POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

POSTEPY
BIOCHEMII

KKKKKKKKKK



INFORMACJA DLA AUTOROW

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

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢c w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamie$ci¢ tylko: imiona (w peilnym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdzialy w tek$cie nalezy oznaczyé numeracjg rzymska a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tek$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskga w nawia-

sie — numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwiazku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujgc sie na literature nalezy poda¢ w tekscie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajacym uzytemu w tek$-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autorow.



POLSKIE TOWARZYSTWO BI

POSTEPY
BIOCHEMII

WYDAWANE Z ZASILKU POLSKIE] AKADEMII NAUK

1 9 6 9

tom XV
zeszyt 1

KWARTALNIK

PANSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE



RADA REDAKCYIJNA

Przewodniczacy: B. Filipowicz (L6dz)
Cztonkowie: J. Chmiel (Poznan), W. Gajewski (Warszawa),
Z. Kasprzyk (Warszawa), W. Mejbaum-Katzenellenbogen
(Wroctaw), J. Pawetkiewicz (Poznan), J. Trojanowski (Lublin)

Komitet Redakcyjny
Redaktor — Zofia Lassota
Sekretarz — Maria Monika Jezewska

Adres Redakcji
Instytut Biochemii i Biofizyki

Warszawa 12 ul Rakowiecka 36
tel. 44-52-01, wewn. 506

PANSTWOWE WYDAWNICTWO NAUKOWE — WARSZAWA 1968

Naktad 2050 (1915+135) Oddano do sktadania 29.X.1968

Ark. wyd. 115; ark. druk. 9.75 + 2 kol. Podpisano do druku w styczniu 1969
Papier druk. sat. kl. V, 70 X 100 Druk ukonczono w lutym ,1969

Cena zt 20— Zam. nr 1887/68. N-25.

DRtJKARNIA IM. REWOLUCJI PAZDZIERNIKOWEJ, WARSZAWA



Post. Blochem. 15, 3-*14 (1969).

MARIA SARNECKA-KELLER*, JADWIGA NOWORYTKO**

Biosynteza zwierzecych glikoproteidow
Biosynthesis of Animal Glycoproteins

The subcellular localisation of glycoproteins biosynthesis and some enzymes
involved in this process are described.

Badania lat ostatnich ujawnity szerokie rozpowszechnienie glikopro-
teidbw w tkankach zwierzecych oraz nagromadzity szereg nowych
danych o strukturze tej grupy biatek ztozonych (46). Wykazano rowniez
udziat glikoproteidow w strukturach pewnych bton komérkowych i $rod-
komoérkowych oraz ich znaczenie jako potaczen speiniajagcych okreSlone
funkcje biologiczne. Fakty te tgcznie z obserwowanymi przez wielu auto-
réw zaburzeniami w poziomie glikoproteidéw w ptynach fizjologicznych,
zwigzanymi z okre$lonymi stanami patologicznymi (73, 74), daly podstawe
do podjecia prac nad biosyntezg tych zwigzkéw. W ostatnich latach wzras-
ta zainteresowanie procesami anabolicznymi, prowadzacymi do dobudo-
wywania okreslonych jednostek oligosacharydowych do tahAcucha poli-
peptydowego, a kazdy miesigc przynosi w tym zakresie nowe dane,
w zwigzku z czym nawet najnowsze opracowania biosyntezy glikoprote-
idéw sg niekompletne i nieaktualne.

I. Udziat transferaz glikozylowych w biosyntezie glikoproteidow

Fakt, ze nukleotydowe pochodne monosacharyddéw sg bezpoSrednimi
prekursorami w syntezie réznych polisacharydow (10) nasungt przypusz-
czenie o podobnym mechanizmie biosyntezy skiadnikdéw cukrowych gli-
koproteidéw. Nukleotydowe pochodne monosacharydéw wchodzacych
w sktad czesci cukrowej glikoproteidéw sg szeroko rozpowszechnione (10),
a podobne pochodne oligosacharydowe znajdujg sie w tkankach bogatych
w glikoproteidy zawierajgce w grupie prostetycznej te wtasnie fragmenty
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** Dr, Katedra Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Wykaz stosowanych skrétow: OSM — glikoproteid z gruczotéw podszczekowych
owcy, NANA —kwas N-acetyloneuraminowy, Gik —glukoza, Gal — galaktoza,
Man —mannoza, AcNHGIk — acetyloglukozoamina.
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cukrowe. Yourdian i wsp. (24, 25 wyodrebnili cztery izomeryczne
formy kwasu UDP-N-acetyloglukozoaminylo-galaktozylo-sialowego z ko-
lostrum krowy i kozy, a Kobata (26, 27) uzyskat z mleka ludzkiego
urydyno-5’-/2 lub 4-0-L-fukopiranozylo-4-0-D-galaktopiranozylo-N-ace-
tyloglukozoaminylo-1 pirofosforan oraz odpowiedni nukleotyd dwusacha-
rydowy bez fukozy. Czy te aktywne formy oligosacharydéw moga
by¢ rozpatrywane jako posredniki w syntezie glikoproteidow, czy tez sa
katabolicznymi produktami tych polgczen, pozostaje do dzisiaj sprawg
dyskusyjng. Jednak juz w 1962 roku K ohn i wsp. (28) zwrécili uwage
na reakcje transglikozylacji jako na proces syntezy tarficuchéw hetero-
sacharydowych glikoproteidéw. Inni autorzy nawet scharakteryzowali
czesciowo pewne transferazy, biorgce przypuszczalnie udzial w syntezie
glikoproteidow (23, 71), ale roli tych enzymow nie mozna byto okreslic,
dopoki nie znano odpowiedniego dla nich akceptora biatkowego.

Badania etapéw biosyntezy tancucha cukrowego glikoproteidéw roz-
poczeli w 1964 roku Carlson i wsp. (7) wyodrebniajgc transferaze
sialylowg z gruczotu mlecznego szczura i gruczotu podszczekowego owcy.
Enzym ten katalizuje przeniesienie reszty kwasu N-acetyloneuramino-
wego (NANA) z CMP-NANA na laktoze z utworzeniem sialylo/2-»3/lak-
tozy. Précz tego transferaza z gruczotow podszczekowych przenosi NANA
na wyodrebniony z nich glikoproteid, w ktérym po potraktowaniu neu-
raminidazg ulegaja odstonieciu reszty N-acetylogalaktozoaminowe. Po-
dobnego typu enzym uzyskano (3) z kolostrum kozy. Bierze on udziat
w przenoszeniu kwasu sialowego z jego pochodnej cytydynomonofosfo-
ranowej na glikoproteidy zawierajagce galaktoze jako koncowa reszte.
W tym samym roku Roseman (52) stwierdzit, ze siatylotransferazy
traktowaé nalezy jako grupe enzymoéw, rd6zniacych sie swoistoscig dzia-
tania wobec atomu wegla akceptora. W kazdym razie wedlug tego autora
musza istnie¢ conajmniej dwa tego typu enzymy syntetyzujace odmienne
izomery jednostki sialylogalaktozylowej wystepujagce w kwasnym ax
glikoproteidzie (21). Role transferazy sialylowej potwierdzili O'Brien
i wsp. (47), ktérzy w 1966 roku opisali pojawianie sie enzymow zdolnych
do przeniesienia reszty NANA z CMP-NANA na endogenne biatkowe
akceptory we frakcji mikrosomoéw watroby szczura.

W 1965 roku Mc Guire i wsp. (36) wykazali whudowywanie ga-
laktozy do tancucha oligosacharydowego glikoproteidéw potraktowanych
uprzednio neuraminidaza i galaktozydazg. Okazato sie, ze transferaza
galaktozy wystepuje w wielu tkankach szczura i przenosi galaktoze za-
rowno na glikoproteidy jak i na N-acetyloglukozoamine. Preparat tego
enzymu otrzymano rowniez z kolostrum kozy. Zawierat on dwie galak-
tozylotransferazy i przenosit takze N-acetylogalaktozoamine na rdzne
endogenne akceptory, ktorych obecno$¢ wykazano w wielu tkankach.

W tej samej pracowni wyodrebniono z kolostrum kozy (22)
100—200-krotnie oczyszczony enzym Kkatalizujacy przeniesienie N-ace-



[3] BIOSYNTEZA GLIKOPROTEIDOW

tyloglukozoaminy z UDP-N-acetyloglukozoaminy na pewne zwiazki
o charakterze glikoproteidow. Dobrymi akceptorami okazaly sie produkty
otrzymane z kwasnego c”-glikoproteidu oraz fetuiny po potraktowaniu
ich neuraminidaza, (5-galaktozydaza i heksozoaminidazag. RdOwniez rybo-
nukleaza B oraz ovoalbumina przytgczaja N-acetyloglukozoamine w obec-
nosci tej transferazy. Biorac pod uwage strukture glikoproteidowych
akceptorow autorzy przypuszczajg, ze reszty N-acetyloglukozoaminowe
sa przenoszone na koncowe jednostki mannozy w glikoproteidach i ze
reakcja ta stanowi bardzo wazny etap w biosyntezie glikoproteidéw. Zda-
niem autoréw transferazy galaktozylowe i N-acetyloglukozoaminowe
stanowig réwniez rodziny enzymow, tak jak transferazy sialylowe. Kazdy
z tych enzyméw wymaga odpowiedniego nukleotydu cukrowego oraz
akceptora glikoproteidowego z charakterystyczng koricowg resztg mono-
sacharydowsg.

Wspotdziatanie (53) transferaz glikozylowych prowadzi do stopnio-
wego dobudowywania fancuchéw oligosacharydowych. Tworzenie sek-
wencji tetrasacharydowej wystepujacej w kwasnym a-glikoproteidzie
(75) zachodzi wedtug schematu 1

UDP-AcCNHGIk UDP UDP-Gal Gal
biatko-Man N biatko-Man-AcNIIGIk
| ]
CMP-NANA CMP
bialko-Man-AcNHGIk-Gal biatko-Man-AcNHGIk-Gal-NANA

1l
Schemat 1. Biosynteza tetrasacharydowego fragmentu kwasnego oit-glikoproteidu

| — transferaza N-acetyloglukozoaminylowa, Il — transferaza galaktozylowa, HI — transferaza
sialylowa

Podobnego typu transferazy opisali robwniez inni autorzy. W 1966 roku
Sarcione i Carmady (59) wykazali w rozpuszczalnej w dezoksy-
cholanie frakcji mikrosomow watroby szczura obecno$é¢ uktadu enzyma-
tycznego, katalizujagcego wbudowywanie galaktozy z UDP -galaktozy
w biatka mikrosoméw watroby. W 1967 roku Spiro i Spiro (69)
uzyskali z gruczotu tarczycowego cze$ciowo oczyszczone preparaty trans-
ferazy sialylowej i galaktozylowej i oznaczyli ich aktywnos$ci wzgledem
roznych substratow. Najlepszym akceptorem dla reszty NANA, przeno-
szonej przez sialylotransferaze z CMP-NANA, s3a uzyskane z tyreoglobu-
liny i fetuiny glikopeptydy i glikoproteidy z galaktozg w pozycji termi-
nalnej. Glikoproteidy i glikopeptydy nie zawierajgce galaktozy nie wigza
reszty sialylowej, enzym jest rowniez nieaktywny w stosunku do wolnej
galaktozy. Dla transferazy galaktozylowej najlepszymi akceptorami oka-



6 M. SARNECKA-KELLER, J. NOWORYTKO [4]

zaty sie glikopeptydy zawierajgce na koncu tancucha N-acetyloglukozo-
amine. Po odszczepieniu tej reszty z glikopeptydu enzym wykazywat zni-
koma aktywnos$¢. Byt mato aktywny réwniez wzgledem glikopeptydow
zawierajagcych N-acetyloglukozoamine w $rodkowej pozycji w tancuchu
sacharydowym. Dobrym akceptorem jest rowniez wolna AcNHGIk, ktéra
w obecno$ci UDP-Gal i transferazy galaktozylowej przeksztatca sie
w N-acetylolaktozoamine. Aktywatorem tego enzymu sg jony Mn2+,
a przez pCMB jest on catkowicie hamowany.

Badajac szybko$¢ syntezy tancucha oligosacharydowego tyreoglobu-
liny przy wspdtdziataniu obydwu transferaz Spiro i Spiro (69)
stwierdzili, ze synteza zachodzi szybciej w obecno$ci nukleotydowej po-
chodnej monosacharydu zajmujgcego blizszg nieredukujacego kofca po-
zycje w tancuchu, natomiast nie ulega przyspieszeniu w obecnos$ci aktyw-
nej formy cukrowca zajmujgcego pozycje dalszg od tego konca. Zjawisko
to potwierdza przypuszczenie (22), ze synteza jednostek sacharydowych
glikoproteidéw odbywa sie stopniowo przez dotgczanie kolejnych mono-
sacharydow poczawszy od redukujgcego kornca tancucha wzglednie od
miejsc jego rozgatezien.

Kazdy etap przytgczania monosacharydu wymaga odpowiedniej trans-
ferazy glikozylowej, a kazdy enzym — indukujacego akceptora. Akcepto-
rowg czasteczkg w kazdym etapie jest produkt utworzony przez enzym
w reakcji poprzedzajacej. Enzymy niezbedne do syntezy pojedynczego
typu jednostki heterosacharydowej tworzg wiec zdaniem Rosemana
(53) uktady wielotransferazowe wykazujace kolejno wspdtdziatajagca spe-
cyficznosé.

Wazny moment w badaniach biosyntezy glikoproteidow stanowi wy-
odrebnienie przez Mc Guire i Rosemana (37) z ziarnisto$ci gruczo-
téw podszczekowych preparatu przenoszacego N-acetylogalaktozoamine
z jej urydynowej pochodnej na akceptor biatkowy uzyskany z glikopro-
teidu gruczotow podszczekowych owcy (OSM) przez enzymatyczne lub
chemiczne usuniecie z niego reszt dwusacharydowych. Zawarta w pre-
paracie transferaza N-acetylogalaktozoaminylowa charakteryzuje sie
wysoka specyficzno$cia wzgledem biatkowego biorcy. Wykazuje ona ak-
tywnos¢ jedynie wobec biatkowego rdzenia OSM. Nawet mieszanina pep-
tydow uzyskanych z OSM dziataniem pronazy jest nieaktywna jako ak-
ceptor N-acetylogalaktozoaminy. Niemozliwo$¢ zastgpienia akceptora biat-
kowego w pierwszym etapie procesu transglikozylacji mieszaning po-
wstatych z niego peptydéw wzglednie aminokwaséw podkreslali juz
Harbon i wsp. (18), ktdrzy badali biosynteze OSM w przezywajacych
skrawkach gruczotdw podszczekowych w obecno$ci rozmaitych znako-
wanych substratéw i inhibitoréw.

Ta wysoka specyficzno$é transferazy N-acetylogalaktozoaminylowej
sugeruje, ze jest ona rzeczywiscie enzymem Kkatalizujgcym pierwszy
etap — utworzenie wigzania cukier-biatko — w syntezie OSM. Synteza
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dwusacharydowej jednostki typowej dla OSM przebiega wiec wedtug
schematu 2.

UDP-AcNHGal UDP CMP-NANA CMP

biatko
\V4 1

Schemat 2. Biosynteza dwusacharydowej jednostki cukrowej OSM
IID — transferaza sialylowa, IV — transferaza N-acetylogalaktozoaminylowa

Wigzania w produkcie utworzonym pod dziataniem transferazy N-a-
cetylogalaktozoaminowej sg labilne w $rodowisku alkalicznym (37), po-
dobnie jak wigzania tgczace grupy hydroksylowe aminokwasow czesci
biatkowej ze sktadnikiem cukrowym w OSM (19).

Transferaza gruczotdow podszczekowych owcy, syntetyzujgca wigzanie
cukier-biatko, jest podobna do transferazy ksylozylowej (11, 12), wyizo-
lowanej z jajowoddw kurzych, ktéra ma zdolno$¢ wbudowywania ksy-
lozy do blizej niescharakteryzowanych, endogennych biatek zawieraja-
cych seryne. Przypuszcza sie, ze transferaza ksylozylowa moze mieé is-
totne znaczenie dla inicjowania syntezy tancuchow heterosacharydo-
wych takich komplekséw biatkowo-cukrowych jak siarczan chondroity-
ny-biatko i heparyna, w ktérych stwierdzono wigzanie sktadnika cukro-
wego przy udziale ksylozy (31, 32). By¢ moze, transferaza N-acetylogalak-
toizoaminylowa spetnia podobng funkcje w syntezie glikoproteidow,
w ktorych wystepuje wigzanie O-seryloglikozydowe jak na przyktad
w OSM (46).

Il. Tkankowa i subkomérkowa lokalizacja biosyntezy glikoproteidow

Najwiecej uwagi poswiecono dotychczas badaniom nad lokalizacjg bio-
syntezy glikoproteidow osocza krwi. Nie ulega obecnie zadnej watpli-
wosci, ze gtdbwnym miejscem syntezy tych zwigzkéw jest watroba. Juz
w 1949 roku Werner (72) uznatl watrobe za miejsce powstawania
biatek zawierajgcych heksozoamine, stwierdziwszy, ze obserwowany po
wykrwawieniu zwierzat wzrost zwigzanych heksozoamin w surowicy,
nie zachodzi u krolikéw, u ktérych uprzednio uszkodzono watrobe fosfo-
rem czy benzenem. Ten Scisty zwigzek pomiedzy usunieciem watroby
lub jej eksperymentalnym uszkodzeniem a obnizeniem poziomu gliko-
proteidow surowicy krwi potwierdzono wielokrotnie (2, 29, 44, 45, 54).
Najbardziej miarodajne sa wyniki Athineosa i Winzlera (2),
ktorzy podawali dozylnie 14C-glukozoamine psom normalnym i po usu-
nieciu watroby. Pomiary radioaktywnos$ci niedializujgcej frakcji osocza,
oraz biatkowego odpowiednika kwasnego al-glikoproteidu ludzkiego wy-
kazaty, ze glikoproteidy osocza sa syntetyzowane gitdwnie, a kwasny
o™-glikoproteid wytgcznie — w watrobie.
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Obserwowana w wielu schorzeniach zalezno$¢ poziomu frakcji sero-
mukoidowej od stanu czynnosSciowego watroby (5, 13, 14, 15, 16, 17, 73)
sugerowata rowniez role tego organu w biosyntezie glikoproteidow. Jed-
nak interpretacja tej zaleznosci mogta czesto budzi¢ watpliwos$ci ze wzgle-
du na nieuwzglednianie catego szeregu ubocznych czynnikow.

Bezspornymi dowodami na lokalizacje biosyntezy glikoproteidow
osocza w watrobie sg wyniki badan z zastosowaniem znakowanych pre-
kursoré6w. Miller i wsp. (38, 39, 40) wykazali w watrobie szczura
whudowywanie 14C-lizyny do wszystkich frakcji biatkowych osocza krwi
z wyjatkiem "/-globulin, ktérych synteza zachodzita poza watrobg. Spiro
(66) podajagc szczurom 14C-glukoze i mierzac radioaktywno$¢ glikoprote-
idow surowicy, watroby i innych tkanek stwierdzit, ze najwcze$niej
maksimum specyficznej aktywnosci heksozoaminy pojawia sie w watro-
bie, co wskazuje na ten narzad jako na pierwsze miejsce syntezy cukro-
wego skiadnika glikoproteidow osocza. Wyniki te w peini potwierdzit
Sarcione (55), ktéry badat u szczura whbudowywanie znakowanych
prekursor6w zaréwno do frakcji seromukoidowej jak i do pozostatych
biatek osocza wytrgcajgcych sie kwasem tréjchlorooctowym. Co wiecej
autor ten (56) wykazat, ze leucyna i glukoza znakowane 14C szybciej
whbudowywujg sie do kwasnego ctj-glikoproteidu niz do innych biatek oso-
cza. A zatem watroba jest miejscem syntezy zar6wno cukrowej jak i biat-
kowej czesSci kwasnego oij-glikoproteidu.

Wbudowywanie 14C-glukozoaminy w pochodne aminocukrowe oraz
kwasy sialowe glikoproteidow surowicy krwi wykazali tez Winzler
i wsp. (1, 28) stwierdzajac przy tym, ze watroba jest wytagcznym miejs-
cem syntezy kwasnego c”™-glikoproteidu. Lokalizacje syntezy glikoprote-
idow osocza krwi w watrobie potwierdzito wielu autoréw (34, 35, 49,
61, 62).

Badania nad synteza glikoproteidéw w innych tkankach nie sg w ta-
kim stopniu zaawansowane. Spiro i Spiro (67) inkubujac skrawki
oraz frakcje ziarnistosci tarczycy z glukoza i leucyng znakowanymi 14C
stwierdzili, ze zarébwno synteza czesci biatkowej jak i cukrowej tyreo-
globuliny zachodzi w gruczole tarczycowym. Louisot i wsp. (33) wy-
kazali whudowywanie 14C-glukozoaminy przez $Sluzéwke jelita cienkiego.
Rozmieszczenie specyficznych transferaz glikozylowych (7, 37) oraz dane
0 biosyntezie OSM (18) wskazujg na gruczoty podszczekowe ssakow jako
na miejsce syntezy OSM.

Bekesi i Winzler (4 wykazali wbudowywanie 4C-fukozy nie
tylko w biatka watroby i osocza, lecz rowniez w glikoproteidy $ciany je-
lita cienkiego oraz — w mniejszym stopniu — w glikoproteidy innych
tkanek. Po hepatektomii stwierdzili znaczne obnizenie syntezy gliko-
proteidow osocza i niezmieniong biosynteze glikoproteidéw w tkankach
pozawatrobowych. Mozna z tego wnosi¢, ze inne tkanki mogg takze syn-
tetyzowa¢ swe wtasne glikoproteidy, dla ktorych potgczenia biatkowo-
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-cukrowe zawarte w osoczu krwi nie stanowig materiatu prekursorowego.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze w nieobecnosci egzogennej fukozy, gli-
koproteidy osocza produkowane w watrobie moga by¢ zrodtem fukozy
uzytkowanej przez inne tkanki. Z badan Bekesi i Winzlera wy-
nika rowniez, ze glikoproteidy tkankowe moga, w pewnym stopniu,
uczestniczy¢ w syntezie glikoproteidow surowicy krwi.

Pierwsze badania nad subkomérkowym zlokalizowaniem syntezy cu-
krowego sktadnika glikoproteidéw przeprowadzili w 1964 roku Winzler
i wsp. (50, 51, 76). Badali oni whudowywanie 14C-glukozoaminy w gliko-
proteidy osocza krwi szczuréw i wplyw puromycyny na ten proces in
vivo. Okazato sie, ze najszybciej wbudowywuje sie glukozoamina do
frakcji mikrosoméw watroby przeksztatcajagc sie w UDP-AcNHGIk, a na-
stepnie w UDP-AcNHGal i urydynowga pochodng kwasu sialowego. Au-
torzy wysuneli przypuszczenie, ze frakcja mikrosoméw jest miejscem,
w ktérym cukrowy sktadnik wbudowuje sie do glikoproteidow dotaczajgc
sie wdéwczas, gdy tahcuch peptydowy jest juz gotowy, ale jeszcze zwia-
zany z ziarnistoSciami. Rdéwnoczesnie Spiro i Spiro (67) badajac
mechanizm biosyntezy tereoglobuliny wywnioskowali, ze zar6wno syn-
teza cukrowej jak .i peptydowej czesci biatka jest zwigzana z ziarnistos-
ciami komorek.

Gani wsp. (9) stwierdzili, ze 14C-glukozoamina w skrawkach i izolo-
wanych komdérkach tarczycy przeksztatca sie w takie same zwiazki jak
w skrawkach watroby (51, 76). Niektorzy autorzy sugerowali, ze aparat
Golgi’ego jest miejscem, w ktdrym nastepuje whbudowywanie cukru
w makroczgsteczki (48).

Sarcione i wsp. (57, 58, 60) badajgc wbudowywanie galaktozy
i glukozoaminy znakowanych 14C w subkomérkowe frakcje watroby
szczura potwierdzili, ze synteza sktadnika cukrowego glikoproteidéw
zwigzana jest z frakcja mikrosomow. Poniewaz nie mogli oni wykazac
wbudowywania znakowanych prekursoréw monosacharydowych do rybo-
somow, doszli do wniosku, ze miejscem wbudowywania cukru jest roz-
puszczalna w dezoksycholanie frakcja mikrosomoéw, a wiec membrany.
Zatem ich zdaniem tfancuch polisacharydowy syntetyzuje sie na goto-
wym polipeptydzie, gdy znajduje sie on wewnatrz reticulum endoplaz-
matycznego po odtgczeniu od rybosoméw. Rowniez Sinahora i Sky-
-Peck (63) nie mogli wykaza¢ wbudowywania 24C-glukozoaminy do
rybosoméw watroby myszy, ani wyodrebni¢ znakowanego tRNA po
wstrzyknieciu 14C-glukozoaminy. Doszli oni do wniosku, ze heksozoamina
nie przytacza sie do kompleksu RNA-aminokwas, a w mRNA nie istnie-
je specyficzny kodon dla kompleksu RNA-aminokwas-heksozoamina.
Whbudowywanie heksozoaminy w polipeptyd bytoby uwarunkowane spe-
cyficznoscig enzyméw zdolnych do tworzenia wigzania cukier-biatko tyl-
ko w okreslonym miejscu nowo utworzonego tancucha polipeptydowego.

Potwierdzeniem przypuszczenia, ze fahAcuchy oligosacharydowe syn-
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tetyzujg sie na odigczanych od rybosomoéw tancuchach polipeptydowych,
znajdujacych sie wewnatrz szorstkiej czesci reticulum endoplazmatycz-
nego sg wyniki badan Cooka iwsp. (8 oraz Molnara (41) nad bio-
syntezg glikoproteiddbw w membranach komorek raka Ehrlicha. Bou -
chilloux i Cheftel (6)inkubujac skrawki tarczycy owcy z 3H-leu-
cyng i 14C-glukozoaming stwierdzili, ze tylko aminokwas wbudowuje
sie do polisoméw. Spiro i Spiro (68) tez uwazaja, ze synteza czesci
peptydowej i cukrowej glikoproteidéw zachodzi oddzielnie. Puromycyna
bowiem hamuje wbudowywanie aminokwaséw, natomiast nie wplywa
w widoczny spos6b na synteze czeSci cukrowej. Pierwsza, zdaniem auto-
réw, syntetyzuje sie cze$¢ biatkowa, do ktdrej nastepnie stopniowo dota-
czajag sie monosacharydy w kolejnosci charakterystycznej dla danego
glikoproteidu. Do takich samych wnioskéw doszli Su-Chen Li i wsp.
(70), ktérzy badali kinetyke wilgczania 14C-glukozoaminy i 14C-leucyny
w mikrosomalne frakcje watroby i tkanki nowotworu Walker 256 szczura.
Znakowany aminokwas byt wbudowywany szybko w nierozpuszczalng
w dezoksycholanie frakcje mikrosoméw, natomiast pietno znakowanego
aminocukru pojawiato sie z duzym op6znieniem w rozpuszczalnych w de-
zoksycholanie membranach.

Natomiast Molnar i wsp. (42) oraz Helgeland (20) wykazali
pojawienie sie pietna w biatkach zwigzanych z rybosomami w watrobie
szczura po podaniu M4C-glukozoaminy. Kinetyka tego procesu wskazywa-
ta, ze miejscem dotgczenia glukozoaminy do biatek sg rybosomy. Autorzy
wysuneli hipoteze, ze na rybosomach tworzy sie wigzanie asparaginylo-
-glukozoaminowe czyli to, ktore inicjuje proces syntezy tahcucha oligo-
sacharydowego. Potwierdzili to Lawford iSchachter (30), ktérzy
zaobserwowali, ze w homogenatach watrob traktowanych 14C-glukozoami-
nag w obecnos$ci puromycyny rybosomy wykazywaty mniejszg radioaktyw-
no$¢ w pordwnaniu z kontrolnymi homogenatami bez inhibitora. Pewna
czes¢ glukozoaminy wbudowuje sie zatem w powstajacy polipeptyd zwig-
zany jeszcze z rybosomami, natomiast nastepne czasteczki heksozoaminy
wigzane sg juz po jego odigczeniu od rybosomow. Kwas sialowy przyta-
czany jest w koncowym etapie biosyntezy, wowczas gdy glikoproteid
znajduje sie wewnatrz gtadkiego reticulum endoplazmatycznego. Takze
Molnar i Sy (43) twierdza, ze dotgczanie glukozoaminy do glikopro-
teidow zaczyna sie wtedy, gdy polipeptyd jest jeszcze potaczony z tRNA
na rybosomach. Simkin i Jamieson (64, 65) stosujgc metode
immunologiczng do badania mechanizmu biosyntezy glikoproteiddw oso-
cza w subkomorkowych strukturach watroby Swinek morskich, potwier-
dzili wbudowywanie 14C-glukozoaminy do nierozpuszczalnej w dezoksy-
cholanie frakcji mikrosomow. Sadza oni, ze glikoproteidy pozostajace
jeszcze w potgczeniu z rybosomami sg raczej prekursorami, a nie goto-
wymi glikoproteidami osocza. W kazdym razie, wedtug tych autordw,
w rybosomach nie zachodzi whudowywanie kwasu sialowego.
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Sprzecznos$ci w poglagdach na subkomorkowg lokalizacje procesu syn-
tezy sktadnika cukrowego glikoproteidow wyjasnity badania Louisota
i wsp. (33), ktérzy wykazali, ze w Sluzéwce jelita cienkiego wbudowywa-
nie 14C-glukozoaminy zachodzi w r6znych subkomdrkowych frakcjach.
Poniewaz najczesciej cze$¢ cukrowa jest zwigzana ze sktadnikiem biatko-
wym poprzez glukozoamine, autorzy stwierdzajg, zgodnie z sugestiami
poprzednich badaczy (20, 42), ze te ,wigzace” czasteczki glukozoaminy
sg wbudowywane do polipeptydu jeszcze przytagczonego do rybosoméw.
Reszta natomiast czasteczek glukozoaminy, zajmujacych dalsze miejsca
w tancuchach heterosacharydowych, dobudowuje sie w dalszych etapach
syntezy, gdy polipeptyd wedruje poprzez przestrzenie reticulum endo-
plazmatycznego.

I11. Uwagi koncowe

Kluczowym zagadnieniem w biosyntezie glikoproteiddw jest powsta-
wanie ‘tancuchéw oligosacharydowych i tworzenie wigzan pomiedzy
sktadnikiem biatkowym i cukrowym. Nie ulega juz watpliwos$ci, ze trans-
glikozylacja odgrywa w tym procesie zasadniczag role. W ciggu trzylet-
niego okresu, jaki uptynagt od wykrycia pierwszej transglikozylazy zdol-
nej do przenoszenia reszty monosacharydu na akceptor biatkowy, w wie-
lu tkankach stwierdzono obecno$é podobnego typu enzymoéw charaktery-
zujacych sie wysoka specyficznoscig zarowno wzgledem przenoszonej
reszty cukrowej jak i akceptora biatkowego. Z enzymoéw tych transfera-
za N-acetyloglukozoaminyLowa posiada najwieksze znaczenie, gdyz wa-
runkuje tworzenie wigzania cukier-biatko. Dotychczasowe dane nasuwa-
ja przypuszczenie, ze specyficzno$é tego enzymu, oraz innych, podobnych
do niego transferaz, dotychczas niewykrytych, determinuje ulozenie jed-
nostek heterosacharydowych wzdtuz gotowego juz, ale pozostajgcego jesz-
cze w potgczeniu z rybosomami taricucha polipeptydowego. Specyficz-
no$¢ natomiast innych transferaz decyduje o sekwencji monosacharydéw
w stopniowo wydtuzajgcych sie tancuchach heterosacharydowych. Syn-
teza kazdej jednostki oligosacharydowej wymagataby wiec wspdidziata-
nia zespotu transferaz, ktorych specyficznos¢ warunkowataby okreslong
strukture glikoproteidu, wraz z zakodowang w mRNA informacjg o syn-
tezie tancucha polipeptydowego. Nie mozna jeszcze z calg pewnoscia
odrzuca¢ mozliwosci istnienia w mRNA takiego kodu, ktéry umozli-
wiatby rownoczesne whudowywanie aminokwasu i heksozoaminy. Nega-
tywne wyniki badan zmierzajagcych do wykrycia potgczenia tRNA-ami-
nokwas-cukier nie przesadzajg jeszcze sprawy. Nie jest jasng rowniez
rola nukleotydowych pochodnych oligosacharydéw, chociaz dotychczaso-
we wyniki badan raczej zaprzeczaja mozliwosci rozpatrywania tych
zwiazkow jako materiatu prekursorowego dla syntezy glikoproteidéw.
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JADWIGA NOWORYTKO*, MARIA SARNECKA-KELLER**

Sktadnik cukrowy zwierzecych glikoproteidow
Sugar Component of Animal Glycoproteins

Present knowledge of the composition and structure of sugar component enclosed
in animal glycoproteins is given. Types of bond between protein and polisaccharide
as well as some problems connected with the nomenclature of sugar-containing

proteins are discussed.

Rozwo6j chemii ztozonych potaczen wielkoczgsteczkowych w ostatnich
latach przyczynit sie do nagromadzenia materiatu dotyczacego struktury
glikoproteidéw. Budowa zadnego z tych biatek nie zostata jednak catko-
wicie wyjasniona, a w piSmiennictwie spotyka sie wiele rozbieznosci
i kontrowersyjnych pogladéw, szczeg6lnie o ich grupie prostetycznej.
Wyczerpujagce dane o skladzie i strukturze heterosacharydowych czesci
glikoproteiddw znalezé mozna w obszernych opracowaniach (30, 43, 44,
47, 137). W artykule przedstawiono jedynie panujgce obecnie poglady
na charakter skiadnika cukrowego glikoproteidow i oméwiono tylko te
struktury, ktore mozna uwaza¢ za udowodnione. Jako kryterium przy-
naleznosci potgczenia cukrowo-biatkowego do glikoproteidow przyjeto
definicje tych zwigzkéw proponowang przez Gottschalka (41, 50).
Z omawianych szczeg6towo skiadnikéw cukrowych wykluczono grupy
prostetyczne tych glikoproteidow, ktdre dotychczas nie zostaty doktadnie
poznane lub byty niedawno przedmiotem odrebnych opracowan (19, 38,
126, 127).

I. Sktadnik cukrowy a proby klasyfikacji potaczen biatkowo-cukrowych

Okreslenie ,glikoproteid” nie jest w nomenklaturze chemicznej Scisle
sprecyzowane. ROzni autorzy nadajag mu odmienne znaczenie, w zaleznosci
od przyjetego kryterium podziatu potgczen biatkowo-cukrowych. Dlatego

* Dr, Katedra Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

** Doc. dr, Katedra Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet Jagielloriski, Krakéw

Wykaz stosowanych skrétow: BSM —glikoproteid z gruczotéw podszczekowych
wotu, OSM —glikoproteid z gruczotéw podszczekowych owcy, PSM — glikoproteid
z gruczotow podszczekowych Swini, NANA — kwas N-acetyloneuraminowy, NGNA —
kwas N-glikolyloneuraminowy, Gal —galaktoza, Gik —glukoza, Fuk — fukoza,
Man —mannoza, AcCNHGIk — acetyloglukozoamina, AcNHGal — acetylogalaktozo-
amina.
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tez w piSmiennictwie spotyka sie wiele okre$len, co utrudnia wzajemne
porozumienie. Od dawna zdawano sobie jednak sprawe z tego, ze naj-
witasciwszg podstawg klasyfikacji w tej grupie zwigzkéw jest charakter
sktadnika cukrowego oraz jego sposéb powigzania z biatkiem.

Pierwszg probe klasyfikacji potgczen biatkowo-cukrowych, opartg na
sktadzie chemicznym ich grupy prostetycznej, przeprowadzit Levenne
w 1925 roku (89) wyodrebniajagc sposrod mukoproteidow kwasy muko-
itynosiarkowe i chondroitynosiarkowe, réznigce sie charakterem zawartej
w nich heksozoaminy. Nazwg mukoproteidy Levenne okreslal wszystkie
zwigzki biatek z cukrami, zaliczajac do nich glikoproteidy, mukoidy
i mucyny, ktérych sktadnik cukrowy nie byt woéwczas okreslony.

Scislej sprecyzowang i do niedawna najszerzej stosowana byta klasy-
fikacja Meyera z 1938 roku, pdzniej dwukrotnie uzupetniana i modyfi-
kowana (108, 109). Meyer podzielit zwigzki cukrowo-biatkowe na muko-
proteidy, mukoidy i glikoproteidy, przyjmujagc za podstawe podziatu
0g6lng zawarto$¢ cukrowcOw oraz charakter wigzania tanncucha hetero-
sacharydowego z biatkiem. Zdaniem Meyera mukoproteidy sg zwigzkami,
w ktorych pomiedzy czeScig sacharydowg a biatkiem wystepuje stabe
wigzanie jonowe, zas w mukoidach i glikoproteidach obydwa sktadniki
potaczone sg wigzaniem kowalencyjnym. Jako glikoproteidy okreslit on
potgczenia zawierajgce mniej niz 4% cukru, a jako mukoidy — zwigzki
z wiekszg zawartoScig fragmentu niebiatkowego. Te ostatnie podzielone
zostaty na mukoidy neutralne, kwasne i nierozpuszczalne. Nazwag muko-
polisacharydy oznaczyt Meyer $luzowate heteropolisacharydy nie powig-
zane ze skiadnikiem biatkowym.

Wedtug propozycji Staceya (151) mukoproteidy reprezentowatyby
potaczenia biatkowo-cukrowe ze stosunkowo duzg zawarto$cig sktadnika
biatkowego, ktorych czes¢ cukrowa zawiera zawsze heksozoamine. Muko-
polisacharydy natomiast bytyby kompleksami cukrowo-biatkowymi,
w ktorych cze$¢ cukrowa dominuje. Inne klasyfikacje potaczen biatkowo-
cukrowych podali B1ix, (99, Masamune (105, Kent i White-
house (84) oraz Bettelheim-Jevons (5), ale ich propozycje
nie zyskaty szerszego uznania.

Wyniki badan nad strukturg sktadnika sacharydowego potgczen biat-
kowo-cukrowych spowodowaty rewizje klasyfikacji wprowadzonej przez
Meyera. W 1960 roku Je ani oz (69) zaproponowat wycofanie z nazw
chemicznych przedrostka ,,muko” jako terminu przestarzatego, zwigza-
nego z wiasnosciami fizycznymi, charakterystycznymi nie tylko dla po-
taczen biatek z cukrami. Biatka zwigzane z polisacharydami podzielit on
na dwie grupy: 1. kompleksy sacharydowo-biatkowe, czyli potgczenia
zawierajace stabe wigzanie typu jonowego lub wodorowego miedzy sktad-
nikiem biatkowym i cukrowym, jak na przyktad w kompleksie siarczan
chondroityny-biatko, oraz 2. potgczenia, w ktérych oba skiadniki zwig-
zane sg wigzaniami kowalencyjnymi. Tylko zwigzki nalezace do drugiej
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grupy powinny jego zdaniem nosi¢ nazwy glikoproteidy, glikopoli-
peptydy, czy glikopeptydy w zaleznosci od charakteru czesci niecukrowej.

Typ wigzania polisacharydu z biatkiem nie stanowi jednak istotnej
réznicy miedzy tymi dwoma grupami potgczen. Lindah 1 i wsp. (92,
93, 129) oraz Gregory i wsp. (54) wykazali bowiem istnienie wigzan
kowalencyjnych miedzy polipeptydem a czescig cukrowg w kompleksie
siarczan chondroityny-biatko, a Lindahl i wsp. (90, 91) — w hepary-
nie. W zwigzku z tym Gottschalk zaproponowat w 1962 roku przyjecie
innego kryterium rozroznienia witasciwych glikoproteidow od kom-
pleksow biatkowo-cukrowych (41, 50). Jako glikoproteidy okreslit on
biatka ztozone, ktérych grupe prostetyczng stanowi jeden lub wiecej
heterosacharydéw, zwigzanych z tancuchem polipeptydowym wigzaniami
kowalencyjnymi, przy czym w polisacharydach tych nie ma seryjnego
powtarzania sie jakiej$s okreslonej jednostki. Natomiast cechg charakte-
rystyczng komplekséw biatkowo-cukrowych jest duza czasteczka zwig-
zanego heterosacharydu, w ktérym wielokrotnie powtarzajg sie okreslone
fragmenty cukrowe. Wigzanie biatka z sacharydem moze w tej grupie
zwigzkéw mieé charakter zarobwno kowalencyjny jak i elektrostatyczny.

Interesujaca jest teoria Uhlenbrucka (160), ktéra nawigzuje do
klasyfikacji Meyera i stanowi uzupetnienie zrdznicowania miedzy mu-
koidami i glikoproteidami. Wedtug tego autora zasadniczg cechg odroz-
niajacg te dwie grupy zwigzkéw jest sposdb utozenia reszt cukrowych
wzdtuz tahcucha polipeptydowego. Autor proponuje dla mukoidéw i gli-
koproteidéw struktury przedstawione wzorami | i Il. Duza odpornosé
mukoidéw na dziatanie czynnikéw proteolitycznych i denaturujgcych
ttumaczy on malg diugoscig odstonietych odcinkéw taricucha polipepty-
dowego znajdujacych sie pomiedzy poszczegolnymi jednostkami hetero-
sacharydowymi.

Wz6r | Wzor E

tancuch dwusacharydowy

tancuch oligosacharydowy

== fancuch polipeptydowy

Przyjmujac koncepcje Uhlenbrucka mozna przypuszczaé, ze charakter
produktéw rozpadu proteolitycznego mogtby decydowaé o zaliczeniu
danego zwigzku do grupy mukoidéw wzglednie glikoproteidow. Z muko-
idow bowiem pod dziataniem enzyméw proteolitycznych powstawatyby
duze fragmenty peptydowe zawierajgce wiecej niz jeden tancuch hetero-
sacharydowy, podczas gdy glikoproteidy w tych samych warunkach roz-
padatyby sie na peptydy =zawierajgce co najwyzej jeden fragment
cukrowy.

2 Postepy Biochemii
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Il1. Ogélna charakterystyka sktadnika cukrowego

Zawarto$¢ cukrowcow w glikoproteidach waha sie od okoto 3°0o (118)
do okoto 42ldo (43, 48, 59), a nawet — jak podajg niektorzy autorzy —
do okoto 65% (30). W skiad czesci cukrowej wchodzg gtéwnie heksozo-
aminy, heksozy, fukoza oraz kwasy sialowe. W kwasnym c”-glikopro-
teidzie i glikoproteidach tkankowych wykazano réwniez obecno$¢ drob-
nych ilosci ksylozy (82, 161, 162). Najbardziej typowymi sktadnikami
sg heksozoaminy: glukozoamina i galaktozoamina, ktdre wystepujg we
wszystkich dotychczas poznanych glikoproteidach jako pochodne N-ace-
tylowe. Z heksoz wchodzg w sktad glikoproteidow galaktoza i mannoza.
Dane o obecnos$ci glukozy sg niejednoznaczne, donoszono o jej wystepo-
waniu w haptoglobinie (24) i ceruloplazminie S$wini (82, 83). Kwasy
sialowe: kwas N-acetyloneuraminowy (NANA), kwas N-glikolyloneura-
minowy (NGNA) oraz O-acetylowe pochodne NANA wystepujg z reguty
we wszystkich glikoproteidach. Duze ich ilosci nadajg glikoproteidom
charakterystyczne witasnosci fizyczne i chemiczne.

Uzyskiwane przez r6znych autor6w dane o rodzaju oraz wzajemnych
stosunkach ilosciowych monosacharydéw grupy prostetycznej glikopro-
teidow mieszczg sie w szerokich granicach, rdznigc sie znacznie nawet
dla tego samego glikoproteidu (tablica I).

Sktadnik cukrowy sktada sie przewaznie z kilku lub kilkunastu jed-
nostek oligosacharydowych, ktdre nie przerywajg nigdy ciggtosci tan-
cucha polipeptydowego, leoz sg do niego przytgczone w réznych miejscach.
W ovoalbuminie (27, 87, 118, 121) i "/-globulinie (50, 128) przyjmuje sie
obecnos¢ tylko jednego tancucha oligosacharydowego, a w glikoproteidach
gruczotéw podszczekowych — az okoto 800 jednostek cukrowych w jednej
czasteczce (43, 50). Masa czgsteczkowa poszczegolnych jednostek oligo-
sacharydowych jest rézna dla rozmaitych glikoproteidow: od 512 dla
glikoproteidéw gruczotéw podszczekowych (43, 50) do 3500 dla 7-globu-
liny (50, 128) oraz fetuiny (141). Poszczegdlna jednostka oligosachary-
dowa moze by¢ zbudowana z dwoch do szeSciu rodzajéw monosacha-
rydéw, z ktérych przynajmniej jeden jest aminoheksozg. 1lo$¢ reszt mono-
sacharydowych w scharakteryzowanych dotychczas, poszczeg6lnych tan-
suchach cukrowych jest bardzo rézna. Wynosi ona dwa monosacharydy
w glikoproteidach gruczotow podszczekowych bydlat (52), osiem w ovo-
albuminie (113), okoto dziesieciu w kwasnym c”-glikoproteidzie (32) i sie-
demnascie w fetuinie (145).

Jednostki oligosacharydowe glikoproteidow moga mie¢ ten sam skiad
jakosSciowy, ilosciowy i strukture, jak na przykiad w glikoproteidach
gruczotéw podszczekowych wotu (BSM) i owcy (OSM) (45) lub moga by¢
rézne jak w tyreoglobulinie (144, 149, 150). Sprawe te komplikuje jednak
stwierdzone niedawno zjawisko polimorfizmu czyli mikroheterogennosci
glikoproteidow (132).
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Prawdopodobnie charakterystyczng cechg tafcuchéw cukrowych
tworzacych grupy prostetyczne glikoproteidéw jest ich budowa rozgate-
ziona, chociaz nie mozna tego jeszcze uogoélnia¢. Tego rodzaju struktury
stwierdzono w czesci cukrowej kwasnego c”-glikoproteidu (32, 33, 77, 164),
ovoalbuminy (27, 28), fetuiny (142) i ovomukoidu (18, 23, 152, 153). Wy-
jatek stanowiag jednostki cukrowe glikoproteidéw gruczotéow podszcze-
kowych o strukturze dwusacharydu (46, 52).

Reszty cukrowe jednostek oligosacharydowych potgczone sg wigza-
niami glikozydowymi w kolejnosci charakterystycznej dla danego gliko-
proteidu. Kwasy sialowe i fukoza wystepujag z reguty na koncu oligo-
sacharydu i dotychczas nie stwierdzono ich wigzania sie z faricuchem
polipeptydowym. Reszty kwasu sialowego wigzg sie najczesciej z grupami
hydroksylowymi przy réznych atomach wegla galaktozy lub z grupg
hydroksylowg przy C-6 galaktozoaminy. Heksozoaminy moga wystepowac
zardwno na koncu nieredukujgcym, jak i wewnatrz tancucha heterosacha-
rydowego, a takze na jego koncu redukujgcym, wigzacym sie z tancuchem
polipeptydowym.

W glikoproteidach nie stwierdzono powtarzania sie jakiego$ okreslo-
nego fragmentu taricucha cukrowego jak na przyktad w mukopolisa-
charydach, jednak mozna i tutaj wyr6zni¢ pewne uprzywilejowane
sekwencje. Na przykitad N-acetylolaktozoamina czyli O-fi-D-galaktopira-
nozylo/J->4/N-acetyloglukozoamina wystepuje w miejscu rozgatezien
grupy prostetycznej tak w kwasnym aj-glikoproteidzie (2, 32), jak
i w grupie cukrowej fetuiny (142) oraz w cze$ci sacharydowej ovomu-
koidu (26, 115). Fukozylo/i->2/galaktoze znaleziono w trdjsacharydzie
wyodrebnionym z glikoproteidu gruczotéw podszczekowych Swini (PSM)
(80) i w oligosacharydach z mleka ludzkiego (85).

I11. Sktadnik cukrowy kwasnego c/~-glikoproteidu

Monosacharydami czesci cukrowej kwasnego c”-glikoproteidu sg
D-mannoza, D-galaktoza, L-fukoza, D-acetyloglukozoamina i kwas sia-
lowy. Jeanloz (71) za pomocg chromatografii gazowej wykazat po-
nadto galaktozoamine oraz ksyloze w iloSci mniejszej niz 0,1 mola na
mol glikoproteidu.

Przyjmuje sie, ze w czasteczce kwasnego c”-glikoproteidu wystepuja
krétkie tancuchy oligosacharydowe zwigzane z fragmentem polipeptydo-
wym. Sugestie lzumi i wsp. (66) oraz Gota i wsp. (39), ze sktadnik
cukrowy jest pojedynczym tancuchem heterosacharydowym nie wytrzy-
muja krytyki w Swietle wynikéw utleniania nadjodanem i analizy gli-
kopeptydéw. Na podstawie oznaczen $redniej masy czgsteczkowej gliko-
peptydoéw uzyskanych przez kolejne trawienie kwasnego c”-glikoproteidu
enzymami proteolitycznymi oraz poréwnania zawartosci cukréw w czas-
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teczce glikopeptydu ze skiadem cukrowym natywnego glikoproteidu
Kamiyama i Schmid (77) przypuszczaja, ze w czasteczce tego
glikoproteidu znajduje sie 5 do 7 jednostek heterosacharydowych. Wyniki
utleniania nadjodanem (33, 64) oraz metylacji (70) wskazujg na rozgate-
ziong strukture heterosacharydéw — prawdopodobnie wystepuje 16 roz-
gatezien, z ktérych kazde konczy sie sekwencja: NANA lub Fuk
D-Gal/l2—4/AcNHGIk. Yamashina (166) wykazat obok kwasu
N-acetyloneuraminowego réwniez kwas 0 ,N-dwuacetyloneuraminowy.

Reszty kwas6w sialowych moga wigzaé sie z grupa hydroksylowa przy
C-3, C-4 lub C-6 galaktozy, podczas gdy fukoza jest prawdopodobnie
wigzana wytgcznie z grupg -OH przy C-3 galaktozy (72, 125). Degradacja
za pomocg p-galaktozydazy cukrowego sktadnika kwasnego ctj-gliko-
proteidu, wolnego od kwasu sialowego, wskazuje, ze wiekszo$¢ czasteczek
D-galaktozy ma konfiguracje P i znajduje sie w pozycji przedostatniej
tancucha heterosacharydowego (62). Pokrywa sie to z danymi uzyska-
nymi w wyniku utleniania nadjodanem. Mozliwe jest jednak, zZe nie-
wielka ilos¢ czasteczek galaktozy zajmuje dalsze pozycje w tancuchach
cukrowych.

Galaktoza wigze sie z grupg hydroksylowg przy C-4 glukozoaminy,
czego dowodem jest wyodrebnienie 2-acetamido-2-dezoksy-4-0/(3-D-ga-
laktopiranozylo/-D-glukozy (32) oraz 2-acetamido-2-dezoksy-3,6-dwu-0-
metylo-a-D-glukopiranozy (70). Nie jest wykluczone, ze pewna ilos¢
czasteczek galaktozy jest zwigzana z grupg -OH przy C-6 glukozoaminy.

Sposob powigzania mannozy i glukozoaminy w ‘}ancuchu heterosa-
charydowym nie jest calkowicie wyjasniony. Wyniki utleniania nadjo-
danem tetrasacharydu sktadajacego sie z drobiny galaktozy i mannozy
oraz dwdch drobin N-acetyloglukozoaminy, ktéry powstaje pod dziata-
niem kwasu siarkowego na kwasny c”-glikoproteid, wskazujg, ze man-
noza jest podstawiona przy C-2 lub C-4, a nieredukujgca glukozoamina
przy C-4. Tetrasacharydowi przypisano zatem strukture (i-D-galaktozylo-
/2->4/-N-acetyloglukozoaminylo/2->4 lub 2/mannozylo/2->4/N-acetylo-
glukozoaminy (32).

Obecno$¢ wigzan a-mannozydowych wykazano przy uzyciu a-manno-
zydazy. Przyjmuje sie, ze pewne reszty mannozy zlokalizowane sg
wewnatrz tarficucha cukrowego i w sasiedztwie acetyloglukozoaminy (95).
Zaréwno wyniki stopniowej degradacji enzymatycznej za pomocg neura-
minidazy, (3-galaktozydazy i (5-N-acetyloglukozoaminidazy (63), jak tez
procesu metylacji wskazujg na strukture rozgaleziong, przy czym
w miejscu rozgatezienia wystepuje N-acetyloglukozoamina.

Kazde odgatezienie zawiera zdaniem Winzlera (164) kolejno man-
noze, acetyloglukozoamine, galaktoze i NANA lub w niektorych tan-
cuchach — fukoze. Winzier przyjmuje, ze w czgsteczce kwasnego a!-gli-
koproteidu wystepujg cztery jednostki oligosacharydowe o strukturze
przedstawionej wzorem I1I.
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wzor |l

NANA NANA NANA NANA
2 2 2 2
3, 3, 3 > 3,
Gal Gal Gal Gal
i i 1 i
4, 4 4 > 4
AcNHGIk AcCNHGIk AcCNHGIk AcNHGIk
i i 1 |
3 3, 3, 3 .
Man Man Man Man

AcCNHGIk AcCNHGIk AcNHGIk

NH
3

— Asp —fancuch polipeptydowy

Wedlug Marshalla i Poratha (104) czasteczka kwasnego
cti-glikoproteidu zawiera 11 heterosacharydowych tanicuchéw, przy czym
jeden typ tancucha wystepuje pieciokrotnie, drugi dwukrotnie, a pozo-
state tylko jeden raz.

W wyniku stopniowego utleniania nadjodanem wolnego od kwasu
sialowego kwasnego o”-glikoproteidu oraz jego pochodnych powstajacych
wskutek roéwnoczesnego dziatania neuraminidazy i |3-galaktozydazy,
Hughes i Jeanloz (65) ustalili strukture pewnych fragmentow jego
czesci cukrowej. W kazdej drobinie glikoproteidu znajduje sie wedtug
nich 8 do 9 tancuchéw heterosacharydowych zawierajagcych reszty
cukrowe o sekwencji:
0-P-D-galaktopiranozylo/2->4/-0-2-acetamido-2-dezoksy-P-D-glukopirano-
zylo/1->2 lub 6/-D-mannopiranoza
oraz pie¢ tancuchow o sekwencji:
0-|3-D-galaktopiranozylo/2->6/-0-2-acetamido-2-dezoksy-P-D-glukopirano-
zylo/1->2 lub ¢>/-D-manoza.

Budowe fragmentow tancuchdw heterosacharydowych proponowang
przez Hughesa i Jeanloza odnalezé mozna w strukturze podanej przez
Winzlera. Rdznig sie one tylko potozeniem wigzanh miedzy poszczegol-
nymi monosacharydami. Zdaniem autoréw 30 do 40% tancuchéw ma
strukture rozgateziong przy C-3 lub C-4 reszt mannozy. Przypuszczalnie
kazda jednostka mannozy wigzac sie z reszta cukrowa jest podstawiona
przez dwie reszty acetyloglukozoaminy. Dane uzyskane przez tych ba-
daczy zgodne sg z wynikami kwasowej degradacji kwasnego c”-glikopro-
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teidu (32), lecz nie zostaly dotychczas potwierdzone na drodze metylacji.

Budowa gtownego tancucha polisacharydowego nie jest jeszcze usta-
lona. Stwierdzono jedynie, ze zawiera ona kilka jednostek D-mannozy
i acetyloglukozoaminy (33).

IV. Skiadnik cukrowy glikoproteidéw gruczotéw podszczekowych

Grupa prostetyczna glikoproteidow gruczotéw podszczekowych ssakdw
okazata sie specjalnie dogodnym materiatem do badan, poniewaz wyka-
zuje bardzo prostg strukture. Sktadnik cukrowy OSM i BSM zawiera
jednakowg ilos¢ moli N-acetylogalaktozoaminy i kwasu sialowego. Po-
jedyncza jednostka sacharydowa w OSM, ktdrg wyizolowano w stanie
analitycznie czystym (48, 52), jest dwusacharydem o budowie odpowia-
dajacej D-N-acetyloneuraminylo/2->6/1V-acetylogalaktozoaminie. W BSM
wystepuje podobna struktura (45, 46, 50). Te dwa glikoproteidy réznig
sie jednak rodzajem kwasu sialowego (13, 46). OSM zawiera praktycznie
wytgcznie NANA i niekiedy nieznaczne iloSci NGNA (10). W BSM stwier-
dzono kilka rodzajow kwasow sialowyeh, przy czym przewaza kwas
N,0-dwuacetyloneuraminowy (O-acetyl przy C-7) i kwas N-acetylo-O-
dwuacetyloneuraminowy (O-acetyl przy C-7 i C-8 lub C-9). Obok nich
wykazano rowniez NGNA i NANA (12).

Hashimoto i wsp. (56) stwierdzili, ze cze$¢ cukrowa glikopro-
teidu z gruczotow podszczekowych Swini (PSM) obok kwaséw sialowyeh
i galaktozoaminy zawiera rowniez 12°/o galaktozy i 7°/o fukozy. Duze
ilosci tych dwéch monosacharydow w PSM znalezli rdwniez Katzm an
i Eylar (79). Wydzielili oni (80) z PSM trojsacharyd o skladzie
a-L-fukopiranozylo/1->2/-B-D-galaktopiranozylo/ 2->4/-N-acetylo-D-galak-
tozoaminitol. Nie stwierdzili jednak, czy pierwotna, niezredukowana forma
tego sacharydu wigze sie bezposrednio z taficuchem polipeptydowym czy
tez jest fragmentem wiekszej jednostki cukrowej. Gdyby ten trdojsa-
charyd stanowit cato$¢ jednostki cukrowej, woéwczas réwnoczesne wy-
stepowanie kwasu sialowego i fukozy w PSM sugerowatoby obecnos¢
conajmniej dwéch typéw tancuchéw cukrowych. Jednak Carlson (21)
stwierdzit, ze jednostki heterosacharydowe PSM sg pentasacharydami
o strukturze podanej we wzorze IV. Rozgateziony charakter tego tan-
cucha stwarza mozliwo$¢ przytgczenia zaré6wno fukozy jak i kwasu sia-
lowego.

wzor IV
biatko
AcNHGal------ »Gal----—---- >AcNHGal

Fuk NGNA
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Przyjmuje sie, ze w glikoproteidach gruczotéw podszczekowych
wzdtuz tancucha polipeptydowego wystepuje okoto 800 jednostek sacha-
rydowych (50).

V. Sktadnik cukrowy ovoalbuminy

Czes¢ cukrowa ovoalbum.iny zbudowana jest z mannozy i N-acetylo-
glukozoaminy; ich stosunek wedtug Johansena i wsp. (73) oraz
Nuenke i wsp. (121) wynosi 5:3, natomiast wedtug innych autoréw
(18, 86) — 6:3.

Rozmieszczenie trzech reszt acetyloglukozoaminy, wystepujgcych
w grupie prostetycznej tego glikoproteidu jest nastepujace: jedna wigze
heterosacharydowy #tancuch z czeScig polipeptydowa, druga zajmuje
centralne miejsce w fafAcuchu, trzecia natomiast znajduje sie na nieredu-
kujagcym jego koncu, co potwierdzono przez jej odszczepienie na drodze
enzymatycznej (27). Za pomocg inhibitora kompetytywnego stwierdzono
(3-anomeryczng konfiguracje wigzania tej czasteczki acetyloglukozoaminy
(81). Mannoza znajduje sie albo wewnatrz tancucha sacharydowego, albo
na jego koncu nieredukujagcym, co wykazano drogg metylacji (18). A za-
tem jednostka oligosacharydowa w ovoalbuminie ma strukture rozgate-
ziong, przy czym rozgatezienie to tworzy reszta N-acetyloglukozoaminy,
z ktérg powigzana jest zardbwno druga czasteczka tego monosacharydu,
jak rowniez reszta mannozy (88).

Montgomery i wsp. (111, 113) stwierdzili obecno$¢ tetramanno-
zylowego tancucha w glikopeptydzie wyodrebnionym z ovoalbuminy.
Przypuszczajg oni, ze kazda czasteczka mannozy ma strukture a-anome-
ryczng, a na podstawie wynikéw utleniania nadjodanem przyjmuja, ze
dwie reszty mannozy znajdujag sie na nieredukujgcym koncu tancucha.
Proponuja oni dla czesci cukrowej ovoalbuminy sekwencje monosacha-
rydow przedstawiong wzorem (V).

wzor V
1 2 14 3

AcNHGIK-------- >Man------- >AcNHGIk —---->NHAsp

Potozenie skiadnika cukrowego w czgsteczce ovoalbuminy nie jest
doktadnie ustalone, w Swietle dotychczasowych danych przyjmuje sie,
ze zawiera ona tylko jeden tancuch oligosacharydowy (27, 28).
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V1. Skiadnik cukrowy fetuiny

Sktadnik cukrowy fetuiny stanowi 22% czasteczki i ztozony jest
z galaktozy, mannozy, N-acetyloglukozoaminy, N-acetylogalaktozoaminy
i kwaséw sialowych, wystepujgcych w stosunku molowym 12,4:8,1:
:13,2:1,6:13,6 (140). Kwasy sialowe reprezentowane sg w 93% przez
NANA iw 7°/o przez NGNA.

W 1961 roku Graham (51) okreslit koncowy fragment tancuchow
heterosacharydowych fetuiny jako uktad monosacharydow: NANA lub
NGNA/2->?/galaktozylo/I->3/N-acetyloglukozoamina. W nastepnym roku
Spiro (141) wysungt przypuszczenie, ze skiadnik cukrowy fetuiny
utworzony jest z trzech jednostek heterosacharydowych o masie czastecz-
kowej okoto 3500. Kazda z nich zawiera przypuszczalnie 4 reszty kwaséw
sialowych, 4 — galaktozy, 6 reszt acetyloheksozoaminy i 3 reszty man-
nozy. Zdaniem tego autora fahcuchy sacharydowe sg rozgalezione,
a wszystkie pozycje koncowe zajete przez kwasy sialowe. Kwasy te sa
zwigzane a-ketozydowo z C-3 galaktozy, ktora potaczona jest z C-4
N-acetyloglukozoaminy wigzaniem (5-glikozydowym (142, 143). W 1964
roku Spiro (147) poddajgc fetuine degradacji wedtug Smitha po-
twierdzit ten sposdb zwigzania trzech reszt monosacharydowych. Wy-
kazat réwniez, ze N-acetyloheksozoamina bierze udziat w wigzaniu
cukrowca ze sktadnikiem biatkowym, a kazde odgatezienie tancucha
stanowi N-acetyloneuraminylo/2->3/|3-D-galaktopiranozylo/I->4/N-ace-
tylo-D-glukozoamina. Zdaniem Spiro (145) kazda jednostka sachary-
dowa zawiera cztery tego typu boczne tancuchy trojsacharydowe, ktore
wigzg sie z gtéwnym tancuchem ztozonym z trzech reszt mannozy i dwoch
reszt N-acetyloheksozoaminy. Proponowang przez niego strukture jed-
nostki sacharydowej fetuiny przedstawia wzdr (VI).

wzoér VI

Struktura rdzenia jednostki sacharydowej fetuiny nie jest jeszcze
wyjasniona. Mannoza, ktéra w natywnej fetuinie nie jest utleniana przez
nadjodan, ulega tej reakcji po odszczepieniu heksozoamin, co wskazy-
watoby na wigzanie bocznych tancuchdéw cukrowych z mannoza, ktoéra
w gtéwnym tancuchu stanowitaby wobec tego punkty rozgatezienia.
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Trzy jednostki heterosacharydowe sg wedtug Lloyda i Kabata
(96) przytaczone w trzech miejscach sktadnika biatkowego, ktory jest
pojedynczym fancuchem polipeptydowym (146).

VI1I. Polimorfizm glikoproteiddw

Wyniki badan za pomocg wolnej elektroforezy, ultrawirowania, chro-
matografii na Amberlicie IRC-50, metody immunologicznej oraz analizy
koncowych aminokwaséw wskazywaty, ze kwasny c”-glikoproteid jest
biatkiem jednorodnym. W 1962 roku Schmid i wsp. (132) stwierdzili
jednak, ze rozdziela sie on w czasie elektroforezy na zelu skrobiowym
przy pH 2,9 na siedem odrebnych smug, ktére wedtug autoréw sag poli-
morficznymi odmianami. Te odmiany kwasnego c”-glikoproteidu nie sg
artefaktami, gdyz biatko to cechuje duza trwatos¢ w zakresie pH 1 do 13,
a zmiany konformacyjne jakie zachodzg przy pH 2,7 sg odwracalne; po-
nadto podobne odmiany kwasnego aj-glikoproteidu uzyskuje sie za po-
mocg elektroforezy przy pH 2 do 4 oraz innych metod rozdziatu na
przykiad chromatografii na DEAE-celulozie. Poza tym otrzymane biatka
wykazujg ruchliwo$¢ elektroforetyczng przy pH 8,6 i 4,0, wspotczynnik
sedymentacji 4 ekstynkcji oraz chemiczny skiad podobny do natywnego,
kwasnego o”-glikoproteidu. Schmid nie wyklucza jednak drobnych réznic
chemicznych, niewykrywalnych stosowanymi przez niego metodami
i ostatecznie stwierdza, ze odmiany polimorficzne, wykazujgce przy pH
2,9 rézne tadunki majg rézny sktad chemiczny i strukture przestrzenna.
Poniewaz Kamiyama i Schmid (77) przypuszczaja, ze pewne
tancuchy oligosacharydowe kwasnego c”-glikoproteidu maja jedno roz-
gatezienie, a inne dwa rozgatezienia, sktadnik cukrowy odmian polimor-
ficznych mogtby wiec zawiera¢ jednostki heterosacharydowe o odmiennej
strukturze.

Istnienie odmian polimorficznych kwasnego c”-glikoproteidu potwier-
dzili Marshall i Porath (104), wykazujgc podobng mikrohetero-
gennos$¢ takze dla ceruloplazminy, azglobuliny i (3-globuliny surowicy
krwi ludzkiej. Co wiecej autorzy ci wykazali istnienie grupy szesciu gli-
kopeptyddw, powtarzajgcej sie we wszystkich badanych przez nich gliko-
proteidach, ale w réznej ilosci i stosunku. Identyczno$¢ glikopeptydow
wyodrebnionych z czterech badanych glikoproteiddw potwierdzili sto-
sujgc rézne metody rozdziatu. Poniewaz glikopeptydy z kwasnego c”-gli-
koproteidu wykazywaty podobne zawartosSci aminokwaséw i cukrow,
wobec tego wykluczyli réznice sktadu chemicznego jako przyczyne poli-
morfizmu. Natomiast zdaniem tych autordw mikroheterogenno$¢ moze
by¢ wywotana r6znym rodzajem jednostek heterosacharydowych wzgled-
nie miejscem ich przytgczenia do tancucha polipeptydowego.

Marshall (101) wyodrebnit z kwasnego c”-glikoproteidu 8 jego
odmian i oznaczyt ich sktad chemiczny i wiasnosci. W wyniku tych
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badan przyjmuje on, ze polimorfizm nie jest nastepstwem roéznic struk-
tury I- i Ill-cio rzedowej. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ natomiast
przytaczenie jednostek heterosacharydowych w rdznych miejscach do
tancucha polipeptydowego. Obecno$é 11 odrebnych tancuchéw sachary-
dowych o conajmniej trzech odmiennych strukturach (104) w kwasnym
cM-glikoproteidzie warunkuje duzg rozmaito$¢ ich rozmieszczenia w czgs-
teczce biatka.

Yamashina i wsp. (170) twierdzg jednak, ze polimorfizm wywo-
tany jest raczej roznym charakterem jednostek oligosacharydowych wy-
stepujacych w réznych odmianach glikoproteidu.

Heterogenno$¢ grup prostetycznych (110) wielu glikoproteidéw a takze
stwierdzenie, ze odmiany glikoproteiddw nie sg podjednostkami form
natywnych, lecz modyfikacjami wystepujacymi w przyrodzie (133), suge-
ruje, ze polimorfizm jest powszechny w tej grupie zwigzkow.

VIII. Sposob wigzania skiadnika cukrowego z biatkiem

Wedtug Schultze’go i Heremansa (137) miedzy jednost-
kami heterosacharydowymi a biatkiem mogg wystepowaé typy wigzan:
() wigzanie N-acyloglikozyloaminowe, miedzy amidem aminokwasu
a C-lI monosacharydu
(1) wiagzanie O-glikozydowe miedzy grupa hydroksylowa aminokwa-
su a C-1 monosacharydu
(111) wigzanie estrowe miedzy grupg karboksylowg aminokwasu a gru-
pa hydroksylowa przy C-1 monosacharydu

(IV) wigzanie N-glikozydowe miedzy grupg aminowg aminokwasu a C-I
monosacharydu

(V) wigzanie imidoestrowe miedzy imidem aminokwasu a C-lI mono-
sacharydu

(V1) wigzanie peptydowe utworzone miedzy grupg aminowa aminokwa-
su i grupg karboksylowg kwasu muraminowego.

Okazato sie, ze tancuchy heterosacharydowe sa w glikoproteidach
zawsze zwigzane kowalencyjnie z grupami funkcjonalnymi aminokwa-
séw. We wszystkich badanych dotychczas glikoproteidach pochodzenia
zwierzecego cukrem biorgcym udziat w wigzaniu skladnika cukrowego
z biatkiem jest zawsze N-acetylo-D-heksozoamina. Jej udziat stwierdzo-
no w ovoalbuminie (15, 98, 168), ovomukoidzie (114, 154), kwasnym
c"-glikoproteidzie (31, 32), "/-globulinie (130, 131) oraz w glikoproteidach
gruczotdw podszczekowych bydlat (52). W wigzaniu bierze udziat redu-
kujgca grupa heksozoaminy, ktérg moze by¢ N-acetyloglukozoamina jak
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w glikoproteidach biatek jaj i osocza krwi (65, 98, 120, 163) albo N-ace-
tylogalaktozoamina jak w glikoproteidach gruczotéw podszczekowych (14,
46, 52). Aminokwasami, ktérych udziat w wigzaniu stwierdzono dotych-
czas, s asparagina, seryna, treonina i hydroksylizyna.

Z wymienionych, mozliwych wigzan sktadnika cukrowego z biatkiem
w glikoproteidach zwierzecych wykazano dotychczas z calg pewnos$cig
jedynie wigzanie N-acetyloglukozyloaminowe (I) oraz O-glikozydowe (lI).

Wiagzanie typu | wytwarza sie miedzy grupa hydroksylowg przy C-I
acetylo-D-heksozoaminy i grupg amidowg asparaginy. Po raz pierwszy
ustalono wystepowanie tego typu wigzania w albuminie jaja (99). Stwier-
dzono, ze w tym glikoproteidzie kwas asparaginowy zwigzany jest bez-
posrednio ze sktadnikiem cukrowym. Na podstawie ilosci amoniaku uwal-
nianego w czasie hydrolizy glikopeptydéw uzyskanych z ovoalbuminy
wysunieto przypuszczenie o wystepowaniu wigzania N-|3-aspartylogliko-
zyloaminowego (15, 35, 75, 98, 100, 121). Udziat (5-karboksylu kwasu as-
paraginowego w wigzaniu wykazano reakcjg z fluorodwunitrobenzenem
(76, 121) i fenyloizotiocyjanianem (37). Stuszno$¢ tej struktury wigzania
potwierdzono ostatecznie porownujagc wiasnosci 2-acetamido-2-L-P-aspa-
rtyloamido-2,2-dwudezoksy-|3-D-glukozy, wyodrebnionej z glikoproteidu
jaja z wilasnosciami syntetycznego zwigzku (16, 36, 103, 119, 159, 167).
W ten sposdb wykluczono réwnocze$nie mozliwo$¢ wigzania iminoetero-
wego wysunietg uprzednio przez Yamashine i Ma kin o (168).

Wiazanie typu | stwierdzono réwniez w ovomukoidzie (112, 114), Y-glo-
bulinie (120, 128, 130, 131) oraz w kwasnym ~-glikoproteidzie (17, 31,
67, 78, 99, 171). Winzler (163) potwierdzit na drodze chromatogra-
ficznej identyczno$é fragmentu wyodrebnionego z kwasnego o”-glikopro-
teidu z syntetyczng 2-acetamido-2-L-P-aspartyk>amido-i,2-dwudezoksy-
glukozg. Pewne dane sugerujg wystepowanie wigzania typu | w fetuinie
(145), tyreoglobulinie (150) oraz transferynie (68).

Przypuszczenie Tanaki (154) o udziale kwasu glutaminowego
w wigzaniu tancucha polipeptydowego z acetyloglukozoaming w ovo-
mukoidzie nie zostato dotychczas potwierdzone.

Wigzanie typu Il po raz pierwszy stwierdzono w glikoproteidach bak-
teryjnych (157), wykazujac réwnocze$nie, ze uczestniczy w nim grupa
hydroksylowa seryny.

Blix (11), Graham i wsp. (53) a takze Hashimoto i wsp. (58)
przedstawili dane sugerujace, ze w OSM i BSM conajmniej potowa tan-
cuchéw sacharydowych moze by¢ zwigzana z tancuchem polipeptydowym
poprzez seryne i treonine. Koncepcja ta wydawata sie bardzo prawdo-
podobna z uwagi na niezwykle wysokag zawarto$¢ hydroksyaminokwaséw
w sktadniku biatkowym tych glikoproteidow. Jedynie ilo§¢ wolnych grup
hydroksylowych seryny i treoniny jest wystarczajgca dla zwigzania olb-
rzymiej ilosSci tancuchéw dwusacharydowych w OSM i BSM. Przypusz-
czenie to wkrotce potwierdzito wielu badaczy (1, 8, 22, 55, 155, 156), ktdrzy
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réwnoczes$nie wykazali, ze w wigzaniu tym bierze udziat anomeryczny
atom wegla N-acetylogalaktozoaminy. Obecno$¢ wiazan Il w OSM po-
twierdzono ostatnio na drodze enzymatycznej (7). Glukozydaza O-serylo-
-N-acetylogalaktozoaminidowa ze $ledziony wotu rozszczepia wigzanie
miedzy N-acetylogalaktozoaming a resztami seryny lub treoniny w wol-
nych od NANA OSM i wielkoczgsteczkowych peptydach uzyskanych
z tego glikoproteidu.

Obok seryny i treoniny réwniez hydroksylizyna moze uczestniczyé
w wigzaniu typu Il, co stwierdzono dotychczas w tropokolagenie (20) oraz
glikoproteidach pewnego typu membran (148).

Na podstawie badarn OSM owiec australijskich (40, 42, 49, 53) i BSM
(117) Gottschalk i wsp. wysuneli przypuszczenie, ze obok wigzania
Il wystepujg w tych glikoproteidach rowniez wigzania typu Ill. Zdaniem
autorow cukrem biorgcym udziat w tym wigzaniu jest N-acetylogalak-
tozoamina, ktérej wegiel anomeryczny #aczy sie z grupami karboksylo-
wymi kwasu asparaginowego i glutaminowego. Przypuszczenie to oparto
na wynikach reakcji glikoproteidow z borowodorkiem litu, pod wptywem
ktorego uwalniaty sie tancuchy sialylo-galaktozoaminy jako redukujace
dwusacharydy, a réwnocze$nie zachodzita przemiana reszt kwaséw dwu-
karboksylowych w odpowiednie hydroksyaminokwasy. Obecnosci wigza-
nia typu Il w glikoproteidach gruczotéw podszczekowych nie potwier-
dzili jednak Hashimoto i wsp. (57, 58). Uwazajg oni przy tym, ze
ilo§¢ aminokwaséw dwukarboksylowych w biatkowym sktadniku jest
zbyt mata do wytgcznego tworzenia wigzan estrowych. Rowniez Best

i wsp. (4), a ostatnio Bertolini i Pigman (3, 124) nie uzyskali
przekonywujacych danych o istnieniu wigzan 11l w tej grupie gliko-
proteidéw.

Yamashina i wsp. (169) podajg, ze w kwasnym o”-glikoproteidzie
obok zasadniczego wigzania typu | wystepuje réwnocze$nie wigzanie typu
I, w ktdrym uczestniczy treonina. Podobnie Chosson (25 przypi-
suje temu aminokwasowi udzial w wigzaniu heterosacharydu z cze$cig
peptydowg ovomukoidu. Mozliwos¢ wystepowania obok wigzania typu |
dodatkowych typow wigzan sugeruje sie rowniez dla tyreoglobuliny (150)
i transferyny (68), lecz przypuszczenia te nie zostaly dotychczas w petni
uzasadnione. Zdaniem Marshalla (102) wigzania typu | i Il nie wy-
stepuja obok siebie w jednym glikoproteidzie, lecz ostatnie doniesienia
Dawsona i Clampa (29), ktérzy badali globuline typu K w myelo-
ma wydajg sie zaprzeczaé tej koncepcji.

Wystepowania pozostatych typow wigzan nie stwierdzono jak dotad
w glikoproteidach zwierzecych. Sugestie Winzlera i Inouye (165)
0 udziale grupy y-karboksylowej kwasu glutaminowego w wigzaniu gru-
py aminowej glukozoaminy w kwasnym ctj-glikoproteidzie nie znalazly
potwierdzenia.



30 J. NOWORYTKO, M. SARNECKA-KELLER [16]

Uwagi korncowe

Sposréd skiadnikéw oukrowych glikoproteidow jedynie strukture
czesci cukrowej OSM i BSM mozna uwaza¢ za udowodniong zaréwno
odnosnie zawarto$ci monosacharydéw, sposobu wzajemnego ich potagcze-
nia jak tez typu wigzania poszczegdlnych jednostek cukrowych z biat-
kiem. Grupy prostetyczne innych glikoproteidéw poznano fragmentarycz-
nie i nawet skupiajagcy najwiekszg uwage badaczy kwasny o”-glikopro-
teid nasuwa jeszcze ciggle wiele zagadnien. Przyczyna tego tkwi niewat-
pliwie w trudno$ciach natury metodycznej.

Stosowane rézne metody wyodrebniania glikoproteidobw moga nie
zawsze doprowadzaé¢ do uzyskiwania zwigzkéw o tym samym stopniu
czystosci. Nie wiadomo wobec tego, czy wykrywanie przez niektorych
autorow drobnych ilosci pewnych monosacharydéw jest wynikiem zasto-
sowania bardziej precyzyjnych metod analitycznych, czy tez wyodreb-
niania tych skiadnikéw tgcznie z wiasSciwym materiatem badanym. Zio-
zony charakter glikoproteidéw powoduje trudnos$ci przy stosowaniu me-
tod normalnie uzywanych w analizie biatek prostych i wolnych polisa-
charydow. Skiadnik cukrowy w zaleznosci od swego charakteru w mniej-
szym lub wiekszym stopniu blokuje pozostata cze$¢ drobiny i obniza jej
podatnos¢ na odczynniki chemiczne i enzymy. Fakt, ze w danym gliko-
proteidzie mogg wystepowac reszty heterosacharydowe o réznej diugosci
tancucha, odmiennym sktadzie i strukturze ogranicza interpretacje da-
nych uzyskiwanych w wyniku badafA nad calg czgsteczka. Natomiast po
hydrolitycznym rozszczepieniu tancucha polipeptydowego wiekszo$¢ ba-
dan sprowadza sie nie do analizy indywidualnych glikopeptydéw, lecz
ich frakcji, ktore obejmujg zwigzki roznigce sie bgdz to czescig peptydo-
wa badz tez charakterem tancucha cukrowego. Badania strukturalne kom-
plikuje dodatkowo istnienie odmian polimorficznych, ktérych ro6znice
strukturalne nie zostaty dotychczas wyjasnione.

Powaznym utatwieniem analitycznym bytaby mozliwo$¢é badania obu
sktadnikow glikoproteidow oddzielnie. Dlatego tez duze nadzieje budzi
wydzielenie w ostatnim okresie enzymow zdolnych do rozszczepiania wia-
zan miedzy obu komponentami (97, 116, 170). Podobnie obiecujgco przed-
stawia sie mozliwo$¢ wykorzystania spektrometrii masowej (107).

Doktadniejsze poznanie wiekszej liczby struktur grup prostetycznych
glikoproteidow umozliwi wysuniecie szerszych uogdlnien o charakterze
sktadnikéw cukrowych typowych dla tej grupy zwigzkéw, co doprowadzi
bez watpienia do $ciSlejszego okresSlenia pojecia glikoproteidu. Pozwoli
to takze na blizsze sprecyzowanie réznic miedzy poszczegdlnymi grupami
glikoproteidéw. Juz samo poréwnanie grupy prostetycznej OSM, zbudo-
wanej z kilkuset jednostek dwusacharydowych, z oktasacharydowym,
pojedynczym taricuchem ovoalbuminy S$wiadczy o tym, ze tego rodzaju



[17]

CUKRY GLIKOPROTEIDOW 31

zréznicowanie jest potrzebne. Nie jest wykluczone, ze réwniez typ wigza-
nia sktadnika cukrowego z biatkiem bedzie stanowit podstawe dalszej
klasyfikacji glikoproteiddw.
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TERESA SAWICKA>*

Metabolizm nukleozydodwufosfocukrow

Metabolism of Nucleoside Diphosphate Sugars

Some aspects of sugar nucleotide metabolism are reviewed.

Od czasu odkrycia przez Leloira (24) urydynodwufosfoglukozy
w ekstraktach z drozdzy, ciggle wzrasta iloS¢ i r6znorodnos¢ nukleoty-
dow cukrowych izolowanych z naturalnych Zrodet. Poczatkowo poznano
pochodne cukrowe urydyny, a nastepnie réwniez adenozyny, cytydyny,
guanozyny, inozyny i tymidyny. Okazato sie, ze komponentem cukro-
wym moga by¢ w tych zwigzkach monosacharydy, aminocukry, kwasy
uronowe oraz w pewnych wypadkach zwigzki polihydroksylowe zblizone
do weglowodanow, np. rybitol i glicerol. Dla przyktadu mozna przytoczyc
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 zwigzkow tego typu (11).

Zaktywowana reszta cukrowa nukleozydodwufosfocukrow moze braé
udziat w rdéznych przemianach. Najwazniejszg metaboliczng funkcja
nukleotydocukrow jest ich rola w reakcjach transglikozylacji. Reakcje te
obejmujg bardzo réznorodne procesy, jak np. synteze sacharozy, glikozy-
déw i skrobi u rodlin wyzszych, chityny u grzybow, wielocukréw Sciany
komérkowej u bakterii oraz glikogenu i glukuronidow u zwierzat.

l. Biosynteza nukleozydodwufosfocukréw

Synteze nukleotydocukrow katalizujg enzymy nalezace do grupy
transferaz. Enzymy te przenosza grupe nukleotydylowg z nukleozydo-
trojfosforanu na fosforan cukru z utworzeniem nieorganicznego piro-
fosforanu, wedlug ogo6lnej reakcji opisanej po raz pierwszy przez
Munch-Petersena i wsp. (31).

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa

Wykaz stosowanych skrotéw: G-i-P —glukozo-J-fosforan, G-6-P — glukozo-6-
fosforan, Gal-lI-P — galaktozo-2-fosforan, dTDP — dezoksytymidyno-5’-dwufosforan
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Nukleozydotréjfosforan + heksozo-2-fosforan » 1
nukleozydodwufosfocukier + pirofosforan nieorganiczny

Poniewaz na drodze odwracalnej reakcji, pod wptywem nieorganicznego
pirofosforanu zachodzi pirofosforoliza nukleozydodwufosfocukrow, enzy-
my katalizujgce ten proces nazywa sie rowniez pirofosforylazami. Syn-
teza wiekszosci nukleozydodwufosfocukrow o réznorodnych komponen-
tach nukleozydowych i cukrowych przebiega wedilug przedstawionego
wyzej schematu. Ester fosforowy cukru wchodzac w reakcje z UTP moze
pochodzi¢ z roznych zrédet. Dla przyktadu podano nizej peiny przebieg
biosyntezy urydynodwufosfoglukozy:

Substraty: Enzymy:
Glukoza+ATP->G-6-P 2 heksokinaza (EC. 2.7.1.1))
G-6-P™ G-I-P 3 fosfoglukomutaza (EC. 2.7.5.1)
UTP+ G-J-P~ UDPG+PPj 4 a-D-G-1-P urydylilotransferaza
(EC. 2.7.7.9)

w sumie: glukoza+ ATP+ UTPAUDPG + ADP + PP;

Okazato sie, ze ekstrakty z tkanek ssakow moga katalizowaé synteze
pochodnych D-glukozowych zar6wno UDP jak réwniez pochodnych CDP,
ADP, GDP, TDP i IDP oraz pochodnych D-mannozowych ADP, IDP
i GDP (49). W reakcjach tych biorg udziat odpowiednie nukleozydotroéj-
fosforany i heksozo-2-fosforany. Analogiczne reakcje prowadzace do
syntezy D-glukozowych pochodnych sg réwniez katalizowane przez pre-
paraty ros$linne (1).

Reakcje prowadzace do biosyntezy nukleozydodwufosfocukréw sa na
0g6t specyficzne zarbwno w stosunku do komponentu nukleozydowego
jak tez cukrowego. Zdaniem Koczetkowa (22) w czasteczkach
nukleotydéw cukrowych istniejag wspotzaleznosci strukturalne spowodo-
wane wystepowaniem wodorowych wigzah miedzy heterocykliczng za-
sadg a monosacharydem. Rezultatem réznorodnosci wtdérnej struktury
nukleozydodwufosfocukrow jest wedtug Koczetkowa wysoka specyficznosé
reakcji, w ktorej biorg udziat te zwigzki. Rownocze$nie zdaniem tego
autora, konsekwencjg charakterystycznej konformacji okreSlonej reszty
nukleozydowej jest mozliwosé przytaczenia wytgcznie odpowiedniej reszty
cukrowej. Na temat budowy przestrzennej nukleozydéw i nukleotyddw
wysunieto w latach piecdziesigtych kilka interesujacych hipotez. Tak
np. Levedahl i James (27) na podstawie danych doswiadczalnych
zaproponowali takg strukture ATP, w ktorej grupy fosforanowe sg za-
winiete zajmujac miejsce w sasiedztwie pierscienia zasady. Taka struk-
tura umozliwia, zdaniem autorow oddziatywanie miedzy aminowa grupa
adeniny i dwiema koncowymi grupami fosforanowymi. Tego typu bu-
dowa przestrzena warunkuje ich zdaniem biologiczng aktywno$¢ wszyst-
kich nukleozydotréjfosforanéw. Syntetyczne analogi UDPG ze zmodyfi-
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kowanym pier$cieniem uracylu odegraty duza role dla wyjasnienia wspot-
zaleznos$ci strukturalnych miedzy dwoma komponentami: nukleotydo-
wym i cukrowym oraz wptywu tych wspotzalezno$ci na przebieg reakcji
biochemicznych. Poniewaz w czasteczce uracylu wigzania wodorowe
wystepujg przy grupach karbonylowych C-2 i C-4 oraz przy atomie
wodoru zwigzanym z N-3 (schemat 1), wobec tego modyfikacje w tych
pozycjach powinny zmienia¢ powinowactwo grup w wigzaniach wodo-
rowych, a co za tym idzie aktywno$¢ biologiczng tych zwiazkéw. | tak
stwierdzono (20), ze 6-azaurydynodwufosfoglukoza moze braé udziat
w biosyntezie sacharozy i kwasu glukuronowego, a 3-N-metylourydyno-
dwufosfoglukoza i cytydynodwufosfoglukoza nie moga braé udziatu
w powyzszych reakcjach. Reszta rybozowa nukleotydéw cukrowych od-
grywa rownie duzy wptyw na biochemiczng aktywno$¢ tych zwigzkéw.
W wypadku podstawienia glukozy w miejscu rybozy syntetycznie otrzy-
many uracylo-6-fosforan glukozy okazat brak aktywnos$ci biologicznej
w enzymatycznej interkonwersji heksoz (50).

DosSwiadczenia przeprowadzone w naszej pracowni przyczyniajg sie
do potwierdzenia hipotez o bezpos$rednim udziale pierScienia zasady
w biosyntezie koenzymdw. Stwierdzono (41), ze ekstrakty z watroby
szczura oraz z tkanek Slimaka Helix pomatia nie katalizowaty biosyntezy
UDPG w obecnosci 5,6-dwuhydro-UTP otrzymanego w wyniku wodoro-
wania. Gdy natomiast zastosowano niezmodyfikowany UTP i glukozo-2-
fosforan — synteza przebiegata intensywnie. W tym wypadku pierscien
uracylu w UTP pod wptywem wodorowania traci swoj aromatyczny
charakter i to jest prawdopodobnie przyczyng utraty aktywnosci biolo-
gicznej tego zwigzku.

Badania nad substancjami, ktére wptywajg na wewngtrzkomorkowe
stezenie nukleotydocukrow sa raczej fragmentaryczne. Wedlug Melo
i Glasera (30) jednym z czynnikbw zapobiegajacych nagromadzeniu
nukleozydodwufosfocukrow w komorce sg pirofosfatazy. Enzymy te roz-
ktadajg nukleotydy cukrowe na odpowiednie monosacharydy i nukleo-
zydy. Pirofosfatazy nie wymagaja do swego dziatania nieorganicznego
pirofosforanu i wystepujg catkowicie niezaleznie od pirofosforylaz.

W niektorych przypadkach metabolity posrednie ciggu glikolitycz-
nego moga byé aktywatorami syntezy nukleotydocukréw. Tak np. San -
wal i Preiss (43) stwierdzili, ze synteza ADP-glukozy w ekstraktach
z glonu Chlorella pyrenoidosa jest aktywowana przez glicero-3-fosforan,
ktéry jest rownocze$nie jednym z pierwszych produktow fotosyntezy,
fruktozo-6-fosforan, fruktozo-1,6-dwufosforan i a-glicerofosforan; po-
dobnie glicero-3-fosforan aktywuje przebieg syntezy ADP-glukozy
w chloroplastach lisci szpinaku. Stezenie niektérych nukleotydocukrow
v/ komérce moze by¢é regulowane przez ujemne sprzezenie zwrotne,
w ktorym koncowy produkt hamuje reakcje syntezy. U wielu gatunkéw
bakterii nagromadzajgce sie dTDP-L-ramnoza, CDP-paratoza, GDP-man-
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noza i GDP-L-fukoza hamujg aktywno$¢ pierwszego enzymu niezbednego
do ich syntezy. W watrobie szczura kwas CMP-N-acetyloneuraminowy
jest inhibitorem syntezy swojego prekursora: N-acetylo-D-mannozoaminy
(23).

Il. Przemiany wewnatrzczgsteczkowe nukleozydodwufosfocukrow

Reszta sacharydowa nukleozydodwufosfocukréw moze ulegaé¢ wielu
przeksztatlceniom. Pierwszg zbadang reakcjg tego typu byla 4-epimery-
zacja UDP-D-galaktozy do UDP-D-glukozy (24). Reakcja ta oraz towa-
rzyszace jej inne reakcje enzymatyczne odgrywaja decydujaca role
w utrzymaniu roéwnowagi metabolicznej miedzy glukozg a galaktozg
w organizmach zywych. Wykazano zarédwno w drozdzach jak i w tkan-
kach ssakéw, ze nieodzownym warunkiem przemiany galaktozy w glu-
koze jest uprzednia jej fosforylacja.

Enzymatyczne ufosforylowanie galaktozy katalizuje galaktokinaza
w obecnosci ATP (46). Przemiana a-galaktozo-I-fosforanu w a-glukozo-I-
fosforan przebiega w nastepujacych reakcjach:

1 Gal-22P+UDNGMUDPGal+ G-I-P 5
2. UDPGal*UDPG 6
3. UDPG+PP; " UTP+ G-2-P 7

Enzymy katalizujagce powyzsze reakcje noszg nastepujace nazwy:
1. urydylilotransferaza galaktozo-2-fosforanu (EC. 2.7.1.2) 2. 4-epime-
raza UDP-glukozy (EC. 5.1.3.2), 3. urydylilotransferaza glukozo-2-fosfo-
ranu (EC. 2.7.7.9).

Azeby podkresli¢ biologiczne znaczenie tego ukiadu enzymatycznego
wystarczy wspomnieé, ze wrodzony brak aktywnej urydylilotransferazy
galaktozo-2-fosforanu powoduje u dzieci chorych na galaktozemie na-
gromadzenie galaktozy w tkankach, a w dalszych konsekwencjach objawy
chorobowe (18).

Ostatnio (42) udato sie rozdzielic za pomocg chromatografii na zelu
Sephadex G-200 urydylilotransferaze glukozo-2-fosforanu od urydyli-
lotransferazy galaktozo-2-fosforanu w hemolizatach krwi ludzkiej nor-
malnej. Brak tego drugiego enzymu we krwi galaktozemikéw moze by¢
wykorzystany w diagnostyce galaktozemii.

Mechanizm, wedtug ktérego przebiegajg reakcje epimeryzacji nie jest,
jak dotychczas, wystarczajgco jasny. Wyizolowano wiele enzymoéw (lub
uktadéw enzymatycznych), ktére katalizujg epimeryzacje jednej lub
wiecej hydroksylowych grup cukrowych, wymagajagc do swego dziatania
obecnosci NAD. Do takich enzymo6w nalezg: epimeraza UDP-glukuronia-
nowa (EC. 5.1.3.6) wyizolowana ze skory krélikow (17), 4-epimeraza
UDP-glukozy (EC. 5.1.3.2) z watroby cielecej (28) (EC. 5.1.3.7), epimeraza
UDP-acetyloglukozoaminowa z watroby szczura (12). Podobnie NAD jest
aktywatorem przemiany dTDP-glukozy od dTDP-ramnozy katalizowanej



[5] NUKLEOTYDOCUKRY 41

przez uktad enzymatyczny z Pseudomonas aeruginosa (13). Stwierdzono
(29), ze NAD moze réwniez wystepowaé w postaci kompleksu z enzymem
jak w wypadku epimerazy UDP-glukozy drozdzowej. Zdaniem Has-
sida (14), reakcja epimeryzacji wymagajgca katalitycznych ilosSci NAD
powinna przebiegaé poprzez posredni zwigzek ketonowy pozbawiony asy-
metrii przy C-4. Jednak dotychczas nie udato sie wyizolowa¢ takiego
zwigzku i przypuszcza sie, ze wystepuje on w postaci kompleksu z enzy-
mem. Za wystepowaniem reakcji oksydoredukcyjnej, prowadzacej do
powstania takiego ketozwigzku przemawia fakt, ze w homogenatach
z komérek fibroblastow linii L, aktywnos$¢ 4-epimerazy UDP-D-glukozy
jest nieoznaczalna, natomiast w obecno$ci NAD i w podwyzszonym pH —
enzym ten jest catkowicie aktywny (33). Czynnikami hamujgcymi epime-
raze w komorkach nowotworowych sa wiec prawdopodobnie wysoki sto-
sunek zred. NAD do NAD i niskie pH.

Wi ielu autoréw uznaje mozliwo$é wystepowania drugiego obok NAD
akceptora wodoru, ktorym mégtby byé wedtug teorii De Robi-
chona-Szulmajstra(5) pierscien uracylu w czasteczce UDP-cukru.
Jezeli przedstawi sie przestrzenny model struktury UDPG (schemat 1)
wedtug typu zaproponowanego dla ATP, to okazuje sie ze N z -NH
uracylu znajduje sie nad C-3, a wegle grup karbonylowych nad C-2
i C-4 czasteczki heksozy. Przyjmujgc takg konfiguracje mozna wysungc
hipoteze o bezpos$rednim wudziale reszty uracylu w reakcji utleniania
zachodzacej przy enzymatycznej epimeryzacji UDPG do UDPgalaktozy.

0]

0

Schemat 1. Budowa przestrzenna urydynodwufosfoglukozy

Obok najczeSciej spotykanej epimeryzacji przy weglu czwartym,
znane sg obecnie i inne typy epimeryzacji. Stwierdzono, ze redukcja
heksoz do dezoksycukréw pocigga za sobg we wszystkich badanych przy-
padkach powstawanie 4-keto-6-dezoksyheksoz jako zwigzkéw posrednich.
Jako przykiad mogg stuzy¢ badania Ginsburga (10), ktéry stwier-
dzit, ze enzymy izolowane z Acetobacter aerogenes katalizujg kilku-
stopniowg przemiane GDP-D-mannozy (wzér 1) do GDP-L-fukozy
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(wzor 1) wedtug réwnania:
GDP-D-mannoza+ zred.NAD->GDP-L-fukoza+ NAD + HD 8

Pierwszym etapem tej przemiany jest wewnagtrzczasteczkowa oksydo-
redukcja wymagajaca NAD, w ktorej grupa hydroksylowa przy C-4
przechodzi w grupe ketonowga, a grupa -CH2H przy C-5 w grupe CH3
Nastepnie zachodzi inwersja przy C-3 i C-5 i powstaje guanozyno-5-
dwufosfo-4-keto-6-dezoksy-D-mannoza jako zwiagzek posredni. Redukcja
z zred. NAD przy C-4 daje w rezultacie L-fukoze.

Obecnie wiadomo, ze synteza GDP-L-fukozy niekoniecznie musi prze-
biega¢ drogg epimeryzacji z GDP-D-mannozy. Ishihara i wsp. (16)
oraz Ishihara i Heath (15) stwierdzili, ze w watrobie $Swini wy-
stepujg enzymy katalizujgce bezposrednig fosforylacje L-fukozy przez
ATP do L-fukozo-l-fosforanu a nastepnie synteze GDP-L-fukozy przy
wspotudziale GTP. Zgadza sie to z obserwacjami Kaufmana
i Ginsburga (19), ze komé6rki HeLa wbudowujg 14C-L-fukoze bezpo-
Srednio do glikoproteidow. Wtiaczenie to odbywa sie prawdopodobnie
poprzez GDP-L-fukoze, ktoérej stezenie wzrasta znacznie w komorkach
hodowanych na pozywce zawierajgcej L-fukoze.

Goudsmit i Neufeld (9) stwierdzity, ze ekstrakty z gruczotu
biatkowego Slimaka Helix pomatia katalizujg przemiang GDP-D-mannozy
do GDP-L-galaktozy (wz6r Il1). D-Mannoza i L-galaktoza r6znig sie konfi-
guracjg przy C-3 i C-5. Konwersja tych heksoz jest pierwszym przypad-
kiem podwdjnej epimeryzacji, ktéra nie prowadzi do syntezy dezoksy-
cukru.

Znane sg obecnie przyktady przemian u roé$lin, w ktérych epimery-
zacja UDP-pentoz jest poprzedzona enzymatyczng dekarboksylacjg. Tak
np. Neufeld i wsp. (32) wyizolowali enzymatyczny preparat z kietkow
pszenicy katalizujgcy dekarboksylacje kwasu UDP-D-glukuronowego do
UDP-pentoz, stanowigcych mieszanine UDP-D-ksylozy i UDP-L-arabi-
nozy. Tak wiec, enzymatyczny preparat obok dekarboksylazy zawierat
rowniez UDP-ksylozo-4-epimeraze, ktora katalizowata przeksztatcenia
dwdch nukleotydow pentozowych.

I11. Rola nukleozydodwufosfocukréw w syntezie polimeréw cukrowych

W latach trzydziestych Parnas i Baranowski (36) oraz
Cori i Cori (2) stwierdzili, ze a-D-glukozo-1-P jest pierwszym pro-
duktem degradacji glikogenu i ze glikogen moze by¢ syntetyzowany
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in vitro na drodze odwracalnej reakcji z glukozo-I-P. Wkrétce potem
okazato sie, ze fosforylaza z kartofla katalizuje synteze skrobi z a-D-glu-
kozo-1-P, a fosforylaza z Pseudomonas saccharophila moze syntetyzowac
sacharoze z glukozo-2-P i D-fruktozy. Przyjat sie wtedy powszechnie
poglad, ze gtowna droga syntezy komplekséw cukrowych prowadzi
poprzez sacharydo-i-fosforan. Dopiero w 1957 roku gdy Leloir i Ca-
edini (26) odkryli reakcje enzymatycznego przeniesienia glukozy
z UDPG na glikogen okazato sig, ze fosforylazy odgrywaja gtéwnie role
w procesie degradacji wielocukréw a nie ich syntezy. Jak dotychczas
poznano jedynie 6 enzymow 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
maltozowa (EC. 2.4.1.8), 6. fosforylaza laminarobiozy.

Dzieki odkryciom L e loira wiadomo, ze synteza prawie wszystkich
wielocukrowcOw przebiega poprzez enzymatyczny proces dajacy sie wy-
razi¢ rownaniem:

nukleozydodwufosfocukier + akceptor-~cukier-akceptor + nukleo-
zydodwufosforan 9

Poniewaz w procesie biosyntezy nukleozydodwufosfocukrow kompo-
nent cukrowy zostaje podniesiony na wyzszy poziom energetyczny, zatem
przeniesienie go na akceptor nie wymaga juz dostarczenia energii.

Synteza polisacharydow wymaga ,primera” oligosacharydowego,
ktory wydtuza sie przez stopniowe dodawanie jednostek cukru, w wiek-
szosci wypadkow do jego nieredukujacego konca. Na ogo6t transferazy
cukrowe sg specyficzne w stosunku do akceptora. Np. w doswiadczeniach
in vitro syntetaza glikogenu jest dwukrotnie bardziej aktywna gdy
akceptorem jest glikogen niz gdy jest nim skrobia. Jezeli ,,primer” gli-
kogenowy jest uprzednio trawiony enzymami skracajgcymi jego
tanicuch — jego efektywnos$¢ akceptorowa jest mniejsza w stosunku do
glikogenu natywnego (25).

Transglukozylazy odpowiedzialne za synteze polisacharydéw zawie-
rajacych wigzanie a-1,4 nie zawsze sg specyficzne w stosunku do nos-
nika nukleozydowego. Goldemberg (6) wykazat, ze syntetaza gliko-
genu moze katalizowaé przeniesienie reszty glukozowej na glikogen nie
tylko z UDP-D-glukozy, ale réwniez, chociaz znacznie wolniej, z ADP-d-
glukozy. Z drugiej strony, UDP-D-glukoza moze by¢ substratem w syn-
tezie skrobi pomimo, Ze synteza ta przebiega dziesieciokrotnie szybciej,
jezeli donatorem glukozy jest ADP-glukoza (4). Obecnie przyjat sie po-
wszechnie poglad, ze ADP-glukoza jest fizjologicznym donatorem glu-
kozy podczas syntezy a-l,4-glukanéw u bakterii i roslin, podczas gdy
UDP-glukoza spetnia te funkcje podczas syntezy glikogenu u zwierzat.
Zdaniem Hassida (14) jednym z przykiadéw wysokiej specyficznosci
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transglukozylazy w stosunku do reszty nukleozydowej jest syntetaza
celulozy, dla ktorej substratem jest wytacznie GDP-D-glukoza.

Synteza wiekszosci dwu- i trojcukrowcow roslinnych i zwierzecych
takich jak np. trehaloza, sacharoza, laktoza i rafinoza przebiega przy
udziale koenzymow urydynowych, ktorych nie udato sie jak dotychczas
w doswiadczeniach in vitro zastgpi¢ innymi koenzymami nukleozydo-
wymi.

W niektorych wypadkach w syntezie homopolisacharydow moga
uczestniczy¢ réwnoczes$nie dwa rodzaje nukleotydéw. W 1962 roku Su
i Hassid (44, 45) wysuneli hipoteze o mozliwosci réwnoczesnego
udziatu nukleotydéw guaniny i urydyny w syntezie polisacharydéw
roslinnych zawierajgcych obie enantiomorficzne formy galaktozy. Bada-
nia prowadzone przez nich nad D,L-galaktanem wystepujagcym w niekto-
rych morskich glonach sugerowaty, ze prekursorem reszt L-galaktozo-
wych tego polimeru moze by¢ GDP-L-galaktoza, natomiast UDP-D-galak-
toza moze dostarczac reszt D-galaktozowych.

Podobnie Goudsmit i Ashwell (7) stwierdzili, ze prekursorem
reszty D-galaktozowej podczas syntezy galaktogenu wystepujacego w gru-
czole biatkowym $limaka Helix pomatia moze by¢é UDP-D-galaktoza. S a -
wicka (39) oraz Sawicka i Chojnacki (41) stwierdzili po-
nadto, ze w gruczole biatkowym syntetyzujacym galaktogen wystepuja
wszystkie niezbedne enzymy Kkatalizujgce nastepujgce etapy reakcji:
glukozo-6-fosforan->glukozo-I-fosforan->UDP-glukoza-»UDP-galaktoza->
->galaktogen. Goudsmit i Neufeld (8) wyizolowaly z gruczotu
biatkowego $limaka GDP-L-galaktoze oraz wykazatly, ze w ekstraktach
z tej tkanki przebiega enzymatyczne przeksztatcenie GDP-mannozy
w GDP-L-galaktoze (9). Tak wiec wydaje sie, ze GDP-L-galaktoza jest
prekursorem reszty L-galaktozowej w syntezie galaktogenu oraz, ze bio-
synteza tego polimeru u $limakow przebiega zgodnie ze schematem zapro-
ponowanym przez Su i Hassida dla galaktanéw roslinnych.

Mechanizm biosyntezy heteroprolisacharydéw, wystepujacych gtow-
nie u bakterii rézni sie od sposobu biosyntezy polimerow zbudowanych
wytgcznie z reszt cukrowych. Jako przyktad moze stuzy¢ przebieg syntezy
komponentu polisacharydowego antygenu O u Salmonella newington (37).
Wiekszo$¢ komorek bakteryjnych otacza nie tylko btona cytoplazma-
tyczna, lecz réwniez sztywna $ciana, w ktdrej sktad wchodzg peptydo-
glikany, kwas tejchoinowy i lipopolisacharydy. Funkcje lipopolisacha-
rydéw Sciany komaérkowej bakterii nie sg jak dotychczas znane, wiadomo
jednak, ze u bakterii gramujemnych zwigzki te sg endotoksynami wywo-
tujgcymi w ustroju zakazonym mechanizmy obronne takie jak gorgczke,
fagocytoze, zaburzenia w gospodarce hormonalnej i czynnosciach ukta-
déw enzymatycznych.

Bakteryjny kompleks lipopolisacharydowy sktada sie z trzech kom-
ponentéw: lipidu A, antygenu O (somatycznego) oraz trzonu, ktdry jest
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kompleksem zawierajagcym glukoze, galaktoze, N-acetyloglukozoamine,
heptoze, kwas ketodezoksyoktonowy, fosforan oraz etanoloamine. Skiad
trzonu jest podobny dla wszystkich grup bakterii gramujemnych, nato-
miast O-antygen wykazuje duzy stopief zréznicowania oraz specyficz-
no$¢ grupowa. U Salmonella newington O-antygen zbudowany jest z po-
wtarzajgcych sie tréjek cukrowych: mannozy, ramnozy i galaktozy.
Komdrka syntetyzuje lipid A, trzon i antygen O niezaleznie od siebie,
po czym komponenty te #3czag sie wigzaniem kowalencyjnym tworzac
lipopolisacharyd. Badania Nikaido i wsp. (35) wykazaty, ze synteza
trzonu przebiega stopniowo z prekursorow nukleozydodwufosfocukro-
wych oraz akceptora. Czasteczki cukrowe sg przytgczane kolejno do nie-
redukujgcego konca oligosacharydu. Synteza przebiega wiec analogicznie
jak w przypadku wiekszosci polisacharydéw.

Biosynteza antygenu O przebiega w sposéb odmienny. U Salmonella
newington heksozy przenoszone sg enzymatycznie z nukleozydodwufos-
fopochodnych, UDP-galaktozy, TDP-ramnozy i GDP-mannozy na nosnik
fosfolipidowy. Podstawowym skitadnikiem tego nos$nika jest alkohol poli-
izoprenoidowy zbudowany z jedenastu jednostek izoprenowych. Reakcja
zapoczatkowujgcg biosynteze antygenu O jest przeniesienie galaktozo-I-P
z UDP-galaktozy na fosfolipid-P tworzac galaktozo-P-P-fosfolipid. Na-
stepnie przenoszone sg kolejno ramnoza i mannoza. Tak wiec rolg nosnika
fosfolipidowego jest tworzenie trojcukrowych jednostek przed ich poli-
meryzacjg w dtugie tancuchy. Widaé tu wyraznie trzy zasadnicze rdznice
w stosunku do opisywanego poprzednio mechanizmu biosyntezy homo-
polisacharydow:

1. Reszta cukrowa nie jest przenoszona bezpos$rednio na akceptor poli-
sacharydowy, lecz na fosfolipidowy nos$nik posredniczacy w tej reakcji.
2. Galaktoza jest przenoszona razem z resztg fosforanowg i tgczy sie
z fosfolipidowym akceptorem poprzez pirofosforanowy mostek.

3. Jednostki tréjsacharydowe dotgczone sg do redukujacego konca tan-
cucha heksozosacharydowego.

Ogromna ro6znorodno$¢ nukleozydodwufosfocukrow wystepujacych
u bakterii jest zwigzana z biosyntezg specyficznych polisacharydow
antygenu O. Chojnacki i wsp. (3) wykazali, ze u Salmonella typhi-
murium bardzo podobne reakcje glukozo-2-fosforanu z réznymi nukleo-
zydo-5’-trojfosforanami sg katalizowane przez odrebne biatka enzyma-
tyczne.

Odrebne zagadnienie stanowi wudziat nukleozydodwufosfocukrow
w biosyntezie substancji grupowych krwi ludzkiej. Substancje te, wy-
stepujace na powierzchni erytrocytéw oraz komérek innych tkanek sg
glikoproteidami, zawierajgcymi wysoki procent weglowodanow (47).
Okoto 80°/0 populacji wydziela rozpuszczalne substancje grupowe typu
A, Bi O (H), pozostate 20°/o, tak zwani ,nie wydzielacze”, nie wytwarza
tych substancji (38). Wiekszo$¢ ,,nie wydzielaczy” wydziela duze ilosci
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substancji typu Le (Lewis) — glikoproteidéw podobnych w skiadzie do
substancji A, Bi O (H).

Prace grupy Ginsburga wykazaly, ze mleko kobiet, u ktdérych
nie zachodzi synteza substancji grupowych typu A, B i O (H), lub ktére
majg typ krwi Le, nie zawiera specyficznych transferaz fukozowych (38).
Brak jest zatem enzymu, ktéry umozliwia u wydzielaczy przeniesienie
L-fukozy z GDP-L-fukozy i jej przytaczenie do reszt D-galaktozowych
poprzez wigzanie a-(l-> 2). Specyficzna transferaza N-acetylo-D-galak-
tozoaminy wystepuje wytacznie w mleku kobiet z typem krwi A lub AB
(20). Enzym ten katalizuje przeniesienie N-acetylo-D-galaktozoaminy
z UDP-N-acetylo-D-galaktozoaminy na reszte galaktozowa oligosacha-
rydu poprzez wigzanie a-(I->3). Ponadto stwierdzono (21), ze transferaza
D-galaktozowa, ktora katalizuje przeniesienie D-galaktozy z UDP-D-ga-
laktozy na 2’-fukozylolaktoze wystepuje tylko w mleku kobiet z typem
krwi B lub AB. Dane te przemawiajg za hipotezg Watkinsa i Mor-
gana (48), wedtug ktdrej réznice w typach krwi poszczeg6lnych osob-
nikow sg wynikiem genetycznie uwarunkowanej obecnosci lub braku
specyficznych transglukozylaz.

W artykule tym poruszono réznorodne aspekty metabolizmu nukleo-
zydowufosfocukrow. Jednak uwaga badaczy jest obecnie skierowana
gtownie na udziat tych zwigzkéw w syntezie sktadnikéw $ciany komor-
kowej u zwierzat i roslin.
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JANINA ANDRZEJCZUK-HYBEL*

Enzymy amylolityczne
Amylolytic Enzymes

Recent data on the structure and properties of amylolytic enzymes are described.

Rozpowszechnione we wszystkich organizmach zywych enzymy amy-
lolityczne czyli amylazy stanowiag jednag z najwczes$niej poznanych grup
enzyméw wykazujgcych wiasnosci hydrolityczne. Rozktadajg one skrobig,
glikogen oraz pokrewne im wielo- i kilkucukrowce. W grupie tej wyroz-
nia sie enzymy Kkatalizujace hydrolize wytacznie wigzan a-2,4-glikozy-
dowych w cukrach ztozonych: a-amylazy czyli endoamylazy (4-glukano-
hydrolazy a-l,4-glukanu; (EC. 3.2.1.1)) (5-amylazy czyli egzoamylazy

Tablica 1
Enzymy wspétdziatajagce z amylazami

Nazwa systematyczna Nazwy potoczne
6-glukanohydrolaza amylopektyny glukozydaza amylopektynowa,
(EC. 3.2.1.9) enzym-R
6-glukanohydrolaza oligodekstryn oligo-l,6-glukozydaza, dektrynaza
(EC. 3.2.1.10) graniczna
glukohydrolaza a-D-glukozydow a-glukozydaza, maltaza
(EC. 3.2.1.20)
3-glukohydrolaza a-1,3-glukozydow a-1,4-glukozydaza, enzym-Z
(EC. 3.2.1.27)

6-glukanohydrolaza dekstryn (EC. 3.2.1.33) dekstryno-1,6-glukozydaza,
amylo-1,6-glukozydaza

(maltohydrolazy a-2,4-glukanu; (EC. 3.2.2.2)); oraz glukoamylaza czyli
amyloglukozydaza (glukohydrolaza a-l,4-glukanu; (EC. 3.2.1.3)). Okazato
sie, ze ten ostatni enzym moze takze Kkatalizowaé hydrolize wigzan
a-2,6-glikozydowych we wszsytkich wymienionych uprzednio substra-

* Mgr inz.,, Katedra Biochemii, Szkota Gtdéwna Gospodarstwa Wiejskiego,
Warszawa

Wykaz stosowanych skrotéw: PMB — p-rteciobenzoesan, EDTA — etylenodwu-
aminoczterooctan

4 Postepy Biochemii
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tach, dlatego tez nazwano jg 4:6 glukohydrolazg a-1,4 : 1,6 glukanu (28).
Amylazom towarzysza zazwyczaj enzymy pokrewne, ktore dziatajg na
inne wigzania glikozydowe w substracie i produktach jego rozktadu,
umozliwiajac ich catkowita hydrolize na cukry proste (tablica 1).

Wiele wiadomosci o enzymach amylolitycznych znajdzie czytelnik
w artykule F. Nowotnego w Postepach Biochemii (60) a takze w IV tomie
The Enzymes (16, 17).

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie nowszych badahA nad
strukturg i wiasciwosSciami enzyméw amylolitycznych. Ze wzgledu na
to, ze amylazy znalazty zastosowanie w wielu procesach technologicz-
nych, szczegdlnie w przemysle spozywczym, poznanie ich budowy i wtas-
nosci ma duze znaczenie.

I. Amylazy katalizujgce rozktad wigzania a-1,4-glikozydowego

1. a-Amylazy

a-Amylazy wystepujg w organizmach zwierzecych gtéwnie w S$linie,
krwi, trzustce i watrobie (71). Szczegb6lnie duze ilosci a-amylaz sg wytwa-
rzane przez niektére gatunki nizszych grzybow z rodzaju Aspergillus
i Rhizopus, a ponadto przez wiele bakterii z rodzaju Bacillus i innych
(16). W roslinach a-amylazy wystepujag obok (3-amylaz (17), ilo$¢ ich
zmienia sie w zaleznos$ci od okresu rozwojowego; w wiekszej ilosci po-
jawiaja sie na przyktad w bulwach topinamburu podczas ich przechowy-
wania (33).

a-Amylazy z wielu Zrédet otrzymano w stanie krystalicznym,
a pierwszy raz juz w roku 1948 ze sliny ludzkiej (56).

Ciezary czasteczkowe a-amylaz rdéznego pochodzenia wahajg sie
w granicach od 45 000 do 60 000 (16, 42, 61) (tablica 2). Wyjatek stanowi
a-amylaza z B.stearothermophilus, o znacznie nizszym ciezarze czastecz-
kowym (10). Inne state czgsteczkowe roéznych a-amylaz sg bardzo zblizone
i odpowiadajg formie monomeru (16).

Tablica 2
Ciezary czasteczkowe réznych a-amylaz

Zrédto enzymu Ciezar czasteczkowy
B.subtilis 48 900 wg (41)
A.oryzae 51 — 52 000 wg (59)
Stad 59 500 wg (16)
B.stearothermophilus 15000 wg (10)

Zwierzece 45— 49000 wg (16)
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a-Amylazy réznego pochodzenia wykazuja rozny zakres pH i tempe-
ratury dla optymalnego dziatania i trwatosci (tablica 3).

Tablica 3
Optimum pH i temperatury dla niektérych a-amylaz

Zrodto enzymu pH Temperatura
B.stearothermophilus
wg (10) 46—51 65 — 75°C
Topinambur wg (33) 55 —6,0 70 — 75°C
A.oryzae wg (59) 8- 58 40 — 50°C
Zwierzgce wg (16) 6,0 — 7,0 40 — 55°C

Sktad aminokwasowy a-amylazy ze $liny (16), z A.oryzae (59) i B.ste-
arothermophilus (53) jest zblizony. Amylaza z Bacillus subtilis rézni sie
brakiem aminokwaséw siarkowych. Poszczeg6lne enzymy rdznig sie sto-
sunkiem tyrozyny do tryptofanu, wskutek czego ich widma w ultrafio-
lecie wykazujg znaczne réznice. a-Amylaza z Aspergillus oryzae zawiera
stosunkowo mato aminokwasoéw zasadowych a szczeg6lnie duzo hydro-
ksyaminokwaséw, co nadaje jej bardziej kwasny charakter i warunkuje
specyficzng zbitg strukture.

W a-amylazie z A.oryzae wedlug Akabori i lkenaka (2
N-koncowa reszte stanowi alanina, natomiast w czesci C-kofAcowej wy-
stepuja: seryna, alanina i glicyna tworzac strukture rozgateziong. Jednak
inni autorzy wykryli tylko seryne (59, 80) i przypuszczaja, ze C-koncowy
odcinek taricucha jest nierozgateziony, o sekwencji: ...(Wal. Tre. Ala.Leu).
Ser-OH. a-Amylaza z A.oryzae zawiera kilka procent cukrowcow (3, 27).
Przypuszczano, ze cukrowce te sg potgczone z biatkiem enzymu poprzez
hydroksylowa grupe seryny (83), jednak Anai i wsp. (4) zidentyfiko-
wali sktad fragmentu glikopeptydowego (kwas asparaginowy, seryna,
N-acetyloglukozoamina, amoniak, mannoza, galaktoza i ksyloza w sto-
sunku molarnym 1:1:2:1:6:0,8:0,5) i sugeruja, ze cukrowce sg zwig-
zane poprzez redukujacg grupe glukozoaminy z azotem amidowym 7-kar-
boksylowej grupy kwasu asparaginowego, zgodnie ze schematem:
Ser-Asp-NH-cukrowce. W innych a-amylazach nie znaleziono skiadnika
cukrowego (29, 36).

Fizjologiczna funkcja oraz trwato$¢ a-amylazy jest uwarunkowana
okre$long zawarto$cig jonu wapniowego Ca2+ (16). Illo$¢ kationow Ca2+
oraz sita ich wigzania z czasteczkg biatka enzymu jest rézna dla po-
szczeg6lnych a-amylaz (16). Czasteczka amylazy z A.oryzae wigze sto-
sunkowo trwale 10 jonéw wapnia (61), za$ czasteczka amylazy z B.subtilis
stabiej — 3—5 jonow Ca2+ (34). Zupeinie luzno wigzg Ca2+ amylazy
roslinne, na przyktad stodowa (16). Jon wapniowy moze by¢ zwigzany
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za pomocg wigzan chelatowych wewnatrz czasteczki biatkowej oraz elek-
ktrostatycznie na powierzchni tancucha polipeptydowego (16). Mimo wielu
badan (16, 19, 74) miejsca i grupy w tancuchu peptydowym wiazace jony
Ca2+ oraz rodzaj wigzan nie zostaly w petni ustalone. Imanischi (34)
badat niektore state termodynamiczne dla amylazy z B.subtilis, reakty-
wowanej jonami Ca2+, ktére uprzednio usunieto metodg Steina i wsp.
(75). Jego dane wskazuja, ze enzym wigze Ca2+ w trzech rownowartoscio-
wych i elektrostatycznie niezaleznych miejscach, rozmieszczonych
wzdtuz czasteczki biatka. Kazde miejsce ma strukture przestrzenna,
umozliwiajagcg bezposrednie taczenie sie z jonami wapnia. Imanischi
przypuszcza, ze jedna z grup wiazacych jon wapniowy moze by¢ zjoni-
zowana grupa karboksylowa -COO-, a drugg iminowa -NH. Po dena-
turacji stezonym mocznikiem powodujgcej rozwiniecie ukitadu globu-
larnego enzym wigze Ca2+ znacznie stabiej. W amylazach stabiej wigzg-
cych jony wapniowe moga byé zastgpione przez inne kationy: Ba2+, Sr2+,
Mg2+, Ni2+ (16). Jednakze powinowactwo do Ca2+ jest najwieksze.
Wewnetrznie zwigzane jony wapniowe majg szczegllnie duze znacze-
nie dla zachowania struktury a-amylaz. Ich rola polega na utrwalaniu
drugo- i trzeciorzedowej struktury biatka enzymu, wskutek czego jest
ona odporniejsza na wptyw niekorzystnych czynnikdw S$rodowiska
a szczegblnie na dziatanie enzyméw proteolitycznych (16, 73), Duzej za-
wartosci jonéw Ca2+ wewnetrznie zwigzanych zawdziecza na przykiad
a-amylaza z A.oryzae swojg szczegOllnie zbita strukture, o ktérej Swiadczy
miedzy innymi niska lewoskretnos¢ (a)D od —10° do —30° i wysoka stata
dyspersji = 293 nm (16). O ochronnym dziataniu jonéw wapniowych na
amylazy przekonano sie dziatajgc na nie ré6znymi czynnikami wigzacymi
jony metali. Dializa z EDTA (etylenodwuaminoczterooctan) w ciggu
50 godzin usuwa wszystkie jony wapnia z amylazy $liny, a w ciaggu 150
godzin z amylazy bakteryjnej. W amylazie grzyb6w natomiast nawet po
6 dniach pozostaje jeszcze 10Wo pierwotnej zawartosci tego skiadnika.
SzczegOlnie trudno jest usung¢ Ca2+ w temperaturze i pH optymalnych
dla dziatania enzymu; zmiany temperatury i pH w zakresie trwatosci
enzymu przyspieszajg ten proces, ale staje sie nieodwracalny (13). Amy-
lazy pozbawione catkowicie Ca2+ sg bardzo nietrwate i mozna je prze-
chowywac¢ wytgcznie w niskich temperaturach. Ponadto zmniejsza sie
znacznie zakres pH, w ktérym sag one trwate: dla amylaz zwierzecych
z 35—11 na 3,5—9, a dla bakteryjnych z 3,5—13 na 4—8 (16). Nie za-
obserwowano natomiast zasadniczych zmian statej sedymentacji oraz
skrecalnosci optycznej. Konformacja czasteczek amylaz po usunieciu
Ca2+ zmienia sie jedynie na niewielkich odcinkach, ale wszystkie amy-
lazy z wyjatkiem enzymu z A.oryzae sg szybciej rozktadane przez enzymy
proteolityczne (73). Prawie wszystkie amylazy po usunieciu jonéw wapnia
sg nieaktywne (31, 34, 54, 75). Tylko pewne amylazy roslinne oraz amy-
laza z B. subtilis zachowujg w niskich temperaturach aktywno$¢ enzy-
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matyczng w $Srodowisku wolnym od Ca2+ i proteaz. Jednakze nie jest to
pewne, gdyz bardzo trudno jest usunac catkowicie ze Srodowiska zar6wno
jon wapniowy, do ktérego amylazy wykazujg bardzo duze powinowactwo,
jak i enzymy proteolityczne.

Czasteczka a-amylazy z B.subtilis wigze obok jonéw wapnia réwniez
jon cynkowy Zn2+ (16, 41) tworzac dimer dysocjujacy przy duzym roz-
ciefnczeniu do monomeru zgodnie z reakcja:

[Biatko-Cax]—Zn-[Biatko-Cax]* 2Biatko-Cax+ Zn2+

W kompleksie tym mocniej zwigzany jest jon Ca2+ (41). Jon Zn2+ wigze
sie z imidazolowymi grupami histydyny w czasteczkach biatka (37).
Formg aktywng enzymu jest prawdopodobnie monomer.

Badania nad zasadniczymi grupami funkcyjnymi centrum aktyw-
nego a-amylaz wskazywaly, ze moga nimi by¢ wolne N-koncowe grupv
a-aminowe, a takze e-aminowa grupa lizyny (16). Udzial N-koncowych
grup -NH2 jak rdéwniez grup C-koncowych w centrum aktywnym
a-amylazy z A.oryzae nie zostat w peini udowodniony (23, 72). Rola grup
-SH i wigzafA -S-S- w czasteczce a-amylaz rowniez nie jest dostatecznie
wyjasniona. W niektérych przypadkach wigzania -S-S- prawdopodobnie
utrzymujg naturalng strukture (38). Ponadto przypuszcza sie, ze jedno
z wigzan -S-S- a-amylazy u A.oryzae bierze udzial w tworzeniu jej
centrum aktywnego (91). Redukcja wszystkich mostkow -S-S- w a-amy-
lazie z A.oryzae powoduje catkowity zanik jej aktywnosci (76). Dla wigk-
szosci a-amylaz stwierdzono odwracalno$¢ proceséw denaturacji cieplnej
(90), swietlnej (82), wysokim cisnieniem (57) oraz 8M mocznikiem (35, 38).
a-Amylaza z A.oryzae po denaturacji 8M mocznikiem polegajgcej na
redukcyjnym rozrywaniu wigzan -S-S- odzyskiwata pierwotng konfor-
macje po rozciefnczeniu mocznika i utlenianiu na powietrzu (37), podobnie
jak rybonukleaza z trzustki (89), trypsyna (12) i inne biatka. Ciekawym
zjawiskiem jest katalityczne dziatanie jonéw Cu2+ zaréwno na utlenianie
grup -SH jak i na enzymatyczng aktywnos¢.

W oparciu o dane dotyczagce mechanizmu utleniania grup -SH
w zwigzkach niebiatkowych o niskim ciezarze czasteczkowym Ise -
mura iwsp. (38) proponujg schemat reakcji utleniania zredukowanego
biatka. Wedtug tego schematu elektrony z jonéw siarczkowych sg prze-
kazywane na jon miedziowy, koordynacyjnie zwigzany z odpowiednimi
rodnikami tancucha polipeptydowego, a nastepnie na tlen czasteczkowy,
czemu towarzyszy uwolnienie jonu miedziowego z kompleksu i potgczenie
reaktywnych atomow siarki w wigzanie dwusiarczkowe.

Wazng role w dziataniu amylazy z B. subtilis przypisuje sie resztom
histydyny. Wykazano, ze podstawienie 20—30'% reszt histydyny zawartej
w czasteczce hamuje dziatanie a-amylazy w 94% (54). Takze wskazuje
sie na udziat piersScienia imidazolowego histydyny w centrum aktywnym
a-amylaz ros$linnych (23).
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2. p-amylazy

Enzymy te wystepujg prawdopodobnie wytgcznie w roslinach.
Szczegdlnie dobrze poznano (3-amylazy z ziaren zbdz (pszenicy, jeczmienia
i zyta), soi i bulw topinamburu. Wszystkie (5-amylazy wykazujg zblizony
sktad aminokwasowy. Ciezary czgsteczkowe P-amylaz r6znego pochodze-
nia mieszczg sie w granicach od 59 000 (amylaza stodu) do 152 000
(amylazy z topinamburu). Dla P-amylazy z soi warto$¢ ta wynosi 61 700,
a z pszenicy 64 000. Wszystkie wykazujg stabo kwasny charakter.
W (3-amylazie z soi reszte N-kohAcowa stanowi kwas glutaminowy,
a C-koncowg — glicyna (20).

Niektore (3-amylazy okazaly sie niejednorodne. (3-Amylaze z ziarna
jeczmienia rozdzielono za pomocg chromatografii jonowymiennej na
cztery aktywne frakcje (43), za$ |3-amylaze z pszenicy na trzy sktadniki
A, B i E (79), roznigce sie ruchliwoscig elektroforetyczng i pH optymal-
nego dziatania. Sktadnik E zawiera wiecej glicyny i metioniny, a takze
wykazuje wyzszg aktywnos¢é wiasciwg od A i B. Jego liczba obrotéw wy-
nosi 14 200, podczas gdy sktadnika A i B— 11 800 (liczba wigzah gliko-
zydowych hydrolizowanych na 1 min. w 20°C (na mol E.).

P-Amylazy w przeciwienstwie do a-amylaz nie zawierajg jonbw me-
tali ani innych niebiatkowych kofaktoréw. P-Amylazy wykazujg obecnosé
gtownie grup -SH (a nie -S-S- jak a-amylazy); w enzymie z pszenicy wy-
stepuje réwniez jedno wiazanie -S-S- (79). Ro6zny stopien inaktywacji
enzymoOw roznego pochodzenia czynnikami utleniajgcymi $wiadczy ordznej
reaktywnos$ci poszczegdlnych grup -SH. Natomiast wszystkie (3-amylazy
tracg catkowicie swg aktywno$¢ pod wptywem HgCI2, AgNO03 J2 oraz
p-rteciobenzoesanu (PMB). Grupom -SH przypisuje sie stabilizujgce dzia-
tanie na strukture enzymu na podstawie ich zdolnosSci do tworzenia
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych typu N...H-S albo O..H-S
(21). Katalityczna rola grup -SH w P-amylazach nie jest catkowicie wy-
jasniona. Przypuszczano, ze grupy te wystepuja w aktywnym centrum
enzymu i biorg udzial w tworzeniu kompleksu enzym-substrat (ES) (17).
Jednak Gertler i Birk (21) na podstawie badah nad hamowaniem
|3-amylazy z soi przez PMB uwazajg, ze grupy -SH nie petnig takiej roli,
bowiem kolejne podstawienie grup -SH z utworzeniem siarczkbw nie
zmienia wartosSci statej Km. Zgodnie z réwnaniem:

ki k2
E+S"ES-»E + P,
k-i

Km zalezy od k™ k_xi k2i wynosi (k_1+ k2kLl

Jezeli przyjac, ze kompleks ES moze nie dysocjowaé i enzym bedzie
dziatat w kompleksie (6), wtedy Km = k~/ki = Ks, gdyz tworzenie kom-
pleksu ES bedzie praktycznie niezalezne od k2 Wykazano, ze podstawie-
nie grup -SH ma wptyw tylko na wartos¢ statej k2 Zalezno$¢ wartosci
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Km od pH w zakresie charakterystycznego dla grup -SH pK = 9,3—8,5
wskazuje, ze hamowanie przez PMB nie jest kompetycyjne. Poniewaz
P-amylazy dziatajg na zasadzie hydrolizy kwasowo-zasadnwej (81)
(w ktorej grupy kwasowe oddajg elektrony na tlen ostabiajgc w ten
sposob wiazanie C-O) za$ nie dysocjujace grupy -SH moga d2iata¢ jak
grupy kwasowe. Przypuszcza sie (21), ze biorg one bezposredni udziat
w rozrywaniu wigzania glikozydowego. Wiekszo$¢ P-amylaz inaktywuje
sie czynnikami utleniajgcymi grupy -SH, z wyjatkiem P-amylazy topi-
namburu, w ktorej grupy -SH sg zamaskowane (17).

Amylazy wykazujg optimum aktywnosci w zakresie pH 4—6. Dla
(3-amylazy soi optymalne pH wynosi 5—6 (20), dla réznych sktadnikéw
amylazy pszenicy — 4,6—6,2 (79), dla *-amylazy stodowej — 5,2 (17), za$
dla P-amylazy z bulw topinamburu — 55—6 (17). Amylazy w przeci-
wienistwie do a-amylaz wykazujg z reguly wiekszg trwato$¢ w niz-
szych pH.

Optimum temperatury lezy w granicach od 40—55°C. Wyjatek sta-
nowi P-amylaza z bulw topinamburu, ktoéra dziata najaktywniej podczas
powolnego wzrostu temperatury od 60—80°C (17). Dzieki tej wiasciwosci
(3-amylazy bulwy niektérych gatunkdw tej rosliny maja stodki smak po
ugotowaniu.

3. Glukoamylaza

Enzym ten katalizuje hydrolize wigzan a-1,4 i 1,6 glikozydowych,
odrywajac kolejno jednostki glukozy od nieredukujacego korica czasteczki
wielocukru. Podczas hydrolizy zarowno wigzania a-1,4 jak i a-1,6 zachodzi
przegrupowanie Waldena, wskutek czego powstaje glukoza w formie
6 (26, 62). Enzym ten jest wytwarzany przez mikroorganizmy, gtownie
przez niektére szczepy z rodzaju Aspergillus i Rhizopus (64, 85). Znale-
ziono go takze w stodzie jeczmiennym (43). Glukoamylaze wykrystali-
zowali po raz pierwszy Tsujisaka i wsp. w 1958 roku z R. delemar

Rys. 1. Krzywa szybkosci hydrolizy réznych substratéw przy pH 515 w tempera-
turze 15°C przez glukoamylaze z R.delemar wg (63)
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i A.niger (84). Ciezar czasteczkowy enzymu wynosi przypuszczalnie okoto
70 000 (63). Glukoamylaza z Rhizopus delemar wykazuje najwiekszg
aktywnos$¢ w pH 4—5i w temperaturze 40—50°C (62, 84). Enzym atakuje
réwnoczes$nie kilka tahcuchow czasteczki wielocukrowca, co ustalono
badajgc sktad produktow powstajagcych po hydrolizie znakowanych sub-
stratdow (65) Szybko$¢ hydrolizy jest zalezna od dtugosci tancucha glu-
kozydowego (rysunek 1).

Glukoamylaza katalizuje rozrywanie wigzania pomiedzy glikozydo-
wym atomem wegla glukozy i glikozydowym tlenem (15). Z warto$ci Km
i Vmax dla reakcji z maltozg zawierajgcg wigzania a-1,4 glikozydowe
i panozg zawierajgcg wigzania a-1,6 glikozydowe wynika, ze w czgsteczce
istnieje jedno centrum aktywne, ktore katalizuje hydrolize zaréwno wig-
zania a-1,4 jak i a-1,6 glikozydowego (28, 29). Izomaltoza dziata w reakcji
hydrolizy maltozy i panozy jako inhibitor kompetywny.

Il. Enzymy katalizujgce rozktad wiazan a-1,6 i a-1,3

6-Glukanohydrolaza amylopektyny (EC. 3.2.1.9) dziata na amylo-
pektyne i glikogen oraz na produkty ich rozktadu przez ~-amylazy i fos-
forylazy (46, 52). Katalizuje ona hydrolize wigzah a-i,6-glikozydowych,
odlegtych od siebie co najmniej o 5 jednostek glukozy. Enzym ten nie
dziata na oligosacharydy typu izomaltozy i panozy, ani na silnie rozgate-
ziony glikogen o wigzaniach-1,6, powtarzajgcych sie co 3—4 jednostki
glukozy (52). Przypuszcza sie zatem, ze jest on wigzany przez okreslong
liczbe jednostek glukozy w tancuchu wielocukrowca, a hydroliza naste-
puje tylko w przypadku natozenia sie¢ wigzania a-I,6-glikozydowego na
centrum aktywne enzymu. Glukozydaza amylopektynowa wystepuje
gtdwnie w roslinach. Optimum pH dla tego enzymu ze stodu wynosi
5,0—5,3 (52), natomiast dla enzymu z nasion bobu — 6,5—7,0 (30). Inhibi-
torami dla stodowej glukozydazy sg molibdenian amonu i chlorek rtecio-
wy, natomiast PMB nie hamuje jej dziatania (52).

6-Glukanohydrolaza oligodekstryn (EC. 3.2.1.10) katalizuje hydrolize
wigzania a-1,6-glikozydowego wytgcznie w niskoczgsteczkowych cukrow-
cach (46, 86). Nie dziata natomiast na glikogen ani na jego graniczne
dekstryny (46, 52).

Glukohydrolaza a-D-glukozydéw (EC. 3.2.1.20) zwana rowniez a-glu-
kozydaza lub maltazg, katalizuje hydrolize wigzan a-2,4-glikozydowych
tylko w kilkocukrowcach, na przyktad w maltozie i maltotriozie. Maltaza
katalizuje takze transglukozylacje (65). Enzym ten wyodrebniono
z drozdzy (25). Duze iloSci maltazy wytwarzane sg przez Rhizopus dele-
mar, oraz niektére szczepy z rodzaju A.niger i A.oryzae (88). Wystepuje
ona takze w stodzie jeczmiennym (39) i w watrobie zwierzecej i ludzkiej
(45).
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3-Glukohydrolaza a-2,3-glukozydéw (EC. 3.2.1.27) zwana potocznie
a-2,3-glukozydazg katalizuje hydrolize wigzan a-1,3-glikozydowych, jej
podstawowym substratem jest nigeroza. Wystepuje ona prawie w calym
Swiecie roslinnym (32).

6-Glukohydrolaza dekstryn (EC. 3.2.1.33) zwana dawniej amylo-2,6-
glukozydazg, katalizuje hydrolize wigzan a-2,6-glikozydowych w dek-
strynach o krotkich taricuchach bocznych. Najbardziej aktywnie dziata
na dekstryny glikogenu odznaczajace sie duzg czestotliwo$cig wigzan
-1,6- (47, 50). Wystepuje w mies$niach (47), w stodzie jeczmiennym (40,
51) i w niektorych szczepach z rodzaju Aspergillus (14). Optimum jej
dziatania lezy przy pH 7,2—7.,6.

I1l. Mechanizm dziatania amylaz

Niektére zagadnienia dotyczgce mechanizmu dziatania a- i |3-amylaz
przedstawiajg Nowotny (60) oraz Fischer i Stein (16)
i French (17). Zaréwno sposob dziatania enzyméw amylolitycznych
jak i mechanizm Kkatalizowanych przez nie reakcji nie jest dotychczas
catkowicie wyjasniony, miedzy innymi ze wzgledu na niedostatecznie
wyjasniong budowe podstawowych ich substratéw — skrobi i glikogenu.

Zaréwno a- jak i |3-amylazy wykazujg niskie powinowactwo do kilko-
cukrowcow, gdyz szybko$é hydrolizy jest nieproporcjonalna do stopnia
polimeryzacji substratu. Ze wzrostem ilosci jednostek cukru w tafncuchu
z 2->3->4 stopiehn hydrolizy wzrasta w stosunku 1:100 : 105 (81). Dzia-
tanie |3-amylazy na maltoze jest bardzo powolne, natomiast dla optymal-
nego dziatania enzymu wystarcza juz czasteczka o 4—6 jednostkach
glukozy w tafncuchu (18, 77).

Wiadomo od dawna, ze a-amylazy dziatajg na tanicuchy wewnetrzne
substratéw, a produktami reakcji sg poczatkowo wysokoczgsteczkowe
dekstryny, przechodzace w miare przebiegu reakcji w dekstryny nisko-
czasteczkowe. Po diugotrwatej hydrolizie wielocukrowcéw z udziatem
a-amylaz koncowymi produktami sg gtownie maltoza, maltotrioza, izo-
maltoza i glukoza.

Natomiast (3-amylazy dziatajag od strony nieredukujgcego konca ze-
wnetrznych tancuchow wielo- i kilkocukrowcow. Katalizujg one hydro-
lize co drugiego wigzania a-l,4-glikozydowego, az do miejsca rozgatezie-
nia tancucha. Produktem reakcji dziatania |3-amylazy na tancuchy nie-
rozgatezione cukrowcéw jest P-maltoza, natomiast na rozgatezione
czasteczki np. amylopektyny czy glikogenu — (5-maltoza i wysokoczas-
teczkowe tzw. dekstryny graniczne. Na podstawie analiz produktéw
hydrolizy wysunieto sugestie o kilku sposobach dziatania P-amylaz na
substraty (17). Zaktada sie, ze P-amylazy moga dziata¢ w sposob jedno-
tancuchowy, wielotancuchowy i wielokrotny. W sposobie jednotancucho-
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wym tancuchy substratu ulegaja kolejno catkowitej hydrolizie. W spo-
sobie wielotancuchowym natomiast enzym dziata na wiele czasteczek
substratu jednocze$nie, skracajgc je o kolejne jednostki maltozy. Po
oderwaniu czasteczki maltozy od danego tancucha enzym oddysocjowuje
i dziata na inny fancuch, proces ten powtarza sie wielokrotnie prowadzac
do hydrolizy kilku tancuchéw substratu jednocze$nie. Wielokrotne dzia-
tanie P-amylazy jest sposobem posrednim miedzy sposobami pojedynczym
i wielotancuchowym. W tym wypadku enzym po utworzeniu kompleksu
z okreslonej diugosci fragmentem czasteczki wielocukrowca oddysocjo-
wuje wraz z nim a nastepnie uwalnia kilka kolejnych jednostek maltozy
przez rozerwanie odpowiednich wigzan a-i,4-glukozydowych.

Podobnie jak dla (5-amylaz sugeruje sie réwniez mozliwo$¢ réznych
sposobéw dziatania i dla a-amylaz. Abdullach i wsp. (1) badajac
mechanizm rozktadu cyklicznych dekstryn Schardingera (cyklo G8 pod
wpltywem a-amylazy z trzustki wieprzowej stwierdzili, ze enzym rozklada
substrat nie oddysocjowujac od niego po rozerwaniu kazdego z wigzan
(rysunek 2). Przypuszczajg wiec, ze a-amylaza dziala w sposob wielo-
krotny. Pewnych danych o mechanizmie dziatania a-amylaz moga do-
starczy¢ prace poswiecone zjawisku tworzenia sie wieloczgsteczkowych
nierozpuszczalnych komplekséw z dekstrynami glikogenu (45, 48).

Rys. 2. Spos6b dziatania a-amylaza na dekstryny Schardingera (cyklo G8 wg (2)
E —enzym, Gs, G, i G8—wielocukry ztozone z 3, 5 i 8 reszt glukozy

Ciekawa pod wzgledem sposobu dziatania na substraty okazata sie
amylaza wyizolowana z Bacillus polimyxa (68). Enzym ten przypomina
sposobem dziatania zar6wno a jak i P-amylazy. Dziata on mianowicie na
skrobie, glikogen, oraz cykliczne dekstryny rozktadajagce wigzania
a-i,4-glikozydowe w zewnetrznych tafAcuchach, przy czym produktem
koncowym reakcji jest P-maltoza podobnie jak przy dziataniu f3-amylaz.
Enzym ten jednakze nie wymaga sasiedztwa nieredukujgcego konca, co
rézni go od typowych 3-amylaz. Ponadto od typowych (3-amylaz r6zni
go zdolno$¢ przeskakiwania przez wigzanie a-2,6-glikozydowe w rozga-
tezionym tafAcuchu substratu co z kolei upodabnia go do a-amylaz.
Chemizm reakcji hydrolizy prowadzonej przez a i P-amylazy rowniez
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poznano w niewielkim stopniu. Przypuszcza sie, ze a-amylazy rozrywajg
wigzanie glikozydowe pomiedzy weglem glikozydowym i tlenem, co
potwierdzono w badaniach z H218 (16). W pierwszej fazie nastepuje pro-
tonacja glikozydowego mostka tlenowego do jonu oksoniowego, a na-
stepnie zachodzi rozerwanie wigzania od strony Cx i tworzy sie posrednio
jon karboniowy. Enzym uwolniony z kompleksu wchodzi w reakcje ze
skrécong o U-X czasteczkg wielocukrowca.

Mechanizm dziatania P-amylaz oparty jest na hipotezie tzw. indukcyj-
nego dopasowania (ang. induced-fit) (17). Sugeruje sie niezbednos$¢ wolnej
grupy -OH przy C4od strony nieredukujgcego korica czasteczki substra-
téw. Prawdopodobnie grupa -OH w potgczeniu z grupa X czasteczki
enzymu nadaje pewng orientacje — indukuje dopasowanie sie enzymu
do substratu. Sugestii o niezbednosci wolnej grupy -OH od strony nie-
redukujgcego konca nie potwierdzity badania nad wigzaniem sie P-amy-
lazy na fragmentach wewnetrznych skrobi i na amylozie cyklicznej (81),
gdyz okazato sie, ze enzym moze tworzyé kompleks zarobwno z wewnetrz-
nymi fragmentami skrobi jak i cykloamylozg. Nie poznano takze blizej
natury grup A, B, X — katalitycznych grup enzymu.

IV. Metody wyodrebniania i oczyszczania

Jako wstepne etapy przy wyodrebnianiu i oczyszczaniu enzymoéw amy-
lolitycznych stosuje sie najczesSciej: frakcjonowane wytrgcanie za pomocg
soli nieorganicznych gtdwnie siarczanu amonu (22, 40, 43, 58, 68), za po-
mocg rozpuszczalnikéw organicznych, gtdéwnie acetonu (24, 58, 68) oraz
selektywng denaturacje zanieczyszczen przez ogrzewanie do odpowiedniej
temperatury (24, 43, 58). W 1948 roku B a 1ls i wsp. (7) za pomocag wielo-
krotnego wysolenia siarczanem amonu oczyscili P-amylaze z topinamburu.
Metode Ballsa i wsp. zmodyfikowano nastepnie (11, 58) osiggajac okoto
30-krotne oczyszczenie enzymu.

Halvorson i Ellias (25 za pomocg wstepnej denaturacji
cieplnej w 70°C oczyscili a-amylaze z soi, stodu i jeczmienia od P-amy-
lazy. Greenwood i wsp. (23) stosujac ekstrakcje chlorkiem wapnia
i n-oktanolem, stragcanie acetonem oraz adsorbcje na glikogenie, oczyscili
700-krotnie a-amylaze z nasion bobu. Obecnie coraz czesciej do wstepnego
oczyszczania i rozdziatu amylaz stosuje sie sgczenie na réznego rodzaju
zelach dekstranowych typu Sephadex (8, 20, 43, 91), a takze chromato-
grafie kolumnowa na modyfikowanych wymieniaczach celulozowych.
Szczego6lnie przydatng okazata sie dwuetyloaminoetyloceluloza (DEAE-
celuloza) (20, 64, 78, 81, 91) i karboksymetyloceluloza (CM-celuloza) (20).

Stosujgc chromatografie kolumnowg na DE.AE-celulozie Toda
i Akabori (81) oczyscili do stanu jednorodnos$ci krystaliczng a-amy-
laze z preparatu handlowego, a Tkachuk i Tipples (78) rozdzielili
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P-amylaze z maki pszenicy na trzy skiadniki A, B i E. Stosujac staby
anionit, duolit A-2, wydzielono z oczyszczonego preparatu handlowego
(,Taka-diastazy”) dwie frakcje maltazy — maltaze | i maltaze Il (56).
Krzyzanowski (44) stosujac DEAE-Sephadex A-50 w jednym
z etapow koncowych oczyszczania a-amylazy z miesni szkieletowych
krdlika uzyskat 1340-krotne oczyszczenie enzymu.

V. Zastosowanie

Jednym z podstawowych czynnikéw wpiywajacych na tak szybki
rozwo6j badan nad wiasciwosSciami i oczyszczaniem enzyméw amyloli-
tycznych jest ich coraz bardziej powszechne zastosowanie w szeregu
gatezi przemystu spozywczego. Dlatego w zakonczeniu tego artykutu na-
lezy wspomnie¢ o najwazniejszych procesach technologicznych, w ktérych
sg one uzytkowane.

Ogdlnie biorgc zastepowanie procesdw chemicznych enzymatycznymi
wynika z nastepujacych wiasciwosci tych ostatnich:

1. enzymy dzieki specyficznosci katalizujg $cisle okre$lone reakcje,

2. dziatajg w tagodnych warunkach, co zwieksza wydajno$¢ gotowego
produktu i zachowania w nim waznych skiadnikéow odzywczych

3. procesy moga by¢ tatwo przerwane w odpowiednim momencie, a ich
szybko$¢ moze byé regulowana

4. produkcja przemystowa preparatow enzymatycznych jest tania, gdyz
opiera sie na prostych surowcach odpadkowych

5. dodatek tych preparatow nie jest szkodliwy i nie powoduje obnizenia
smaku produktow.

Podstawowymi Zrédtami enzymow amylolitycznych sg hodowle pleéni
rodzajow Aspergillus oraz niektérych bakterii, na przyktad Bacillus
subtilis.

Najwieksze znaczenie posiadajg enzymy amylolityczne w przemysle
fermentacyjnym, piekarskim i skrobiowym. W procesach fermentacyj-
nych (gorzelnictwo, piekarstwo) enzymy te stosuje sie w celu zastgpienia
kosztownego stodu tanszymi surowcami zbozowymi oraz poprawienia
wydajnosci i ekonomiki procesu fermentacji alkoholowej (5, 9, 49, 66,
67, 69, 87). W przemysle piekarskim stosuje sie zaleznie od wymagan pro-
dukowanego pieczywa preparaty o réoznym sktadzie enzymatycznym (sto-
sunek a- do (3-amylazy) oraz o r6znej odpornosci na temperature (termo-
stabilne enzymy bakteryjne lub labilne plesniowe). Ma to na celu regulo-
wanie szybkosci procesu fermentacji ciasta i uzyskanie w ten sposéb
witasciwej struktury pieczywa (67, 70). Wreszcie w przemys$le skrobiowym
(syropiarstwo, otrzymywanie glukozy) proces enzymatyczny zastepuje
mniej korzystng hydrolize kwasowa, a ponadto dobdér odpowiedniego
sktadu enzymatycznego preparatéw amylolitycznych pozwala uzyskiwac
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bogatszy asortyment syropdw i wieksze wydajnosci glukozy przy zastoso-
waniu glukoamylazy (42, 58, 67, 68).

Te i szereg innych zastosowan doprowadzity do produkcji enzymow
amylolitycznych w iloSciach tysiecy ton rocznie, przy czym na ogét otrzy-
muje sie preparaty o stosunkowo niskiej czystosci.
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ALICJA K. DRABIKOWSKA*

Biologiczne funkcje chinondéw

Biological Function of Quinones

Distribution of quinones and the concept of their function in some organisms
are presented.

Chinony nalezg do dwuketonéw, pochodnych cykloheksadienu-1,4
(wzor 1). Funkcyjne grupy karbonylowe mogg znajdowa¢ sie w tym
samym lub, w przypadku pierscieni skondensowanych, w dwdch réznych
pierScieniach. Chinony tatwo ulegajg redukcji do hydrochinondéw. Przy-
puszczalny mechanizm tej reakcji przedstawia schemat 1. W rdwno-
czasteczkowej mieszaninie chinonu i hydrochinonu powstaje chinhydron
(wzbr 11).

Chinony sa sktadnikami zaréwno organizmoéw zwierzecych jak
i roSlinnych. Do tej pory w przyrodzie zidentyfikowano okoto 200 roz-
nych chinonow, wsréd ktérych mozna wyrozni¢ trzy zasadnicze grupy:
1) benzochinony, 2) naftochinony, 3) chinony bedace posrednikami
w przemianach tyrozyny i tryptofanu. Chinony dwdch pierwszych grup
biorg udzial w procesach utleniania i magazynowania energii. Biologiczng

@)

0
o

Schemat 1. Przypuszczalny mechanizm redukcji chinonéw

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
Wykaz stosowanych skrétéw: PQ — plastochinon, MK — menachinon (wita-
mina K2
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aktywnos$¢ tych zwigzkéw warunkujg zaréwno rodzaj i podstawniki
pierScienia aromatycznego, jak i tancuch boczny. Najlepiej wyjasniona
jest rola ubichinondéw, plastochinonéw i witamin K i im przede wszystkim
poswiecony jest niniejszy artykut.

I. Benzochinony

1. Ubichinony

Ubichinony (Koenzym Q, wzo6r Ill) sg najbardziej rozpowszechnio-
nymi w przyrodzie chinonami. Do niedawna uwazano, ze naturalne ubi-
chinony zawierajg 10, 9, 8, 7, 6 i 5 jednostek izoprenowych. Ostatnio (34)
wyodrebniono takze homologi ubichinonu wystepujace jednak w ilosciach
okoto 500—1000 razy mniejszych, zawierajgce jedng, dwie, trzy i cztery
jednostki izoprenowe. Obecnos$é ubichinonéw z bocznym tafAcuchem
0 réznej diugosci Swiadczy o niskiej specyficznosci enzymow alkilujgcych.
Ubichinony wystepujg gtéwnie w strukturach podkomoérkowych. U zwie-
rzat zawierajg je mitochondria (43) i mikrosomy (79), w ktérych tancuch
oddechowy jest prawdopodobnie zwigzany =z lipoproteidowg frakcjg
membranowgq (37) oraz jadra komdrek watroby (54); znaleziono je takze
w supernatancie po odwirowaniu mikrosomow, zawierajagcym nie-
wrazliwg na antymycyne reduktaze zred. NAD: cytochrom c¢ (24); sta-
nowig rowniez sktadnik rozpuszczalnej oksydazy aldehydowej (77).
Diplock i Haslewood (32) oznaczyli u réznych gatunkéw kre-
gowcow zawarto$¢ ubichinonéw i sugerujg, ze ich ilos¢ w tkankach
zwieksza sie wraz z rozwojem ewolucyjnym zwierzat.

\%
VI
U roélin ubichinony wystepuja we frakcji lzejszych czastek, ktore
mogg odpowiada¢ mitochondriom lub mikrosomom, a szczeg6lnie duze
ilosci znajdujg sie w $cianach komdrkowych.
U bakterii ubichinony znajduja sie w réznych czastkach transportu-
jacych elektrony (9), a takze w chromatoforach tych sposréd fotosyntety-
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zujacych bakterii, ktére zawierajg catkowity aparat do zamiany energii
Swietlnej w chemiczng (101). U pewnych bakterii zamiast ubichinonow
wystepuje menachinon (witamina K2 (55). Ze wzgledu na zawarto$¢ tych
chinondw bakterie mozna podzieli¢ na cztery grupy: 1) zawierajace tylko
ubichinon, 2) tylko menachinon, 3) zar6wno ubichinon jak i menachinon,
4) nie zawierajgce zadnego chinonu. W tej klasyfikacji nie mieszczg sie
bakterie fotosyntetyzujace.

Wystepowanie ubichinonéw gtéwnie w mitochondriach i to w stosun-
kowo duzych iloSciach wskazywato na ich udziat w transporcie elektro-
ndéw (patrz artykuty przeglagdowe (92, 93)). Potwierdzeniem tej hipotezy
jest cykliczna oksydoredukcja ubichinonu w preparatach mitochondrial-
nych w czasie utleniania substratow cyklu kwaséw tréjkarboksylowych
(26, 50. Redfearn i Pumphrey (83) wykazali, ze szybkosé
redukcji ubichinonu mitochondrialnego w obecnosci bursztynianu i zred.
NAD jest znacznie mniejsza niz szybko$¢ utleniania tych substratow
przez odpowiednie oksydazy. Zdaniem tych autor6w ubichinon stanowi
boczne ogniwo tafncucha oddechowego, biorgce udziat w utlenianiu sub-
stratbw mitochondrialnych. Badajac kinetyke utleniania i redukcji ubi-
chinonu mitochondrialnego in situ w preparatach fosforylujgcych i nie-
fosforylujacych Chance (18) doszedt do wniosku, ze przenoszenie
elektronéw w tancuchu oddechowym moze zachodzi¢ w dwojaki sposéb.
W mitochondriach fosforylujagcych transport elektronéw przebiega gtéw-
nie przez cytochrom b, a w nieznacznej tylko mierze przez ubichinon.
Natomiast w mitochondriach niefosforylujgcych ubichinon, zajmujgcy
pozycje pomiedzy flawing a miejscem wrazliwym na antymycyne A, jest
przenosnikiem prawie catej ilosci elektrondw z substratow na ukiad cyto-
chromowy. Tylko niewielka ilos¢ elektron6w jest przenoszona przez
cytochrom b, ktéry przejmuje je prawdopodobnie wprost z flawiny, po-
dobnie jak cytochrom b2 (19).

Odmienny poglad na role ubichinonu reprezentuje Green (42),
wedtug ktérego zmiany oksydoredukcyjne ubichinonu sg tego samego
rzedu co zmiany oksydoredukcyjne innych skfadnikow taricucha odde-
chowego. Na tej podstawie uwaza, ze ubichinon jest jednym z gtéwnych
ogniw tancucha oddechowego. Takze wyniki badaAh Szarkowskiej
i Klinge nberga (95 wskazujg, ze ubichinon znajduje sie na gtow-
nej drodze utleniania fizjologicznych substratdw. Wydaje sie, ze sprzecz-
no$¢ danych o jego roli jest wynikiem przede wszystkim stosowania réz-
nych metod oznaczania stanu oksydoredukcyjnego ubichinonu i uzywania
do badan réznego materiatu. Prawdziwg poczatkowa szybko$é redukcji
ubichinonu trudno oznaczy¢, gdyz przecietnie jego ilos¢ jest okoto 10 razy
wieksza niz cytochroméw a lub b. Zatem gdy zaledwie 10% ubichinonu
ulegnie redukcji przez substrat, cytochromy sg juz catkowicie zreduko-
wane. Wedlug Krogera i Klingenberga (59 oksydoredukcyjne
zmiany ubichinonu odpowiadajg zmianom innych komponent tancucha

5*
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oddechowego, za$ stopien redukcji ubichinonu przemawia za umieszcze-
niem go pomiedzy flawing a cytochromem b. Szybko$¢ zmian oksydo-
redukcyjnych ubichinonu w réznych stanach funkcjonalnych mito-
chondriéw, jest taka sama jak NAD i cytochromu b. Jedynie przy
przejSciu do stanu aktywnego stan oksydoredukcyjny cytochromu
b ustala sie nieco wczesniej niz ubichinonu i NAD, co mozna ttumaczy¢
ich stosunkowo duzym stezeniem molarnym. Ubichinon jako grupa pro-
stetyczna nie jest, podobnie jak NAD, mocno zwigzany z biatkiem. Jego
nadmierna w stosunku do innych komponent tancucha oddechowego ilos¢
stuzy by¢ moze jako ,zbiornik” dla protonéw dostarczanych przez rézne
enzymy flawinowe. Znajdujac sie w warstwie lipidowej btony moze sta-
nowi¢ ,ruchomy” pomost pomiedzy silnie zwigzanymi ze strukturg mito-
chondriéw enzymami flawinowymi a uktadem cytochromowym.

Role ubichinonu w transporcie elektronéw probowano wyjasni¢ ba-
dajac aktywno$¢ mitochondriéw i preparatéw submitochondrialnych po-
zbawionych ubichinonu za pomocg ekstrakcji izooktanem (19, 26) lub
acetonem (62, 63). Mitochondria takie tracg zdolno$¢ przenoszenia elek-
trondw z bursztynianu na tlen. Préby przywrdécenia tej aktywnosci przez
dodanie ubichinonu daty jednak rowniez wyniki niejednoznaczne.

Lester i Fleischer (63) stwierdzili, ze ekstrahowane mito-
chondria odzyskujg aktywnos$¢ po dodaniu ubichinonu lub jego homo-
logdw. Interesujagce byto, ze aktywno$¢ oksydazy bursztynianowej
zwiekszat jednoczesny dodatek cytochromu ¢ mimo, ze mitochondria
przed i po ekstrakcji zawieraty te samg ilo$¢ cytochromu c. Wedtug
Redfearna i Burgosa (80) juz dodanie samego cytochromu
¢ przywraca 40°/o aktywnosci, ktdrg wykazujg mitochondria w obecnosci
cytochromu c¢ i ubichinonu. Transport elektronéw w takich mitochon-
driach jest hamowany przez antymycyne A. W mitochondriach pozba-
wionych ubichinonu dodanie bursztynianu powoduje znaczng redukcje
cytochromu cx i b, natomiast matg — cytochromu a i a3 Autorzy ci
przypuszczajg wiec, ze ubichinon lezy na bocznym torze transportu elek-
tronéw, a utlenianie bursztynianu w obecnosci cytochromu c¢ przebiega
na drodze niezaleznej od ubichinonu, ktéra moze takze funkcjonowac
w normalnych warunkach fizjologicznych.

Natomiast wedlug Goldbergera i Greena (48) dodanie sa-
mego cytochromu c¢ nie przywraca aktywnos$ci preparatom ekstrahowa-
nym a dodanie bursztynianu nie powoduje redukcji cytochromu b. Wska-
zywatoby to, ze ubichinon jest funkcjonalnym sktadnikiem #tancucha
oddechowego, znajdujagcym sie na gtownej drodze transportu elektronéw.
W krytycznej ocenie tych wynikow nalezy wzig¢ pod uwage mozliwosé
zmian konformacyjnych, rozpadu lub przemieszczenia komponent tan-
cucha oddechowego podczas ekstrakcji. By¢é moze, wskutek zmian tego
rodzaju mogg powstawa¢ nowe, niefizjologiczne drogi transportu elek-
trondw. Zastanawiajgce jest jednak, ze pozbawione ubichinonu uklady
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wykazujg duza specyficznos¢ w stosunku do katalitycznych ilosci ubichi-
nonu (Qio) oraz te samg wrazliwo$¢ na inhibitory taincucha co preparaty
wyjsciowe.

Rola ubichinonu w utlenianiu zred. NAD dtugi czas byta niejasna
(26, 106), gdyz dodanie ubichinonu (QiQ do mitochondriéw ekstrahowa-
nych izooktanem Ilub acetonem nie przywracato aktywnos$ci oksydazy
zred. NAD. W roku 1966 Szarkowska (94) zastosowata do ekstrakcji
zliofilizowamych mitochondriéw n-pentan, ktory usuwa catkowicie ubi-
chinon, a nie inaktywuje enzymu. Takie mitochondria utleniajg zred.
NAD i bursztynian dopiero po dodaniu ubichinonu (Qi0. Szybkos$¢ utle-
niania substratow przez odtworzony ukilad enzymatyczny zwieksza sie
po dodaniu wyekstrahowanych fosfolipidbw mitochondrialnych, ktére
stwarzajgq prawdopodobnie odpowiednie $rodowisko dla dziatania nieroz-
puszczalnego w wodzie, egzogennego ubichinonu (Q10) z aktywnymi cen-
trami enzymu. Swiadczytoby o tym odtworzenie aktywno$ci oksydazy
zred. NAD przez rozpuszczalne homologi o krdtszym tancuchu izopre-
nowym w nieobecnosci fosfolipiddw.

Mozliwos¢ specyficznego odtwarzania aktywnos$ci oksydazy burszty-
nianowej i zred. NAD przez dodanie ubichinonu a takze kinetyka reakcji
ubichinonu w mitochondriach (59) wskazujg jednoznacznie na kluczowa
role tego sktadnika w tafcuchu przenoszacym elektrony z substratu na
tlen, za$ rozbiezno$¢ wynikoéw uzyskiwanych przez rézne pracownie moze
okazaé sie tylko pozorna w Swietle dalszych badan.

2. Plastichinony

U rodlin we frakcji lipidowej chloroplastow wystepujg cztery tak
zwane plastochinony: PQ-A, PQ-B, PQ-C i PQ-D o tych samych maksi-
mach absorpcji przy 255 i 263 nm, a chromatograficznie rézne (52). Ba-
dania w spektrografie masowym (30, 31) oraz pomiary w podczerwieni
(22) wyjasnity szczeg6ty ich budowy. Kazdy z nich zawiera pierscien
benzenowy i tahcuch zbudowany z dziewieciu jednostek izoprenowych.
Ro6znice w budowie dotycza jedynie podstawnikéw w tym ‘tancuchu.
W plastochinonie A, odkrytym w 1946 roku (58) i zidentyfikowanym
jako 2,3-dwumetylo-5-solanezylo-benzochinon (100), (wzér 1V) wszystkie
izoprenowe jednostki sg nienasycone. Poczatkowo przypuszczano, ze
PQ-B ma o dwa atomy wodoru mniej w drugiej jednostce izoprenowej
niz PQ-A, jednak okazato sie (31, 47), ze jest on pochodng plastochinonu
C zestryfikowang kwasem o 16 atomach wegla, zawierajgcym jedno nie-
nasycone wigzanie. Za pomocg chromatografii cienkowarstwowej oraz
kolumnowej udato sie rozdzieli¢ PQ-B na sze$¢ homologéw, wykazuja-
cych to samo widmo w ultrafiolecie: PQ-B!, PQ-B2 PQ-B3 PQ-B4 PQ-B5
PQ-B6 (47). Prawdopodobnie sg to izomery PQ-B réznigce sie tylko po-
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zycja grupy estrowej w izoprenowym taficuchu bocznym. Plastochinon C
zawiera grupe hydroksylowg w tancuchu bocznym, a plastochinon D jest
prawdopodobnie jego izomerem. Rozdzielono je na sze$¢ sktadnikow (47),
ktore roznig sie prawdopodobnie potozeniem grupy hydroksylowej
w taficuchu izoprenowym.

Plastochinony A i B wystepujg u roslin wyzszych w duzych ilosciach,
natomiast plastochinony C i D tylko w nieznacznych. Glony nie zawierajg
plastochinonu A (35). Przed kilku laty wyizolowano z Msci drzewa kau-
czukowego takze plastochromanol (105), powstajacy prawdopodobnie
z plastochinonu. Jego funkcja nie jest dotad poznana. Plastochinony sku-
pione sg gtownie w lamelach chloroplastéw zawierajgcych duzg ilos$¢
lipidéw, ktérym dotychczas nie udato sie przypisa¢ okre$lonej funkcji me-
tabolicznej (2a, 46). Prawie 90°/0 tych chinonéw wystepuje w oczyszczonej
frakcji lamel (4). Duze stezenie plastochinonéw w chloroplastach roslin
wyzszych i glonéw nasuwato mys$l o ich waznej funkcji w procesie
fotosyntezy. Wyniki réznych doswiadczen wykazaty, ze petnig one role
sktadnika oksydoredukcyjnego w transporcie elektronow zwigzanym
z przemiang energii Swietlnej w energie chemiczng, a ponadto okreslity
ich miejsce w kompleksie enzymatycznym transportujgcym elektrony.
W roku 1957 Lynch i French (65 stwierdzili, ze chloroplasty
ekstrahowane rozpuszczalnikami ttuszczowymi tracg zdolnos¢ utleniania
i odzyskujg ja po dodaniu frakcji wyekstrahowanych lipidow, a S$cidlej
zawartego w niej plastochinonu (6, 7, 60).

Wedtug Redfearna i Frienda (82) fotoredukcja sztucznych
akceptorow przez chloroplasty zanika catkowicie juz po wyekstrahowaniu
40°/o plastochinonu, a dodanie egzogennego plastochinonu przywraca za-
ledwie w niewielkim stopniu pierwotng aktywno$é. Trebst i wsp.
(97, 98) wykazali, ze usuniecie rozpuszczalnikami tluszczowymi 70°0
plastochinonu powoduje zanik fotoredukcji zelazicyjanku, natomiast nie
zmienia redukcji NADP, ktora ustaje dopiero w wyniku dalszej eks-
trakcji. Sugerujg oni istnienie dwodch miejsc dziatania chinonow
(schemat 2). Jedno z nich znajdowatoby sie w miejscu tancucha, z kté-
rego elektrony przenoszone sg na zelazicyjanek, drugie natomiast w tej
czesci tancucha, ktora uczestniczy w redukcji NADP. Hipoteze te po-
twierdza zachowanie sie wyekstrahowanych chloroplastéw wobec egzo-
gennych chinondw: redukcja NADP zachodzi wytgcznie po dodaniu
plastochinonu, natomiast redukcja zelazicyjanku zaréwno po dodaniu
plastochinonu A jak i innych niespecyficznych chinonow.

NADP — Fd — (1) @ H2Q

Schemat 2. Lokalizacja chinonéw w fotosyntetycznym transporcie elektronéw
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Henninger i Crane (53) ustalili, ze zdolno$¢ ekstrahowanych
heptanem chloroplastow do redukcji indofenolu zaledwie w nieznacznym
stopniu przywraca sam plastochinon A lub C. Znacznie wigkszg redukcje
powoduje jednoczesne dodanie obu tych chinonéw. Autorzy uwazaja, ze
zmniejszenie szybkosci fotoredukcji indofenolu i NADP w obecnosci ukta-
du redukujacego: askorbinian + indofenol jest wynikiem wyekstrahowa-
nia catej ilosci PQ-C. Fotoredukcje indofenolu przywracajg juz nieznaczne
iloSci PQ-A oraz PQ-C, przy czym ilo§¢ PQ-C potrzebna do uzyskania
maksymalnej fotoredukcji jest dziesie¢ razy mniejsza mz PQ-A. PQ-B
moze zastgpi¢ PQ-C. Inne chinony wystepujace w chloroplastach jak
PQ-D, a-tokoferolochinon i witamina Kx nie przywracajg chloroplastom
aktywnosci utraconej przez ekstrakcje. Wyniki te wskazujg, ze obydwa
plastochinony wchodza w skiad gtdwnego tancucha fotosyntetycznego
transportu elektrondw. Wedtug autorow plastochinon C zlokalizowany
jest za plastochinonen A w miejscu, w ktérym elektrony z indofenolu
wprowadzane sg do tancucha (schemat 3). Do podobnego wniosku doszli

Arnon i Crane (1) stosujagc do ekstrakcji aceton zamiast heptanu.
askorbinian
indofenol
NADP -*— (D --—-PO.-C-*— PO.-A-— — H20 ,

|
T
zelazicyjanek

Schemat 3. Lokalizacja plastochinonu A i C w fotosyntetycznym transporcie elek-
tronéw

Dane réznych autor6w o stopniu uszkodzenia taricucha oraz rekon-
strukcji uktadu transportujacego elektrony w chloroplastach ekstraho-
wanych rozpuszczalnikami usuwajacymi plastochinon sg rozbiezne. Mozna
byto przypuszczaé, ze przyczyng tego jest stosowanie réznej procedury
ekstrakcji. Ostatnio W ood i wsp. (109) wykazali, ze plastochinony od-
twarzajg tylko pewng cze$¢ aktywnosci pierwotnej chloroplastow nigdy nie
rowng aktywnosci wyjsciowej. W znacznie wiekszym stopniu aktywnos$é
pierwotng przywracajg naturalne ekstrakty lipidowe, co $wiadczy, ze
petna aktywno$¢ chloroplastow uwarunkowana jest obecno$cig innych
substancji poza plastochinonami znajdujacych sie w ekstrakcie. To ttu-
maczytoby wyniki Redfearna i Frienda (82), ktdrzy przez do-
danie plastochinonéw otrzymywali tylko 400 aktywnoS$ci pierwotnej.
Prawdopodobnie ekstrahowanie chloroplastéw usuwa lub rozktada inne
jeszcze czynniki. W lipidowej frakcji chloroplastéw znaleziono zreduko-
wang forme plastochinonu, nie jest to jednak jedyny obecny w ekstrakcie
czynnik. Stwierdzono poza tym, ze zredukowany plastochinon przywra-
ca w znacznie, wiekszym stopniu fotoredukcje niz forma utlenio-
na. Moznaby to tlumaczy¢ wiekszg zdolnoscig przenikania formy
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zredukowanej do wiasciwego miejsca w tahncuchu, gdyz ma ona bardziej
hydrofilowy charakter niz forma utleniona chinonu.

W badaniach nad funkcjg plastochinonu w fotosyntetycznym tran-
sporcie elektronéw oprécz metody ekstrakcji i rekonstrukcji przez doda-
nie egzogennego plastochinonu stosowano jeszcze dwie inne metody.
Jedna z nich polegata na bezposrednim pomiarze spektrofotometrycznym
szybko zachodzgcych zmian oksydoredukcyjnych plastochinonu w catych
strukturach komorkowych, lub nawet calych komérkach, druga za$ —
na pomiarze stanu oksydoredukcyjnego plastochinonu wyekstrahowanego
z chloroplastéw znajdujgcych sie w roznych stanach metabolicznych.

Plastochinon w chloroplastach ulega redukcji pod wptywem Swiatta
a utlenieniu w ciemnosci (25, 81). Rumbe rg i wsp. (84, 85) oraz Witt
i wsp. (108) zastosowali metode analizy blyskowej do badania zmian
widma poszczeg6lnych skiadnikéw ‘tancucha transportu elektronow
w catych komdérkach Chlorella lub izolowanych chloroplastach szpinaku.
Zmiany absorpcji plastochinonu rejestrowano przy 254 nm w obecnosci
Swiatta o dtugosci fali krotszej niz 700 nm. Pod wplywem tego Swiatta
nastepujg zmiany oksydoredukcyjne plastochinonu co wskazuje na jego
lokalizacje w Il-im systemie przenoszacym elektrony (schemat 4).

ATP ADP+P | q?2
' gV
Nf\DPFd —Z—Chi-de—ICyt-H—Cyt—b+'\PQ"-Chl—an"Y -—HzO
SsystemU A system T < 7z
hji Chl-b  hjD
A< 730 nm A<700nm

Schemat 4. Fotosyntetyczny transport elektronéw wg (105)
Fd — ferredoksyna, Z — chemicznie niezidentyfikowany przenos$nik elektronéw, PQ — plastochi-

non, Y —chemicznie niezidentyfikowany przeno$nik elektronow

Zmianom absorpcji plastochinonu towarzyszy zawsze rdwnoczesna
zmiana absorpcji przy 513 nm, ktorg przypisuje sie chlorofilowi b. Obydwa
zwigzki zachowujg sie identycznie w roznych stanach metabolicznych
i wykazujg taki sam potencjat oksydoredukcyjny, okoto 0V (107). Re-
akcji oksydoredukcyjnych tych zwigzkéw nie udato sie rozdzieli¢ w czasie.
Ekstrakcja plastochinonu powoduje zanik widma chlorofilu b, ktére po-
jawia sie znéw po dodaniu egzogennego plastochinonu (104). Poniewaz
usuniecie chlorofilu b nie powoduje zadnych zmian w transporcie elek-
tronéw ani w zachowaniu sie plastochinonu wydaje sie, ze chlorofil b lezy
na bocznym torze. W obecnosci zelazicyjanku lub zelazicyjanku i indo-
fenolu zredukowany plastochinon w chloroplastach jest utleniany po-
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nownie, prawdopodobnie przez chlorofil b lub powoli przez tlen. Po do-
daniu chlorofenylodwumetylomocznika, ktéry hamuje doptyw elektro-
néw z wody i w obecnosci uktadu redukujacego: indofenol + askor-
binian, dostarczajacego elektron6w do tancucha tuz przed pierwsza
reakcjg Swietlng, mozna zaobserwowaé wyrazng redukcje chlorofilu
b i plastochinonu. Wskazywatoby to na odwrotny transport elektronéw
w tym uktadzie.

Udziat plastochinonu w fotosyntetycznym procesie transportu elek-
tronéw wigze sie z zagadnieniem fosforylacji, ktéra weditug przyjetego
pogladu zachodzi pomiedzy cytochromem b a cytochromem f. Krog-
man i Olivero (60) wykazali, ze po wyekstrahowaniu plastochinonu
reakcja fosforylacji cyklicznej nie zachodzi, ale moze by¢ odtworzona
przez dodanie plastochinonu A lub jego homologéw o taricuchu izopre-
nowym sktadajacym sie z nie mniej niz czterech jednostek izoprenowych.
Takze Trebst i Pistorius (99) stwierdzili zanikanie fosforylacji
cyklicznej wraz z rozktadem plastochinonu wywotanym naswietlaniem.

Nadmiar plastochinonu w chloroplastach w stosunku do innych skiad-
nikow tancucha ttumaczy chemiosmotyczna teoria fosforylacji Mit-
chella (74). Wedtug niej przeno$nikami protonéw moga by¢ chinony
0 lipofilowych witasnosciach, a elektron6w — uktad cytochromowy. Tran-
sport elektronow zachodzi poprzez bione na nieznany dotychczas akceptor.
W wyniku tego transportu nastepuje akumulacja jonéw wodorowych na
wewnetrznej powierzchni btony, a jondw hydroksylowych <ma zewnetrz-
nej. ATP powstaje z ADP i fosforanu nieorganicznego przez odszczepienie
wody, ktérej jony wodorowe i hydroksylowe zobojetniajg odpowiednie
tadunki btony. W procesie tym plastochinon stanowi pule rezerwowg pro-
tondw, a jego duzy nadmiar w poréwnaniu z innymi skiadnikami tan-
cucha wywotuje wysoki potencjat btony.

3. Inne benzochinony i ich rola

W roku 1957 Barbier i Lederer (3) wyodrebnili p-benzochinon
ze stonogi. Fieser i Ardoa (38) znalezli jego pochodne w wydzie-
linie pajeczakdw (Gonyleptine): dominujgcym skiadnikiem jest 2,3-dwu-
metylobenzochinon, w mniejszych ilosciach wystepuja 2,5-dwumetylo-
1 2,3,5-trojmetylobenzochinon. Wydzielina ta dziata bakteriostatycznie
na gramdodatnie i gramujemne bakterie oraz na pierwotniaki. Chinony
wykazujgce in vitro bakteriostatyczne witasnosci wyodrebniono takze
z kietkdw pszenicy poddanych fermentacji (23). Zidentyfikowano je jako
metoksy-p-benzochinon oraz 2,6-dwumetoksy-p-benzochinon.

Z kietkbdw pszenicy Jong i wsp. (56) wyodrebnili monoglukozyd
2-metoksyhydrochinonu i 2,6-dwumetoksyhydrochinonu. Po hydrolizie
te hydrochinony w obecnosci tlenu tatwo utleniajg sie do odpowiednich
benzochinonéw. Podobnie jak i innym glukozydom, autorzy przypisuja
im role czynnika odtruwajgcego. Zwigzany z glukozg metoksybenzo-
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chinon jest fizjologicznie nieczynny. Pod wptywem odpowiednich enzy-
mow glukozydy te moga ulegaé hydrolizie a ich produkty dziata¢ jako
regulatory procesow metabolicznych. Prawdopodobnie w okreslonym
etapie rozwoju rosliny dominuje jede<n z proceséw: hydroliza glukozydu
lub jego tworzenie.

W wielu tkankach roslin wystepuje tokoferol (witamina E) (wz6r V)
i jego forma utleniona, a-tokoferolochinon. W chloroplastach wystepuje
a-tokoferolochinon w znacznych, za$ P- i 7- tylko w sladowych ilosciach
(16). Obecnos¢ tokoferolu stwierdzono takze w tkankach zwierzecych.
Nad udziatem tokoferolu w utlenianiu tkankowym i jego przemiang do
tokoferolochinonu szeroko dyskutowato wielu badaczy. Poczatkowo
sadzono, ze petni on role w procesach utleniania tkankowego, funkcjo-
nujac w odwracalnym systemie utleniajacym, w ktérym zachodzitoby
kolejno utlenianie do chinonu i cyklizacja do chromainolu. Badania
Slatera (91) oraz Green a (45 wskazujg jednak, ze witamina E nie
jest przenos$nikiem elektrondw, cho¢ nie wykluczajg jej udziatu w oksy-
dacyjnej fosforylacji. Przypuszcza sie, ze tokoferolochinon moze petnic
role czynnika C w proponowanych schematach oksydacyjnej fosfory-
lacji (schemat 5), poniewaz znaczna cze$¢ tkankowego tokoferolu i toko-
ferolochinonu znajduje sie w mitochondriach.

AH2+ B+ C - A~C + BH2

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

Witaminie E przypisuje sie takze role antyutleniacza (44, 17), po-
niewaz dodanie tokoferolu do homogenatéw watroby zwierzat hodowa-
nych na diecie bez witaminy E zmniejsza znacznie wytwarzanie alde-
hydu malonowego. Potwierdzeniem tej hipotezy jest hamowanie przez
tokoferol lipidowej peroksydacji (96).

Ponadto sgdzono, ze witamina E, podobnie jak witamina A, petni role
czynnika kontrolujgcego poziom ubichinonu w tkankach, na co nie
uzyskano jednak bezspornych dowodéw. Roéwniez wptyw tokoferolu na
poziom ubichinonu w mitochondriach nie jest dotychczas jednoznacznie
okreslony. U zwierzat tokoferol przeksztatca sie ostatecznie w 2,5,6-troj-
metylo-3-farnezylo-farnezylo-geranylo-geranylo-1,4-benzochinon (wzor
V1), ktéry wedtug Martiusa i Fiirera (72) jest aktywng formg
witaminy E.

Il. Naftochinony
1. Wystepowanie naftochinonéw
Réznorodnos$¢ chinondw naftalenowych w przyrodzie jest rownie duza

jak i chinonéw benzenowych, dlatego tez omoéwione beda tylko niektdre
z ndch.
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Najlepiej poznanymi chinonami naftalenowymi i najwazniejszymi ze
wzgledu na funkcje biologiczng sg chinony wykazujgce wiasnosci wita-
miny K. Zwigzkom tym przypisuje sie role w procesie krzepniecia krwi,
w reakcjach fotosyntezy i w transporcie elektronéw z substratéw fizjo-
logicznych na tlen. Wystepujg one zaréwno u zwierzat jak i u roslin,
petnigc jednak odrebne funkcje.

Pierwszym poznanym chinonem nalezacym do tej rodziny zwigzkow
jest wyodrebniona z alfalfa (29, 66) witamina (filochinon, wzor VII1),
drugim — witamina K2 (menachinon MK, wzdér IX) otrzymana z gnija-
cego miesa ryb (73). Obecnie znamy wiele chinondéw nalezacych do tej
grupy zwigzkéw. Dotychczas nie wiadomo, ktéry z tych zwigzkow jest
najaktywniejszg formag witaminy K. Filochinon wystepuje gtownie w zie-
lonych cze$ciach ros$lin (28), obecno$é¢ jego stwierdzono jednak i w etio-
lowanych roslinach. Wedtug Eggera (35) ilos¢ jego jest 60 razy mniej-
sza niz plastochinonu. Mate stezenia filochinonu oraz liczne zwigzki o po-
dobnych wt#asnosciach, ekstrahujgce sie razem z nim utrudniajg jego
identyfikacje i iloSciowe oznaczanie tak, ze warto$ci podawane przez
roznych autordw znacznie sie réznig.

Vi

Menachinon wystepuje gtéwnie u bakterii. Przypisuje mu sie role
posrednika w transporcie elektrondw. Dtugo$¢ taricucha waha sie od 6 do
9 jednostek izoprenowych. Nie udato sie dotad wykry¢é menachinonu
0 10 jednostkach (8). Menachinony o 7i 6 jednostkach wystepujg w gnija-
cym miesie ryb, natomiast u bakterii znaleziono menachinony o 7, 8 i 9
jednostkach, przy czym najczesciej wystepuje MK-8. Polglase i wsp.
(76) doniesli, ze E.coli hodowane w warunkach tlenowych zawierajg
gtdwnie ubichinon a tylko niewiele menachinonu, natomiast w warunkach
beztlenowych — wytgcznie menachinon w znacznym stezeniu. W komor-
kach bakteryjnych menachinon podobnie jak ubichinon wystepuje w $cia-
nie komorkowej i frakcji bton plazmatycznych (57, 78).

Menachinony ré6znig sie gtownie stopniem nasycenia tancucha bocz-
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nego. U M.phlei znaleziono menachinon, w ktdrym druga jednostka izo-
prenowa nie ma podwdéjnego wigzania (2). Podobny chinon wyodrebniono
z Corynebacterium diphteriae (88, 90). Menachinon jest jedynym chino-
nem w tych organizmach. Jest on zwigzany z czastkami zawierajgcymi
cytochromy i petni role przenosnika w transporcie elektronéw (10, 89).

Naftochinony mogg rézni¢ sie takze podstawnikami w pierscieniu.
U Streptococcus faecalis znaleziono zdemetylowane formy trzech homo-
logéw menachinonu o0 9, 8 i 7 jednostkach izoprenowych (5, 33). Zdeme-
tylowane menachinony wystepujag takze u Haemophilus parainfluenze
(64). Ich podstawowa struktura jest podobna do plastochinonu. tancuchy
izoprenowe zawieraja 7, 6 i 5 jednostek izoprenowych. tahAcucha o 5 jed-
nostkach izoprenowych w chinonie dominujgcym nigdzie indziej dotad
nie znaleziono.

Z Chlorobium thiosulfatophilum wyodrebniono chlorobiumchinon na-
zwany tak przez odkrywcow (39), ktérego charakterystyczng cechg jest
niepetna wielokrotno$¢ jednostek izoprenowych w tancuchu bocznym
(wzor VII). Innego rodzaju izomerie wykryto w szczepie Chromatium D
(40) i u glonéw Anecystis (51): w bocznym tancuchu izoprenowym znaj-
dujg sie grupy hydroksylowe, ktére znacznie zwiekszajg polarnosc
chinonu.

Obecnos$¢ witaminy K w tkankach zwierzecych wykazali Martius
i Esser (71, 70). Po podaniu w pokarmie 2-metylo-2,4-naftochinonu
znakowanego 14C w grupie metylowej radioaktywno$¢ odnajdowano w po-
chodnej witaminy K2 co wskazywatoby na obecno$¢ uktadu enzymatycz-
nego zdolnego do zamiany niespecyficznego dla danego organizmu
chinonu w forme specyficzna.

2. Rola witamin K

W 1929 roku Dam (27) zaobserwowat, ze kurczeta hodowane na
diecie beztluszczowej majg sktonnos¢ do krwotokow, co, jak sie okazato,
byto zwigzane z brakiem czynnika rozpuszczalnego w ttuszczach, nazwa-
nego witaming K. Przypuszczenie, ze witamina K jest koenzymem enzy-
mow katalizujagcych wytwarzanie czynnikéw biatkowych biorgcych udziat
w procesie krzepniecia krwi nie znalazto poparcia doswiadczalnego.

Wystepowanie witaminy K w organizmach przynalezacych do réznych
typow filogenetycznych i w roznych tkankach Swiadczyto o jej udziale
w jakich$ ogdlnych procesach. Ze wzgledu na tatwo$¢ utleniania sie
i redukcji przypisywano jej role koenzymu w transporcie elektrondw
i fosforylacji oksydacyjnej (69, 102, 103) o czym $wiadczytoby wystepo-
wanie witaminy K gtownie w mitochondriach. Male stezenie witaminy K
uniemozliwia jednak oznaczenie zmian oksydoredukcyjnych. Posrednim
dowodem jej udziatu w procesach utleniania jest wystepowanie w watro-
bie wotu reduktazy witaminy K, wyodrebnionej przez Marki
i Martiusa (67). Znajduje sie ona gtdwnie we frakcji cytoplazma-
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tycznej. Jednak okoto 10% aktywnosSci zwigzanej jest z mitochondriami
(68). Grupg prostetyczng tego enzymu jest FAD, substratami — NAD
i NADP, a akceptorami chinony. O udziale witaminy K w procesach utle-
niania komorkowego $wiadczy takze rozkojarzanie oksydacyjnej fosfory-
lacji przez dwukumarol, czynnik dziatajgcy antagonistycznie do witaminy
K. Martius uwazat, ze dwukumarol przerywa tylko transport elek-
tronéw pomiedzy NAD i cytochromem c, jednak Cooper i Lehnin-
ger (23) wykazali, ze hamuje on takze fosforylacje zwiazang z utlenia-
niem zredukowanego cytochromu c i ze obie fosforylacje sg jednakowo
wrazliwe na ten czynnik, co wskazywatoby, ze witamina K nie moze
by¢ przenos$nikiem elektronéw a jedynie czynnikiem wigzacym procesy
utleniania z fosforylacjg.

Najlepiej poznano role witaminy Ku M. phlei, ktdre zawierajg tylko
ten jeden sktadnik chinonowy, co upraszcza znacznie badania. Naturalny
chinon tych bakterii, [(MK-9 (H)] r6zni sie od witaminy K2tym, ze jedna
jednostka izoprenowa jest uwodorowana (75, 41). Z badan na uktadach
izolowanych wynika, ze utlenianie substratéw i oksydacyjna fosforylacja
zachodza wylacznie w obecnosci obu frakcji: czastek i rozpuszczalnej
(8a), w tej ostatniej bowiem wystepuja enzymy Kkatalizujgce fosfory-
lacje. Natomiast czastki M. phlei zawierajg szereg dehydrogenaz,
zwigzany NAD+, flawoproteidy, MK-9(H) i cytochromy b, ¢ i a (87).
Udziat menachinonu w reakcjach utleniania ustalono ina podstawie po-
miar6w zmian oksydoredukcyjnych endogennego chinonu oraz zmian ak-
tywnosci utleniania substratow przez preparaty naswietlane promieniami
o dtugosci fali 360 nm, co prowadzi do rozktadu witaminy K bez naru-
szenia badanych struktur. Zwigzany naftochinon ulega cyklicznym zmia-
nom oksydoredukcyjnym podobnie jak inne skiadniki taricucha odde-
chowego. W warunkach beztlenowych znajduje sie on w formie zreduko-
wanej, natomiast w tlenowych — w utlenionej, podobnie jak cytochro-
my (14). Innym dowodem jego udziatu w procesach utleniania jest zanik
zdolnoSci utleniania po wyekstrahowaniu naturalnego chinonu lub po
jego degradacji przez naswietlanie (11, 12, 86). Po dodaniu witaminy K,
jej homologéw lub naturalnego chinonu wyekstrahowanego z M.phlei
procesy utleniania i oksydacyjnej fosforylacji mogg znéw zachodzié¢ jed-
nak tylkow przypadku substratéw dehydrogenaz wspotdziatajgcych
z NAD. Uktad taki wykazuje, podobnie do natywnego, wrazliwos$¢ na inhi-
bitory tancucha oddechowego. Natomiast zdolnosci utleniania bursztynia-
nu przez czastki nie przywraca dodanie witaminy K, niezaleznie od proce-
dury stosowanej do usuniecia natywnej formy chinonu (15). Odzyskanie
zdolnosci utleniania bursztynianu nastepuje dopiero po dodaniu do na-
Swietlanych czastek nienaswietlanej frakcji supernatantowej. Byé moze,
rozktadowi ulega nie tylko witamina K, ale jeszcze inny czynnik niezbed-
ny do utleniania bursztynianu. CzeSciowo oczyszczony czynnik wrazliwy
na Swiatto jest prawdopodobnie biatkiem (61).
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Wiele naftochindbw moze odtwarza¢ transport elektronéw, natomiast
zwigzang z transportem elektronéw fosforylacje przywracajg jedynie
witamina Kxi jej homologi posiadajgce grupe metylowa w pozycji 2 piers-
cienia oraz nienasycony tancuch conajmniej piecioweglowy w pozycji 3
pierscienia. W odtworzonym uktadzie transport elektronéw zachodzi na
drodze omijajgcej cze$é skiadnikow gtéwnego taincucha oddechowego lub
przez bezposrednie przenoszenie na tlen (20, 21, 36). W organizmach zwie-
rzecych obecne sg dwie formy chinondéw: cis i trans (49). Przejscie formy
trans w forme cis wymaga warunkoéw oksydacyjnej fosforylacji. Zamiana
odwrotna natomiast jest prawdopodobnie niezalezna od tego procesu.
Choé rola naftochinonéw w fosforylacji nie jest w peini udowodniona,
wiele faktéw Swiadczy o ich udziale w tym procesie: 1. czastki z komérek
bakteryjnych poddane naswietlaniu, wskutek czego w bardzo krétkim
czasie przestajg fosforylowaé, cho¢ nadal utleniajg, odzyskuja zdolno$é
do fosforylacji po dodaniu witaminy K: (12), 2. pewne analogi witaminy
K sg kompetycyjnymi inhibitorami oksydatywnej fosforylacji i dziatajg
jako czynniki rozkojarzajace, 3. ATP powstaje w czasie utleniania fosfo-
ranu zredukowanego menadionu w obecnosci systemu bakteryjnego (13).
Brodie i Ballantine (12) podajg nawet mechanizm fosforylacji,
w ktérej udziat bierze ufosforylowana forma naftochinonu (schemat 6).
Jednak dotychczasowe badania nie dostarczyty wystarczajgcych dowoddéw
na poparcie tej hipotezy.

Schemat 6. Mechanizm fosforylacji naftochinonéw wg (13)
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MARIA ERECINSKA*, TADEUSZ CHOJNACKI**

Biosynteza i funkcje fosfolipidow bakteryjnych

The Biosynthesis and Functions of Microbial Phospholipids

The pathways of the biosynthesis of phospholipids in bacteria are reviewed
and compared with those in higher animals. The phospholipid composition in bac-
terial cells is discussed with relation to the metabolic function of the cell and the

structure of cell membrane.

Funkcjonowanie komorki zywej wymaga duzej specyficznosci i zdol-
nosci do adaptacji powierzchni ograniczajgcych czyli tzw. blon. Stabil-
no$¢ bton jest wynikiem dziatania sit wigzacych lipidy z lipidami i lipidy
z biatkami, a w jej utrzymaniu biorg udziat zaré6wno polarne jak i hy-
drofobowe obszary czgsteczek lipidu. Szczegdétowa znajomosé zestawu
chemicznego sktadnikéw lipidowych moze zatem dac¢ stosunkowo jasny
obraz molekularnej architektury danej btony. Lipidy bton nie sg catko-
wicie nieczynnymi sktadnikami strukturalnymi bton, ulegajg one zaréw-
no procesowi aktywnej wymiany z otoczeniem, jak i delikathym prze-
mianom metabolicznym, co nadaje blonie dynamiczny charakter (49).
Badania szkoly Green a (34, 52, 53, 91) zwr6city uwage na znaczenie
funkcji lipidéw w reakcjach taricucha oddechowego mitochondriéw zwie-
rzecych, a ostatnio wiele danych wskazuje, ze i lipidy bakteryjne moga
odgrywaé czynng role w przemianach komdrki. Bakterie sg szczeg6lnie
dogodnym obiektem badan nad zalezno$cig miedzy witasnoSciami bion
a strukturg chemiczng i funkcja lipidow. Lipidy bakteryjne, odznaczajg-
ce sie ogromng r6znorodnos$ciag budowy zawarte sg gtéwnie w bionach,
natomiast w cytoplazmie jest ich niewiele (39, 68, 69, 83, 96, 107, 118,
136, 137, 138, 142, 146), przy czym skiad lipidowy btony bakterii moze
sie zmienia¢ pod wpltywem zmiany warunkéw otoczenia (110, 122). Bak-
terie gramdodatnie charakteryzujg sie obecno$cig $ciSle ograniczonej
$ciany, pod ktérag znajduje sie cienka btona protoplazmatyczna. Lipidy
stanowiag tylko okoto 2% masy tych bakterii, przy czym charakteryzuja
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** Doc. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki Polska Akademia Nauk, Warszawa
Wykaz stosowanych skrétow: ACP — biatkowy nosnik reszt acylowych
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sie one obecnoscig kompleksu lipopolisacharydowego, zawierajgcego ami-
nokwasy i aminocukry (111).

U gramujemnych bakterii nie mozna wyrézni¢ S$cisle odgraniczonych
bton, a warstwa otaczajaca komdrke (ang. cell envelope) zawiera wigk-
szo$¢ skiladnikow zarowno Sciany jak i bitony protoplazmatycznej bak-
terii gramdodatnich (93). Biony bakterii gramujemnych zawierajg od
20—30% lipidéw w przeliczeniu na suchg mase, ponadto biatko i czasami
weglowodany (39, 146). Lipidy czesto wystepujag w postaci komplekséw
lipoproteidowych i lipopolisacharydowych.

Odkrycie lizozymu umozliwito wyodrebnienie czystych bion bakte-
ryjnych i dokiadne zbadanie ich skiadu. Btona S. faecalis (142) skupia
94% lipidow komorki, chociaz stanowi ona tylko 9% jej suchej masy. Po-
zostate 6% lipidéw znajduje sie w cytoplazmie, natomiast sciana bakte-
ryjna nie zawiera ich w ogdéle. Podobnie w btonie M. lysodeikticus stano-
wigcej 86% suchej masy komorki zawarta jest niemal cata ilo$¢ lipidow
komorki (39, 96, 97).

Lipidy bakteryjne sktadaja sie gtdwnie z fosfolipidow, chociaz niekie-
dy lipidy obojetne moga stanowi¢ ich gtdwng czes¢ (106).

Odrebnos$¢ lipidow bakteryjnych od lipidéw organizmow wyzszych po-
lega na braku steroli i wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych (10);
charakteryzuje je natomiast obecnos¢ kwasow ttuszczowych o rozgatezio-
nych tancuchach, hydroksykwasow i glikolipidéw (32, 137, 138).

I. Biosynteza kwasow ttuszczowych

U bakterii spotykamy 4 klasy kwaséw ttuszczowych: nasycone, nie-
nasycone, o rozgatezionym tanicuchu i cyklopropanowe. Wolne kwasy
tluszczowe stanowiag bardzo niewielki procent materiatu lipidowego ko-
marki, mniej niz 10% u E. coli i Azotobacter agilis (75), a 2% u Sarcina
lutea (67). Na ogot wystepujg kwasy tluszczowe o 14—18 atomach wegla,
przy czym badania wskazujg na dos¢ wyrazng réznice sktadu kwasow
ttuszczowych bakterii gramdodatnich i gramujemnych. Wszystkie do-
tad zbadane gramdodatnie mikroorganizmy zawierajg kwasy tluszczowe
0 rozgatezionym tancuchu. Wedlug MacFarlane (96) 80% kwas6w
ttuszczowych M. lysodeikticus stanowig rozgatezione kwasy tluszczowe
o dtugosci tancucha CI15 Obecno$¢ nasyconego kwasu tluszczowego
0o CB i rozgatezionym tancuchu stwierdzono u Sarcina lutea (5)
oraz u B. subtilis (100, 121). Bakterie gramujemne nie zawierajg
kwaséw ttuszczowych o rozgatezionym +taincuchu, natomiast cechuje
je obecnos¢ nasyconych, nienasyconych oraz cyklopropanowych kwaséw
tluszczowych. Jedynym wyjatkiem jest gramdodatni Lactobacillus, kto-
ry zawiera typowe dla gramujemnych mikroorganizméw cyklopropano-
we kwasy ttuszczowe (58, 59).
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1. Nasycone kwasy ttuszczowe

Ustalenie, ze malonylo-CoA i pochodne S-acylowe (94, 95, 143) sa
posrednimi zwigzkami w syntezie kwasow tluszczowych o diugim tan-
cuchu skierowato badania nad biosyntezg kwaséw ttuszczowych na nowe
tory. W roku 1960 zauwazono (139), ze czeSciowo oczyszczone ekstrakty
Cl. kluyveri katalizujg reakcje kondensacji miedzy malonylo-CoA
i HCO03~. Lennarz i wsp. (88) opisali rozpuszczalny system z E. coli
katalizujacy kondensacje acetylo-CoA i malonylo-CoA. Enzym ten kata-
lizuje ponadto odwodnienie (3-hydroksyacylo-CoA do (3y- lub a, (3-enoilo-
wych pochodnych. Dalsze badania doprowadzity do wykrycia w ekstrak-
tach CI. kluyveri (7) i E. coli (47, 48, 88, 144) biatlkowego nos$nika reszt
acylowych (ang. acyl carrier protein — ACP). Biatko to jest trwate w 0,1 N
HC1 w temperaturze pokojowej oraz we wrzgcej wodzie. Oczyszczone
ACP okazato sie¢ homogennym biatkiem o ciezarze czasteczkowym okoto
10 000 (102). Jego grupa prostetyczng jest 4-fosfopanteteina (103) potaczo-
na z biatkiem wigzaniem dwuestrowym poprzez hydroksylowga grupe se-
ryny. Obecno$¢ merkaptoetanoloaminy w grupie prostetycznej sprawia,
ze ACP wykazuje wolng grupe -SH.

Wyodrebnienie butyrylo-S-ACP (46) oraz innych pochodnych (6) po-
twierdzito hipoteze, ze wszystkie reakcje wydiuzania czy skracania fafcu-
cha kwasu ttuszczowego zachodza gdy jest on zwigzany wigzaniem acy-
lowym z ACP; biatko to petni zatem raczej role koenzymu, a nie enzymu
w syntezie kwasoéw tluszczowych. Uktad syntetazy kwaséw tluszczo-
wych z E. coli rozdzielono na frakcje, ktore katalizowaty kolejne etapy
syntezy diugotanicuchowych kwaséw ttuszczowych (102). Ostatnio za$
wykazano (101), ze miejsce reakcji ACP z reduktazg P-ketoacylowg rdzni
sie od aktywnego miejsca jego grupy prostetycznej (schemat 1).

2. Nienasycone kwasy ttuszczowe

Bakterie cechuje obecno$¢ kwaséw ttuszczowych nienasyconych o jed-
nym podwojnym wigzaniu, natomiast nie zawierajag one i nie potrafig
syntetyzowac wielonienasyconych kwaso6w ttuszczowych (127). U drozdzy
i w tkankach zwierzecych nienasycone kwasy ttuszczowe powstajg z na-
syconych homologéw w obecnosci tlenu (14, 15). Podobnie Myc. phlei (37,
38, 90) przeksztatca w warunkach tlenowych stearynian w oleinian
i 10-metylostearynian. Oleinian moze ulega¢ rowniez przeksztatceniu
w iO-metylostearynian z udziatem metioniny jako zrodta fragmentu je-
dnoweglowego. Natomiast Cl. butyricum i caty rodzaj Lactobacillus syn-
tetyzujg nienasycone kwasy tluszczowe w nieobecnosci tlenu (41, 44)
z prekursoréw o 8 i 10 atomach wegla, za$ z kwasow o dtuzszym taricu-
chu powstajg wytacznie wyzsze homologi nasycone (33, 44, 102, 123, 144).
Sugeruje to istnienie odrebnej drogi syntezy ditugotancuchowych kwaséw
nienasyconych. Wedtug Scheuerbrandta i wsp. (123) jeden z P-hy-



[5] LIPIDY BAKTERYJNE 87

droksykwaséw bedacy posrednikiem w syntezie nasyconych kwasow
ttuszczowych ulega 3 Y-dehydratacji, a tancuch powstatego w ten sposéb
nienasyconego kwasu tluszczowego wydtuza sie nastepnie przez kolejne
przytgczanie fragmentéw dwuweglowych. W ten sposéb w miare wydtu-
zania tancucha zwieksza sie odlegto$¢ podwodjnego wigzania od grupy
karboksylowej.

Z E. coli wyodrebniono kompleks (109), ktéry katalizuje nie tylko
synteze kwasow ttuszczowych z acetylo-CoA i malonylo-CoA ale i dehy-
dratacje hydroksydecenoilo-CoA prowadzaca do P, y- i a, P-decenoilo-CoA
(19). Syntetaza kwasow ttuszczowych E. coli wydtuza a, @3-CI0ACP do na-
syconych kwaséw ttuszczowych, a P, y-CI0ACP i (3(-OH)CI0ACP — do mie-
szaniny nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych. P ugh i wsp.
(117) wyosobnili z tego uktadu trzy czynne frakcje, En, Em i EIV i oka-
zato sie, ze frakcja Em bierze udziat w syntezie nasyconych kwaséw
ttuszczowych z 3-hydroksyacylo-ACP (135). Ze zwigzkéw tych powstaja
albo ich nasycone homologi (podczas inkubacji z Em i zred. NADP) albo
kwas palmitynowy (podczas inkubacji z Em, zred. NADP, malonylo-CoA
i En). Frakcja EIV katalizowata za$ przemiane P-hydroksydecenoilo-CoA
gtdbwnie do nienasyconego kwasu cis-wakcenowego. Ostatnio Bloch
i wsp. (13) wyosobnili z ekstraktdw E. coli niemal homogenne biatko
0 ciezarze czasteczkowym 28 000, katalizujgce wzajemne przeksztatcanie
tioestrow P-hydroksydecenianu, [3 Y-decenianu i a, (5-decenianu. Enzym
wykazywat wysoka specyficzno$¢ w stosunku do kwasow ttuszczowych,
zalezng od diugosci tancucha weglowego (dziatat na kwasy ttuszczowe
0 C10 i mniejszg specyficzno$¢ zaleznie od obecnosci wigzania tioestro-
wego. Ponadto odznaczat sie termostabilno$cig i niewrazliwos$cig na dzia-
tanie czynnikow blokujacych grupy -SH.

Bakterie mogg zatem syntetyzowa jednonienasycone kwasy tlusz-
czowe w dwojaki sposéb (schemat 2):

1. droga tlenowa przez desaturacje acylowych estréw diugotaricuchowych

DROGA BEZTLENOWA

c2 , . 4C2 )
Cg » A Cio----A —Cis

DROGA TLENOWA
Ci8-— » A9—Cis

cis—2» R2_cis

Schemat 2. Drogi syntezy kwaséw tluszczowych o jednym podwoéjnym wigzaniu
wg Erwina i Blocha (33)
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kwaséw ttuszczowych; enzymy katalizujgce te reakcje zwiazane sg z nie-
rozpuszczalnymi frakcjami komorek uzyskiwanymi drogg wirowania
(ang. particulate fraction)

2. drogg beztlenowgq przez dehydratacje hydroksykwasow o sredniej diu-
gosci tancucha; reakcje te katalizujg enzymy wchodzace w skiad roz-
puszczalnej syntetazy kwaséw ttuszczowych.

3. Kwasy ttuszczowe o rozgatezionym tancuchu

PodobieAstwo budowy kwaséw ttuszczowych i aminokwaséw o rozga-
tezionych tancuchach nasuneto mysl wspdlnoty drédg ich biosyntezy.
Lennarz (86) zauwazyt, ze Micrococcus lysodeikticus rosngcy w obec-
nosci 14C-izoleucyny wiaczat okoto 10'% dodanego izotopu do kwasdéw
tluszczowych o rozgatezionym tancuchu, przy czym wigczanie odbywato
sie bez uprzedniego rozktadu do fragmentow dwuweglowych. Nastepnie
wykazano, ze i inne, znakowane zwigzki rozgatezione: izowalerianian,
izomaslan, leucyna i walina ulegaty u réznych typow bakterii wigczeniu
do kwasow tluszczowych o rozgatezionych tafcuchach ztozonych z 14,
15§ 16 atomow wegla (8, 71, 145). Udziat aminokwasow o rozgatezionym
tancuchu w syntezie kwasow ttuszczowych o tym samym charakterze
mozna obecnie uzna¢ za udowodniony. Doda¢ nalezy, ze zardwno malo-
nylo-CoA jak i zwigzane z CoA estry o rozgatezionym taricuchu biorg
udziat w syntezie rozgatezionych kwaséw ttuszczowych (62).

4. Cyklopropanowe kwasy tluszczowe

Odkrycie kwasow ttuszczowych zawierajgcych pierscien cyklopropa-
nowy zawdzieczamy badaniom Liu i Hofmanna (92). Cyklopropa-

RCOOCH2

H H Adenozyna —S+—-CH3

RCOOCH?2

Adenozyna — S

CHp(IlHCOOH

nh2

Schemat 3. Biosynteza cyklopropanowych kwaséw ttuszczowych
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nowe ugrupowanie kwasow ttuszczowych znajduje sie na og6t w pozycji
@ (57), chociaz u CI. butyricum 66%» tych kwaséw zawiera to ugrupowa-
nie w pozycji y. ,,Most metylenowy” pochodzi od donatoréw jednowe-
glowych elementéow (92). Ekstrakty Serratia marcescens i Cl. butyricum
inkubowane z S-adenozylometioning znakowana w grupie metylowej
syntetyzujag znakowane kwasy cyklopropanowe (85, 147) w obecnosci
fosfolipidu zawierajacego nienasycony kwas ttuszczowy. Kwasy cyklopro-
panowe powstajg z jednego z acylowych tancuchéw fosfatydyloetanolo-
aminy (schemat 3).

Chung i Law (26, 27) oczyscili syntetaze kwaséw cyklopropano-
wych. Wydajnym substratem sg dla niej nieoczyszczone fosfolipidy w sta-
nie micellarnym, natomiast wtasciwy substrat, fosfatydyloetanoloamina,
reaguje wolno i dopiero dodanie anionowego detergentu zwieksza szyb-
kos¢ reakcji.

Il. Biosynteza fosfolipidéw

Fosfolipidy stanowig 70—90% lipidéw bakteryjnych. Dane o ich wy-
stepowaniu u poszczegdlnych gatunkéw bakterii zebrat Kates (78).
Gtownymi fosfolipidami bakteryjnymi sag fosfatydyloglicerol, fosfaty-
dyloetanoloamina, kardiolipina i u niektorych gatunkéw aminoacylowe
estry fosfatydyloglicerolu (2, 3, 4, 20, 63, 72, 79, 80, 98, 130, 133) (wzér I).

ch2o0cr

RCOOCH

7

ch20p- o- x

OH
X = —H kwas fosfatydowy
= - CH2CHOHCH20H fosfatydyloglicerol
kardiolipina
= - ch2chcooh fosfatydyloseryna
= - ch2ch2nh?2 fosfatydyloetanoloamina

= -C H 2CH2M+(CH3)3
lecytyna
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Fosfatydyloglicerol wystepuje u wiekszosci bakterii, a u niektérych
gatunkéw stanowi do 70'% fosfolipidéw (70, 97), natomiast fosfatydylo-
choline (lecytyna) wyodrebniono tylko z kilku gatunkéw: Agrobacterium
(74), Hyphomicrobium, Nitrosocystis oceanus i Rhodopseudomonas sphe-
roides (54). Cl. butyricum cechuje obecnos$¢ fosfatydow N-metyloetano-
loaminowych i plazmalogenow (11). Interesujagcym fosfolipidem jest
otrzymany ze $ciany Halobacterium cutirubrum dwueterowy analog fos-
fatydyloglicerolu (84).

W roku 1962 MacFarlane opisata u Cl. welchii i S. aureus nowg
grupe pochodnych fosfatydyloglicerolu (98) mianowicie O-acylo pochod-
ne, w skfad ktorych wchodzg lizyna i alanina (99). Obecno$¢ O-lizylo-,
O-alanylo- i O-glicylo-fosfatydyloglicerolu stwierdzono u S. faecalis, przy
czym zawarto$¢ estrow aminoacylowych ros$nie ze wzrostem kultury
bakteryjnej (140, 141). Badania van Deenena i wsp. (55 56, 65, 87)
rzucity nieco Swiatta na wystepowanie i chemiczne wtasnosci tych zwigz-
kéw. Czysty lizylofosfatydyloglicerol wyodrebniony z S. aureus poddano
procesom degradacyjnym (65) i ustalono, ze wigzanie estrowe miedzy
lizyna a glicerolem w tym zwiazku jest bardziej labilne (inkubacja w pH
9 powodowata rozkiad do lizyny i fosfatydyloglicerolu), lizyna ma kon-
figuracje 1, glicerol zwiazany z lizyng — konfiguracje d, natomiast gli-
cerol pierwotnie potgczony z acylowymi resztami kwaséw tluszczo-
wych — konfiguracje 1. ldentyczng konfiguracje czasteczek glicerolu
stwierdzono w fosfatydyloglicerolu wyodrebnionym ze S. aureus (55, 56).
Dalsze dane o budowie lizylofosfatydyloglicerolu uzyskano badajac re-
akcje enzymatycznej tramsacylacji, wysoce specyficzng w stosunku do
fosfatydyloglicerolu (87). Z wielu syntetycznych analogéw jedynie 2’-de-
zoksyfosfatydyloglicerol stuzyt jako akceptor grupy lizynowej, nato-
miast analog 3’ okazat sie nieczynny. Wyniki te sugeruja, ze enzymatycz-
na aminoacylacja zachodzi w pozycji 3’- (pierwszorzedowa grupa hydro-
ksylowa) glicerolu i ze otrzymany zwigzek jest 3’-fosfatydylo-i’-/3°-0-L-li-
zylo/glicerolem (wzor II).

Nagromadzenie lizylofosfatydyloglicerolu mozna wywota¢ hodujac
bakterie w $rodowisku ponizej pH 5 W tych warunkach spada ilo$¢ fos-
fatydyloglicerolu i absolutna ilo§¢ komorkowych lipidéw, a zwiekszenie
ilosci lizylofosfatydyloglicerolu tylko czesciowo kompensuje spadek ilosci
fosfatydyloglicerolu. Aminoacylowe estry fosfatydyloglicerolu znaleziono



9] LIPIDY BAKTERYJNE 91

u B. cereus, S. faecalis, B. megaterium i L. acidophilus, nie stwierdzono
za$ ich obecnosci u E. coli (64). Bonsen i wsp. przeprowadzili che-
miczng synteze estrow fosfatydyloglicerolu (16) i stwierdzili, ze synte-
tyczny 3-fosfatydylo-1’ (-3-0-L,-lizylo-)glicerol ma wiasnosci fizyczne
i chemiczne bardzo =zblizone do naturalnego lizylofosfatydyloglicerolu
z S. aureus (17). Ostatnio doniesiono z dwéch roznych os$rodkéw o istnieniu
pochodnych fosfatydyloglicerolu zawierajacych glukozoamine (110, 112).

Wiekszos¢ badan nad biosyntezg fosfolipidow przeprowadzono u E. coli
(81). Gtéwne etapy tej biosyntezy przedstawia schemat 4.

CH20H CH20H
HOCH - HOCH (i
CH20H ch2-o-;i-oh
?I OH
C.HZOOCR CHoOOCR
ATP I
RCOOCH — RCOOCH ?
CH20H ch2-o0o-p-oh
OH
wCIP

CDP — dwugliceryd

fosfatydyloseryna fosfatydylogliceroi
fosfatydyloetanoloamina kardiolipina

Schemat 4. Synteza fosfolipidow u E. coli wg Changa i Kennedy’ego (24)

Kluczowg role w syntezie fosfolipidéw u E. coli odgrywa CDP-dwugli-
ceryd (76, 77). Czesciowo oczyszczone rozpuszczalne preparaty katali-
zujg reakcje 1.

CDP-dwugliceryd + L-seryna ->fosfatydyloseryna + CMP 1

Dekarboksylacje fosfatydyloseryny do fosfatydyloetanoloaminy kata-
lizuje enzym, wystepujacy we frakcji nierozpuszczalnej (76). Dekarboksy-
laza ta jest bardzo aktywna, totez nie stwierdza si¢ nagromadzenia jej
substratu, a wystepowanie fosfatydyloseryny w niewielkich ilosciach
przy jednoczesnym nagromadzeniu fosfatydyloetanoloaminy $wiadczy, ze
pierwszy z tych zwigzkow jest posrednikiem w syntezie drugiego.

Z nierozpuszczalnej, zawierajacej btony frakcji Chang i Kenne-
dy (21, 22, 23) wyodrebnili enzymy katalizujgce reakcje 2 i 3:

CDP-dwugliceryd + L-a-glicerofosforan —fosfatydyloglicerofosforan + CMP 2

Fosfatydyloglicerofosforan —fosfatydyloglicerol + P; 3
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Pulsowe znakowanie hodowli E. coli 3P wskazuje, ze w fazie logarytmicz-
nej znakowana fosfatydyloetanoloamina jest metabolicznie stata, nato-
miast z kinetyki znakowania fosfatydyloglicerolu wynika, ze zwigzek ten
spetnia w komorce dynamiczng funkcje.

Frakcja nierozpuszczalna E. coli katalizuje réwniez dalszg przemiane
fosfatydyloglicerolu do kardiolipiny wedtug reakcji 4 (131):

Fosfatydyloglicerol + CDP-dwugliceryd —kardiolipina + CMP 4

Synteza kwasu fosfatydowego u E. coli przebiega¢ moze kilkoma dro-
gami. Jedng z nich moze byé fosforylacja a, fi-dwupalmitynianu przez
ATP, katalizowana przez termostabilng kinaze glicerydowa (114, 115,
116), drugg za$ acylacja glicerofosforanu katalizowana przez acylotrans-
feraze glicerofosforanowg zwigzang z frakcjg rozpuszczalng.

Synteza kwasu fosfatydowego przy udziale kinazy glicerydowej wy-
maga istnienia aktywnej metabolicznie puli dwuglicerydu. Badania z uzy-
ciem 3P wskazujg jednak, ze u E. coli dwugliceryd zawiera jedynie 5%
catkowitej radioaktywnosci frakcji kwasu fosfatydowego, nie zanikajacej
po ustaniu wzrostu lub dodaniu nieznakowanego glicerolu. Szybkie whbu-
dowanie radioaktywnego glicerofosforanu w lipidy przy braku aktywnej
metabolicznie puli dwuglicerydu sugeruje zatem, ze u E. coli glicerofos-
foran jest nieodzownym posrednikiem w syntezie kwasu fosfatydowego.
Rola aktywnej kinazy glicerydowej pozostaje niejasna.

Posrednikiem w syntezie drogg acylacji jest zapewne palmitylo-ACP,
poniewaz zarowno ten zwigzek jak i oczyszczony ACP pobudzajg wbu-
dowywanie znakowanego glicerofosforanu do lipidéw zlozonych (1, 42,
43, 115). Po wbudowaniu glicerolu w lipidy obecno$¢ reszty fosforanowej
jest zbedna, poniewaz substratem dla acylotransferazy moze byé mono-
gliceryd. Specyficzno$¢ tego enzymu jest niewielka, na co wskazuje fakt,
ze jego substratem moze byé zardwno palmitylo-ACP jak i palmitylo
CoA, a sktadnikami estrdw moga by¢ takze kwasy ttuszczowe nie wyste-
pujace u E. coli (np. kwas linolenowy).

W rozpuszczalnej frakcji ekstraktéw z Lactobacillus arabinosus (126)
znaleziono enzym katalizujacy odwracalng reakcje 5:

CTP + glicerofosforan ->» CDP-glicerol + PP 5

Jony Mg2+ Mn2+ i Co2+ przyspieszajg reakcje. ATP i GTP nie moga
zastagpi¢ CTP, za$ fosfocholina lub fosfoetanoloamina — glicerofosfo-
ranu. U S. aureus opisano podobny enzym katalizujgcy synteze CDP-ry-
bitolu z CTP i rybitolo-5-fosforanu.

Synteza fosfatydylocholiny u bakterii odbywa sie droga stopniowego
dotgczania grup metylowych do fosfatydyloetanoloaminy. Dawcg grupy
metylowej jest S-adenozylometionina (73, 85). Metylacja fosfatydyloeta-
noloaminy jest gtdwna droga syntezy lecytyny. Sherr i Law (128,
129) wykazali, ze u Agrobacterium tumejaciens nie zachodzi wybio6rcze
znakowanie lecytyny po podaniu znakowanej choliny. Nie udato sie tez
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wykry¢ transferazy fosfocholina: dwugliceryd, a wcielenie pietna z cho-
liny do lipidow zachodzi pos$rednio, przez wiaczanie fragmentow jedno-
weglowych powstajgcych z rozpadu choliny (40, 45).

Z przedstawionego opisu widaé, ze u bakterii gtdwna, jesli nie jedyna,
droga syntezy fosfatydyloetanoloaminy prowadzi przez CDP-dwuglice-
ryd, podczas gdy u zwierzat zwigzek ten powstaje z dwuglicerydu
i CDP-etanoloaminy (82). Fosfatydylocholina u bakterii powstaje przez
metylacje fosfatydyloetanoloaminy, podczas gdy u zwierzat zaréwno ta
drogg (18) jak i w wyniku reakcji CDP-choliny z dwuglicerydem.

Niewiele dotychczas wiadomo o syntezie plazmalogenéw bakteryj-
nych. Kiyasu i Kennedy (83) wykazali nastepujgca reakcje (6):

CDP-cholina + dwugliceryd plazmalogenowy -* CMP + plazmalogen
fosfatydylocholinowy 6

oraz identyczng reakcje z CDP-etanoloaming.

Prekursorami aldehydéw uzytkowanych do syntezy plazmalogenow
(gtéwnie etanoloaminowych) sg kwasy tluszczowe o rozgatezionym tan-
cuchu (145).

Ostatnie lata dostarczyty ciekawych danych o biosyntezie amino-
acylowych estréw fosfatydyloglicerolu. Jest to gtownie zastugg Lenna-
rza i wspotpracownikéw. Podczas inkubacji 14C-lizyny z nieoczyszczo-
nymi ekstraktami ze S. aureus (89) zawierajgcymi ATP i Mg2+ zachodzi
synteza lizylo-fosfatydyloglicerolu. Wbudowywanie lizyny zachodzi co
najmniej w dwoch etapach. W pierwszym, katalizowanym przez rozpusz-
czalny enzym w obecnosci ATP, powstaje lizylo-sSRNA. W drugim, kata-
lizowanym przez enzym z frakcji nierozpuszczalnej lizyna z lizylo-sRNA
jest przenoszona na fosfatydyloglicerol. Etap ten jest dos¢ skomplikowa-
ny i zachodzi w obecnosci Mg2+, niezidentyfikowanego termostabilnego
czynnika, oraz detergentu. Podobnie alanylo-fosfatydyloglicerol u CI.
welchii powstaje w reakcji alanylo-sRNA z fosfatydyloglicerolem (50,
51). Lizylo-sRNA jest specyficznym substratem w syntezie lizylofosfa-
tydyloglicerolu przez S. aureus, nie musi jednak pochodzi¢ z tych bak-
terii. Jednak fragmenty lizylo-sRNA otrzymane np. po degradacji RN-azg
trzustkowa nie moga stuzy¢ jako substrat. Badania nad specyficznoScia
syntetazy alanylo-fosfatydyloglicerolu wykazuja, ze otrzymany z alany-
lo-sSRNA laktylo-sSRNA, a takze fragmenty alanylo-sSRNA otrzymane
po trawieniu RN-azg trzustkowg nie mogg byC¢ substratami, za$ alany-
lo-sRNA przygotowany z cysteinylo-sRNA jest wykorzystywany w nie-
znacznym stopniu. Wyniki te wskazujg na stosunkowo wysoka specy-
ficzno$¢ syntetaz aminoacylofosfatydyloglicerolu. Z 14-tu réznych syn-
tetycznych aminoacylo-sRNA bakterie wykorzystywaly tylko niektore
do syntezy lipidow. U S. aureus powstawat tylko lizylo-fosfatydylogli-
cerol, a u Cl. welchii alanylo-fosfatydyloglicerol; S. jaecalis syntetyzowat
ponadto jeden lub wiecej nowych aminoacylowych lipidéw.
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Udziat aminoacylo-sRNA w biosyntezie fosfolipidow bakteryjnych
jest przyktadem roli tego potaczenia w biosyntezie zwigzkéw niebiatko-
wych.

I11. Udziat fosfolipidow w aktywnym transporcie

Nikaido (108) doniost, ze transportowi (3-galaktozydéw u E. coli
towarzyszy zwiekszone wigczanie do frakcji lipidowej 3P ze Srodowiska.
Podobnie L. i M. Hoki nowie (60, 61) wykazali, ze aktywnemu trans-
portowi sodu w tkankach gruczotéw S$linowych pewnych ptakéw mors-
kich towarzyszy pobranie znakowanego 3P ze Srodowiska inkubacyjne-
go. W obu wypadkach radioaktywno$¢ znajdowata sie gtéwnie w kwasie
fosfatydowym. Nikaido (108) wysungt hipoteze, ze gen permeazy
decyduje o powstawaniu biatka o duzym powinowactwie do substratu
permeazy, a biatko to tworzy kompleks z fosfolipidem, dziatajacym jako
no$nik wskutek zmian konformacyjnych zachodzacych w czesci biat-
kowej pod wptywem cyklicznych zmian chemicznych w komponencie
fosfolipidowym. Szczeg6towe badania Tarlova i Kenned yego
(132) wykazaty, ze w warunkach, w ktdrych zachodzi pobieranie i aku-
mulacja P-galaktozydow wcielane sg zaréwno pietnowany glicerol jak
i seryna, a zatem wzrost syntezy kwasu fosfatydowego jest wynikiem sty-
mulacji ogolnej syntezy glicerofosfatydéw. Autorzy ci sg zdania, ze sty-
mulacja ta towarzyszy, ale niekoniecznie jest przyczynowo zwigzana
z mechanizmem transportu.

IV. Rola fosfolipidéw w reakcjach enzymatycznych

Hunter i Godson (66) juz w roku 1961 wysuneli hipoteze
0 udziale lipidow w biosyntezie biatka. Wedtug niej aminowe grupy
aminokwasow wchodzityby w kontakt z fosforanowymi grupami fosfoli-
pidow odpowiednio usytuowanymi w stosunku do taricucha sRNA. Two-
rzenie komplekséw lipoaminokwasowych zachodzitoby spontanicznie,
czemu sprzyjataby bliskos¢ natadowanych grup fosforanowych. Odkrycie
O-acylowych estrow fosfatydyloglicerolu oraz wyjasnienie mechanizmu
ich syntezy mogto sugerowaé¢ udziat tych zwiazkéw w biosyntezie biatka.
Przeczy jednak temu kilka faktéw. Po pierwsze — tylko bardzo nieliczne
aminokwasy zidentyfikowano jako sktadniki estrow, podczas gdy syn-
teza biatek wymaga peinego kompletu aminokwaséw. Po drugie nagro-
madzanie ich obserwuje sie w fazie stacjonarnej wzrostu bakterii, za$
gdyby petnity one bardziej dynamiczng role nagromadzatyby sie w fazie
logarytmicznej. Oczywiscie, jest rzecza mozliwg, ze potaczenia typu
O-acylowych pochodnych sa tak labilne, ze wyizolowanie ich obecnie
stosowanymi metodami jest nieosiggalne. Badania Sekuzu i wsp.
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(124, 125) nad fosfolipidami mitochondrialnymi wykazaty, ze w pewnych
warunkach moga one odgrywaé bardziej specyficzng role w reakcjach
enzymatycznych. Stwierdzono, ze do dziatania dehydrogenazy jabicza-
nowej z Myc.avium i Myc.phlei (9, 134) niezbedny jest fosfolipid. Dodanie
fosfolipidow wyekstrahowanych z tego samego mikroorganizmu przy-
wraca funkcje enzymatyczng dehydrogenazy w bakteriach sztucznie po-
zbawionych lipidow. Kardiolipina dziata podobnie, natomiast tween
i dezoksycholan sg nieczynne. Podobnie uklad utleniajgcy jabiczan,
otrzymany po sonifikacji Pseudomonas ovalis chester (36, 113) jest czynny
dopiero po oddaniu fosfolipidu, przy czym przy uzyciu ubichinonu jako
sztucznego akceptora aktywatorem jest nienasycona fosfatydyloetanolo-
amina.

V. Lipidy a budowa bton biologicznych

Biologiczne btony zawierajg bardzo r6znorodne sktadniki lipidowe
réznigce sie strukturg tancuchow. Chociaz pewne witasciwosci roznych
bton moga by¢ jednakowe, mimo wielu uderzajgcych roznic w skladzie
lipidowym, nalezy liczy¢ sie z mozliwosciag uwarunkowania okreslonej
funkcji danej btony przez okreslony sktad lipidowy (29, 30, 31).

Davson-Danielli w swoim dwuwarstwowym modelu btony
zaktada istnienie matrycy powierzchniowego biatka (wg 31). Roztozenie
tadunkéw tego biatka powinno byé mniej wiecej komplementarne w sto-
sunku do przylegajagcych anionowych warstw lipidowych (12) i dlatego
biatka btony powinnyby mieé raczej kationowy charakter. Biatka te
jednak nie tylko nie sg zasadowe, lecz nawet zawierajg wiekszo$¢ amino-
kwasow kwasnych (28). Wedtug modelu Davson-Danielli kwasy
ttuszczowe lipidow blony dwuwarstwowej tworza stosunkowo ptynng
faze, a weglowodorowe tancuchy wszystkich lipidow ztozonych nie maja
kontaktu z innymi lipidami lub sgsiednimi biatkami, mogg mie¢ zatem
rozmaitg budowe i sktad. Jednak w btonach naturalnych jest prawdopo-
dobnie inaczej i tancuchy weglowodorowe kazdego z typdéw lipidow sg
specyficznie dobrane. Badania nad monomolekularnymi filmami synte-
tycznych fosfolipidow wykazaly, ze utkanie molekularne zalezy w znacz-
nym stopniu od dtugosci tancucha i ilosci nienasyconych wigzan. Lipidy
btony mitochondrialnej (35) majg bardziej nienasycone kwasy tluszczowe
niz lipidy mieliny czy lipidy btony bakteryjnej, dzieki czemu prawdopo-
dobnie btona mitochondrialna odznacza sie wiekszg ,,ptynnoscig” utatwia-
jaca procesy dyfuzji. Chapman i Fluck (25) wykazali, ze optymal-
na temperatura, w ktorej zachodzi tworzenie bton, zalezy od stopnia
nienasycenia tancuchéw weglowodorowych i od obecno$ci grup polar-
nych w lipidach. Poszczegolne tkanki moga osiggna¢ te samg ,,ptynnosc”
mimo réznic w skiladzie kwaséw ttuszczowych dzieki modyfikujgcemu
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efektowi grupy polarnej, innemu w czasteczce fosfatydylocholiny niz
np. w czastkach fosfatydyloetanoloaminy. U bakterii, ktére nie zawieraja
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, wystepujag kwasy ttuszczowe
mononienasycone 0 rozgatezionym tancuchu i cyklopropanowe, ktére
zwiekszajagc odstep miedzy sasiadujgcymi parafinowymi tafdcuchami
zmniejszajg sity van der Waalsa.

Zaréwno biatka jak i lipidy mozna w zasadzie uwaza¢ za powigzane
sitami hydrofobowymi, przy czym pewne powierzchniowe lipidy wyka-
zuja tendencje do tworzenia wigzan hydrofobowych, za$ biatka btony
majg takg sekwencje aminokwasow, ktora pozwala im zachowaé hydro-
fobowe wnetrze. Powstaty lipoproteid moze petnié role podjednostki btony
co potwierdzili doswiadczalnie Rasin i wsp. (118, 119) rekonstruujgc
z tego typu podjednostek btone u Mycoplasma laidlawii. Taki model suge-
ruje, ze genetycznie kontrolowana sekwencja aminokwaséw biatek btony
umozliwia ich specyficznie hydrofobowe potgczenie z tancuchami lipido-
wymi.

Grupy polarne fosfolipidow moga mie¢ réwniez duze znaczenie we
wzajemnym oddziatywaniu lipid-biatko (30). Btony zwierzece majg prze-
wage tadunku ujemnego, cho¢ zawierajg duze ilosci fosfolipidow choli-
nowych, ktére w fizjologicznym pH sg obojetne. Btony bakteryjne zbudo-
wane sg w wiekszosci z fosfolipidéw kwasnych. U niektorych jednak
typoéw bakterii gromadzg sie O-aminoacylowe estry fosfatydyloglicerolu,
a aminokwasy wystepujace w tych potgczeniach majg przewaznie cha-
rakter zasadowy. Mozna zatem przypuszczaé, ze polgczenia te dziatajg
jako nosniki aminokwaséw potrzebnych do budowy $ciany bakteryjnej
badz tez swymi dodatnio natadowanymi grupami aminowymi zobojet-
niajg tadunek btony (100). Sa dane, ze lipidy biorg aktywny udziat
w samym procesie syntezy $ciany bakteryjnej.

Matsuhashi i wsp. (104, 105) wykazali, ze u S.aureus glicyna
jest wbudowywana do glikopeptydu $ciany bakteryjnej po uprzedniej
aktywacji do glicylo-sRNA. Glicylo-sRNA przenosi okoto 5 reszt glicy-
nowych na wolng grupe £-aminowg lizyny w pentapeptydzie potgczonym
z lipidem.

Ten pobiezny rzut oka na synteze fosfolipidow bakteryjnych pozwala
nam stwierdzi¢, ze badania mechanizmu biosyntezy tych zwigzkow przy-
czyni¢ sie moga nie tylko do wyjasnienia procesow metabolicznych za-
chodzacych w komérce drobnoustroju, ale i do wysSwietlenia struktury
i funkcji bton biologicznych.
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Episom F u Escherichia coli

Episom F of Escherichia coli

I. Istota episomoéw i plazmidéw bakteryjnych

Badania nad procesem koniugacji u Escherichia coli doprowadzity do
wykrycia u réznych bakterii nowego rodzaju elementéw genetycznych,
odrebnych od struktur chromosomalnych i wystepujagcych niezaleznie od
normalnego genomu. Chociaz elementy te réznig sie miedzy sobg szere-
giem cech, wykazujg jednak wiele wspo6lnych witasciwosci. Biorac pod
uwage wzajemne podobienistwo tych elementdw Jacob i Wollman
(42) zaproponowali zaliczenie ich do odrebnej grupy twordéw genetycz-
nych i nadanie im wspdélnej nazwy — episomy. Episomy charakteryzuja
sie miedzy innymi tym, ze moga wystepowa¢ w komoérce w dwéch po-
staciach, czesto wzajemnie wykluczajacych sie: jako struktury zwigzane
w jaki$ sposdb z chromosomem i replikujgce sie razem z nim oraz jako
autonomiczne, niezaleznie namnazajgce sie jednostki, istniejgce w cyto-
plazmie. Pewne elementy genetyczne, istniejagce, jak sie wydaje, tylko
w stanie autonomicznym Lederberg i wsp. (45 nazwali plazmida-
mi. Nie wszyscy autorzy trzymaja sie Scisle tej klasyfikacji determinan-
tow pozachromosomalnych. Niektérzy uzywaja termindw plazmidy i epi-
somy wymiennie, inni wszystkie genetyczne elementy cytoplazmatyczne
nazywajg episomami, a jeszcze inni plazmidami.

Episomy moze bakteria naby¢ podczas podziatdw komdrkowych,
w wyniku koniugacji, transdukcji i byé moze, w czasie transformacji.
Bakteria po nabyciu episomu z reguty przekazuje go komérkom potom-
nym. Dotychczas nie zaobserwowano spontanicznego nabywania, czy wy-
twarzania episomdéw, co jest wazng cechg charakteryzujacg te twory.

Episomy i plazmidy zawierajg determinanty genetyczne waznych bio-
logicznie cech, na przyktad wytwarzania pewnych toksyn bakteryjnych,
czy tez czynnikow bakteriob6jczych, ptodnosci niektdrych komoérek lub
ich opornosci na rézne leki.

* Dr, Zaktad Mikrobiologii i Higieny Akademii Medycznej, Warszawa.
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Dotychczas wyréznia sie nastepujace rodzaje episoméw i plazmi-
dow (21):

1) czynnik pici u E.coli oznaczony symbolem F,

2) tagodne bakteriofagi, a $cislej mowigc ich materiat genetyczny,

3) determinanty produkcji kolicyn,

4) elementy R przenoszace oporno$¢ na kilka lekdw, w szczeg6lnosci
oporno$¢ na niektore antybiotyki,

5) czynnik Fo-lac kontrolujgcy zakaZzne przenoszenie determinanta wy-
korzystywania laktozy jako jedynego zrodta wegla, odkryty u Sal-
monella typhi ST2,

6) elementy kontrolujgce produkcje penicylinazy i opornos¢ na nie-
ktére leki antybakteryjne u Staphylococcus aureus (53, 54, 58, 59),

7) element Mu, przekazywalny czynnik zwiekszajacy czestotliwo$¢ mu-
tacji w kierunku opornosci na streptomycyne u E.coli (26),

8) determinanty zarodnikowania u laseczek (37),

9) a by¢é moze takze czynnik kontrolujgcy produkcje hemolizyny u E.co-
li (65).

Poniewaz w stanie autonomicznym episomy dzielg sie bardzo szybko,
ich rozprzestrzenianie sie w populacji jest czesto tak skuteczne, ze w krot-
kim czasie wiekszo$¢ osobnikéw staje sie nosicielem tych struktur. Te
wiasciwosci episoméw, istotne zarowno teoretycznie jak i praktycznie,
spowodowaty, ze sg one obecnie obiektem badan w wielu osrodkach
naukowych. Jednym z episoméw, ktéremu poswiecono wiele uwagi jest
episom F, warunkujacy zroznicowanie piciowe komorek E.coli K12

1. Episom F u Escherichia coli KIl2

Odkrycie koniugacji i rekombinacji u E.coli KI2 przez Lederber-
ga i Tatuma w 1946 roku (46) zapoczatkowato badania nad picic-
woscig bakterii. Do tego czasu sadzono, ze procesy piciowe nie wyste-
puja u tych organizmoéw. Wyniki badah Hayesa (29), Lederberga
i wsp. (45) oraz Cavalli-Sforzy i wsp. (14) nad procesem koniu-
gacji wskazywaty na istnienie w komdrkach dawcy pozajgdrowego, plaz-
matycznego czynnika, przenoszonego podczas kontaktu bakterii prawie
do wszystkich komoérek biorcy i, jak stwierdzono, niezbednego w pro-
cesie przekazywania chromosomu z komdrki dawcy (29, 45). Element ten
nazwano czynnikiem ptodnosci F (fertility).

Zrbéznicowanie piciowe zaobserwowano nastepnie u réznych dzikich
szczepow E.coli (6, 24, 57), a takze i u innych szczepdw z rodziny Entero-
bacteriaceae nalezgcych do Serratia (4), Salmonella (72) i Proteus (22).
Zréznicowanie piciowe wykryto takze poza obrebem rodziny Entero-
bacteriaceae w rodzajach Vibrio (7) i Pseudomonas (35, 47). Komorki
posiadajace czynnik ptciowy uwaza sie za komorki meskie, a nie posia-
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dajace go — za zenskie. Najlepiej poznano czynnik Fu E. coli K12. O bu-
dowie i wihasciwosciach czynnikow pici wystepujacych u innych szcze-
péw niewiele wiadomo.

U E.coli KI2 istniejg trzy typy piciowe komorek: zenskie F~ oraz
meskie, typu F+ i typu Hfr w zaleznoSci od usytuowania czynnika F
(28, 29). Bakterie meskie typu F+, zawierajace czynnik F w stanie auto-
nomicznym w cytoplazmie, przekazujg w czasie koniugacji komdrkom
zenskim tylko czynnik F, nie przekazuja chromosomu. Drugi typ ko-
mdrek meskich, Hfr, powstajagcy w wyniku potgczenia sie episomu F
z genomem gospodarza jest zdolny do przekazywania chromosomu ko-
madrkom zenskim.

Dawcow typu Hfr wykryli Cavalli-Sforza (13) i niezaleznie
od niego Hayes (30). Cavalli-Sforza uzyskat szczep Hfr dzia-
tajac na komorki iperytem azotowym, natomiast Hayes otrzymat
inny typ Hfr bedacy spontanicznym mutantem. W krzyzéwce z dawca-
mi Hfr powstaje duza liczba rekombinantéw siegajgca nawet 20% licz-
by rodzicéw (Hfr — ang. high frequency oj recombination). Odkrycie
dawcow typu Hfr umozliwito doktadne i wszechstronne badanie samego
procesu koniugacji, a takze organizacji i struktury materiatu genetycz-
nego u bakterii E.coli.

Komérki zenskie moga powstawa¢ w populacjach meskich przez sa-
morzutng eliminacje czynnika F z komoérek F+, natomiast spontanicz-
nego nabywania F nigdy nie zaobserwowano. Czynnik F mozna usung¢
z komérki dziatajac jonami kobaltu i niklu (33), podwyzszong tempera-
turg, barwnikami akrydynowymi (34) oraz gtodem tyminowym (15). Epi-
somy wbudowane w chromosom nie ulegaja dziataniu wymienionych
czynnikow. Borowski (9) stwierdzit znaczne zwiekszenie liczby ko-
morek penicylinazo-ujemnych w populacjach szczepéw S.aureus peni-
cylinazo-dodatnich pod wptywem takich zwigzkéw jak chinina, tymol,
detergenty, iperyt azotowy, co moze by¢ wynikiem usuniecia z bakterii
plazmidéw noszacych geny produkcji penicylinazy.

Dziatajagc znanym, silnym mutagenem — nitrozoguanidyna, na bak-
terie F+ Takahashi i Barnard (67) zaobserwowali utrate witasci-
wosci dawcy u tych komdrek. Najprawdopodobniej konwersja dawcow
F+ w komorki o fenotypie F~ nie byta wynikiem usuniecia z komarki
episomu F, a jego uszkodzenia. Za tym wnioskiem przemawiatyby row-
niez wyniki Cuzina i Jacoba (16), ktérzy uzyskali rézne defek-
tywne mutanty dziatajac nitrozoguanidyng na komdrki Hfr, a wiec na
zintegrowany episom.

Zmiana komorek biorcéw F~ w F+ zachodzi po wprowadzeniu do nich
czynnika F, najczesciej na drodze koniugacji, a czasem takze transdukcji
(18). Po zmieszaniu w odpowiednich warunkach dawcéw F+ z komoérka-
mi F_, czastki F przenoszone sg szybko do biorcéw, zmieniajac je w F+.
Jacob i Wollman (38) oraz Sneath i Lederberg (64 wy-
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kazali, ze w optymalnych warunkach przejscie czynnika F trwa okoto
4 minut. Dawcy typu F+ w czasie koniugacji, oprécz czastki F, moga
przekazywaé partnerowi materiaty nieczynne genetycznie, prawdopo-
dobnie pochodzenia cytoplazmatycznego. Na przykiad Borek i Ry-
an (8) doniesli o przeniesieniu powstatych po naswietleniu promieniami
UV produktow indukujgcych wegetatywny rozw6j profaga |, a Fi-
sher (23) zaobserwowat przenoszenie represora dla rozwoju tego faga.

Wystepowanie czynnika F w stanie autonomicznym wykazano drogg
analizy genetycznej oraz dzieki obserwacjom kinetyki zamiany komorek
F~ w F.+ W badaniach genetycznych stwierdzono, ze element F nie wy-
kazuje sprzezenia z zadnym chromosomalnym genem co sugeruje, ze jest
on czastkag pozachromosomalng (29, 30). Wprowadzenie zaledwie Kkilku
komoérek F+ do hodowli bakterii zeriskich powoduje bardzo szybko za-
miane catej tej populacji w komdrki typu F+. Badania kinetyki kon-
wersji komoérek F~ w F+ wykazaty, ze element F replikuje sie znacznie
szybciej niz genom gospodarza, co nasuwato wniosek o niezaleznosci
czynnika F od chromosomu gospodarza (45). Duza wydajnosé i szybkos$¢
przekazywania autonomicznego czynnika F i elementu opornosci na le-
ki R do biorcy wskazywataby, wedtug Jacoba i wsp. (36), ze episomy
sg zlokalizowane tuz przy bionie cytoplazmatycznej w centralnej czesci
komorki. Przypuszczenie to potwierdzajg badania Kawakami’ego
i Landmana (43), ktérzy wykazali, ze pewne plazmidy u gramdo-
datnich bakterii oraz episom Fo-lac u S. schottmulleri sa przytwierdzone
do wewnetrznej strony blony cytoplazmatycznej, a przechodzenie ich do
komdrki potomnej jest skoordynowane z rozdzielaniem materiatu chro-
mosomalnego po podziale. Rozdziat catego materiatu genetycznego, w tym
rowniez czastek episomalnych do potomnych komorek jest u bakterii
rownomierny mimo braku centrosoméw i centrioli.

Z krzyzéwek pomiedzy F.+ a F~ mozna wyizolowac¢ rekombinanty dla
cech chromosomalnych obecnych u dawcy. Pojawianie sie takich rekom-
binantow jest jednak bardzo rzadkie w poréwnaniu z czestoscig kontak-
téw zachodzacych miedzy komorkami: jeden rekombinant powstaje na
104—107 komorek rodzicielskich. Pojawianie si¢ matej liczby rekombi-
nantow w tym systemie mozna tlumaczy¢ tym, ze w populacji dawcow
F~t tylko niewiele komorek jest zdolnych do przekazywania w czasie
koniugacji materiatu chromosomalnego do biorcy. Powstawanie niewielu
rekombinantéw w wyniku krzyzéwek F+XF~ mozna tez ttlumaczy¢ ina-
czej: kazda komdrka F+ moze, ale tylko z bardzo malym prawdopodo-
bienstwem, przekazaé cechy chromosomalne. Wyniki testu fluktuacji
Lurii i Delbriicka zastosowanego przez Jacoba i Wollmana (39
do badania pochodzenia ptodnych komérek w hodowli F+ przemawiaty
na korzy$¢ pierwszej hipotezy. Okazalo sie, ze zdolno$¢ przekazywania
chromosomu, a wiec ptodno$¢ populacji F+ zalezy gtownie, jesli nie wy-
tacznie, od obecnosci w populacji nielicznych, specjalnych mutantow.
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Jacob i Wollman za pomocg techniki replik ptytkowych wyodrebnili te
mutanty z hodowli bakterii F+ i stwierdzili, ze czynnik F nie znajduje
sie u nich w cytoplazmie, ale jest wigczony do chromosomu. Tak wiec
czestotliwosé powstajagcych rekombinantow w krzyzéwkach F+XF-
okazata sie Scisle zalezna od liczby obecnych w hodowli F+ komorek
Hfr (3, 25, 31, 39, 71).

W wyniku badan nad koniugacja (40, 41, 69, 71) ustalono, ze wszyst-
kie komadrki danego szczepu Hfr przekazujg swoje chromosomy w pewien
charakterystyczny dla niego sposob, ktéry moze byé rézny dla poszcze-
golnych szczepow. Okazato sie, ze rdznice te sg uzaleznione od tego, ktory
z punktow chromosomu dawcy wnika jako pierwszy do komérki biorcy.
Locus ten nazwano symbolem ,,0” (ang. origiri). Za punktem O w statych
odstepach czasu wnikajg markery utozone linijnie. Determinant meskos$-
ci typu Hfr (czynnik F potgczony z chromosomem) jest umiejscowiony
na koncowym biegunie chromosomu i wnika do biorcy jako ostatni. Po-
tozenie czynnika F na dystalnym biegunie chromosomu Hfr potwierdzono
rbwniez na drodze transdukcji (18). Dla peilnego wyrazenia cechy Hfr
u rekombinantéw konieczne jest wprowadzenie do biorcy obu biegundw
chromosomu: poczatkowego i koncowego. Poniewaz chromosom czesto
peka w czasie przekazywania, biorcy bardzo rzadko otrzymujg ceche Hfr;
powstajagce rekombinanty sg najczeSciej F~.

Szczepy réznigce sie potozeniem punktu O przenoszg r6zne fragmenty
chromosomu. Czasem markery, okre$lone jako pierwszy i koncowy u ja-
kiego$ szczepu wykazujg sprzezenie u innego, albo tez dany fragment
jest przenoszony przez dwa rézne szczepy Hfr w odwrotnej kolejnosci.
Wzgledne potozenie kazdego markera jest jednak zawsze takie samo
u wszystkich szczepow.

Na podstawie zachowania sie r6znych szczepéw Hfr Jacob i Woll-
man (40) wysuneli ogdlnie juz przyjeta hipoteze o zorganizowaniu ma-
teriatu genetycznego komorek E.coli w postaci kolistego, zamknietego
chromosomu. Przytaczenie sie w komdrkach Hfr czynnika F w jednym
z wielu mozliwych miejsc na chromosomie powoduje przerwanie kolistej
struktury i przekazywanie chromosomu w zorientowany sposéb. Obec-
nie znanych jest 17 réznych mozliwych punktéw przyczepu F na chro-
mosomie E.coli K12 (50) (rysunek 1).

Spos6b przytaczania sie episomu do chromosomu nie jest ostatecznie
wyjasniony. Pewne informacje o mechanizmie #gczenia sie elementu F
z chromosomem bakteryjnym uzyskano w wyniku badan nad posrednimi
typami dawcéw. Komorki takiego dawcy w czasie koniugacji przeka-
zuja zaréwno markery chromosomalne jak i swdj czynnik ptciowy w po-
staci autonomicznej. Adelberg i Burns (1, 2) wyizolowali z jed-
nego ze szczepow Hfr posredni typ dawcy wykazujgcy wiasciwosci za-
rowno populacji Hfr jak i F+, z tg r6znica, ze czestotliwosé przekazywa-
nia chromosomu byta nizsza w poréwnaniu ze szczepami Hfr, a przeka-
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zywanie autonomicznego czynnika mniej czeste niz w systemie F+. W wy-
niku krzyzowki z takimi szczepami komorki biorcy otrzymywaty cha-
rakterystyczny dla tych szczepéw czynnik pici stajgc sie dawcami tego
samego typu. Adelberg i Burns nazwali takie szczepy F2 a dziki
typ F oznaczyli jako F” Inni autorzy nadali wspdlng nazwe F’ wszyst-
kim rodzajom posrednich typéw dawcy, pozostajgc przy okreSleniu F
dla typu dzikiego. Przekazywanie cech bakteryjnych z komorki do ko-
maérki przez czynnik F’ nazwano seksdukcja, albo F-dukcjag (42).

Sto
G3 08r

Rys. 1. Miejsce przytgczania sie episomu F na chromosomie E. coli K 12 wedtug (12)
Strzatki na zewnetrznym kole oznaczajag punkt O i kierunek przekazywania chromosomu przez
szczepy Hfr réznego typu

Na wewnetrznym kole oznaczono potozenie na chromosomie cech syntezy aminokwaséw
(leu —leucyny, pro —proliny, try —tryptofanu, his—histydyny, liz —Ilizyny, arg —argininy,
ileu —izoleucyny) tiaminy Bt i adeniny (ade), fermentacji cukréow (lac —laktozy, gal —galak-

tozy, mai —maltozy) oraz cechy opornosci na faga Ti.

Badanie kinetyki tworzenia zygot przez szczepy F’ wykazato, ze
w komorkach tych szczepow zachodzi czesto przejscie czynnika picio-
wego ze stanu autonomicznego w stan przytgczenia i odwrotnie. Po-
taczenie wiec czynnika piciowego F’ z chromosomem jest u dawcy typu
posredniego nietrwate.

Najwazniejszg roznicg miedzy dzikim czynnikiem pici F a jego po-
chodnymi F’ jest fakt, ze te ostatnie posiadajg okreslony rejon homologii
z chromosomem bakterii i w wyniku zakazenia komadrek biorcy czynnik
F’ zmienia je w dawcdw posrednich przenoszacych geny chromosomalne
w tej samej sekwencji jak wyjsciowy szczep dawcy. Badany przez
Adelberga i Burnsa (1, 2) pochodny czynnik F’ przylaczal sie
zawsze w tym samym miejscu na chromosomie bakteryjnym pomiedzy
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locus pro kontrolujacym synteze proliny, a locus lac determinujgcym
fermentacje laktozy. W tym regionie byt réwniez przytgczony czynnik F
w oryginalnym szczepie Hfr, z ktérego uzyskano nowy typ dawcy. Przy-
puszczano, ze element F’ powstaje z czynnika F w wyniku przytgczenia
do niego fragmentu chromosomu bakteryjnego, a nastepnie przemieszcza
sie do cytoplazmy. Tworzenie czynnika F’ bytoby wiec analogiczne do
powstawania faga Adg, ktéry réwniez nosi kawatek bakteryjnego chro-
mosomu uzyskanego na drodze rekombinacji profaga Kz genomem gos-
podarza (3).

Driskell-Zamenhof i Adelberg (20) stwierdzili, ze czyn-
nik F’ jest prawie dwa razy bardziej wrazliwy na rozpad wbudowa-
nego fosforu radioaktywnego niz element F, co wskazywato, ze istotnie
F’ zawiera jaki$ dodatkowy fragment DNA. Dalsze badania (21) wyka-
zaly, ze wilasciwosci F’ zaleza od obecnosci w tym czynniku matego seg-
mentu bakteryjnego chromosomu. Prawdopodobnie ten segment umozli-
wia parowanie F’ z bakteryjnym chromosomem w okreslonym, homo-
logicznym, zawsze tym samym regionie. Okazato sie bowiem, ze po wpro-
wadzeniu czynnika F zawierajgcego region lac do szczepu biorcy, ma-
jacego w swym chromosomie ubytek DNA w okolicy lac, powstaje typ
dawcy nie dajacy sie odrézni¢ od typu dzikiego: wykazuje on niskg ptod-
no$¢ i rozny porzadek w przekazywaniu markerow. W tym przypadku
czynnik F’ nie mégt parowa¢ z homologicznym miejscem na chromo-
somie bakteryjnym i zachowywat sie jak czynnik F u dawcy F+ typu
dzikiego.

Wymiana materiatu genetycznego miedzy genomem gospodarza a ele-
mentem F najprawdopodobniej jest obustronna. Dziatajgc barwnikami
akrydynowymi na szczep zawierajacy czynnik F’ uzyskano komorki F~
0 szczegblnych wiasciwosciach. Wprowadzenie bowiem do tych komdrek
czynnika F pochodzacego z typu dzikiego powodowato powstanie szczepu
F’a nie F+. Mozna to ttumaczy¢ tym, ze wprowadzony czynnik F zostal
wbudowany w tym miejscu chromosomu, w ktérym istniat maty fragment
czynnika F pozostawiony po utworzeniu elementu F’ w wyjSciowym
szczepie. Ten fragment episomu F stuzy prawdopodobnie jako region
homologiczny dla tgczenia sie elementu F z chromosomem, co powoduje
powstanie dawcy typu F’. Pozostawiony na chromosomie fragment czyn-
nika F moze wiec stanowi¢ o wiasciwos$ciach specjalnego locus sfa (ang.
sex factor affinity) (2).

Bardzo wnikliwa analiza przeprowadzona przez Scaife’go i Gros-
sa (61) wykazata, ze punkt O narzucony przez F’ nie jest SciSle iden-
tyczny z punktem O u oryginalnego szczepu, ale powstaje w obrebie
nowego regionu homologii, ktory znajduje sie bardzo blisko dawnego.
Do doswiadczen uzyto posredniego dawce noszgcego markery A+Z+ na
chromosomie, a marker Z- na czynniku F\ Gdy takiego dawce skrzy-
zowano z biorcg A~Z~ i krzyzowke przerwano wcze$nie, okazato sie,
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ze gen Z+ z chromosomu dawcy jest przenoszony ze znaczng czestotli-
woscig jako poczatkowy marker. Poniewaz gen Z+ nigdy nie jest prze-
kazywany jako pierwszy marker przez oryginalny szczep Hfr, zmiana ko-
lejnosci jego wnikania musi by¢ spowodowana powstaniem innego re-
gionu homologii niz u szczepu wyjsciowego. Region ten miesci sie w ob-
rebie genu Z, ktéry uprzednio zostal wiaczony do czynnika F. Mozna
stad wnosi¢, ze zdolno$¢ przekazywania chromosomu przez szczepy po-
Srednie pojawia sie w wyniku przytaczania na drodze rekombinacji czyn-
nika F” w regionie homologii z chromosomem. Na rysunku 2 przedsta-
wiono schematycznie hipoteze dotyczacg przyczyn réznej orientacji prze-
kazywania materiatu chromosomalnego przez szczepy F’, wynikajgca
z omoéwionych wyzej doswiadczen.

Szczep F
d)

Z*
Rys. 2. Orientacja przekazywania markerow przez szczepy F+ i F’ wedtug (61).
Linia przerywana —element F, linia ciggta — chromosom bakteryjny

Chromosom bakteryjny o cechach A+ (pierwszy z przekazywanych markeréw) i Z+ (ostat-
ni marker). Strzatki wskazujg orientacje przekazywania markerdw.

a) przedstawia w jaki sposéb czynnik F’ noszacy gen z mutacja Z- decyduje o miejscu
parowania z chromosomem.

b) przy rekombinacji w tym regionie na lewo od genu z, do biorcy z cechg Z- bedzie
przenoszony jako pierwszy allel Z~ i cechy tej nie stwierdzi sie u rekombinantéw.

c) przy rekombinacji po prawej stronie od genu Z, pierwszym przenoszonym markerem
bedzie allel Z+.

d) czynnik F paruje z chromosomem w rejonie homologii ,,s”. W wyniku rekombinacji
episomu F z chromosomem marker Z+ przekazywany jest jako ostatni (e).

Nie ma dotagd bezposrednich dowodoéw, ze czynniki F sg catkowicie
wbudowane w chromosom w wyniku rekombinacji. Wskazywaty na to
dane z niektérych prac (70), sugerujace, ze element F u komérek Hfr
w trakcie przekazywania chromosomu jest podzielony na dwie czesci,
przy czym jedna z nich ma znajdowac sie na poczatku chromosomu,
a druga na koncu. Jesli zatozy sie, ze dziki czynnik F paruje w jednym
z kilkunastu regionéw homologicznych dla F na chromosomie w taki
sam sposob jak czynnik F’, mozna przyja¢, ze wbudowywanie czynnika
F odbywa sie réwniez na drodze rekombinacji. Swiadcza za tym omé6-
wione uprzednio obserwacje (21) o mozliwos$ci przytgczania sie elementu
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F-lac w r6znych miejscach chromosomu, jesli biorca ma ubytek w chro-
mosomie w regionie lac. Element F-lac jest jednym z czynnikdw F’,
a w przypadku ubytku na chromosomie w regionie lac zaczyna zacho-
wywac sie jak dziki typ F. Ponadto za przyjeciem koncepcji wigczania do
chromosomu episomow na drodze rekombinacji mogg réwniez — per
analogiam — przemawiaé wyniki badan nad powstawaniem faga klg (66).
Ten sposob wigczania czastki F do chromosomu ttumaczytby logicznie
wiekszo$¢ znanych faktdw obserwowanych w procesie koniugacji i re-
kombinacji u E.coli K12 (31).

Mozliwe jest jednak, ze w pewnych przypadkach episom F nie jest
catkowicie wbudowany do chromosomu. Swiadczg o tym obserwacje nad
przekazywaniem F13 jednego z czynnikéw F\ Po pobraniu F13 przez ko-
maorki F~ nastepuje odigczenie materiatu chromosomalnego od czastki
F13 i biorcy zostajg zmienieni w dawcéw F+ dzikiego typu. Ten proces
0 uderzajagcym podobienstwie do procesu indukcji zygotycznej sugeruje,
ze fragment chromosomu bakteryjnego jest wzglednie luzno zwigzany
z czynnikiem F13 Driskell-Zamenhof (21) wnioskuje z tego
doswiadczenia, ze w komadrkach Hfr element F jest najprawdopodobniej
tylko przyczepiony w sposéb mniej lub bardziej $cisty do chromosomu
bakterii.

Obecnos¢ czynnikow pici, zaréwno w stanie autonomicznym jak i whu-
dowanym nadaje komdrkom gospodarza nowe wilasciwosci: stajg sie one
dawcami materiatu genetycznego, ulegaja tez zmianie ich zdolnosci wig-
zania i namnazajg fagow, pewne witasciwosci powierzchniowe oraz ich
ruchliwosé. Komorki dawcow wykazujg wiekszg tendencje do autoaglu-
tynacji i tatwiej pobierajg kwasny barwnik niz komorki F~ (10,17,48).
Wraz z wprowadzeniem czynnika do komdrki zenskiej, nabywa ona
nowy antygen powierzchniowy f+, obecny tylko w meskich komdrkach
typu F+, Hfr i F” (55, 56). Poza tym stwierdza sie u dawcéw obecnosé
pewnych struktur powierzchniowych, wrazliwych na dziatanie nadjo-
danu, ktére decydujg o tworzeniu par koniugacyjnych; dziatanie nadjo-
danem na komorki zenskie nie zmienia ich zdolnosci koniugacyjnych (64).

Czynnik F, zarobwno w stanie autonomicznym jak i przytgczonym, de-
terminuje obecnos$¢ receptoréw dla pewnych fagéw zawierajgcych RNA
(MS2, ji2, f2). Fagi te nie adsorbujg sie na komoérkach F- (10, 17). Obec-
no$¢ czynnika F w komdérce powoduje natomiast utrate miejsc receptoro-
wych dla fagow namnazajgcych sie tylko na szczepach zenskich (17),
a takze uniemozliwia lizogenizacje tagodnym fagiem tau (27).

Inng jeszcze zmiang wystepujacg w komérkach zawierajagcych F jest
ich zmniejszona ruchliwos$¢. Selekcja hodowli w kierunku najwiekszej
ruchliwosci prowadzi do uzyskania komérek F-.Przyczyna tego zjawiska
nie jest znana (63).

Ta zalezno$¢ niektérych wiasciwosci komdrek od obecnosci episomu F
pozwala przypuszczac, ze o wszystkich tych cechach decyduje czynnik F.
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Bardzo przekonywujace sg sugestie Brintona, ktory na podstawie swych
obszernych badan nad czynnikiem F twierdzi, ze zdolno$¢ do koniugaciji,
powstawanie nowego antygenu powierzchniowego, obecnos$¢ receptorow
dla adsorbcji fagéw ,meskich” (adsorbujgcych sie wytgcznie na ko-
morkach meskich wszystkich rodzajow), utrata zdolnoSci do koniugacji
po zadziataniu nadjodanem zalezg od obecno$ci na powierzchni komaérek
dawcow pilii typu F. Wedlug Brintona liczba pilii $cisle odpowiada
liczbie czastek czynnika F w komorce, ktory determinuje ich synteze (11,
12, 52). Réwniez Knolle (44) oraz Valentine (68) przyjmuja, ze
wystepowanie antygenu f+ oraz innych wymienionych powyzej wiasci-
wosci u komoérek dawcoéw sg zwigzane z obecnoscig pilii typu F.
Interesujgce jest zagadnienie czy cykl replikacyjny rozpoczyna sie
zawsze w tym samym miejscu chromosomu. Z danych Nagaty (51)
wynikatoby, ze wigczenie episomu F do chromosomu u E.coli narzuca
nowe miejsce rozpoczecia replikacji chromosomalnego DNA i kierunek
odtwarzania jego nici. U komérek Hfr replikacja DNA chromosomalnego
rozpoczynataby sie w hipotetycznym replikatorze czynnika pici i poste-
powataby w kierunku przeciwnym do kierunku przekazywania DNA
w czasie koniugacji. Natomiast u komdrek F~ replikacja rozpoczynataby
sie w przypadkowym miejscu na chromosomie (51). Jednak pOZniejsze
dane Berga i Caro (5) wskazuja, ze integracja episomu F tylko
u niektdrych szczepow lub w szczeg6lnych warunkach doswiadczalnych
oddziatywuje na replikacje chromosomu, oraz ze wyniki Nagaty (51)
zalezaty od przypadkowego zastosowania takich witasnie szczepow.
Driskell i Adelberg (190 wykazali, ze czynnik F zawiera
fosfor. Wyniki badan (20) nad wptywem mitomycyny C (hamujacej syn-
teze DNA) na wigczanie 3P do czagstek F i F’ u E.coli KI2 wskazywaty,
ze ich podstawowym sktadnikiem jest DNA. Okazato sie, ze czynnik F
jest okoto 100 razy mniejszy od chromosomu bakteryjnego, a wielkos¢
badanego F’jest rzedu 3—8% wielkosci chromosomu. Bezposredni dowdd,
ze czynnik F zawiera DNA przedstawili Marmur i wsp. (49). Przeka-
zali oni do biorcy Serratia marcescens episom F-lac noszacy geny fer-
mentacji laktozy pochodzgce z chromosomu E.coli K12. Z poréwnania
DNA wyodrebnionego z niezakazonych komorek Serratia marcescens
z DNA komorek zakazonych wynikato, ze przejsciu czynnika F-lac to-
warzyszy pojawienie sie nowych, dwoch rodzajéw DNA o innej zawar-
tosci G+ C. Jeden z nich zawierat 50% G+ C co jest wartoscig charakte-
rystyczng dla E.coli, drugi—44% G+ C (DNA normalnych komdrek
S.marcescens zawiera 58% G+ C). Suma obu rodzajow DNA odpowiadata
I°/o catkowitej ilosSci DNA w komorce, przy czym ilos¢ DNA o skladzie
44% G+ C byta dziesieciokrotnie mniejsza niz DNA zawierajgcego 50%
G + C. Badania przeprowadzone przez Hermana i Forro (32) z uzy-
ciem komorek F+ znakowanych tymidyng 3H wykazaty rowniez, ze prze-
kazywany do F~ materiat radioaktywny wynosi okoto 1% catego zna-
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kowanego DNA komorek F+. Silver (62) stwierdzit ponadto, ze ma-
teriat przekazywany do biorcy w czasie koniugacji nie zawiera ani RNA,
ani biatek, przynajmniej w ilosciach wykrywalnych stosowanymi meto-
dami analitycznymi.

Prawdopodobnie episom F a takze i inne episomy wystepujg w po-
staci zamknietego, kolistego i podwdjnego tancucha DNA (31), na co
wskazujg zachowanie sie i niektore wtasciwosci czynnika F w stanie auto-
nomicznym i zintegrowanym oraz czynnikéw F\ Przypuszczenie to zo-
stato poparte przez Rotha i Helinskiego (60), ktérzy wykazali,
ze kwas dezoksyrybonukleinowy czynnika kolicynogennego col Ex z ko-
madrek Proteus mirabilis col jest kolista czastka.
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BARBARA LUBAS*

Chemiczne i fizyczne zmiany DNA pod wptywem promieniowania
jonizujgcego in vitro

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

Radiolysis of DNA and its purine and pirymidine bases, action of free radicals
on DNA derivatives and formation of hydroperoxides is presented. Conformational
changes produced by ionizing radiation in DNA macromolecule: main-chain scis-

sion, cross-linking and denaturation are discussed.

Ze wzgledu na podstawowa role DNA w przenoszeniu informacji ge-
netycznej, wptyw promieniowania jonizujgcego na jego biosynteze, struk-
ture i wilasnosci ma szczeg6lne znaczenie w naukach biologicznych.
Uszkodzenia radiacyjne DNA obejmujg zarowno zmiany fizykochemiczne,
tzn. zmiany ciezaru czasteczkowego oraz naruszenie drugo- i trzeciorze-
dowej struktury, jak i reakcje radiochemiczne w obrebie struktury pierw-
szorzedowej. Zmiany fizykochemiczne i chemiczne sg od siebie nawzajem
zalezne, a zastosowany w tym artykule podziat zagadnien mial na celu
jedynie bardziej przejrzyste przedstawienie omawianego materiatu.

I. Wydajno$¢ podstawowych reakcji radiochemicznych w DNA

Wrazliwo$¢ danego uktadu na promieniowanie mozna wyrazi¢ jako
funkcje liczby przemian wywotanych pod wptywem okre$lonej dawki
promieniowania. Wydajno$é radiacyjng G powstania lub rozpadu jakie-
go$ zwigzku mierzy sie liczbg okreslonych zmian chemicznych wywota-
nych przez 100 elektronowoltow pochtonietej energii.

Poczatkowe pochtanianie energii promieniowania mozna traktowaé
jako procesy czysto fizyczne pierwotnych aktéw jonizacji i wzbudzenia
atomdw, przy czym rozkiad energii w napromienianym materiale jest
przypadkowy i nie zalezy od jego budowy chemicznej. Mechanizm popro-
miennych reakcji chemicznych moze by¢ jonowy lub wolnorodnikowy.
Na powstawanie wolnych rodnikéw (czasteczek nie posiadajacych tadun-

* Mgr. Katedra Chemii Ogé6lnej Slaskiej Akademii Medycznej, Zabrze-Rokitnica
Wykaz stosowanych skrétéw: EPR — paramagnetyczny rezonans elektronowy,
LET — liniowa strata energii
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ku, ale zawierajgcych niesparowane elektrony) w napromienionych roz-
tworach substancji biologicznych, w tym rowniez DNA, wskazujg wyniki
badan technikg paramagnetycznego rezonansu elektronowego (EPR) (27,
61, 84, 88). Przekazywanie energii przez rodniki lub jony mozliwe jest
w roztworze dzieki dyfuzji.

Oddziatywanie miedzy substancjg a rodnikami prowadzi do spadku
jej stezenia oraz do utraty jej charakterystycznych wtasnosci (dezakty-
wacji). Wyprowadzono teoretycznie (25) zalezno$ci na prawdopodobien-
stwo wystepowania tych zjawisk ze wzrostem dawki w funkcji statych
szybkosci reakcji i wydajnosci tworzenia rodnikéw. Spadek stezenia sub-
stancji ze wzrostem dawki ma charakter wyktadniczy zaréwno w przy-
padku substancji czystej jak i w obecno$ci domieszek (7).

Pozwala to stosowac pojecie ,,dawki 37°/0” (D37), tzn. dawki, potrzeb-
nej do obnizenia stezenia lub aktywnosci substancji do I/e = 0,37 po-
czatkowej wartosci. Wielkos¢ D3 moze informowaé o wydajnosci tworze-
nia rodnikéw oraz szybkosci ich reakcji z substancja.

W tablicy 1 zestawiono orientacyjne wydajnosci radiacyjne wszyst-
kich podstawowych reakcji dla napromienianego DNA.

Tablica 1

Wydajnos$¢ S$rednia i ,dawki 37%>” dla ro6znych typdéw uszkodzen radiacyjnych
w DNA (roztwér OMOSD», napromieniany w powietrzu) (wedtug 89)

Poziom D3 w Wydajnosé
organizacji Charakter uszkodzenia DNA kilo- radiacyjna
strukturalnej radach G/ 10Cev
Struktura Naruszenie oddziatywan miedzy-
trzeciorzedowa czgsteczkowych < 0,25 > 500
Zmiany konfiguracji DNA 0,25 ~>500
Struktura Przejscie formy ,,B” w ,A” 0,25—0,7 500
drugorzedowa Uszkodzenie wigzan wodorowych 9,5 13
Struktura Uszkodzenia zasad 50 1,5
pierwszorzegdowa Powstawanie wodoronadtlenkéw 70 1,1
Dezaminacja 130 0,5
Pojedyncze zerwania tancucha 170 0,4
Defosforylacja 700 0,1
Sieciowanie 500 N 0,15

Degradacja (cigcia poprzeczne
podwéjnego tancucha)

a) wskutek natozenia sie dziatania 1700 0,04
posredniego i bezposSredniego
b) wskutek dziatania bezposredniego 5000 0,01

Jak wynika z tzw. teorii tarczowej Lea (52), znajagc D3 mozna, przy
zatozeniu réwnomiernego rozktadu rodnik6w w napromienianym obiek-
cie biologicznym, wyliczy¢ dla tego obiektu tzw. promienioczutg objetosé
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efektywng lub efektywny promienioczuty ciezar czasteczkowy. Obie te
wielko$ci sag odwrotnie proporcjonalne do D3 przy czym wspdiczynniki
proporcjonalnosci wylicza sie, przyjmujac zatozenie (9, 66), ze na jeden
akt jonizacji przypada energia 60 eV, a na jeden gram substancji biolo-
gicznej i dawke 1 rada — energia 87 ergow.

Dla wiekszosci makroczgsteczek biologicznych — enzymow, hormo-
néw, fagbdw, wyznaczone w ten sposéb objetoSci i ciezary czasteczkowe
efektywne dobrze pokrywajg sie (34, 43) z rzeczywistymi ciezarami czg-
steczkowymi okreSlonymi z pomiarow fizykochemicznych. Dla jednoni-
ciowego DNA z faga 174 Ginoza (34) wyliczyt, w oparciu o D37 = 386
kiloradéw, efektywny ciezar czasteczkowy wynoszacy 1,74 X 106, co do-
brze zgadza sie z fizycznym ciezarem tego typu DNA, znalezionym przez
Sinsheimera (85).

Il. Sekwencja reakcji radiochemicznych w DNA

Radioliza DNA przy réznych jego stezeniach w roztworze zalezy od
wielkosci strat jonizacyjnych i wydajnosci tworzenia rodnikéw na kazdy
akt jonizacji. Wskazuje na to zgodno$¢ danych ze spektrofotometrii wod-
nych roztworé6w DNA z wydajnosciami tworzenia rodnikéw w suchym
DNA oznaczonymi technikg EPR (83, 84, 88). Wydajno$¢ tworzenia rod-
nikow jest analogiczna dla suchego DNA i dla wody i waha sie w gra-
nicach 1—2 rodnikéw na jedng pare jonow czyli 3—6 rodnikéw na 100 eV
(45). W suchym DNA sygnat EPR osigga warto$¢ nasycenia w zakresie
dawek 100—200 kiloradéw, a maksymalng wydajnosé rodnikéw obser-
wuje sie dla dawek mniejszych od 100 kiloradéw, przy wyzszych za$
wydajno$¢ ta spada i np. po dawce 1 megarada jest rzedu zaledwie
0,17—1,7/100 eV (88).

Podstawowe popromienne uszkodzenia chemiczne DNA zwigzane sg
ze zmianami w obrebie zasad azotowych. Stwierdzono (8, 26, 31), ze za-
sady pirymidynowe sa bardziej wrazliwe na promieniowanie niz pury-
nowe.

Krzywe wydajnosci radiacyjnej dla wolnych nukleozydow (44, 46) i dla
nukleotydéw (72) $wiadcza, ze wigzania glikozydowe ani fosfodwuestro-
we nie chronig zasad przed atakiem ze strony wolnych rodnikéw. Po-
dobnie potgczenie nukleotydéw w ‘tancuch polinukleotydowy, wig-
zania wodorowe miedzy komplementarnymi zasadami w podwdjnej spi-
rali DNA, a takze sama spiralizacja nie daje takiego efektu ochronnego,
przy dowolnym stezeniu napromienianych wodnych roztworow DNA (8).
Z dobrym przyblizeniem mozna wiec wyliczy¢ wydajno$¢ radiacyjna ra-
diolizy DNA z wyrazenia:

Q __ "G-C'"G-C 4~ G a—t "Ca—T A

g*
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gdzie Cg-c i Ca_t— procentowe zawartosci molowe odpowiednio dla
zasad pirymidynowych i purynowych w czasteczce,
Gg-c i Ga-t— S$rednie wydajnosci radiacyjne odpowiednio dla
zasad pirymidynowych i purynowych.
Rossberg (71) zaproponowal nastepujacy tok reakcji radioche-
micznych w DNA:

Nwwt- ) WWW- > Y
gdzie B — liczba zasad (o wspdiczynniku ekstynkcji E) w spirali DNA,

B* — liczba uwolnionych zasad (o wspo6tczynniku ekstynkcji E’ =
= kE),

Y — stezenie produktow o wspoOiczynniku ekstynkcji E = O, wy-
tworzonych wskutek reakcji radiochemicznych,

a — wspoOiczynnik wydajnosci uwalniania zasad przez depolimery-
zacje,

P'— wspotczynnik wydajnosci tworzenia produktéow radiochemicz-
nych.

Na podstawie rownan opisujacych spadek liczby zasad i stezenie wol-
nych zasad w funkcji dawki oraz wspotczynnikéw a i @ (15, 24) Ross -
berg (70) znalazt teoretycznie analityczng forme zmiany maximum eks-
tynkcji w funkcji dawki, wspdtczynnikow ekstynkcji oraz wspo6tczynni-
kéw a i (G Dane teoretyczne okazaly sie zgodne z doswiadczalnymi, co
potwierdzito stuszno$¢ schematu. Wspoétczynniki a i P zalezne sg od steze-
nia roztworu i mozna je wyznaczy¢ doswiadczalnie. Z pomiarow lepkosci
napromienianych roztworé6w DNA wynika (70), ze zawsze a>§.

Wyliczono (76,77), ze okoto 20% wolnych rodnikdw w roztworze ata-
kuje w DNA ryboze powodujac utlenienie wigzan i hydrolize a wskutek
tego rozerwanie tancucha i uwalnianie sie zasad. Pozostata cze$¢ (SOVYo)
rodnikdw powoduje utlenianie i wtérne zmiany chemiczne zasad w tan-
cuchu DNA.

1. Utlenianie i wtérne zmiany zasad pirymidynowych

Przyczyng duzej wrazliwos$ci zasad pirymidynowych na promieniowa-
nie jest tatwo$¢ utleniania pod wpltywem wolnych rodnikéw wigzania
w potozeniu 4—5 pierScienia; w purynach miejsce to jest chronione piers-
cieniem imidazolowym.

Fakt, ze w napromienianym roztworze kwasy nukleinowe sg utlenia-
ne na 4—5 wigzaniu pirymidyn wykazali Scholes, Weiss i Whe-
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eler (82), a potwierdzili Ekert i Monier (28, 29, 30). Wedtug
Scholesa, Weissa i Wheelera, podwdjne wigzanie 4—5 pod wptywem pro-
mieniowania otwiera sie, powodujgc powstanie hydroksywodoronadtlen-
ku. Proces ten sktada sie z trzech etapow (schemat 1).

AIHAlUbCFAj AA(lubChAj lub CH 3j AHATUBCH3;
c c— c-0-o— +02 c-o-oH
I +OH-—-- | +CV | +H+> | +02
c C—oH C-OH C-OH
/X H /X H /X H /X H

Schemat 1. Etapy powstawania hydroksywodoronadtlenku przy radiolizie DNA

1. promieniowanie powoduje radiolize wody, a rodnik OH* dziatajac na
4—5 podwdjne wigzanie pirymidyny daje rodnik hydroksyhydropiry-
midylowy

2. rodnik ten wchodzi w reakcje z obecnymi w roztworze czasteczkami
tlenu powodujgc powstanie rodnika hydroksyhydronadtlenopirymi-
dylowego

3. jon OI, powstajacy w reakcji

h +02->ho-"th++02

przeksztatca ten rodnik w hydroksywodoronadtlenek.

Losy powstatych nadtlenkow zmieniaja sie zaleznie od zasady, w kto-
rej one wystepujg, rozpatrzymy wiec kolejno tymine i cytozyne.

Wydajnos$¢ radiacyjna uszkodzen tyminy jest duza — wynosi G = 24
dla roztworu 10-3 M (51). Podstawowg reakcjg jest utlenianie tyminy
z powstaniem hydroksywodoronadtlenku. Wydajno$¢ jego tworzenia wy-
nosi jednak jedynie G = 0,85 (51), poniewaz jest on czesciowo niszczony
przez promieniowanie. Nadtlenek tyminy jest dosy¢ trwaty. Posiada on
dwa izomery przestrzenne: cis (80%) i trans (20%) (29):

(c's) (trans)

przy czym w temperaturze pokojowej forma cis moze przechodzi¢ w trans.
Procesy zwigzane z przeksztatceniami radiacyjnymi tyminy przedstawia
schemat 2.
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Roarikd Wodoronadtenki Stereoizomery  wodoronadtienkéw
9 \ Hx N [CH3 H\MCAlCHS /
"CHZ? - N-C ch3
% A C'CH®H A\\A b AR- - 0=C AH|° N n3
0 irSi 0<*h h u>I1-C4I00H Y|-C[OOH
Tymina H OH H H
o &l
HoA, XH K. " JH-CHCH3 -Cs?
2 Hm-c-cQOHB N oH—  oed G o Fp>-Cs7ch3
c? o n "h ON N VH  t\ B eATaH W eCyion

H _C\ rawkoau
OH

Schemat 2. Schematyczny przebieg reakcji radiochemicznych przy napromieniowa-
niu tyminy (wg 28, 29)

(*) — reakcje przewazajace w warunkach beztlenowych lub przy niedoborze tlenu.

W rezultacie hydrolizy powstate wodoronadtlenki rozpadajg sie czesto
na produkty prostsze: kwas pirogronowy, kwas mréwkowy i mocznik.

Wodoronadtlenek powstajagcy przy radiolizie cytozyny jest nietrwaty
i rozpada sie z uwolnieniem tlenu do glikolu (30, 50, 51). Wydajno$¢ tej
reakcji wynosi G = 0,12 (51). Glikol cytozyny tez nie jest trwaty i prze-
ksztatca sie w kwas izobarbiturowy, na dwdéch mozliwych drogach:

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

b. przez uwolnienie wody (przejscie w 5-hydroksycytozyne), a nastep-
nie uwolnienie NH2 (G — 0,34).

Opisane procesy przedstawiono schematycznie wediug Ekerta
i Moniera (30) na schemacie 3, uwzgledniajac réwniez powstanie rod-
nika hydropirymidylowego i dwoéch innych typéw wodoronadtlenkéw.
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Wodoronadtlenki
nh?2 NH2
Cytozyna M b N,
cL / ,,G"-@%‘H OH
\ONH2 1 HO " s
,\Iy\' (I:[H Rodniki . d ,Oh',\\I/Yq o
OH ] | 1
HO/CN'GH n‘Cc'on
c-Jro?” A A\
NH2 HO ~'N" "M <~s0 fi /OHA HO ' 'H
nc-< h Q >s. ] Kwas izobarbiturowy
fo b PH NH2 Ho CAVC Yy
o n 1 u  PWs6fimino-izobarbiturony
ffSn
HO" 1 "H
NH2
Ho SN G

Schemat 3. Schematyczny przebieg reakcji radiochemicznych przy napromieniowaniu
cytozyny (wg 30)

IV. Radioliza zasad purynowych

Proces ten jest stabiej zbadany niz radioliza zasad pirymidynowych.
Podstawowe reakcje radiochemiczne zasad purynowych wynikajg z prac
Hemsa (39, 40, 41) oraz Ponnameruny i wsp. (67, 68). Autorzy
ci stwierdzili, ze przy napromienianiu adeniny mozliwe sg dwie drogi
zmian chemicznych: z zachowaniem uktadu pierscieni pirymidyny i imi-
dazolu oraz z otwarciem pierécienia imidazolowego. W pierwszym przy-
padku powstaje 8-hydroksyadenina (z wydajnoscig G = 0,20) i hipoksan-
tyna (z wydajnosciag G = 0,05). Otwieranie pierScienia imidazolowego,
ktorego czuto$¢ na promieniowanie jest okoto 2,5 razy wieksza niz piry-
midynowego (51) powoduje powstanie czterech typéw zwigzkéw forma-
midowych (schemat 4).

Zwigzki formamidowe oraz ksantyna sg réwniez produktami radioli-
zy guaniny. He ms (41) zidentyfikowat tu — oprécz ksantyny — 2,4-dwu-
mino-5-formamido-6-hydroksypirymidyne (schemat 5).
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NHc

6-amino- 8- hydroksypuryna
(8-hydroksyadenina)

H/CAN/Cx
Hypoksantyna
HS ~
NH2 CiH H
Adenina N-CANH?2 N A"CAYCA®
;4 WA,
HISY XN, HASrtiH 2
4,6-dwaamino-5-formamido- 4-amino-5-fbrmamido-
- pirymidyna 6-hydroksypirymidyna
NHZ OH
nACx INH2 . I
/ N A c-NH* m
_— n r7
H Vy
H H
5,6-dwuamincM-forrnamido- 5-amino-4- Formamido-

- pirymidyna 6-hydroksypirymidyna

Schemat 4. Schemat radiolizy adeniny (wg 40)
OH

guanina

t/ Vv

¢  --H
h2nx :wx -iih2
2,4-dwuamino - 5-formamidopirymidyna

Schemat 5. Schemat radiolizy guaniny (wg 67, 68)

(8]
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V. Wptyw tlenu na radiolize zasad

Przy napromienianiu roztworéw wodnych zasad pirymidynowych
w $rodowisku beztlenowym rodnik hydroksyhydropirymidylowy reaguje
z drugim rodnikiem OH’ do formy glikolowej:

(lab CH3) \/H (lub CH3)
— C— OH
+ OH*
C — OH

Schemat 6. Schemat radiolizy zasad pirymidynowych w $rodowisku beztlenowym

Wydajnosci tworzenia glikolu tyminy w $rodowisku beztlenowym
wynoszg: G = 0,51 dla izomeru cis i 0,38 dla izomeru trans (60). Oprocz
glikoli przy beztlenowym napromienianiu tyminy powstajg ponadto
5-hydroksy-6-dwuhydrotymina oraz 5,6-dwuhydrotymina (29, 60). Glikol
tyminy jest produktem trwatym (12) w odrdznieniu od glikolu cytozyny
(p. rozdz. ).

Sadzac ze schematéow 2 i 3, odpowietrzanie roztworéw nie powinno
silnie wptywac¢ na sumaryczng wydajnosé radiolizy pirymidyn, poniewaz
w Srodowisku beztlenowym mogg zachodzi¢ wszystkie reakcje dziatania
rodnikbw z wyjatkiem tworzenia hydroksywodoronadtlenkéw, a reakcje
z rodnikami OH'2 sg zastgpione reakcjami z rodnikami H\ Dane dos-
wiadczalne (8, 47, 75) potwierdzajg te przypuszczenia— wydajnosci ra-
diolizy zasad pirymidynowych w obecnosci tlenu sg jedynie niewiele wyz-
sze niz dla srodowiska beztlenowego. Przy napromienianiu wodnych roz-
tworoéw zasad pirymidynowych w atmosferze powietrza krzywe zaleznosci
liczby niezmienionych zasad od dawki majg charakter wyktadniczy az
do 200—300 kiloraddéw i nie zmieniajg nachylenia po przekroczeniu daw-
ki 70 kiloradéw kiedy w roztworze wyczerpuje sie praktycznie caty tlen,
ani tez po dodatkowym nasyceniu roztwordw tlenem (47, 75, 89).

Sprawa wptywu tlenu na radiolize zasad purynowych nie jest ostatecz-
nie wyjasniona. W Srodowisku beztlenowym sumaryczne wydajnosci ra-
diolizy puryn sg 2—2,5-krotnie nizsze niz w warunkach nasycenia tlenem,
a ponadto inny tu jest sktad koncowych produktow radiolizy (11, 21, 41).
Jak dotad nie wyjasniono jednak, czy radioliza puryn przebiega poprzez
etap wodoronadtlenkow. Nie jest wykluczone, ze w obecnosci tlenu two-
rza sie nietrwate wodoronadtlenki (z uwolnieniem amoniaku i kwasu
mrowkowego lub dwutlenku wegla), ktére nastepnie rozpadajg sie do
kwasu szczawiowego i mocznika. Znaleziona w warunkach nadmiaru tle-
nu wieksza ilos¢ amoniaku moze $wiadczy¢ o rozpadzie nietrwatych
zwiazkow formamidowych (41, 42).



122 B. LUBAS [10]

V1. Powstawanie zwigzkow swobodnych

Jak juz wspomniano, przy napromienianiu DNA oraz nukleotydow
i zasad zawierajacych grupy aminowe powstaje swobodny amoniak
w ilosci proporcjonalnej do dawki (8, 47, 53, 80).

Dezaminacja DNA i jego zasad nigdy nie polega jedynie na oderwa-
niu grupy aminowej, lecz na degradacji catej czasteczki z rozerwaniem
pierécieni imidazolowych i pirymidynowych. Swiadczy o tym np. fakt, ze
przy radiolizie adeniny i guaniny powstaje nie jedna lecz 1,5 czasteczki
NH3na kazdg rozpadajaca sie czasteczke zasady (78, 80).

Przy napromienianiu kwaséw nukleinowych i nukleotydéw zachodzi
réowniez defosforylacja. Uwalnianie anionu P04_ moze zachodzi¢ wskutek
dwoéch réznych mechanizméw: bezposredniego dziatania promieniowania
jonizujgcego, powodujgcego rozerwanie w tancuchach wigzania 3'-4’ oraz
wskutek dziatania posredniego przez utlenienie atomu wegla w potoze-
niu 5’, co prowadzi do hydrolizy. Do uwolnienia grupy fosforanowej ko-
nieczne jest rozerwanie tancucha odpowiednio w dwéch miejscach totez
ilos§¢ powstajgcego fosforanu jest w przyblizeniu proporcjonalna do kwa-
dratu dawki (14, 79).

Wydajnosci molowe reakcji dezaminacji i defosforylacji zalezg od
atmosfery w jakiej przeprowadzane jest napromienianie (tablica 2). Re-
akcja dezaminacji w atmosferze tlenu wykazuje maksymalng wydajnos¢
radiacyjng okoto trzykrotnie wieksza niz w prézni, co Swiadczy, ze pro-
ces ten zwigzany jest z dziataniem rodnikoéw utleniajgcych OH”i OH'2 (47,
67).

Tablica 2

Wydajnos$¢ reakcji dezaminacji i defosforylacji w DNA w zalezno$ci od atmosfery
napromieniowania
(roztwér 0,05%; dawka 150 kiloradéw) (wg 80)

Wydajno$¢ dezaminacji Wydajnos¢ defosforylacji
Atmosfera /XlOSmOIa\ / rr.ola\
\ dm3a/ (XIvw )
Tlen 6,3 —
Powietrze 5,0 0,8
Wodér 31 1,2
Proznia 2,3 9,2

Na obie reakcje wptywa ponadto wyraznie pH $rodowiska, przy czym
istnieje korelacja miedzy krzywymi ich wydajnosci przy tym samym pH
(8). Dla nukleotydéw i polinukleotydéw wydajnos$ci te osiggaja maksi-
mum przy pH = 7, a minimum w $rodowisku silnie zasadowym i stabo
kwasnym.
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Wiéréd zwigzkéw swobodnych powstajacych przy napromienianiu nu-
kleozydéw, nukleotydow i DNA zidentyfikowano ponadto estry fosfora-
nowe (46, 47) oraz zwigzki karbonylowe (46, 64). Powstawanie zwigzkéw
karbonylowych jest zwigzane z radiolizg rybozowej czesci nukleozydow,
przy czym wydajno$¢ ich tworzenia jest duzo wyzsza przy radiolizie nu-
kleozydéw purynowych niz pirymidynowych (46, 47). WydajnosSci tworze-
nia zwigzkéw karbonylowych i nietrwatych estrow sg dla danego zwigz-
ku bardzo zblizone, co nasuwa przypuszczenie, ze tworzg sie one w wyni-
ku tych samych reakcji utleniajgcych.

VII. Typy i charakterystyka zmian konformacyjnych

Zaleznie od warunkéw napromieniania mogg w DNA wystepowac

w réznym stopniu nastepujace zmiany fizyczne czasteczek (10):

1. Degradacja, czyli rownoczesne zitamanie obydwu tahcuchéw pod-
wojnej spirali (rys. la) z przegrupowaniem atomow na koAcach zia-
mania, co prowadzi do spadku S$redniego ciezaru czasteczkowego.

2. Pojedyncze ztamanie tancucha z wytworzeniem tzw. zakonhczen (lub
centrow) aktywnych (rys. Ib), ktére w obecnosci tlenu ulegajg utle-
nieniu, rozpoczynajac cykl opisanych w poprzednim rozdziale reakcji
chemicznych, a przy braku tlenu prowadza do tzw. sieciowania.

3. Sieciowanie (rys. Id), polegajace na taczeniu sie zakonczen aktywnych
dwdch réznych drobin DNA o odpowiadajgcej sobie konfiguracji, co
prowadzi do wzrostu Sredniego ciezaru czasteczkowego.

4. Niszczenie wigzan wodorowych miedzy komplementarnymi zasadami
podwdjnej spirali, prowadzace do denaturacji czyli przejScia uporzad-
kowanej spirali w nieuporzagdkowane kiebki (rys. Ic).

Rys. 1. Typy zmian konformacyjnych podwojnej spirali DNA pod wpltywem pro-
mieniowania (wg 1, 4)
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Degradacja i sieciowanie wtasciwe sg wiekszosci napromienianych
w roztworze polimerow. Zjawiska te charakteryzowa¢ mozna przez para-
metry p (gesto$¢ pekania tancucha) i q (gesto$¢ sieciowania) wyrazajace
stosunek liczby peknie¢ lub jednostek usieciowanych do liczby jednostek
podstawowych tancucha. Dla jednotancuchowych polimeréw oba te pa-
rametry nie zalezag od mocy dawki, a do dawki D sg wprost proporcjo-
nalne (19):

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

Wspoétczynniki k il oznaczajg odpowiednio podatno$¢ polimeru na pe-
kanie lub sieciowanie.

Prawdopodobienstwo degradacji dwuniciowego DNA, tzn. réwnoczes-
nego zerwania lezacych naprzeciw siebie wigzan miedzy monomerami
w obu tancuchach mozna w Swietle wzoru (2) zapisaé w formie

p2 = k2?2 3

Uwzgledniajagc jednak poprawke na pojedyncze pekniecia, ktére moga
istnie¢ w obrebie jednej nici przed napromienieniem prawdopodobien-
stwo to wyrazono (24) wzorem

p2= k2D2+ D2+ EDDQ 4

gdzie DOoznacza dawke promieniowania, po ktérej hipotetyczny pojedyn-

czy tancuch DNA zawierajagcy wszystkie nukleotydy obecne w 1 ml roz-

tworu zostatby tak zdegradowany, ze jego $redni ciezar czasteczkowy byt-
by réwny wyjSciowemu Sredniemu ciezarowi czgsteczkowemu danego

DNA,

i = 2, jesli wyjsciowy DNA zawiera pojedyncze pekniecia o rozkiadzie
przypadkowym w liczbie poréwnywalnej z liczbg koAcéw podwdjne-
go tancucha,

£ = 0, jeSli w nienapromienionym DNA nie ma pojedynczych peknieé

i 0< i< 2 dlaprzypadkéw posrednich.

Zgodno$¢ wyliczen teoretycznych w oparciu o to rownanie z danymi do-

Swiadczalnymi postuzyto jako dowdd istnienia dwuniciowego DNA w roz-

tworze (24).

Degradacja przewaza przy stezeniach ponizej 0,4% polimeru w roz-
tworze, ale juz przy stezeniach powyzej 0,6% dominuje sieciowanie (6).
PrawdopodobieAstwo utworzenia wigzania sieciujagcego mozna opisaé ilo-
czynem ac, gdzie c— stezenie polimeru w roztworze, a — wspoiczynnik
proporcjonalnosci (prawdopodobienstwo rozerwania tancucha bez utwo-
rzenia wigzania wynosi wtedy 1—ac).

Liczbe usieciowanych jednostek przypadajgcych na wagowo $rednig
czasteczke okresla sie jako wspdtczynnik sieciowania 8. Gdy 8 = 1 w roz-
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tworze zaczyna sie tworzy¢ nierozpuszczalna struktura usieciowania (20).
Punkt ten nosi nazwe punktu zelowania a odpowiadajgca mu dawka pro-
mieniowania— dawki zelowania. Jak wynika z teoretycznych rozwazan
Alexandra i Charlesb yego (1) dawke zelowania dla polimeru
mozna wyrazi¢ w postaci

NE ac
i | aM 4—b5e-ac

gdzie N — liczba Avogardo

E — energia zaabsorbowana przy aktywacji przez jednostke monomeru,
M — poczatkowy Sredni ciezar czasteczkowy.

Jezeli ac <C 0,223, zel nie wytworzy sie mimo dowolnie duzej dawki.
Minimalna dawka promieniowania dla tworzenia zelu (Dzi)min = 0,46
NE/aM. Dla wiekszosci polimeréw ,a” ma warto$¢ rzedu 50, a zatem

(Dze)mIn=9.107E/m.

Przy wyzszych stezeniach Dz ro$nie, poniewaz na pojedyncza c€z3as-
teczke przypada wéwczas mniejsza cze$¢ catkowitej ilosci promieniowa-
nia. Ta teoretyczna zalezno$¢ dawki zelowania od stezenia zostata dla
DNA potwierdzona doswiadczalnie.

VI1Il. Degradacja i sieciowanie drobin DNA

Zmiany ciezaru czasteczkowego DNA zwigzane 7 degradacjg i siecio-
waniem zaleza, poza dawka, od warunkéw napromieniania, a zwilaszcza
od obecnosci tlenu, zawartosci wody w prébce oraz od energii promienio-
wania. Nature tych zmian okres$la sie mierzac lepko$¢ istotng [rj], $redni
ciezar czasteczkowy M oraz wyznaczajac promien bezwtadnosci Q z po-
miaréw rozpraszania Swiatla. Alexander i wsp. (4 zatozyli, ze DNA
zachowuje sie w roztworze jak usztywniona spirala, dla ktorej

M = 1.15p?= 9.1.106] 6

jezeli Qwyraza sie w angstromach, a [A] w dl/g. Okazato sie nastepnie
(55), ze przy napromienianiu w powietrzu zmiany tych parametréw sg
w przyblizeniu te same dla DNA suchego i zawierajacego niewielkg (do
25%) ilos¢ wody. Ze wzrostem dawki lepko$¢ istotna maleje monofonicz-
nie, natomiast zmiany M i g2 (rysunek 2) wskazujg, ze proporcjonalnosé
wyrazona wzorem 6 zostaje zaktécona. Pozatem przy dawkach wiekszych
niz 2*106 radéw obserwuje sie przy zmianach ciezaru czasteczkowego
réznice dla zerowej i 25%-owej zawartosci wody w prébce.
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Opisane zalezno$ci miedzy M, q i [tf]] mozna tlumaczy¢ zaktadajac, ze
w DNA suchym lub o niewielkiej zawartosci wody przy matych daw-
kach przewaza degradacja, przy wiekszych — sieciowanie. Wzajemne na-
ktadanie sie obu tych proceséw powoduje, ze M i 2 sg w przyblizeniu

Rys. 2. Zalezno$¢ zmian ciezaru czasteczkowego, promienia bezwtadnosci i lepkosci
istotnej DNA od dawki przy napromieniowaniu elektronami (wg 55)

state, gdyz straty diugosci czasteczki kompensuje jej rozgatezienie, na-
tomiast lepko$¢ istotna [r]], ktéra w odréznieniu od M i q okre$la w pierw-
szym przyblizeniu jedynie dtugos$¢ czasteczki, stale maleje ze wzrostem
dawki.

Zmiany ciezaru czasteczkowego napromienianego DNA wskutek de-
gradacji oceniano rowniez ze zmian statych sedymentacji (86), postugujac
sie wzorem Mandelkerna i wsp. (58).

1. Wptyw wody

Wigzanie poprzeczne moze powstaé, jak juz wspomniano, wskutek za-
atakowania obojetnej czasteczki przez zakoriczenie aktywne lub przez re-
kombinacje dwdch zakonczen aktywnych, przy czym drugi z tych proce-
sow daje wieksze prawdopodobienstwo utworzenia wigzania. Poniewaz
szansa spotkania sie dwéch aktywnych zakorczen o odpowiadajacej so-
bie konfiguracji zalezy od ruchéw czasteczek, wzro$nie ona wybitnie przy
zwiekszonej ilosci wody w prébce (w suchym DNA rekombinacja zdarza
sie jedynie przypadkowo). Z drugiej jednak strony w rozciefczonych
roztworach duze odlegtosci miedzy drobinami utrudniajg sieciowanie.

Wptyw wody na zalezno$¢ zmian M, Qi [r]] od dawki dla DNA napro-
mienionego w powietrzu zbadali Lett i Alexander (54). Stwier-



115] ZMIANY POPROMIENNE W DNA 127

dzili oni, ze ze wzrostem zawartosci wody w DNA lepkos¢ istotna
spada liniowo, a sadzac z charakteru zmian ciezaru czasteczkowe-
go maleje prawdopodobienstwo tworzenia wigzan poprzecznych. Uzu-
petnianie sie proceséw sieciowania i degradacji powoduje, ze ze wzros-
tem zawartosci wody w prébce DNA zawarto$¢ frakcji zelowej poczatko-
wo rosénie, a nastepnie spada (tablica 3).

Tablica 3

Zalezno$¢ wspotczynnika degradacji oraz procentowej zawartosci zelowej frakcji
DNA od procentowej zawartosci wody w prébce dla dawki 106 radéw (wediug 54)

Zawarto$¢ wody Wspotczynnik Zawarto$¢ zelowej
w % degradacji X 109 frakcji DNA w %

50 91 16,2

100 13,4 40,0

150 18,2 47,6

200 22,5 457

250 26,9 20,0

300 31,3 33

400 40,2 24

W obecnos$ci duzej ilosci wody wyraznie zaznacza sie wptyw wytwa-
rzania rodnikow. Stosunek efektywnos$ci bezposSredniego i posredniego
dziatania promieniowania wynosi wowczas koto 1,3.

2. Wptyw tlenu

Lett, Stacey i Alexander (55 stwierdzili, ze przy napro-
mienianiu w powietrzu wzrost ciezaru czasteczkowego DNA jest mniejszy
niz w prézni, czyli ze obecno$¢ tlenu sprzyja przewadze degradacji nad
sieciowaniem. Efekt ten nie jest wywotany wzrostem liczby cie¢ poprzecz-
nych, poniewaz przy matych dawkach obecnos$é tlenu nie wptywa na spa-
dek lepkosci istotnej. Wyjasniono nastepnie (2), ze w obecnosci tlenu,
zwitaszcza za$ przy duzej zawartosci wody zmniejsza sie liczba wigzan
poprzecznych wskutek utleniania centréw aktywnych.

3. Wplyw rodzaju promieniowania

Zmiany wtasnosci fizyko-chemicznych DNA pod wptywem czastek
a z polonu (3) wskazujg, ze przy niskich dawkach napromienianie powo-
duje praktycznie jedynie degradacje molekut, a sieciowanie jest znikome,
w zwigzku z czym zalezno$¢ M, Qi []] podana we wzorze 6 nie zostaje za-
ktécona. Dopiero przy dawkach wiekszych od 3X166radéw spada jedynie
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[H a M i p2nie malejg wskutek sieciowania. Efekty te sg pozatem w bar-
dzo niewielkim stopniu zalezne od zawartosci wody i tlenu. Ze spadku
lepkos$ci istotnej mozna wyliczyé, ze przy napromienianiu czastkami a
wystapi jedno ciecie poprzeczne tancucha na kazde 600—700 eV pochto-
nietej energii, bez wzgledu na zawarto$¢ wody w probce. Wartos$¢ ta
nizsza niz dla elektronéw zgodna jest z wartoscig Sredniej straty energii
przy przejsciu czastek a przez tancuch DNA. Przyjmujgc bowiem, ze
liniowa strata energii (LET) dla czastek o energii 3—4 MeV przy przejs-
ciu przez obiekt biologiczny wynosi 105—145 keV (3, 5), a $rednia droga
przez element taficucha DNA wynosi 62 A (48) wyliczamy strate energii
rowng 650—900 eV. Gesto$¢ jonizacji jest tak duza, ze tatwo powstajg
ztamania rownoczesne w dwodch tancuchach, co prowadzi do degradacji
drobin, natomiast ztamania pojedyncze z wytworzeniem zakonczeA ak-
tywnych zdolnych do sieciowania witasciwe sg raczej elektronom wtor-
nym (promieniowanie 5), ktore majg duzo nizszg warto$¢ wspdiczynnika
LET.

Zmiany lepkosci istotnej oraz ciezaru czasteczkowego DNA w roztwo-
rach wodnych pod wptywem promieni y z 60Co $wiadcza, ze mechanizm
dziatania tego promieniowania jest podobny jak przy napromienianiu
elektronami. Stwierdzono tez (16), ze spadek lepkosci charakterystycznej
DNA ze wzrostem dawki oraz efektywnos$¢ posredniego i bezposredniego
dziatania sg bardzo podobne dla wigzki elektronéw o energii 15 MeV
i dla promieniowania X o napieciu szczytowym 140 kV.

Przy napromienianiu DNA in vitro miekkim promieniowaniem X
stwierdzano metodg chromatografii kolumnowej, ze dawki do 1 kiloraaa
nie powodujg zmian ciezaru czasteczkowego, ale juz dawka 10 kiloradéw
wywotuje przesuniecie ku wyzszym gradientom, Swiadczace o sieciowa-
niu drobin (35).

4. Wptyw rodzaju i pochodzenia DNA

Dla oszacowania uszkodzenia DNA przy matych dawkach wygodniej
jest odnosi¢ wydajnos¢ efektu poradiacyjnego do pojedynczego aktu jo-
nizacji lub reakcji z rodnikiem, niz do dawki. Liczbe pierwotnych aktéw
jonizacji w DNA mozna wyliczy¢ znajgc ,dawke 37%” dla komorek
z ktorych izolowano DNA (36).

Okresla sie w ten spos6b minimalng liczbe potencjalnych uszkodzen,
nie uwzgledniajgc dziatania posredniego poprzez rodniki wytworzone
w $rodowisku.

Jak wida¢ z tablicy 4 najmniejsza liczbe bezposrednich uszkodzeh
przypadajaca na D37 charakteryzuje sie DNA izolowany z fagéw nieco
wiekszg DNA z bakterii i drozdzy, jeszcze wieksza DNA pochodzenia
zwierzecego a maksymalng DNA rosliny.
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Tablica 4

Poréwnanie liczby bezposrednich uszkodzen radiacyjnych dla DNA izolowanego
z réznych organizméw (wedtug 36)

Zawartosé DNA Dz Liczba bezpos$rednich

Organizm , uszkodzefi w DNA
w komorce w g w radach A
przypadajgca na D3

Fagi S-13 i
$ X-174 X o 250 000 0,9
Fag Tx 8§ XlOw 90 000 6,3
Fag T2 2,1 X101 40 000 7,3
E.coli 6 X10-15 2—5 000 10— 25
D.pneumoniae 2—5x 1015 10—15 000 17— 64
Drozdze 6 X10-15 10— 20 000 50—100
Zwierzeta 6 XIOw 100 520
Rosliny g8 x3P T 100— 200 5000

IX. Denaturacja drobiny i zmiany w strukturze drugorzedowej

Na silne naruszenie drugorzedowej struktury DNA pod wptywem
dziatania promieniowania jonizujacego zwrécili uwage Peacocke
i Preston (62, 63). Oszacowali oni, ze energia 100 eV powodujgca $red-
nio 2,3 pekniecia tancucha polinukleotydowego wywotluje zerwanie az
38 wigzan wodorowych.

Denaturacje DNA wywotang przez promieniowanie bada sie przez
oznaczanie krzywych miareczkowania (62, 63), lepkosci istotnej (38, 69),
temperaturowych zaleznosci gestosci optycznej (13, 17), reakcji formal-
dehydowej (37) oraz oznaczania widm absorpcyjnych w zakresie dtugosci
fali 240—260 nm (70, 71, 73).

1. Zalezno$¢ denaturacji od dawki; denaturacja a degradacja

Peacocke i Preston (62, 63) stwierdzili, ze denaturujgce dzia-
tanie promieniowania zaznacza sie przy bardzo matych dawkach, a po-
tem stopniowo sie zmniejsza. Wprowadzili oni pojecia czynnika natezenia
denaturacji, ktéry zdefiniowali jako te cze$¢ wigzan wodorowych typu
Watsona i Cricka (93), ktére zostaly rozerwane przy danej war-
toSci rownowaznika zwigzanego kwasu przypadajgcego na 4 gramoatomy
fosforu. Czynnik ten mozna wyliczy¢ z odwracalnych krzywych miarecz-
kowania.

S ar k ar (73) zaproponowat aby denaturacje DNA pod wptywem
promieniowania szacowa¢ na podstawie widm absorpcyjnych w nadfio-
lecie metodq Fredericga i wsp. (33). Sarkar wprowadzit tzw. czyn-
nik denaturacji, ktérego wartos¢ ro$nie ze wzrostem dawki i ustalit, ze dla
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DNA z E. coli wzrost ten dla dawek do 7 kiloradéw jest szybszy, a dla
wiekszych — wolniejszy, za$ przy dawce 15 kiloradéw warto$¢ czynnika
denaturacji stanowi ponad 50% wartosci maksymalnej znalezionej dla
probki zdenaturowanej kwasem. Reakcje formaldehydowg Fraenkel-Con-
rata (32) mozna obserwowac tylko dla czasteczek DNA z uszkodzonymi
wigzaniami wodorowymi miedzy komplementarnymi zasadami (74). H a-
gen (37) obliczyt na podstawie tej reakcji procent zniszczonych przez
promieniowanie X wigzan wodorowych w DNA i przedstawit jego zalez-
no$¢ od dawki. Oceniajac uszkodzenia wigzan wodorowych w DNA na
podstawie zmian lepkosci stwierdzono (38), ze krzywe efektu dawki majg
dla nizszych dawek dwie sktadowe: jedng o D3 = 700 radéw, druga
0 DI — 2500 radéw. Alexander i wsp. (4) sg zdania, ze poczatkowy
spadek lepkosSci istotnej roztworow wywotany jest denaturacjg, degra-
dacja za$ jest przyczyng spadku lepkoSci po napromienieniu duzo wiek-
szymi dawkami.

Zaobserwowano tez, ze napromienienie dawkga rzedu 10 kiloradéw ob-
niza temperature topnienia (fazowego przejscia termicznego spirala-kie-
bek) DNA (13) oraz, ze obnizenie to jest proporcjonalne do dawki (17).

Badania widma absorpcyjnego napromienianego DNA wykazaty, ze
wysoko$¢ charakterystycznego maksimum przy 260 nm maleje ze wzros-
tem dawki, a przy dawkach powyzej 300 kiloradéw zanika catkowicie
(70, 71). Krzywe obrazujace zaleznos$¢ stosunku wysoko$ci maksimum do
stezenia DNA od dawki dla DNA rozpuszczonego w wodzie destylowanej
(a wiec bez charakterystycznych wigzan wodorowych miedzy zasadami)
wykazujg monotoniczny spadek zwigzany z uszkodzeniami zasad. Takiez
krzywe dla DNA natywnego (w IM NaCl) przy niskich dawkach wykazuja
wzrost Swiadczacy o niszczeniu wigzah wodorowych zanim jeszcze na-
stgpi uszkodzenie zasad.

2. Wptyw sktadu nukleotydowego DNA

Peacocke i Preston (63) z charakteru krzywych miareczkowa-
nia wywnioskowali, ze wigzania wodorowe typu A—T niszczone sg przez
promieniowanie w wiekszym stopniu niz wigzania G—C.

Pogladowi temu przeczg wyniki prac Winieckiego (94), ktory
badat DNA izolowany z faga T2 o0 zawartosci 35% G—C, DNA ze spermy
tososia o zawartosci 43% G—C oraz DNA z M.lysodeikticus o zawartosci
72% G—C, a stopieA uszkodzenia wigzan wodorowych oceniat metoda
oznaczania temperaturowych zaleznosci gestosci optycznej (krzywych
topnienia). Winiecki potwierdzit obserwacje innych autorow (13, 17)
o wptywie promieniowania na profil topnienia DNA, nie znalazt jednak
réznic zaleznych od sktadu nukleotydowego DNA. Sprawa wptywu skiadu
nukleotydowego na radiolize DNA pozostaje zatem w dalszym ciggu
otwarta.
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3. Denaturacja radiacyjna a cieplna

Szereg danych wskazuje na istotng roznice miedzy tymi procesami.
Winiecki (94) przeSledzit profile topnienia natywnego i napromienia-
nego DNA z faga T2 i wykazal, ze dawka 10 kraddéw nieco ogranicza,
a dawka 250 kradéw w og6le uniemozliwia renaturacje. Pozwala to
whnioskowaé, ze uszkodzenia radiacyjne wiazan wodorowych sg nieodwra-
calne.

Badano tez czy w napromienianych roztworach wystepuje wzrost
gestosci optycznej, ktdry towarzyszy denaturacji cieplnej i wskazuje na
stopien utraty uporzadkowania podwojnej spirali DNA. Okazato sie, ze
napromienianie DNA dawkami denaturujacymi wywotuje niewielki przy-
rost gestosci optycznej. Przyrost ten zalezy od skiadu nukleotydowego.
W DNA o duzej zawartosci zasad G—C stopien utraty uporzadkowania
jest mniejszy niz w DNA o duzej zawarto$ci zasad A—T, mimo ze, jak
wspomniano, wielko$¢ uszkodzenia wigzan wodorowych oceniana wedtug
przesuniecia krzywej topienia jest taka sama dla DNA o r6znym sktadzie
nukleotydowym. Efekt ten mozna wyjasni¢ przyjmujac, ze oprécz wigzan
wodorowych miedzy zasadami czynnikami stabilizujgcymi strukture
DNA w roztworze moga by¢ tez oddziatywania dipolowe miedzy zasadami
(59, 91), oraz zwigzana strukturalnie woda hydratacyjna (56, 57, 92).
Dzieki tym czynnikom napromieniony DNA mimo uszkodzeh wigzan
wodorowych zachowuje wiasnosci optyczne zblizone do wiasnosci DNA
natywnego. Denaturacja radiacyjna rézni sie wiec w spos6b istotny od
termicznej, poniewaz nie musi prowadzi¢ do obserwowanego w wyzszych
temperaturach rozejscia sie nici tworzacych podwojng spirale natywnego
DNA.

Badajgc kinetyke rozdzielania tafcuchéw polinukleotydowych na-
tywnego i napromienianego DNA uzyskano wyniki Swiadczace, ze zmiany
denaturacyjne powstaja w napromienianej czasteczce DNA stopniowo,
niemniej jednak temperaturowe przejScie fazowe spirala—kiebek jest
skokowe podobnie jak w DNA nienapromienianym (69).

X. Inne zmiany konfiguracyjne

Zgodnie z hipoteza Spitkowskiego i wsp. (18, 87) pierwotng
reakcjg przy napromienianiu roztworow wysokospolimeryzowanego DNA
(0 M > 106) jest naruszenie drugorzedowej struktury (uszkodzenia wigzan
wodorowych i deformacja podwojnej spirali) i zwigzane z tym narusze-
nie struktury trzeciorzedowej, czyli parametréw elipsoidy obrotowej,
ktérg spirala tworzy w roztworze. Wedlug Taylora i wsp. (90) za-
chodzi wtedy przejscie elipsoidy w kule, wedtug Cole i Ellisa (22,
23) stosunek wiekszej do mniejszej osi elipsy zmniejsza sie okoto dwu-
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krotnie. W obu przypadkach efektem makroskopowym moze by¢ spadek
lepkosci, ktory istotnie wystepuje przy matych dawkach rzedu 1500—2500
radow, kiedy to ciezar czasteczkowy jeszcze sie nie zmienia.

Stosunkowo niskie dawki wywotujg tez inne zmiany konfiguracyjne,
poprzedzajgce degradacje. Charakter tych zmian jest dwustopniowy: po-
czatkowo D3 jest rzedu 270—810 radéw, a nastepnie w zakresie od
1000—10000 radow nie ma prawie zadnych zmian (49). Mozna to wy-
jasni¢ zaktadajac, ze w roztworze istniejg dwie formy struktury drugo-
rzedowej — forma A i mniej oporna na dzialanie promieniowania forma
B. Zerwanie niektéorych wigzan wodorowych oraz pojedyncze uszko-
dzenia tancucha utatwia przejscie konfiguracyjne B->A, ktére poprzedza
depolimeryzacije.

Jeszcze mniejsze dawki rzedu 100—200 radéw powodujg w roztworze
DNA naruszenie oddziatywan miedzyczasteczkowych, prawdopodobnie
wywotujgc zmiany w otoczce hydratacyjnej DNA przez ostabienie wig-
zan wodorowych miedzy dipolami wody, ktére moga odgrywaé duzg role
w stabilizacji jego drugorzedowej struktury.

LITERATURA

1. Alexander P, Charlesby A. J. Pol. Sei. 23, 355 (1957).

2. Alexander P, Lett J. T., Nature 185, 933 (1960).

3. Alexander P, Lett J. T, Kopp P, Itzaki R. Rad. Res. 14, 373
(1961).

4, Alexander P, Lett J. T, Moroson M, Stacey K. A, Inter. J. Rad.
Biol. (Suppl.) 1, 47 (1959).

5. Alexander P., Lett J. T., Ormerod M. G., Biochim. Biophys. Acta
114, 320 (1961).

6. Alexander P, Stacey K. A, Nature 184, 958 (1959).

7. Allen A. O, Radiacjonnaja chimija wody i wodnych raztworow (tlum. ros.)
Izd. lit. nauki i tiechniki, Moskwa 1963, str. 179.

8. Amigarowa M. J, Duzenkowa N. A, Sawicz A W, Szalpow
M. J., Pierwiczinyje radiobiologiezeskije prociessy, Atomizdat, Moskwa 1964.

9. Andrews H. L., Radiation Biophysics, Prentine Hall, 1961, str. 194.

10. Bacq Z M, Alexander P., Fundamentals of Radiobiology, Pergamon
Press, 1961.

11. Barron E S. G, Johnson P.H, Cobure A. Rad. Res. 1, 410 (1954).

12. Barszcz D.,, Tramer Z, Shugar D, Acta Biochim. Polon. 10, 9 (1963).

13. Belm an I, Levine E, Troll W. Federation Proc. 21, 374 (1962).

14. Butler J. A. V., Rad. Res. (Suppl.) 1, 403 (1959).

15. Butler J. AV, Conway B. E., Proc. Roy. Soc. B, 141, 552 (1953).

16. Butler J. AL V., Pain R. H, Robins A.B., Rotblatt J.,, Proc. Roy.
Soc. B 149, 12 (1957).

17. Cejtlin P. I, Jaskiewicz O. P.,, Riabczenko N. I, Radiobiologija
4, 3 (1964). , v



[21]

18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.
26.

217.

28.
29.
30.
3L

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.

48.
49.
50.

51.

52.

53.
54.
55.
56.
57.
58.

59.

ZMIANY POPROMIENNE W DNA 133

Cejtlin P. I, Spitkowski D. M, Tongur W. S., Proc. Isth. Symp.
for Nucleic Acids and Nucleoproteids, 1zd. AN ZSRR, 1961, str. 6s.
Charlesby A. J. Pol. Sei. 11, 513 (1953).

Charlesby A, J. Pol. Sei. 11, 521 (1953).

Conlay J.J., Nature 197, 555 (1963).

Cole L.J., E1lis M. E., Cancer Res. 14, 738 (1954).

Cole L. J, Ellis M. E., Federation Proc. 15, 411 (1956).

Cox R. A, Overend W. G, Peacocke A R, Wilson S. Proc. Roy.
Soc. B, 149, 511 (1958).

Dale W. M, Meredith W.J, Tweedie M. C. K., Nature 151, 280 (1943).
Daniels M, Scholes G, Weiss J, Wheeler C. M., J. Chem. Soc.
str. 226 (1957).

Dorlet C, Van de Vorst A, Bertinchamps A. J, Nature 194,
707 (1962).

Ekert B, Monier R. Ann. Inst. Pasteur 92, 556 (1957).

Ekert B, Monier R. Nature 184, 58 (1959).

Ekert B, Monier R. Nature 186, 309 (1960).

Emmer son P, Scholes G, Thomson D. H, Ward G. F, Weiss
J., Nature 186, 319 (1960).

Fraenkel-Conrat H. Biochim. Biophys. Acta 49, 160 (1961).
Fredericqg E, Oth A, Fontaine F. J. Mol. Biol. 3, 11 (1961).
Ginoza W., Nature 199, 459 (19.63).

Guda H. E, Frajola W. J, Lesser M. A, Science 137, 607 (1962).
Guild W. R., Rad. Res. (Suppl.) 3, 257 (1963).

Hagen U., Nature 197, 1004 (1963).

Hagen U, Nature 194, 182 (1962).

Hems G. Nature 181, 721 (1958).

Hems G., Nature 185, 525 (1960).

Hems G., Nature 186, 710 (1960).

Hems G. Rad. Res. 13, 777 (1960).

Hutchinson F., Arena J.,, Red. Res. 13, 137 (1960).

Jermotajewa N. W, Biochimija 26, 897 (1961).

Kalmans on A. E., Usp. Biol. Chim. 5, 285 (1963).

Kruszynska N. P, Szalpow M. J., Radiobiologija 3, 360 (1,964).
Kruszynska N. P, Szalpow M. J., Swobodnoradikalnyje prociessy
w biologiczeskich sistiemach (Symposium), Moskwa lzd. MOIP, 1964, str. 29.
Kuhn W, Kuhn H., J. Colloid Sei. 3, 11 (1948).

Kuzin A. M., Radiacjonnaja bioichimija, Moskwa, lzd. AN ZSSR, 1962, str. 74.
Latarjet R, Ekert B, Apelgot S, Rebeyrotte N, J. Chim.
Phys. 58, 1046 (1961).

Latarjet R, Ekert B, Demers eman P. Rad. Res. (Suppl) 3, 247
(1963).

Lea D. E. Action of Radiations on Living Cells, Cambridge Univ. Press, Lon-
dyn 1946, str. 69.

Lemmon R. M., Nature 212, 1481 (1966).

Lett J. T., Alexander P. Rad. Res. 15 159 (1961).

Lett J. T., Stacey K. A, Alexander P. Rad. Res. 14, 349 (1961).
Lewin S. Lab. Practice 13, 400 (1964) i 824 (1964).

Lewin S, Biochem. J. 95, 44 (1965).

Mandelkern L., Krigbaum W. R, Scheraga H. A, Flory P,
J. Chem. Phys. 20, 1392 (1952).

Michelson A. M, J. Chem. Soc. str. 3655 (1959).

9 Postepy Biochemii



134

60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.

67.

68.

69.
70.
71
72.
73.
74.
75.
76.
7.
78.
79.
80.

8l.
82.
83.

84.
85.
86.

87.
88.

89.
90.

91
92.
93.
94,

B. LUBAS [22]

Nofre C, Cier A. Bull. Soc. 'Chim. France 4, 1326 (1966).

Patten R. A, Gordy W, Nature 282, 361 (1964).

Peacocke A R, Preston B. N, J. Pol. Sei. 31, 1 (1958).

Peacocke A R, Preston B. N., Proc. Roy. Soc. B, 153, 103 (1960).
Philips Q O, Cridlle W. J., J. Chem. Soc. 76, 2740 (1962).

Pollard E C, Diamond A. E., Phytopath. 46, 214 (1956).

Pollard E C, Guild W R, Hutchinson F., Setlow R. B, Prog.
Biophys. 5, 72 (1955).

Ponnameruna C. A, Lemmon R M, Bennett E L, Calvin M,
Science 134, 113 (1961).

Ponnameruna C A, Lemmon R M, Calvin M., Rad. Res. 18, 540
(1963).

Riabczenko N. J, Cejtlin P.J., Radiobiologija 3, 331 (1963).
Rossberg C., Z. Naturjorsch. 176, 548 (1962).

Rossberg C., Strahlentherapie 121, 443 (1963).

Rysina T. N, Libinson R.J., Biofizika 3, 487 (1958).

Sarkar M., Nature 196, 269 (1962).

Sarkar M, Dounce A. L. Biochim. Biophys. Acta 49, 160 (1961).
Sawicz A W, Szalpow M. J., Radiobiologija 1, 23 (1961).

Scholes G, WardJ. F.,, Weiss J., J. Mol. Biol. 2, 379 (1960).

Scholes G, WardJ F, Weiss J.,, Science 133, 2016 (1961).

Scholes G. Weiss J., J. Exptl. Cell. Res. (Suppl.) 2, 219 (1952).
Scholes G, Weiss J., Nature 171, 920 (1953).

Scholes G., Weiss J., Sowriemiennyje probliemy citologii (tlum. ros.),
Moskwa, lzd. Inastr. Lit. 1955, str. 123.

Scholes G, Weiss J.,, Rad. Res. (Suppl.) 1,177 (1959).

Scholes G, Weiss J, Wheeler C. M, Nature 178, 157 (1956).
Shen-Pei-Gen, Blumenfeld L A, Kalmansen A E, Pa-
sy nski A. G., Biofizika 4, 263 (1959).

Shields H, Gordy W, Proc. Nat. Acad. Sei. US 45, 269 (1959).
Shinsheimer R. L., J Mol Biol. 1, 43 (1959).

Shooter K. V., Pain R H, Butler J. A V., Biochim. Biophys. Acta 20,

497 (1956).

Spitkowski D.M., Cejtlin P. I, Tongur W. S, Biofizika 5 3 (1960).
Stacey K. A, Proc. Il Intern. Congress Rad. Res. Harrogate, Aug. 5—11,
1962. str. 96.

Szalpow M. I, Radiobiologija 2, 654 (1962).

Taylor B, Greenstein G, Hollaender A. Arch. Biochem. 16,
19 (1948).

Timasheff S. N, Witz J, Luzzati V. Biophys. J. 1,525 (1961).

De Voe H., Tinoco I, J. Mol. Biol. 4, 488 (1962).

Watson J. D, Crick F. M. C.,, Nature 171, 780 (1953).

Winiecki J. P, Radiobiologija 5 3 (1965).



Post. Biochem. 15, 135—140 (1969).

RECENZJE

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

Celem tej zbiorowej pracy byto opisanie podstawowych proceséw przemiany
materii, ze szczegdlnym uwzglednieniem zagadnien energetycznych, jako elementéw
sktadowych jednego, zintegrowanego mechanizmu dziatalnosci zyciowej komarki.

W pierwszym rozdziale p.t. ,Dynamiczne, strukturalne i genetyczne czynniki
integracji metabolizmu” redaktor ksigzki, cztonek-korespondent Akademii Nauk
Medycznych ZSRR, kierownik Zaktadu Genetyki Biochemicznej Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej w Leningradzie, przedstawit teoretyczne i filozoficzne przestanki
dla traktowania kazdego ze wzglednie odizolowanych procesdw przemiany materii
jako czesci sktadowej wiekszego, bardziej ogélnego, mechanizmu. Integracje autor
uwaza za najbardziej charakterystyczng ceche proceséw zyciowych. Rozwijajac te
teze autor szeroko omawia ewolucje procesu integracji, podkreslajgc dynamiczne,
strukturalne i genetyczne czynniki lezagce u jej podstaw. Ws$rdd tych czynnikow
szczeg6lnie wazna role przypisuje btonom struktur podkomérkowych. Na poparcie
swych tez Nejfach szczegétowo cytuje prace oryginalne, gtéwnie autorow z krajow
zachodnich. Filozoficzne aspekty tej pracy nie sg nowe. Odczytaé w niej mozna
z tatwoscig jedno z podstawowych sformutowan dialektyki marksistowskiej: jed-
no$¢ wszechzwigzkéw i wzglednej izolacji. Podkres$lajgc zintegrowanie pozornie
odizolowanych od siebie proceséw przemiany materii autor wykazuje na przy-
ktadzie zywej komérki, ze jedno$¢ taka istnieje.

Autorka drugiego rozdziatu: , Strukturalna i molekularna organizacja procesu
fotosyntezy”, O. P. Osipowa w zasadzie nie rozwija gtdwnych koncepcji Nejfacha.
Podaje natomiast szczegdtowy przeglad najnowszych danych pismiennictwa o bu-
dowie, sktadzie chemicznym i funkcji chloroplastéw, by¢ moze, zbyt mato uwagi
poswiecajac charakterystyce i roli DNA wystepujacego w plastydach. Szkoda takze,
ze autorka nie cytuje prac Granicka. Koncepcja wzglednej autonomii plastydow,
ktérag wysuwa ten autor, miedzy innymi na podstawie wystepowania w nich DNA,
znajduje sie w pewnej sprzeczno$ci z zasadniczg tendencja ksigzki, zmierzajaca
do wykazania petnej integracji funkcji zyciowych komérki. Tym bardziej przeto
autorka powinna byta ustosunkowaé sie do tej rozbieznoSci.

W trzecim rozdziale: ,Strukturalna organizacja utleniania biologicznego i pro-
ceséw sprzezonych” W. S. Gajcchoki oméwit mechanizmy proceséw oksydoreduk-
cyjnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem fosforylacji oksydacyjnej. Warto$¢ prze-
gladu podnosi fakt szczegétowego oméwienia przebiegu tych proceséw takze poza
mitochondriami. W innych przegladach zagadnienie to jest na ogét traktowane tylko
marginesowo.

Czwarty rozdziat stanowi praca T. B. Kazakowej p.t. ,,Genetyczna kontrola
syntezy strukturalnych elementéw tancucha oddechowego”. W oparciu o wystepo-
wanie DNA w mitochondriach autorka omawia mozliwo$¢ autonomicznej reprodukcji
tych inklunentéw komorkowych, a takze inne formy dziedzicznosci poza chromo-

o*
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somalnej. Przeglad napisany jest w sposdb oryginalny i nowoczesny, daje kompila-
cyjne, zwigzte podsumowanie najnowszych danych piSmiennictwa w tej dzie-
dzinie.

W piagtym rozdziale: ,Koordynacja oddychania i glikolizy” W. S. Repin kon-
tynuuje i rozwija mys$l przewodnig pierwszego rozdziatu. Na przykiadzie dwu, na
pozér odizolowanych proces6w — glikolizy i oddychania, wykazuje jak $cisle sg one
ze soba powigzane, stanowigc dwa wzajemnie uzupeiniajace sie elementy tego
samego mechanizmu. Omawia molekularne mechanizmy skoordynowanej kontroli
genetycznej syntezy enzymoOw biorgcych udziat w procesach oddychania i glikolizy,
a takze automatyczng regulacje ich aktywnos$ci w komorce. Zagadnienia te znajduja
sie w centrum zainteresowania wspotczesnej biochemii.

Szosty i ostatni rozdziat p.t. ,,Sprzezenie energii utleniania i aktywnego trans-
portu przez blony” takze nawigzuje do gtéwnej koncepcji Nejfacha —integracji
metabolizmu komérki, uwarunkowanej w szczegdlnosci istnieniem bton endocyto-
plazmatycznych. Jego autor N. K. Monachow opisuje budowe komorki jako syste-
mu uktadéw pozornie oddzielonych btonami. Biony te bowiem nie tylko dzielg ko-
moérke na wzglednie odizolowane przestrzenie, ale takze i tacza poszczeg6lne ele-
menty w jedng zintegrowang cato$¢. Stwarza to sytuacje, w ktérej poszczegblne
struktury podkomoérkowe sa otwarte wobec otaczajgcej je protoplazmy, za$ cala
komdrka pozostaje z kolei otwarta wobec otaczajgcego ja Srodowiska. Aktywny
transport przez btony, jak wykazuje autor na podstawie danych piSmiennictwa,
odbywa sie dzieki sprzezeniu tego procesu z reakcjami utleniania biologicznego.

W sumie ksigzka stanowi cenng i oryginalna pozycje godng polecenia szerokim
kregom biochemikéw i fizjologéw. Pierwszy jej rozdziat zainteresuje ponadto filo-
zoféw zajmujacych sie zagadnieniami biologicznymi.

J. Buchowicz

T. Korzybski, Z. Kowszyk-Gindifer, W. Kurylowicz. Antibiotics, Origin, Nature and
Properties. Tom 1 i Il, stron 1651, Wydawnictwo: Pergamon Press — Oxford,
PWN., Warszawa

Odkrycie penicyliny w 1929 r., a scislej rewelacyjne wyniki uzyskane po zasto-
sowaniu jej w lecznictwie na poczatku lat 40-tych staty sie przyczyng niezwykle
szybkiego rozwoju badan nad antybiotykami. Wprowadzenie do medycyny w na-
stepnych latach kolejno takich lekéw jak streptomycyna, chloramfenikol, tetra-
cykliny, erytromycyna i oleandomycyna, p6isyntetyczne penicyliny i cefalosporyny,
kolimycyna i innych, wptyneto na jako$Sciowa zmiane skuteczno$ci zwalczania i za-
pobiegania wiekszosci zakaznych choréb bakteryjnych. Wsréd nowoodkrytych anty-
biotykow znaleziono szereg zwigzkéw skutecznych w zwalczaniu grzybic, zakazen
wywotanych przez patogenne pierwotniaki i wigksze wirusy oraz zwigzkéw o wy-
bitnym selektywnym dziataniu cytostatycznym, mniej lub bardziej skutecznych
w leczeniu schorzen nowotworowych. Wzgledy poznawcze i praktyczne zwigzane ze
Scistg kooperacjg zaplecza naukowo-badawczego z przemystem antybiotykéw i sub-
stancji biosyntetycznych sktonity do pogtebienia badah w zakresie genetyki drob-
noustrojow-producentow, rozszerzyty znacznie przedmiot i zakres mikrobiologii
technicznej.

Rozwijajace sie w ostatnim dziesiecioleciu prace zmierzajgce do wyjasnienia
mechanizmu dziatania poznanych uprzedno antybiotykéw przyczynity sie w znacz-
nej mierze do pogtebienia naszej wiedzy o podstawowych procesach zyciowych
zachodzacych w zywej komorce, zwigzanych z biosyntezg i funkcja btony komér-
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kowej, biosyntezg biatka oraz budowg, powstawaniem i funkcjg kwaséw nukleino-
wych. Ta nowa gatgz wiedzy o antybiotykach zrodzita niezwykle bogate i wszech-
stronne pisSmiennictwo naukowe obejmujgce wiadomosci z réznych dziedzin nauki:
mikrobiologii, genetyki, biochemii, chemii, farmakologii, medycyny i bioinzynierii.

Tworcza praca badawcza, wymagajgca ciggtego, systematycznego $ledzenia po-
stepu w tej dziedzinie jest znacznie utrudniona matg liczbg dostepnych u nas opra-
cowan monograficznych. Nieliczne opracowania zbiorcze o antybiotykach stajg sie
stosunkowo szybko nieaktualne ze wzgledu na tempo nowych odkryc.

Opracowana przez wybitnych fachowcéw, twoércow ,szkoly antybiotycznej”
w Polsce prof. prof. T. Korzybskiego i W. Kurytowicza, pierwsza polska monografia
(W. Kurytowicz, T. Korzybski ,,Antybiotyki”, P.W.N., Warszawa 1955) obejmowata
dane o pochodzeniu, budowie i wtasnosciach okoto 400 substancji o dziataniu anty-
biotycznym. Drugie wydanie tej ksiazki: polskie (W. Kurytowicz, T. Korzybski
»Antybiotyki”, P.W.N., Warszawa 1959) z suplementem opracowanym przez
dr Z. Kowszyk-Gindifer oraz niemieckie (W. Kurytowicz, T. Korzybski ,Antibio-
tica”, VEB, Gustaw Fischer Verlag, Jena 1961) zawierato juz dane o 800 zwigzkach.
Recenzowana ksigzka jest zaktualizowanym i znacznie poszerzonym, angielskim
wydaniem wspomnianej wyzej monografii z 1959 roku i obejmuje szczeg6towe dane
z piSmiennictwa dotyczace ponad 1000 zwigzkéw. Autorzy, zgodnie z tytutem ksigz-
ki, postawili sobie za cel zestawienie w niej aktualnej wiedzy o rodzaju, pocho-
dzeniu i witasnosciach poszczeg6lnych antybiotykéw. Jest chyba rzeczg oczywista,
ze olbrzymia liczba opisanych w monografii zwigzkéw, wymagata przyjecia pew-
nego, jednolitego kryterium ich podziatu.

Zagadnienie klasyfikacji antybiotykéw do dzi$ jest sprawg otwartg i dyskusyj-
nag. Plaszczyzng podzialu poszczegdlnych zwigzkéw na oddzielne grupy moze by¢
ich budowa i zwigzane z nig wtasnosci chemiczne lub tez Zrédto ich pochodzenia
czy wiasciwosci biologiczne. Pod wzgledem chemicznym antybiotyki stanowiag bar-
dzo zréznicowang grupe zwiazkow, reprezentujgcych praktycznie wszystkie rodzaje
struktur, przy czym bardzo czesto spotyka sie ws$rdd nich struktury nietypowe dla
wiekszosci innych produktéw pochodzenia naturalnego. Aktualna znajomos$¢ ich
budowy jest czesto fragmentaryczna i niekompletna, wiadomo takze, ze wiele czyn-
nikbw o dziataniu antybiotycznym jest mniej lub wiecej skomplikowang miesza-
ning kilku indywiduéw chemicznych. Ograniczona jest takze w znacznej mierze
nasza obecna znajomo$¢ mechanizméw i drég ich biosyntezy przez drobnoustroje.

Istniejgce proby klasyfikacji antybiotykbw na podstawie ich budowy czy wtas-
nosci chemicznych (Shemiakin i Chochtow, Waksman i Lechevalier, Macey) oraz
na ich biogenezie z uktadéw prostszych (Abraham i Newton) sg wiec sitg faktu
niekompletne i nie obejmujg wszystkich poznanych zwigzkéw. Sa one przy tym
nieprecyzyjne, mocno dyskusyjne i jest rzeczg watpliwa, czy znajdg one Kkiedy$
petne zastosowanie. System Abrahama i Newtona jest napewno klasyfikacjg przysz-
tosci, jak na razie mato jednak przydatna.

W omawianej ksigzce oraz w jej poprzednich wydaniach przyjeli autorzy za
podstawe klasyfikacji antybiotykéw ich pochodzenie, uwzgledniajac takze wsréd
dobrze poznanych zwigzkéw charakter i zakres dziatania antybiotycznego, ewen-
tualnie podobng budowe chemiczng. Zgadzam sie z autorami, ze podziat ten po-
zwala aktualnie na logiczne i przejrzyste pogrupowanie wszystkich znanych i opi-
sanych antybiotykéw niezaleznie od stopnia poznania ich struktury.

Zamieszczone na wstepie, krdtkie i treSciwe wprowadzenie zapoznaje czytelnika
z podstawowymi zagadnieniami specyficznego przedmiotu badan. Autorzy podaja
definicje antybiotyku i omawiajg istotne jej cechy, charakteryzujg dalej ogo6lnie
budowe chemiczng i whasnosci tej grupy zwiazkéw. We wstepie omawiajg autorzy
takze zrédto i pochodzenie antybiotykéw, specyfike i zakres ich dziatania biologicz-
nego oraz wspominajag o problemach zwigzanych z ich biogenezg. Wstep konczy



138 RECENZJE [4]

wykaz czasopism poswieconych wytgcznie antybiotykom, spis wydanych w druku
streszczen dotyczacych miedzynarodowych konferencji i sympozjow na temat anty-
biotykéw oraz obszerny wykaz monografii i prac pogladowych dotyczacych tych
zwigzkow.

Systematyczny przeglad poznanych i opisanych dotychczas antybiotykéw roz-
poczynajg autorzy od omoéwienia metabolitow wytwarzanych przez drobnoustroje
rzedu Eubacteriales (cze$¢ 1) i Actinomycetales (cze$¢ 11). Czynniki antybiotyczne
produkowane przez klase Eumycetes omoéwiono w czesci IIl (metabolity grzybéw
nizszych — Fungi imperfecti) i w czesci IV (antybiotyki izolowane z grzyb6éw Basi-
liomycetes i Ascomycetes). Oddzielnie w czesci V uszeregowano czynniki antybio-

tyczne, produkowane przez porosty i algi, w cze$ci VI—izolowane z ro$lin wyz-
szych i VII —pochodzenia zwierzecego. Zrodtem wigkszos$ci poznanych antybioty-
kéw sa, jak wiadomo, drobnoustroje rzedu Actinomycetes, stad tez cze$¢ Il oma-

wianej monografii jest najobszerniejsza. Olbrzymia liczbe zwigzkéw produkowa-
nych przez promieniowce podzielili autorzy w okre$lone grupy w zaleznosci od
zakresu i typu ich dziatania antybiotycznego omawiajagc w odrebnych rozdziatach
zwigzki hamujgce wzrost bakterii Gram-dodatnich (B), antybiotyki o szerokim spek-
trum dziatania (D), aktywne przeciw bakteriom kwasoodpornym (E), czynniki
0 dziataniu przeciwgrzybowym (polieny) (F), przeciwgrzybowe o strukturze niepo-
lienowej (G), zwiazki aktywne przeciw pierwotniakom (H), wirusom zwierzecym
1ro$linnym (I) oraz antybiotyki o dziataniu przeciwnowotworowym (J). Cze$¢ Il
uzupetniajg takze dwa rozdziaty, w ktérych oméwiono dwie grupy antybiotykéw
0 wspolnej budowie chemicznej: makrolidy (A) i polipeptydy (C).

W tresci ksigzki przy omawianiu kolejno poszczeg6lnych antybiotykéw podajg
autorzy jego nazwe i synonimy, charakterystyczne wt#asnosci fizyczne oraz zrédio
pochodzenia — szczep lub szczepy wytwarzajgce dany zwigzek. Przytoczone sg dane
dotyczace hodowli szczepu, doboru witasciwego poditoza, przebiegu fermentacji
z okre$leniem wptywu dodatku substancji stymulujgcych wzrost i biosynteze.

Oddzielnie omoéwiono stosowane metody izolowania i oczyszczania wiasciwego
produktu oraz wtasnosci chemiczne i fizyczne czystych lub oczyszczonych prepara-
tow z podaniem sktadu, statych fizycznych, wzoru i budowy przestrzennej. Autorzy
cytujag takze dane dotyczace przebiegu prac nad odbudowg, ustaleniem wzoru
1 ewentualng synteza omawianego zwiagzku. Przy opisie wiasciwosci biologicznych
starajg sie oni okresli¢ typ i zakres dziatania antybiotycznego oraz przytaczajg dane
dotyczace ewentualnego jego mechanizmu. Cato$¢ uzupetnia opis podstawowych
wiasnosci farmakologicznych wraz z danymi o praktycznym zastosowaniu w lecz-
nictwie. Po kazdym opisie przytoczone sg odno$niki do piSmiennictwa wykorzy-
stane w jego treSci.

Tom 1l konczy starannie przygotowany indeks autoréw, indeks podmiotowy
z zaznaczonymi thustym drukiem miejscami gtéwnego opisu oraz indeks nazw sy-
stematycznych drobnoustrojéw i organizméw wyzszych produkujacych antybiotyki.
Ksigzka jest wydana i opracowana niezwykle starannie i nadano jej naprawde
nienaganng forme graficzng.

Tre$¢ napisana jest mozliwie prostym, zwieztym jezykiem z zachowaniem pra-
widtowej, wspbtczesnej nomenklatury mikrobiologicznej, biochemicznej i chemicznej.

Omawiana monografia jest cenng pozycja wydawniczg nie tylko w skali kra-
jowej, umozliwiajacq pracownikom placowek naukowych i przemystowych szeregu
specjalnosci szybkie zdobycie wyczerpujagcych wiadomosci zwigzanych z wiedza
0 antybiotykach.

Nalezy wyrazi¢ zal, ze brak jest aktualnej wersji polskiej omawianej mono-
grafii.

J. Cies$lak
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N.M. Emanuel’ and Yu. N. Lyaskovskaya: The Inhibition of Fat Oxidation Proces-
ses. Ttumaczyta z rosyjskiego K. A. Allen. Pergamon Press, Oxford, London, Edin-
burgh, New York, Toronto, Sydney, Paris, Braunschweig, 1967, stron 389

Ksigzka ta jest ttumaczeniem wydania rosyjskiego z roku 1961. Gtownym za-
gadnieniem przedstawionym wyczerpujagco na 389 stronach druku jest hamowanie
procesdw utleniania tluszczow zwierzecych. Wiadomo, ze ttuszcze zwierzece sg nie-
zwykle nietrwate w obecnosci tlenu, a substancje zawierajgce tluszcze ulegaja
zmianom w czasie produkcji i magazynowania. taAcuch sprzezonych ze sobg re-
akcji utleniania prowadzi do pojawienia sie zwigzkéw typu nadtlenkéw, ketonow,
oksykwasow itp. w tluszczach i zwigzkach zawierajagcych ttuszcze, wskutek czego
thuszcze mogg sie sta¢ nawet toksyczne. Jednocze$nie ulegaja zniszczeniu witaminy
rozpuszczalne w tluszczach, a zawarto$¢ nienasyconych kwaséw ttuszczowych ulega
obnizeniu. Zatem jednym z czotowych zadah przemystu zywieniowego staje sie za-
pobieganie utlenianiu tluszczow.

Autorzy podzielili monografie na nastepujace dziaty: kinetyka i chemia proce-
séw utleniania tluszczow, kataliza i oksydatywny rozpad tluszczow, teoria tancu-
chowa i chemia czynnosSci hamujgcych, antyutleniacze i synergistyki —ich witasci-
wosci i dziatanie hamujace. W pierwszych trzech rozdziatach oméwiono wyczerpu-
jaco teoretyczne podstawy proceséw utleniania tluszczoOw ze szczeg6lnym zwroce-
niem uwagi na kinetyke procesu. Rozdziaty te czyniag omawiang ksigzke ciekawg
nie tylko dla pracujagcych w przemysle spozywczym, ale réwniez i dla szerszego
kregu biologéw i biochemikow.

Zagadnienie racjonalnego zuzytkowania nietrwatych ttuszczéw moze by¢ roz-
wigzane przez uzycie naturalnych lub sztucznych antyutleniaczy, zatem konieczny
jest rozwdéj nowych gatezi przemystu chemicznego, wyspecjalizowanych w syntezie
szerokiego asortymentu tych zwigzkéw. Spotegowane dziatanie ochronne przeciw
utlenianiu mozna osiggna¢ uzywajac mieszanin réznych antyutleniaczy. Synergi-
stycznemu dziataniu réznych mieszanin naturalnych i sztucznych antyutleniaczy
jest witasnie poswiecony ostatni rozdziat omawianej ksigzki.

Monografia skierowana jest przede wszystkim do pracownikéw przemystu zy-
wieniowego, w szczeg6lnosci —przemystu thuszczowego. Dla nich stanowi¢ moze
bardzo cenng pozycje, chociaz nadmieni¢ nalezy, ze ze wzgledu na pojawienie sie
wydania rosyjskiego juz w roku 1961, a ttumaczenia w roku ubiegtym, ze wzgledow
oczywistych bogata literatura nie wykracza poza rok 1960.

M. Erecinska

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

J. D. Bernal jest krystalografem specjalizujgcym sie w wyjasnianiu budowy
krystalicznej zwiazkéw organicznych, zwiaszcza aminokwasow. W r. 1957 wziagt
udziat w konferencji moskiewskiej na temat pochodzenia zycia i od tego czasu nie
przestat sie tym tematem interesowaé. Utrzymujac osobisty kontakt z uczestnikami
tej konferencji, reprezentujgcymi tak rézne nauki jak astrofizyka, paleontologia
czy biologia molekularna, ten fizyk wypracowatl zintegrowany obraz naszych dzi-
siejszych wiadomosci o powstaniu zycia.

Wiasciwy traktat Bernala obejmuje tylko 182 strony omawianej ksigzki. Reszte
stanowig dopiski, przedruk oryginalnych artykutéw Oparina, Haldane’a i Muellera,
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rozdziat poswiecony ogdlnej krystalografii, wreszcie obszerny stowniczek. W ten
sposob, ksigzka Bernala daje nie tylko obraz wspdétczesnych pogladéw na poczatek
zycia, w ujeciu autora, ale zawiera takze zrodtowg dokumentacje rozwoju tego
zagadnienia.

Ksigzka Bernala petna jest gtebokich humanistycznych refleksji i stanowi nie
tylko najpetniejszy dotad obraz w piSmiennictwie zagadnienia poczatku zycia, ale
réwniez pasjonujacag lekture dla kazdego dociekliwego umystu.

J. Heller



Post. Biochem. 15, 141—146 (1969).

SPRAWOZDANIA

Konferencja naukowa na temat metabolizmu krwinki czerwonej

27 kwietnia 1968 r. odbyta sie w todzi konferencja na temat metabolizmu
krwinki czerwonej zorganizowana przez tddzki Oddziat Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Uczestniczyto w niej okoto 70 pracownikéw naukowych zaintereso-
wanych bezposrednio krwinka czerwong lub pracujacych nad podobnymi przemia-
nami w innych komdrkach. Wygtoszono 11 referatow dotyczacych gtéwnie dwdch
problemoéw: zwigzkéw fosforanowych erytrocytow oraz badan nad hemoglobinami.

Konferencje otworzyta doc. W. Leyko. Przedstawita ona wyniki badan nad wol-
nymi nukleotydami krwinek czerwonych, prowadzonych w Katedrze Biochemii
Uniwersytetu todzkiego przy $cislej wspotpracy z Katedrami Chemii Fizjologicznej
A. M. i W. A M., Fizjologii W. A. M. oraz ze Stacjg Krwiodawstwa w todzi i kli-
nikami A. M. todzi i Warszawy. Podsumowanie tych badan przedstawia sie naste-
pujaco. Nie zaobserwowano zmian w zawarto$ci nukleotydéw adeninowych w krwin-
kach czerwonych u o0s6b dotknietych cukrzycg i stwardnieniem rozsianym. W gosécu
przewlektym postepujacym i w gruzlicy ptuc dochodzi do zmniejszenia ilosci ATP
w erytrocytach. Podwyzszenie zawarto$ci ATP stwierdzono w r6znych schorzeniach
przebiegajacych z hipoalbuminemia oraz u os6b pracujgcych w atmosferze CS2
a takze w methemoglobinemii doswiadczalnej (u zwierzagt—in vivo i u ludzi —
in vitro) i w zohaczkach samoistnych u ciezarnych. W erytrocytach krwi pepowi-
nowej i krwi zylnej matki nie stwierdza sie réznic w zawartosci wolnych nukleo-
tydéw. Natomiast krwinki czerwone zdrowych dzieci w poréwnaniu z dorostymi
zawierajg wieksze ilosci nukleotydéw adeninowych, a ponadto stosunek NAD/NADP
jest w nich mniejszy od jednosci. Badano takze zachowanie sie wolnych nukleoty-
déw w czasie konserwacji krwi. Stwierdzono, ze w krwinkach czerwonych konser-
wowanych z dwumetylosulfotlenkiem i sacharozg w mieszaninie alkoholu ze sta-
tym CO02 po kilku miesigcach przechowywania, obserwuje sie nieznaczny spadek
zawartosci nukleotydéw adeninowych, podczas gdy w czasie konserwacji w stan-
dardowych warunkach po dwo6ch miesigcach ulegajag one catkowitemu rozktadowi.

Smiegielska i wsp. (L6dZ) oméwili wptyw promieni Roentgena na peing krew.
Dawki rzedu 75—2000 r nie wywotujg ani ilosciowych ani jako$ciowych zmian
w skitadzie nukleotydowym krwinek czerwonych, nie zmieniajg stopnia hemolizy
krwi, ani tez zawartosci potasu w peinej krwi i w osoczu i zelaza w osoczu. Duda
i wsp. (L6dz) donies$li, ze w niedokrwistosciach hemolitycznych obserwuje sie wy-
razny wzrost zawartosci wolnych nukleotydéw (szczegdlnie adeninowych) w krwin-
kach, natomiast w niedokrwistosciach sideropenicznych zwiekszenie ilosci dotyczy
jedynie NADP, IMP i UDPX. Chojnacki i Sawicka (Warszawa) stwierdzili, ze w he-
molizatach prawidtowej krwi ludzkiej wbudowywanie sie glukozo-2-3P (G-2-P) do
materiatu nukleotydowego ma miejsce wytgcznie w obecnosci UTP. Inne tréjfosfo-
rany nukleozydéw (ATP, CTP, GTP i TTP) nie katalizowaty wbudowywania sie
G-i-P. Inkorporacja 3P z galaktozo-i-3 do nukleotydéw przebiegata zaréwno
w obecnosci UTP jak i UDPG. Reakcje wymiany sktadnika fosfocukrowego z UDPG
obserwowano réwniez po dodaniu G-1-P. Zachara i Mysliwiec (L6dZ) przedstawili
dane dotyczace zawartosci wolnych nukleotydéw w réznym wieku dojrzatych ero-
trocytow. Stwierdzili oni, ze r6znice w zawartosci AMP, ADP, ATP, GTP oraz NAD
i NADP zaréwno w przeliczeniu na objeto$¢ erytrocytéw jak i na ilos¢ hemoglobiny
s§ niezmienne statystycznie.
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Nastepne doniesienia dotyczyty badan nad hemoglobinami. Pawlak (Poznan)
wykazat, ze w krwinkach czerwonych u chorych z wrodzong niesferocytowa nie-
dokrwistoscig hemolityczng wystepujg dodatkowe frakcje hemoglobiny. Autor przy-
puszcza, ze powstawanie tych frakcji jest dziedzicznie uwarunkowane, oraz ze ist-
nieje zwiazek miedzy ich wystepowaniem a objawami klinicznymi u chorych. Szysz-
ko i Lipinski (Warszawa) omowili popromienne zaburzenia syntezy Hb u szczura
in vivo. Jednorazowe naswietlenie wyzsza dawka (700 r) nie powodowato zadnych
zmian w czasie 3-tygodniowej obserwacji. Natomiast podawanie dawki frakcjono-
wanej 50 r dziennie przez 10 dni powodowato poczynajac od 9 dnia po napromie-
niowaniu istotne zmiany w trzech spos$réd szesciu frakcji Hb, rozdzielonych elek-
troforezag w zelu skrobiowym. Dotyczylty one wzrostu | i Il frakcji oraz zmniej-
szenia frakcji IV. Autorzy sadza, ze jest to reakcja wtdrna, zalezna od niedokrwi-
stoéci popromiennej i skrocenia czasu dojrzewania erytroblastow. W stanach gte-
bokiego niedokrwienia, wywotanego innymi czynnikami, obserwuje sie analogicznie
zwiekszenie HbF i zmniejszenie normalnej Hb dojrzatej. Lipinski badat tez przy
pomocy SFe i 14C glicyny oraz 14C proliny popromienne uszkodzenia syntezy Hb
in vitro w jadrzastych krwinkach ptakéw. Po dawce 5000 r ilo§¢ wbudowanego Fe
wzrasta a zmniejsza sie wbudowywanie glicyny i proliny, przy czym stosunek gli-
cyny do proliny jest wyzszy niz w uktadzie kontrolnym. Po napromienieniu maleje
rowniez synteza RNA krwinek a znakowane guanina i cytozyna podane réwno-
czeSnie wbudowywane sg tak, ze stosunek G/C w RNA jest wiekszy od jednosci.
Autor przypuszcza, ze zmiany te sg wynikiem popromiennego uszkodzenia kodu
informacyjnego. Joézwiak, Murawski i Daszynski (Warszawa) przedstawili wyniki
badan nad przechowywaniem hemoglobiny w temperaturze ciektego azotu. Po 4-mie-
siecznym okresie przechowywania nie stwierdzili wypadania Hb z roztworu, zmian
zawartosci Hb opornej na denaturacje tugiem, zmian w widmie asorpcyjnym ani
przyrostu MetHb. Nie zaobserwowali tez zmian w powinowactwie do tlenu, in-
terakcji hemdw i efekcie tlenowym Bohra. Jedyng dostrzegalng r6znicg byto nie
oddzielanie sie¢ HbA2 od HbA, mimo, ze w S$wiezych hemolizatach rozdziat byt
wyrazny. Wolff-Ptodowska i Murawski stwierdzili, ze widmo absorpcyjne ,kwas-
nej” MetHbA, rézni sie od widm MetHbAj i MetHbF wyraznie zaznaczonym
szczytem przy 530 nm i wyzszymi wspétczynnikami absorpcji ponizej 600 nm.

Kwiatkowska i Mularczyk przedstawili doniesienie dotyczagce mechanizmu aglu-
tynacji krwinek przez ufimbriowane bakterie. Wykazali oni, ze aglutynacja ta nie
zachodzi w obecnosci mocznika i przypuszczaja, ze w procesie aglutynacji biorg
udziat wigzania wodorowe, powstajagce miedzy powierzchnig krwinki a fimbriami
bakterii.

Doc. Leyko podsumowata wyniki konferencji i zwrdcita sie do uczestnikdow
z sugestia nawigzania $cislejszej wspotpracy w rozwigzywaniu trudniejszych pro-
blemoéw i wymiany doswiadczen w opanowywaniu niektorych technik. £o6dzki osro-
dek moze stuzy¢ pomocg w analizie sktadu zwigzkéw fosforanowych erytrocytéw
oraz innych komdrek i tkanek, elektroforezy biatek surowicy i hemoglobin w zelu
skrobiowym oraz hemoglobin na bloku skrobiowym. Katedra Biochemii U. L. jest
w trakcie uruchamiania analizy hemoglobin technikg ,finger printing”. Ostatnie
metody sg dobrze opracowane w Instytucie Hematologii w Warszawie i doc. Mu-
rawski gorgco popart takg wymiane, oferujagc ze swej strony wszechstronng pomoc.
Instytut Hematologii dysponuje rowniez pH-statem. ,,Finger printing” jest tez opra-
cowany w Osrodku Radiobiologii W.A.M. w Warszawie. Urzadzenia do konserwacji
krwi i tkanek w ptynnym azocie (polskiej produkcji) sa w Instytucie Hematologii
i Katedry Patologii Ogolnej i Doswiadczalnej W.A.M. w todzi.

Zamykajac obrady doc. Leyko zaproponowata aby tego typu spotkania odby-

waty sie raz na dwa lata.
B. Zachara
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Laboratoire de Chimie Biologigue Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu
Paryskiego*

Placowka ta kierowana przez profesora Max-Fernanda Jayle’a jest odpowied-
nikiem Zaktaddéw Chemii Fizjologicznej naszych Akademii Medycznych, jednak za-
réwno pod wzgledem liczby pracownikéw (100 o0s6b) jak zajmowanej powierzchni
znacznie je przewyzsza. Dzieje sie tak dzieki pomocy finansowej CNRS (Centre
National de la Recherche Scientifique) i INSERM (Institut National de la Santé et
de la Recherche Meédicale)—instytucji organizujgcych i koordynujgcych badania
naukowe.

Gtéwny nurt dziatalnosci badawczej osrodka dotyczy metabolizmu wszystkich
grup hormondéw sterydowych, metodyki ich oznaczania w ptynach biologicznych
i tkankach oraz prob dynamicznych badania czynno$ci gruczotéw produkujacych
te hormony. Ta problematyka zajmuje sie sze$¢ zespotéw badawczych, kierowanych
przez doktoréow: Pasqualiniego i Crepy, profesoréw: Begue, Drosdowskiego i Long-
champta oraz dr Weinmanna.

Poza tg tematykg rozwijajg sie tez badania nad strukturag gonadotropin i me-
todami ich oznaczania w ptynach ustrojowych oraz biatkami krwi, ktérych stezenie
wzrasta w przebiegu proceséw zapalnych. Tg tematyka zajmuja sie trzy zespoty
kierowane przez doktoréw: Henry’ego i Moretti’ego i profesora Bourrillon. Jeden
zesp6t (pod Kkierunkiem dr Anette Alfsen) bada wpltyw wigzania biatko-biatko
i biatko-steryd na konformacje czgsteczek biatkowych.

Grupa dr Pasqualiniego zajmuje sie obecnie metabolizmem wolnych i sprze-
zonych kortykosterydow w jednostce funkcjonalnej ptod-tozysko u ludzi i zwie-
rzat. W ramach tej tematyki opracowano nastepujace zagadnienia: jednoczesny me-
tabolizm u cztowieka siarczanu — 3H-kortykosteronu oraz kortykosteronu, korty-
zolu i kortyzonu znaczonych 14C, metabolizm siarczanu — 3H-kortykosteronu w jed-
nostce funkcjonalnej ptéd-tozysko, metabolizm siarczanu — 3H-kortykosteronu przez
tkanki ptodu ludzkiego (wspotpraca z Laboratorium prof. Egona Diczfalusy’ego
w Sztokholmie), hydrolize siarczanéw sterydéw przez tozysko ludzkie i metabolizm
1,2-3H-kortykosteronu in vivo u szczura.

Pod kierunkiem dr Pasqualiniego pracuje réwniez laboratorium oznaczania
aldosteronu i czterohydroaldosteronu w celach diagnostycznych. llo$¢ czterohydro-
aldosteronu w moczu jest wiec 2—5 razy wigksza niz aldosteronu —i zmienia sie
proporcjonalnie do jego poziomu. Dlatego opracowana przez zesp6t metoda oznacza-
nia czterohydroaldosteronu ma taka samg warto$¢ diagnostyczng jak oznaczanie
aldosteronu i jest coraz cze$ciej stosowana w Klinice.

Zesp6t dr Odette Crepy zajmuje sie aktualnie badaniami poréwnawczymi me-
tabolizmu 17P-estradiolu i jego epimeru 17a- oraz oddziatywaniem miedzy czgstecz-
kami sterydéw (17(3-, i J7a- estradiol i testrosteron) i biatkami surowicy. W ubieg-
tych latach zesp6t ten pracowat nad metodyka analizy sterydéw sprzezonych z kwa-
sem siarkowym i glukuronowym. Opracowano powszechnie dzi$ stosowang metode
rozdziatu siarczanéw i glukozydouronianéw na kolumnie wypetnionej tlenkiem glinu
i eluowanej butanolem o wzrastajgcej zawarto$ci wody, nastepnie za$ mikrometode
oznaczania siarczanoéw sterydéw w ptynach biologicznych, opartg na reakcji z bte-
kitem metylenowym, metoda ich wykrywania na chromatogramach bibutowych
i ptytkowych oraz metode wykrywania glukozydouronianéw na bibule i ptytkach
przy pomocy I-(2-pirydylo-azo)2-naftolu. Prace te przyczynity sie w znacznej mie-
rze do poznania sktadu frakcji sterydow sprzezonych w materiale biologicznym.

* autor sprawozdania przebywat w opisywanym os$rodku w latach 1966/67 jako
stypendysta Min. Zdrowia
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Zespoty profesorow Begue i Longchampta pracuja nad poréwnaniem metabo-
lizmu siarczanu estronu u ludzi zdrowych i pacjentow ze schorzeniami watroby
oraz nad metabolizmem ré6znych sterydéw w tkance guza z komorek $rodmigzszo-
wych Leydiga, wywotanego przez wielokrotne injekcje gonadotropiny szczurom.
Dotychczas zbadano in vitro metabolizm DHA, testosteronu, cholesterolu, A4andro-
stendionu oraz J7a-hydroksypregnenolonu i 17a-hydroksy progesteronu. Wséréd pro-
duktéw metabolizmu nie stwierdzono sterydéw sprzezonych. W przygotowaniu sg
doswiadczenia zmierzajagce do chemicznego blokowania rozwoju guza.

Zesp6t kierowany przez prof. Drosdowskiego pracuje nad synteza sterydow
fenolowych, ich pochodnych 3-metoksy i 3-etoksy oraz odpowiednich siarczanow,
octandw i glukozydouronianow. Zwiazki te otrzymano w celu zbadania ich zacho-
wania podczas chromatografii gazowej, cienkowarstwowej, bibutowej i na ptytkach
z wiokna szklanego. Ponadto opracowano metode oznaczania testosteronu technika
chromatografii gazowej po przeprowadzeniu go w pochodng heptafluoromastowa,
a takze metode iloSciowego oznaczania estrogenow w osoczu. Od szeregu lat pro-
wadzone sg tez systematyczne badania farmakologiczne estrogenéw dostarczanych
przez przemyst i syntetyzowanych w laboratoriach: ich dziatanie na receptor ma-
ciczno-pochwowy, przysadke, gonady obu pitci i nadnercza.

Grupa dr Weinmanna pracuje nad syntezg chemiczng sterydéw 7a- i 7|3-hydroksy
pochodnych zawierajgcych deuter w pozycji 15.

Struktura gonadotropin wystepujacych w ptynach biologicznych (krew i mocz)
stanowi zasadniczy temat dziatalnosSci zespotu prof. Bourrillon. Badania dotycza
gonadotropiny kosmoéwkowej (HCG — Human Chorion Gonadotropin), gonadotropiny
wystepujacej w moczu kobiet po okresie przekwitania (HMG — Human Menopausal
Gonadotropin) i gonadotropiny z krwi Zzrebnych klaczy (PMSG —Pregnant Mare
Serie Gonadotropin). Ustalono ich strukture glikoproteidowga, aktywno$¢ biologicz-
na, wiasnosci fizyko-chemiczne i sktad komponenty weglowodanowej i biatkowej.
Od roku 1959 grupa ta systematycznie bada niedializujgcg frakcje moczu, charak-
teryzujacag sie duzo wyzszg zawartoscig weglowodandéw niz otrzymany tg samg me-
todg preparat osocza ludzkiego. Uzyskano dane, ze frakcja ta z prawidtowego mo-
czu ludzkiego nie jest ztozona wytacznie z biatek osocza, jak na og6t sadzono, lecz
raczej z komplekséw weglowodanowych typu polisacharydéw lub glikopeptydow.

Praca zespotu dr Moretti dotyczy biatek krwi, ktorych stezenie wzrasta w prze-
biegu proceséw zapalnych. Nalezg do nich przede wszystkim haptoglobina i orozo-
mukoid. Zesp6t wyosobnit haptoglobine ludzka, krélika i szczura, zbadat ich wiasci-
wosci fizyczne i chemiczne oraz ich okresy péttrwania, prowadzi prace nad meta-
bolizmem tych biatek, a takze mechanizmem ich biosyntezy.

Dziatalno$¢ zespotu dr Henry’ego dotyczy poréwnania wynikéw oznaczania hor-
monéw gonadotropowych (FSH, LH, HCG i HMG) metodami biologicznymi i immu-
nologicznymi oraz identyfikacji 17-ketosterydéw w moczu zwierzat laboratoryj-
nych przed i po stymulacji za pomocg gonadotropin.

Z tego przegladu problematyki badawczej widaé, ze Laboratoire de Chimie
Biologique w Paryzu skupia liczng grupe wysoko wykwalifikowanych samodziel-
nych pracownikéw nauki, prowadzacych badania w Kkilku odrebnych dziedzinach
biochemii. O$rodek ten dysponuje nowoczesng aparaturg w zakresie chromatografii
gazowej, spektrofotometrii i radioizotopii, ekstrakcji przeciwpragdowej (metoda
Craiga), automatycznego rozdzielania i oznaczania ztozonych mieszanin aminokwa-
séw i monosacharydéw (autoanalizatory Technicon pracujace wedtug zasady Stein-
na-Moore’a) itp. Dobre warunki lokalowe — Zaktad zajmuje okoto 50 pomieszczen
i laboratoriow specjalnie przystosowanych do badan naukowych — oraz zyczliwosé
i talent organizacyjny kierownika tego osrodka, prof. Jayle’a, ktory osobiscie ukta-
da program pobytu kazdego stypendysty, stwarzajg bardzo korzystne warunki do
odbywania stazu naukowego.
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Sylwetka i dziatalno$¢ prof. Jayle’a zastuguja na szczeg6lng uwage. Jego do-
robek naukowy wyraza sie liczbg ponad 500 publikacji oraz 10 monografii i pod-
recznikow. Jest on miedzy innymi autorem fundamentalnej monografii poswieco-
nej analizie hormondéw sterydowych i ich metabolitow pt. ,Analyse des Steroides
Hormonaux” oraz monografii pt. ,Les Haptoglobines”. Wraz ze wspotpracownikami
jest tworcg dynamicznej proby badania czynnosci jajnikOw, stwarzajacej nowe
perspektywy w zakresie diagnostyki schorzeh tego narzadu oraz autorem modyfi-
kacji proby Thorna nie wymagajacej hospitalizacji chorego. Prof. Jayle petni réow-
niez funkcje dyrektora Fondation de Recherche en Hormonologie —instytucji zaj-
mujgcej sie opracowywaniem metod rutynowego oznaczania sterydéw, wykonywa-
niem oznaczen oraz ustalaniem norm w tym zakresie. Jest zatozycielem i redakto-
rem naczelnym czasopisma poswieconego zwigzkom o strukturze sterydowej Jour-
nal Europeen des Steroides, ktdrego pierwszy numer ukazat sie w maju 1966 roku.
W ramach obowigzkéw dydaktycznych prowadzi rowniez wyktady z biochemii dla
studentow medycyny.

Ta niezwykta aktywno$é naukowa i olbrzymi dorobek sa dzietem cztowieka
niewidomego od 26 lat. We wrzes$niu 1941 roku, w toku badan nad haptoglobinami,
prof. Jayle ulegt powaznemu wypadkowi w wyniku ktérego utracit wzrok. To tra-
giczne w skutkach wydarzenie nie przerwalo jednak jego dziatalnosci naukowej.
Prace nad haptoglobinami byty nadal kontynuowane pod kierunkiem profesora
przez jego pieciu wspodipracownikéw, ktérzy przygotowali z tego tematu cztery
doktoraty chemii i jeden farmacji. Pozostat réwniez dyrektorem zespotu labora-
toribw w Ecole de Puericulture, ktérg to funkcje objat rok przed wypadkiem. Ta-
lent organizacyjny i powazne osiggniecia naukowe przyniosty profesorowi w roku
1955 nominacje na kierownika Katedry Biochemii Wydzialu Lekarskiego po prof.
Michale Polonowskim, ktéry zgingt w wypadku samochodowym.

W krétkiej monografii * poSwieconej dziatalnosci naukowej prof. Jayle’a znaj-
dujemy nastepujaca jego wypowiedz: ,Wolatbym nie porusza¢ tego tematu, ale woio-
czas informacje o mojej dziatalnosci naukowej nie bytyby kompletne. Gdy w roku
1941 w wyniku wypadku w laboratorium stracitem wzrok, sgdzitem, podobnie jak
wiekszo$¢ ludzi z mego otoczenia, ze oznacza to koniec mojej kariery naukowej.
Jednakze 13-letnie doswiadczenie po wypadku przekonato mnie, ze kalectwo nie
zniszczyto sit zywotnych organizmu. Pozostawia ono nienaruszone zdolno$ci orga-
nizacyjne cztowieka, jesli zostat on dotkniety kalectwem w petni sit zyciowych”..

.W dziedzinie badan naukowych wydaje mi sig, ze poSrednia obserwacja zja-
wisk przy udziale wspotpracownikéw ma te samag warto$¢ poznawczg, co obser-
wacje bezposrednie. Moja dziatalno$¢ wyktadowcy zyskuje na przejrzystosci, gdyz
przygotowujgc sie do wyktadéw musze poswieci¢ na to znacznie wiecej czasu niz
inni. To co stracitem w sensie szybkosci zdobywania informacji, nie mogac czytac
czasopism naukowych, zyskatem dzieki wiekszemu skupieniu umystu, uwolnionego
od wielu czynnikéw rozpraszajgcych uwage”.

,Pragnatbym, aby powyzsze zdania nie zostaly uznane jako przejaw nadmier-
nej ufnosci we wiasne sity, lecz jako préba obiektywnej analizy dziatalnosci czto-
uoieka walczgcego z trudnos$ciami, wsrdd ktdrych nieufno$¢ i sceptycyzm innych
nie naleza do najmniej waznych”.

Robert Courrier, profesor College de France i cztonek Akademii, inaugurujac
obrady zorganizowanego przez prof. Jayle’a miedzynarodowego kolokwium na temat
czynnosci dokrewnej jajnika (maj 1965 — Paryz), powiedziat miedzy innymi: ,,Obra-
dy nasze przypadajg w 10 rocznice nominacji prof. Jayle’a na stanowisko kierow-
nika Katedry Biochemii Wydziatu Lekarskiego, katedry ktérg rozstawit zmarty tra-

* »Titres et travaux scientifiqgues de M. F. Jayle” wyd. Declume,Paryz, 1954,
str. 12.
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gicznie Michat Polonowski... Nominacja ta nastgpita 14 lat po tragicznym wybuchu
nadtlenkéw, ktéry na zawsze odebral wzrok profesorowi. Jest to triumf woli,
triumf duchowy i naukowy, ktoéry prof. Jayle odnosi kazdego dnia w dyscyplinie
kroczacej w czotowce wspoétczesnej medycyny. Drogi Kolego, uratowata pana wia-
ra podobna do tej, jaka ozywiata Beethovena, kiedy pograzony w absolutnej ciszy
komponowat swe najpiekniejsze symfonie”.

B. Szukalski
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