdziałach 
związki ham ujące w zrost bak terii G ram -dodatnich  (B), antybiotyki o szerokim spek­
trum  działania (D), aktyw ne przeciw  bakteriom  kw asoodpornym  (E), czynniki
0 działaniu przeciwgrzybowym  (polieny) (F), przeciw grzybow e o struk tu rze  niepo- 
lienowej (G), związki aktyw ne przeciw  pierw otniakom  (H), w irusom  zwierzęcym
1 roślinnym  (I) oraz an tybiotyki o działaniu przeciw now otw orow ym  (J). Część II 
uzupełniają także dwa rozdziały, w których omówiono dwie grupy antybiotyków
0 wspólnej budowie chem icznej: m akrolidy (A) i polipeptydy (C).

W treści książki przy om awianiu kolejno poszczególnych antybiotyków  podają 
autorzy jego nazwę i synonimy, charakterystyczne w łasności fizyczne oraz źródło 
pochodzenia — szczep lub  szczepy w ytw arzające dany związek. Przytoczone są dane 
dotyczące hodowli szczepu, doboru właściwego podłoża, przebiegu ferm entacji 
z określeniem  w pływu dodatku substancji stym ulujących w zrost i biosyntezę.

Oddzielnie omówiono stosowane m etody izolowania i oczyszczania właściwego 
produktu  oraz w łasności chemiczne i fizyczne czystych lub oczyszczonych p rep a ra ­
tów z podaniem  składu, stałych fizycznych, wzoru i budowy przestrzennej. A utorzy 
cytują także dane dotyczące przebiegu prac nad odbudową, ustaleniem  wzoru
1 ew entualną syntezą om awianego związku. Przy opisie właściwości biologicznych 
s ta ra ją  się oni określić typ i zakres działania antybiotycznego oraz przytaczają dane 
dotyczące ew entualnego jego mechanizm u. Całość uzupełnia opis podstaw owych 
własności farm akologicznych w raz z danym i o praktycznym  zastosowaniu w lecz­
nictw ie. Po każdym  opisie przytoczone są odnośniki do piśm iennictw a w ykorzy­
stane w jego treści.

Tom II kończy sta rann ie przygotow any indeks autorów , indeks podmiotowy 
z zaznaczonymi tłustym  drukiem  m iejscam i głównego opisu oraz indeks nazw sy­
stem atycznych drobnoustrojów  i organizmów wyższych produkujących antybiotyki. 
Książka jest w ydana i opracowana niezw ykle sta rann ie i nadano jej napraw dę 
nienaganną form ę graficzną.

Treść napisana jest możliwie prostym , zwięzłym językiem  z zachowaniem  p ra ­
widłowej, współczesnej nom enklatury  m ikrobiologicznej, biochemicznej i chemicznej.

Om awiana m onografia jest cenną pozycją w ydaw niczą nie tylko w skali k ra ­
jowej, um ożliw iającą pracownikom  placówek naukow ych i przem ysłowych szeregu 
specjalności szybkie zdobycie w yczerpujących wiadom ości związanych z wiedzą
o antybiotykach.

Należy wyrazić żal, że b rak  jest ak tualne j w ersji polskiej om awianej mono­
grafii.

J. Cieślak
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N.M . Emanuel’ and Yu. N. Lyaskovskaya: The Inhibition of Fat Oxidation Proces­
ses. Tłumaczyła z rosyjskiego K. A. Allen. Pergamon Press, Oxford, London, Edin­

burgh, New York, Toronto, Sydney, Paris, Braunschweig, 1967, stron 389

K siążka ta jest tłum aczeniem  w ydania rosyjskiego z roku 1961. Głównym za­
gadnieniem  przedstaw ionym  w yczerpująco na 389 stronach druku jest ham ow anie 
procesów utleniania tłuszczów zwierzęcych. Wiadomo, że tłuszcze zwierzęce są n ie ­
zwykle n ie trw ałe w obecności tlenu, a substancje zaw ierające tłuszcze u legają 
zmianom w czasie p rodukcji i m agazynowania. Łańcuch sprzężonych ze sobą r e ­
akcji u tleniania prow adzi do pojaw ienia się związków typu nadtlenków , ketonów, 
oksykw asów  itp. w tłuszczach i zw iązkach zaw ierających tłuszcze, w skutek  czego 
tłuszcze mogą się stać naw et toksyczne. Jednocześnie ulegają zniszczeniu w itam iny 
rozpuszczalne w tłuszczach, a zaw artość nienasyconych kw asów  tłuszczowych ulega 
obniżeniu. Zatem  jednym  z czołowych zadań przem ysłu żywieniowego sta je  się za­
pobieganie u tlenianiu  tłuszczów.

A utorzy podzielili m onografię na następujące działy: k inetyka i chemia proce­
sów u tleniania tłuszczów, kataliza i oksydatyw ny rozpad tłuszczów, teoria łań cu ­
chowa i chemia czynności ham ujących, antyutleniacze i synergistyki — ich w łaści­
wości i działanie ham ujące. W pierw szych trzech rozdziałach omówiono w yczerpu­
jąco teoretyczne podstaw y procesów utlen ian ia tłuszczów ze szczególnym zw róce­
niem  uwagi na k inetykę procesu. Rozdziały te czynią om awianą książkę ciekaw ą 
nie tylko dla pracujących w przem yśle spożywczym, ale rów nież i dla szerszego 
kręgu biologów i biochemików.

Zagadnienie racjonalnego zużytkow ania n ietrw ałych tłuszczów może być roz­
w iązane przez użycie na tu ra lnych  lub sztucznych antyutleniaczy, zatem konieczny 
jest rozwój nowych gałęzi przem ysłu chemicznego, w yspecjalizow anych w syntezie 
szerokiego asortym entu  tych związków. Spotęgowane działanie ochronne przeciw  
utlen ian iu  można osiągnąć używ ając m ieszanin różnych antyutleniaczy. Synergi- 
stycznem u działaniu różnych m ieszanin natu ra lnych  i sztucznych antyutleniaczy 
jest w łaśnie poświęcony ostatn i rozdział om awianej książki.

M onografia skierow ana jest przede w szystkim  do pracow ników  przem ysłu ży­
wieniowego, w szczególności — przem ysłu tłuszczowego. Dla nich stanowić może 
bardzo cenną pozycję, chociaż nadm ienić należy, że ze względu na pojaw ienie się 
w ydania rosyjskiego już w  roku  1961, a tłum aczenia w roku ubiegłym, ze względów 
oczywistych bogata lite ra tu ra  nie w ykracza poza rok  1960.

M. Erecińska

J. D. Bernal. The Origin of Life, Weidenfeld et Nicolson, London 1967, str. 346 +  XVI

J. D. Bernal jest krystalografem  specjalizującym  się w  w yjaśnianiu budowy 
krystalicznej związków organicznych, zwłaszcza am inokw asów . W r. 1957 w ziął 
udział w konferencji m oskiew skiej na tem at pochodzenia życia i od tego czasu nie 
p rzestał się tym tem atem  interesow ać. U trzym ując osobisty kon tak t z uczestnikam i 
tej konferencji, reprezentu jącym i tak  różne nauk i jak  astrofizyka, paleontologia 
czy biologia m olekularna, ten fizyk w ypracow ał zintegrow any obraz naszych dzi­
siejszych wiadomości o pow staniu życia.

W łaściwy tra k ta t B ernala obejm uje tylko 182 strony om awianej książki. Resztę 
stanow ią dopiski, p rzedruk  oryginalnych artykułów  Oparina, H aldane’a i M uellera,
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rozdział poświęcony ogólnej k rystalografii, wreszcie obszerny słowniczek. W ten 
sposób, książka B ernala daje nie tylko obraz współczesnych poglądów na początek 
życia, w  ujęciu au to ra , ale zaw iera także źródłow ą dokum entację rozw oju tego 
zagadnienia.

K siążka B ernala pełna jest głębokich hum anistycznych refleksji i stanow i nie 
tylko najpełn iejszy  dotąd obraz w piśm iennictw ie zagadnienia początku życia, ale 
również pasjonującą lek tu rę  dla każdego dociekliwego umysłu.

J. Heller
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Post.  Biochem.  15, 141—146 (1969).

SPRAWOZDANIA

Konferencja naukowa na temat metabolizmu krwinki czerwonej
27 kw ietn ia 1968 r. odbyła się w Łodzi konferencja na tem at m etabolizm u 

krw inki czerwonej zorganizowana przez Łódzki Oddział Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego. Uczestniczyło w niej około 70 pracow ników  naukow ych zain tereso­
w anych bezpośrednio krw inką czerwoną lub pracujących nad podobnymi przem ia­
nami w innych kom órkach. Wygłoszono 11 referatów  dotyczących głównie dwóch 
problem ów: związków fosforanow ych erytrocytów  oraz badań nad hem oglobinami.

K onferencję otw orzyła doc. W. Leyko. P rzedstaw iła ona w yniki badań nad w ol­
nymi nukleotydam i krw inek czerwonych, prowadzonych w K atedrze Biochemii 
U niw ersytetu  Łódzkiego przy ściślej w spółpracy z K atedram i Chemii Fizjologicznej
A. M. i W. A. M., Fizjologii W. A. M. oraz ze S tacją K rw iodaw stw a w Łodzi i k li­
nikam i A. M. Łodzi i W arszawy. Podsum ow anie tych badań przedstaw ia się n as tę ­
pująco. Nie zaobserwowano zmian w zaw artości nukleotydów  adeninow ych w k rw in ­
kach czerwonych u osób dotkniętych cukrzycą i stw ardnieniem  rozsianym . W gośćcu 
przew lekłym  postępującym  i w gruźlicy płuc dochodzi do zm niejszenia ilości ATP 
w erytrocytach. Podwyższenie zaw artości ATP stw ierdzono w różnych schorzeniach 
przebiegających z hipoalbum inem ią oraz u osób pracujących w atm osferze CS2 
a także w m ethem oglobinem ii doświadczalnej (u zw ierząt — in vivo  i u ludzi — 
in vitro)  i w  żółtaczkach sam oistnych u ciężarnych. W ery trocytach krw i pępow i­
nowej i krw i żylnej m atki nie stw ierdza się różnic w  zaw artości wolnych nukleo­
tydów. N atom iast krw inki czerwone zdrow ych dzieci w porów naniu z dorosłymi 
zaw ierają w iększe ilości nukleotydów  adeninowych, a ponadto stosunek NAD/NADP 
jest w nich mniejszy od jedności. Badano także zachowanie się wolnych nuk leo ty ­
dów w czasie konserw acji krwi. S tw ierdzono, że w krw inkach  czerwonych konser­
wowanych z dw um etylosulfotlenkiem  i sacharozą w mieszaninie alkoholu ze s ta ­
łym  C 0 2, po kilku m iesiącach przechow yw ania, obserw uje się nieznaczny spadek 
zaw artości nukleotydów  adeninowych, podczas gdy w czasie konserw acji w stan ­
dardow ych w arunkach po dwóch m iesiącach ulegają one całkow item u rozkładowi.

Śm iegielska i wsp. (Łódź) omówili w pływ  prom ieni Roentgena na pełną krew. 
Dawki rzędu 75—2000 r n ie w yw ołują ani ilościowych ani jakościowych zmian 
w składzie nukleotydow ym  krw inek czerwonych, nie zm ieniają stopnia hemolizy 
krw i, ani też zawartości potasu w pełnej k rw i i w  osoczu i żelaza w osoczu. Duda 
i wsp. (Łódź) donieśli, że w niedokrw istościach hem olitycznych obserw uje się w y­
raźny w zrost zawartości w olnych nukleotydów  (szczególnie adeninowych) w k rw in ­
kach, natom iast w niedokrw istościach sideropenicznych zwiększenie ilości dotyczy 
jedynie NADP, IMP i UDPX. Chojnacki i Saw icka (W arszawa) stw ierdzili, że w he- 
m olizatach praw idłow ej krw i ludzkiej w budow yw anie się glukozo-2-32P (G-2-P) do 
m ateria łu  nukleotydowego ma miejsce w yłącznie w obecności UTP. Inne tró jfosfo- 
rany  nukleozydów (ATP, CTP, GTP i TTP) nie katalizow ały w budow yw ania się 
G -i-P . Inkorporacja 32P z g a lak to z o -i-32P do nukleotydów  przebiegała zarówno 
w  obecności UTP jak  i UDPG. R eakcję w ym iany sk ładnika fosfocukrowego z UDPG 
obserwow ano również po dodaniu G -l-P . Z achara i M yśliwiec (Łódź) przedstaw ili 
dane dotyczące zawartości w olnych nukleotydów  w różnym  w ieku dojrzałych ero- 
trocytów . Stw ierdzili oni, że różnice w  zaw artości AMP, ADP, ATP, GTP oraz NAD 
i NADP zarówno w przeliczeniu na objętość erytrocytów  jak  i na ilość hem oglobiny 
są niezm ienne statystycznie.
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N astępne doniesienia dotyczyły badań nad hem oglobinam i. Paw lak  (Poznań) 
wykazał, że w  krw inkach czerwonych u chorych z w rodzoną niesferocytow ą n ie­
dokrw istością hem olityczną w ystępują dodatkowe frakcje  hemoglobiny. A utor p rzy­
puszcza, że pow staw anie tych frakcji jest dziedzicznie uw arunkow ane, oraz że is t­
n ieje związek między ich w ystępow aniem  a objawam i klinicznym i u chorych. Szysz­
ko i Lipiński (W arszawa) omówili poprom ienne zaburzenia syntezy Hb u szczura 
in vivo. Jednorazow e naśw ietlenie wyższą daw ką (700 r) nie powodowało żadnych 
zmian w czasie 3-tygodniowej obserwacji. N atom iast podaw anie dawki frakcjono­
w anej 50 r dziennie przez 10 dni powodowało poczynając od 9 dnia po naprom ie­
niow aniu istotne zmiany w trzech spośród sześciu frakcji Hb, rozdzielonych elek­
troforezą w żelu skrobiowym . Dotyczyły one w zrostu I i III frakcji oraz zm niej­
szenia frakcji IV. A utorzy sądzą, że jest to reakcja  w tórna, zależna od n iedokrw i­
stości poprom iennej i skrócenia czasu dojrzew ania erytroblastów . W stanach głę­
bokiego niedokrw ienia, w ywołanego innym i czynnikam i, obserw uje się analogicznie 
zwiększenie HbF i zm niejszenie norm alnej Hb dojrzałej. L ipiński badał też przy 
pomocy 59Fe i 14C glicyny oraz 14C proliny poprom ienne uszkodzenia syntezy Hb 
in vitro  w jądrzastych krw inkach  ptaków . Po dawce 5000 r ilość w budow anego Fe 
w zrasta  a zmniejsza się w budow yw anie glicyny i proliny, przy czym stosunek gli­
cyny do proliny jest wyższy niż w układzie kontrolnym . Po naprom ienieniu m aleje 
również synteza RNA krw inek  a znakowane guanina i cytozyna podane rów no­
cześnie w budow yw ane są tak, że stosunek G/C w RNA jest w iększy od jedności. 
A utor przypuszcza, że zm iany te są w ynikiem  poprom iennego uszkodzenia kodu 
inform acyjnego. Jóźwiak, M uraw ski i Daszyński (W arszawa) przedstaw ili w yniki 
badań nad przechow yw aniem  hem oglobiny w tem peratu rze ciekłego azotu. Po 4-mie- 
sięcznym okresie przechow yw ania nie stw ierdzili w ypadania Hb z roztw oru, zmian 
zaw artości Hb opornej na denatu rac ję ługiem, zm ian w w idm ie asorpcyjnym  ani 
przyrostu MetHb. Nie zaobserwowali też zmian w pow inow actw ie do tlenu, in ­
te rakcji hemów i efekcie tlenowym  Bohra. Jedyną dostrzegalną różnicą było nie 
oddzielanie się HbA 2 od HbA, mimo, że w świeżych hem olizatach rozdział był 
w yraźny. W olff-Płodow ska i M uraw ski stw ierdzili, że widmo absorpcyjne „kw aś­
nej” M etHbA, różni się od w idm  MetHbAj i M etHbF w yraźnie zaznaczonym 
szczytem przy 530 nm i wyższymi współczynnikam i absorpcji poniżej 600 nm.

K w iatkow ska i M ularczyk przedstaw ili doniesienie dotyczące m echanizm u ag lu­
tynacji k rw inek przez ufim briow ane bakterie. W ykazali oni, że aglu tynacja ta nie 
zachodzi w obecności mocznika i przypuszczają, że w  procesie ag lu tynacji biorą 
udział w iązania wodorowe, pow stające między pow ierzchnią krw inki a fim briam i 
bakterii.

Doc. Leyko podsum ow ała w yniki konferencji i zwróciła się do uczestników 
z sugestią naw iązania ściślejszej w spółpracy w rozw iązyw aniu trudniejszych p ro ­
blemów i w ym iany doświadczeń w opanowywaniu niektórych technik. Łódzki ośro­
dek może służyć pomocą w analizie składu związków fosforanow ych erytrocytów  
oraz innych kom órek i tkanek, elektroforezy białek surow icy i hem oglobin w żelu 
skrobiow ym  oraz hem oglobin na bloku skrobiowym. K atedra Biochemii U. Ł. jest 
w trakc ie  urucham iania analizy hemoglobin techniką „finger p rin tin g ”. O statnie 
metody są dobrze opracowane w Insty tucie Hem atologii w W arszawie i doc. M u­
raw ski gorąco poparł taką wym ianę, oferując ze swej strony w szechstronną pomoc. 
In sty tu t Hem atologii dysponuje rów nież pH -statem . „Finger p rin tin g ” jest też op ra­
cowany w Ośrodku Radiobiologii W.A.M. w W arszawie. Urządzenia do konserw acji 
k rw i i tkanek  w płynnym  azocie (polskiej produkcji) są w Insty tucie Hem atologii 
i K atedry  Patologii Ogólnej i Doświadczalnej W.A.M. w  Łodzi.

Zam ykając obrady doc. Leyko zaproponowała aby tego typu spotkania odby­
w ały się raz na dwa lata.

B. Zachara
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Laboratoire de Chimie Biologique Wydziału Lekarskiego Uniwersytetu
Paryskiego*

Placówka ta k ierow ana przez profesora M ax-F ernanda Jay le’a jest odpow ied­
nikiem  Zakładów  Chemii Fizjologicznej naszych Akadem ii Medycznych, jednak  za­
równo pod względem liczby pracow ników  (100 osób) jak  zajm ow anej powierzchni 
znacznie je przewyższa. Dzieje się tak  dzięki pomocy finansow ej CNRS (Centre  
National de la Recherche Scientifique) i INSERM (Institut National de la Santé et 
de la Recherche Médicale)— insty tucji organizujących i koordynujących badania 
naukowe.

Główny nu rt działalności badaw czej ośrodka dotyczy m etabolizm u wszystkich 
grup hormonów sterydowych, m etodyki ich oznaczania w płynach biologicznych 
i tkankach oraz prób dynam icznych badania czynności gruczołów produkujących 
te  hormony. Tą problem atyką zajm uje się sześć zespołów badawczych, kierow anych 
przez doktorów: Pasqualiniego i Crepy, profesorów : Begue, Drosdowskiego i Long- 
cham pta oraz dr W einm anna.

Poza tą  tem atyką rozw ijają się też badania nad s tru k tu rą  gonadotropin i m e­
todam i ich oznaczania w płynach ustrojow ych oraz białkam i krw i, k tórych stężenie 
w zrasta w przebiegu procesów zapalnych. Tą tem atyką zajm ują się trzy zespoły 
kierow ane przez doktorów: H enry’ego i M oretti’ego i profesora Bourrillon. Jeden 
zespół (pod k ierunkiem  dr A nette Alfsen) bada wpływ w iązania białko-białko 
i białko-steryd na konform ację cząsteczek białkowych.

G rupa dr Pasqualiniego zajm uje się obecnie m etabolizm em  w olnych i sprzę­
żonych kortykosterydów  w  jednostce funkcjonalnej płód-łożysko u ludzi i zw ie­
rzą t. W ram ach tej tem atyki opracowano następujące zagadnienia: jednoczesny m e­
tabolizm  u człowieka siarczanu — 3H -kortykosteronu  oraz kortykosteronu, k o rty ­
zolu i kortyzonu znaczonych 14C, m etabolizm  siarczanu — 3H -kortykosteronu  w je d ­
nostce funkcjonalnej płód-łożysko, m etabolizm  siarczanu — 3H -kortykosteronu  przez 
tkanki płodu ludzkiego (współpraca z L aboratorium  prof. Egona D iczfalusy’ego 
w  Sztokholmie), hydrolizę siarczanów sterydów  przez łożysko ludzkie i m etabolizm  
l,2 -3H -kortykosteronu in vivo  u szczura.

Pod kierunkiem  dr Pasqualiniego p racu je również laboratorium  oznaczania 
aldosteronu i czterohydroaldosteronu w celach diagnostycznych. Ilość czterohydro- 
aldosteronu w moczu jest więc 2—5 razy  w iększa niż aldosteronu — i zm ienia się 
proporcjonalnie do jego poziomu. D latego opracow ana przez zespół m etoda oznacza­
nia czterohydroaldosteronu ma taką  sam ą w artość diagnostyczną jak  oznaczanie 
aldosteronu i jest coraz częściej stosow ana w klinice.

Zespół dr O dette Crepy zajm uje się ak tua ln ie  badaniam i porównawczym i m e­
tabolizm u 17P-estradiolu i jego epim eru 17a- oraz oddziaływ aniem  między cząstecz­
kam i sterydów  (17(3-, i J7a- estradiol i testrosteron) i b iałkam i surowicy. W ubieg­
łych latach zespół ten pracow ał nad m etodyką analizy sterydów  sprzężonych z k w a­
sem siarkow ym  i glukuronowym . O pracow ano powszechnie dziś stosowaną m etodę 
rozdziału siarczanów i glukozydouronianów  na kolum nie w ypełnionej tlenkiem  glinu 
i eluowanej butanolem  o w zrastającej zaw artości wody, następnie zaś m ikrom etodę 
oznaczania siarczanów sterydów  w płynach biologicznych, opartą  na reakcji z b łę­
k item  metylenowym , m etodą ich w ykryw ania na chrom atogram ach bibułow ych
i płytkow ych oraz m etodę w ykryw ania glukozydouronianów  na bibule i p ły tkach  
przy pomocy l-(2-pirydylo-azo)2-naftolu. P race  te przyczyniły się w znacznej m ie­
rze do poznania składu frakcji sterydów  sprzężonych w m ateria le  biologicznym.

* autor spraw ozdania przebywał w opisyw anym  ośrodku w la tach  1966/67 jako 
stypendysta Min. Zdrowia
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Zespoły profesorów  Begue i Longcham pta p racu ją  nad porów naniem  m etabo­
lizmu siarczanu estronu u ludzi zdrowych i pacjentów  ze schorzeniam i w ątroby 
oraz nad m etabolizm em  różnych sterydów  w tkance guza z kom órek śródm iąższo­
wych Leydiga, wywołanego przez w ielokrotne in jekcje gonadotropiny szczurom. 
Dotychczas zbadano in vitro  m etabolizm  DHA, testosteronu, cholesterolu, A 4andro- 
stendionu oraz J7a-hydroksypregnenolonu i 17a-hydroksy progesteronu. Wśród p ro ­
duktów  m etabolizm u nie stw ierdzono sterydów  sprzężonych. W przygotow aniu są 
doświadczenia zm ierzające do chemicznego blokow ania rozw oju guza.

Zespół kierow any przez prof. Drosdowskiego p racu je nad syntezą sterydów  
fenolowych, ich pochodnych 3-m etoksy i 3-etoksy oraz odpow iednich siarczanów, 
octanów i glukozydouronianów . Związki te otrzym ano w celu zbadania ich zacho­
w ania podczas chrom atografii gazowej, cienkow arstw ow ej, bibułow ej i na p łytkach 
z w łókna szklanego. Ponadto opracowano m etodę oznaczania testosteronu techniką 
chrom atografii gazowej po przeprow adzeniu go w pochodną heptafluorom asłow ą, 
a także m etodę ilościowego oznaczania estrogenów  w  osoczu. Od szeregu la t p ro ­
wadzone są też system atyczne badania farm akologiczne estrogenów  dostarczanych 
przez przem ysł i syntetyzow anych w laboratoriach : ich działanie na receptor m a- 
ciczno-pochwowy, przysadkę, gonady obu płci i nadnercza.

G rupa dr W einm anna p racu je nad syntezą chemiczną sterydów  7a- i 7|3-hydroksy 
pochodnych zaw ierających deuter w pozycji 15.

S tru k tu ra  gonadotropin w ystępujących w płynach biologicznych (krew  i mocz) 
stanow i zasadniczy tem at działalności zespołu prof. Bourrillon. B adania dotyczą 
gonadotropiny kosmówkowej (HCG — Human Chorion Gonadotropin),  gonadotropiny 
w ystępującej w moczu kobiet po okresie przekw itan ia (HMG — H uman Menopausal 
Gonadotropin)  i gonadotropiny z k rw i źrebnych klaczy (PMSG — Pregnant Mare 
Serie Gonadotropin).  Ustalono ich s tru k tu rę  glikoproteidow ą, aktyw ność biologicz­
ną, własności fizyko-chem iczne i skład kom ponenty węglowodanowej i białkowej. 
Od roku 1959 grupa ta system atycznie bada niedializującą frakcję  moczu, charak ­
te ryzu jącą się dużo wyższą zaw artością w ęglowodanów niż otrzym any tą  sam ą m e­
todą p rep ara t osocza ludzkiego. Uzyskano dane, że frak c ja  ta z praw idłow ego mo­
czu ludzkiego nie jest złożona wyłącznie z białek osocza, jak  na ogół sądzono, lecz 
raczej z kom pleksów w ęglowodanowych typu polisacharydów  lub glikopeptydów.

P raca zespołu dr M oretti dotyczy białek krw i, k tórych stężenie w zrasta  w p rze­
biegu procesów zapalnych. Należą do nich przede w szystkim  haptoglobina i orozo- 
m ukoid. Zespół wyosobnił haptoglobinę ludzką, k ró lika  i szczura, zbadał ich w łaści­
wości fizyczne i chemiczne oraz ich okresy półtrw ania, prow adzi prace nad m eta­
bolizmem tych białek, a także m echanizm em  ich biosyntezy.

Działalność zespołu dr H enry’ego dotyczy porów nania w yników  oznaczania ho r­
m onów  gonadotropow ych (FSH, LH, HCG i HMG) m etodam i biologicznymi i im m u­
nologicznymi oraz iden tyfikacji 17-ketosterydów w moczu zw ierząt lab o ra to ry j­
nych przed i po stym ulacji za pomocą gonadotropin.

Z tego przeglądu problem atyki badawczej widać, że Laboratoire de Chimie 
Biologique  w P aryżu skupia liczną grupę wysoko w ykw alifikow anych sam odziel­
nych pracowników  nauki, prow adzących badania w  kilku odrębnych dziedzinach 
biochemii. Ośrodek ten dysponuje nowoczesną ap a ra tu rą  w zakresie chrom atografii 
gazowej, spektrofotom etrii i radioizotopii, ek strakcji przeciw prądow ej (metoda 
Craiga), autom atycznego rozdzielania i oznaczania złożonych m ieszanin am inokw a­
sów i m onosacharydów (autoanalizatory  Technicon  pracu jące w edług zasady S tein- 
na-M oore’a) itp. Dobre w arunk i lokalowe — Zakład zajm uje około 50 pomieszczeń
i laboratoriów  specjalnie przystosow anych do badań naukow ych — oraz życzliwość
i ta len t organizacyjny k ierow nika tego ośrodka, prof. Jay le’a, k tóry  osobiście uk ła­
da program  pobytu każdego stypendysty, stw arzają  bardzo korzystne w arunki do 
odbyw ania stażu naukowego.
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S ylw etka i działalność prof. Ja y le ’a zasługują na szczególną uwagę. Jego do­
robek naukow y w yraża się liczbą ponad 500 publikacji oraz 10 m onografii i pod­
ręczników . Jest on między innym i au torem  fundam entalnej m onografii pośw ięco­
nej analizie hormonów sterydow ych i ich m etabolitów  pt. „Analyse des Steroides 
H orm onaux” oraz m onografii pt. „Les H aptoglobines”. W raz ze w spółpracow nikam i 
jest tw órcą dynam icznej próby badania czynności jajników , stw arzającej nowe 
perspektyw y w zakresie diagnostyki schorzeń tego narządu oraz autorem  m odyfi­
kacji próby Thorna nie w ym agającej hospitalizacji chorego. Prof. Jayle pełni rów ­
nież funkcję  dyrek tora Fondation de Recherche en Hormonologie  — insty tucji z a j­
m ującej się opracowywaniem  m etod rutynow ego oznaczania sterydów , w ykonyw a­
niem  oznaczeń oraz ustalaniem  norm  w tym  zakresie. Jest założycielem i red a k to ­
rem  naczelnym  czasopisma poświęconego związkom o struk tu rze  sterydow ej Jour­
nal Europeen des Steroides,  którego pierw szy num er ukazał się w  m aju 1966 roku. 
W ram ach  obowiązków dydaktycznych prowadzi rów nież w ykłady z biochemii dla 
studentów  medycyny.

Ta niezw ykła aktyw ność naukow a i olbrzymi dorobek są dziełem człowieka 
niewidom ego od 26 lat. We w rześniu 1941 roku, w toku badań nad haptoglobinam i, 
prof. Jay le  uległ poważnem u w ypadkow i w w yniku którego u trac ił wzrok. To tr a ­
giczne w skutkach w ydarzenie nie przerw ało jednak  jego działalności naukow ej. 
P race nad haptoglobinam i były nadal kontynuow ane pod kierunkiem  profesora 
przez jego pięciu w spółpracowników, którzy przygotow ali z tego tem atu  cztery 
doktoraty  chemii i jeden farm acji. Pozostał rów nież dyrektorem  zespołu lab o ra ­
toriów  w Ecole de Puericulture, k tó rą  to funkcję objął rok przed w ypadkiem . T a­
lent organizacyjny i pow ażne osiągnięcia naukow e przyniosły profesorow i w  roku 
1955 nom inację na k ierow nika K atedry  Biochemii W ydziału Lekarskiego po prof. 
M ichale Polonowskim , k tóry  zginął w  w ypadku samochodowym.

W kró tk ie j m onografii * poświęconej działalności naukow ej prof. Jay le’a znaj­
dujem y następu jącą jego wypowiedź: „Wolałbym nie poruszać tego tematu, ale wóio- 
czas in formacje o mojej działalności naukow ej nie byłyby kompletne. Gdy w  roku  
1941 w w y n ik u  w ypadku  w  laboratorium straciłem wzrok, sądziłem, podobnie jak  
większość ludzi z mego otoczenia, że oznacza to koniec mojej kariery naukowej.  
Jednakże 13-letnie doświadczenie po w ypadku  przekonało mnie, że kalectwo nie 
zniszczyło sił żyw otnych  organizmu. Pozostawia ono nienaruszone zdolności orga­
nizacyjne człowieka, jeśli został on do tkn ię ty  ka lec tw em  w  pełni sił życiowych”...

„W dziedzinie badań naukow ych  wydaje mi się, że pośrednia obserwacja zja­
wisk przy  udziale współpracowników ma tę samą wartość poznawczą, co obser­
wacje bezpośrednie. Moja działalność w ykładow cy zysku je  na przejrzystości,  gdyż  
przygotowując się do w ykładów  muszę poświęcić na to znacznie więcej czasu niż 
inni. To co straciłem w  sensie szybkości zdobywania informacji, nie mogąc czytać 
czasopism naukowych, zyska łem  dzięki w iększem u skupieniu umysłu, uwolnionego  
od wielu czynników rozpraszających uwagę”.

,,Pragnąłbym, aby powyższe zdania nie zostały uznane jako przejaw nadmier­
nej ufności we własne siły, lecz jako próba ob iektywnej analizy działalności cźło- 
uoieka walczącego z trudnościami, wśród których nieufność i sceptycyzm  innych  
nie należą do najmniej ważnych”.

R obert C ourrier, profesor College de F rance i członek A kadem ii, inauguru jąc 
obrady zorganizowanego przez prof. Jay le ’a m iędzynarodowego kolokw ium  na tem at 
czynności dokrew nej ja jn ik a  (maj 1965 — Paryż), pow iedział między innym i: „Obra­
dy  nasze przypadają w  10 rocznicę nominacji prof. Jayle’a na stanowisko k ierow­
nika Katedry  Biochemii Wydziału Lekarskiego, ka tedry którą rozsławił zm arły  tra­

* „Titres et travaux  scientifiques de M. F. Jayle” wyd. Declume,Paryż, 1954, 
str. 1 2 .
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gicznie Michał Polonowski...  Nominacja ta nastąpiła 14 lat po tragicznym wybuchu  
nadtlenków, który  na zawsze odebrał wzrok profesorowi. Jest to tr iu m f woli, 
tr ium f duchowy i naukowy, k tóry  prof. Jayle odnosi każdego dnia w  dyscyplinie  
kroczącej w  czołówce współczesnej medycyny. Drogi Kolego, uratowała pana wia­
ra podobna do tej, jaka ożywiała Beethovena, k iedy pogrążony w  absolutnej ciszy 
komponował swe najpiękniejsze symfonie”.

B. Szukalski
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