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AMP — adenozynojednofosforan
ADP — adenozynodwufosforan
ATP — adenozynotrdjfosforan

CMP — cytydynojednofosforan

CDP — cytydynodwufosforan

CTP — cytydynotrdéjfosforan

CoA lub CoASH — koenzym A
ac-SCoA — acetylokoenzym A

DN (kwas) — kwas dezoksyrybonukleinowy
DPN — nukleotyd dwufosfopirydynowy
DPNH — posta¢ zredukowana DPN

FAD — dwunukleotyd flawinoadenilowy
FADH2 — posta¢ zredukowana FAD
FMN — monokleotyd flawinowy

GMP — guanozynojednofosforan

GDP — guanozynodwufosforan

GTP — guanozynotrojfosforan

GSH — postaé¢ zredukowana glutationu

GSSG — postaé¢ utleniona glutationu

IMP — inozynojednofosforan _

IDP — inozynodwufosforan

ITP — inozynotréjfosforan

P — ortofosfor.an

PP — pirofosforan

PAPS — adenozyno”~-fcsfoirano-S~fofosforanosiarczan

RN (kwas) — kwas rybonukleinowy

TPN — nukleotyd tréjfosfopirydynowy
TPNH — posta¢ zredukowana TPN

UMP — urydynojednofosforan

UDP — urydynodwufosforan

UTP — urydynotroéjfosforan

UDPG — urydynodwufosforan glikozy
UDPGal — urydynodwufosforan galaktozy
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WANDA LEYKO* i LIDIA BUCZEK**

Budowa przestrzenna hemoglobiny

Structure of Haemoglobin

Recent investigations of Kendrew, concerned with a new poly-
peptide chain-fold in sperm whale myoglobin, are described. The same
structure was found by Perutz in horse haemoglobin and appears
probably in all haemoglobins and myoglobins of vertebrates.

Hemoglobina, wystepujgca w krwinkach czerwonych zwierzat krego-
wych, jest biatkiem o masie czasteczkowej okoto 67 000. Czasteczka jej
zbudowana jest z czterech fancuchow potipeptydowych, potaczonych
z czterema kompleksami zeiazoporfirynowymi. tancuchy polipeptydowe
posiadajg mniej wiecej jednakowe wymiary i tworzg dwie identyczne
pary, kazda o masie czasteczkowej okoto 34 000.

Badania nad budowg hemoglobiny dotyczyty w pierwszym rzedzie roz-
mieszczenia przestrzennego grup prostetycznych w stosunku do czasteczki
globiny. Wedtug pogladu Pauling a z 1939 roku grupy hemu znajduja
sie wewnatrz czasteczki, przy czym lezg w jednej ptaszczyznie w czte-
rech jnarozach kwadratu. Bliskie sgsiedztwo tych igrup utatwia, zdaniem
Paulinga, tworzenie sie szeregu zwigzkdw posrednich miedzy Fe i Oo
w procesie oksygenacji, polegajacym na stopniowym #gczeniu sie tlenu
z zelazem.

Perutz i wspbipracownicy na podstawie badan przeprowadzonych
w latach 1949—1957 doszli do odmiennych niz Pauling wnioskow.
W mys$l pogladu tych autoréw grupy hemu umieszczone sg na powierzchni
czasteczki, mniej wiecej prostopadle do tancuchéw potipeptydowych
i rownolegle do siebie. Czasteczka hemoglobiny ma posta¢ walca, przy
czym wedtug pierwotnej koncepji miat to byé walec o przekroju koto-
wym, nastepnie walec elipsoidalny, wreszcie za$ elipsoida, ktdra w stanie
wysuszonym ma wymiary 60 X 40 X 40 A, a po uwodnieniu wymiary —
70 X 55 X 55 A, zwiekszone warstwg wody zwigzanej. ktancuchy

* Dr, adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w +&odzi.
** Mgr biologii.



396 W. LEYKO | L. BUCZEK [2]

polipeptydowe biegng réwnolegle do osi dtugiej elipsy (rysunek 1), przy
czym posiadajg one strukture srubowag (helix). Lancuchy te lezg jedne nad
drugimi, w czterech warstwach, z ktorych dwie $rodkowe potgczone sg
nieco luzniej, co utatwia rozpad czasteczki hemoglobiny na dwie jedna-
kowe czesci (,,podczasteczki™).

Rysunek 1. Przebieg tancucha polipeptydowego w hemoglobinie wg Perutza (4).

W 1958 roku Wang wysungt interesujgcg hipoteze, ttumaczacg me-
chanizm #gczenia sie hemoglobiny z tlenem czgsteczkowym (5). Wedtug
tej hipotezy hemoglobina taczy sie z tlenem ze wzgledu na niskag stata
dielektryczng bezposredniego sgsiedztwa tych czesci tancucha polipeptydo-
wego, do ktorych przylagczone sg grupy hemu. Wang przyjmuje, ze
w roztworze wodnym grupy te nie sg catkowicie odstoniete, ale przy-
najmniej czeSciowo przykryte hydrofobowymi grupami globiny, ktdrej
grupy hydrofilne zwrécone sg do roztworu. Autor ten dochodzi do whnio-
sku, ze Srednia stata dielektryczna przykrytego hemu jest znacznie nizsza
niz catkowicie odstonietego. To ostoniecie grup hemu, w mys$l hipotezy
Wanga, opo6znia proces nieodwracalnego utlenienia, a nie przeszkadza
w odwracalnym wigzaniu i odszczepianiu tlenu. Celem potwierdzenia swej
hipotezy Wang sporzadzit model hemoglobiny, otaczajac odpowiednio
spreparowany hem warstewka polistyrenu. Zwiazek ten, bedacy pierw-
szym udanym modelem Hb, trwatym w obecnosci wody, okazat sie zdolny
do procesu odwracalnej oksygenacji.

Wydaje sie wiec, ze potozenie grup hemu mozna przyja¢ za wyjasnio-
ne. Lezg one na powierzchni czasteczki, ostoniete w mniejszym czy wiek-
szym stopniu grupami hydrofobowymi globiny. Natomiast przedstawione
w 1957 roku poglady Perutza i wspotpracownikéw na konfiguracje
i rozmieszczenie przestrzenne tancuchéw polipeptydowych ulegty w ostat-
nich latach powaznym zmianom.

W wyniku najnowszych badan Perutza i wspotpracownikéw po-
wstat w 1960 roku model hemoglobiny, réznigcy sie znacZinie od modelu



[31 BUDOWA PRZESTRZENNA HEMOGLOBINY 397

podanego przez tych autoréw przed paroma laty. Per utz tak jak po-
przednio, uzyt do swych badan oksy- i methemoglobiny konskiej, po-
niewaz krystalizujg one w postaciach szczeg6lnie odpowiednich do badan
rentgenograficznych, a przy tym moga by¢ przechowywane w roztwo-
rach soli przez diugi okres czasu. Godna uwagi wtasciwoscig krysztatéw
methemoglobiny jelst ich charakter ,,ggbkowaty”, wyptywajacy z tego, ze
warstwy utworzone z czasteczek biatkowych poprzedzielane sg jak gdyby
warstewkami wody. Ponad 50°/o objetosci krysztatow zajmuje ciecz kry-
stalizacyjlna. Wiecej niz 1/3 tej objetosci przypada na tzw. ,wode zwigza-
na”, polaczong scisle z czasteczkami biatka, a wiec niedostepna jako
rozpuszczalnik dla elektrolitow, natomiast pozostato$¢ jest ,woda wol-
ng”, ktora stanowi doskonate $rodowisko dla dyfuzji catego szeregu jo-
néw, bez szkody dla budowy krysztatdbw. Gdy np. wprowadzi sie ciezkie
atomy w obreb cieczy kryistalizacyjnej, to tym samym zwiekszy sie sita
rozproszenia promieni X przez te ciecz. Zmiany te umozliwiajg wyciag-
niecie wnioskow o rozmieszczeniu Srodowiska ptynnego w elemencie jed-
nostkowym, a nastepnie o ksztatcie czasteczki biatkowej.

Na podstawie swych ostatnich badan Perutz stwierdzit, ze cztery
elementy jednostkowe czasteczki hemoglobiny tworzg uktad tetraedru,
przy czym kazdy z tych elementdw jest podobny do podanego w latach
1958— 1960 przez Kendrew i wspotpracownikow (3) modelu mioglo-
biny z wieloryba-olbrotowca. Model ten omowimy bardziej szczeg6towo,
poniewaz przedstawia on strukture przestrzenng, ktorg posiadajg przy-
puszczalnie wszystkie hemoglobiny i mioglobiny kregowcdw, mimo znacz-
nych réznic w ich skfadzie aminokwasowym.

I. Budowa mioglobiny wedlug Kendrew

Mioglobina wieloryba-olbrotowca zbudowana jest z jednego, sktadaja-
cego sie z 153 reszt aminokwasowych, tafcucha polipeptydéwego, pota-
czonego z kompleksem zelazoporfirynowym, tj. grupg hemu. Jej masa
czasteczkowa wynosi okoto 18 000, a. wiec jest to jedno z mniejszych bia-
tek. Znany jest jej sktad aminokwasowy, natomiast sekwencja aminokwa-
sow nie zostata dotychczas ustalona.

W badaniach nad tréjwymiarowg strukturg mioglobiny, wyizolowanej
z wieloryba-olbrotowca, Kendrew i wspétpracownicy sporzadzili sze-
reg izomorficznych krystalicznych jej pochodnych, zawierajagcych atomy
ciezkich metali (rteci lub ztota) w poszczeg6lnych, specyficznych miej-
scach czasteczki. Dalsze prace polegaty na pordéwnaniu obrazéw ugiecia
promieni X przez te krysztaty i krysztaly nie podstawionej mioglobiny.
Prace te pozwolity w pierwszym etapie {1958) na dos¢ doktadne okresle-
nie ksztattu czasteczki oraz przebiegu tancucha polipeptydowego czyli
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og6inych rysow trzeciorzedowej struktury mioglobiny. Kendrew
i wspoOtpracownicy przeprowadzili analize odbi¢, wytworzonych przez
atomy lezace w odlegtoSciach wigkszych niz 6 A. Krysztaly mioglobiny
dajg okoto 400 takich odbi¢. Wyniki tych badan wykazaty, ze tancuch
polipeptydowy czasteczki mioglobiny ma posta¢ preta o duzej gestosci
elektronowej i 'przekroju w przyblizeniu kotowym. tarncuch ten jest po-
fatdowany, przybierajac postaé ptaskiego dysku o wymiarach 43 X 35 X
X 23 A. Wewnatrz dysku mniej lub bardziej proste segmenty tancucha
przebiegajg w spos6b skomplikowany i nieregularny. Pojedynczg grupe
hemu z atomem zelaza, ktory posiada znacznie wiekszg gestos¢ elektro-
nowg. 'niz kazdy inny atom w czasteczce, zidentyfikowano -jako tarcze,
majaca polgczenie z przynajmniej czterema sgsiadujgcymi segmentami
tancucha. Mimo to jedna jej strona jest dostepna dla tlenu, a nawet od-
czynnikéw o duzej objetosci czasteczkowej jak np. p-jodofenylo-hydro-
ksyloamina.

W poczatkowych pracach Kendrew iwspo6tpracownicy odkryli wiec
ogolny charakter trzeciorzedowej struktury czasteczki, ale nie podali

Rysunek 3. Schemat uktadu ato-
0 moéw w przekroju prostopadtym do
ptaszczyzny hemu

Rysunek 2. Rzut segmentu tahncucha polipeptydowego na powierzchnie cylindrycznag
a) potozenie atomoéw na linii Srubowej. Potozenie C/} przy linii Srubowej prawoskret-
nej — /?, przy lewoskretnej — /7 wg Kendrew (3).

jeszcze drugorzedowej budowy tahncucha polipeptydowego, chociaz wska-
zali ma mozliwo$¢ konfiguracji Srubowej. Zagadnienie dlrugorzedowej
struktury mioglobiny autorzy ci rozwigzali w pracy opublikowanej
w 1960 roku. Rozpatrzenie odbi¢ rzedu 2 A, ktérych krysztaty mioglobiny



£5] BUDOWA PRZESTRZENNA HEMOGLOBINY 399

dajg okoto 9600, wykazato, ze wszystkie proste segmenty tancucha poli-
peptydowego sg pustymi cylindrycznymi rurami. Reszty specyficzne ami-
nokwasOw wystajg na zewnatrz tego rdzenia cylindrycznego, a sam tan-
cuch polipeptydowy jest na niego jakby nawiniety, tworzac linie $rubo-
wa o0 skoku S$ruby okoto 54 A (rysunek 2).

Stwierdzono, ze grupa hemu, ktéra w wyniku poprzedniej analizy
zostata okreSlona jako tarcza, jest nachylona do tafcucha polipeptydowego
pod katem okoto 21°. Badania chemiczne zar6wno mioglobiny, jak i he-
moglobiny sugeruja, ze grupa hemu jest przytgczona do biatka wiaza-
niem miedzy atomem zelaza i atomem azotu reszty histydyny (odlegtos¢
miedzy atomami Fe i N wynosi okoto 1,9 A) i ze szésta pozycja koordyna-
cyjna atomu zelaza w metmioglobinie jest zajeta przez czasteczke wody.
Na «rysunku 3 przedstawiono schemat uktadu atomow w przekroju prosto-
padtym do ptaszczyzny hemu. Grupa hemu lezy prostopadle do ptasz-
czyzny rysunku, na lewo od niej — w pozycji réwniez prawie prosto-
padtej — znajduje sie reszta histydyny, a jeszcze bardziej na lewo —
linia $rubowa (helix), utworzona przez tahcuch polipeptydowy i widocz-
na w przekroju poprzecznym. Grupa karbonylowa tancucha polipeptydo-
wego potaczona jest wigzaniem wodorowym z drugim atomem azotu hi-
stydyny. Po prawej stronie jgrupy hemu dotgczony jest do atomu zelaza
atom tlenu, nalezacy do czgsteczki wody (odlegto$¢ miedzy atomami Fe i O
wynosi 2,1 A).

Blizsze badania trzeciorzedowej budowy mioglobiny, tj. przestrzennego
uktadu tancucha polipeptydowego, wykazaty ze tworzy on okoto o$miu

Rysunek 4. Trzeciorzedowa struktura mioglobiny wg Kendrew (3).

segmentow, z ktorych kazdy zawiera 7—20, a wszystkie razem 100—110
reszt aminokwasowych, podczas igdy w caltej czasteczce znajduje sie ich
153. Cze$¢ tancucha, posiadajagca budowe regularnej prawoskretnej linii
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Srubowejj, stanowi 65—72% czasteczki i ma diugo$¢ okoto 228 A, nato-
miast cata dtugos¢ tancucha wynosi okoto 300 A. Trzeciorzedowa struktura
mioglobiny wieloryba-olbrotowca i przebieg tancucha polipeptydowego
przedstawione sg na rysunku 4. Zaktdcenie regularnej konfiguracji $ru-
bowej nastepuje w obszarach zakretéw tahncucha polipeptydowego. Wiek-
szo$¢ zakretow zbudowana jest z dwdch lub trzech reszt aminokwasowych,
przy czym istnieje jeszcze dodatkowy obszar, zbudowany z 13—18 reszt,
w ktdrym uktad aminokwasow nie tworzy regularnej linii Srubowej.

Nie udato sie przeprowadzi¢ dotychczas systematycznej identyfikacji
reszt specyficznych aminokwaséw. Wiele z nich wydaje sie podlegaé
znacznej wibracji termicznej, badanie jest jponadto utrudnione ze wzgle-
du na wzajemne oddziatywanie reszt specyficznych aminokwasow przy
sasiednich zakretach tej samej linii Srubowej albo sgsiadujacego z nig in-
nego tancucha polipeptydowego. Jedynie w poszczegélnych przypadkach
fatwa jest identyfikacja, np. w niektérych miejscach linie srubowe lezg tak
blisko siebie, iz moga sie tam pomiesci¢ jedynie reszty glicyny, w innych
miejscach reszty specyficzne aminokwaséw sg z kolei tak diugie, ze mogg
to by¢ tylko reszty argininy lub lizyny.

Il. Budowa hemoglobiny wedtug Perutza

Jak juz wspomniano, wedlug ostatnich pogladéw Per utza cztery
elementy jednostkowe, z ktdrych zbudowana jest czgsteczka hemoglobiny,
doktadnie przypominaja oméwiony model mioglobiny Kendrew. W celu
wyjasnienia, jakie jest wzajemne potozenie tych tancuchow w czasteczce
hemoglobiny, Perutz zastosowatl te samg metode, co Kendrew, tj.
uzyt do badan szesciu réznych izomorficznych pochodnych hemoglobiny
zawierajagcych atomy ciezkich metali i poddat analizie 1 200 odbié, danych
przez krysztaty hemoglobiny i jej pochodnych przy zdolnosci rozdzielczej
rzedu 55 A.

Analiza ta wykazata, ze czasteczka hemoglobiny ma posta¢ sferoidy
dtugosci 64 A, szerokosci 55 A i wysokosci 50 A. Dane te roznig sie nie-
znacznie od wartosci podanych uprzednio przez Perutz a. W $rodku
czasteczki pozostaje wolna przestrzen, tworzy sie jakby kanat. Zewnetrz-
ny ksztatt czasteczki hemoglobiny, ogladanej z géry w kierunku osi b,
podany jest na rysunku 5.

Na zewnetrznej powierzchni czasteczki mozna odr6zni¢ cztery wierz-
chotki, ktére odpowiadaja atomom Fe, otoczonym pierScieniami porfiry-
nowymi. Atomy zelaza lezg w rogach nieregularnego tetraedru, przy
czym odlegtosci miedzy symetrycznie potozonymi atomami Fe wynoszg
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33,4 i 36,0 A, a najblizsza odlegto$¢ miedzy niesymetrycznymi atomiami
Fe wynosi 252 A. Uklad grup hemowych podany jest na rysunku 6.

Perutz ustalit réwniez potozenie dwéch grup tiolowych. Hemoglo-
bina 'konska zawiera cztery reszty cysteiny, ale tylko dwie grupy —

Rysunek 5. Zewnetrzny ksztalt czasteczki Rysunek 6. Uktad grup hemu
hemoglobiny wg Perutza (4). Widok w hemoglobinie wg Perutza (4).
z gory w kierunku osi b.

SH rodzimego biatka, tgcza sie z rtecig. Z potozenia zwigzanych dwoch
atomow rteci mozna byto wywnioskowaé, ze kazda z grup —SH jest
oddalona o okoto 13 A od jednego i o okoto 21 A od drugiego atomu Fe.
Przypuszczalna rola grup tiolowych omowiona jest dalej (str. 403).
Jezeli chodzi o konfiguracje tancucha polipeptydowego, to Perutz
ustalit, ze cztery oddzielne jednostki wchodzace w sktad czasteczki hemo-
globiny tworzg dwie pary, z ktérych kazda zawiera dwa identyczne tan-
cuchy. Na rysunku 7 pokazany jest 'bieg tancucha 'polipeptydowego dla
przedstawiciela kazdej pary oraz model mioglobiny i(na lewo). W celu
fatwiejszego odr6znienia Perutz przedstawit na modelu jedng pare
w postaci biatych, a drugg w postaci czarnych tancuchéw polipeptydo-
wych i tak je tez nazywal w swoich dalszych rozwazaniach. Konfiguracja
czarnego tancucha jest bardzo podobna do konfiguracji biatego. Réznice
sq jedynie niewielkie: w czarnym tancuchu polipeptydowym zakret
w ksztatcie S przy wierzchotku czasteczki jest wyrazniejszy, nie zazna-
czona na rysunku 7 yrupa hemu jest potozona nizej, a zakret h ostrzejszy
niz w tancuchu biatym. Czarny tancuch jest identyczny z tafAcuchem
polipeptydowym mioglobiny. Kazdy tancuch ma swdj doktadny odpowied-
nik w postaci drugiego, symetrycznego do niego fancucha, tworzac w ten
sposob pare “biatych lub czarnych tancuchow polipeptydowych. Perutz
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sugeruje, ze miedzy podczasteczkg ztozong z pary biatych i podczasteczka
ztozong z pary czarnych fafcuchéw kontakt jest niewielki, a wystepujace
potagczenia bardzo stabe. W czasteczce hemoglobiny biata para jest jak

Mioglobina Biaty tancuch Czarny tancuch

Rysunek 7. Przebieg tancuchéw polipeptydowych w mioglobinie i hemoglobinie
wg Penutza (4).

Rysunek 8. Konfiguracja tancuchéw polipeptydowych w dwéch jednostkach bu-
dowy hemoglobiny wg Perutza (4. Potozenie dwdéch pozostatych mozna otrzymacé
przez obrot dokota osi. Widok w kierunku prostopadtym do osi a.

gdyby odwrdcona i potozona nad czarna parag, dajac w rezultacie uktad
prawie, lecz nie catkowicie rombowy. Na rysunku 8 pokazana jest kon-
figuracja tancucha polipeptydowego w czarnym 1 biatym fancuchu cza-
steczki hemoglobiny widzianej w kierunku prostopadtym do osi a.
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Czasteczka hemoglobiny wyglada wiec jak gdyby zbudowana byta
z czterech kiebkow nici mocno do siebie doci$nietych, przy- czym dwa
gorne kiebki (biate) sg identyczne i tworzg jedng symetryczng pare,
a dwa dolne (czarne) sg takze identyczne i tworza drugg pare. W srodku
czasteczki pozostaje wolna przestrzen, tworzgca kanat. Sity van der
Waalsa sprawiajg, ze w otworze tym ‘jest niewiele miejsca dla wody lub
elektrolitobw. Poza tym, w gérnej czeSci czasteczki w miejscu, gdzie spo-
tykajg sie tancuchy biate, wystepuje w czasteczce hemoglobiny niewiel-
kie wgtebienie. Drugie, znacznie wieksze, znajduje sie w jej czesci dolnej,
w miejscu spotkania sie tancuchéw czarnych.

Grupy hemu lezag w oddzielnych ,kieszeniach” na powierzchni cza-
steczki. Kazda ,kieszen” utworzona jest przez fatde w tancuchu polipepty-
dowym, ktory styka sie z hemem przynajmniej w czterech roznych
miejscach. Pozostaje to w zgodzie z przytoczong powyzej hipotezg Wanga,
ktory twierdzit, ze uktady hemu sg czeSciowo przykryte hydrofobowymi
grupami globiny.

Wolne grupy —SH, ktérych brak jest w mioglobinie, wystepujg w he-
moglobinie w tej czesci taricuchéw czarnych, w ktérej znajduje sie histy-
dyna potgczona z hemem. Per ut z podaje, ze reszty specyficzne histy-
dyny i cysteiny sg skierowane przeciwnie, przy czym histydyna zwrdcona
jest w kierunku hemu (rysunek 8), a cysteina w drugg strone. Grupa —SH
moze wiec by¢ w kontakcie z lezagcym ponizej grup hemowych zagieciem
biatych tancuchow. Dwie pozostate grupy —SH, wystepujace w czastecz-
ce hemoglobiny, sg przypuszczalnie w biatych tancuchach, ale poniewaz
w rodzimym ‘'biatku nie sg one zdolne do reakcji z Hg, ich pozycja jest
nieznana. Przypuszcza sig, ze grupy —SH moga odgrywa¢ wazng role
przy przejsciu Hb w HbO”. Nalezatoby izwrdci¢ uwage na to, ze w mo-
delu Perutza grupy hemu s zbyt daleko od siebie, aby potaczenie jednej
z nich z tlenem mogto Wptyna¢ bezposrednio na powinowactwo do tlenu
drugiej grupy. Poniewaz stwierdzono, ze istnieje wzajemny wptyw (hern
— hem interaction) miedzy tymi grupami, dziatanie na siebie grup hemu
musi -wiec by¢, zdaniem Perutza, bardzo subtelnej i posredniej natury.

Zwiniecie tancucha polipeptydowego, odkryte przez Kendrew
w mioglobinie wieloryba-olbrotowca, znaleziono takze w mioglobinie
foki. Stwierdzenie podobnego zwiniecia w hemoglobinie koAskiej sugeruje,
zdaniem Perutiza, ze wszystkie hemoglobiny i mioglobiny kregowcow
zbudowane sa wedlug tego samego wzoru. Perutz przypuszcza, ze
kiedy tancuch polipeptydowy zostanie zsyntetyzowany i zaopatrzony
w grupe hemu, dokota ktorej moze sie owinaé, przybiera on te konfi-
guracje spontanicznie, jako jedyny uklad przestrzenny, ktdry spetnia
wszystkie warunki stereochemiczne, wynikajagce z sekwencji aminokwa-
séw. To z kolei upowaznia do przypuszczenia, ze podobne sekwencje
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w okreSlonych miejscach tahcucha polipeptydowego wystepujg w catej
tej grupie biatek mimo znacznych r6znic w ich sktadzie aminokwasowym.
Podobienstwo to, zdaniem P er ut z a, nasuwa mysl, ze biatka te posiadaja
wlspdlnego prekursora genetycznego.

Zestawmy raz jeszcze najwazniejsze dane, dotyczace wszystkich hemo-
globin i mioglobin kregowcéw:

1) sklad aminokwasowy tych biatek jest bardzo rdzny, peina sek-
wencja aminokwaséw nieznana, ale Perutz sugeruje, ze wystepuja
w nich podobne sekwencje w okreSlonych miejscach tahcucha polipep-
tydowego;

2) przypuszczalnie we wszystkich tych biatkach tancuch polipepty-
dowy przybiera w znacznej cze$ci czasteczki postaé regularnej prawo-
skretnej linii Srubowej (helix);

3) zwiniecie tancuchow polipeptydowych jest, wedlug Perutza,
jednakowe we wszystkich biatkach tej grupy, przy czym podstawowgq
strukture jednostkowa ,stanowi ukiad, znaleziony przez Kendrew
w mioglobinie;

4) rbézne biatka zawierajg jedng lub kilka jednostek podstawowych,
w wyniku czego majg rézne masy czasteczkowe i rozne ksztalty cza-
steczek.

Rdéznice miedzy hemoglobinami réznych gatunkéw i réznych osobni-
koéw zwigzane sg wiec przede wszystkim ze zmiang w ich skfadzie amino-
kwasowym.

I11. Odmiany hemoglobiny ludzkiej

Interesujagcym zagadnieniem jest wystepowanie szeregu odmian he-
moglobiny we krwi ludzkiej. Oprécz hemoglobiny ludzi dorostych (Hb-A)
i hemoglobiny ptodowej (Hb-F), odkryto ostatnio caty szereg innych
hemoglobin: Hb-S, Hb-C, Hb-E, Hb-D, Hb-J, Hb-G i in., ktérych obecnos¢
prowadzi do réznych objaw6éw chorobowych.

Podamy tu pokrétce nomenklature hemoglobin, stosowang w rozwaza-
niach genetycznych. W badaniach tych goérne tancuchy czasteczki hemo-
globiny oznacza sie jako a (odpowiadajg biatym tancuchom w modelu
Perutza), a dolne jako (@ (odpowiadajg czarnym tancuchom Perutza).
W normalnej Hb-A wystepujg wiec dwa tancuchy aAi dwa tancuchy GA
(rys. 9), a budowe czasteczki mozna przedstawic jako ).

W Hb-S wystepujg dwa taincuchy a i dwa tancuchy 3 przyczym
tadunek kazdego tancucha ps zmienit sie o + 1, w wyniku zastgpienia
kwasu glutaminowego przez waline. Budowe czasteczki przedstawiamy
jako K(32]+2
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Rysunek 9. Schemat budowy Hb-A i Hb-S wg Itano (2).

Podobne badania przeprowadzone z Hb-C wykazaly, ze anomalie wys-
tepuja tu takze w tancuchu @3 w ktérym kwas glutaminowy jest zasta-
piony przez lizyne. Tak wiec fadunek tancucha P zmienit sie o + 2
a czasteczke oznaczamy jako [aA‘]+4.

W Hb-J natomiast wystepujg réznice w tafcuchu a, zmiana wynosi
—2, ale nie wyjasniono dotychczas, ktére aminokwasy zostalty tu wy-
mienione. Czasteczke Hb-J przedstawiamy jako[a*pA

Rézne odmiany hemoglobiny ludzkiej przebadano z punktu widzenia
chemicznych i genetycznych elementéw budowy czgsteczki. Na podstawie
badan, przeprowadzonych przez lItano i wspotpracownikéw (2) stwier-
dzono, ze rozcieAczone kwasy rozszczepiajg czasteczke hemoglobiny na
»,podczasteczki a2 i (V\ z ktorych kazda zawiera dwa hemy. Wyniki,
otrzymane przy zastosowaniu metody eletktroforetycznej i pietnowania
izotopami radioaktywnymi, wykazaty, ze potgczenie dwoch identycznych
tancuchow jest znacznie mocniejsze niz potgczenie podczasteczek a2 z (2-
Itano sugeruje nawet, ze synteza tancuchow nastepuje od razu w posta-
ci stabilnych identycznych par.

W celu wyjasnienia réznic w budowie odmian hemoglobiny ludzkiej
Hunt i Ingram (1) przeprowadzili badania ich sktadu aminokwaso-
wego. W potowie czasteczki hemoglobiny, tzn. w jednym tancuchu a (bia-
tym) i jednym @3 (czarnym) znajduje sie¢ okoto 300 aminokwas6w, miedzy
ktorymi nalezato szukaé roznicy miedzy Hb-A i innymi jej odmianami.
Hunt i Ingram badali mieszaning peptydéw, otrzymang w wyniku
trawienia biatek réznymi enzymami. W pierwszym rzedzie porownali
Hb-A i Hb-S, przy czym zastosowali denaturacje cieplng i trawienie
trypsyng. Wiadomo, ze trypsyna rozrywa tylko wigzania, w ktorych bie-
rze udziat lizyna i arginina. Poniewaz w kazdej potowie czasteczki he-
moglobiny znajduje sie okoto 26 czasteczek lizyny i argininy, otrzymana
mieszanina zawierata okoto 28 fragmentéw. Poréwnano nastepnie mie-
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szaniny otrzymane z Hb-A i Hb-S za pomocg elektroforezy bibutowej
i chromatografii. Hunt i Ingram stwierdzili réznice w potozeniu
tylko jednego peptydu, ktéry okreslili-jako numer 4.

Duzy fragment czasteczki hemoglobiny, nie zawierajagcy aminokwaséw
zasadowych, nie jest trawiony przez trypsyne. Te pozostato$¢ poddano
nastepnie trawieniu chymotrypsyng. Otrzymana z Hb-A i Hb-S miesza-
nina peptydéw byta taka sama w obu przypadkach, a zatem réznica
miedzy obu hemoglobinami lezata jedynie w budowie peptydu numer 4.

Zbadano wobec tego szczegétowo peptydy numer 4 z Hb-A i Hb-S
i stwierdzono, ze zawierajg one po osiem aminokwasow. Peptyd z Hb-A
ma nastepujaca sekwencje aminokwasow:

+ + — — 4+ —
. Wal —His —Leu— Treo — Pro — i Glu Glu — Liz
fi 2 3 4 5 6 7 8 t

Peptyd z Hb-S rézni sie od niego jedynie rodzajem szostego aminokwa-
su — zamiast kwasu glutaminowego wystepuje w nim walina. Poniewaz
reszta specyficzna kwasu glutaminowego o charakterze kwasnym zostata
zastagpiona przez obojetng waline, ulegt réwniez zmianie tadunek pep-
tydu. Ta zamiana jednego z 300 aminokwaséw wydaje sie jak dotychczas
jedyna roznica strukturalng miedzy Hb-A i Hb-S. Zdaniem Hunta
i Ingrama nasuwa to sugestie, ze kwas glutaminowy musi zajmowac
jaka$ kluczowg pozycje w tréjwymiarowej strukturze hemoglobiny. Po-
niewaz nieznana jesit jednak peina sekwencja aminokwaséw, nie mozna
doktadnie okresli¢ pozycji tej czasteczki kwasu glutaminowego w zwinie-
tym fancuchu polipeptydowym.

W podobny sposéb przebadano inne odmiany hemoglobiny i stwier-
dzono, ze w Hb-C rbéznica wystepuje w tym samym peptydzie numer 4,
przy czym kwas glutaminowy peptydu z Hb-A jest zastgpiony przez
lizyne. W Hb-E kwas glutaminowy jest zastgpiony przez lizyne, ale w in-
nym peptydzie (numer 26). Inne odmiany hemoglobiny jak D, J, G,
Hopkins-2, H wykazywaty zmiany w budowie réznych peptydow. Stwier-
dzono, ze hemoglobina ptodowa (Hb-F) posiada dwa tancuchy polipepty-
dowe takie same jak Hb-A, natomiast dwa pozostate tafcuchy (tzw. 7)
rézne od spotykanych w pozostatych odmianach hemoglobin, ktére dotych-
czas przebadano.

Hunt i Ingram podkreslaja, ze wystepowanie réznych anormal-
nych ludzkich hemoglobin jest jednym z najlepszych przyktadow odzie-
dziczonych anomalii w budowie biatka, ktére moga spowodowac¢ powazne
zaburzenia. Niektore z tych anomalii (ale nie wszystkie) sg przyczyng
anemii hemolityeznyeh. Autorzy ci wysuwajg nastepujacg sugestie, ktora
ich zdaniem tlumaczy zaobserwowane fakty. Przyjmujg oni, ze istnieja
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dwa geny hemoglobiny, z ktérych kazdy kieruje synteza jednego tan-
cucha polipeptydowego, a witasciwie pary ztozonej z dwoch identycznych
tancuchdw. Chemiczna struktura tych gendéw decyduje o sekwencji ami-
nokwaséw w odpowiednim ‘tancuchu polipeptydowym. Mutacja genu
prowadzi do zmiany chemicznej tafcucha, a wiec i czasteczki hemoglobi-
ny. Zmiany chemiczne nie zawsze musza by¢ zwigzane z efektami fizjo-
logicznymi. Zdaniem Hunta i Ingrama cze$¢ tych zmian nie jest
mozliwa do zaobserwowania klinicznego, czes¢ moze mieé skutki Smiertel-
ne, tak ze badamy niewielkg stosunkowo liczbe mutacji po duzej selekcji
zaréwno efektow klinicznych, jak i mozliwych do uchwycenia zmian
w zachowaniu elektroforetycznym.

Nalezato by tu podkresli¢, ze podane powyzej rozwazania Hunta
i Ingrama majg jedynie charakter przypuszczen, natomiast badacze
ci stwierdzili wazny fakt, a mianowicie, ze rdznice miedzy odmianami
ludzkich hemoglobin spowodowane sg bardzo niewielkimi zmianami
w ich budowie. W przebadanych przypadkach polegaty one jedynie na za-
mianie jednego aminokwasu w potowie czasteczki hemoglobiny, zawieraja-
cej okoto 300 reszt aminokwaséw.

Badania te potwierdzity do pewnego stopnia przypuszczenie P er ut z a,
ze w catej tej grupie biatek wystepuja podobne sekwencje aminokwas6éw
i wszystkie hemoglobiny i mioglobiny kregowcéw posiadajg te samg
strukture. Nalezatoby tu nadmienic, ze okre$lanie struktur na podstawie
badan rentgenograficznych zawiera w sobie zawsze pewne elementy zga-
dywania. Mozna wprawdzie okre$li¢é matematycznie, czy proponowana
struktura daje takie same obrazy ugiecia promieni X, jak otrzymane
w przypadku rzeczywistego krysztatu, ale dla czasteczek bardziej skom-
plikowanych zdarza sie, ze kilka struktur daje podobne obrazy ugiecia
i dlatego tez czesto na podstawie nawet tych samych zdjeé, proponowane
sg rézne konfiguracje. Wydaje sie jednak, ze ostatni model Perutza,
otrzymany przy zastosowaniu udoskonalonej techniki, spetnia wszystkie
wymagane warunki i, je$li nawet ulegnie dalszym modyfikacjom, to
juz jednak w chwili obecnej mozna przyjaé, ze jeist on bardzo bliski rze-
czywistej budowie przestrzennej hemoglobiny.
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LEON ZELEWSKI*

Rola dwufosforanowych koenzymoéw glikolizy**

The Role of Diphosphocoenzymes in Glycolytic Process

The mechanism of biochemical reactions is described, in which two
diphosphoric esters: 2, 3-diphosphoglyceric acid and glucose-1,6-dipho-
sphate play a role of coenzymes and substrates in glycolytic process
simultaneously.

Badania ostatnich dziesieciu lat pozwolity na do$¢ doktadne okreslenie
udziatu poszczegdlnych enzymoéw i koenzyméw w przebiegu reakcji gliko-
lizy, opisanych schematem Embdena—Meyerhofa—Parnasa. Z drobno-
czasteczkowych zwigzkéw fosforanowych wyrdzniajg sie szczeg6lng rolg
kofermentow—substratdw dwa z nich, a mianowicie: 2,3-dwufosforan
kwasu glicerolowego oraz 1,6-dwufosforan glikozy. Omoéwienie ich prze-
mian i katalitycznego dziatania jest przedmiotem tego artykutu.

I. Wystepowanie, synteza oraz charakterystyka iloSciowa 2,3-DPG

Najwieksze ilosci 2,3-DPG wystepuja w erytrocytach wielu ssakéw,
okoto potowy wszystkich estréw fosforanowych rozpuszczalnych w kwa-
sach przypada na ten zwigzek (65). Wyjatek stanowig przezuwacze (byd-
fo, owce), w krwinkach ktérych nie stwierdzono 2,3-DPG (76). Réwniez

« * Dr med., adiunkt Zaktadu Chemii Biologicznej Akademii Medycznej w Gdan-
sku.

** W niniejszym artykule sg stosowane nastepujgce skroty i symbole: 2,3-DPG
— 2,3-dwufosforan kwasu glicerolowego; 1,3-PGA — 1,3-dwufosforan kwasu gli-
cerolowego; 3-PGA — 3-fosforan kwasu glicerolowego; 2-PGA— 2-fosforan kwasu
glicerolowego; G-1,6-P — 1,6-dwu/osforan glikozy; G-l1-P — 1-fosforan gli-
kozy; G-6-P — 6-fosforan glikozy; PEP — fosforan kwasu enolopirogrono-
wego; PBA — 2-fosforan kwasu D-erytro-2,3-dwuhydroksymastowego; DPBA —
—  2,3-dwufosforan kwasu D-erytro-2,3-dwuhydroksymastowego; Ma-I-P —
— 1-fosforan mannozy; Ma-6-P — 6-fosforan mannozy; Ma-1,6-P — 1,6-dwu-
fosforan mannozy; Ga-6-P — 6-fosforan galakto/zy; Ga-1,6-P — 1,6-dwufosforan
galaktozy; Ga-I-P — 1-fosforan galaktozy; R-I-P — 1-fosforan rybozy; R-5-P
— b5-fosforan rybozy; R-1.5-P — 1,5-dwufosforan rybozy; DIP — dwuizopropy-
lofluorofosforan.

2 Postepy Biochemii
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w erytrocytach gadoéw i ptakéw brak jest tego sktadnika frakcji fosfo-
ranowej, a jego iloSciowym odpowiednikiem jest kwas fitynowy (64).
Obecnos¢ 2,3-DPG wykazano w drozdzach (71) i mie$niu piersiowym kur-
czat (90); natomiast nie znaleziono tego zwigzku w miesniu sercowym,
nerce, watrobie ani mozgu kurczecia, ani tez w tkankach bydia i owiec
91).

( )Podczas pracy md izolowaniem estréw fosforanowych z krwinek konia
Embden uzyskuje w roku 1924 s6l brucynowa nowego zwigzku praw-
dopodobnie 2,3-DPG, nie identyfikuje jej jednak. P6zniej Greenwald
(18) otrzymuje z krwinek nieredukujacy rozpuszczalny w kwasach ester
fosforanowy, podaje jego skiad oraz skrecalno$¢ optyczng, wyrazajac
przypuszczenie, ze jest to 2,3-DPG. Doktadng preparatyke izolowania tego
zwigzku z krwinek konia jako soli brucynowej podat Jost (29). W gtow-
nych zarysach nie stracita ona na znaczeniu po dzieh dzisiejszy. Syntezy
organicznej 2,3-DPG dokonano w 1950 roku, wychodzac z kwasu D-gli-
cerolowego; stwierdzono identyczne wiasnosci syntetycznego zwigzku
z otrzymanym przez Greenwalda (18) i Josta (29) z erytrocytow.
W ostatnim czasie Grisolia i Joyce (19) dokonali enzymatycznej
syntezy 2,3-DPG, inkubujgc 3-PGA z ATP, MgCI2 i wyciggiem z proszku
acetonowego mies$nia piersiowego kurczecia, zawierajgcym enzymy zdolne
do katalizowania nastepujgcego ciggu reakcji:

1. 3-PGA <%t 2- PGA

2. 2- PGA -* PEP

3. PEP + ADP -----mm-mmm- ATP + kwas pirogronowy
4. 3-PGA + ATP - 1,3-PGA + ADP

5.

13- PGA w23 - DPG

W reakcjach tych dwie czgsteczki 3-PGA tworzg jedng czasteczke 2,3-DPG
oraz jedng czasteczke kwasu pirogronowego.

Dla iloSciowego oznaczenia 2,3-DPG z mieszaniny roznych produk-
téw przemiany glikolitycznej wykorzystano poczatkowo jego brak zdol-
nosci do odszczepianiia fosforanu nieorganicznego podczas hydrolizy
w 1 N H2S04 w temperaturze 100°. P6zniej Ra poport (59) do kolo-
rymetrycznego oznaczania 2,3-DPG w krwinkach zastosowat barwng
reakcje z naftorezorcynolem. Wykorzystano réwniez reakcje barwne, ja-
kie daje wolny glicerol, kwas fosfoglicerolowy i 2,3-DPG z 2,3-dwuhydro-
ksynaftalenem, 2,7-dwuhydroksynaftalenem oraz z kwasem 4,5-dwuhydro-
ksy-2,7-naftalenodwuisulfonowym (4). Szczegdlne jednak znaczenie miato
zastosowanie chromatografii bibutowej (58, 74), oraz zywic jonowymien-
nych (5, 47) dla oznaczania 2,3-DPG ws$rdad innych metabolitow fosfora-
nowych krwinek. Ostatnie lata pozwolity na iloSciowe oznaczanie tej
suibsrtancji w oparciu o jej witasnosci katalityczne (91, 40).
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llosciowa ocena 2,3-DPG w tkankach ograniczata sie poczatkowo do
krwinek ssakow, jako materiatlu biologicznego o najwyzszym stezeniu
tego zwigzku. Liczne badania w tej dziedzinie dotyczg przede wszystkim
zaburzen gospodarki kwasowo—zasadowej oraz fosforanowo—wapniowej.
W odniesieniu do zaktéceh réwnowagi kwasowo—zasadowej stwierdzono,
ze zaréwno w kwasicy wywotanej chlorkiem amonu, jak i ciezkiej kwa-
sicy cukrzycowej wystepuje wyrazny wzrost fosforanu nieorganicznego
kosztem fosforanéw organicznych. W doswiadczeniach na zwierzetach
stwierdzono, ze przy obustronnym podwigzaniu moczowoddw, a takze
przy zatruciu chlorkiem rteciowym i toksynag btonicza zachodzi réwniez
wzrost stezenia estrow fosforanowych w erytrocytach (24). Pdzniejsze
badania wykazaly, ze zarowno w dosSwiadczalnej krzywicy wywotanej
chlorkiem amonu (60), jak i w kwasicy cukrzycowej obnizenie sie frakcji
estrowej odbywa sie kosztem 2,3-DPG (23). Badania te, a takze inne
(6, 22, 63) pozwalajg na przypisanie 2,3-DPG pewnej roli w utrzymaniu
réwnowagi kwasowo—zasadowej krwi. Zakwaszenie ustroju prowadzi
do zmniejszenia sie w erytrocytach stezenia 2,3-DPG przy réwnoczesnym
wzros$cie fosforanu nieorganicznego (62). W zaburzeniach gospodarki wap~
niowo—fosforowanej dajg sie stwierdzi¢ istotne przesuniecia we frak-
cjach fosforanowych erytrocytow (32, 33, 84). Obnizenie fosforanu or-
ganicznego w krwinkach wystepuje szczegdlnie u dzieci dotknietych
krzywicg (15, 51, 85). W doSwiadczeniach na szczurach trzymanych na
diecie krzywiczej stwierdzono réwniez obnizenie fosforanu organicznego,
zwitaszcza 2,3-DPG. Po podaniu witaminu D poziom 2,3-DPG powracat
do normy (61). Efekt ten nalezy ttumaczy¢ wtérnym dziataniem witaminu
D na caty ustroj (21).

W tym okresie, ktéry mozna by nazwac ,analitycznym”, gtéwny tok
badan skierowano na oznaczanie poziomu 2,3-DPG w krwinkach w za-
leznosci od réznych warunkéw doswiadczalnych i klinicznych. Dalsze
badania nad 2,3-DPG jako koenzymem fosfogliceromutazy pozwolity na
skromny na razie wglad w mechanizm tej reakcji enzymatycznej. Doswiad-
czenia z fosforanem radioaktywnym wykazaty, ze 2,3-DPG wymienia fos-
foran bardzo szybko w pordéwnaniu z innymi estrami fosforanowymi
erytrocytow wiekszosci ssakow. Nalezato zatem przypuszczaé, ze bierze
on udziat jako jeden z etapéw posrednich w przemianach estréow fos-
foranowych.

Il. Przemiany 2,3-DPG pod wptywem dwufosfogliceromutazy
i dwufosfoglicerofosfatazy

Z erytrocytéw krolika uzyskano enzym zwany dwufosfogliceromuta-
zg, katalizujacy przemiane i,3-PGA w 2,3-DPG. Pozwolito to powiazac

2%
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powstawanie 2,3-DPG z procesem glikolizy (66). Z teoretycznego punktu
widzenia synteza 2,3-DPG mogta przebiega¢ dwiema drogami:

6a. 3-PGA + ATP -> 2,3-DPG + ADP

6b. 3-PGA + ATP  13-PGA + ADP

7. 1,3-PGA 2,3-DPG

Stwierdzenie w tkankach dwufosfogliceromutazy przemawia raczej

za przebiegiem reakcji zgodnie z réwnaniem 7. Dwufosfogliceromutaze
wyosobnit Rapopor t (68) z erytrocytéw, a Ito i Grisolia (26) —
z miesnia piersiowego kurczecia. Enzymy te r0znig sie od siebie w zakre-
sie optimum pH (tablica 1). Na uwage zastuguje to, ze dwufosfoglicero-
mutaza z miesnia piersiowego kurczecia jest hamowana przez tyroksyne
i 2,4-dwunitrofenol.

Tablica 1
Niektére wtasciwosci dwufosfogliceromutazy krwinek i miesnia
Pochodzenie enzymu Aktywator Inhibitor Optimum Autorzy
Erytrocyty 3-PGA 2,3-DPG 6,9—7,5 Rapoport S,
Luebering J
(68)
Miesien piersiowy 3-PGA 2,3-DPG 9 Joyce B.K.
kurczecia Tyroksyna Grisolia S.
2,4-dwuni- (31)
trofenol

Wedtug reakcji 6 i 7 ATP jest niezbedny do syntezy 2,3-DPG. Przy-
jecie kierunku odwrotnego reakcji 7 napotyka na trudnos$ci, zwiazane
z malym prawdopodobienstwem odwracalnosci etapu 7. Mozliwos$¢ udzia-
tu 2,3-DPG w resyntezie ATP w krwinkach badano w zakwaszonej krwi
krolika. Stwierdzono wzrost fosforanu nieorganicznego oraz spadek
2,3-DPG, podczas gdy stezenie ATP i innych frakcji fosforu hydroldzuja-
cego pozostawato nie zmienione (62). Utrzymanie stalosci poziomu ATP
w nie naruszonych krwinkach mozna by ttlumaczy¢ istniejagcg réwnowaga
pomiedzy rozpadajgcym sie ATP a jego resyntezg z kwasu adenilowego
kasztem dalszej przemiany glikolitycznej 2,3-DPG. W hemolizatach nie
zaobserwowano przemiany 2,3-DPG (7, 81), natomiast dodanie do hemo-
lizatu kwasu adenilowego powodowato wyrazny spadek ilosci 2,3-DPG
(44). Dla poznania przebiegu tych reakcji istotne znaczenie posiada enzym
swoisty dla rozkiadu 2,3-DPG do 3-PGA i fosforanu nieorganicznego.
Juz Jost (29) w krwinkach, a takze Sutherland i wspo6tpracownicy
(89) w miesniu szkieletowym krdlika stwierdzili obecnos$¢ takiego enzymu.
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Wyosobnienie i oczyszczenie dwufosfoglicerofosfatazy z miesnia szkie-
letowego szczura i krolika przeprowadzit Rapoport i Luebering
(67). Enzymy o tym dziataniu wystepujg rowniez w erytrocytach czio-
wieka i $wini (45), w mie$niu piersiowym kurczecia i w drozdzach (30).
Wszystkie one katalizujg swoiscie te samg reakcje rozpadu 2,3-DPG
z wytworzeniem 3-PGA i fosforanu nieorganicznego, ale réznig sie wias-
nosciami jak: optimum pH, rodzaj aktywatoréw i inhibitorow. Podobien-
stwa i réznice dwufosfoglicerofosfatazy r6znych tkanek zestawiono w tab-
licy 2.

Tablica 2
Niektére witasciwosci dwufosfoglicerofosfatazy réznych tkanek
Pochodzenie enzymu Aktywator Inhibitor Optr:mum Autorzy
Rapoport S, Lue-

iesic szkiel 2-PGA 3-PGA bering J. (67)

Miesien sz |le'e|FEWy Hg++ é . 7 Rapoport S, Lue-

szczura i kroélika Ag+ u bering J, Wagner

R. H. (70)
Erytrocyty NaHSOa . R Many ai S, Vara-

cztowieka i $wini Na2s203 dy Z. (45)

Migsien piersiowy . 3-PGA 7 Joyce B. K, Gri-
kurczecia 2-PGA solia S. (30)
Drozdze — 3-PGA 5 Joyf:e B. K, Gri-

2-PGA sol ia S. (30)

Z danych tablicy 2 na specjalng uwage zastuguje aktywujgce dziatanie
jonow srebrowych i rteciowych na enzym wyosobniony z migsnia szkie-
letowego szczura i krolika (77, 78) oraz jonoéw siarczynowych — na
enzym wyosobniony z erytrocytéw cztowieka i $wini. Réwniez odmienny
wptyw wywiera 2-PGA na dwufosfoglicerofosfataze réznego pochodzenia,
aktywujac enzym wyosobniony z miesSnia szkieletowego szczura i krdlika,
natomiast inaktywuijgc enzymy wyosobnione z mie$nia piersiowego
i z drozdzy. Fakt wystepowania dwufosfoglicerofosfatazy w licznych
i réznych tkankach zdaje sie wskazywaé na jej powszechne wystepowa-
nie; zwraca jednak uwage istnienie wyraznych réznic gatunkowych i tkan-
kowych. Wniosek taki miatby mocniejsze podstawy doSwiadczalne, gdyby
udato sie dany enzym uzyska¢ w postaci krystalicznej.

3-PGA wytworzony z 2,3-DPG pod wptywem dwufosfoglicerofosfatazy
ulega dalszej przemianie do kwasu fosfoenolopirogronowego, dajgc w efek-
cie synteze jednej czasteczki ATP z ADP. Chociaz ta droga wydaje si¢
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prawdopodobniejsza, nalezy jednak wspomnie¢, ze Prankerd (58) su-
geruje mozliwos¢ wzajemnej zamiany 2,3-DPG i 1,3-PGA. W wyniku
przemian z jednej czasteczki 2,3-DPG powstatyby woéwczas dwie czgs-
teczki ATP. Koncepcja Prankerda jest jednak mato prawdopodobna,
poniewaz jak wykazaly dotychczasowe badania, dwufosfogliceromutaza
katalizuje reakcje w kierunku syntezy 2,3-DPG. Poglad pierwszy, tj.
rozpad 2,3-DPG z wytworzeniem 3-PGA i- fosforanu nieorganicznego
wydaje sie bardziej prawdopodobny i znajduje potwierdzenie réwniez
w jpracach innych autoréw (17, 75).

I1l. 2,3-DPG oraz C-/,6-P jako koenzymy fosfogliceromutazy
i fosfoglikomutazy

Wspébtudziat 2,3-DPG w reakcjach schematu Embdena—Meyerhofa—
Parnasa pozostawat diugo nieznany mimo istnienia dowoddéw na jego
wystepowanie w enzymatycznych przemianach prowadzgcych do kwasu
pirogronowego.

Nowe $Swiatto na role 2,3-DPG w schemacie glikolizy rzucity badania
nad koenzymem fosfoglikomutazy katalizujacej izamiane G-I-P w G-6-P;
enzym ten otrzymano z mies$ni i oczyszczono uzyskujagc go w postaci
krystalicznej (48). Mechanizm jego dziatania ujmowano poczatkowo jako
wewnatrzczgsteczkowe przegrupowanie enzym — substrat, poniewaz nie
stwierdzano wymiany wolnych fosforandw (46) ani glikozy (80). Sche-
matycznie mozna by to ujaé nastepujacym réwnaniem:

8. G-I-P + enzym enzym-G-I-P enzym-G-6-P -mG-6-P + enzym
- h2o +H20

-0 'OA — o0 0

H |

o © 6 H

H—CI—O—HHO—P—O‘—H H-C - I-----o -P-O-H H-C-0O-P—Ch-H

H (0} H i H i
a) b) 0

Schemat 1. Wewnatrzczgsteczkowe przegrupowanie 1-fosforanu glikozy w 6-fos-
foran ‘glikozy.

Produktem posrednim takiej przemiany G-1-P w G-6-P bytby 1,6-
monofosforan glikozy (schemat 1, wzdr b). Taki przebieg reakcji wydawat
sie jednak mato prawdopodobny ze wzgledu na wzajemne pofozenie przes-
trzenne grupy fosforanowej w G-1-P i G-6-P (25).

W roku 1948 stwierdzono w wyciggach z S. fragilis lub S. cewisiae
obecnos$¢ teirmostabilnego czynnika, katalizujgcego przemiane G-I-P
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w G-6-P (9). Aktywacja fosfoglikomutazy przez dodatek heksozodwufos-
foran6éw (34) nasuwata przypuszczenie, ze tym czynnikiem termostabil-
nym moze by¢ G-1,6-P (41). Przypuszczenie to zostatlo potwierdzone: ko-
enzym fosfoglikomutazy izolowany jako sél srebrowa albo barowa, z wy-
ciggu drozdzowego, wykazat wiasnosci identyczne z wiasnoSciami
G-2,6-P (10).

Enzymatyczna synteza G-1,6-P przez wyciagi z drozdzy i mieséni kré-
lika zachodzi wobec G-2-P, ATP i katalitycznych ilosci Mg++ lub Mn+4
zgodnie z réwnaniem:

9. G-J-P+ ATP——>G-1,6-P + ADP (52

odmienne sg warunki syntezy G-1,6-P przez wycigg z E. coli, ktéry
syntetyzuje G-2,6-P z dwdch czasteczek G-1-P zgodnie z réwnaniem:

10 2 G-1-P - >G-2,6-P + glikoza

Podobng transfosforylaze, katalizujgca synteze G-1,6-P z dwdch czasteczek
G-J-P zgodnie z réwnaniem 10, stwierdzono rowniez w wyciggach
z miesnia szkieletowego krdélika (82). W 1949 roku dokonano syntezy
organicznej G-I1,6-P stosujgc jako produkt wyjsciowy bromek 2,3,4-troj-
acetylo-6-dwufenylofosforano-D-glikozy (55).

Aktywacja fosfoglikomutazy przez G-1,6-P wydaje sie by¢ niezalezna
od aktywacji przez czynniki wigzgce metal (87). Badania z krystaliczng
fosfoglikomutazg przeprowadzone G-J-P znakowanym na weglu i fosforze
i nie znakowanym G-1,6-P w wielkich stezeniach, wykazaty, udzial
G-1,6-P zaréwno, jako koenzymu, jak i substancji bedacej réwnoczes$nie
produktem i substratem reakcji zgodnie ze jschematem podanym przez
Suthenlanda i wspéipracownikéw (schemat 2) (88).

(i— 6—PI *C— |I— Px | C—6I—P *C— 1—P*
c *C c *c

| | | |

C *C > C \ ‘C

| + | ~ | + |

(i‘ | *C C | | xC

) X 9 S

C—1—P xC c *C—6—P

Schemat 2. 1,6-dwufosforanglikozy jako substrat i produkt reakcji.

Jak wykazaty badania w pracowni Coritgo analogicznie przebiega
reakcja przemiany 3-PGA w 2-PGA, katalizowana przez fosfogliceromuta-
ze, w ktorej koenzymem jest 2,3-DPG. Po inkubacji 3-PGA zawierajgcego
radioaktywny fosfor z nie znakowanym 2,3-DPG stwierdzono rozmieszcze-
nie pietna izotopowego w 2,3-DPG zgodnie ze schematem 3 (89).
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| i

C|—2 P S G2P * o

C—3—P- —w ¢ c -— { —2—p
é—S—P“ C—3—Px

Schemat 3. 2,3-dwufosforain kwasu glicerolowego jako substrat i produkt reakcji.

Podobienstwo w katalizowaniu reakcji przez oba dwufosforanowe ko-
enzymy mozna ujagé schematem 4 (86).

| .6-P / 1_P / 6""P / 1—P

+ G 4 G
Nop N \ N6—p
2—P / 3—P 2-P 3—P

GA k GA f GA
3—P v 2-P

Schemat 4. 1,6-dwufosforan glikozy i 2,3-dwufosforan kwasu glicerolowego jako
koenzymy w reakcjach transfosforylacji.
Nowe Swiatto na mechanizm katalizowania reakcji przemiany 2-PGA
w 3-PGA rzucity dalsze badania nad witasnosciami fosfogliceromutazy.
Wyosobniono ten enzym w postaci krystalicznej z drozdzy oraz wysoce
oczyszczony — z miesni i z ziaren pszenicy. Podobiefistwa i réznice we
wiasciwosciach tego enzymu zebrano w tablicy 3.

. . . ) ] Tablica 3
Niektére wtasciwosci fosfogliceromutazy réznych tkanek
Pochodzeni Opti- Masa
ochodzenie Koenzym Inhibitor mum czastecz- Autorzy
enzymu pH kowa
Miesien Odczynniki Cowgill R W,
szkieletowy 2,3-DPG b"’kumcseH 7.0 — Pizer L.,
krélika grupe — 11,12
Fluorki (11.12)
Rodwell V. W,
Drozdze 2,3-DPG Zn++ 5.9 112,000 rowne J C,
Grisolia S.
(72,73)
Miesien Edelhoch H,
szkieletowy 2,3-DPG Zn++ 59 64,000 Rodv'veII. Vo W,
krélika Grisolia S.
(14)
Nie Ito N,
Nasiona pszenicy = wymaga — 9,0 — Grisolia S.
2,3-DPG (26)
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Posrod danych tablicy 3 zwraca uwage brak 2,3-DPG jako kofermentu
fosfogliceromutazy wyosobnionej z ziaren pszenicy. Enzym ten nie wy-
maga dla swej aktywacji 2,3-DPG, a przeciwnie wysokie stezenia tej
substancji dziatajg hamujaco na aktywno$¢ enzymu. Brak 2,3-DPG jako
koenzymu w reakcji przemiany 3-PGA w 2-PGA wskazuje na mozliwos¢
zasadniczej réznicy w mechanizmie katalizowania tej reakcji w Swiecie
roslinnym (20). Najlepiej ilustruje stosunki zachodzgce pomiedzy po-
szczegO6lnymi pochodnymi kwasu fosfoglicerolowego schemat 5 okreslony
przez Rapoporta (69) jako cykl kwasu glicerolowego.

| | 2,3-DPG

2-PGA

Schemat 5. Cykl kwasu glicerolowego.

Strzatki zgodne =z kierunkiem reakcji wskazujg substancje aktywujgce, nie-
zgodnie z kierunkiem reakcji — substancje hamujace.

Jak wida¢ ze schematu, 2,3-DPG moze by¢: a) substratem dla dwu-
fosfoglicerofosfatazy, b) inhibitorem kompetycyjnym dwufosfogliceromu-
tazy, c) katalitycznym aktywatorem fosfogliceromutazy mie$niowej i droz-
dzowej. 3-PGA moze stuzyé jako: a) substrat dla fosfogliceromutazy,
b) katalizator dwufosfogliceromutazy, ¢) inhibitor kompetycyjny dwufos-
foglicerofosfatazy. Natomiast 2-PGA znany jest dotad tylko jako akty-
wator dwufosfoglicerofosfatazy miesSniowej.

Opisany cykl zachodzi w wielu tkankach, zwtaszcza w erytrocytach,
gdzie nagromadzenie 2,3-DPG jest ze wszystkich tkanek najwieksze,
nalezatoby mu zatem przypisaé szczeg6lne znaczenie. Mogto by ono po-
lega¢ na tym, ze 2,3-DPG stanowi pewien zaséb energii, ktory przez
przemiany w 3-PGA i PEP pozwala odtworzy¢ jedng czasteczke ATP.
Fakt, Zze nagromadzenie 2,3-DPG z 13-PGA i nastepne wytworzenie
3-PGA, przebiega z duzag utratg energii, nasuwa przypuszczenie, ze jest
to mechanizm, ktdry w razie nadmiernego nagromadzenia ATP pozwala
na dwuetapowg utrate energii.
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IV. Fosfogliceromutaza oraz fosfoglikomutaza jako fosfoenzymy
(P-enzymy) biorgce, udziat w transfosforylacjach

Ostatnie lata badan rzucity nowe S$wiattlo na enzymy katalizujace
wzajemng zamiane 2-PGA w 3-PGA i G-J-P w G-6-P. Podobne wiasnosci
koenzymow, biorgcych udziat w katalizowaniu obydwoch reakcji, moga
nasung¢ mys$l o podobienstwie enzyméw. Poczatek prac zwigzanych
z tym zagadnieniem dotyczy badan nad zawarto$cig fosforu w fosfogliko-
mutazie. Zauwazono, ze podczas oczyszczania dtugotrwatg dializg wobec
wody lub buforu o pH 5—7 nie mozna oddializowa¢ catkowicie fosforanu
z tego enzymu (27). Stwierdzono, ze zaréwno G-J-P, jak G-6-P igczy sie
z fosfoglikomutazg jako P-enzymem, tworzgc podwdjne potgczenie fosfo-
ranowe enzymu z glikozg (schemat 6, wzo6r b). Z takiego kompleksu po
rozszczepieniu powstatyby zarbwno G-I-P, jak i G-6-P wedtug schematu 6;

G- 1—P 6—G— 1 G- 6—P
+ , I I = +
P—enzym P-enzym-P P—enzym
a) * b) c)

Schemat 6. Kompleks P-enzymu z 2-fosforanem glikozy jako produkt przejsciowy
przemiany 1-fosforanu glikozy w 6-fosforan glikozy.

W przemianie tego typu istotnym skiadnikiem jest fosfoglikomutaza
jako P-enzym, tworzacy kompleks G-1,6-P—enzym odpowiedzialny za
powstawanie G-6-P. W pracach z radioaktywnym fosforanem w G-I-P
wykazano zmniejszenie radioaktywnosci w G-I-P, a pojawienie sie jej
w fosforanie enzymu (28).

Nieco odmienny mechanizm katalizowania przez fosfoglikomutaze
przyjmujg N ajjar i wspotpracownicy (49). Badacze ci dali bezposrednie
dowody na przenoszenie fosforanu z krystalicznej fosfoglikomutazy na
G-I-P i G-6-P w powigzaniu z G-I,6-P zgodnie z nastepujacymi reak-
cjami:

11. G-2-P + P-enzym G-2,6-P + enzym
12. G-2,6-P + enzym ~ G-6-P + P-enzym

Mechanizm powyzszy rézni sie od poprzedniego tym, ze G-1,6-P jest
sktadnikiem gromadzacym sie w $rodowisku jako produkt reakcji hekso-
zofosforanéw i fosfoglikomutazy jako P-enzymu, a nie jako przejSciowy
kompleks enzymu z suhstratem. Enzym moze istnie¢ 'zarowno w formie
fosforylowanej, jak i nie fosforylowanej, a nie jedynie fosforylowanej,
jak to sugerowano w schemacie 6.
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Stwierdzono, ze na jeden mol enzymu przypada jeden mol fosforanu.
Na tej podstawie oznaczono state rownowagi oraz obliczono zmiane
swobodnej energii reakcji 11 i 12 (83, 50).

Przenoszenie fosforanu z fosfoglikomutazy jako P-enzymu na G-I-P
i G-6-P, chociaz bardzo aktywne, nie jest swoiste. Ma-I-P w obecnosci
fosfoglikomutazy i katalitycznych ilosci G-1,6-P przechodzi w Ma-6-P
zgodnie z rownaniami:

13a. Ma-1-P + G-1,6-P Ma-1,6-P + G-6-P
13b. Ma-I-P + Ma-1,6-P <+ Ma-6-P + Ma-1,6-P

Udziat P-enzymu w tej reakqji nie jest dowiedziony doswiadczalnie
(43, 56). W wyniku dziatania miesniowej fosfoglikomutazy stwierdzono
rowniez przemiane 1l-fosforanu D-glikozaminy w 6-fosforan D-glikozami-
ny. G-1,6-P w stezeniach katalitycznych wzmaga te reakcje, natomiast
wielkie jego stezenia wptywajg hamujaco (8). Podobng przemiane Ga-I-P
w Ga-6-P zaobserwowano w obecnosci miesSniowej fosfoglikomutazy
i G-1,6-P lub Ma-1,6-P. Reakcje wobec tych koenzymdw przebiegajg
zgodnie z réwnaniami:

4. G-1,6-P + Ga-l1-P ~ Ga-2,6-P + G-6-P

15a. Ma-1,6-P + Ga-I-P Ga-1,6-P + Ma-6-P

15b. Ga-1,6-P + Ga-I-P Ga-1,6-P + Ga-6-P
Poza przegrupowaniem fosforanéw heksoz stwierdzono analogiczne prze-
niesienie reszty fosforanowej w fosforanopentozach. Pod wpltywem fos-
foglikomutazy R-1-P przechodzi w R-5-P (56). Wobec stwierdzenia ka-
talitycznego dziatania G-1,6-P i R-1,5-P mozna przyjaé, ze reakcja prze-
miany R-I1-P w R-5-P przebiega w dwoch etapach:

6. R-1-P + G-1-6-P R-1.5-P + G-6-P

17. R-I-P + R-1.5-P R-1.5-P + R-5-P
Wydaje sie, ze reakcja 16 przebiega wolniej od reakcji 17. Wyniki badan
uzyskane przez Na jjar i wspdipracownikow nad mechanizmem Kkata-
lizowania reakcji przemiany G-l1-P w G-6-P przeniesiono na reakcje
przemiany R-1-P w R-5-P. Mechanizm katalizy mozna schematycznie
przedstawi¢ w siedmiu nastepujacych etapach (schemat 7) (38). Podobnie
jak R-1-P reagujg z fosfoglikomutazg i G-1,6-P takze inne pentozy, np.
1-fosforan dezoksyrybozy. Mozliwos¢ Kkatalitycznego przenoszenia fos-
foranu w wielu cukrach w obecnosci fosfoglikomutazy i G-1,6-P wskazuje
na niespecyficzno$¢ enzymu katalizujgcego te reakcje (37).

Aktywna fosfoglikomutaza zawiera na czasteczke enzymu jedng czas-
teczke fosforanu zwigzang jako O-fosforanoseryna (1). Miejsce potaczenia
fosforanu z seryng w fosfoglikomutazie stanowi centrum aktywne enzymu,
poniewaz traktowanie dwuizopropylofluorofosforanem, ktory blokuje gru-
pe hydroksylowg, unieczynnia ten enzym (35). Aminokwasy dookota cen-
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1 1l \Y v Vi

Schemat 7. Etapy przemiany 1-fosforanu rybozy w 5-fosforan rybozy.
1. 1-fosforan rybozy i P-enzym tworzg potgczenie typu soli.
Il. Grupa fosforanowa P-enzymu reaguje z i-fosforanem rybozy two-
rzac kompleks.
I1l. Wigzanie fosforanu z biatkiem peka.
IV. Oddysocjowuje 1,5-dwufosforan rybozy.
V. Tworzy sie ponownie potgczenie typu soli przy atomie wegla C 1,
na ktorym znajduje sie reszta fosforanowa 1,5-dwufosforanu rybozy.
V1. Atom wegla C 1 1,5-dwufosforanu rybozy reaguje z enzymem.
VII. Wiazanie fosforanowe peka i tworzy sie P-enzym i 5-fosforan rybozy.

trum aktywnego w fosfoglikomutazie cechuje nastepujaca sekwencja:
Asp., Ser., Gly., Glu., Ala.,, Val. (39). Okazuje sie, ze sekwencja Gly.,
Asp., Ser. (DIP), Gly jest charakterystyczna, dla szeregu esteraz, a takze
innych enzyméw hydrolitycznych, jak trypsyna (13), chymotrypsyna
(79) i trombina (16).

Gdy prace nad fosfoglikomutaza jako P-enzymem byly juz daleko
zaawansowane, prace nad fosfogliceromutazag jako P-enzymem byty
w stadium poczatkowym. Dotychczasowe badania wykazaty, ze aktywnos¢
fosfogliceromutazy wyosobnionej z mies$ni i drozdzy, w przeciwienstwie
do fosfogliceromutazy z nasion, ulega obnizeniu wobec braku 2,3-DPG.
Wskazuje to na istnienie dwoch postaci enzymu, z ktoérych jedna wyma-
gataby do swego dziatania 2,3-DPG, podczas gdy druga dziatalaby bez
koenzymu. W nastepstwie takiego rozumowania mozna przyja¢, ze fos-
fogliceromutaza istnieje w dwéch postaciach: jednej fosforylowanej nie
wymagajgcej do swego dziatania 2,3-DPG i drugiej nie fosforylowanej
wymagajacej do swego dziatania 2,3-DPG, ktdry jest zdolny zaktywowaé
enzym, przeprowadzajac go w posta¢ fosforylowang. Dla wykazania swo-
istosci 2,3-DPG jako donatora grupy fosforanowej uzyto fosforanowych
pochodnych kwasu D-erytro-2,3-dwuhydroksymastowego (3). Stwierdzo-
no zdolno$¢ przerzucania fosforanu z 2,3-DPG na PBA, ktdry jest row-
niez substratem dla fosfogliceromutazy. W wyniku tej reakcji powstajg
jako produkty DPBA oraz 3-PGA. Wyniki tych doswiadczehn dajg sie
przedstawi¢ reakcjga:

18. 2,3-DPG + PBA DPBA + 3-PGA

Syntetyczny DPBA moze zastgpi¢ 2,3-DPG w aktywacji fosfogliceromu-
tazy. Wydaje sie, ze synteza DPBA z PBA przy uzyciu 2,3-DPG nie
polega na bezposrednim przerzucaniu fosforanu iz 2,3-DPG, lecz jest
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procesem dwuetapowym z udziatem fosfogliceromutazy jako P-enzymu.
Wyniki te dajg sie przedstawié nastepujacym réwnaniem:
19. 2,3-DPG + enzym P-enzym + 3-PGA

20. P-enzym + PBA DPBA + enzym sumarycznie:
21. 2,3-DPG + PBA DPBN + 3-PGA

Powyzsze doswiadczenia modelowe potwierdzity podobiefistwo me-
chanizmu dziatania fosfogliceromutazy jako P-enzymu do mechanizmu
dziatania fosfoglikomutazy jako P-enzymu (53). Zbadano warunki struk-
turalne, jakie muszg by¢ speinione, aby dany zwigzek chemiczny stat
sie akceptorem lub donatorem fosforanowym. Stwierdzono, ze drugi
i trzeci wegiel musi posiada¢ grupy hydroksylowe o konfiguracji D-ery-
tro. Jedna z tych grup musi by¢ zestryfikowana fosforanem, jezeli zwig-
zek ma by¢ akceptorem fosforanowym, za$ obie grupy musza by¢ ufos-
forylowane, gdy dany zwigzek ma by¢é donatorem fosforanowym (54).

Wyniki badan, przedstawione w tym artykule, dotyczace zagadnien
zwigzanych z 2,3-DPG i G-1,6-P, majg szereg podobienstw zastugujacych
na szczegdlng uwage, a mianowicie: oba zwigzki sg koenzymami. Wchodzg
one w sklad produktow katalizowanej reakcji, bedgc réwnoczesnie sub-
stratem. W kazdym przypadku proces enzymatyczny polega na prze-
niesieniu (grupy fosforanowej. Podczas reakcji koenzym jest zamieniany
w produkt, a substrat w koenzym. W obu reakcjach katalizowanie zwig-
zane jest z P-enzymem. Przedstawione wyniki badan wskazuja, ze
poje¢ koenzymu i substratu nie zawsze mozna S$cisle od siebie oddzieli¢.
W wielu przypadkach daje sie to tatwo wykazaé, a w innych, jak omo6-
wione w tym artykule, obydwa te pojecia wzajemnie sie pokrywajg.
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KAZIMIERZ TOCZKO*

Mechanizm dziatania tiaminy

The Mechanisms of Thiamine—catalysed Reactions

The hypothesis concerning the mechanisms of thiamine-catylysed reactions
were discussed mainly on the base of the model systems investigations.

Podjete w 1912 roku przez Kazimierza Funka prdby wyosobnienia
witaminy Bt zakonczone zostaty w 1926 roku wydzieleniem przez Jan-
sena i Donatha tego zwigzku w postaci krystalicznej. W latach
1934— 1936 ustalono ostatecznie strukture tiaminy i opracowano metode
jej syntezy (32).

Tiamina zbudowana jest z 2-metylo-4-aminopirymidyny potaczonej
mostkiem metylenowym z 4-metylo-5-(-|3-hydroksyetylo)-tiazolem (la).

NH2
<>
C—CH2—N - C-CHs a R=H
| Il I q (R
HaC-C. CH HC C-CH2CH20R I
b) R= —BH—O—F—OH
OH OH

Réwnolegte z badaniami zmierzajagcymi do ustalenia budowy tiaminy
prowadzono prace nad wykryciem jej funkcji biologicznych. W 1935 roku
Peters i wspOipracownicy (24, 25) po raz pierwszy wykazali katalitycz-
ne dziatanie tego zwigzku w reakcji utleniania kwasu pirogronowego przez
tkanki zwierzece. Nastepnie ustalono, ze aktywna w uktadach biologicz-
nych jest nie sama tiamina, lecz jej fosforanowa pochodna — pirofos-
foran tiaminy (Ib) — TPP, nazywany inaczej kokarboksylazg, wydzielony
i zidentyfikowany w 1937 roku przez Lohmanna i Schustera (15).

Obecnie wiadomo, ze pirofosforan tiaminy jako koenzym bierze udziat
w dos$¢ roéznorodnych przemianach (8, 10, 26). Sa to: 1) dekarboksylacja
a-ketokwasow i proces odwrotny — wigczanie dwutlenku wegla w reak-
cji a-karboksylacji, 2) synteza acyloin, 3) powstawanie i wykorzystywa-

* Mgr, st. asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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nie aktywnego aldehydu glikolowego w reakcjach katalizowanych przez
transketolaze. Najwczes$niej poznang z tych reakcji jest powstawanie
aldehydu octowego w wyniku dekarboksylacji pirogronianu w czasie
fermentacji alkoholowej. Wszystkie wymienione reakcje posiadajag pewng
wspllng ceche: przyjmuje sie, ze produktem posrednim jest w nich kar-
banion acylu R—CO-, lub stabilizowany zwiazek podobny, nazywany
»aktywnym aldehydem”.

Podstawowa rola pirofosforanu tiaminy w metabolizmie byta powo-
dem, ze stosunkowo wcze$nie rozpoczeto badania nad wyjasnieniem me-
chanizmu reakcji zachodzacych przy jego udziale. Napotkano tu jednak
na duze trudnos$ci. Do niedawna brak byto mozliwosci $ledzenia tych prze-
mian w uproszczonych ukiadach modelowych, a wyniki otrzymane przy
uzyciu wieloenzymatycznych uktadéw ze wzgledu na ich zlozono$¢ byty
trudne do interpretacji. Uktad modelowy, w ktorym dziatanie tiaminy
moze by¢ badane w reakcjach nieenzymatycznych, opracowano dopiero
w latach piec¢dziesigtych. Ogédlnie przyjmuje sie, ze w przemianach ka-
talizowanych przez TPP-enzymy nastepuje taczenie sie substratu z ko-
enzymem i jest mozliwe, ze sam koenzym, bez udziatu biatka moze

H3C—C— COOH

TZ= —N-—-C-CH3

HCX /C —CH2CH20H
S

Schemat 1 Mechanizm reakcji dekarboksylacji kwasu pirogronowego wedtug
Langenbecka (13, 14). .om
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w okres$lonych warunkach katalizowac tego typu reakcje. Datoby to pod-
stawe do interpretacji mechanizmu dziatania pirofosforanu tiaminy
w przemianach enzymatycznych. Pierwsze prace na ten temat z wymie-
nionych wyzej przyczyn ograniczaty sie do mniej lub bardziej udokumen-
towanych sugestii i teoretycznych rozwazan.

W 1933 roku Langenbeck (13, 14) zaproponowat mechanizm dla
reakcji dekarboksylacji kwasu pirogronowego. Przyjmuje on, ze pier-
wszym etapem jest kondensacja ketokwasu z grupa aminowg pierScienia
pirymidynowego tiaminy. Wytworzona zasada Schiffa (Il) odszczepia
dwutlenek wegla, a powstata zasada (Ill) ulega hydrolizie, w wyniku cze-
go powstaje aldehyd octowy i regeneruje sie tiamina (schemat 1). Su-
gestie swa opart na spostrzezeniu, ze wiele pierwszorzedowych amin ka-
talizuje dekarboksylacje a-ketokwasow do odpowiednich aldehydéw
z wytworzeniem tego typu zasad (IV i V) zgodnie z rownaniem:

COOH
I \Y, )
R-CO—COOH + HN—CHOR "= >R—C=N—CHR' + H2
H |
h 2 [ Y}
R—CHO < R—C=N—CHR' + CO-

Mechanizm ten w poéZniejszych latach zostat zmodyfikowany przez
Weil —Malherbe (31), a ostatnio Wiesner i Valenta (33)
ogtosili oparty na podobnych zasadach mechanizm reakcji katalizowanych
przez enzymy wspo6idziatajgce z pirofosforanem itiaminy (schemat 2).
Zgodnie iz tym schematem grupa karbonylowa kwasu pirogronowego #3-
czy sie z grupa aminowg tiaminy. W wytworzonej zasadzie Schiffa (VI)
nastepuje przegrupowanie protonéw, w ktérym bierze réwniez udziat
grupa mostku metylenowego koenzymu. W wyniku tych przegrupowan
powstaje zwigzek posredni o budowie ortochinoidowej (VII). Z niego po
odszczepieniu czasteczki dwutlenku wegla wytwarza sie zasada (VIII),
ktéra dalej moze ulegaC jednej z trzech nastepujacych przemian: 1) hy-
drolizowa¢ do aldehydu octowego i zregenerowanego koenzymu, 2) prze-
kazywac reszte acetylowg na koenzym A lub 3) reagowaé z czasteczka
aldehydu octowego tworzac acetoine.

Tak sformutowany mechanizm wydaje sie jednak mato prawdopodob-
ny. W 1939 roku Stern i Melnick (27) wykazali, ze tiamina
w uktadzie Langenbecka, aktywnym przy uzyciu szeregu amin syntetycz-
nych, nie katalizuje reakcji dekarboksylacji ketokwaséw. W rozwazaniu
przyczyn jej nieaktywnosci w tych warunkach autorzy zwracajg uwage
na fakt, ze grupa aminowa witaminy Bi wykazuje znacznie mniejsza

3*
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reaktywno$¢ w pordwnaniu z analogicznymi grupami syntetycznych
amin stosowanych przez Langenbecka. Niereaktywnos$¢ te ttumaczag rezo-
nansem w uktadzie aminopirymidynowym z mozliwos$cig przemieszczenia

HO—C= 0 H—O—C =0
H”i-CHa
H0-C=0
acSCoA
CHa-CHO
HB
N* ==C— Tz
Il [
HaC-C~ XH H
Schemat 2. Mechanizm dziatania tiaminy wg Wiesnera i Valenta (33).

tadunku i wytworzenia formy dipolowej (IXb). Przypisywanie gtéwnej roli
cze$ci pirymidynowej tiaminy nie jest rowniez zgodne z doswiadczalnie
stwierdzonymi faktami, ze pierScien tiazolowy witaminy jest niezbedny
dla zachowania katalitycznych wiasnos$ci tego koenzymu. Ponadto w dos-

V)
anh2 nh2
I r@
X O -N* C-CHs
N C— CH2—Tz N C—CH2-Tz Ta= ] I
HCV  ,C-CH2CH20H
H3C-C, XH HsC -C ,CH ¢

IXa IXb
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wiadczeniach izotopowych wykazano, ze mostkowa grupa metylenowa nie
bierze udziatu w reakcji, nie stwierdzono bowiem wymiany deuteru
wprowadzonego w to potozenie (2, 4, 7, 9).

Na odmiennych zasadach opartg koncepcje dziatania tiaminy wysunat
w 1947 roku Karrer (11). Przyjmuje on, ze zasadniczg role w reakcji
odgrywa uktad tiazolowy, przy czytn aktywng forma jest uktad z otwar-
tym pierScieniem tiazolowym, zawierajagcy wolng grupe tiolowg (X).

nh2

i HB
C-CH2—N -C=¢-CH 2CHI0H
HsC—Cx  CH CHO SH

X
Poparciem stusznoS$ci tej hipotezy bylo stwierdzenie, ze w dosSwiadcze-
niach przeprowadzonych z tkankami zwierzecymi forma (X) jak i pro-
dukt jej utlenienia — odpowiedni dwusiarczek — wykazywaty w reakcji
utlenienia kwasu pirogronowego aktywno$¢ rowng tiaminie (12). Ponadto
Mitsukawa i Kaw asaki (19) wykazali, ze syntetyczna 0,S-dwu-
acetylotiamina przekazuje grupe acetylowag na zwigzki zawierajgce wolng
grupe tiolowag jak cysteina lub glutation. Réwniez nieoczyszczone pre-
paraty S-acetylopirofosforanu tiaminy, otrzymane przez acetylowanie
w $rodowisku alkalicznym kokarboksylazy, reaguja z cysteing i gluta-
tionem tworzac S-acetylocysteine i S-acetyloglutation. Dane te zostaly
potwierdzone przy uzyciu krystalicznych preparatéw S-acetylo- jedno-
i dwufosforanu tiaminy. S-acetylowe pochodne tiaminy moga réwniez
zastgpi¢ tiamine przy niedoborze tej witaminy w zywieniu ptakow. Wy-
dawato sie zatem bardzo prawdopodobne, ze w niektorych biologicznych
reakcjach syntezy acetylo-CoA koenzymem moze by¢ S-acetylopirofos-
foran tiaminy.

Wiadomo, ze otwarcie pierscienia tiazolowego z wytworzeniem wolnej
grupy tiolowej zachodzi tylko w $rodowisku alkalicznym. Wyniki polaro-
graficznych badah Watanabe i Asa ki (30) wykazaty, ze w nieznacz-
nej ilosci forma ta wystepuje juz w pH 7—9. Wedlug Watanabe
0,001% pirofosforanu tiaminy w pH 7 wystepuje w postaci tiolowej.
Maier i Metzler (17) na podstawie badan struktury witaminy Bi
w Srodowisku alkalicznym przyjmujg rowniez mozliwos¢ wystepowania
formy tiolowej w warunkach biologicznych. Znaleziona przez nich war-
tos¢ pK dla tej reakcji jest wprawdzie wysoka (9, 2), nie jest jednak
wykluczone, ze wstepna reakcja z substratem moze warto$¢ te znacznie
obnizy¢.

Zgodnie z przedstawionymi danymi kwas pirogronowy (lub inny ks-
tokwas) reagowatby z grupag tiolowag otwartej formy (X) pirofosforanu
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tiaminy. Wytworzony produkt ulegatby odwodorowaniu przez DPN~?
-dehydrogenaze z rdwnoczesnym odszczepieniem dwutlenku wegla. Pow-
staty S-acetylopirofosforan tiaminy przekazywatby grupe acetylowg na
koenzym A lub ulegat hydrolizie z wytworzeniem aldehydu octowego,
przy czym nastepowataby regeneracja koenzymu. *

Hipoteza ta, jakkolwiek bardzo sugestywna, budzita szereg zastrzezen
— zwiaszcza mozliwosé istnienia formy otwartej pierScienia tiazolowego
tiaminy w warunkach biologicznych wymagata potwierdzenia doswiad-
czalnego.

Jak juz wspomniano do niedawna trudnosci w szczegdtowym S$ledze-
niu mechanizmu dziatania tiaminy polegaty gtéwnie na braku uproszczo-
nego uktadu, w ktérym reakcje te mogtyby by¢ badane. W 1951 roku
Mizuhara ze wspoltpracownikami (21), analizujgc przebieg Kkatalizo-
wanej przez sole tiazoliowe reakcji syntezy ibenzoiny z aldehydu ben-
zoesowego, zaobserwowanej po raz pierwszy w 1943 roku przez Ugai
i wspotpracownikoéw (29), zwrocit uwage na to, ze mechanizm jej moze
by¢ tego samego typu, co i mechanizm reakcji przebiegajagcych w ukta-
dach biologicznych przy udziale pirofosforanu tiaminy. Reakcja Ugai
zachodzi bowiem przez zwigzek posredni typu R—CO~, ktory reagujac
z niezmieniong drugg czasteczkg aldehydu benzoesowego tworzy benzo-
ine. Po zmodyfikowaniu warunkéw Mizuhara stwierdzit, ze w $ro-
dowisku wodnym, w temperaturze pokojowej i pH 8,4 zaréwno tiamina,
jak i jej pirofosforan zdolne sg do katalizowania reakcji dekarboksylacji
kwasu pirogronowego do aldehydu octowego, syntezy acetoiny i octanu
z dwuacetylu i aldehydu octowego, jak réwniez syntezy acetoiny z kwasu
pirogronowego i aldehydu octowego (21, 22). Opracowany przez Mizu-
hare uktad stat sie uktadem modelowym dla badania mechanizmu
dziatania tiaminy. Odtwarza on w duzym stopniu warunki enzymatycz-
nych reakcji przebiegajacych w uktadach biologicznych z udziatem pi-
rofosforanu tiaminy. Przemiany katalizowane przez dodang tiamine za-
chodzg w temperaturze pokojowej w srodowisku wodnym i sg tego samego
typu, co zachodzace w organizmie przy udziale enzyméw. Wprawdzie
optimum pH 8,4 reakcji nieenzymatyeznych jest wyzsze anizeli w ukia-
dach biologicznych, jednak zdaniem Breslowa (4) zarzut ten nie jest
istotny, bowiem nie jest pewne, czy rzeczywiste pH dziatania tiaminy
na powierzchni biatka enzymu nie jest nieco wyzsze anizeli mierzone
w roztworze.

W badaniu mechanizmu reakcji w uktadzie modelowym Mizuhary
zbadano przede wszystkim, czy zwigzki z wolng grupg tiolowg i tiocetany
wykazujg aktywnos$¢ katalityczng w stosunku do syntezy acetoiny.
W przeprowadzonych doswiadczeniach cysteina, kwas tioglikolowy, tio-
fenol, produkt potaczenia tioglikolanu z kwasem pirogronowym oraz
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0,S-dwuacetylotiamina okazaly sie nieaktywne (28). Synteze acyloin
oraz wymienione wyzej reakcje tego typu katalizowaty natomiast poza
tiaming rézne pochodne tiazoliowe. Optimum pH 8,4 odpowiada w przy-
blizeniu wartosci pK dla powstawania pseudozasad zwigzkéw tiazolio-
wych. Dane te sktonity Mizuhare i wspotpracownikéw do zapropono-
wania mechanizmu reakcji, w ktorym zaklada sie udziat pseudozasad.

Pm-CHa-N-——-C-CH3 OH", Pm-CH2-N ----C-CH3
Il ] n hJ I
HC. C—CH2CH20H ———— /C-CHzCHaOH
x ch HO S
Xl

n Pseudozasada tiaminy
HaC-CO H2C=C-OH
HsC-CO h3 -¢c-0 O

®
Diruacetyl
C-CH3

o\
¢ —CH2CH20H

OH O H2C=C-OHn
hac —c— C—CHs HsC-C-O%*1
I H
Pm—CH2—N--—- C—CH3 Pm-CH2-N C—cHs3
H
H’X. x-ch 2h2oh c .C—CH2CH2OH
HO HO
CH3-COOH
| H20
h2c=c=o0
C-CH3
X . X -C H 2CH20H
HOX
X1
NH2
Pm =
N X—
[}
HaC-C X H
N

Schemat 3. Mechanizm syntezy acetoiny z dwuacetylu wg Mizuhary i Han-
dlera (22).
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Przyjmuja oni, ze spolaryzowana czasteczka pirogronianu lub dwuace-
tylu faczy sie z wolng para elektronéw przy atomie azotu pierscienia
tiazolowego pseudozasady z wytworzeniem potgczenia (XI1), z ktérego
nastepnie ulega odszczepieniu dwutlenek wegla lub keten, a powstaty
zwigzek (XIII) moze badz to hydrolizowa¢ do aldehydu octowego, badz
tez kondensowaé z czasteczkg aldehydu octowego do acetoiny. Przebieg
proponowanych reakcji dla przemiany dwuacetylu przedstawiony jest
na schemacie 3. Potwierdzeniem takiego przebiegu reakcji sg zdaniem
Mizuhary i Handlera (22) wyniki uzyskane przy zastosowaniu
substratow znakowanych izotopami. Wykazali oni, ze po podaniu do
uktadu dwuacetylu i aldehydu octowego znaczonego za pomocg 14C
powstaje acetoina ze znaczonym atomem wegla. Zatem katalizowana przez
tiamine reakcja:
CHa CO CO CHs + CH3 CHO - CH3 CO CHOH CH3 + CH3-COOH

nie jest typu oksydoredukcyjnego, lecz przebiega przez rozbicie czastecz-
ki dwuacetylu na dwa fragmenty, z ktérych jeden w postaci ,,aktywnego
aldehydu” reaguje z aldehydem octowym dajgc acetoine, drugi zas wy-
dziela sie w postaci kwasu octowego. Synteza ta nie zachodzi w $rodowis-
ku kwasnym ani obojetnym, lecz w pH dostatecznie wysokim, umozli-
wiajagcym powstanie pseudozasady katalizatora.

Tablica !

Katalityczne wtasnosci pochodnych tiazoliowych w syntezie benzoiny

:;- Badana pochodna tiazoliowa Wynik

1 Chlorowodorek, chlorek tiaminy +

2 Bromek 3-benzylotiazoliowy +

3 Bromek 3-etylotiazoliowy +

4 Jodek 3-etylotiazoliowy +

5 Bromek 3-benzylo-4-metylotiazoliowy +

6 Jodek 3-etylo-4-metylotiazoliowy +

7 Bromek 3-etylo-4-metylotiazoliowy +

8 Bromek 3,4-dwumetylotiazoliowy +

9 Bromek 3-(|3-hydroksy-p-fenyloetylo)-4-metylotiazoliowy +

10 Bromek 3-benzylo-2,4-dwumetylotiazoliowy —

11 Bromek 3-benzylo-4-fenyk>tiazoliowy +

12 Jodek 3-izopropylo-4-metylotiazoliowy —

13 Jodek 2,3-dwumetylotiazoliowy —

14 Jodek 1,3, 4-trojmetylotiazoliowy +

15 Jodek 1,3-dwumetylotiazoliowy +

16 Jodek 1,2,3-tréjmetylobenzyloimidazolowy —

Mechanizm proponowany przez Mizuhare 1 wspétpracownikéw
spotkat sie z ostrg krytyka i uznano igo za mato prawdopodobny. Zagad-
nienie wymagato zatem dalszych badafA. Przede wszystkim zwrdcono
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uwaga na to, jakie pochodne tiazoliowe posiadajg aktywnos$¢ katalitycz-
ng w uktadzie modelowym Mizuhary. Poza dotychczas poznanymi przeba-
dano dodatkowo wiele innych pochodnych tiazoliowych. Niektére wyniki
tych badan podane sg w tablicy 1.

Na podstawie tych badan Breslow (l) wysunat hipoteze, ze aktywna
w reakcji formg katalizatora bylaby tiamina ze zjonizowang mostkowa
grupg metylenowg (XIV). Jednakze w wyniku badah Westheimera

nlh 2
/IC -
N C QH @ ------- C ~CH3
H3C—C. .CH HC C-CH2CH20H
N

XIV
(9) oraz pozniejszych prac Breslowa (2, 3, 4) hipoteze te nalezato
odrzucié. Wykazano, ze jonizacja taka nie zachodzi, poniewaz nie stwier-
dzono wymiany deuteru przy mostkowym atomie wegla metylenowego.
Wymiana taka nastepuje natomiast, i to bardzo szybko, w temperaturze
pokojowej i juz w obojetnym S$rodowisku wodnym przy atomie wegla 2
pierscienia tiazoliowego (3). Powstawanie jonu tiazoliowego przez od-
szczepienie protonu w tym potozeniu potwierdzone zostato zaréwno
badaniami spektroskopowymi w podczerwieni, jak i przez badania mag-
netycznego rezonansu jadrowego (2, 3). Badania te wskazuja, ze po roz-
puszczeniu soli tiazoliowej w wodzie szybko ustala sie rGwnowaga miedzy
nastepujacymi dwiema formami (XVa i XVb):

< H
— r? ------- CH —Q\P ------- CH
u ir--~ J u +h +
HC CH )c CH
S S
XVa XVb

Wyniki te nasunety przypuszczenie ewentualnego udziatu C 2 anionu tia-
zoliowego w reakcjach katalizowanych przez tiamine. Analizujac te

H H
HsCe- CHO -l- HCN — » HsCe-(I:-CN ------- H5C6-C(:)—CN
H XV1
OH (@] OH OH O OH
HsCe—é—CN + H(!—CeHs —» HsCe-C-C-CbHs - > HsCs—(gl—CI—CftHs + HCN
0 L H'

Schemat 4. Mechanizm syntezy benzoiny wg Lapwortha (16).
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mozliwos¢ Breslow zwraca uwage na duze strukturalne podobienstwo
tego jonu tiazoliowego do jonu cyjankowego (4). Z drugiej strony wiadomo
od dawna, ze jony cyjankowe katalizujg synteze benzoiny z aldehydu
benzoesowego. Mechanizm zaproponowany dla tej reakcji przez Lap-
wo rth ajest dobrze poznany i uchodzi obecnie za klasyczny (16). W me-
chanizmie tym, przedstawionym na schemacie 4 zwigzek posredni (XVI)
mozna by nazwac ,aktywnym aldehydem”. Odszczepienie protonu od
grupy aldehydowej daje acylokarbanion stabilizowany grupa cyjankowa.
Uktad ten znajduje sie w rdwnowadze z rezonansowg formg XVII. Utwo-

OH OH .
CeHs—<A)-C:N ” ! CGHs—é: C:N[)I

XVI XiviJ
rzenie tego reaktywnego potaczenia pozwala na przytagczenie nowej czas-
teczki aldehydu benzoesowego dajac w wyniku benzoine.
Breslow przyjmuje, ze synteza benzoiny katalizowana przez sole
tiazoliowe przebiega w sposob identyczny przy udziale jonu tiazoliowego.
Aldehyd benzoesowy tgczy sie 'grupg karbonylowg z jonem tiazoliowym

i) ®

Schemat 5. Mechanizm syntezy benzoiny wg Breslowa (4).

w pozycji 2 z wytworzeniem poigczenia (XVIII), z ktoérego nastepuje
odszczepienie protonu i powstaje konieczna dla reakcji z nowg czas-
teczkg aldehydu benzoesowego aktywna forma (XIX) (schemat 5) stabi-
lizowana przez rezonans z formg (XX). Taki przebieg reakcji ttumaczytby
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wszystkie wyniki dotychczas uzyskane w badaniach na ukiadach mode-
lowych. Szczegélnie przekonywajgce sg tu dane Downesa i Sykesa
(6), ktérzy wykazali, ze podstawienie w pozycji 2 pierscienia tiazoliowego
grupy metylowej na miejsce wodoru powoduje catkowitg utrate wias-

+
Pm-Chh-N - C-CH3 Pm-CH2—N -eemu C— CHi
- ] ~ | I
HsCe-(C)-C / C -C 2H50H HsC6-C= C. C— C2H50H
¢H S OH S
XIX XX

nosci katalitycznych pochodnej tiazoliowej aktywnej uprzednio w reak-
cji. Stad tez wydaje sig, ze dla uktadéw nieenzymatycznych mechanizm
zaproponowany przez Breslowa odpowiada rzeczywistemu przebiegowi
reakcji.

Dotychczasowe wyniki badan mechanizmu reakcji zachodzacych przy
udziale TPP-enzymoéw w uktadach biologicznych sg zbyt posrednie i nie-
wystarczajagce na wyciggniecie dostatecznie pewnych wnioskéw w tym
wzgledzie. Zreferowane przez Oberman (23) prace nad mechanizmem
biosyntezy acetoiny nie wykluczaja mozliwosci przebiegu tych reakcji
zgodnie ze schematem Breslowa. Réwniez wyniki ostatnio ogtoszonej
pracy De Tara i Westheimera (5 przemawiatyby na korzysé
tej hipotezy.

Pani Prof. Dr I. Chmielewskiej sktadam serdeczne podziekowanie za
cenne wskazowki i uwagi udzielane przy opracowaniu niniejszego artykutu.
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JANUSZ SUPNIEWSK1*

Biosynteza i biooksydacja cholesterolu w tkankach
zwierzecych

Biosynthesis and Biooxidation of Cholesterole in Animal Tissues

The extensive review is made on the results of investigations of the
cholesterole biosynthesis in animal tissues and its biooxidation as
well. The formation of bile acids and .steroid hormones is discussed.
The balance of the cholesterole metabolism in human body is given,

Wszystkie komorki zwierzece i roslinne zawierajg zwigzki steroidowe,
ktére sg ich istotnymi niezbednymi skiadnikami. W tkankach zwierzat
wystepuje cholesterol wolny i w postaci estrow z wyzszymi kwasami
ttuszczowymi obok niewielkich ilosci produktéw jego redukcji, na przy-
ktad dwuhydr©cholesterolu, lub odwodorowania, na przyktad 7-dehydro-
choilesterolu, albo utlenienia. W tkankach roslinnych znajdujg sie fito-
sterole zblizone budowa do cholesterolu.

Tkanki zwierzece zawierajg rozny procent cholesterolu; duzo chole-
sterolu znajduje sie w osrodkowym uktadzie nerwowym i nerwach
obwodowych, wchodzac w skiad ich mieliny, w nadnerczach i skorze,
mniej nieco w gonadach, w narzgdach gruczotowych jak watroba i nerki,
w ptucach i miesniach.

Poziom cholesterolu w osoczu krwi, bedagcy pewnym miernikiem bi-
lansu jego przemiany w ustroju, jest wypadkowga intensywnos$ci proceséw
syntezy tego zwigzku w tkankach i wchianiania z pokarmoéw oraz proce-
séw wydalania z ustroju, gtéwnie z katem, w mniejszym stopniu z mo-
czem, i utleniania w narzadach ciata. Cholesterol osocza znajduje sie
w stanie rownowagi z cholesterolem watroby, najwazniejszego narzadu
jego syntezy w ustrojju. Synteza chollesterolu w watrobie, a by¢ moze
tez w innych tkankach, jest uwarunkowana jego poziomem w 0S0ocCzu
krwi.

Nadmierne podawanie cholesterolu w pokarmach powoduje wzrost jego
poziomu w osoczu (hipercholesterynemia), hamuje synteze tego zwigzku
w watrobie, lecz nie w jelitach i skdrze (39, 49, 81).

* Prof. dr, Kierownik Zaktadu Farmakologii PAN w Krakowie.
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Podobnie jak inne organiczne skiadniki ustrojowe, cholesterol ulega
ciggtej odnowie — stale tworzy sie i rozpada. Okres potowicznego roz-
padu cholesterolu w watrobie zwierzat wynosi 4-6 dni, we krwi — 8 dni,
w catym ciele — 31-32 dni (89). Przemiana cholesterolu jest wiec po-
wolniejsza od przemian weglowodanow i biatek.

Cholesterol powstaje w tkankach zwierzecych z prostych produktéw
przemiany materii — utleniania weglowodandéw, biatek i tluszczow (35).
Zwierzeta roslinozerne syntezujg caty cholesterol ustrojowy w swych
tkankach (cholesterol endogeniczny), za$ zwierzeta migsozerne i wszyst-
kozerne (a wiec i ludzie) otrzymujg cze$¢ cholesterolu z pokarméw
zwierzecych (cholesterol egzogeniczny). Sterole z pokarmdw roslinnych
w S$ladach tylko wchitaniajg sie z jelit i nie sg przerabiane w tkankach
zwierzecych na cholesterol.

U miodych szybko rosngcych zwierzat synteza cholesterolu odbywa
sie we wszystkich tkankach ustrojowych, nawet w osrodkowym uktadzie
nerwowym (82); najintensywniej jednak jest on wytwarzany w watrobie
(121), fibroblastach tkanek #tgcznych (83), Scianach wigkszych naczyn
krwiono$nych (115, 133), nadnerczach (120), gonadach, skorze, $cianach
przewodu pokarmowego, szpiku i narzagdach bogatych w komarki siatecz-
kowe. U zwierzat dojrzatych synteza ta prawie nie odbywa sie w mozgu
i rdzeniu, a najintensywniej przebiega w watrobie, przy czym komorki
siateczkowe Kupffera odgrywajg tu najwiekszg role (66, 112, 130).

Synteza cholesterolu odbywa sie gtownie w mikrosomach (27, 44),
ktére skupiaja 80% jego ilosci zawartej w komdrce (28), natomiast
nie zachodzi w mitochondriach ani w morfotycznych sktadnikach jadra
komorkowego. Synteza ta wymaga obecnosci ATP, DPN lub TPN, jonéw
manganu i magnezu, biotyny (40, 60), kwasu pantotenowego (22, 62,
63) lub CoA (21) oraz kobalamin (137). Synteza odbywa sie w warunkach
aerobowych.

Utlenianie cholesterolu w ustroju zwierzecym prowadzi do prostszych,
bogatszych w tlen zwigzkow steroidowych, przy czym tylko alifatyczny
tancuch boczny dotgczony do uktadu steranowego moze ulec przemianie
do dwutlenku wegla i wody. Trudne utlenianie sie cholesterolu jest po-
wodem, ze czesto odktada sie on w tkankach zmienionych patologicznie,
zle unaczynionych i odzywianych: w ptytkach i guzikach ateromatycznych
$cian naczyn krwionosnych, w gruzliczych masach serowatych, starych
zawatach, rogéwce i soczewce oka, w btonie bebenkowej.

Prace nad biosyntezg i biooksydacjg cholesterolu byty dawniej utrud-
nione z powodu braku odpowiednich metod badawczych, a rozwinety
sie z chwilg zastosowania przypuszczalnych prekursorow tej syntezy
znakowanych izotopami wegla i wodoru. Najpierw stosowano w tym celu
13C i deuter, potem izotopy promieniotwo6rcze 14C i tryt — tatwe do ozna-
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czenia licznikami Geigera lub urzadzeniami scyntylacyjnymi. Najtatwiej
badania nad biosyntezg steroli mozna byto prowadzi¢ na drozdzach i ples-
niach, hodowanych w pozywkach zawierajgcych znakowane prekursory.
Po wyosobnieniu z tych drobnoustrojow fitosteroli mozna byto przez
ostrozne ich utlenianie wykaza¢, ktdre z ich atomdw wegla i wodoru
pochodza ze znakowanych prekursoréw.

Podobng technikg badano synteze cholesterolu in vitro w skrawkach
lub miazgach tkanek narzadéw, najczesciej watroby. Badania te rozsze-
rzono na wyosobnione narzady: watroby, nadnercza, tetnice, przemywane
ptynami odzywczymi zawierajagcymi znakowane prekursory. Analiza ra-
diometryczna wytworzonego w narzgdach cholesterolu oraz jego pochod-
nych dawata odpowiedz, z jakich pos$rednich produktow moga one pow-
stawac.

Synteza cholesterolu przebiega tez in vitro z homogenatami tkanko-
wymi nie zawierajgcymi nieuszkodzonych komorek. Jest on syntetyzo-
wany przez wyosobnione mikrosomy, aktywowane dodatkiem enzyméw
zawartych w wodnych wyciggach z protoplazmy komdrkowej. Synteza
cholesterolu nie przebiega w wyosobnionych mitochondriach.

Zywienie zwierzat znakowanymi prekursorami pozwala na wykrycie
cholesterolu zawierajgcego izotopy wegla i wodoru pochodzace z poda-
nych prekursoréw.

I. Biosynteza cholesterolu

Fitosterole drozdzy i plesni moga powstawa¢ z kwasu octowego, jak
wykazali Sonderhoff i Thomas (119), hodujac drozdze w pozywce
zawierajacej znakowany deuterem kwas octowy CD3COOH. W drozdzach
tworzy sie wtedy ergosterol zawierajacy ten izotop. O 1l ke ze wspot-
pracownikami (87) znalezli, ze mutant Neurospora crassa, nie przyswaja-
jacy cukrow ani tréjweglowych produktéw ich utleniania, ro$nie w po-
zywce zawierajagcej 14CH313COOH i tworzy ergosterol zawierajacy
14C i 13C.

Réwniez w tkankach zwierzecych kwas octowy jest najprostszym
substratem biosyntezy cholesterolu (23, 24, 37, 38, 58, 59). Rillen-
berg i Schdnheimer (98) wykryli, ze deuter jest inkorporowany
w cholesterolu ciata szczuréw zywionych znakowanym kwasem octowym
CD3COOH. Cholesterol w tych warunkach powstaje tez z kwaséw: mas-
towego, (3-hydroksymastowego, acetylooctowego, izowalerianowego i ala-
niny (14, 18, 19), a wiec ze zwiazkéw, ktére tatwo utleniajg sie do kwasu
octowego w tkankach zwierzecych. Deuter wykryto w cholesterolu ciata
szczurow zywionych znakowanym alkoholem etylowym CD3CH20H, lecz
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nie CH3CD20OH (18, 41), bo po utlenieniu ostatniego w tkankach pow-
staje kwas octowy CH3COOH nie zawierajacy deuteru .

Bloch ze wspotpracownikami (20, 72) sledzit biosynteze cholesterolu
in vitro w skrawkach i miazgach z watroby szczuréw, dodajgc do ptynéw
odzywczych prekursordw biosyntezy, a wiec CD313COOH (16, 17). Cho-
lesterol watroby zawierat wtedy 13C i D.

In vitro w komodrkach watrobowych znakowany cholesterol powstaje
ze znakowanego kwasu pirogronowego CD3COCOOH, natomiast nie wy-
kryto deuteru w cholesterolu szczuréw karmionych znakowanym kwasem
pirogronowym (3, 12, 17), bowiem kwas ten podany doustnie szybko
utlenia sie do dwutlenku wegla w Scianie jelit i krwi zyly wrotnej, nie
dostaje sie wiec do watroby, gdzie odbywa sie biosynteza cholesterolu.

In vitro cholesterol tworzy sie w komorkach watrobowych szczura
z kwasOw: bursztynowego, izowalerianowego, acetylooctowego, acetonu
(20) aldehydu octowego, ze zwigzkéw tatwo utlenianych przez tkanki
do kwasu octowego (23).

Bloch, a nastepnie Cornforth metodg stopniowego utleniania
cholesterolu powstatego w tkankach zwierzecych ze znakowanego kwasu
octowego ustalili, ktore atomy wegla cholesterolu (I) pochodzg z grupy
metylowej i karboksylowej kwasu octowego.

Kwas octowy w tkankach zwierzecych najtatwiej powstaje przez utle-
nianie heksoz. Jako produkt utleniania powstaje najpierw kwas piro-
gronowy, ktory dalej utlenia sie i dekarboksyluje do kwasu octowego
pod wptywem uktadu lipotiamidowego. Powstaly kwas octowy wigze sie
estrowo z grupg tiolowg koenzymu aeetylacyjnego, tworzac czynny kwas
octowy obdarzony silnymi wiasnosciami reagowania z réznymi zwigzkami
chemicznymi.

Kwas octowy powstaje tez z wyzszych kwaséw ttuszczowych z ttusz-
czOw droga beta-oksydaeji, tworzy sie tez przez utlenienie ketokwaséw
powstatych przez dezaminaeje i utlenianie aminokwasow z 'biatek. Cho-
lesterol moze wiec tworzy¢ sie w ustroju zwierzecym z weglowodanéw,
thuszczow i biatek.

Przez kondensacje dwoch czasteczek czynnego kwasu octowego tworzy
sie kwas acetylooctowy; dotgczanie nastepnych czasteczek tego kwasu
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prowadzi do syntezy nie rozgatezionych i rozgatezionych kwaséw ttusz-
czowych.

Kwas acetylooctowy znakowany w grupie karboksylowej weglem pro-
mieniotwérczym CH300CH214CO00H jest przerabiany w skrawkach wa-
trobowych w promieniotwdérczy cholesterol (9), obok niego powstajg nie-
wielkie ilosci kwaséw: (3-hydroksy-|3-metyloglutarowego, (3-metylogluta-
konowego, (3-hydroksyizowalerianowego i dwumetyloakrylowego (46, 93).

Kwasy te na pewno powstajg z kondensacji czasteczek kwasu acety-
looctowego i kwasu octowego. Produkt kondensacji, kwas (3-hydroksy-
-(3-metyloglutarowy, przez dekarboksylacje zamienia sie w kwas (3-hydro-
ksyizowalerianowy, za$ przez odwodnienie — w kwas (3-metyloglutako-
nowy, a z tego przez dekarboksylacje powstaje kwas dwumetyloakrylowy
(schemat 1).

CHsCOOH CH2COOH CH—COOH HOOC—CH
y 1 —H 0 é'l —Co, |
CH3COCH2COOH "~ H3C-C—OH -— CH3—C—CHXOOH --—---- ->CH3—C—CH,
CH2COOH
Kwas p-hydroksy- Kwas [i-mety- Kwas dwumety-
p-metyloglutarowy loglutakonowy loakrylowy
|
j-co 2
J
CH2COOH
I
H3—C—OH
I
ch3

Kwas (3-hydroksy-
izowalerianowy

Schemat 1. Produkty przemiany kwasu f>-hydroksy-(3-metyk>glutarowego.

Jednak kwasy dwumetyloakrylowy i (3-hydroksyizowalerianowy zna-
kowane weglem promieniotwérczym sg tylko w niewielkim stopniu
inkorporowane do czasteczek cholesterolu syntezowanego w ustroju szczu-
ra, jak rdéwniez do cholesterolu tworzonego in vitro w skrawkach
watroby, nie zdajg sie wiec by¢ prawidtowymi posrednimi produk-
tami biosyntezy cholesterolu w tkankach zwierzecych (46). Jedynie kwas
(3-hydroksy-(3-metyloglutarowy jest inkorporowany w duzym stopniu,
do czasteczek cholesterolu, jest wiec posrednim produktem tej biosyntezy
(15, 94).

Skeggs (117) wykryta w wyciggach roslinnych obecno$¢ czynnika
wzrostowego dla Lactobacillus odontoliticus. Ciato nazwane kwasem me-
walonowym wyosobnit Folkers ze wspotpracownikami (135, 136) i usta-
lit jego budowe chemiczng potwierdzong syntezg (113). Tylko lewoskretna
odmiana kwasu mewalonowego jest czynna biologicznie. Tawormina

4 Postepy Biochemii
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i Gibbs (122, 123), a nastepnie Wright (137) wykazali, ze znakowany
weglem promieniotwoérczym lewoskretny kwas mewalonowy lub jego
lakton inkubowane ze skrawkami watroby sa prawie ilosciowo inkorpo-
rowane do czasteczek cholesterolu.

Stwierdzono, ze kwas mewalonowy hamuje w watrobie synteze cho-
lesterolu z kwasu octowego. Watroba naswietlana promieniami X tworzy
cholesterol z kwasu mewalonowego, lecz nie z octanéw. Rdédwniez obfite
karmienie zwierzat cholesterolem hamuje synteze tego zwigzku z kwasu
octowego, lecz nie z mewalonian6w. Fakty te przemawiajg za tym, ze
kwas mewalonowy jest normalnym posSrednim produktem biosyntezy
cholesterolu z kwasu octowego w tkankach zwierzecych. Biosynteza ta
odbywa sie tez w wyosobnionych mikrosomach komadrek watrobowych
w obecnosci wyciggoéw watrobowych zawierajgcych enzymy niezbedne
w tej syntezie.

Kwas mewalonowy powstaje z kwasu (3-hydroksy-(3-metyloglutarowego
przez redukcje jednej grupy karboksylowej do alkoholowej (schemat 2).

CHaCOOH CH2ZCH2OH chzh>
—Hj —h 2
OH + 4H,—HjO oH __—h OH
CH3—C—CH2XOOH CH3—C —CH2COOH CH3—C—CH2CO
kwas mewalonowy Lakton mewalonowy

Schemat 2. Powstawanie kwasu mewalonowego i jego laktonu iz kwasu (3-hydro-
ksy-(3-metyloglutarowego.

Weglowodor alifatyczny, skwalen, zostat wykryty w nie zmydlajgoej
sie frakcji jtluszczow z watroby rekindw. Rekin roslinozerny Selache
maxima zawiera go w watrobie w duzych ilosciach. Zwigzek ten wykryto
tez w watrobach ssakdéw, w tojkach tworzonych przez gruczotly tojowe
skory, znaleziono go tez w ro$linach, drozdzach, w oleju z nasion kozie-
radki (Trigonella foenum graecum).

Zwierzeta zywione skwalenem znakowanym weglem promieniotwdr-
czym zawierajg w watrobie promieniotworczy cholesterol. W warunkach
beztlenowych obserwowano powstawanie skwalenu w miazgach watro-
bowych ze znakowanego kwasu octowego, poniewaz skwalen powstaje
z kwasu octowego, a nastepnie w warunkach aerobowych jest dalej prze-
rabiany na cholesterol, jest wiec posrednim produktem biosyntezy tego
zwigzku. W podobnych warunkach skwalen powstaje z kwasu mewalo-
nowego (36, 48).

Biosynteza ta odbywa sie w tkankach tylko w obecno$ci ATP poprzez
estry fosforanowe tego zwigzku (1, 124, 126, 127, 128). Tc hen (88, 124)
wykazat, ze w tych warunkach z kwasu mewalonowego powstaje 5-mo-
nofosforan mewalonowy. a nastepnie — pirofosforan. Ten ostatni od-
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szczepig czasteczke kwasu weglowego i przechodzi w tak zwany czynny
izopren (schemat 3). Przez odszczepienie czasteczki kwasu pirofosfo-
rowego z czynnego izoprenu moze powstawac izopren; proces ten naj-
prawdopodobniej przebiega w niektdrych ros$linach (kauczukodajnych),
nie spotykamy go w tkankach zwierzecych.

O o

1 |
chZh CHo00O-P—O—P—OH
CH2 +ATP ch?2 oh oh O0e-H0
ch2cooh CH.COOH

Pirofosforan mewalonowy
0] ®)
ch2—o—p—o0—p—oh e m- CH,
ch?2 oh oh CH
chXxX=ch?2 ch3—C=CH;

Czynny izopren Izopren

Schemat 3. Powstawanie czynnego izoprenu z kwasu mewalonowego.

Skwalen jest bezpierScieniowym zwigzkiem terpenowym zbudowanym
ze spolimeryzowanych czasteczek izoprenu, musi wiec w tkankach zwie-
rzecych powstawaé ze zwiazkéw chemicznych zblizonych do izoprenu.
Wyjasnienie tego procesu biochemicznego nie jest tatwe i nastrecza ciggle
wiele watpliwosci.

Czynny izopren, pirofosforan S-metylo-S-butenylowy, powstaje z kwa-
su mewalonowego pod wptywem wyciggéw z drozdzy zatrutych amidem
jodooctowym; jest on szybko zamieniany w skwalen przez wyciagi nie
zatrute, a w cholesterol — przez miazgi watrobowe (144).

Enzymy wyciggéw drozdzowych nie zawierajacych TPNH wytwarzaja
z kwasu mewalonowego pirofosforan farnezylu, z ktérego powstaje skwa-
len, gdy do wyciagéw dodamy tej kodehydrogenazy. Skwalen tworzy sie
wiec z szeSciu czasteczek czynnego izoprenu (pirofosforanu izoprenylu)
poprzez pirofosforan geranylu i pirofosforan farnezylu (96, 144), (sche-
mat 4).

Miazgi watrobowe tworzg z kwasu mewalonowego niewielkie iloSci
kwasu farnezenowego (42), ktéry zdaje sie byé ubocznym produktem
biosyntezy. Ze znakowanego kwasu farnezenowego powstaje w nich
znaczony skwalen, najprawdopodobniej kwas ten jest redukowany w tkan-
kach do farnezolu przerabianego nastepnie w cholesterol.
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Juz w 1926 roku Heilbron, Kamm i Owens (57) przypuszczali,
ze ¢kwalen jest prekursorem biosyntezy cholesterolu i innych zwigzkow
steroidowych w tkankach zwierzecych i roslinnych. Weglowodor ten
tworzy wiele stereoizomerow, z ktorych najprawdopodobniej jeden tylko
ma znaczenie biologiczne, inne izomery nie sg przetwarzane w sterole
(68), bowiem tkanki nie sg w stanie przeprowadzi¢ konwersji innych ste-
reoizomer6w w izomer biologiczny.

Cholesterol szybko i tatwo tworzy sie w tkankach zwierzecych ze
skwalenu (31, 32). Zywienie zwierzat skwalenem znakowanym 14C po-
woduje zjawianie sie w ich tkankach promieniotwo6rczego cholesterolu
(61). Promieniotwdrczy cholesterol powstaje ze znakowanego skwalenu
w skrawkach watroby i jajnikow kur (92). Skwalen hamuje w tych tkan-
kach synteze cholesterolu z kwasu octowego.

Zamiana skwalenu w cholesterol odbywa sie tylko w warunkach
tlenowych, jest to bowiem oksydacyjna cyklizacja zwigzku alifatycznego
do wielopierscieniowego sterolu. Juz w 1934 roku Robinson (99)
przypuszczat, ze cholesterol tworzy sie w istotach zywych przez cykli-
zacje skwalenu. Modon (80) ttumaczyt te cyklizacje uprzednig izome-
ryzacjg skwalenu do hipotetycznego izoskwalenu. Woodward i Bloch
(134) wysuneli hipoteze roboczg, ze pierwszym produktem cyklizacji
skwalenu jest zwigzek sterydowy lanosterol, wykryty po raz pierwszy
w ttuszczu z weiny i produkowany przez gruczoty tojowe skory ssakéw,
jak réwniez syntezowany w tkankach ros$linnych (huba brzozowa). Me-
chanizm cyklizacji skwalenu do lanosterolu zostat wyjasniony przez R u-
zicke (105).

Zachodzi ona samorzutnie, zapoczatkowana dziataniem czynnego tlenu
na skwalen. Podczas cyklizacji nastepuje przesuniecie grupy metylowej
z potozenia przy atomie wegla C 9 do potozenia przy C 13 lanosterolu.
Cyklizacja jest przyktadem ,concerted reaotion”. W tkankach zwierze-
cych obok lanosterolu powstaje tez pokrewny mu agnosterol (schemat 5).

Miazgi watrobowe przetwarzajg w warunkach tlenowych znakowany
lanosterol w cholesterol (33). Steroid ten tworzy sie tez ze znakowanego
kwasu octowego w watrobie i jelitach (110). Homogenaty watrobowe
pozbawione mikrosomoéw tez zamieniajg skwalen w lanosterol, podczas
gdy w obecnosci mikrosomdw biosynteza postepuje dalej do cholesterolu.
Procesy te przebiegajg wobec TPNH (33, 114). Cyklizacja skwalenu prze-
biega tylko w warunkach aerobiozy w odréznieniu od biosyntezy tego
zwiagzku odbywajacej sie tylko w warunkach beztlenowych. W procesie
cyklizacji niezbedny jest swoisty enzym oksycyklaza skwalenu I, w czys-
tej postaci wyosobniona z watroby (125).

Lanosterol w tkankach zwierzecych jest przetwarzany w cholesterol.
Proces ten potagczony jest z eliminacjg trzech grup metylowych lanoste-
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rolu utlenianych az do dwutlenku wegla (85). Utlenianie przebiega tez
w miazgach watrobowych (86) i 'biegnie etapami. Najpierw enzymy oksy-
dacyjne utleniaja grupy metylowe do grup hydroksymetylowych, potem
tkankowe dehydrogenazy zamieniajg te w grupy aldehydowe, dehydroge-
nazy aldehydowe dalej utleniajg je do grup karboksylowych, usuwanych
w postaci dwutlenku wegla przez dekarboksylazy.

Z lanosterolu najpierw powstaje 17-norlanostadienol {A8%4 -4,4-dwu-
metylocholestadienol) (47), nastepnie najprawdopodobniej 4,4-dwumetylo-
-A824~cholestadienon, potem kolejno drogg dekarboksylacji sg usuwane
dwie grupy metylowe przy C 4 — powstaje zymosterol. Sterol ten zna-
leziono po raz pierwszy w drozdzach. Z ptodéw wyosobniono desmosterol
— przypuszczalne nastepne ogniwo biosyntezy cholesterolu. Zwigzek ten
rozni sie od zymosterolu innym potozeniem wigzania podwdjnego w pier-
Scieniu B sterolu. Przemieszczenie tego wigzania podwojnego odbywa sie
droga utlenienia i odszczepienia wody. Wreszcie przez redukcje desmos-
terolu tworzy sie cholesterol (schemat 6).

Il. Tworzenie sie kwasow zdiciowych

W atroba jest narzgdem, w ktérym nie tylko odbywaja sie intensywne
procesy syntezy cholesterolu, lecz ktory stuzy rdéwniez do wydalania
tego zwigzku z zéfci w postaci rozpuszczalnego w wodzie kompleksu
z lecytyng oraz w postaci kwaséw z6iciowych — produktow uwodorowa-
nia i utlenienia cholesterolu (13). Podczas tworzenia kwaséw zokcio-
wych z cholesterolu nastepujg przemieszczenia przestrzenne wew-
natrzczasteczkowe. Cholesterol jest zwigzkiem pochodnym cholestanu;
kwasy zo6iciowe — koprostanu, ich pierscienie A i B majg utozenia cis,
a grupy hydroksylowe utozenia a.

Kwasy zo6tciowe tworzg sie tylko w watrobach kregowcow. U wiekszos-
ci ssak6w w zoOici znajdujg sie kwasy: cholowy, kenodezoksycholowy,
dezoksycholowy oraz niewielkie ilosci kwasu litocholowego. Z6t $win
zawiera kwas hyocholowy z grupami hydroksylowymi przy C 3,6,7
i hyodezyksycholowy z grupami hydroksylowymi przy C 3,6, z64¢ fok —
kwas focecholowy, z64#¢ rekinéw — alkohol scymnol pod postacig estru
z kwasem siarkowym — kwas scymnolosiarkowy.

W z6ici kwasy zofciowe wystepujg pod postacig rozpuszczalnych
w wodzie soli sodowych potgczern amidowych z glicyng, tj. kwasow gli-
kocholowych, badz z produktem utleniania cysteiny — tauryna, tj. kwa-
séw taurocholowych (tablica 1).

Bloch, Berg i Rittenberg (13) wykazali obecno$é¢ deuteru
v/ kwasie cholowym zoétci psa zywionego cholesterolem znakowanym deu-
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terem. U szczurow cholesterol znakowany weglem promieniotwdrczym
jest ilosciowo przetwarzany w znakowany nim kwas cholowy (116). Cho-
lesterol znakowany przy C 26 utlenia sie w ustroju z wydzieleniem 14C02
(30), wowczas gdy znakowany w C 4 nie utlenia sie do promieniotwor-
czego dwutlenku wegla i w ciggu dwéch tygodni wydala sie w 95%
z katem (85% jako kwasy zotciowe, 10% jako sterole) i w 1% w moczu.
Po wstrzyknieciu znakowanego 14C cholesterolu w zdéci szczura najpierw
zjawiajg sie znakowane kwasy taurolitocholowy i taurokenodezoksycho-
lowy, pdzniej kwas taurocholowy. Rowniez u ludzi kwas cholowy tworzy
sie w watrobie tylko z cholesterolu syntezowanego (z octanéw) w ustroju
lub dostarczonego w pokarmach (104). Uktad steroidowy pozostaje nie-
naruszony poza wprowadzeniem do niego grup hydroksylowych, ostatnie
trzy atomy wegla tancucha alifatycznego utleniajg sie zupeinie z wy-
tworzeniem grupy karboksylowej.

Synteza kwasu cholowego z cholesterolu jest procesem nieodwracal-
nym; cholesterol nie moze byé tworzony z powrotem z kwasow z6tcio-
wych. Wykazano to w badaniach na szczurach, kt6rym podawano kwas
cholowy znakowany trytem (29). Nie tworzyt sie wowczas w tkankach
cholesterol zawierajgcy tryt, ktdry gtéwnie byt wydalany w kale.

Utlenianie cholesterolu przy C 26 przebiega réwniez in vitro w skraw-
kach (78) lub miazgach (2) watroby. Podczas biooksydacji najpierw two-
rzy sie A25dehydrocholesterol (77), produkowany tez przez wyosobnione
mitochondria (45) obok 24-hydroksycholesterolu. Proces utleniania bieg-
nie dalej przez etapy hydroksyaldehydokwasu, hydroksyaldehydu i ke-
tokwasiu. Watroba posiada zdolno$¢ utleniania fancucha alifatycznego
steroli tylko do C 24 (139) (schemat 7).

Homogenaty watrobowe zawierajgce tylko mikrosomy w obecnosci
jonéw magnezu, ATP, DPN i CoA tworzg z kwasu cholowego i tauryny
kwas taurocholowy, a z glicyny i kwasu cholowego — kwas glikocho-
lowy (26, 114). Bremer (25) wykazat, ze najpierw tworzy sie potacze-
nie kwasu cholowego z koenzymem acetylacyjnym, ktére reaguje z ta-
uryng lub glicyna, dajac odpowiednie amidy (schemat 8).

Enzymy znajdujgce sie w mikrosomach watrobowych réznych zwie-
rzat wykazujg duzg specyficzno$¢ gatunkowa: u krdélika tworzy sie tylko
kwas glikocholowy, u kury — tylko kwas taurocholowy, u szczura —
zaréwno gliko-, jak i taurocholowy.

W atroba nie rozszczepia z powrotem glikocholanéw ani taurocholanéw
na sktadniki (72), za to hydrolizujg je tatwo bakterie jelitowe (109).

Z064¢ ludzika zawiera okoto 60% kwasu cholowego, 20% kwasu de-
zoksycholowego i okoto 20% kwasu kenodezoksycholowego oraz S$lady
kwasu litocholowego. Kwasy te w okoto 80% znajdujg sie jako gliko-
cholany, w 20% pod postacig taurocholanéw. Tworzg one kompleksy
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Schemat 8. Tworzenie sie kwasu gtikocholowego w tkankach watroby.

z lecytyng rozpuszczalne w wodzie i umozliwiajagce rozpuszczanie w zoékci
cholesterolu wydalanego z watroby do jelit.

Badania prowadzone znakowanym cholesterolem wykazaty, ze w wa-
trobie wskutek autooksydacji tlenem tworzy sie najpierw 7-a-hydroksy-
cholesterol (70), a z niego pod wptywem enzymow redukujgcych i utle-
niajgcych 3-a-7-a-dwuhydroksykoprostan (7), a po dalszym utlenianiu
kwas kenodezoksycholowy. Z dwuhydroksykoprostanu powstaje tez 3-a-
-7-a-22-a-tréjhydroksykoprostan (6) utleniany dalej do kwasu cholowego.
Kwas litocholowy powstaje bezposrednio z cholesterolu (schemat 9).
W watrobie szczura bezposrednio z cholesterolu tworzy sie kwas dezo-
ksycholowy, nie wytwarzany przez ludzkie komoérki watrobowe. U ludzi
i wielu innych ssakéw powstaje on w jelitach z kwasu cholowego pod
wptywem bakterii. Wchitaniany z jelit z krwig zyty wrotnej dostaje sie
do watroby, tam wigze sie z tauryng lub glicyng i wydala sie z powrotem
w z0tci. Z6#¢ ludzka wyptywajaca z przetoki drég zotciowych nie zawiera
kwasu dezoksycholowego.

W atroby wiekszosci ssakow nie posiadajg zdolnosci utleniania kwasu
dezoksycholowego do kwasu cholowego. Kwas dezoksycholowy z6tci
ludzkiej pochodzi jedynie tylko z kwasu cholowego odhydroksylowanego
w jelitach dziatlaniem bakterii jelitowych.

W watrobie ludzkiej kwas cholowy nie powstaje z kwaséw kenode-
zoksycholowego, dezoksycholowego i litocholowego (71). U wiekszosci
zwierzat nie jest mozliwa dalsza hydroksylacja pierscienia steroidowego
wowczas, gdy fancuch alifatyczny zostat utleniony do grupy kwasowej.
Ze zwierzat laboratoryjnych wyjatkiem tu jest szczur, w ktdrego watrobie
kwas dezoksycholowy utlenia sie do kwasu cholowego.
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Schemat 9. Tworzenie sie kwasdéw z6tciowych z cholesterolu.
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Kwasy z6iciowe wydalane z z6tcig do jelit sg w nich rozktadane przez
flore bakteryjng. Najpierw enzymy bakteryjne odszczepigjg od kwaséw
zotciowych tauryne i glicyne, potem utleniajg kwas cholowy do kwasu
7-ketodezoksycholowego, redukujg go do kwasu 3-a-7-(j-12-a-tréjhydro-
ksycholanowego lub kwasu dezoksycholowego (schemat 10). Ten ostatni
moze by¢ utleniany do kwasu 22-ketolitocholowego. W kale znajdujemy
gtéwnie kwasy: cholowy, dezoksycholowy i 22-ketolitocholowy (84).

Kwasy z6tciowe, a w pierwszym rzedzie kwasy cholowy, dezoksycho-
lowy i kencdezoksycholowy sg z powrotem wchtaniane z jelit i z krwig
zyty wrotnej dostajg sie do watroby i ponownie wigza sie z tauryna
i glicyng i sg zndw wydalane z zoicig do jelit. W ciggu doby kwasy te
wielokrotnie kragzg miedzy watrobg a jelitami pradami zdtci i krwi zyly
wrotnej, spetniajagc w jelitach role fizjologicznych emulgatoréw ciat
tluszczowych, i dzieki zdolno$ci tworzenia rozpuszczalnych w wodzie
potgczen z lipoidami pokarmowymi umozliwiajg ich wchianianie przez
btone Sluzowg jelit.

Cze$¢ kwasow zoiciowych jest wydalana z katem i w ten sposob
cze$¢ cholesterolu ustrojowego przemienionego w kwasy zéiciowe opusz-
cza ustroj.

I1l. Biooksydacja cholesterolu

Enzymy komorek watroby posiadajg zdolno$¢ utleniania do dwu-
tlenku wegla tylko trzech ostatnich atoméw wegla tarficucha alifatycznego
cholesterolu. Inne gruczoly, jak kora. nadnerczy, ciatko zo6ke, tozysko
posiadajg uktady enzymatyczne utleniajgce ten tancuch do pozostatosci
dwuweglowej, wreszcie w jadrach, jajnikach, tozysku, ciatku zottym,
korze nadnerczy znajdujg sie ukitady utleniajgce ten taricuch catkowicie.
W gruczotach tych powstajg hormony steroidowe, regulujagce w ustroju
czynnosci piciowe, przemiane biatkowo-weglowodanowa i mineralna.
Do utlenienia przebiegajacego wobec jonéw metali ciezkich i nukleotydu
trojfosfopirydynowego wykorzystywany jest tlen czasteczkowy.

Enzymy utleniajace zwigzki steroidowe wystepujg rowniez w grzybach
i pleSniach (43). Wiele z tych drobnoustrojéw obecnie znalazto zastosowa-
nie w przemystowej produkcji hormonéw steroidowych.

i. Biogeneza hormonoéw kory nadnerczy

Kora nadnerczy tworzy hormony steroidowe, regulujgce przemiane
sodowo-potasowg ustroju (mineralokortykosteroidy) i dziatajgce na prze-
miane weglowodanowo-biatkowg (glikokortykosteroidy). Te ostatnie sa
réwniez obdarzone silnym dziataniem przeciwzapalnym i znalazty szero-
kie zastosowanie w lecznictwie.
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Mineralokortykosteroidy tworzg sie w niewielkich iloSciach w zona
glomerulosa, glikokortykosteroidy w ilosciach znacznie wiekszych — gtow-
nie w zona fasciculata nadnerczy i tatwo daja sie wykazaé we krwi
zylnej wyciekajacej z tych narzadéw. Z kory nadnerczy wyosobniono
powyzej trzydziestu zwigzkéw steroidowych — produktow utleniania
cholesterolu. Niektére z nich sg by¢ moze artefaktami, powstajgcymi
z innych ciat steroidowych podczas wyosobniania. Metodami chromato-
grafii bibutowej stwierdzono, ze nadnercza wydzielajg do przeptywajacej
krwi: kortyzol, kortykosteron obok niewielkich ilosci aldosteronu, $ladow
korteksonu i 17-hydroksykorteksonu, wykrywanych w krwi zyt nadner-
czowych.

Hechter (53) zastosowat podang przez Vogta metode perfuzji
nadnerczy krowy do badan nad biogenezg hormondéw kory nadnerczy,
dodajac znakowanego cholesterolu do perfundowanego ptynu. W pitynie
wyptywajacym z nadnerczy wykryt znakowane kortykosteroidy, przy
czym ilos¢ ich wzrastata po dodaniu do ptynu adrenokortykotrofiny, ktora
pobudza komorki nadnerczy do zywszego tworzenia hormonéw steroido-
wych. Badania te rozszerzone zostaty przez innych badaczy, ktérzy do
perfundowanego ptynu dodawali znakowanych weglem promieniotwor-
czym przypuszczalnych prekursorow biosyntezy kortykosteroidow (54, 56).
W badaniach tych zastosowano tez klasyczne metody syntezy tych ciat
in vitro ze znakowanych prekursoréw uzywajac skrawkéw, miazg i ho-
mogenatow z kory nadnerczy.

Stwierdzono (schemat 11), ze w nadnerczach cholesterol utlenia sie
najpierw do 20-(3-hydroksycholesterolu (108), ktéry nastepnie rozpada
sie do pregnenolonu i kvvasu izOkapronowego (77). Pregnenolon w wyniku
przemieszczenia wigzania podwdjnego zamienia sie w progesteron (8),
a ten pod wptywem swoistych uktadéw enzymatycznych utlenia sie do
korteksonu. Swoista dla kory nadnerczy Ji-a-steroidooksydaza (107, 52)
utlenia kortekson do kortykosteronu, z ktérego nastepnie w wyniku od-
wodorowania powstaje dehydrokortykosteron. Swoiste oksydazy kory nad-
nerczy utleniajg tez progesteron przy C 17, tworzac 17-a-hydrOksypro-
gesteron — substancje macierzystg glikokortykosteroidow. Dalsze utlenia-
nie tego zwigzku prowadzi kolejno do kortyzolu (51) i kortyzonu (91, 106).
Biosynteza kortyzolu moze réwniez zachodzi¢ z il-a-hyaroksyprogestero-
nu albo z produktu utleniania korteksonu — 17-a-hydroksykorteksonu.
Tworzenie sie progesteronu z cholesterolu moze przebiega¢ przez cho-
iestenon.

Tworzenie sie gtdéwnego mineralokortykosteroidu nadnerczy — aldo-
steronu powstajacego w zona glomerulosa w odr6znieniu od glikokorty-
kosteroidéw nie jest kontrolowane przez adrenokortykotrofine. Mechanizm
regulacji tworzenia sie tego hormonu w nadnerczach i wydzielania go
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do krwioobiegu nie jest jasny. Niektorzy badacze przypuszczajg, ze syn-
teza aldosteronu jest pobudzana przez hipotetyczny hormon tworzony
w $rddmoézgowiu i wigze sie ze stanem ukrwienia nerek, na ktore aldo-
steron wywiera gtéwne swe fizjologiczne dziatanie, regulujac wydalanie
soli sodowych i potasowych do moczu.

Po inkubacji 4-14C-cholesterolu z bezkomoérkowymi homogenatami
nadnerczy wotowych, zawierajgcymi mitochondria, mikrosomy i sok
komérkowy, powstaje 4-14C-aldosteron (107). W opisanych warunkach
powstaje on tez ze znakowanego korteksonu obok 18-hydroksykorteksonu
(61), ktéry zdaje sie byé posrednim ogniwem tej biosyntezy, utleniajac
sie do 11-a-hydroksy-18-hydroksykorteksonu; ten pod wptywem dehydro-
genazy alkoholowej utlenia sie dalej do aldosteronu.

Aldosteron znaleziono w ptynie uzywanym do perfuzji nadnerczy
krowy zawierajgcym progesteron (101, 102). Ayres i wspotpracownicy
(4) wykazali, ze hormon ten moze tworzyé sie w nadnerczach z progeste-
ronu, korteksonu i kortykosteronu (schemat 11).

2. Biosynteza meskich hormonéw piciowych

Interstitialne komérki Leydiga jader tworza z cholesterolu meskie
hormony piciowe wydzielane do krwioobiegu, a w pierwszym rzedzie
najwazniejszy hormon — testosteron. We krwi zylnej wyptywajacej z ja-
der wykryto testosteron i androstendion (132), we krwi vena spermatica
ludzi — testosteron (74). Gonadotrofiny wzmagajg synteze testosteronu
w ijadrach (69).

Z cholesterolu znakowanego weglem promieniotwérczym powstajg
w jadrach znakowane hormony androgeniczne. Produktami posrednimi tej
przemiany sg:. progesteron i 17-a-hydrOksyprogesteron (118). Enzymy
Oksydacyjne jader utleniajg ten zwigzek dalej do androstendionu i czg-
steczki kwasu octowego (76). Wreszcie biologiczna redukcja androsten-
dionu w jadrach prowadzi do tworzenia sie testosteronu (schemat 12).

Testosteron nastepnie jest wydzielany do krwioobiegu, inaktywowany
w watrobie, zamieniajgc sie¢ w androsteron wydalany do moczu pod pos-
tacig nieczynnego biologicznie glikuronidu.

Hormony androgeniczne w niewielkich ilosciach tworzg sie w jajniku
i tozysku, sg bowiem posrednimi produktami biosyntezy zenskich hormo-
now piciowych w tych narzadach. Powstaja one w wiekszych ilosciach
rowniez w korze nadnerczy, czesciowo jako produkty utleniania korty-
kosteroidow.

Krew zylna nadnerczy zwierzat zawiera androstendion, 21-|3-hydroksy-
androstendion i dehydroepiandrostenon (100). W krwi zylnej nadnerczy
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psa znaleziono: andrenosteron, androstendion, 22-(3-hydroksyandrosten-
dion (54).

Testosteron Androsteron

Schemat 12. Biosynteza meskich hormonéw piciowych.

Bloch znalazt, ze androgeniczne hormony znakowane weglem pro-
mieniotwoOrczym powstajg w nadnerczach ze znakowanego cholesterolu lub
progesteronu. W wyptywajgcej z nadnerczy krwi zylnej wykryto zna-
kowany 22-3-hydroksyandrostendion, gdy dodano do krwi wplywajacej
do nich znakowanego progesteronu (65). Bezkomoérkowe homogenaty
z kory nadnerczy tworzg znakowany androstendion ze znakowanego pro-
gesteronu (95).

Kora nadnerczy posiada swoiste enzymy oksydacyjne, utleniajgce
uktad steroidowy przy C 22 i C 27. Powstajagce w nadnerczach hormony
androgeniczne z grupami hydroksylowymi lub ketonowymi przy C 27
na ogét wywieraja silne dziatanie biologiczne, utlenione réowniez przy C
22 dziatajg stabo.

Migzsz watrobowy zdaje sie tez utlenia¢ progesteron, 22-(3-hydroksy-
progesteron i 27-hydroksyprogesteron do 27-ketosteroidéw oraz 22-hydro-
ksy-27-ketosteroidow wydalanych w moczu pod postacig glikuronidéw.
27-ketosteroidy moczu gtownie pochodzg z jader i kory nadnerczy, 22-hy-
droksy-27-ketosteroidy — gtéwnie lub wytgcznie z nadnerczy.

Biologiczne utlenianie cholesterolu odbywa sie w korze nadnerczy po-
dobnie jak w jadrach. Z cholesterolu tworzy sie pregnenolon, a z niego
progesteron, 17-(3-hydroksyprogesteron, dalej androstendion, IlI-|3-hydro-
ksyandrostendion, adrenosteron. Z pregnenolonu tworzy sie tez dehydro-
epiandrosteron (schemat 13).
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Normalnie nadnercza tworzg mato hormonéw androgenicznych. W sta-
nach patologicznych nadczynnos$ci kory nadnerczy ilos¢ ta wybitnie wzras-
ta, powodujagc objawy maskulinizacji u dzieci i kobiet.

3. Biosynteza zenskich hormonéw piciowych

W komérkach ostonek pecherzykow Graafa w jajnikach tworzg sie
zenskie hormony piciowe (hormony estrogeniczne), posiadajgce zaroma-
tyzowany pierscien A steroidu. Hormony te powstajg tez w tozysku
(estriol) w drugiej potowie cigzy (by¢ moze w trofoblascie) i w niewiel-
kich ilosciach tez w korze nadnerczy i jadrach.

Gtownym hormonem wytwarzanym iprzez jajniki i najbardziej czyn-
nym estrogenicznie jest (3-estradiol, wykrywany metodami chromato-
graficznymi w krwi zylnej wyciekajacej z ijajnikow. Wytwarzanie estra-
diolu w jajnikach wzmaga sie po podaniu gonadotrofin przysadki
mozgowej. Lozysko tworzy gtéwnie estriol.

W er bin (131) wykazat, ze u ludzi znakowany estron powstaje ze
znakowanego cholesterolu, ktéry jest jego prekursorem. Uklad fermentéw
oksydacyjnych jajnikéw utlenia cholesterol do progesteronu i dalej do
17-a-hydroksyprogesteronu (schemat 14). Utlenianie postepuje dalej do
androstendionu, ktéry w komérkach gruczotowych jajnikéw, tozyska,
a nawet kory nadnerczy i jgder ulega aromatyzacji — odwodorowaniu do
hormonow estrogenicznych (79). Jadra ludzi i koni przetwarzajg znakowa-
ny testosteron w estradiol (5).

Synteza hormono6w estrogenicznych z cholesterolu, progesteronu i tes-
tosteronu przebiega tez in vitro w wyosobnionych narzgdach, skrawkach
z narzagdow, a nawet w bezkomoérkowych miazgach i homogenatach z jaj-
nikow.

Gtéwny hormon estrogeniczny — estradiol — jest utleniany gtéwnie
w watrobie (i w tozysku) do estronu, a nawet do estriolu. Hormony te sg
wydalane z moczem jako nietoksyczne i biologicznie nieczynne glikuro-
nidy. U koni aromatyzacja hormonow estrogenicznych postepuje dalej,
obejmuje pierscien B steroidu. W moczu koni wykryto estry kwasu siar-
kowego ekwiliny i ekwileniny — odwodorowanych pochodnych estronu.

W ciele z6ttym jajnika powstaje progesteron w podobny sposéb jak
w korze nadnerczy. Juz w 1945 roku Bloch (11) wykryt, ze podawanie
ciezarnym znakowanego cholesterolu powoduje zjawianie sie w ich mo-
czu znakowanego pregnandiolu. Pregnandiol powstaje przez redukcje
progesteronu w watrobie i jako glikuronid jest wydalany z moczem.
W miazgach z ciat zéttych inkubowanych ze znakowanym cholesterolem
wykrywano znakowany progesteron.
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IV. Bilans przemiany cholesterolowej w ustroju ludzkim

Cholesterol niezbedny dla ustroju powstaje w wyniku syntezy w tkan-
kach, a czeSciowo zostaje pobrany w pokarmach pochodzenia zwierzecego
(rysunek 1). Sterole roslin praktycznie nie wchtaniajg sie z jelit i nie sg
metabolizowane w tkankach ludzkich.

Cholesterol
pokarmu
/ ,0,5-.1g/dw

2066 J
Cholesterol 1-3g/die
Kwasu zétciowe

ig/dte

vil=

Cholesterol jelit
Otg/die

Sterole 0.3-0.5q/die
Kwasy zétciowe 1g/die

Mocz
Steroidy OhO 5g/die

Rysunek 1. Synteza, rozipad i wydalanie cholesterolu w ustroju ludzkim.

Trudno oceni¢ wielko$¢ syntezy cholesterolu w ciele ludzkim. Najin-
tensywniej odbywa sie ona w watrobie, gdzie w ciggu doby tworzy sie
1—3 g cholesterolu. Powstaje on réwniez w tkankach tacznych wytwa-
rzany przez fibroblasty, a wiec w skoérze i $cianach wiekszych naczyn
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krwionos$nych. Procesy syntezy w mniejszym stopniu przebiegajg w go-
nadach, korze nadnerczy, narzadach gruczotowych, a nawet w miegéniach.

Cztowiek $rednio na dobe otrzymuje 0,5—1 g cholesterolu w pokar-
mach. Oczywiscie przy diecie, zawierajgcej znaczne iloSci zottka jaj,
mozgu lub masta, ilos¢ ta moze wybitnie wzrastac.

Cholesterol gtéwnie wchiania sie w dolnej czesci jelit cienkich wraz
z tluszczami. Wchianianie jest bardzo zmienne i zalezne od wielu czyn-
nikbw: w pierwszym rzedzie od rodzaju pokarmu, waha sie wiec w gra-
nicach 5—60°/0 i wynosi maksymalnie 10—20 mg/kg na dobe. Najtatwiej
wchianiany jest cholesterol pokarmowy rozpuszczony w tluszczach bo-
gatych w nienasycone kwasy tluszczowe. Wchtanianie odbywa sie tylko
wobec soli kwasow zétciowych zétci emulgujgcych ttuszcze i cholesterol
na drobne zawiesiny, tatwo trawione i rozpuszczalne w roztworach soli
tych kwaséw. Kompleksy cholesterolu z kwasami zotciowymi rozpusz-
czajg sie w wodzie i tatwo wnikajg w btone Sluzowg jelit. Enzymy li-
polityczne sokow trzustkowego i jelitowego rozszczepiajg estry choleste-
rolowe pokarmow do cholesterolu i kwaséw ttuszczowych.

W chianianie cholesterolu przez Sciany jelit jest procesem biochemicz-
nym, w ktérym biorg udzial liczne enzymy. Wchtaniany cholesterol
jest estryfikowany w bionie Sluzowej przy wspotudziale jelitowej esterazy
cholesterolowej i wraz z powstajacymi ttuszczami i fosfatydami, pod pos-
taciag matych kuleczek — chilomikronéw $rednicy 0,5—3 mu przenika
do naczyn chtonnych jelit.

Z pragdem chionki jelitowej cholesterol jest transportowany do krwio-
obiegu przez piersiowy przewdd limfatyczny i wraz z chtonkg wlewa sie
do zyt. Ta drogg 70—90% cholesterolu pokarmowego dostaje sie do krwi,
reszta przenoszona jest pragdem krwi zyly wrotnej do watroby. Cze$é
cholesterolu odptywajagcego z jelit pochodzi z biosyntezy odbywajacej
sie w $cianach przewodu pokarmowego. 4

Wchtanianie cholesterolu z jelit i jego transport do krwi odbywajg
sie wolno; osigga on po doustnym podaniu maksymalny poziom we krwi
dopiero po 36—72 godzinach, nastepnie w ciggu dalszych 12—24 godzin
poziom iten obniza si¢ do stanu prawidtowego (cholesterynemia po-
karmowa).

Chilomikrony sg wychwytywane przez komorki zerne (Kupffera) wa-
troby, komorki fagocytarne ptuc i innych narzaddw ciata i sg w nich gro-
madzone i trawione. Komarki tuczne wydalaja wtedy do krwi heparyne,
wzmagajgcg wydzielanie lipaz i esteraz cholinowych do krwi tkanek
i aktywujace je, co prowadzi do trawienia chilomikronéw i wyjasnienia
metnego osocza krwi. Esterazy cholinowe krwi zdajg sie gtdwnie pocho-
dzi¢ z watroby i trzustki.
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Biosynteza cholesterolu w tkankach z produktéw utleniania weglo-
wodanéw, biatek i ttuszczow (kwasu octowego, kwasu pirogronowego)
przebiega szybko w ciggu paru godzin, ekstryfikacja — wolniej, bo do
dwoch dni. Rozpad cholesterolu w ustroju jest powolny w porédwnaniu
z szybkoscig rozpadu weglowodanéw i biatek; jego okres pdttrwania we
krwi wynosi 6—8 dni, w watrobie krotszy — 4—6 dni, w catym ustroju
{jest nieco dituzszy z powodu leniwego metabolizmu cholesterolowego
w niektorych narzadach ciata, na przyktad w osrodkowym uktadzie ner-
wowym. Cholesterol jest ciagle odnawiany, syntezowany i utleniany
w tkankach, wydalany z ustroju pod postacig utlenionych produktéw
przemiany materii.

U zwierzat dojrzatych cholesterol jest najintensywniej syntezowany
w komorkach siateczkowych watroby stanowigcych 33°/o wagi tego narzadu
(75). W narzadach, gdzie procesy syntezy cholesterolu odbywaja sie
leniwie, na przykiad w mozgu, znajduje sie gtéwnie cholesterol wolny;
w narzadach gruczotowych, gdzie cholesterol tworzy sie szybko, jest
duzo estrow cholesterolowych z nienasyconymi (esencjonalnymi) kwasa-
mi tluszczowymi: linolowym, linoleinowym, arachidonowym oraz olejo-
wym. W osoczu krwi wzajemny stosunek cholesterolu i jego estrow waha
sie w niezbyt szerokich granicach. Uszkodzenia watroby powodujg obni-
zenia pozioméw estréw cholesterolowych w osoczu krwi, gdzie w duzej
mierze powstajg w tym narzadzie.

W komodrkach watroby cholesterol wystepuje gtéwnie w kompleksach
z fosfatydami, ttuszczami i biatkami. Podobne kompleksy znajdujemy
w osoczu krwi: lipoproteidy -a, o mniejszych czasteczkach i wiekszej
gestosci, i lipoglobuliny-(3, o czasteczkach wiekszych, lzejsze, zawierajgce
wiecej cholesterolu. Lipoproteidy te prawdopodobnie ipowstajg w watrobie
i s z niej wydalane do krwi. Stuzg one do transportu cholesterolu do
réoznych narzadéw ciata. Istnieje pewien stan réwnowagi miedzy chole-
sterolem osocza i watroby. Zwyzka cholesterolu we krwi hamuje jego
synteze w watrobie. Watroba jest gtéwnym bezposrednim spichlerzem
cholesterolu ustrojowego. Nadmiar jego jest w niej odktadany i w miare
potrzeby jest mobilizowany i przenoszony pradem krwi do innych narzg-
dow ciata. Nadmierne gromadzenie sie cholesterolu w ustroju powoduje
hipercholesterynemie i wzrost (3-lipoglobulin w osoczu.

We krwi i watrobie cztowieka znajduje sie 12—15 g cholesterolu — jest
to cze$¢ najbardziej czynna biologicznie, ulegajgca najszybszym prze-
mianom.

Cholesterol utlenia sie w ustroju do kwaséw zéiciowych wydalanych
z z64cig do katu oraz do metabolitow hormondw sterydowych wydalanych
z moczem. Okoto 0,1 g cholesterolu i tylez skwalenu jest wydalane
w ciggu doby przez gruczoty tojowe skory cztowieka, jako tojek impregnu-
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jacy zrogowacialy naskorek. W tojkach zwierzecych znajdujg sie tez
lanosterol i agnosterol. Kat ludzki obok kwaséw zoétciowych zawiera tez
obojetne zwiazki steroidowe, gtéwnie koprosterol obok cholestanolu, dwu-
hydrocholesterolu i niewielkich ilosci produktéw ich utleniania.
Steroidy katowe pochodzg gtéwnie z nie wchionietego cholesterolu
pokarmowego i tworzg sie pod wptywem dziatania bakterii jelit grubych,
ktore bezposrednio redukujg cholesterol do koprostanolu (koprosterolu)
(103), cholestanolu lub najpierw utleniajg go do cholestenonu, a ten re-
dukujg do koprostanonu i koprosterolu (111) ‘(schemat 15). Procesy te
przebiegajg tez in vitro z czystymi hodowlami 'bakterii jelitowych.

Schemat 15. Przemiany cholesterolu w jelitach grubych ssakdéw.

Ogébtem w kale wydala sie na dobe 0,3—0,5 g obojetnych zwigzkéw
steroidowych.

Z6¥¢ zawiera tez pokazne ilosci cholesterolu wydalanego do niej przez
komdrki watrobowe. W ciggu doby watroba cztowieka wydala z zoicia
do jelit 1—3 g cholesterolu wchitaniajacego sie w wiekszej czesci z powro-
tem z jelit. Rowniez niewielkie ilosci cholesterolu 0,1 gna dobe sg wy-
dalane przez btone S$luzowa jelit z sokiem jelitowym i ztuszczonymi
nabtonkami.

Wydalane z zo6icig kwasy glikocholowy i taurocholowy ulegajg w je-
litach rozszczepieniu. Wiekszo$¢ uwolnionych kwasoéw zétciowych ponow-
nie wchtania sie z jelit i dostaje sie przez zyle wrotng z powrotem do
watroby. W ciggu doby w ustroju ludzkim miedzy watrobg a jelitami
wielokrotnie kragzy 3—5 g kwasow zotciowych drogami zotciowymi i zylg
wrotng. Cze$¢ kwasOw zOfciowych ulega zmianom chemicznym pod
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wptywem bakterii jelitowych i metabolity te w ilosci okoto 1 g na dobe
sq u normalnego cztowieka wydalane z katem.

Mocz ludzki zawiera produkty utleniania cholesterolu w tkankach pod
postacig rozpuszczalnych w wodzie soli sodowych glikuronidéw (u nie-
ktérych zwierzat ssagcych — soli sodowych siarczandw). Zwigzki te pow-
stajg gtownie w watrobie z hormonéw wytwarzanych przez gonady i kore
nadnerczy. Z hormonow jader i nadnerczy tworza sie glikuronidy 17-ke-
tosteroidow i ll-hydroksy-17-ketosteroiddw, z progesteronu i korteksonu
glikuronid prognandiolu, z hormonoéw estrogenicznych glikoronidy estronu
i estriolu, obok innych steroidow tej grupy wydalanych w niewielkich
ilosciach. W ciggu doby nerki ludzkie wydalajg 0,1—05 g produktéw
utleniania cholesterolu.

W ustroju normalnego cztowieka bilans cholesterolowy jest wyrow-
nany, ilosci cholesterolu syntetyzowane w tkankach i dostarczane w po-
karmach odpowiadajg ilosciom wydalanym z ustroju pod postaciag me-
tabolitow, wskutek tego poziom cholesterolu w osoczu krwi waha sie
w fizjologicznych granicach. Zaburzenia chorobowe powodujg zachwia-
nie tej rownowagi. Wydalanie i utlenianie cholesterolu moze przebiegaé
leniwie, podaz jego w pokarmach moze byé duza, co prowadzi do hiper-
cholesterynemii. Niedostateczna synteza cholesterolu w tkankach, niedo-
statek jego w pokarmach i nadmierne utlenianie w tkankach powoduje
hipocholesterynemie.
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MAGDALENA FIKUS*

Kolagen kregowcow

Collagen of Vertebrates

The structure, physico-chemical properties and biosynthesis of
collagen of vertebrates have been surveyed.

Kolagen kregowcow jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych
biatek i stanowi okoto 35°/0 ich og6lnej zawartosci w tych organizmach.
Jest on podstawowym sktadnikiem skoéry, Sciegien i tkanki tgcznej.

Badanie kolagenu ma zaréwno znaczenie teoretyczne dla poznania
struktury biatek witoknistych, jak i praktyczne — jest on bowiem su-
rowcem w przemysSle garbarskim oraz w produkcji klejow i Zelatyn.
Ostatnio kolagen zwrécit uwage lekarzy ze wzgledu na to, ze w nie-
ktdorych chorobach gosc¢cowych, noszacych nazwe kolagenoz, obserwuje
sie rozpadowe zmiany kolagenu tkanki #acznej. Zmiany strukturalne
kolagenu w tej tkance i w S$ciegnach, zalezne od wieku zwierzecia, sg
ponadto pewnym miernikiem procesu starzenia sie organizmu. Nic
wiec dziwnego, ze przedmiotem badan w wielu pracowniach na calym
Swiecie stata sie struktura i wiasciwosci fizykochemiczne kolagenu oraz
jego biosynteza.

Do dnia dzisiejszego utrzymuje sie w podrecznikach opis kolagenu
jako skleroproteidu nierozpuszczalnego w wodzie, roztworach soli, roz-
cienczonych kwasach i zasadach tub alkoholach, a przechodzacego przy
dtuzszym ogrzewaniu w wodzie o temperaturze 100° w forme tatwiej
rozpuszczalng — zelatyne. Jednakze szereg nowszych prac doprowadzito
do otrzymania nalezacych do grupy kolagenéw biatek, ktdre wykazuja
wiele istotnych réznic w poréwnaniu z kolagenem opisywanym w pod-
recznikach.

I. Rodzaje kolagenow

Juz w 1900 roku Zacchariades zauwazyt, ze S$ciegno ogona
szczura, umieszczane w roztworach réznych kwasow (azotowy, siarkowy,
solny, mréwkowy, octowy), w réznym stopniu pecznieje zaleznie od ro-

* Mgr, asystent Zakladu Biochemii Panstwowego Zaktadu Higieny, Warszawa.



dzaju i stezenia kwasu, temperatury doswiadczenia oraz od wieku zwie-
rzecia, z ktérego wyosobniono tkanke (107). W wiele lat péZniej
Nageotte potwierdzit obserwacje Zacchariadesa i wykazat, ze jedno-
cze$nie cze$¢ kolagenu przechodzi do roztworu, skad mozna go odzyskaé
stosujagc odpowiednie wysolenie (81). Wysolone, rozpuszczalne w kwasach
biatko $ciegna nazwat autor kolagenem A. W 1947 roku Oriechowicz
(89) opisat biatko — prokolagen przechodzacy do roztworu w czasie
kwasnej ekstrakcji tkanki tgcznej (bufor cytrynianowy).

W pracach uczonych wegierskich (4) wysunieto hipoteze, ze kompleks
prokolagenu z widknistym metakolagenem, pozostajagcym w tkance po
ekstrakcji cytrynianem, jest wiasciwym kolagenem organizméw zywych
i ze po rozpadzie tego kompleksu biatko przestaje spetnia¢ swa role bio-
logiczna.

Highberger, Gross i Schmitt (62) zbadali biatko otrzy-
mane z tkanki tgcznej w wyciggu o odczynie zasadowym. Stwierdzili,
ze po dializie wyciggu wobec buforu cytrynianowego o pH 3,8 i nastepnej
dializie wobec wody powstajg dwa typy witokien poprzecznie prazkowa-
nych: jedne o okresie 640 A, drugie tzw. widkna FLS, o okresie 2000—
3000 A. Po dializie wyciggu wytacznie wobec buforu cytrynianowego znaj-
duje sie w osadzie rdwniez trzeci typ widkien, tzw. SLS, o okresie 2000 A
(99, 54, 55). Autorzy przyjmuja, ze te trzy strukturalne formy kolagenu
powstaja ze wspdlnego prekursora, tzw. tropokolagenu, i stanowig rézne
postacie jego agregacji. Odkrycia te zostaly potwierdzone w innej pra-
cowni (15), w ktérej znaleziono dla witokien tropokolagenu S$rednice 14 A,
okres 2900 A i mase czasteczkowg okoto 300 000.

Biatko o pewnych cechach kolagenow otrzymat takze Jackson
stosujac ekstrakcje tkanek #gcznych buforem fosforanowym o pH 7 (66).

Ogo6lnie mozna by scharakteryzowa¢ biatka wypreparowane z tkanki
tacznej jako grupy kolagendw, ktdre rdéznig sie rozpuszczalnoscig w roz-
tworach kwasnych, zasadowych lub obojetnych. Do niedawna jeszcze
uwazano je za indywidualne biatka, ale ostatnio przypuszcza sie, ze
sg to postacie przejsciowe w procesie tworzenia sie ostatecznego produktu
biatkowego starej tkanki tgcznej, to jest kolagenu, posiadajgcego uprzed-
nio przytoczone cechy, wymieniane w podrecznikach biochemii. W m#o-
dym organizmie tworzg sie poczatkowo mato spolimeryzowane wiokna
kolagenu, fatwo ekstrahujgce sie z tkanki roztworami soli o odczynie
obojetnym Ilub zasadowym. W miare postepu polimeryzacji powstaja
peczki widkien, ekstrahujgce sie dopiero roztworami silnie dysperguja-
cych kwasnych buforéw (cytrynianowy, bursztynianowy). W starych
organizmach znajduje sie jedynie nierozpuszczalny, wysoko spolimery-
zowany kolagen (47).

Pewne réznice w fizykochemicznych i chemicznych cechach kolage-
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néw wystepujg takze w zaleznoSci od ich pochodzenia: np. kolageny
otrzymane ze skory owcy, kota i psa charakteryzujg sie mniejszg zawar-
toscig azotu biatkowego niz kolagen ze Skoéry cielecia. Rdznice te sa
zalezne od ¢ktadu aminokwasowego, mikro- i makroorientacji jednostek
strukturalnych (witokna i peczki witokien), stopnia uwodnienia i innych
czynnikéw.

Proby klasyfikacji i uporzagdkowania nomenklatury kolagenéw na-
potykajag dotychczas trudno$ci, a w piSmiennictwie znajdujg sie czesto
sprzeczne dane osubstancjach nazywanych tak samo, lecz otrzymywanych
réznymi metodami lub z réznych tkanek.

Uwzgledniajac sposéb otrzymywania mozna podzieli¢é kolageny na
dwie grupy:

1) kolageny rodzime (native), ktére otrzymuje sie z tkanki tgcznej przez

usuniecie cukrowcow, ttuszczowcéw i obcych biatek (13, 19, 36);

2) kolageny rozpuszczalne: a) w buforach o odczynie obojethym i w roz-
tworach soli b) w zasadach ¢) w kwasach i kwasnych buforach.

Il. Budowa i wtasnosci kolagenu rodzimego

1. Mnkrostruktura

Poznanie makrostruktury kolagenu rodzimego stato sie mozliwe dzieki
zastosowaniu mikroskopu elektronowego i analizy rentgenograficznej.
Mimo ze przy interpretacji wynikow badan réznych autorow powstawaty
ré6zne modele strukturalne, niemniej jednak pewne uogdlnienia mozna
uwazaé juz za bezsporne. W budowie kolagenu zaobserwowano miano-
wicie szereg wiokienek o szeroko$ci 200—2000 A i dtugosci kilkuset A,
z jpoprzecznym prazkowaniem o okresie 640 A. Na skutek dziatania sit
mechanicznych okres ten moze sie zmienia¢ od 500 do 800 A. Wigkszos¢é
autoréow przyjmuje poglad, ze widkna kolagenu (72) skiadajg sie z trzech
zwinietych spiralnie tancuchéw peptydowych.

W modelu proponowanym przez Ramachandrana (93, 94) dwie
z kazdych trzech grup aminowych jednego tancucha tworzg wigzania
wodorowe z tlenem dwdch grup karbonylowych sasiedniego tancucha
(57). Trzecia grupa iminowa i tlen trzeciej 'grupy karbonylowej, znajdu-
jace sie na powierzchni spiralnego cylindra, uczestniczg w tworzeniu
wigzan pomiedzy cylindrami. Z tlenem tej grupy karbonylowej wigze
sie prawdopodobnie woddr grupy hydroksylowej hydroksyproliny. Jezeli
wigzania pomiedzy cylindrami sg istotnie utworzone poprzez grupy
hydroksylowe tego aminokwasu, to nalezatoby oczekiwaé wspdtzaleznosci
miedzy hydrotermicznym skurczem widkna a zawartoScig hydroksyproli-
ny. DoSwiadczenia przeprowadzone w tym kierunku daly wynik pozy-
tywny (56, 59, 58).

6 Postepy Biochemii
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Rich (96) wysunat pewne zastrzezenia w stosunku do oméwionego
modelu. Zgadzajac sie z o0g0lng teorig spiralnej budowy proponuje on
model z jednostek o symetrii trygonalnej (zamiast heksagonalnej po-
przednio cytowanego autora) i jednym powtarzajgcym sie typie wigzan
wodorowych miedzy sasiednimi tarficuchami. Tworzenie sie wigzah wo-
dorowych jpoprzez hydroksylowe grupy hydroksyproliny nastepuje —
wedtug tego autora — wewnatrz potrdjnego tafncucha, a nie pomiedzy
poszczegbélnymi cylindrami.

Keech przyjmuje budowe widkienka kolagenu z drobniejszych jed-
nostek, tzw. taktoidow, ktére zachowuja charakterystyczng okresowos$c
(71). Jeszcze inny proponowany model czasteczki kolagenu — to cylinder
zbudowany z prazkowanych wiokien, ktdry otacza bezpostaciowg mase;
kostrukcja taka zwiekszataby sprezysto$¢ widkna jako catosci (74).

Ustalono nastepujace odlegtosci w obrebie jednostki strukturalnej
kolagenu;

1) 2,86 A — dtugos¢ -powtarzajacych sie jednostek CO; CHR i NH2
w tafAcuchu polipeptydowym;

2) 4,6 A — odlegtos¢ miedzy sasiednimi tancuchami peptydowymi;

3) 10—16 A — odlegto$¢ miedzy dwiema warstwami tancuchdédw i(w prze-
strzeni tej mieszczg sie boczne tafncuchy, a stopien ich uwodnienia
okresdla jej rozmiary);

4) 20—28,6 A — odlegtos¢ miedzy zwojami tancucha;

5) 640 A — istota tej odlegtosci podlega dyskusji i moze by¢ np. zwig-
zana z pofatdowaniem witokna (104).

2. Zdolno$¢ pecznienia i zelatynizacji

Charakterystyczng cechg kolagenu rodzimego jest jego pecznienie
w Srodowiskach: kwasnym, obojetnym i zasadowym. Zjawisko to moze
mie¢ charakter osmotyczny i wowczas jest spowodowane rozrywaniem
wigzan jonowych, co prowadzi do rozszerzania i skracania widkien.
W przypadku pecznienia liotropowego, rozrywajg sie wiagzania wodorowe
pod dziataniem jondw, na skutek czego widkna stajg sie szersze (osta-
bienie spdjni miedzy poszczegblnymi taricuchami).

Maksimum pecznienia kolagenu w $rodowisku kwasnym przypada
na pH 2,4 (rysunek 1). Wedlug Banga i Bato (3) najwieksza ilos¢
wigzan miedzy prokolagenem i metakolagenem ulega rozerwaniu przy
stezeniach kwasu octowego od 0,06°/0 do 0,025%. Dla okre$lonej warto-
§ci pH pecznienie maleje proporcjonalnie do wzrostu stezenia chlorku
sodowego dodawanego do uktadu w zakresie od 0,1 do 0,5 M. Obecnos¢
nawet niewielkich ilosci ATP hamuje pecznienie w Srodowisku kwasnym,
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przy czym ATP taczy sie z kolagenem (3). Pecznienie w stabych kwasach
posiada zarowno charakter liotropowy, jak i osmotyczny.

Bardziej ztozonym zjawiskiem jest pecznienie kolagenu w $rodowisku
zasadowym (20, 21, 22). Przy zwiekszaniu pff od 11,5 do 13,0 obserwuje
sie wzrost pecznienia postepujacy w miare alkalizowania $rodowiska
(rysunek 1). Wptyw chlorku sodowego jest mniejszy w tych warunkach
niz w przypadku $rodowiska kwasnego. Przy alkalizacji Srodowiska za-
chodzi prawdopodobnie rozrywanie wigzah makrostrukturalnych i obniza
sie znacznie spoisto$¢ kolagenu.

Rysunek 1. Pecznienie kolagenu w uktadach HCI/NaCl i NaOH/NaCl w 20° wg (20)
______ — bez dodania soli,
_________ 0,5 NaCl.

Przy ogrzewaniu kolagenu w srodowisku wodnym nastepuje w pewnej
temperaturze (zaleznej od pff roztworu i od pochodzenia kolagenu) tzw.
hydrotermiczny skurcz witokien, przy czym do roztworu przechodzg
sktadniki biatkowe zawierajgce wielocukrowce. Podobny skurcz mozna
wywota¢ réwniez czynnikami chemicznymi, np. dodaniem mocznika,
chlorku sodowego, jodku lub rodanku potasowego. Skurcz widkien utrud-
nia ich pecznienie (2, 4, 5).

Zelatyne, tj. bezpostaciowa forme kolagenu, otrzyma¢ mozna trzema
drogami:

a) ekstrahujac tkanke tgczng poddang przez diuzszy czas dziataniu
zasad (przechodzaca do roztworu zelatyna posiada punkt izoelektryczny
4, 7);

b) ekstrahujac tkanke tgczng kwasem (punkt izoelektryczny otrzy-
manej zelatyny 8—9);



c) ogrzewajac kolagen w wodzie (punkt izoelektryczny otrzymanej
zelatyny 5—6).

Przyjmuje sie, ze tzw. zelatynizacja kolagenu wywotana jest roz-
rywaniem wigzan wodorowych i niektérych wigzan bardziej trwatych jak
np. estrowych. Zelatynizacja przebiega prawdopodobnie w dwdch sta-
diach: poczatkowo pekajg tzw. wigzania sieciowe miedzy tancuchami pep-
tydowymi, dopiero pOzZniej nastepuje cze$ciowy rozpad tancuchéw (1).
Sktad aminokwasowy zelatyny i kolagenu, jak réwniez kolejno$¢ utoze-
nia aminokwasow sg bardzo zblizone.

3. Budowa chemiczna

W tablicy 1 podany jest przyktadowo skiad aminokwasowy kolagenu
rodzimego skéry wolu. W zestawieniu zwraca uwage duza zawartos¢
glicyny, proliny i hydroksyproliny, mata za§ — tyrozyny i tryptofanu
(ktéry mozna wykry¢ tylko w ultrafiolecie), co odrdznia kolagen od biatek
surowicy (83), oraz brak cystyny — w odréznieniu od innych sklero-
proteidow (17).

Tablica 1
Sktad aminokwasowy kolagenu rodzimego ze skdéry wotu (wg 25)
Nazwa aminokwasu Zawartoéé_wyrazona Zawarto$¢ wyrazona
w % N biatkowego w g/100 g kolagenu
Alanina 8.72 10,32
Allohydroksylizyna 0,14 0,15
Arginina 14,22 8,22
Cystyna brak brak
Fenyloalanina 1,07 2,35
Glicyna 26,66 26,57
Histydyna 1,02 0,70
Hydroksylizyna 0,93 1,00
Hydroksyprolina 7,37 12,83
lzoleucyna 1,08 , 1,88
iwas asparaginowy 3,93 6,95
Kwas glutaminowy 5,69 11,16
Leucyna 2,14 3,73
Lizyna 4,08 3,96
Metionina 0,49 0,97
Prolina 9,43 14;42
Seryna 3,06 4,27
Treonina s 2,26
Tryptofan Slady $lady
Tyrozyna 0,41 0,99
Walina 1,58 2,46

Kolejno$¢ utozenia aminokwasdéw w czagsteczce kolagenu jest jeszcze
bardzo mato poznana. tagodna hydroliza kwasowa lub enzymatyczna
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(31, 29, 30) data dos¢ znaczne ilosci nastepujacych peptydéw: pro-hypro-
-gli; gli-pro-hypro, co wskazuje na obecno$¢ pewnych powtarzajgcych
sie ugrupowan. Ostatnio odkryto obecno$¢ wigzania peptydowego, w kto-
rym uczestniczy grupa 6NH2 lizyny (79).

Na powierzchni czasteczki znajduje sie mato wolnych grup aminowych,
karboksylowych, guanidynowych i hydroksylowych, jednakze ujawniajg
sie one stosunkowo tatwo pod dziataniem stabych czynnikdw chemicznych
(23, 24). Grupy czynne kolagenu badane byly za pomocag acetylowania
(45, 16), metylowania (14) i dezaminowania (18).

Grassman i Schleich wykazali w kolagenie rodzimym obec-
nos¢ okoto 1% weglowodanow jak: glikoza, galaktoza, mannoza, fukoza,
glikozamina (44, 6). Wykryto rowniez S$luzowielocukrowce jak: kwas
hyaluronowy, chondroityna, kwas chondroitynosiarkowy A, B i C oraz
siarczan heparyny (80).

Potgczenia weglowodanéw z kolagenem mogag zawieraé¢ wigzania albo
typu O-glikozydowego (z grupami hydroksylowymi biatka) albo estro-
wego (z grupami karboksylowymi biatka). Prawdopodobnie przewaza
typ O-glikozydowy, natomiast mozliwos¢ istnienia wiezi N-glikozydowych
zostata wykluczona (43). O typie wiezi miedzy $Sluzowielocukrowcem i ko-
lagenem wiadomo niewiele; przypuszcza sie, ze biorg w niej udziat gru-
py SO3 S$luzowielocukrowca i grupy N-koncowe czgsteczki glicyny kola-
genu. W kompleksie zelatyna—S$luzowielocukrowiec zwigzane sg réwniez
karboksylowe grupy $luzowielocukrowcow (36).

Do niedawna przyjmowano, ze od obecnosci $luzowielocukrowcow za-
lezy tworzenie sie prazkowanej struktury widkien kolagenu (53, 63).
Kwas chondroitynosiarkowy magtby stuzy¢ jako swojego rodzaju ,matry-
ca”, dzieki okresowo powtarzajgcym sie grupom SO3 w jego tancuchu.
Istotnie w procesie embrionalnego rozwoju tkanki tacznej obserwuje
sie proporcjonalnos¢ miedzy zawartosciag wolnego kwasu chondroityno-
siarkowego B a iloscig utworzonych wigzek kolagenu (77). Odwrotng
zalezno$¢ obserwuje sie w kolagenozie — wzrost ilosci $luzowielocukrow-
cow przy utracie zdolnosci wytwarzania sie wigzek kolagenowych (8, 9).
Ostatnie badania nie wskazujg na to, aby $luzowielocukrowce odgrywaty
role czynnika decydujacego w tworzeniu sie struktury kolagenu. Przy-
puszcza sie, ze zwiazki te wplywajg tylko na stabilizacje utworzonych
wiokien (58, 90, 18). Wedtug niektérych autorow stosunkowa tatwosc
usuwania z preparatu kolagenu $luzowielocukrowcéw wskazywataby ra-
czej na brak wigzan atomowych, a istnienie tylko wigzan jonowych mie-
dzy biatkiem i $luzowielocukrowcem. Heksozy zwigzane sg z kolagenem
trwale, nie stwierdzono jednak ich wptywu na tworzenie sie struktury
kolagenu (73).
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I11. Budowa i witasnosci kolagenéw rozpuszczalnych
1. Kolageny rozpuszczalne w Srodowisku obojetnym

Kolagen rozpuszczalny w $rodowisku obojetnym (bufory lub roztwory
soli o pH 7) otrzymuje sie przez ekstrakcje tkanki tgcznej buforem fosfo-
ranowym i nastepne wysolenie chlorkiem sodowym (67).

Masa czasteczkowa tej grupy kolagendéw jest rzedu 1¢10B; nie sg to
jednak zwigzki jednorodne, lecz agregaty o roznej diugosci (67). Fess-
ier, przeprowadzajac ekstrakcje w rdéznej temperaturze, otrzymat trzy
frakcje kolagenow rozpuszczalnych w buforze fosforanowym, ktére réznig
sie sktadem i wiasnoSciami (37).

Kolagen rozpuszczalny w obojetnych roztworach daje po wytragceniu
widkna bezpostaciowe, a po dializie wobec buforu cytrynianowego — dwa
typy wiokien: prazkowane (0 okresie 2200—5000 A) i bezpostaciowe.
W poréwnaniu z prokolagenem kolageny tej grupy zawierajg mniej pro-
liny i hydroksyproliny, a wiecej tyrozyny (69).

2. Kolageny rozpuszczalne w $rodowisku zasadowym

Kolagen rozpuszczalny w Srodowisku zasadowym (okoto 4°/o ogdinej
iloSci kolagendw skory) otrzymuje sie przez ekstrakcje tkanki tacznej
nasyconym roztworem dwuzasadowego fosforanu sodowego o pH 9 (61, 62).
Masa czasteczkowa takiego kolagenu wykazuje wartosci zblizone do otrzy-
mywanych dla kolagendw rozpuszczalnych w $rodowisku obojetnym.

Po dializie kolagen otrzymany przez ekstrakcje zasadowg nie rozpusz-
cza sie juz w buforach o pH 9, natomiast rozpuszcza sie w buforach
o pH 7—8 dajac roztwory trwate w temperaturze 0°. W temperaturze
pokojowej z roztworow tych nastepuje powolne wytracanie biatka roz-
puszczalnego w pH ponizej 4,4, czyli przejscie w forme kolagenu rozpusz-
czalng w kwasach (62).

3. Kolageny rozpuszczalne w $rodowisku kwasnym

Kolageny rozpuszczalne w $rodowisku kwasnym sa najlepiej pozna-
nymi i najdoktadniej opisanymi w piSmiennictwie frakcjami kolagendw
rozpuszczalnych. Przez ekstrakcje tkanki tgcznej kwasem octowym o pH
45 otrzymuje sie kolagen A (82, 34, 26), a buforem cytrynianowym o pH
4,0 — prokolagen (89).

Kolagen A w roztworze tworzy agregaty o masie czasteczkowej od
3,6%10° — 10-106 (95). Agregaty te fatwo dysocjuja pod dziataniem
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mocnych kwasoéw. Przy alkalizacji roztworu kolagen A przechodzi w zel

(81).
Masa czasteczkowa prokolagenu wynosi 7*105 (w buforze cytrynia-
nowym), a dtugos$¢ czasteczki — okoto 70 000 A. W temperaturze 37°

w pH 4, w obecnosSci mocznika, chlorku wapniowego lub jodku potaso-
wego nastepuje rozpad agregatow i dziesieciokrotne obnizenie masy
czasteczkowej (78, 84).

Wedtug danych Kulon en a (76) prokolagen rozpuszcza sie w roz-
cienczonych kwasach i kwasnych buforach o pH ponizej 4,4 dajac roztwor
o stezeniu 0,9%, natomiast w pH 5—7 mozna uzyska¢ roztwory zawiera-
jace tylko 0,15—0,4'% biatka. Rozpuszczalno$¢ kolagenu w buforze cytry-
nianowym tlumaczy Oriechowicz dyspergujagcym dziataniem tego
anionu na prokolagen.

W wyniku denaturacji prokolagenu mocznikiem otrzymano dwa sktad-
niki nazwane prokolagenem a i P; w biatku rodzimym skfadniki te sg
prawdopodobnie stabo zwigzane. Taki sam rozpad obserwuje sie przy
wytracaniu prokolagenu z roztworu pod dziataniem rodanku potasowego
w buforze fosforanowym. Prokolagen @ jest ubozszy w hydroksyproline
od prokolagenu a (86, 87, 88).

Wysoka lepkos$¢ roztworéw kolagenu obniza sie szybko przy wzroscie
temperatury — nastepuje zelatynizaoja. Minimalna temperatura, od kto-
rej rozpoczyna sie obnizenie lepkosci, zalezy od pH $rodowiska i obecnosci
pewnych substancji, np. mocznika. Przy pH 2 wynosi ona 32°, przy pH
3,8 — 38°, przy pH 50 — 41°, a przy pH 7,0 — 65°. W 0,1 M buforze
cytrynianowym o pH 4,0 i 3,0 M stezeniu mocznika obnizenie lepkosci
rozpoczyna sie w temperaturze 30°, a przy 6,0 M stezeniu mocznika — juz
w temperaturze 23°. Przyjmuje sie, ze zwigzana z obnizeniem lepkosci
denaturacja cieplna przebiega w dwu stadiach. Pierwszym z nich jest
rozpad polimeréw, nastepnym — glebsze zmiany w czasteczce biatka
(78, 102).

Kolageny rozpuszczalne w kwasach, badane za pomoca promieni Rent-
gena lub w mikroskopie elektronowym, dajg obraz mato rdznigcy sie od
kolagenu rodzimego. Prokolagen wykazuje obecno$é¢ dwu typéw widkien.
Jedne z nich wykazujg prazkowanie o okresie 640 A (analogicznie do
kolagenu rodzimego), drugie — zaleznie od techniki ekstrakcji — praz-
kowanie o okresie od 2000 A do 2600 A.

Proces tworzenia sie wiokien kolagenu przy wytrgcaniu z roztworu
solami przebiega stopniowo. Poczatkowo pojawiajg sie cienkie widkienka
0 okresie 210 A, ktore taczg sie nastepnie tworzgc widkna coraz grubsze.
llo$¢ tworzacych sie widkien wzrasta proporcjonalnie do stezenia soli
(104).

Z uwagi na mozliwo$é przebiegu procesu tego typu in vivo specjalne
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zainteresowanie budzi wytrgcanie kolagenu z roztworéw przez zwigzki
naturalne, jak S$luzowielocukrowce i glikoproteidy obecne w normalnej
tkance tacznej. | tak sole kwasu hyaluronowego w zakresie pff od
2,3—9,6 wytragcajg kolagen w postaci zagregowanych, diugich, cienkich
wibkien. Podobnie dziata kwas chondroitynosiarkowy (pff od 2—8)
i heparyna (pff od 1,5—8) (10, 27, 36, 64).

Nastepujgce dane przemawiajg za tym, ze miedzy kolagenem a cukrowcem
powstajg wowczas wigzania chemiczne (32):

1) zakres pff, w ktérym tworzy sie osad, zalezy od rodzaju $luzo-
wielocukrowca;

2) dla kazdego z tych cukrowcow istnieje optymalna dawka strgca-
jaca;

3) w roztworze zmniejsza sie jednoczes$nie ilos¢ biatka i dodanego
cukrowca, a odnajduje sie w powstajacym osadzie;

4) rodzaj osadu zalezy od dodanego $luzowielocukrowca;

5) oba skfadniki osadu nie rozdzielajg sie przy dziataniu tagodnych
czynnikow (przemycie woda, ogrzewanie do temperatury 48°).

Kolageny wytragcaja sie réwniez z roztworu po dodaniu substancji
nietypowych dla tkanki tacznej, takich jak nukleotydy (11), fibrynogen,
owoalbumina (7), endotoksyny (12).

Skitad aminokwasowy kolagenéw rozpuszczalnych w kwasach jest bar-
dzo podobny do sktadu kolagenu rodzimego. Oriechowicz stwier-
dza w prokolagenie brak tyrozyny, tryptofanu, cystyny i cysteiny;
w porédwnaniu z kolagenem rodzimym wystepujg tu jednak rdznice
w zawarto$ci fenyloalaniny, histydyny, proliny, hydroksyproliny i kwasu
glutaminowego, ponadto za$ obserwuje sie obecno$¢ cytruliny. Dane te
potwierdzajg i inni autorzy (60).

IV. Biosynteza kolagenu

Dotychczasowy stan wiedzy o biosyntezie kolagenu — to w duzej
mierze hipotezy, nie zawsze poparte danymi eksperymentalnymi. Przyj-
muje sie, ze kolagen tworzy sie zar6wno wewnatrz fibroblastéw, jak
i w przestrzeni miedzykomdrkowej (68, 70) w sasiedztwie btony komér-
kowej. Na schemacie 1 przedstawiono przypuszczalny przebieg biosyntezy
kolagenu.

Wydaje sie, ze istnieje mozliwo$¢ proceséw odwracalnych, tj. prowa-
dzacych od raz utworzonego, nierozpuszczalnego kolagenu do form
rozpuszczalnych (106).

Do ibadania biosyntezy kolagenu stosowano podawanie szczurom gli-
cyny znaczonej izotopem 14C w grupie metylenowej (61, 83). Wykazano,
ze w miodych organizmach kolagen podlega do$¢ aktywnej odnowie,
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szczeg6lnie w kos$ciach i watrobie, mniej — w skérze i Sciegnach. U sta-
rych szczuréw najwyzszg aktywno$¢ odnowy znaleziono w kosciach,
a najstabszg — w S$ciegnach.

Fibroblast —mZewngtrzkomorkowy
tropokolagen

Zewnatrzkomadrkowy ko-
lagen rozpuszczalny w od-
czynie obojetnym lub za-
sadowym

Koncowy produkt Wiékna embrionalne
w rogdéwce
$luzobiatko (?)
Kompleks z ttuszczowcami Kolagen rozpuszczalny
i weglowodanami, memb- w kwasnym odczynie
rana podstawowa t

+ Kolagen rozpuszczalny
w obojetnym odczynie
+ S$luzobiatko (?)

T

Wibékna kolagenu
nierozpuszczalnego

(wzrastanie sity wigzan
sieciowych)

|
Nierozpuszczalne
widkna kolagenu
starej tkanki iag-
cznej

Schemat 1. Mozliwe drogi syntezy i przeksztatcenia kolagenu in vivo (wg 68).

Istnienie wielu frakcji kolagenow, réznigcych sie miedzy sobg roz-
puszczalno$cig w srodowiskach o réznym pH, nasuneto mys$l o mozliwosci
wystepowania w tkance tacznej zdyspergowanych czasteczek prekursoréw.
Przypuszcza sie (47), ze nastepuje ,dopasowywanie sie” swaoistych,
przestrzennie identycznych czastek, umozliwione ruchami Browna wew-
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natrz stabo zagregowanej struktury. Reakcja polimeryzacji przeprowa-
dzana in vitro jest odwracalna po krotkim czasie nagrzewania (49).

@] ilosci ekstrahujgcego sie z tkanki kolagenu zimnymi obojetnymi
roztworami soli decyduje wiek i stan odzywienia zwierzecia, ilo$¢ ta
zwieksza sie w fazie wzrostu i przybierania na wadze. W okresie gtodu
zwierzecia zmniejsza sie iloS¢ kolagenu tego typu. Zmniejszenie to mozna
interpretowac¢ albo jako zanik syntezy przy réwnoczesnej polimeryzacji
obecnego rozpuszczalnego kolagenu na nierozpuszczalne witokna, albo
jako wynik jego metabolicznego rozpadu. Obserwacje nad polimeryzacja
w 37° in vitro popierajg pierwszg sugestie. Jeszcze w kilka dni po okresie
gtodu nie udaje sie wyodrebnié¢ rozpuszczalnego kolagenu; nastepuje to
dopiero po utworzeniu rezerwy biatkowej, ktora, jak przypuszcza sie,
konieczna jest dla syntezy kolagenu.

Dawno juz obserwowane zanikanie syntezy kolagenu u zwierzat poz-
bawionych witaminy C poddano ponownie badaniom (41, 86, 76). Okazato
sie, ze katalizujgcy wplyw na synteze kolagenu wywiera jedynie kwas
askorbinowy oraz kwas dehydroaskorbinowy, natomiast bez wptywu po-
zostaje dodanie do diety takich analogéw, jjak kwas glikoaskorlbinowy,
izoaskorbinowy i dwuhydroksymaleinowy. W nienaruszonej tkance #gcz-
nej skéry zwierzat pozostajgcych na diecie bez witaminy C zanika catko-
wicie kolagen rozpuszczalny w obojetnych roztworach soli (50). Witamina
C, podana zwierzeciu lokalnie, wywotuje lokalne wytwarzanie kolagenu,
czego nie obserwuje sie w hodowlach tkanek (40). Przypuszcza sie, iz
rola witaminy C w syntezie kolagenu zwigzana jest z hydroksylacjg lizy-
ny i proliny (97).

Podajac zwierzeciu znaczong proline, znajduje sie w kolagenie znaczne
ilosSci promieniotwdrczej hydroksyproliny, natomiast podana znaczona
hydroksyprolina wigcza sie tylko w kilku procentach do kolagenu (46).
Wskazuje to, ze hydroksylacja zachodzi na etapie tworzenia sie pepty-
dow lub biatka.

Badania nad hydroksylizyng kolagenu — jedynego dotychczas zna-
nego biatka zawierajgcego ten aminokwas — wykazaty istnienie podob-
nej zaleznosci. Hydroksylacja lizyny zachodzi na okreslonym etapie
syntezy biatka, bowiem brak wiaczenia do kolagenu podanej wolnej hy-
droksylizyny (93, 101, 100).

W przegladzie ograniczono sie do oméwienia kolagenu ssakéw. Warto
wspomnie¢ jeszcze o kolagenie otrzymanym z pecherza ptawnego ryb,
tak zwanym ichtiokolu”, ktéry mozna zaliczy¢ do grupy kolagenéw
rozpuszczalnych w $rodowisku kwasnym (98, 38, 39, 35). Ostatnio rozpo-
czeto réwniez badania nad kolagenopodobnymi biatkami zwierzat bez-
kregowych; wykazujg one wiele cech fizykochemicznych zbieznych z ce-
chami kolagenow ssakow (52, 91).
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Sktadniki cukrowe antybiotykéw makrolidowych

Shugars of Macrolide Antibiotics

The occurence and structure of deoxy-dimethylaminohexoses and
deoxyhexoses of the macrolide antibiotics are reviewed.

W ostatnich latach w wielu osrodkach podjeto badania nad antybio-
tykami wytwarzanymi przez promieniowce. Ws$réd nowo poznanych
zwiazkéw zwrdcono uwage na grupe heterozydéw wyrdzniajacych sie
wiasnos$ciami chemicznymi i biologicznymi. Zwigzki te wykazujg szereg
analogii w budowie: ich aglikony tworzg pierScienie laktonowe o znacznej
liczbie cztondw. W zwigzkach, ktérych struktura zostata juz ustalona,
liczba atoméw tworzacych pierScien wynosi od 12 do 17. Z tych przyczyn
Wood ward (44) w 1957 r. zgrupowat te antybiotyki w oddzielng klase,
nadajgc im nazwe makrolidy.

Cukry, sktadniki makrolidéw, sag metylopentozami (6-dezoksyheksoza-
mi). Przynajmniej jeden z nich jest dwumetyloaminocukrem i nadajs
charakter zasadowy czgsteczce antybiotyku.

Dotychczas poznano kilkanascie makrolidow. W tablicy 1 podano naz-
wy antybiotykow tej grupy, szczep promieniowca, z ktdrego zostaly one
po raz pierwszy wyodrebnione, oraz ich sklad elementarny.

Zwigzki nalezace do grupy makroliddw majg bardzo podobne widma
przeciwbakteryjne. Sa one czynne przeciwko wiekszosci mikroorganiz-
mow gramododatnich. Niektore z nich sg czynne réwniez w stosunku do
bakterii gramoujemnych z rodzajéw Neisseria, Hemophilus i Brucella.
Roznice w czynnos$ci przeciwbakteryjnej makrolidéw majg charakter ra-
czej iloSciowy niz jakosciowy (21). Stwierdzono, ze dziataja one na ko-
morke bakteryjng w okresie podziatu i ze dziatanie ich ma charakter
bakteriostatyczny lub bakteriobdjczy w zaleznosci od wrazliwosci mi-
kroorganizmu i stezenia antybiotyku (18).

* Dr, st. asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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Tablica 1
Antybiotyki grupy makrolidow
Nazwa antybiotyku Gatunek Streptomyces Wz6r sumaryczny Literatura
Pikromycyna S. felleus Lindenbein C2H430MN 3
Metymycyna S. M 2140 C20H430MN 12
Neometymycyna S. M 2140 C:EH40-N 11
Narbomycyna S, narbonensis C2BH4707N 9
Erytromycyna S. erythreus C3HY0 1N 6,27
Erytromycyna B S. erythreus C37H,70kN 30
Gryzeomycyna szczep zblizony do
S, griseolus nieznany 41
Oleandomycyna S. antibioticus C35H310J2N 37
Magnamycyna S. halstedii CLHe ItiN 29,39
Magnamycyna B S. halstedii C42H67015N 22
Foromacydyna A CisiL.sOisNa 8.31
B szczep Streptomyces C47H30016N?2 8.31
C dotychczas nie opisany AHPO0uUN2 8.31
D nieznany 8.31
Leukomycyna szczep zblizony do C D-BHa&A 560n_ 1N 20,34
S. antibioticus
Leukomycyna B szczep zblizony do CA1H66016N 35
S. antibioticus
Angolamycyna S. eurythermus nieznany

Podobnie jak w przypadku innych antybiotykéw, hamowanie rozwoju
mikroorganizméw przez makrolidy powoduje powstawanie szczepow od-
pornych. Je$li pewien szczep bakteryjny zostat uodporniony na dziatanie
okreslonego antybiotyku i jest rownoczes$nie niewrazliwy w stosunku do
innego — mamy wowczas do czynienia z odpornoscig krzyzowa miedzy
tymi dwoma antybiotykami. Odporno$¢ krzyzowa jest zazwyczaj zwig-
zana z podobiefistwem mechanizmu dziatania przeciwbakteryjnego anty-
biotykdéw, ktore z kolei jest czesto wyrazem analogii w ich budowie che-
micznej.

Zaden z makrolidow nie wykazuje odpornosci krzyzowej z powszech-
nie stosowanymi antybiotykami jak penicylina, streptomycyna, chloram-
fenikol, terramycyna i aureomycyna (27, 37, 39). Natomiast zijawisko
odpornosci krzyzowej wewnatrz grupy makrolidow byto wielokrotnie
obserwowane (38, 41). Fakt ten przemawia rowniez za wyodrebnieniem
makrolidéw w oddzielng grupe antybiotykdéw.

Przyczyng duzego zainteresowania makrolidami jest ich nieznaczna
toksyczno$¢ oraz fakt, ze czesto okazujg sie one czynne w stosunku do
mikroorganizméw odpornych na inne antybiotyki. Dwa makrolidy, ery-
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tromycyna i magnamycyna (zwana réwniez karbomycyng), znalazty juz
zastosowanie w lecznictwie i sg produkowane na skale przemystowg*.

Klasyfikacje makrolidbw mozna przeprowadzi¢ bioragc pod uwage
strukture pierscienia aglikonowego lub czynno$¢ biologiczng. Mozna
rowniez przeprowadzi¢ ten podziatl na podstawie ilosci reszt cukrowych
wchodzacych w czasteczke makrolidu i na podstawie sposobu powigzania
Sktadnikéw cukrowych z aglikonem.

Sposrod dotychczas poznanych makrolidow cztery zawierajg tylko
jedng reszte cukrowa. Sag to: pikromycyna, metymycyna, neometymycyna
i narbomycyna. Nalezy zauwazy¢, ze wszystkie te cztery antybiotyki za-
wierajg ten sam cukier: desozamine (IV). *

Obecnos¢ dwoch reszt cukrowych stwierdzono w czasteczkach ery-
tromycyny, oleandomycyny i magnamycyny. Erytromycyna zawiera
cukry desozamine (IV) i kladinoze (XV) oleandomycyna — desozamine
(IV) i L-oleandroze (XIX), natomiast magnamycyna jest glikozydem my-
kaminozy (X) i mykarozy (XIIl). Ostatni cukier wykryto réwniez w pro-
duktach hydrolizy foromacydyn A, B, C i D. Budowa tych czterech
makrolidow jest dotychczas mato zbadana; udato sie jedynie stwierdzic,
ze zawierajg one wiecej niz jeden skiadnik cukrowy (8). Stwierdzono
réwniez obecno$¢ przynajmniej dwdch cukréow w produktach hydrolizy
angolamycyny (7). Najmniej zaawansowane badania nad gryzeomycyna
i leukomycyng nie dostarczyty jeszcze zadnych danych o skfadnikach
cukrowych tych makrolidéw (34, 35, 41).

Dwie reszty cukrowe wchodzace w sktad czasteczki makrolidu moga
by¢ powigzane z pierScieniowym aglikonem bgdZ kazda oddzielnie, badz
tez tworzac wigzanie glikozydowe miedzy sobg. Erytromycyna i oleando-
mycyna sg przykiadem pierwszego typu potgczenia, natomiast magna-
mycyna jest biozydem.

Przyktadem makrolidu zawierajacego jedng czasteczke cukru jest
pikromycyna (l), przyktadem antybiotykéw, w ktérych dwie reszty cu-
krowe sa powigzane w odmienny sposéb z pierScieniem laktonowym —
erytromycyna i magnamycyna (I, IlI).

Hydroliza makrolidow powodujgca uwolnienie sktadnikéw cukrowych
wymaga starannie kontrolowanych warunkéw. Catkowita hydroliza pi-
kromycyny (4), erytromycyny (14, 19, 36) oraz magnamycyny (44) nie
jest mozliwa bez giebokich zmian struktury lub nawet catkowitego roz-
ktadu aglikonu. Trudnosci hydrolizy formacydyn (8), Leukomycyny (34)
i angolamycyny (7) nie pozwolity na wyodrebnienie skiadnikéw cukro-
wych tych makrolidéw i ustalenie ich budowy.

* W literaturze polskiej obszerniejszy opis wtasnosci biologicznych makrolidéw
oraz budowy ich aglikondw podano w monografii Korzybskiego i Kury-
towic za (25) oraz w artykule Lewaka w Wiadomosciach Chemicznych (26).

7 Postepy Biochemii
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W produktach kwasnej hydrolizy makrolidow znaleziono pie¢ zwigz-
kéw o charakterze cukrowym, ktérych strukture zdotano ustalic. Dwa
z nich sg 3,6-dwudezoksy-3-dwumetyloaminoaldoheksozami, trzy pozosta-
te _ 2,6-dwudezoksyaldoheksozami. W wiekszosci przypadkéw nie ustalo-
no konfiguracji na asymetrycznych atomach wegla tych cukréw z po-
wodu trudnosci otrzymania ich w wiekszej ilosci.
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Pierwszym zbadanym makrolidem byta pikromycyna wyodrebniona
w 1951 roku przez Brockman na i wspotpracownikéw (3). Hydroli-
zujac ten antybiotyk otrzymali oni aminocukier (4), ktéry nazwali pikro-
cyng i przeprowadzili dowdd jego budowy w sposdb nastepujacy (5).

Pikrocyna, posiadajac charakter zasady, tworzy tatwo chlorowodorek
0 wzorze sumarycznym CsHijOsN'HCI. Pod wptywem 4 N wodorotlenku
sodowego pikrocyna traci catkowicie azot pod postacia dwumetyloaminy
juz w temperaturze pokojowej. To spostrzezenie pozwala stwierdzic,
ze w czasteczce tego cukru dwa atomy wegla tworzg wraz z atomem azotu
grupe dwumetyloaminowa. Z drugiej strony analiza funkcyjna wykazata
obecno$¢ w czasteczce pikrocyny jednej grupy C-metylowej i dwoch
czynnych atoméw wodoru. Powstawanie pochodnej dwuacetylowej w wy-
niku reakcji z bezwodnikiem octowym pozwolito na stwierdzenie, ze oba
czynne atomy wodoru pikrocyny wchodzg w skiad grup hydroksylowych.
Bioragc pod uwage, ze pikrocyna daje wszystkie reakcje charakterystycz-
ne dla aldoz, oczywiste byto, ze jest ona dwumetyloamino-trojdezoksy-
cukrem o jednej wolnej grupie alkoholowej. Dla ostatecznego ustalenia
budowy pikrocyny pozostawato wiec okreSlenie pozycji podstawnikéw
tancucha weglowego.

Chlorowodorek pikrocyny (IV) tatwo reaguje z jednym réwnowazni-
kiem nadjodanu, tworzac pentoze (VII). Kwas karboksylowy (V), otrzy-
many przez utlenianie pikrocyny tlenkiem rteciowym nie daje tej reakcji.
Te dwa doswiadczenia pozwolity umiejscowi¢ grupe alkoholowag w pozy-
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H(f .............. CHOH (IZHOH CHOH
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Schemat 1 Pikrocyna (desozamina) i produkty jej przemiany.
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eji a wzgledem hydroksylu ozydowego. Kwas (V) fatwro tworzy lakton
(V1), ktorego wiasnoSci wskazujg na budowe 6 laktonu. Zaréwno ta
obserwacja, jak i fakt, ze pentoza (VII) wystepuje w postaci furanozowej
(co wykazano na podstawie widma IR), wskazuja, ze pikrocyna ma bu-
dowe piranozowa, a zatem trzeci atom tlenu wystepujacy w jej czasteczce
zwigzany jest z atomem wegla 5.

Powstawanie jodoformu podczas traktowania pikrocyny lub produk-
tow jej utleniania (V) i (VII) za pomoca jodu w $rodowisku alkalicznym
wskazuje na to, ze grupa metylowa jest zwigzana z atomem wegla posia-
dajacym podstawnik tlenowy. Pozycja grupy metylowej na krancu tan-
cucha weglowego zostata ostatecznie ustalona przez wyodrebnienie al-
dehydu krotonowego (IX) z produktéw utleniania pikrocyny za pomoca
nadmiaru nadjodanu. Prawdopodobnie w tej reakcji powstaje pierwot-
nie aldehyd (3-hydroksymastowy (VIII), ktéry nastepnie przeksztatca
sie w aldehyd krotonowy (IX).

Znane jest zjawisko wydzielania amoniaku przez potaczenia (3-amino-
karbonylowe pod wptywem alkaliow. Biorgc ten fakt pod uwage Brok-
k mann zaproponowat potozenie grupy dwumetyloaminowej przy atomie
wegla 3 czasteczki pikrocyny. Powstawanie aldehydu krotonowego pod-
czas utleniania tego cukru catkowicie potwierdzito to przypuszczenie.

Omoéwione wyniki badan pozwolity na ustalenie dla pikrocyny budowy
3-dwumetyloamino-3,4,6-tr6jdezoksyheksopiranozy i(lV).

Kwasna hydroliza innego makrolidu, erytromycyny, data roéwniez
dwumetyloaminooukier (19). Flynn, Siga 11, Wiley i Gerzon
(14) prowadzili w Ameryce badania nd strukturg tego cukru, nazwanego
desozaming, w tym samym czasie co Brockmann i wspo6tpracownicy
ustalali w Niemczech budowe pikrocyny. Badania, prowadzone niezalez-
nie jedne od drugich, przebiegaty w spos6b bardzo podobny i doprowa-
dzity do tych samych wynikéw. Desozamina utleniona przez nadjodan
dawata 2-dwumetyloamino-pentoze (VII), a na skutek dalej posunietego
utleniania — aldehyd krotonowy (IX). Flynn i wspotpracownicy prze-
ksztatcili desozamine w jej metyloglikozyd. Réznica w labilnosci ugru-
powania dwumetyloaminowego desozaminy i metylodesozaminidu wska-
zywata, ze miejscem tej grupy jest atom wegla 3 cukru. Pozycje
krancowa grupy metylowej okre$lono na skutek dodatniej reakcji jodo-
formowej, jaka wykazywata desozamina i jej pochodne. W wyniku tych
badan okre$lono desozamine jako 3-dwumetyloamino-3,4,6-trojdezoksy-
heksoze (IV). Poréwnanie desozaminy z pikrocyng wykazato identycznos¢
obu zwigzkow.

Bioragc pod uwage wzgledy historyczne cukier ten powinien nosié
nazwe pikrocyny, poniewaz jest skiadnikiem pikromycyny — makrolidu
wyodrebnionego jako pierwszy antybiotyk tej grupy. Jednakze nazwa
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desozamina, przyjeta przez badaczy amerykanskich, byla uzywana w cig-
gu prac poswieconych ustaleniu struktury nie tylko erytromycyny, ale
réwniez metamycyny (10), neometymycyny (11), narbomycyny (9), ole-
andomycyny (13) i stata sie bardziej powszechna niz wprowadzona przez
Brockmanna i wspo6tpracownikéw nazwa pikrocyna.

Inny dwumetyloaminocukier znaleziono w produktach hydrolizy dwoch
makrolidéw: magnamycyny (33) i magnamycyny B (22). Budowa tego
zwigzku zostata ustalona przez Hoch steina i Regne w 1955 r.
(23). Cukier ten nazwany mykaminozg jest dwumetyloaminodwudezo-
ksyheksozg o wzorze sumarycznym CB8H1704N. Reakcja z nadjodanem
wskazuje na sgsiednie potozenie grupy alkoholowej i hydroksylu ozydo-
wego. Potozenie ugrupowania dwumetyloaminowego ustalono w sposob
analogiczny jak dla desozaminy (pikrocyny): znaczna labilno$¢ tej grupy
w czasteczce mykaminozy i wzgledna stabilno$¢ reszty dwumetyloamino-
wej metylomykaminozydu i pentozy odpowiadajacej zwigzkowi (VII)
wskazuje, ze grupa ta znajduje sie w pozycji @ wzgledem ugrupowania
ozydowego.

Przez acetylowanie mykaminozy otrzymano dwa rézne trdjoctany. Fakt
ten moze byé wytlumaczony przez tworzenie sie trdjoctanéw dwoch
réoznych form cyklicznych tego cukru, furanozowej (XII) i piranozowej
(XI), i wskazuje, ze dwa pozostate atomy tlenu sg powigzane z atomami
wegla 4 i 5 mykaminozy. Grupa metylowa zajmowataby zatem pozycje
krancowg tancucha weglowego cukru. Przypuszczenie to potwierdzity
wyniki reakcji mykaminozy z nadjodanem. Hochstein i Regna
wyodrebnili aldehyd octowy z produktéw utleniania mykaminozy przez
dwa réwnowazniki nadjodanu.

HOHC- GHo HOH C-
GHOH o GHoH GHOH 0
HN(CH3)2 QH N (CH32 CH N(CH3)2
CHOH HOH Hommmemeeeees
C}H ----------- gHOH jiHOH
CH3 CH3 CH3
XI X Xil

Schemat 2. Formy tautomeryczne mykaminozy.

Na podstawie przedstawionych faktéw przypisano mykaminozie bu-
dowe 3-dwumetyloamino-3,6-dwudezoksyheksozy (X — forma aldehy-
dowa, XI — furanozowa, XIlI — piranozowa).

Zwraca uwage duze podobienstwo budowy mykaminozy i desozaminy.
Te dwa dwumetyloaminocukry rdznig sie miedzy sobg tylko podstawni-
kiem na C4. W mykaminozie wystepuje w tym potozeniu grupa hydro-
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ksylowa, brak jej natomiast w desozammie. Desozamina jest zatem
4-dezoksym ykaminoza.

Chromatografia produktéw kwasnej hydrolizy formacydyn A, B, C
1 D wykazata obecnos¢ dwumetyloaminocukru (8). Stwierdzono, ze nie
jest on identyczny z desozaming, jednak budowa tego zwigzku nie zostata
dotychczas okre$lona.

Prace nad ustalaniem budowy dwumetyloaminocukréw makrolidéw po-
zwolity na poznanie nowej reakcji tych zwigzkéw. Wedtug publikacji
wczesniejszych (1) substancje posiadajgce grupe dwumetyloaminowg zwig-
zang z atomem wegla sgsiadujgcym z atomem majacym funkcje alkoho-
lowg nie sg utleniane przez nadjodan. Tymczasem F lynn, Sigall
Wiley i Gerzon (14) wykazali, ze wigzanie miedzy atomami wegla
2 i 3 desozaminy moze iby¢ zaatakowane przez ten odczynnik. Ta do$¢
powolna reakcja byta obserwowana réwniez przez Brockmanna (5
oraz Hochsteina i Regne (23) podczas prac nad ustalaniem budowy
mykaminozy.

Budowe sktadnika cukrowego makrolidéw nie posiadajacego charak-
teru zasady ustalili po raz pierwszy Woodward i wspotpracownicy
w 1953 r. (33). Cukier ten nazwany mykarozg otrzymano przez kwasng
hydrolize magnamycyny i foromacydyn; ma on wz4r sumaryczny
C7H1404 i zawiera w swej czasteczce dwie grupy C-metylowe i trzy
hydroksylowe. Mykaroza reaguje z dwoma réwnowaznikami nadjodanu,
co wskazuje na sgsiednie rozmieszczenie grup alkoholowych. W produk-
tach utleniania mykarozy przez tjeden mol nadjodanu udato sie stwier-
dzi¢ obecnos¢ aldehydu acetylooctowego.

W Swietle tych danych doswiadczalnych ilos¢ mozliwych struktur dla
mykarozy ograniczyta sie do dwdch, reprezentowanych przez wzory
(XTI i (X1V). Jeden z nich odpowiada aldoheksozie z grupg metylowg

w tafAcuchu bocznym, drugi — 2-ketoheptozie
ch3
HO?H- HOC

CHi 0] GH2 o
qHOoH

| %HOH

(iH CIH.

CH3 ch3

X1 X1V

Dodatni wynik reakcji mykarozy z odczynnikiem Fehlinga wskazywat
na budowe (XIII) dla tego cukru. Budowa ta zostata catkowicie potwier-
dzona przez utlenianie mykarozy za pomocg bromu, w wyniku czego
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otrzymano lakton kwasu aldonowego o wzorze sumarycznym C17H1204,
Utlenianie 'ketozy (XIV) nie mogtoby da¢ kwasnego produktu o podob-
nym skiadzie elementarnym.

W czasteczce magnamycyny mykaroza jest estryfikowana przez kwas
izowalerianowy. Miejsce reszty izowalerylowej w metylo-izowalerylo-
-mykarozydzie otrzymanym przez metanolize magnamycyny ustalono
na podstawie braku reakcji tego potaczenia z nadjodanem. Jedynym
miejscem przytaczenia reszty kwasowej uniemozliwiajgcym reakcje me-
tylo-izowalerylo-mykarozydu z nadjodanem jest hydroksyl czwartego
atomu wegla.

0o wiele wieksze trudnosci napotkano podczas okreslania budowy cukru
otrzymanego przez hydrolize erytromycyny (14, 19, 42, 43). Cukier ten,
nazwany kladinoza, daje wyniki analizy elementarnej odpowiadajgce
wzorowi sumarycznemu CsHigO**, wykazuje dodatnig reakcje charak-
terystyczng dla cukrow redukujacych i dodatnig reakcje jodoformowa.
Czasteczka kladinozy zawiera dwie grupy C-metylowe, jedng metoksy-
lowg i dwie grupy alkoholowe. Grupy te nie sgsiadujg ze sobg, bowiem
kladinoza nie reaguje z kwasem nadjodowym. Brak reakcji z kwasem
nadjodowym wykazat (ponadto, ze kladinoza jest 2-dezoksycukrem.

Przez utlenienie kladinozy za pomoca bromu otrzymano potaczenie
0 charakterze y-laktonu. Dziatanie alkalidw na ten zwigzek powodowato
eliminacje grupy metoksylowej i powstanie a, @-nienasyconego laktonu.
Wileyowi i Weaverowi (43), ktérzy prowadzili prace nad usta-
ustaleniem budowy kladinozy, nie udato sie wprawdzie oczysci¢ i scharak-
teryzowaé¢ obu laktonéw z powodu ich nietrwato$ci, ustalili jednak, ze
zwigzki te reagujg z jednym réwnowaznikiem nadjodanu dajac aldehyd
octowy i kwas @formylo-krotonowy (XVIII), co pozwolito umiejscowic
dwa hydroksyle kladinozy przy atomach wegla 4 i 5 a dwie grupy me-
tylowe przy atomach 3 i 5 tancucha weglowego cukru. Nietrwato$¢ grupy
metoksylowej i otrzymanie 'kwasu (3-formylokrotonowego w wyniku de-
gradacji kladinozy wskazuje na ugrupowanie 3-metylo-3-metoksy- w czg-
steczce tego cukru.

HOCH o= CI o=c CIOOH
|
CH CH
VA-OCHa WocHa o i 0 I
ch3 c—ch3
I"GHa Grch3 9 l
CHOH CH-mrmeemee- CH— - CHO
CH 0] CIHOH %HOH XV
+
h CH3
CHa ch3 clHo
XV XVI XVII ch3

Schemat 3. Kladinoza i produkty jej przemiany



Na podstawie powyzszych danych przyjeto dla kladinozy budowe
(XV), dla laktonu otrzymanego w wyniku jej utleniania ibudowe (XVI),
za$ dla zwigzku otrzymanego w wyniku eliminacji grupy metoksylowej
budowe (XVII).

Pomimo iz konfiguracja (przestrzenna asymetrycznych atomoéw wegla
mykarozy i kladinozy nie zostata jeszcze okreSlona, oczywiste jest po-
dobieAstwo tych dwdéch cukrowych skiadnikow makrolidow. Jest bardzo
prawdopodobne, ze kladinoza jest eterem 3-metylowym mykarozy.

Trzeci cukier makrolidéw nie zawierajacy grupy aminowej, wyodreb-
niony przez hydrolize oleandomycyny (13, 45), w odr6znieniu od mykarozy
i kladinozy ma tancuch nierozgateziony. Cukier ten, nazwany L -olean-
droza, o wzorze sumarycznym C7H1404, jest 2,6-dwudezoksy-3-0-metylo-
-L-mannozg (XIX).

XIX

Budowe L- oleandrozy ustalono w wyniku utleniania nadjodanem

i badania produktow tej reakcji oraz przez utlenianie kwasem azotowym
i hromem. Cukier ten znano juz uprzednio — zostal on wyodrebniony
w 1937 r. (28) z produktéw hydrolizy glikozydéw nasercowych, jego bu-
dowa wyjasniona w 1938 r. przez Tscheschego, Bohlea i Neu-
man na (40), a dziesie¢ lat pdzniej catkowicie potwierdzona na drodze
syntezy (2).

Jak juz wspomniano, reszty cukrowe moga by¢é w rozmaity sposéb
powigzane z aglikonem makrolidowym. W niektérych przypadkach stwier-
dzenie, czy dwie czasteczki cukru sg potgczone oddzielnie z réznymi
grupami alkoholowymi piersScienia laktonowego makrolidu, czy tez tylko
z jedng w postaci biozy — mozliwe jest na drodze blokowania wolnych
hydroksyli antybiotyku przez metylowanie lub acetylowanie. Oznaczenie
ilosci grup alkoholowych w czasteczce aglikonu, otrzymanego w wyniku
hydrolizy tak zablokowanego makrolidu, pozwala na okreslenie sposobu
wigzania miedzy aglikonem i cukrami.

Metoda ta nie nadaje sie jednak do zastosowania w do$¢ czestych
przypadkach, gdy hydroliza makrolidu powoduje zmiany w strukturze
aglikonu. Z tego wzgledu stosuje sie inny sposéb postepowania. Zauwa-
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zono, ze znacznie tatwiej przebiega czeSciowa hydroliza makrolidow,
zachodzaca z odigczeniem jednej jednostki cukrowej. Wymaga ona duzo
tagodniejszych warunkéw niz hydroliza catkowita. Poréwnanie wiasnosci
wyjsciowego dwucukrowego glikozydu i otrzymanego monozydu pozwala
na stwierdzenie sposobu powigzania cukrow.

Przyktadem zastosowania tej metody sg badania Woodwarda nad
strukturg magnamycyny (44). Makrolid ten zawiera jako sktadniki cu-
krowe mykaminoze i 4-izowalerylomykaroze. Podczas hydrolizy przepro-
wadzonej w tagodnych warunkach magnamycyna traci mykaroze, pozo-
staje produkt czesSciowej hydrolizy, nazwany karimbozg, ktory jest gli-
kozydem mykaminozy i aglikonu makrolidu. Karimboza (pK 8,3) jest
silniejszg zasadg niz magnamycyna (pK 7,0). Wskazuje to, ze w czasteczce
wyjsciowego makrolidu mykaroza jest zwigzana z hydroksylem myka-
minozy — sasiednim w stosunku do ugrupowania dwumetyloaminowego
ostatniego cukru; elCktrofilowy uktad acetalu mykarozy znajdujgcy sie
w poblizu grupy dwumetyloaminowej obniza zasadowos$¢ tej grupy. A za-
tem nalezy przyja¢ dla dwucukru magnamycyny budowe 4-(4'~izowa-
lerylomykaro)-mykaminozy (por. wzor Ill).

Podczas prac nad ustaleniem budowy innych makrolidow, zawiera-
jacych dwie reszty cukrowe: erytromycyny (15) i oleandomycyny (13)
nie zaobserwowano zmiany zasadowosci produktu czesSciowej hydrolizy
antybiotykéw. A zatem w tych makrolidach czgsteczki cukru nie sg
zwiazane ze soba.

Pomimo iz ostatnio opublikowano wiele prac nad biosynteza makro-
lidow (16, 17, 44), jednakze dotychczas nieznane sg drogi budowania przez
mikroorganizmy skiadnikow cukrowych tych antybiotykéw.

Biosynteza ich zwigzana jest prawdopodobnie z komdrkowg przemiang
cukrowa, lecz jak dotychczas nie ma zadnych sprawdzianéw tego przy-
puszczenia (41). Mykaroza (XII1) i kladinoza (XV) sa 3-metyloheksozami
i nie wiadomo, czy powstajg one w wyniku dotgczenia grupy metylowej
do tancucha szescioweglowego, czy tez z innych niz heksozy jednostek
elementarnych. Aminocukry: desozamina (IV) i mykaminoza (X) rdznig
sie znacznie budowg od rozpowszechnionych w $Swiecie zwierzecym 2-ami-
nocukrow: glikozaminy i galaktozaminy, ktérych biosynteza i przemiany
zostaly ostatnio dos$¢ doktadnie poznane (32). Nie wiadomo natomiast,
czy aminocukry makroliddw powstajg w wyniku przemian zachodzgcych
w juz utworzonej jednostce szescioweglowej, jakkolwiek to przypusz-
czenie wydaje sie bardzo prawdopodobne.

Nieznana jest rowniez rola skladnikéw cukrowych w aktywnosci
biologicznej makrolidow. Jednak zblizona czynno$¢ przeciwbakteryjna
roznych makrolidow i podobienstwo budowy ich cukrow sugeruje mozli-
wos¢ wptywu skiadnikow cukrowych na aktywno$¢ tych antybiotykow.
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Nalezy podkresli¢, ze obecno$¢ 3-dwumetyloaminodezoksyheksoz zostata
stwierdzona wytgcznie w czasteczkach makrolidéw. 2,6-Dwudezoksyhek-
sozy znaleziono réwniez w innej grupie substancji o znacznej aktyw-
nosci biologicznej, a mianowicie glikozydach nasereowych. Wspdlnym
cukrem wystepujacym zaréwno w makrolidach, jak i w glikozydach
nasercowych jest L-oleandryna.

Zagadnienie budowy skiadnikéw cukrowych makrolidow jest czescig
badan biologicznych, chemicznych i farmakologicznych, stawiajgcych
sobie za zadanie ustalenie zalezno$ci miedzy budowg chemiczng a czyn-
noscig biologiczng. Rozpoczete ostatnio prace nad syntezg tych zwigzkdw
(24) pozwolg prawdopodobnie wkrétce na otrzymanie ich w wiekszej
ilosci i dostarczg materiatu do badan biologicznych.
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GRZEGORZ JESKE*

Fizjologiczna funkcja korzenia w obiegu
i metabolizmie zwigzkdéw organicznych w roSlinie

The Physiologieal Role of Roots in the Circulation and Metabolism
of Organie Compounds

The review on the effect of mineratl constituents uptake, photo-
synthesis, the intensivity of respiration and other factors on the
circulation of organie compounds in plants is given.

Wsérod dawniejszych prac z dziedziny fizjologii roslin wiele byto
poswieconych zagadnieniom przewodzenia produktéw fotosyntezy poprzez
floem z lisci do innych organéw rosliny, jak na przyktad stozkéw wzrostu,
owocow lub korzeni. Sporo rowniez prac wykonano w celu wyjasnienia
mechanizmu pobierania skiadnikéw mineralnych przez korzehn i prze-
wodzenia ich poprzez ksylem do czesci nadziemnych rodliny. Bardzo
mato natomiast przeprowadzono badan nad dwukierunkowym obiegiem
zwigzk6w organicznych, ktory obejmuje tak przewodzenie asymilatéw,
jak i produktow metabolizmu korzenia. Oczywiscie pewng pomocg W wy-
jasnieniu tego zagadnienia moga by¢ dotychczasowe wiadomos$ci o mecha-
nizmie przewodzenia produktow fotosyntezy, jednakze znaczne rdznice
metod badawczych, jakie stosowali poszczegdlni autorzy, nie pozwalajg
na poréwnanie wynikéw i wyciagniecie bardziej ogo6lnych wnioskow.

Weztowym punktem zagadnienia obiegu zwigzkéw organicznych jest
poznanie mechanizmu ich réwnoczesnego przewodzenia w dwu prze-
ciwnych kierunkach poprzez tkanki przewodzace, mianowicie asymilatow
poprzez floem oraz produktow metabolizmu korzenia przez ksylem.
Miedzy ksylemem i floemem istniejg znaczne réznice w budowie ana-
tomicznej. Jak wiadomo, w zwiazkach ksylemu znajdujag sie dtugie, mar-
twe komdrki tworzgce naczynia, natomiast wigzki floemu sg zbudowane
z zywych komérek, z ktorych cze$é tworzy rurki sitowe. Juz chociazby
z tego wzgledu mozna spodziewaé sie gtebokich réznic w mechanizmie
przewodzenia zwigzkéw organicznych przez ksylem i floem. Totez zgod-
nie z pogladem wielu autor6w mozna przyjaé, ze przewodzenie produk-

* Mgr, adiunkt Katedry Fizjologii Roslin WSR w Poznaniu.
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téw fotosyntezy przez floem jest Scisle zwigzane z aktywno$cig metabo-
liczng tej tkanki, przewodzenie za$ sktadnikow mineralnych oraz produk-
tow metabolizmu korzenia poprzez martwe komorki ksylemu wywotane
jest w duzej mierze dziataniem sity ssacej zywych komoérek. Sita ssaca
komoérek jest zjawiskiem fizycznym, powstajacym w wyniku parowania
wody w procesie transpiracji. Jednakze oprocz tej sity powazng role
w przewodzeniu zwigzkOw organicznych i mineralnych poprzez ksylern
odgrywa réwniez aktywno$¢ metaboliczna korzenia przejawiajaca sie
w parciu korzeniowym.

Wiadomosci nasze o roli korzenia w tym ztozonym procesie fizjolo-
gicznym byty do niedawna skape. Wiemy, ze korzen w odrdznieniu od
autotrofieznych czesci nadziemnych jest organem heterotroficznym i wo-
bec tego rozni sie znacznie od nich swa funkcja fizjologiczna. Aktywnos$é
fizjologiczna korzenia uzalezniona jest w powaznym stopniu od doptywu
produktéw fotosyntezy, podobnie jak wzrost czeSci nadziemnych uzalez-
niony jest w duzeij mierze od intensywnosci pobierania sktadnikéw mi-
neralnych. Korzehh i organy nadziemne wzajemnie sie uzupelniajg i ich
sprawne funkcjonowanie warunkuje zar6wno prawidlowy rozwdj, jak
i wzrost rosliny. Przeto poznanie mechanizmu obiegu zwigzkéw orga-
nicznych pomiedzy korzeniem a cze$cig nadziemng posiada podstawowe
znaczenie w fizjologii i biochemii roslin.

Osiggniecia ostatnich lat pozwalajg juz obecnie w nieco szerszym
ujeciu przeprowadzi¢ dyskusje nad czynnikami wplywajagcymi na obieg
zwigzkow organicznych w roslinie.

Badania przeprowadzone w 1957 roku przez Kursanowa i jego
wspoétpracownikow dostarczyty duzo interesujacego materiatu (16, 17,
32), ktéry w znacznej mierze przyczynit sie do zmian dawniejszego po-
gladu na obieg zwigzkéw organicznych. Nie doceniano uprzednio znacze-
nia ksylemu i jego funkcji i dlatego duzym osiggnieciem wspomnianych
autorow byto stwierdzenie zaleznosci pomiedzy natezeniem przewodze-
nia zwigzkéw organicznych poprzez floem a natezeniem przewodzenia
metabolitow korzenia poprzez ksylem.

Intensywnos$¢ obiegu zwigzkow organicznych (jest niewatpliwie uza-
lezniona od aktywno$ci metabolicznej catej roSliny. Jednakze Kursa-
now gtébwng role przypisuje korzeniom, ktdre — jego zdaniem — wy-
kazujg wyzszg aktywno$¢ metaboliczng w poréwnaniu z innymi organami
rosliny.

Regulowanie natezenia obiegu zwigzkéw organicznych w roSlinie jest
jedna z funkcji korzenia, na ktérg wptywa wiele réznych procesow fizjo-
logicznych, a w szczeg6lnosci pobieranie sktadnikéw mineralnych, od-
dychanie, fotosynteza, wzrost oraz parcie korzeniowe.
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I. Wptyw pobierania sktadnikdw mineralnych

Dane doswiadczalne Pristupy i Kursanowa uzyskane w 1957
roku wskazuja, ze w przewodzeniu zwigzkéw organicznych w dwu
przeciwnych kierunkach korzen posiada dominujace znaczenie (32). Auto-
rzy ci, badajac rézne czynniki warunkujace natezenie obiegu zwigzkéw
organicznych, wykazali znaczny wptyw na ten proces sktadnikdw mineral-
nych pobieranych przez korzen. W spos6b wyrazny charakteryzuja ten
fakt dane zestawione na rysunku 1, z ktérych wynika, ze rosliny hodo-
wane na pozywce mineralnej i asymilujgce przez pewien czas 14COo
w procesie fotosyntezy gromadzity w korzeniach znacznie wiecej produk-
téw znaczonych 14C niz roS$liny rosnace w wodzie.

Korzenie Liscie
~20000 N 156000
14600 Mop 13800 130W 12000 125000
100200
0 7000 7000
1 1
Rys. 1. Radioaktywno$¢ (w imp/min na organ) korzeni i lisci 22-dniowych roslin

dyni po 180-minutowej fotosyntezie w atmosferze 14CO=2i nastegpnym 48-godzin.nym
przebywaniu w atmosferze normalnej wedtug (32).
I — hodowanych w wodzie destylowanej, Il — hodowanych na pozywce Pria-
nisznikowa.

Interesujace jest réwniez stwierdzenie, ze chwilowy brak skitadnikow
mineralnych w malym stopniu hamuije natezenie fotosyntezy, natomiast
silnie hamuje przewodzenie produktéw fotosyntezy do korzenia. Wyttu-
maczenie tego zjawiska nie bedzie trudne, jezeli uwzgledni sie wspdt-
zalezno$é wystepujagca pomiedzy procesami fizjologicznymi i biochemicz-
nymi. Nagromadzenie produktéw fotosyntezy w nadziemnych czeSciach
roslin w warunkach chwilowego braku Skiltadnikéw mineralnych (ry-
sunek 1) mozna uwazaé za wynik zuzycia zapaséw mineralnego fosforanu
w reakcjach fotosyntetycznej fosforylacji (42). Zgodnie z pogladem
Arnona (2) oraz Kandlera (15) w nastepstwie tych reakcji i w wy-
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niku silnej konkurencji o nieorganiczny fosforan oksydatywna fosfory-
lacja ulega znacznemu zahamowaniu. W rezultacie braku zwigzkdw
wysokoenergetycznych ulega réwniez zahamowaniu przewodzenie produk-
tow fotosyntezy poprzez floem do korzenia.

Pristupa i Kursanow (32), badajagc aktywno$¢ metaboliczng
korzenia oraz w zwigzku z tym intensywno$¢ przewodzenia cukrow
z czeSci nadziemnej do korzenia, stwierdzili, ze cukry ulegaja w korze-
niu w krdtkim czasie przemianom i przechodza w znacznej czesSci w zwiaz-
ki o charakterze anionowym (tablica 1)

Tablica 1

Podziat radioaktywnos$ci pomiedzy weglowodanami i substancjami o cha-
rakterze jonowym w cze$ciach nadziemnych i korzeniach dyni po 80 mi-
nutach fotosyntezy w atmosferze 1400> /32/

Radioaktywno$¢ wyciggu Radioaktywno$¢
alkoholowego zwigzkéw o chara-
Organ imp/min/organ kterze anionowym
rosliny )
0 przepuszczeniu R
og6lna P pl?zezpanionit imp/minforgan %
todyga i liscie 4300 3750 550 13
(gérna czesc)
todyga i liscie 1300 1200 100 8|
(dolna czesc)
Korzen 8200 5500 2700 33

Zwigzki te wedtug poglagdow wymienionych badaczy wchodzg nastep-
nie w potgczenia z kationami i w tej formie po krétkim czasie powracaja
poprzez ksylem do czesci nadziemnych rosliny. Dowodem stusznos$ci tych
pogladow jest w duzeij mierze stwierdzone przez wielu autoréw (10,
16, 17, -47, 52, 53) wystepowanie w eksudatach korzeniowych znacznych
ilosci zwigzkéw organicznych i organomineralnych.

Szybkos$¢ przewodzenia zwigzkéw organicznych u dyni jest znaczna
i wynosi we floemie 70 cm/godz. (32). Ruch zwigzkdéw organicznych
w obu kierunkach jest intensywny i, jak wskazujg dane tablicy 2, po
80 minutach znajduje sie w korzeniu 48% radioaktywnosci asymilatéw.
W czasie nastepnych 40 minut radioaktywno$¢ substancji nagromadzo-
nych w korzeniu spadta do 18°/0. Fakt ten S$wiadczy, ze w ciagu tego
czasu wiecej niz potowa substancji doprowadzonych do korzenia wro-
cito po przeksztatceniu do organdéw nadziemnych.

Dalsze prace Kursanowa w pewnym sensie przyczyniaja sie do
wyjasnienia mechanizmu obiegu zwigzkéw organicznych. Autor ten
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Tablica 2

Radioaktywnos$¢ nadziemnych organéw i korzeni 22-dniowych
ro$lin dyni, fotosyntezujgcych w ciggu 80 minut

w atmosferze 14C02, a nastepnie w atmosferze normalnej (32)

Procentowy udziat

Organ w ogélnej radioaktywnosci rosliny
rosliny po czasie doSwiadczenia
40 min 80 min i 120 min
Cze$¢ nadziemna 61,0 51,5 82,0
Korzen 39,0 48,5 18,0

i jego wspobtpracownicy szczeg6lng uwage zwrocili na dziatanie pewnych
sktadnik6w mineralnych, ktére ich zdaniem wywierajag wptyw na aktyw-
nos¢ metaboliczng ro$liny, a w szczegdlnosci na metabolizm cukrow.
Pierwszym etapem tych prac byly badania nad okresleniem dziatania

45000

30000

27040
21030

wp THE) G20

Rys. 2. Radioaktywno$¢ (w imp/min na organ produktéw fotosyntezy przenie-
sionych do korzenia wedtug (32).
I — w destylowanej wodzie, Il — w 0,005 M roztworze NH4NO3.

azotu oraz fosforu na metabolizm cukréw w korzeniu oraz na jakoSciowy
i ilosSciowy skiad metabolitow korzenia przewodzonych przez ksylem do
czeSci nadziemnych roslin. Krotkotrwale wylgczenie azotu z pozywki
(rysunek 2) silnie hamuje przewodzenie asymilatow do korzenia, jak réw-
niez przewodzenie metabolitow korzenia do cze$ci nadziemnych rosliny.
Autorzy uwazaja, ze brak NHpH niezbednego do aminacji ketokwasow
przyczynia sie do znacznych zaburzen normalnego metabolizmu cukréw
i ogranicza tym samym zuzycie ich w korzeniu.

Poparciem tego pogladu sg wyniki badan wielu autorow (16, 18, 25,
35, 36 i 52) wskazujgce, ze znaczng cze$¢ azotu transportowanego z ko-
rzenia poprzez ksylem do czesci nadziemnych rosliny stanowig azotowe

8 Postepy Biochemii
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zwiagzki organiczne, gtéwnie aminokwasy. Wykazano réwniez, ze dla
sprawnego obiegu zwigzkéw organicznych i dla podtrzymania normalnych
procesOw przemiany cukréw konieczna jest obecno$¢ azotu mineralnego,
warunkujagcego w korzeniu synteze organicznych zwigzkéw azotowych,
ktore nastepnie sg transportowane do czesci nadziemnych rosliny.

Sposrdod innych skladnikéw" mineralnych, ktérych nawet krotkotrwaty
brak silnie hamuje krazenie zwigzkéw organicznych, nalezy wymienic
fosfor. Wychodzac z zalozenia, ze obecno$¢ nieorganicznych fosforanéw
jest niezbednym warunkiem syntezy wysokoenergetycznych zwigzkéw
fosforanowych, ktére biorg udziat prawie we wszystkich reakcjach bio-
syntezy, mozna przypuszczaé, ze w warunkach gtodu fosforanowego
nastapig powazne zmiany w metabolizmie rosliny oraz w intensywnosci
obiegu zwigzkoéw organicznych.

Z badan Kursancwa i Kulaj ewy (27) wynika, ze metabo-
lizm cukrow w korzeniu w warunkach normalnych jest bardzo intensyw-
ny i dlatego mimo znacznego ich doptywu z czesci nadziemnych korzenie
mtodych ros$lin wykazujg niskg zawarto$¢ cukréw. W jbadaniach tych
szczegblng uwage zwrocono na zawarto$¢ kwasu pirogronowego, ktory jest
dobrym wskaZnikiem, okre$lajagcym droge przemian cukrow ze wzgledu
na swa role koncowego produktu glikolizy oraz substratu wyjsciowego
cyklu Krebsa. Autorzy stwierdzili, ze w warunkach gtodu fosforanowego
wzrasta zawarto$¢ kwasu pirogronowego, natomiast obniza sie zawartos¢
kwasu a-ketoglutarowego (tablica 3). Nagromadzenie kwasu pirogrono-
wego jest tutaj dowodem zahamowania drogi przemiany kwaséw orga-
nicznych w cyklu Krebsa.

Tablica 3
Wptyw fosforu na zawarto$¢ ketokwaséw w korzeniach
23-dniowych roslin dyni (17)

Zawarto$¢ ketokwaséw

Rodzaj w /<gramach na 1 g $wiezej masy
pozywKki kwas pirogronowy kwas a-ketoglutarowy
dosw. | dosw. Il dosw. | dosw. 1l
Petna 32 37 195 272
Bez fosforu 46 42 120 128

Charakterystyczng zmiang sktadu jakoSciowego i iloSciowego kwasow
organicznych w korzeniu na skutek gtodu fosforanowego jest takze wzrost
zawartosci kwasu glioksalowego, a obnizenie zawartosci kwasu a-keto-
glutarowego (tablica 3). Pojawienie sie kwasu glioksalowego przy krétko-
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trwatym gtodzie fosforanowym (tablica 4) jest dowodem naruszenia nor-
malnej drogi metabolizmu kwasu pirogronowego.

Tablica 4
Zawarto$¢ kwasu glioksalowego w korzeniu i czeSci
nadziemnej dyni w réznych warunkach zywienia fosforem (32)

Zawarto$¢ kwasu glioksalowego

Rodza] w ng na 1g Swiezej mas
pozywki g g ) y
w korzeniu  w czes$ci nadziemnej
Petna 0 0
Bez fosforu 75 825

Nagromadzenie kwasu glioksalowego ttumaczg cytowani autorzy tym,
ze przy braku nieorganicznych fosforanéw kwas octowy moze by¢ tylko
w matym stopniu aktywowany przez koenzym A i dlatego ijego przemiana
nie przebiega wedtug cyklu Krebsa, tylko poprzez kwas glikolowy i glio-
ksalowy. Nagromadzenie kwasu glioksalowego w tych warunkach jest
wynikiem niecatkowitego utlenienia cukrow. Nalezy zaznaczy¢, ze w wa-
runkach dostatecznego zaopatrzenia korzeni w nieorganiczny fosforan
kwas glioksalowy nie powstaje. Stwierdzenie obecnosci dehydrogenazy
kwasu glikolowego w tkankach roslinnych (24, 26, 46) potwierdza mozli-
wos¢ przemiany kwasu octowego poprzez kwas glikolowy do kwasu
glioksalowego.

Badajac wptyw braku fosforu na intensywno$¢ procesu karboksylacji
przy zastosowaniu NaH14iC03, Kursanow i Kulajewa wykazali,
ze korzenie, rosnace w ciggu 48 godzin na pozywce nie zawierajgcej fos-
foru, zawierajg wiecej kwasu cytrynowego niz korzenie kontrolne. Pow-
staty w tych warunkach kwas cytrynowy odznaczat sie bardzo stabg
radioaktywnoscig (tablica 5). Natomiast w warunkach dostatecznego za-
opatrzenia w nieorganiczny fosforan kwas cytrynowy wystepowat w ma-
tej ilosci, lecz odznaczat sie wysokag radioaktywnoscig (17). Wyniki te
Swiadczg o mozliwosci istnienia roznych drég metabolizmu cukréw, pro-
wadzacych do syntezy kwasu cytrynowego. Autorzy sugeruja, ze w wa-
runkach dostatecznego zaopatrzenia tkanek Kkorzenia w nieorganiczny
fosforan kwas cytrynowy powstaje w wyniku karboksylacji posrednich
produktow cyklu Krebsa, a przy niedoborze nieorganicznego fosforanu
— na innej drodze; w warunkach gtodu fosforanowego znacznie obniza
sie intensywnos$¢ wigzania CO2 w tkankach korzeniowych. Z badan
Uttera, Kur ahashi i Rose (49 oraz Tschena i Yenne-
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sland (45) wynika, ze przyczynag obnizenia zdolnosci wigzania CO"
w procesie karboksylacji w tkankach korzenia jest przede wszystkim
brak TPN i IDP.

Tablica 5

W ptyw fosforu na procesy karboksylacji w tkankach korzenia
dyni. Dane uzyskane po uptywie 3 godzin od umieszczenia
korzeni w pozywce z dodatkiem 0,006 N NaH14CC3 (32)

Radioaktywno$¢ kwasu
zawartego w 1 g Swie-
zej masy w imp/min

Rodzaj kwasu .
na pozywce:

z fosforem bez fosforu

Cytrynowy 190 23
Jabtkowy 960 243
Bursztynowy 142 0
Fumarowy 46 17
Glioksalowy 4 0
50 240 90
Nie okreslony 5 72
Ogdlna radioaktywnos$¢ kwasow 1587 445

Drugim charakterystycznym efektem zmiany drég metabolizmu cu-
krow w korzeniu przy braku fosforanu jest wysoka radioaktywnos$¢
kwasu jabtkowego, ktdra w omowionym doswiadczeniu (17) osiggneta
70°/0 ogdblnej radioaktywnosci wszystkich kwaséw organicznych (tabli-
ca 5). W tym przypadku synteza kwasu jabtkowego moze przebiegac
w rézny sposéb. Bezposrednio tworzy sie on przez karboksylacje kwasu
pirogronowego przy udziale enzymu kwasu jabtkowego (malic enzym)
wedtug nastepujacej reakcji (29).

CH3 COOH
(I30 + COa+ TPNH + H+-mmmmmeees * (I;H* + TPN+
éOOH éHOH

COOH

Posrednia droga prowadzi poprzez kwas szczawiowooctowy, ktéry —
jak wynika z badan Saltmana, Kunitake, Spoltera iStittsa
(39) — powstaje z kwasu fosfoenolopirogronowego (PEP):



[9] FIZJOLOGICZNA FUNKCJA KORZENIA 509

glikoliza

Cukry ——m PEP
COOH
COOH
I
karboksylaza PEP co
PEP + CO02 >
CH2
I
COOH

Bandurski (35 stwierdzit, ze karboksylacja kwasu pirogrono-
wego prowadzgca do powstawania kwasu szczawiowooctowego jest w tkan-
kach roslinnych, w przeciwienstwie do tkanek zwierzecych, reakcjg nieod-
wracalna.

Omoéwione wyniki $wiadczag o tym, ze w warunkach niedoboru fos-
foranu metabolizm cukréw w korzeniu przebiega na drodze réznej od
cyklu Krebsa i w konsekwencji prowadzi do powaznych zmian w ogdélnym
metabolizmie zwigzkéw organicznych. Zmiany te, zwigzane z ogranicze-
niem oksydatywnej fosforylacji, obnizajg intensywno$¢ obiegu zwigzkéw
organicznych pomiedzy czeScig nadziemng a korzeniem.

Dalsze z kolei badania Kulajewy, Siliny i Kursanowa
(16) wykazaty, ze w warunkach chwilowego braku fosforanu wzrasta
w korzeniu oraz w jego eksudacie zawartosé argininy i glutaminy, nato-
miast obniza sie zawarto$¢ alaniny, kwasu Y-aminomastowego, lizyny,
histydyny i proliny (rysunek 3). Z poréwnania chromatogramoéw oraz
tablicy 3 wynika, ze obnizenie zawartosci alaniny wigze sie ze wzrostem
zawarto$ci kwasu pirogronowego, a wzrost zawartosci glutaminy z obni-
zeniem zawartosci kwasu a-ketoglutarowego.

Wymienieni autorzy wyrazajg poglad, ze przyczyna obnizenia sie za-
wartosci alaniny przy chwilowym braku fosforanu moze by¢ niska za-
warto$¢ fosfopirydoksalu, ktéry bierze udziat w transaminacji pomiedzy
kwasem glutaminowym i kwasem pirogronowym. Natomiast wzrost za-
wartosci glutaminy, ktérej prekursorem jest kwas glutaminowy, jest
bezposrednim dowodem, ze poziom fosforanu w roslinie w matym stop-
niu wpltywa na przebieg aminacji kwasu a-ketoglutarowego.

Na podkreslenie zastuguje wzrost zawarto$ci argininy. Zgodnie z po-
gladami Mothesa (24) rosliny w warunkach gtodu weglowodanowego,
przy braku dostatecznej iloSci wiasciwych akceptorow amoniaku, tworza
specyficzne zwiagzki posiadajace w swej czasteczce wiekszg liczbe grup
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Rys. 3. Chromatogramy wolnych aminokwaséw zawartych w tkankach i eksu-
daoie korzeni w réznych warunkach karmienia fosforanem wedtug (16).

Poz — rodliny na peilnej pozywce;
—P — rosliny na pozywce z wytaczeniem fosforanu;
+ P — rodliny poczatkowo na pozywce pozbawionej fosforanu, a nastepnie na

petnej pozywece.

aminowych, jak na przykiad arginina, cytrulina lub allantoina. Efekt
gtodu weglowodanowego moze byé wywotany brakiem fosforanu y/pty-
wajacym hamujgco, jak wynika z badan Pristupy i Kursano-
w a (32), na przewodzenie asymilatdw z czesci nadziemnych do korzenia.

Dane doswiadczalne wskazujg rowniez, ze w warunkach gtodu fos-
foranowego zahamowana zostaje synteza wielu waznych aminokwaséw
niezbednych dla syntezy biatka (16). Niezdolno$¢ do syntezy tych ami-
nokwasdw mozna ttumaczy¢é brakiem ich bezposrednich prekursorow.
W rezultacie zmiany te prowadzg do znacznego obnizenia procentowej
zawartos$ci azotu biatkowego przy réwnoczesnym wzroscie azotu niebiat-
kowego (tablica 6).
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Tablica 6
Zawarto$¢ roznych form azotu w korzeniach dyni w réznych warunkach
karmienia fosforanem (w mg N na 1 g Swiezej masy korzenia) wg (16)

Zawarto$¢ azotu (w Swiezej masie po karmieniu pozywka
Forma

petng - P + P
azotu

mg/g % mg/g % mg/g %
0Ogélny 46,5 100,0 44,6 100,0 44,8 100,0
Biatkowy 40,0 86,1 339 76,8 34,6 77,2
Niebiatkowy 6,5 13,9 10,3 23,2 10,2 22,8
Aminowy 0,6 1,3 1,1 25 1,0 2,3
Amidowy 2,1 4.6 3,2 7,2 2,7 6,0
Amoniakalny 1,2 2,5 0,5 1,1 0,7 1,6
Inny 2,6 5,6 55 12,4 58 12,9

—P —roéliny na pozywce z wytgczeniem fosforanu;
+ P —ros$liny poczatkowo na pozywce pozbawionej fosforanu, a nastepnie na pet-
nej pozywece.

Obnizenie procentowej zawartosci biatka w korzeniu jest zjawiskiem
niekorzystnym i Swiadczy o przewadze proceséw katabolicznych, co
prowadzi do obnizenia aktywnos$ci metabolicznej korzenia i do zahamo-
wania obiegu zwigzkéw organicznych.

Il. Wpityw fotosyntezy

Funkcja fizjologiczna korzenia jako organu heterotroficznego, przeja-
wiajagcego miedzy innymi swg aktywno$¢ fizjologiczng w parciu korze-
niowym oraz w procesach obiegu zwigzkéw organicznych, jest w duzej
mierze uzalezniona od organéw nadziemnych. Stad tez na aktywnos¢
fizjologiczng korzenia powazny wplyw wywiera fotosynteza. Wplyw
fotosyntezy na intensywno$¢ przewodzenia zwigzkéw organicznych i mi-
neralnych oraz na ich obieg w roslinie pyt przedmiotem badan wielu
autorow (4, 11, 12, 50, 53).

Biddulph (4) jak rowniez Gooda 1l (11, 12) stwierdzili, ze prze-
wodzenie asymilatow poprzez floem z lisci do todygi i do korzenia prze-
biega na Swietle dwa razy szybciej niz w ciemnosci. Nowsze badania
Waklinowej, Domana i Rubina wykazaly (50), ze fotosynteza
jest istotnym procesem wzmagajgcym intensywnos$¢ przewodzenia zwig-
zkéw organicznych z czes$ci nadziemnej do korzeni, jak réwniez w Kkie-
runku odwrotnym, natomiast $wiattlo w warunkach, w ktorych fotosyn-
teza nie zachodzi, nie wywiera zadnego wptywu.

Kukurydza po 5 minutach asymilacji 14COo i nastepnie po 8-miu go-



dzinach przebywania na Swietle w obecnos$ci nie znaczonego CO2 gromadzi
w swych korzeniach dwukrotnie wiecej substancji jzawierajgcych 14C,
anizeli przetrzymywana na $Swietle z wytgczeniem CO2.

Z prac licznych autoréow (5, 23, 28, 44, 50) wynika, ze wraz z foto-
syntezg przebiega intensywna synteza biatek i wielocukrowcéw we
wszystkich organach ros$liny, a w warunkach zahamowania fotosyntezy
przewazajg procesy rozpadu tych skiadnikéw. Jak wiadomo, synteza
biatek i wielocukrowcéw wymaga statego doptywu zaréwno niskocza-
steczkowych zwigzkdw organicznych, jak i zwigzkéw mineralnych i tym
samym przyczynia sie do wzmozenia ich obiegu w roélinie. Badanie
zmian w natezeniu przewodzenia sktadnikéw mineralnych i organicznych
poprzez ksylem w przebiegu dobowym wykazato regularno$¢ wahan
z wystepowaniem maksimum w godzinach popotudniowych, a minimum
w nocy.

Korelacje pomiedzy fotosynteza a pobieraniem nieorganicznych fos-
foranow stwierdzit takze He Id er (13). Z danych Biddulpha (4),
Arisza (1) oraz Simonisa i Ehrenberga (41) wynika, ze wzra-
stajagce zapotrzebowanie na fosforan w procesie fotosyntezy wzmaga po-
bieranie tego skiadnika przez korzenie. Wedtug pogladéw Robertsona
(37) intensywno$¢ pobierania jonéw, a zwilaszcza aniondéw przez ko-
rzen, jest w duzej mierze skorelowana z natezeniem oddychania. Stad
wiec wzrost natezenia oddychania powoduje z jednej strony szybsze
zuzycie produktow fotosyntezy w korzeniu, a z drugiej strony przyczynia
sie do intensywniejszego ich doptywu z czesci nadziemnej do korzenia.

Takie ttumaczenie wzajemnego zwigzku pomiedzy fotosynteza, pobie-
raniem skladnikéw mineralnych (zwitaszcza fosforanéw) oraz natezeniem
obiegu zwigzkéw organicznych w roslinie znajduje potwierdzenie w po-
przednio przedstawionych wynikach badan wielu autoréw. Nie zawsze
jednak fotosynteza przyczynia sie do wzrostu natezenia przewodzenia
zwigzkow organicznych. Moze by¢é ona czynnikiem hamujgcym przewo-
dzenia asymilatéw do korzenia w warunkach gtodu fosforanowego, jak
to wynika z omoéwionych danych dosSwiadczalnych Pristupy i Kur-
sanowa (32).

I11. Wptyw natezenia oddychania i oksydatywnej fosforylacji

Jak wiadomo, procesy oddychania tlenowego dostarczajg energii,
ktéra w reakcjach oksydatywnej fosforylacji gromadzi sie w zwigzkach
makroergicznych. Natezenie tych proceséw jest wiec gtownym czyn-
nikiem regulujagcym aktywno$¢ metaboliczng rosliny, a w szczegdlnosci
korzenia, co z kolei warunkuje obieg zwigzkow organicznych i minerat-
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nych. Zalezno$¢ pomiedzy tymi procesami zostata stwierdzona przez wielu
badaczy (14, 21, 30, 41, 48, 51).

Turkitna i Dubinina (48) oraz Willenbrink (51) wykazali,
ze zastosowanie DNP lub arseniandw, nie hamujgce w roslinie oddy-
chania, lecz hamujgce oksydatywng fosforylacje, ogranicza w znacz-
nym stopniu przewodzenie w rurkach sitowych zwigzkéw organicznych
oraz fosforu i azotu. Wyniki tych badan S$wiadcza, ze nie tyle proces
oddychania, ile zwigzana z nim oksydatywna fosforylacja jest zasadniczym
czynnikiem transportu zwigzkdéw organicznych we floemie. Stwierdzono
podobng zalezno$¢ pomiedzy intensywnos$cig pobierania skiadnikéw mi-
neralnych oraz transportem ich poprzez ksylem a natezeniem oksyda-
tywnej fosforylacji (14, 21, 30, 40). Czynniki hamujace oksydatywng
fosforylacje hamujg pobieranie oraz przemieszczanie sktadnikow mineral-
nych z korzeni do organéw nadziemnych, lecz tylko w ciemnosci.

Dalszym etapem badan, ktérych wyniki mogtyby sie przyczynié do
wyjasnienia proceséw krazenia zwigzkéw organicznych w roSlinie, po-
winno by¢ poznanie procesow biochemicznych w strukturach podkomdr-
kowych. Badania mechanizmu pobierania i przewodzenia sktadnikow
mineralnych przez komérki wiosnikowe oraz transportu sktadnikéw mi-
neralnych do organéw nadziemnych przyczynig sie niewatpliwie do
wyjasnienia tego zagadnienia. Nalezy tu uwzgledni¢ fakt, ze transport
ten odbywa sie nie tylko w formie jonéw, lecz réwniez w postaci labilnych
potgczen organiczno-mineralnych. Swiadczg o tym wyniki licznych badan
nad skladem eksudatow korzeniowych po odcieciu czesci nadziemnych.
W eksudatach tych, jak wykazali Wolffgang i Mothes (52),
Engelbrecht (10), Reuter (35), oraz Kursanow i Kula-
jewa (17), obok znacznych ilosci zwigzkéw organicznych (jak amino-
kwasy, kwasy organiczne) wystepuje szereg potgczen organiczno-mineral-
nych. Pewne znaczenie w transporcie sktadnikéw mineralnych do czesci
nadziemnych przypisujag niektérzy badacze tak zwanym ,no$nikom”.
Mais el, Benson i Tolbert (22) oraz Scott-Russell, Mar-
tin i Bishop (41) wyrazajag poglad, ze dla fosforanu nos$nikiem jest
cholina. Pewng role w transporcie fosforanéw odgrywajg réwniez nu-
kleotydy (19, 21).

Wyniki badah cytowanych autoréw wskazujg, ze transportowane z ko-
rzeni poprzez naczynia aminokwasy, nukleotydy, biatka rozpuszczalne
oraz zwigzki organiczno-mineralne sg wykorzystywane jako takie lub
dostarczajg prekursoréw do syntezy zwigzkéw organicznych w cze$ciach
nadziemnych rosliny. Organy nadziemne z kolei dostarczajg do korzenia
asymilaty, ktére tu ulegajg gtebokim przemianom i wracajg juz w innej
formie do czeSci nadziemnych.



514 G. JESKE [14]

IV. Wptyw innych czynnikéw
1. Transpiracja

Wyniki badan Russella i Shorrocksa (38), Penota (31)
oraz Ratnera, Akimoczkiny i Uchiny (34) wskazujg, ze
w warunkach doshtatecznego zaopatrzenia ro$liny w fosfor natezenie
przewodzenia tego skladnika mineralnego poprzez ksylem w znacznej
mierze uzaleznione jest od natezenia transpiracji. Natomiast w warunkach
niedoboru fosforu nie stwierdzono wyzej wspomnianej zaleznosci.

2. Substancje wzrostowe

Wiadomo, ze w tkankach rosnacych, zawierajagcych duze stezenie
substancji wzrostowych, przewodzenie zwigzkéw organicznych i mine-
ralnych jest intensywniejsze niz w tkankach starych. Mozna wiec sadzic,
ze odpowiednie stezenie substancji wzrostowych wywiera wpltyw na
kierunek i intensywno$¢ transportu zwigzkéw organicznych. Wyniki
badan Choudhriego (7) wskazuja, ze opryskiwanie lisci kwasem
2,4-dwuchlorofenoksyoctowym przyczynia sie do wzrostu w nich zawar-
tosci asymilatow, oraz ze stosowanie substancji wzrostowych na pewnych
odcinkach todygi fasoli powoduje w tych miejscach réwniez wzrost za-
wartoéci asymilatéw. Swiadczy to o wzmozonym doptywie asymilatéw
do mieijsc opryskanych substancjami wzrostowymi oraz zahamowaniu
odptywu asymilatow z lisci opryskanych.

3. Fazy rozwojowe

Rozpatrujagc proces obiegu zwigzkéw organicznych, nie mozna po-
mina¢ znaczenia faz rozwojowych rosliny. Badania Prokofjewa,
Zdanowa i Sobolewa (33) wskazujg, ze w fazie kwitnienia i za-
wigzywania nasion stonecznika 90°/0' produktéw fotosyntezy JiScia prze-
mieszcza sie do organéw generatywnych. Podobne wyniki otrzymali dla
soi Bielikédw (6), dla pomidoréw Sisler, Dugger i Gauh
(43) oraz Murneek (27). Swiadczy to, ze u roélin monokarpicznych
wraz ze wzrostem nasion i owocéw ulega zahamowaniu aktywno$¢ me-
taboliczna korzeni, najprawdopodobniej na skutek gtodu weglowodano-
wego, co w konsekwencji prowadzi w krotkim czasie do Smierci roSliny.
Dlatego tez usuwanie kaczanéw u kukurydzy (20), lub zawigzanych owo-
cow u baweiny (9) przywracato normalny obieg zwigzkéw organicznych
pomiedzy korzeniem a czeScig nadziemng i wzmagato wzrost organéw
wegetatywnych u tych roslin.
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Sukcesy badan nad funkcja fizjologiczng korzenia w obiegu zwig-
zkéw organicznych w ro$linie ibez watpienia otwieraja przed nauka
0 wzroscie i rozwoju roslin coraz szersze horyzonty, lecz réwnoczesnie
im whnikliwiej probuje sie pozna¢ mechanizm obiegu tych zwigzkow,
tym wyrazniej ukazuje sie ztozonos$¢ tego zjawiska.
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ZOFIA TURNOWSKA-STARCK™*

Przemieszczanie weglowodandéw w ros$linach

Translocation of Carbohydrates in Plants

The translocation of carbohydrates in parenchyma tissue and in
save tubes is presented. The different hypotheses concerned the per-
meability of protoplasm in plant cells are reviewed.

Pojecie przemieszczania weglowodanéw w ro$linach obejmuje ich
wedréwke do organéw heterotroficznych z tkanek, w ktérych zachodzi
fotosynteza, jak réwniez z organéw, w ktérych gromadzone sg jako
substancje zapasowe. Droga tej wedrdwki iprowadzi poprzez tkanki pa-
renchymatyczne liSci lub korzeni oraz poprzez floem.

Mozna sadzi¢, ze sposOb przenikania weglowodanowych produktow
fotosyntezy przez cytoplazme komdérek mezofilu nie jest identyczny
z ich ruchem w komérkach sitowych. Takie przypuszczenie wynika juz
chocby =z faktu rd6znej budowy anatomicznej i réznych wiasciwosci
fizjologicznych tkanek na tych dwdch odcinkach drogi, przez ktére
wedruja asymilaty.

I. Przemieszczanie weglowodanéw w tkankach migkiszowych

Przenikanie weglowodandw przez protoplazme komorek badz to pa-
renchymy lisci, badz korzeni przebiega z szybkoscig wiekszg niz poz-
walatyby na to prawa dyfuzji. Fakt ten stwierdzili w 1936 roku Mason
i Phillis (43) i wyrazili poglad, ze wedrowka asymilatéw odbywa sie
na zasadzie tzw. aktywowanej dyfuzji. Autorzy nie potrafili blizej spre-
cyzowaé, na czym polega ta aktywacja, a tylko przypuszczali, ze energia
pochodzaca z oddychania obniza opor stawiany przez plazme w czasie
dyfuzji roztworu.

* Dr, adiunkt Katedry Fizjologii Ros$lin Szkoty Giéwnej Gospodarstwa Wiej-
skiego w Warszawie.



518 Z. TURNOWSKA-STARCK [2]

1. Przepuszczalno$¢ protoplazmy

Przez wiele lat zagadnienie przenikania zwiazkéw przez prctoplazme
komorek roslinnych tgczono Scisle z jej przepuszczalnoscig. W 1904 r.
powstata lipidalna teoria Overton a, ktora ttumaczyta rézng szybkosc
whnikania zwigzkéw do wakuoli niejednakowg ich rozpuszczalnoscig w li-
pidach. W 1926 r. Ruhland wigze zjawiska przepuszczalnosci plazmy
z wielkosciag porow istniejgcych pomiedzy strukturalnymi utworami warstw
pogranicznych protoplazmy. Jest to tzw. teoria ultrafiltru. Wreszcie
w 1937 r. Collander, uwzgledniajgc zatozenia Obu poprzednich hipo-
tez, uzaleznia przenikanie zwigzkéw od mozaikowej struktury plazmy,
w ktérej mozna wyrozni¢ fragmenty z przewaga grup hydrofilnych lub
tez hydrofobowych.

Zadna ze wspomnianych hipotez nie wyjasnia jednak wszystkich obser-
wowanych doswiadczalnie faktow. W réznych dosSwiadczeniach z ro$li-
nami badano nie tylko szybkos$¢ przenikania zwigzkow organicznych, lecz
takze wplyw temperatury, inhibitorébw enzymatycznych i wielu innych
czynnikOw na t-en proces. Rdzne inhibitory hamowaty przenikanie bada-
nych zwigzkéw. W przypadku cukrow obserwowano wspotczynnik tem-
peraturowy szybko$ci migracji zblizony do wartosci Qio wielu reakcji
enzymatycznych (79). Czesto stwierdzano tez, ze substancje o bardzo
zblizonych wiasciwosciach fizycznych i budowie chemicznej przenikajg
przez cytoplazme z r6zng szybkoscig (np. glikoza i fruktoza). Wszystkie
te fakty prowadza do wniosku, ze mechanizm przenikania réznych zwia-
zkow nie jest jednakowy i zwigzany jest z przemianami zachodzgcymi
w komorkach. Dlatego tez statyczne pojecie przepuszczalnosci proto-
plazmy ustgpito miejsce pojeciu przepuszczalnos$ci fizjologicznej.

Wedtug Brook sa i Brooksa (cyt. wg 34) przepuszczalno$¢ proto-
plazmy moze by¢ scharakteryzowana ,szybkoscig przenikania substancji
— przez przepuszczalng warstwe — przy okre$lonej sile motorycznej
(driving force)”. Odrbozniajg oni pojecie przepuszczalnosci w waskim
znaczeniu tego stowa — biorgc pod uwage fizyczne wiasnosci bton plaz-
matycznych — iw szerszym, w ktdérym przenikanie zwigzkéw uzalez-
nione jest $cisSle od fizjologicznych wiasciwosci protoplazmy, miedzy
innymi od sit, warunkujgcych ruch substancji poprzez protoplazme. Je-
zeli — zdaniem Kramera (34) — jaka$ substancja nie przenika do
komarki, moze to by¢ spowodowane nie tylko nieprzepuszczalnos$cig btony,
lecz rowniez brakiem sity warunkujgcej ruch tej substanciji.

W ostatnich czasach punkt ciezkosci badahn nad migracja réznych
substancji przesungt sie zatem ze zjawisk przepuszczalnosci (w klasycz-
nym ujeciu) na badania sit motorycznych tego ruchu. Cho¢ obecnie nie
znamy jeszcze doktadnie charakteru tych sit, wydaje sie niewatpliwe,



[3] PRZEMIESZCZANIE WEGLOWODANOW W ROSLINACH 519

ze sg one Scisle uzaleznione od procesdw przemiany materii w komorkach,
a szczegblnie od procesu oddychania. W odniesieniu do przenikania cu-
krow $wiadcza o tym liczne prace, wykazujgce ostabienie, a niekiedy
nawet catkowite zahamowanie absorpcji tych substancji w ztych wa-
runkach tlenowych (3, 9, 10, 35, 55, 80).

Przemieszczanie zwiazk6w7 uzaleznione od procesu oddychania, ktére
odbywa sie wbrew gradientowi stezenia, nazwano aktywnym transpor-
tem (active transport) — w odr6znieniu od biernego transportu (passive
transport), przebiegajacego zgodnie z prawami dyfuzji (34).

2. Mechanizm aktywnego transportu

Mechanizm aktywnego transportu jest mato znany, cho¢ istniejg licz-
ne hipotezy, oparte w wiekszym stopniu na teoretycznych rozwazaniach
niz na faktach doswiadczalnych. Ponadto badania w tej dziedzinie prze-
prowadzano gtownie na tkankach zwierzecych, bakteriach lub drozdzach.
Dlatego tez wnioski wyciagniete na ich podstawie nalezy przenosi¢ z dos¢
duzg ostroznoscig na zjawiska przebiegajgce w komorkach roslin wyz-
szych.

Wiegkszo$¢ autorow wigze mechanizm aktywnego transportu w zy-
wych komorkach z obecnoscig specyficznych czasteczek (najprawdopo-
dobniej makromolekut), wystepujacych w pogranicznych warstwach cy-
toplazmy. Czasteczki te moga odgrywac¢ role przenos$nikéw (carriers).
Przypuszcza sie, ze tworzag one kompleksowe zwigzki z przenoszonym
substratem i w takiej postaci wedrujg przez protoplazme az do powierz-
chni tonoplastu, gdzie nastepuje ponowne rozszczepienie kompleksu,
a przenoszony zwigzek zostaje wydzielony do wakuoli. Taka wedrowka
moze odbywac sie na zasadzie dyfuzji — zgodnie z gradientem stezenia
tych komplekséw — nawet w tym przypadku, gdy przenikajacy zwigzek
wedruje wbrew gradientowi stezenia. Po rozktadzie takiego kompleksu
przenosnik powraca na powierzchnie protoplastu.

Steinbach (66) przedstawit mozliwosci przenikania substancji (S) przez
cytoplazme, ktore obrazujg nastepujace schematy:

1) na zasadzie dyfuzji (bierne przenikanie):

S S =% S
otoczenie btony plaz- wnetrze
matyczne protoplazmy

2) przy udziale przenos$nikéw (x) (aktywny transport):

S X Sx ™ S
otoczenie btony plaz- wnetrze
matyczne protoplazmy
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3) przy udziale przenos$nikéw z wykorzystaniem energii pochodzacej z oddychania
(transport aktywny i selektywny):

S
wnetrze
y + z matyczne protoplazmy
z cyklu
metabolicznego

Wi ielu autorow przyjmuje, ze przenos$niki sg to zwigzki wysokoenerge-
tyczne typu ATP lub tez ufosforylowane biatka. Steward i Street
(cyt. wg 34) oraz Steward i Miliard (67) sadza, ze role przenos-
nikow w badanym przez nich mechanizmie przemieszczania jonéw (gtow-
nie anion6éw) speiniajg nowo powstajgce czasteczki biatek. Podobnie hi-
potezy Lundegardta (42), Conwaya (14), Epsteina (23)
i Osterhouta (52) przyjmujg udziat przeno$nikbw w przemieszcza-
niu jonoéw, przy czym ich autorzy uwzgledniajg $cisty zwigzek aktywnego
transportu z oddychaniem.

Pomimo ze charakter nosnikéw nie zostat jeszcze dokiadnie poznany,
mozna przypuszczaé, ze wykazujg one specyficzno$¢ w stosunku do prze-
noszonego substratu. Na ich powierzchni wystepuje prawdopodobnie
jeden lub kilka punktéow aktywnej adsorpcji, w ktérych przenoszone
czasteczki przytaczajg sie w blizgj nieokre$lony sposob.

Danie 11i (18) podaje kilka hipotetycznych schematow dziatania
przeno$nikow. Na rysunku 1 przedstawiono model dziatania przenos$nika

3

Rys. 1 Model dziatania przenos$nika rotacyjnego.
1 — punkit aktywnej adsorpcji,

2 — przenoszony substrat,
3 — btona plazmatyczna,
4 — przenos$nik wykonujgcy ruch rotacyjny

rotacyjnego, ktérego S$rednica odpowiada grubosci btony plazmatycznej.
Przenos$nik taki na swej powierzchni posiada przypuszczalnie punkt
aktywnej adsorpcji, do ktérego przytacza sie przenoszony substrat. We-
dréowka przenoszonego zwigzku odbywa sie wraz z ruchem obrotowym
przeno$nika.

Rysunek 2 przedstawia inny schemat dziatania przenos$nika, w kté-
rym ruch rotacyjny moze wykonywac nie cata czasteczka, lecz jakis$ jej
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fragment, obracajgcy sie wokot osi utworzonej z dwdch kowalencyjnych
wigzan typu C-C, C-O lub C-N. Energia zuzywana przy rotacji takiego
segmentu wynosi 2 X 3000 = 6000 kalt/mol. Przyblizong $rednig szyb-
kos$¢ rotacji mozna obliczy¢ przy pomocy nastepujgcego wzoru:

k maT =1 mw2

gdzie | — moment bezwtadnos$ci, w — predko$é katowa segmentu.

—C— "3

Rys. 2. Model dziatania przenosnika z rotujgcym segmentem.
1 — punkt aktywnej adsorpcji*
2 — substancja przenoszona,
3 — btona plazmatyczna,
4 — segment wykonujacy ruch rotacyjny.

Goldacre (28) przypuszcza, ze role przenosnikbw moga spetniaé
biatka protoplazmatyczne, zdolne do wykonywania rytmicznych skurczow
i rozkurczow. Biatko w rozkurczu, posiadajac dodatnie i ujemne tadunki,
moze adsorbowac¢ pewne jony. W czasie skurczu nastepuje kompensacja
tadunkéw i wydzielenie zaadsorbowanego jonu — jednak po przeciwnej
stronie bitony. Tym jonem moze by¢ tez jon wodorowy (rysunki 3 i 4).

51H3
+H

b)

Rys. 3. Zmiany tadunku czasteczki biatka (wg 28).
a) w stanie rozikurczu,
b) w stanie skurczu.

Niemate znaczenie miatoby poznanie mechanizmu przenoszenia energii
pochodzacej z procesu oddychania i wykorzystania jej w aktywnym tran-

9 Postepy Biochemii
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sporcie. Jest to jednak problem do dzi$ nie rozwigzany. Przypuszcza sie,
ze energia jest tu wykorzystywana przy syntezie albo rozktadzie kom-
pleks6w przenosnik—substrat lub tez przy samej ich wedrdwece.

o}
o o?° 0
o o (0] OOo0
o °0O 0 ° ° 0
a) b) 0)

Rys. 4. Zmiany adsorpcji barwika przez czasteczke biatka (wg 28).
a) w stanie skurczu (w roztworze barwnika),
b) w stanie rozkurczu (adsorpcja barwika na powierzchni),
c) wydzielanie barwnika w czasie ponownego skurczu

W Swietle omoéwionych faktdw tatwiej jest zrozumieé, dlaczego fi-
zjologiczna przepuszczalno$¢ protoplazmy jest niejednakowa dla réznych
zwigzkéw. Moze to wynikaé zaréwno z powinowactwa substratu (S) do
danego przenosnika (x), jak i z kinetyki reakcji:

S+ X Sx S+ x

Jak wida¢, rola przenos$nikéw biatkowych przypomina katalityczne

dziatanie enzymow. Mitchell i Moayle (46) sadza, ze specyficz-
ne biatka dziatajace jako przenos$niki w komdrkach bakterii majg charakter
enzymoéw. Cohen i Monad (cyt. wg 46) wprowadzili pojecie per-

meazy, tj. enzymu katalizujgcego przenikanie zwigzkéw przez protoplazme.
Jest to niewatpliwie pewnego rodzaju rozszerzenie pojecia dziatania
enzymow, ktdrym obecnie przypisuje sie role polifunkcjonalnych centréw
réwniez w aktywnym transporcie (18).

Poza bezposrednim udziatem enzymdéw w aktywnym transporcie
istnieje mozliwos¢ wielu posrednich powigzan ich dziatania z tym proce-
sem. Poniewaz energia zuzywana w aktywnym transporcie pochodzi
najprawdopodobniej z ATP, zatem takze dzialanie enzymdw katalizuja-
cych synteze wysokoenergetycznych zwigzkéw nie pozostaje zapewne
bez wptywu na wedrowke zwigzkow.

Niejednokrotnie gromadzenie okre$lonej substancjii w komorce jest
uzaleznione od szybkosci, z jaka ulega ona przemianom. Na przyktad
aktywny transport glikozy uzalezniony jest czeSciowo od szybkosci
reakcji

glikoza skrobia

a zatem posrednio od dziatania enzymow biorgcych w niej udziat.
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3. Formy transportowe cukréow

Cukry wnikajg bardzo wolno do komorki. Opér, jaki napotykajg ons
przy przenikaniu przez plazmoleme i tonoplast, jest uwarunkowany mie-
dzy innymi hydrofilnym charakterem cukréw. Duza ilo$¢ wigzan wodo-
rowych z woda utrudnia ich wnikanie przez lipofilne warstwy cytoplazmy.
W przypadku czasteczki glikozy, wyliczona energia aktywacji wnikania
do cytoplazmy na drodze dyfuzji jest bardzo duza i wynosi 15—25 tysiecy
kai/mol. Natomiast przenikanie glikozy do komodrek czerwonych ciatek
krwi cztowieka lub krélika wymaga energii aktywacji wynoszacej tylko
4000 kal/mol (18). Najprawdopodobniej obnizenie energii aktywacji w opi-
sanym przypadku nastepuje pod wptywem blizej nieznanych przenos$ni-
kow glikozy, po potaczeniu z ktérymi opOr stawiany przez cytoplazme jest
mniejszy.

Sprzeczne sg dane o wnikaniu sacharozy do komoérek. Ruh land,
Fitting i HOofler (cyt wg 72) stwierdzili, ze dwucukier ten prze-
nika wolniej od cukréw prostych. W lisciach jeczmienia (58), komorkach
drozdzy (57), porostach (29) i komorkach korzeni marchwi (11) wykazano,
ze sacharoza dostarczona z zewnatrz ulega hydrolizie na powierzchni
protoplazmy przed wniknieciem do wnetrza komorek. Nie potwierdzity
tego badania Weatherley a (78) prowadzone na dyskach lisci Atropa.

Dormer i Street (21) oraz Street i Lowe (68) wysuneii
hipoteze przenikania cukrow w postaci zdysocjowanych estrdw kwasu
fosforowego. Wedtug tych autoré6w cukry mogg ulegaé¢ fosforylacji na
powierzchni protoplastu, po czym wewnatrz komdrki nastepuje ich de-
fosforylacja. Podobny mechanizm wykazano w komdérkach miesni, serca
i watroby, na ich powierzchni powstajg heksozomonofosforany (cyt.
wg 68). Rothstein (57) stwierdzit, ze cukry na powierzchni komérek
drozdzy ulegajg estryfikacji kosztem ATP, po czym przenikajg w gigb
komorki. Wanner (77) na podstawie doSwiadczen prowadzonych na
roslinach drzewiastych wycigga wniosek, ze cukry przenikajg z jednej
komorki do drugiej w formie heksozomonofosforanow.

W odréznieniu od tych obserwacji Vittorio, Krotkow i Reed
(84) badajac siewki pszenicy stwierdzili ujemny wptyw fosforanu potasu
na absorpcje glikozy, gdyz wolna glikoza znakowana 14C pochfaniana
byta w wiekszych ilosciach niz glikozo-1-fosforan. W dosSwiadczeniach
Turnowskiej -Starek (74) obserwowano rowniez znaczne ostabie-
nie absorpcji sacharozy w skorce pochodzacej z wewnetrznej strony tuski
cebuli w przypadku, gdy do roztworu tego cukru dodano fosforanu.
Wpltyw ten najwyrazniej wystapit przy zastosowaniu Ca(H2P04)2, chcé
uwidocznit sie rowniez w przypadku NaH2P04 i KH2POA4.

Jak dotychczas, trudno jest blizej okres$li¢ role fosforanu w aktyw-
nym transporcie. By¢ moze, faczy sie ona z przemianami zwigzanymi

9* Postepy Biochemii
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z wydatkowaniem energii w procesie przenikania cukrow z komoérki do
komarki.

-C (X -Cc—o. .0—C - -C

B— OH I I i X

-c—o0 -C—0 '0o—Cc— —CI

Weglowodany, poza potgczeniami z kwasem fosforowym, tworzg z tat-
woscig kilka typow zwigzkow kompleksowych z kwasem borowym i jego
pochodnymi. Zillle (89) oraz Khym, Zill i Cohn (33) podajg
liczne przyktady takich zwigzkéw zaréwno dla mono- i oligosacharydéw,
jak tez polisacharydow oraz polialkoholi. Zwigzki takie mogg wystepowac
w postaci anionéw (I, I, 111).

Mozna by przypuszczaé, ze bor w btonach komérkowych, protoplazmie
i innych czeSciach komérki bogatych w weglowodany wystepuje w po-
taczeniach podobnego typu. Jednakze dotychczas nie wyizolowano z ros-
liny zadnego zwigzku organicznego, zawierajgcego jbor, pomimo ze po-
dejmowano préby w tym kierunku (83). Jest to wynikiem, byé moze,
duzej labilnosci zwigzkéw tego typu.

Torssell (71) opisuje jeszcze inne zwigzki cukrowo-borowe, w kto-
rych bor wystepuje jako kwas fenyloborowy (schemat 1). Takie zwigzki,

OH HO —C 0-¢C - 0—C—
h2o
+h 2
OH HO—C— SO 0—C— 0—C—
OH
ktuas fenylobo- tancuch .
rouiij y useglou>y kompleksy kwas fenyloborowy —cukier
cukroii’

Schemat 1. Powstawanie zwiazku kwas fenyloborowy — cukier wg Torssella (71).

dzieki obecnosci grupy fenylowej, majg charakter lipofilny. Dlatego tez
mozna przypuszczaé, ze op6r, jaki napotykajg one przy przenikaniu do
komorki, jest mniejszy niz opér stawiany wolnym czasteczkom cukru.

Jest zatem mozliwe, ze cukry migruja w roslinie w postaci zwigzkéw
z kwasem borowym albo fenyloborowym lub tez zwigzki borowe moga
w inny sposéb wptywaé na aktywny transport weglowodanéw. Przy-
puszczenia te wynikajg rowniez z obserwacji, ze przy deficycie borowym
przede wszystkim wystepujg zawsze zaburzenia w przemianie weglowoda-
néw. Niektdrzy badacze (4) sadzg, ze brak boru wptywa na zmiany fizycz-
nych witasnosci koloidéw, a stad w roslinach z deficytem boru moga wy-
stagpi¢ pewne zmiany w przepuszczalno$ci protoplazmy.
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0’Kelley (51) badat wptyw boru na absorpcje cukréow przez pytek
Tecoma radicans. Wzrost absorpcji wywotany dodatkiem boru do roz-
tworu cukréw nie przewyzszat nigdy 22%. Obserwowano wyrazniejszy
wzrost pochtaniania w przypadku zastosowania sacharozy niz glikozy.
Nie stwierdzono dodatniego wptywu boru na absorpcje fruktozy, a nawet
przeciwnie — obserwowano tu pewng depresje wnikania tego cukru do
ziarn pytku.

Nelson i Gorham (49) stwierdzili dodatni wptyw boru na
wielko$¢ absorpcji radioaktywnej glikozy w liSciach soi. Wplyw ten uwi-
docznit sie szczegdlnie wyraznie, gdy roztwo6r poza cukrem i kwasem
borowym zawieral substancje obnizajgcq napiecie powierzchniowe (de-
tergent).

Turnowska-Starck (75 badajac wptyw jboru na absorpcje
sacharozy przez izolowane liscie fasoli zaobserwowata wzrost pochia-
niania cukru, gdy do roztworu dodano kwasu borowego. Wptyw ten obser-
wowano zaréwno na normalnych roslinach, jak i wykazujacych poczat-
kowe objawy braku boru.

Il. Przemieszczanie weglowodanéw w tkankach przewodzacych

Gtoéwng droga wedrowki substancji organicznych sg tkanki floemu,
a wsrod nich — rurki sitowe. Przemieszczanie asymilatow poprzez floem
niestusznie nazywa sie niekiedy pradem zstepujacym (jako pojecie prze-
ciwstawne prgdowi wstepujgcemu). Asymiiaty wedrujg bowiem nie tylko
w kierunku korzeni, lecz réwniez ku wierzchotkowi wzrostu peddw.
Szybkos¢é migracji cukrow we floemie wynosi 0,4—1,6 m/godz., co oczy-
wiscie tysigce razy przewyzsza szybkos$¢ dyfuzji.

Wielu badaczy stwierdza, ze formg transportowag cukrow w sitach
wiekszosci roslin jest sacharoza (7, 36, 39, 40, 41, 69, 73, 77, 85, 86).
Tylko u nielicznych gatunkéw drzew (86) oraz u dyni (56) wykryto prze-
wage oligosacharyddw (gtownie stachiozy i werbaskozy) w soku uzyska-
nym z floemu. Autorzy przypuszczaja, ze wykryte oligosacharydy stano-
wig forme transportowg weglowodandéw u tych roslin.

I. Wptyw boru i fosforu

Wielu autoréw wysuwa mozliwos¢ udziatu fosforu w procesie prze-
mieszczania cukrow przez floem, podobnie jak w przypadku migracji
cukréw w tkankach parenchymatycznych. Poniewaz w sitach dominuje
jednak sacharoza, stagd wytonita sie konieczno$¢ zbadania, czy cukier ten
wnika do sit dzieki fosforylacji i defosforylacji, ktéra moze odbywac
sie na powierzchni protoplazmy (5).
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Przez dtugi czas nie udawato sie wykaza¢ w roslinach obecnosci estrow
sacharozo-fosforanowych. W 1943 roku Doudoroff (20) wykryt enzym
powodujacy fosforylacje sacharozy u Pseudomonas saccharifera. W kilka
lat p6zniej Buchanan (cyt. wg 2) zidentyfikowatl chromatograficznie
fosforan sacharozy w wyciggach z lisci buraka; po hydrolizie zwiazek
ten dawat fruktozo-I-fosforan i glikoze.

W celu okreslenia ewentualnej roli fosforu w przemieszczeniu cukrow
oznaczono estry fosforanowo-cukrowe w tkankach przewodzacych. K ur-
sanow i Wyskriebiencewa (39) wykazali w tkankach prze-
wodzacych baweiny duzg radioaktywnos$¢ niezidentyfikowanych estrow
fosforanowych, po ekspozycji roslin na Swietle, w atmosferze 14C02.

Bauer (5 oraz Kursanow i Turkina (38) wykazali we flo-
emie buraka cukrowego aktywne fosfatazy i fosforylazy. Sheil Mc Gre-
gor i Street (60) stwierdzili znaczng aktywnos$¢ fosfataz zaréwno
w tkankach merytematycznych, jak i we floemie korzeni pomidora.
Jednakze wydaje sie, ze obecno$é aktywnych fosfataz i fosforylaz w wigz-
kach sitowo-naczyniowych nie przesgdza sprawy bezposrednego udziatu
fosforu w przemieszczaniu cukrow w sitach. Moga gne bowiem odgrywac
role zaréwno przy syntezie sacharozy, jak i w innych procesach nie
zwigzanych bezposrednio z transportem weglowodanéw. Zeigler (85)
analizowatl sok uzyskany z rurek sitowych drzew. Nie stwierdzit on
wahan w zawartosci fosforu w ciggu doby, potwierdzit natomiast znang
w literaturze rytmike dobowych zmian w ilosci cukréw. Cukry i fos-*
for mineralny nie wystepowaty we floemie w takim stosunku molarnym,
ktory magtby wskazywa¢, zdaniem tego autora, na przemieszczanie
cukréw w postaci komplekséw z kwasem fosforowym. Argument ten
nie pozwala jednak catkowicie wykluczy¢ mozliwosci bezposredniego
udziatu fosforu w jprzemieszczeniu cukréw.

Podobnie jak w przypadku aktywnego transportu przez mezofil lisci,
tak i przy przemieszczaniu zwiazk6w przez sita istnieje mozliwos¢ udzia-
tu boru. Opisane juz witasnosci boru, wykazane w doswiadczeniach
in vitro, i fakt gromadzenia cukrow w organach asymilacyjnych (lisciach)
w przypadku deficytu borowego (30, 31, 48, 50, 59, 81) pozwalaja przy-
puszczaé, ze rola boru wigze sie nie tylko z przemianami, lecz réwniez
z wedréwka weglowodanow.

Gauch i Dugger (25 26, 27) wysuneli hipoteze Scistej zaleznosci
miedzy przemieszczaniem asymilatéw i fizjologiczng rola boru. Autorzy
ci obserwowali bowiem znacznie wiekszg radioaktywnos$¢ roslin, ktorym
na lis§¢ podano roztwér radioaktywnej sacharozy wraz z borem, w porow-
naniu z roslinami, ktére otrzymaly wylacznie sacharoze. W innej serii
doswiadczen (61) bor wptynat jednak najsilniej na przemieszczanie u ros-
lin, ktore otrzymaty w pozywce matlg dawke tego mikroelementu i nie
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wykazywaly zewnetrznych objawdéw jego braku. W doswiadczeniach tych
wprowadzano cukry przez odciety ogonek liscia i dlatego mogty sie one
przemieszcza¢ nie normalng droga — przez floem, ale wraz z pradem
transpiracji. Na mozliwos$¢ udziatu boru w przemieszczaniu weglowoda-
néw wskazujg takze inne prace (22, 45, 65).

Skok (62, 63, 64) odnosi sie krytycznie do wspomnianych hipotez.
W doswiadczeniach prowadzonych na miodych siewkach stonecznika
nie stwierdzit on bezposredniego wptywu boru na przemieszczanie wpro-
wadzonych na liscienie radioaktywnych cukrow do innych czesci siewki.
Zdaniem autora, pewne zakidcenia w migracji weglowodanéw w przy-
padku deficytu borowego mogg by¢ jego posrednim nastepstwem. ROw-
niez Szkolnik (70) przypuszcza, ze bor wplywa tylko posrednio na
przemieszczanie asymilatow, gdyz przy braku tego mikroelementu obser-
wuje sie zahamowanie wzrostu organow heterotroficznych, co obliza ich
zapotrzebowanie na weglowodany. Johnston i Doore (30) oraz
Mc Ilrath i Palser (44) tlumaczg zahamowanie odptywu asy-
milatéw z lisci w przypadku braku boru morfologicznymi i anatomicz-
nymi zmianami w tkankch przewodzacych a szczeg6lnie we floemie.

Ostatnie przypuszczenie nie znajduje potwierdzenia w doSwiadczeniach
Turnowskiej-Starck (76). W miodych siewkach fasoli, ubogich
w bor, w ktédrych nie wystepowaty jednak jeszcze nekrotyczne zmiany
we floemie, obserwowano bowiem znaczne ostabienie przemieszczania
radioaktywnej sacharozy, w porownaniu z ro$linami normalnie zaopa-
trzonymi w ten mikroelement. Dodatkowym dowodem $wiadczacym,
ze to zahamowanie transportu byto wynikiem fizjologicznych, a nie ana-
tomicznych zmian spowodowanych deficytem boru, jest fakt, ze prze-
mieszczanie sacharozy odbywato sie kilkakrotnie intensywniej w przy-
padku, gdy rosliny otrzymalty kwas bomy jednoczes$nie z sacharoza.
Szczego6lnie wyraznie wptywal bor dostarczony roslinom przez korzenie.
Wyniki powyzszych doswiadczen Swiadczg o Scistej, fizjologicznej zalez-
nosci pomiedzy funkcja boru a przemieszczaniem sacharozy, chociaz nie
wyjasniajg, na czym ten zwigzek polega.

2. Poglady na mechanizm przewodzenia

Zagadnienie formy, w jakiej przemieszczajg sie weglowodany, wigze
sie §ciSle z mechanizmem ich transportu. Gdyby istniata mozliwos$¢ prze-
mieszczania cukrow jako zdysocjowanych estrow fosforanowych lub bo~
ranowych, wdwczas mozna by ttumaczy¢ ich wedréwke w podobny spo-
séb, jaki przypisuje sie migracji anionéw.

Niektérzy badacze wiazg mechanizm przemieszczania cukréw z aktyw-
noscig uktadu cytochromowego (73). Willebrink (82) obserwowat
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zahamowanie przemieszczania weglowodanéw w wigzkach przewodzacych,
wyizolowanych z ogonkéw lisci pelargonii pod wptywem KCN. Cytowani
badacze (73, 82) oraz Kursanow i Turkina (37) wykazali duzg
intensywno$¢ oddychania wigzek.

Duza aktywno$¢ metaboliczna tkanek przewodzacych nasuwa wielu
badaczom mysl, ze przemieszczanie w tkankach sitowych, podobnie jak
migracja w tkankach parenchymatycznych, uzaleznione jest od proceséw
egzoergicznych. Curtis (16) wykazat juz w 1929 r., ze brak dostepu
tlenu do tkanek przewodzgcych hamuje w znacznym stopniu przeptyw
asymilatow. Jakuszkina i inni (32) stwierdzili, ze kierunek prze-
mieszczania asymilatow jest zgodny z kierunkiem wzrastajgcej intensyw-
nosci oddychania.

We wszystkich hipotezach, tgczacych mechanizm przewodzenia asymi-
latbw z metabolizmem tkanek przewodzacych, duzg uwage zwraca sie
na role protoplazmy wyScietajacej rurki sitowe. Pocigga to za soba
koniecznos¢ szczegotowych badan nad fizycznymi i fizjologicznymi wtas-
nosciami tkanek przewodzacych. Obszerny przeglad obecnego stanu wie-
dzy na ten temat zawarty jest w monograficznych artykutach Craftsa
(15) oraz Esau, Curriera i Cheadle’a (24). | w tej dziedzinie
badan istniejg jednak sprzeczne dane, zwlaszcza w odniesieniu do prze-
puszczalnosci plazmy w rurkach sitowych. Problematyczna jest tez obec-
no$¢ tonoplastu oraz rotacyjny ruch protoplazmy. Sprzeczne sg rowniez
dane na temat obecnosci enzyméw glikolitycznych w rurkach sitowych.

Craft s (15) przypuszcza, ze rozbieznosci te wynikajg z r6znej me-
todyki badan oraz faktu prowadzenia obserwacji na komdérkach znajdu-
jacych sie w réznych fazach wzrostu. W miodych rurkach stwierdza sie
na ogot wieksze ilosci protoplazmy, ktéra charkteryzuje sie wowczas
mniejszg przepuszczalnoscig (w klasycznym znaczeniu tego stowa). Wraz
z wiekiem maleje zawarto$¢ zwigzkdéw lipidowych i protoplazma nabiera
bardziej hydrofitowego charakteru. Badania rurek sitowych przy pomocy
mikroskopu elektronowego wykazaty réwniez, ze mitode rurki sg bo-
gatsze w cytoplazme (6).

Wielu badaczy wigze mechanizm ruchu asymilatéw we floemie z ro-
tacyjnym i S$lizgowym ruchem protoplazmy, dzieki ktéremu czasteczki
przenoszone sg wzdtuz rurek sitowych (1). Wedrowka substancji przez
pory w sitach odbywa sie, zgodnie z tg hipoteza, na zasadzie dyfuzji.

W przeciwieAstwie do hipotez aktywnego udziatu protoplazmy i ruchu
substancji, niezaleznego od ruchu wody zawartej w rurkach sitowych,
istnieje duzo prac, z ktérych wynika, ze przemieszczane zwigzki porusza-
ja sie wraz z woda. TwoOrcg teorii tzw. masowego przeptywu (mass
flow) byt Munch (47). Wedtug tej hipotezy sita motoryczng ruchu
asymilatow jest uzalezniona od gradientu stezenia réznica w wartosci
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osmotycznej lub réznica turgoru komorek-akceptoréw i komérek-donato-
row. Wydaje sie, ze w tym mechanizmie plazma nie odgrywataby zasad-
niczej roli.

Hipoteza M iinc h a znajduje i obecnie swych zwolennikéw, ktérzy
traktujg przemieszczanie jako przeptyw roztworu zgodnie z gradientem
turgorowym lub stezenia. Zimmerman (86, 87, 88) stwierdzit, ze
gradient stezenia obserwowany w ciggu lata we floemie niektérych ga-
tunkow drzew znika na jesieni, po opadnieciu liSci. Podobne zjawisko
wystepowato po sztucznym usunieciu wszystkich lisci w ciggu okresu
wegetacyjnego. Autor sadzi, ze gradient stezenia warunkuje ruch asy-
milatéw i jest jego sitg motoryczng. Jako dalszy argument na poparcie
hipotezy mass flow (lub mass preassure — przeptyw pod ci$nieniem)
Colwell (cyt. wg 15) przytacza obserwowane obfite wydzielanie soku
z przecietego floemu — zjawisko szczegdlnie charakterystyczne dla ros-
lin z rodziny dyniowatych, jak réwniez dla niektérych gatunkéw drzew.
By¢ moze jjednak, ze wydzielanie soku z floemu jest artefaktem, spowo-
dowanym przecieciem tkanek przewodzacych. Bauer (5 na podstawie
obserwacji ruchu barwikéw wprowadzonych do ogonka liscia pelargonii
izolowanego od rosliny stwierdzit, ze ruch ten jest uzalezniony od gra-
dientu turgoru. Zmieniajac gradient ten w sposdb sztuczny, mozna byto
modyfikowa¢ zardwno szybkos¢, jak i kierunek migracji badanych przez
niego zwiazkéw. Autor sadzi, ze w podobny spos6b przemieszczajg sie
asymilaty.

Jednym z powazniejszych zarzutow wysuwanych dawniej przeciwko
hipotezie mass flow byt obserwowany fakt jednoczesnego ruchu substancji
w przeciwnych kierunkach (12, 53). Obecnie przypuszcza sie, ze ten dwu-
kierunkowy ruch odbywa sie w r6znych rurkach sitowych (5, 8).

Istniejg jednak i inne fakty, ktérych nie mozna wyjasni¢ w Swietle
hipotezy mass flow. Nie wszyscy autorzy stwierdzajg, by kierunek we-
drowki weglowodanow byt zgodny z gradientem stezenia lub turgoru
(17). Zaprzeczeniem tego jest cho¢by migracja sacharozy w buraku cu-
krowym z lisci (ubozszych w sacharoze) do korzeni lub gromadzenie
cukrow w owocach. Cle-mens (13) badajac migracje asymilatow do
owocow Kigelia africana (ciezar jednego grona dochodzi do 20 kg)
obliczyt, ze gdyby wszystkie cukry przemieszczaty sie wraz z przepty-
wajacym sokiem, wéwczas w ciggu godziny musiatoby przeptywaé 159—
449 g wody przez przekroj 1 cm2. Oczywiscie, jest to mato prawdo-
podobne.

Zwolennicy masowego przeptywu nie uwzgledniajg oporu, jaki sta-
wia protoplazma wyScietajgca pory rurek sitowych. Opor ten, zdaniem
Craftsa, jest bardzo duzy i nie mozna go nie bra¢ pod uwage. Zdjecia
poréw sit, wykonane przy pomocy mikroskopu elektronowego, wska-
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Zuja, ze protoplasty sagsiadujgcych rurek tgczag sie ze sobg tworzac jedng,
strukturalng cato$¢ (24).

Najnowsze badania posSwiecajg coraz wiecej uwagi komadrkom paren-

chymy. floemu i komdrkom towarzyszacym, ktére charakteryzuja sie du-
za aktywnoscig metaboliczng (5, 54, 77). Szczeg6lnie czynne sg tu enzymy
typu fosfataz i fosforylaz. Przypuszcza sie, ze w tych witasnie komdrkach
odbywa sie synteza sacharozy, wydzielanej nastepnie do rurek sitowych.

Przeglad niniejszy zawiera tylko najwazniejsze hipotezy mechanizmu

przemieszczania weglowodanéw. Niestety, zadna z nich nie objasnia
wszystkich zjawisk obserwowanych w roslinach.
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RECENZJE

Recenzja ksigzki E. H. Relyvelda

Relyveld E. H. Toxine et antitoxine diphtériques. Etude immunologique.
Stronic 164. Wykreséw i zdje¢ 54, Tablic 33. Wydawnictwo Hermann, Paryz 1959.

Badania przedstawione w monografii wykonano w Oddziale beztlenowcéw i che-
mii mikrobiologicznej filii Garche Instytutu Pasteura w Paryzu, pod kierunkiem
profesora Raynaud. Niektére problemy oméwione w monografii dyskutowane
bylty juz wcze$niej na innym miejscu przez prof. Raynaud wspélnie z autorem
i innymi pracownikami Oddziatu. Oceniana praca odzwierciedla wiec w rzeczywi-
stosci nie tylko poglady autora, lecz takze stanowisko pracownikéw Instytutu.

Monografia obejmuje siedem rozdziatéw. Stowo wstepne i postowie utatwiaja
zrozumienie motywéw podjecia pracy, drég myslowych i wyciagnietych wnioskéw.
Z siedmiu rozdziatéw pierwszy podaje plan pracy, drugi i trzeci zawierajg szczegoty
dotyczace preparatyki i oczyszczania toksyny bioniczej. W czwartym rozdziale
przedstawiono przebieg analizy immunologicznej metodami dyfuzji w zelu, a w pia-
tym — zagadnienia hiperimmunizacji koni anatoksyng, sporzadzong z wysoce
oczyszczonej toksyny. Rozdziaty 6 i 7 poswiecono studiom nad iloSciowo wykony-
wanymi reakcjami miedzy toksynag a antytoksyng i badaniom nad swoistymi
ugrupowaniami w czagsteczce toksyny i w odpowiadajacych im przeciwciatach.

Przy blizszej analizie spostrzega si¢ z tatwoscia, ze pierwsze rozdziaty sg podbu-
dowa dla rozdziatéw 6 i 7, w ktédrych zajeto sie waznymi zagadnieniami immunolo-
gicznymi. Doda¢ nalezy, ze poszczeg6lne rozdziaty poprzedza zawsze szkic historycz-
ny, w ktérym referowane sg spostrzezenia innych badaczy, a na koncu kazdego
z rozdziatbw umieszczono zwiezle napisane wnioski uzyskane na podstawie wtas-
nych badan autora.

Wiasciwosci toksyny bioniczej, jak tez zagadnienia reakcji miedzy ta toksyng
a homologicznym przeciwciatem, tj. antytoksyng btoniczg, byty juz tematem licznych
dyskusji. Autor podejmuje jeszcze raz te zagadnienia, gdyz dysponuje toksyng
wysoce oczyszczong, a dawniejsze prace doswiadczalne wykonane zostalty przy
pomocy preparatéw oczyszczonych tylko czesciowo.

Postepujac systematycznie rozpoczat monografie od zagadnien dotyczacych
toksyny. Wiadomo, ze jako toksyny uzywa sie zaréwno w pracy codziennej, jak tez
w pracach badawczych, przesagczéw hodowli maczugowca btonicy w podiozach
ptynnych. Toksyna negatywna, otrzymana tg droga, zostaje w dalszych etapach
oczyszczana. Przez dlugie lata podstawowym skiladnikiem podtozy plynnych byty
wyciggi miesne i preparaty okre$lane mianem peptonéw. Skilad takich podtozy
byt zmienny i pod wzgledem chemicznym niedoktadnie znany. W przesaczach
hodowli w takich podtozach obok toksyny zawarte byly réznorodne zwiazki nie-
pozagdane z punktu widzenia lekarza i mikrobiologa, a utrudniajgce chemiczne
oczyszczanie toksyny. Z tych wszystkich przyczyn zrodzito sie dazenie do uzyska-
nia podtozy o okreslonym skiadzie chemicznym. Efektem prac z tej dziedziny sa
podioza syntetyczne i tak zwane poisyntetyczne, w ktorych podstawowym sktadni-
kiem sa hydrolizaty kazeiny, zelatyny lub innych cial. Jak w innych zaktadach,
tak i w Instytucie Pasteura zastgpiono w ostatnich latach dawniej uzywane pod-
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toza ,,rutynowe” przez podtoze poéisyntetyczne, ktérego sktad i przygotowanie opisa-
no w monografii w sposéb najbardziej szczegétowy. Poza tym podaje autor
szczegbty dotyczace uzywanego sSzczepu maczugowca, przygotowania inoculum
i 'hodowli. Podkreslam te fakty, gdyz sg niezmiernie interesujgce dla kazdego
zajmujacego sie zagadnieniami toksyny bioniczej, w szczegélnosci dla kazdego zaj-
mujacego sie produkcjg preparatow biologicznych, stosowanych w lecznictwie
i profilaktyce btonicy.

Jednakze nawet przesacze hodowli z podiozy poéisyntetycznych zawierajg row-
niez obok toksyny jeszcze inne zwigzki, bedgce z punktu widzenia toksyny jej za-
nieczyszczeniami. W ciggu dtugich lat opracowano rdzne procesy technologiczne
dla usuniecia tych zanieczyszczen. Na ogdét stosowano te same metody, ktorymi
oczyszcza sie biatka (toksyna btonicza jest réwniez biatkiem). W poszczego6lnych za-
ktadach stosuje sie w celu oczyszczenia toksyny wysalanie, wytrgcanie za po-
mocag kwaséw, ultrafiltracje, adsorpcje. Autor postugiwal si¢ tymi samymi metoda-
mi, a poza tym zastosowal chromatografie kolumnowg przy uzyciu fosforanu
wapnia. Réwniez i to postepowanie opisano najdoktadniej w monografii. Z oczysz-
czonej toksyny sporzadzono preparat krystaliczny.

Cyfry podane w monografii, ilustrujgce stopien oczyszczenia toksyny i jej
aktywnosci, brzmia imponujgco. Wiadomo, ze dla uzyskania szybkiej orientacji co do
aktywnosci toksyny biloniczej stosowany jest tak zwany odczyn flokulacyjny Ra-
mona. Odczyn wykonuje sie in vitro, okres$la sie stezenie antygenu (toksyny lub
anatoksyny), przy jakim w obecnosci jednej jednostki antytoksycznej najwcze$niej
pojawiaja sie w mieszaninie kiaczki. llo$¢ toksyny zawartej w probowce, w Kktdrej
jako pierwszej pojawity sie ktaczki, reprezentuje aktywno$¢ jednej jednostki anty-
genowej (flokulacyjnej) i oznaczana jest symbolem Lf. Z ilosci takich jednostek
flokulacyjnych, przypadajacych na mg N w badanym preparacie, wnioskowa¢ moz-
na o stopniu oczyszczenia antygenu. Preparaty krystalicznej toksyny, sporzadzonej
przez autora zawieraty 3000 Lf/mg N, podczas gdy najczystsze z dotychczas opisa-
nych toksyn zawieraty co najwyzej 2000 — 2400 Lflmg N.

Oczyszczong toksyne poddano analizie metodami dyfuzji w zelu Ouchterlonyego,
jak tez Oakleya i Fulthorpe’a. Poré6wnawcze badania wykazaly, ze z toksyng autora
powstaje jedna tylko linia precypitacyjna, za$ ze stabiej oczyszczonymi preparatami
ilos¢ linii precypitacyjnych jest wieksza.

Toksyna oczyszczona zmienia sie, podobnie ijak inne toksyny, pod wptywem
formaldehydu i wyzszej cieptoty na tak zwana anatoksyne, czyli preparat pozbawio-
ny toksycznosci, lecz posiadajacy zdolno$¢ uodparniania. Uzyskana tg drga ana-
toksyna ulega tez adsorpcji na rozmaitych solach, podobnie jak inne anatoksyny.
Autor zastosowal adsorpcje na fosforanie wapniowym i uzyskat tg drogg preparat
znacznie bardziej aktywny biologicznie od preparatéw adsorpcyjnych na solach
glinu.

Uodpornianiem objeto gtéwnie konie, uzywane ogoélnie, jak wiadomo, do pro-
dukcji surowic leczniczych, obok tego uodparniano tez kroéliki. W przebiegu hipe-
rimmunizacji koni kontrolowano stale nie tylko narastanie przeciwciat, lecz réw-
niez ich jako$¢ odczynem dyfuzji w zelu. Surowice pobierano do dos$wiadczen
w momencie, gdy przy maksymalnym stezeniu antytoksyn w odczynie dyfuzji suro-
wica reaguje z toksyng w postaci jednej tylko linii precypitacyjnej. Gdy zwierze
dajagce takag surowice nadal uodparniano oczyszczonym antygenem, wtasciwosci
surowicy ulegaly zmianie i w odczynie dyfuzji notowano szereg linii precypitacji.

Na podstawie poréwnawczej analizy wynikéw uodparniania koni antygenami
silnie i stabiej oczyszczonymi, podejmuje autor prébe wyttumaczenia pewnych zja-
wisk notowanych niejednokrotnie w przebiegu hiperimmunizacji.
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Wiadomo, ze niektére zwierzeta nie wytwarzajg surowic o wielkiej zawartosci
antytcksyn, mimo ze byly w normalny, odpowiedni sposéb uodparniane. Autor
wyjasnia, ze przyczyna zjawiska tkwi w uzyciu stabo oczyszczonego antygenu do
uodparniania. Je$li zanieczyszczenia pobudzaja zwierze rdéwniez do wytwarzania
przeciwcial, czyli posiadajg wtasciwosci antygenowe, dochodzi niekiedy do zjawiska
konkurencji miedzy nimi a toksycznym antygenem bloniczym, ktérego dziatanie
zostaje przyttumione.

Dziatanie toksyny ulega, jako wiadomo, zobojetnieniu przez swoistg antytoksyne.
Dowodem tego sg biologiczne doswiadczenia na zwierzetach wrazliwych na toksyne.
Ponadto toksyczne antygeny ulegaja wytraceniu (precypitacji, flokulacji), gdy zmie-
szamy je w probowce ze swoistg surowicg antytoksyczng. Surowica zatem zwie-
rzecia (w tym przypadku konia) uodparnianego anatoksynag bloniczag posiada dwie
rézne wiasciwosci: zobojetniajgca i precypitujgcg (toksyne). Je$li uzyta do doswiad-
czen toksyna byta $wieza, nalezaloby oczekiwaé, ze wyniki oznaczania jej mocy
metodg zobojetniania, czyli in vivo i metoda flokulacji, czyli in vitro, bedg sie po-
krywac. Stosunek wartosci uzyskanych obu metodami (w terminologii angielskiej
serum ratio) bytby w takim przypadku réwny 1 W rzeczywistosci stosunek ten
bywa czesto mniejszy lub wiekszy od 1.

Juz w okresie miedzywojennym wysunieto z niektérych stron hipoteze, ze istnie¢
muszg réznorodne antytoksyny o odmiennych witasciwosciach biologicznych. Silne
podstawy dla tej hipotezy znaleziono w wynikach analiz biochemicznych, ktére
dowiodty, ze w $lad za uodpornianiem ustréj zwierzecy wytwarza antytoksyny
zwigzane z frakcjag y- jak tez i |3-globulinowg. Wydawato sie tez, ze sprawa
réznic w wynikach mianowania mocy toksyn jest wyjasniona, gdy stwierdzono, ze
w poczatkowym okresie uodparniania zwierze wytwarza gtownie antytoksyne 7-
globulinowg, a w p6Znym okresie uodparniania—antytoksyne p-globulinowg. Z su-
rowicami konskimi, zawierajacymi antytoksyne Y-globulinowg, stosunek wartosci
in vivo/in vitro byt wysoki, wyzszy od 1, a z surowicami zawierajgcymi p-globuli-
nowg antytoksyne — nizszy od 1. Wkroétce zaczety sie jednak mnozyé spostrzezenia
budzace watpliwosci co do stusznosci pogladéw, taczacych wyniki oznaczania mocy
toksyn in vivo i in vitro z wtasciwosciami elektroforetycznymi antytoksyn. Autor
zaobserwowat np. konie, ktére wytwarzaty tylko jednego rodzaju antytoksyne: albo
Y-globulinowg albo tez (3-globulinowg. Oo wigcej, autor obserwowat takie przy-
padki, w ktérych stosunek in vivo/in vitro byt niski, mimo ze surowica zawierata
antytoksyne Y-globulinowa.

lloSciowo wykonywane odczyny precypitacji przy uzyciu znakowanej toksyny
rzucity nowe $wiatto na zagadnienie zréznicowania antytoksyn. (Toksyne znakowano
przy pomocy 13iJ wedtug metody Mas ouredisa, opracowanej dla znakowania
albuminy; za przykiadem Pappenheimera podjete proby znakowania toksy-
ny drogag hodowli maczugowca w podtozu zawierajacym 3»s wypadty ujemnie
w Instytucie Pasteura). Przebieg tych doswiadczen dowiédt, ze miedzy antytoksy-
nami zachodzag rdznice niezalezne od ich wiasciwosci elektroforetycznych. Anty-
toksyny zobojetniajace sa odmienne od antytoksyn flokulujgcych czy precypitu-
jacych.

Dalsze obserwacje wykazaly, ze wynik miareczkowania mocy toksyn in vivo
i in vitro zalezy od stanu odpornosci koni w chwili rozpoczecia cyklu uodparnia-
nia. Konie posiadajace tak zwang odporno$¢ podstawowg w chwili rozpoczecia
cyklu hiperimmunizacji wytwarzaja istotnie poczatkowo antytoksyne Y-globulino-
wa, z Kktérg stosunek mianowania toksyny in vivolin vitro jest wiekszy od 1.
Z powstajaca poézniej antytoksyna |3 jest tu ten stosunek nieznacznie nizszy od 1
Konie natomiast nie wykazujgce stanu odpornosci podstawowej w chwili rozpocze-
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cia cyklu uodparniania wytwarzajg antytoksyny, z ktérymi stosunek in vivoHn vitro
jest zawsze niski: mniejszy od 1, mimo ze wytwarzaja réwniez antytoksyne y-, a na-
stepnie |3-globulinowa.

W oparciu o stwierdzony fakt zr6znicowania antytoksyn wusituje réwniez autor
wyttumaczy¢ zjawisko zréznicowania surowic pod wzgledem ich ,,powinowactwa”
(aviditas). W ciggu Kkilkudziesieciu lat od jego poznania, ttumaczono w rozmaity
sposob istote tego zjawiska. Wedtug pogladéw panujacych w chwili obecnej, réznice
w powinowactwie surowic wynikajg z tego, Zze jedne surowice tworzg z antygenem
zwigzki trwalsze, inne za$ — mniej trwate, tatwiej ulegajace dysocjacji. Wedtug
Relyvelda natomiast tak zwane powinowactwo zalezy od.tego, czy surowica
zawiera wiecej antytoksyn zobojetniajagcych czy precypitujacych. Gdy surowica
zawiera wiecej przeciwciat precypitujacych niz zobojetniajgcych, nie wykazuje
powinowactwa. .

Wiasciwosci elektroforetyczne antytoksyn wywierajg decydujagcy wptyw na
ksztatt krzywej wynikdw przy ilosciowym wykonywaniu odczynéw precypitaeji.
Z surowica zawierajacg antytoksyne yglokulinowag krzywa ma ksztatt klosza.
Ten typ krzywej znany jest od dawna z odczynéw miedzy odpornosciowa, prze-
ciwbiatkowg surowica krdéliczg a homologicznym biatkiem, np. miedzy biatkiem
ludzkim a surowicg krolika uodparnianego typu biatkiem. W pismiennictwie spo-
tyka sie czesto dla tego rodzaju krzywej okres$lenie ,kroliczy typ krzywej precypi-
tacji”. Z surowicg koni hiperimmunizowanych przez diugie miesigce, toksycznym
biatkiem w rodzaju antygenéw btoniczych, a wiec z surowicg zawierajaca (3-globu-
linowe przeciwciata, krzywa wynikéw odczynu jest u szczytu ptaska, réwna. Ten
typ krzywej jest znany z odczynéw flokulacji Ramona. W piSmiennictwie spotyka
sie czesto dla tego rodzaju krzywej okre$lenie ,konski typ krzywej precypitacji”.
DosSwiadczenia autora dowiodty, ze ksztatt krzywej nie ma nic wspélnego z gatun-
kowymi wiasciwosciami dawcy surowicy, lecz wytgcznie — jak wspomniano —
z wtasciwosciami elektroforetycznymi przeciwcial powstatych po uodpornieniu.

Logicznie mys$lac, nalezatloby przypusci¢ ze je$li antytoksyna btonicza nie jest
zwigzkiem jednorodnym, to i toksyna bionicza, ktéra reaguje z antytoksyna zobo-
jetniajacag i precypitujgca, z 7-globulinowg i |3-globulinowg, nie moze by¢ zwigz-
kiem jednorodnym. Przeciwko tej hipotezie wysungé mozna by zastrzezenie oparte
na fakcie, ze oczyszczona toksyna bitonicza reaguje z homologiczng surowicag
w odczynach dyfuzji w zelu w sposéb charakterystyczny, dajac tu mianowicie
tylko jedna linie precypitacji. Dla roztrzygniecia tego problemu autor wyko-
natl doswiadczenia réwnolegle z toksyna oczyszczong i z ta toksyng poddang
wpierw trawieniu. W tym celu, podobnie jak przedtem Pope, podawat to-
ksyne dziataniu trypsyny. W odczynie dyfuzji w zelu z takg toksynag wyniki
zalezaty od wuzytej surowicy. Z surowicami, z ktérymi wynik mianowania
mocy toksyny in vivo/in vitro wyrazat sie liczbg wiekszg od 1, obserwowano
2—3 linii precypitacji. Autor wnioskuje z tych doswiadczen, ze czasteczka to-
ksyny ma rozmaite — jak sie wyraza — ugrupowania, z ktérych kazde reaguje
z inng antytoksyna i z ktérych kazde po wprowadzeniu do ustroju zwierzecego
dziata¢ moze jako bodziec immunologiczny.

W krétkiej stosunkowo ocenie nie mogtem, rzecz jasna, omowi¢ wszystkich pro-
bleméw poruszonych przez autora. A monografia napisana zwiezle zawiera duze
bogactwo probleméw. W zatgczonym piSmiennictwie (314 pozycji) uwzgledniono
najwazniejsze prace z dziedziny, ktérag autor sie zajmuje. Zapoznanie sie z trescig
monografii przyniesie bez watpienia wielkg korzy$¢ kazdemu mikrobiologowi,
immunologowi i biochemikowi, zajmujgcemu sie zagadnieniami toksyn i anty-
toksyn, i to nie tylko btoniczych. li. Meisel
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PRACE DOKTORSKIE

STANISLAW BURACZEWSKI

Niektdre przemiany biochemiczne w buraku cukrowym oraz wptyw
zelazicyjanku jako bodzZca chemicznego

Prace wykonano w Katedrze Biochemii Szkoly Giéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie
Promotor prof, dr Ignacy REIFER
Uchwata Rady Wydziatlu Rolniczego SGGW nadajgca tytut doktora nauk rolno-
-lesnych z dnia 20.V.1959.

Celem pracy byto zbadanie wptywu zelazicyjanku na ros$liny buraka cukrowego.
DosSwiadczenia prowadzone uprzednio przez Katedre Biochemii SGGW wyka-
zywaly mozliwos¢ stymulujacego dziatania zelazicyjanku na roéliny. Takze wyniki
prac M. Popowa o oddziatywaniu zwigzkéw chemicznych na ros$liny i szerokie
stosowanie zabiegu stymulacji roslin uprawnych w Butgarii zachecaty do podje-
cia tego tematu. 1

Analiza roslin buraka cukrowego otrzymanych z nasion moczonych w roztwo-
rach zelazicyjanku potasowego nie wykazata wptywu tej substancji na oddychanie
zielonych lisci (wspoétczynnik oddychania 0,7—0,9), zawarto$¢ cukréw, azotu ogdl-
nego, asparaginy i glutaminy w okresie wegetacji w lisciach i korzeniach oraz
plon korzeni. Zelazicyjanek wplywat obnizajagco na pobieranie tlenu przez Kkiet-
kujace nasiona (kiebki), przy czym badane dwie odmiany buraka reagowaly w réz-
ny spos6b na jego dziatanie. Nie stwierdzono réznic w sile i energii kietkowania
nasion.

Aktywnos$¢ badanych proceséw biochemicznych nie réznita sie w ro$linach
traktowanych i nie traktcwanych zelazicyjankiem. W zielonych lisciach in vitro
wykazano dziatanie enzymoéw cyklu pentozowego, przy czym stwierdzono, ze
aktywno$¢ dehydrogenazy kwasu 6-fosfoglikonowego byta wyzsza od aktywnosci
dehydrogenazy glikozo-6-fosforanu; obecno$¢ biekitu metylenowego przyspie-
szata reakcje katalizowang przez dehydrogenaze kwasu 6-fosfoglikonowego. Po-
tencjat oksydacyjno-redukcyjny homogenatéow lisci wynosit 84 mV w roslinach
25-dniowych i okoto 130 mV w roslinach 50- i 120-dniowych. Inhibicja cyjankiem
i azydkiem obnizata pobieranie tlenu podczas oddychania lisci o okoto 5090.
W lisciach znaleziono $ladowe ilosci cytruliny oraz bardzo aktywna transferaze
cytrulinowa.

Wyniki badan nie potwierdzajg roli zelazicyjanku jako stymulatora buraka
cukrowego. Wykryto jedynie jego wptyw na procesy oddechowe kietkujgcych
nasion.

Fragmenty pracy sa opublikowane w Acta Soc. Bot. Polon. 28, 727 (1959)
i Acta Biochim. Polon. 6, 447 (1959).

10~
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JERZY KACZKOWSK1

Prace wykonano w Katedrze Biochemii Szkoly Gidwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie
Promotor prof dr Ignacy REIFER
Uchwata Rady Wydzialu Rolnego SGGW nadata tytut doktora nauk rolno-
-lesnych w dniu 30 IX 1959 r.

Badania nad biologicznym rozktadem alkaloidéw tropanowych
w powigzaniu z drogami badan biosyntezy

W doborze tematu zalozono, ze zbadanie produktéow mikrobiologicznego roz-
ktadu alkaloidéw tropanowych dostarczytoby pewnych informacji o mozliwych
produktach posrednich na drodze biosyntezy tych alkaloidéw w roS$linach.

Wyizolowano z gleby i przebadano dwa szczepy bakterii zdolnych do rozkta-
dania alkaloidéw tropanowych i jeden z tych szczepéw (z rodziny Corynobacte-
riaceae, rodzaju Arthrobacter). zastosowano w dalszych badaniach.

Chromatograficznie stwierdzono, ze dwa kwasne produkty i jeden zasadowy
produkt bakteryjnego rozkiadu atropiny posiadaja w trzech uktadach wartosci
Rf jidentyczne z wartosciami odpowiednich zwigzkéw, powstatych w wyniku
hydrolizy kwasowej, czy zasadowej tego alkaloidu. Na podstawie temperatur top-
nienia wyizolowanych produktéw rozktadu bakteryjnego oraz poréwnania krzy-
wej absorpcji w ultrafiolecie z krzywa podang w literaturze dla kwasu tropo-
wego zidentyfikowano wymienione produkty jako kwasy tropowy i atropowy
oraz tropine. i

Drugi zasadowy produkt bakteryjnego rozktadu atropiny zbadano przez poréw-
nanie jego wartosci Rt w roznych uktadach z odpowiednimi warto$ciami produk-
téw takich przemian tropiny, jak utlenienie, odwodnienie, demetylacja itp. Pro-
dukt demetylacji tropiny — tropigenina — wykazywat w réznych uktadach
wartosci Rf identyczne iz warto$ciami badanego drugiego zasadowego produktu
rozktadu bakteryjnego.

Z proszku acetonowego z masy bakteryjnej uzyskano wyciag enzymatyczny
zdolny do hydrolizowania atropiny do tropiny i kwasu tropowego 0 znacznej
aktywnosci.

W celu stwierdzenia, czy produkty rozktadu bakteryjnego atropiny moga by¢
réwnocze$nie zwigzkami przejSciowymi na drodze biosyntezy .tego alkaloidu
w roélinie, wykonano doswiadczenia z karmieniem roélin Dutura stramonium L.
mieszaning tropiny i kwasu tropowego w stosunku stechiometrycznym. Uzyskane
wyniki wskazuja na mozliwo$¢ przebiegu reakcji estryfikacji miedzy tymi zwig-
zkami, gdyz ponad 50°0 préb roslin doswiadczalnych wykazywato wzrost zawartosci
alkaloidow w stosunku do préb kontrolnych.

Fragmenty pracy sa opublikowane w Acta Soc. Bot. Polon. 28, 677 (1959)
oraz Acta Microbiol. Polon. Nr 2 (1960).
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WANDA DOBRYSZYCKA

Biatka moczu prawidtowego

Prace wykonano w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego i w Za-
ktadzie Chemii Fizjologicznej Wydzialu Farmaceutycznego Akademii Medycznej
we Wroctawiu

Promotor: Doc dr Wanda MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN

Uchwata Rady Wydziatlu Farmaceutycznego Akademii Medycznej we Wroctawiu,
nadajacg tytut doktora farmacji z dn. 9.V11.1960

W pracy tej postawiono sobie za zadanie zbada¢ niektére wtasnosci fizykoche-
miczne i biologiczne biatek moczu prawidiowego, nie zawierajgcego uromukoidu
pochodzenia nabtonkowego (uromukoidu Tamma i Horsfalla), ktéry usuwano przez
wysalaniel.

Do oznaczania ilosciowego biatka w moczu zastosowano turbidimetryczng mikro-
metode taninowg Mejbaum-Katzenellenbogen, polegajagca na oznaczeniu zmetnienia
wywotanego przez powstawanie nierozpuszczalnych potgczen biatkowo-taninowych.
Metoda ta okazata sie rowniez przydatna do oznaczania ilosciowego biatek roz-
puszczalnych w kwasie sulfosalicylowym (mukoproteidéw). Do zageszczania biatek
moczu zastosowano tanine i kofeine (Mejbaum-Katzenellenbogen). Zasadg postepo-
wania jest stracanie biatka z rozcienczonych roztworéw za pomocg wodnego roz-
tworu taniny i regeneracja zageszczonego biatka przy pomocy kofeiny. Opraco-
wano warunki wytrgcania potaczen biatkowo-taninowych w moczu w zaleznosci
od pH, stezenia taniny i kofeiny. Osiggnieto 1000-krotne zageszczenie biatka. Z po-
czatkowego stezenia okoto 0,002 g/100 ml zageszczano biatko do stezenia 2—3 g/lOOmI.
Zageszczanie biatek moczu taning i kofeing trwa okoto 2 godzin, a wiec jest
szybsze od wszystkich stosowanych do tej pory metod zageszczania. Zastosowano
rowniez tanine i kofeine do zageszczania frakcji biatek rozpuszczalnych w kwasie
sulfosalicylowym (BRS) w moczach prawidlowych. Osiggnieto zageszczenie frakcji
BRS do stezenia 4—5 g/100 ml.

Przeprowadzono elektroforeze bibutowa w pH 86 zageszczonych biatek moczu,
jak réwniez zageszczonej frakcji biatek rozpuszczalnych w kwasie sulfosalicylowym.
Rozktad frakcji biatkowych w moczach prawidtowych byt nastepujgcy: albuminy
28,8%, aj globuliny 11,6%, a2 — 17,4%, @ — 26,8%, y —m154% Rozktad frakcji
biatek rozpuszczalnych w kwasie sulfosalicylowym byt nastepujacy: albuminy
15,0°/0, oti globuliny 16,0%, a2 — 17,8%, @ — 33,9%, y — 17,3%. Obliczono zawarto$¢
BRS w poszczegélnych frakcjach biatkowych i stwierdzono, ze albuminy zawieraja
najwyzej 50% biatek rozpuszczalnych w kwasie sulfosalicylowym, natomiast frakcje
globulinowe moga w poszczegélnych przypadkach skitada¢ sie catkowicie z biatka
rozpuszczalnego w kwasie sulfosalicylowym.
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W zageszczonym biatku moczu, jak réwniez w zageszczonej frakcji BRS, stwier-
dzono obecno$¢ kwasnych mukopolisacharydéw (AMPS) przez barwienie biekitem
atcjanowym. W czasie elektroforezy bibutowej w pH 86 AMPS dysocjowaty od
biatka i dzielity sie na trzy frakcje, wedrujgce do katody szybciej niz albuminy.

W zageszczonym biatku moczu prawidtowego szukano obecnosci niektérych
biatek biologicznie czynnych. lzohemaglutyniny, znajdujgce sie w y-globulinach,
jak rowniez haptoglobina (a2 mukoproteid), chociaz wykazane w moczach patolo-
gicznych o duzym stezeniu biatka, dotychczas nie zostaly opisane wsrdd biatek
moczu normalnego. W zageszczonych biatkach moczu, pochodzacych od osobnikow
o grupach krwi A, B lub O stwierdzono istnienie odpowiednich przeciwciat grupo-
wych. Nie stwierdzono zalezno$ci miedzy mianem izohemaglutynin w moczu i w su-
rowicy krwi tych samych osobnikéw. Zastosowano turbidymetryczng mikrometode
taninowg do ilosciowego oznaczania haptoglobiny na podstawie elektroforezy bibu-
towej w pH 7,0. Metode sprawdzono na surowicach normalnych, a nastepnie na
zageszczonych biatkach moczéw prawidtowych. Wykazano, ze stezenie haptoglobiny
w moczu wynosito 15—70 mg°/o.

Zageszczenie biatek moczéw prawidtowych taning i kofeing pozwolito na uzy-
skanie biatek o niezmienionych wtasnosciach fizykochemicznych (rozpuszczalnosé
w kwasie sulfosalicylowym, zawarto$¢ kwasnych mukopolisacharydéw, ruchliwos$é
elektroforetyczna na bibule). Zageszczone biatka majg réwniez niezmieniona
aktywno$¢ biologiczng, co wykazano na przyktadzie izohemaglutynin i haptoglo-
biny.

Fragmenty pracy zostaly wydrukowane w Archiwum Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej 7, 491 i 501 (1959). Cze$¢ referatowa jest przyjeta do druku w Po-
stepach Medycyny i Terapii Doswiadczalnej.
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Setna rocznica urodzin Stanistawa Kostaneckiego

W dniu 16 kwietnia 1960 roku mineta setna rocznica urodzin Stanistawa Ko-
staneckiego, profesora chemii organicznej Uniwersytetu w Bernie (Szwajcaria)
w latach 1890— 1910. Niestrudzony ten badacz barwnikéw roslinnych i twérca chemii
flawonoidow w ciggu swej dwudziestoletniej pracy na katedrze w Bernie wy-
ksztatcit liczny zastep chemikéw, a wséréd nich wielu Polakéw.

Pamie¢ wielkiego badacza uczcito Polskie Towarzystwa Chemiczne na specjal-
nym posiedzeniu, w ktéorym wzigt udziat prof. dr Wiktor Lampe, uczeh i wspét-
pracownik Stanistawa Kostaneckiego.

Sympozjum Biochemiczne w Biatymstoku

Kontynuujgc sympozja zwolywane w latach poprzednich przez Komitet Bioche-
miczny Polskiej Akademii Nauk, Polskie Towarzystwo Biochemiczne zorganizowato
w roku biezagcym w Bialymstoku nowe Sympozjum bedace siddmg z kolei impreza
tego typu w Polsce. Tym razem zasadniczym celem Sympozjum nie byto przedkia-
danie sprawozdan z prac dotowanych przez Polskg Akademie Nauk, ale wymiana
zdan i pogladéw na temat pewnych zagadnien opracowywanych w Polsce w sze-
regu os$rodkéw, a wiec probleméw, w zakresie ktérych wielu pracownikéw na
polu biochemii w Polsce ma juz powazne osobiste doswiadczenie.

Sympozjum odbyto sie w dniach 8 i 9.1X.1960 r. i obradowato na temat trzech
probleméw: 1) wielorakosci i réznorodnosci enzymow biorgcych udziat w proce-
sach oddechowych (referaty podstawowe T. Szczepkowskiego z Krakowa
i W. Tysarowskiego =z Biategostoku), 2) rozdzielania i oczyszczania biatek
oraz sprawy jednorodnos$ci tych ciat (referaty podstawowe W. Ostrowskiego
z Krakowa i A. Morawiec kiego z Wroctawia), 3) aminokwaséw moczu i za-
stosowania metod chromatograficznych w badaniu aminoacydurii (referaty pod-
stawowe J. Opienskiej-Blauth z Lublina i I. Chmielewskiej z War-
szawy). Ponadto wygtoszono kilka referatéw wigzacych sie z powyzej wymienionymi
zagadnieniami: K. Kleczkowski moéwit o wystepowaniu cyklu ornitynowego
u roélin, P. Wierzchowski — o frakcjonowaniu biatek tuberkuliny, M. B agd a-
sarian przedstawit wyniki pieknych badan przeprowadzonych wspélnie
z P. Szafranskim nad udziatem nukleopeptydéw w biosyntezie biatka. S. A n-
gielski i J Rogulski przedstawili ciekawe badania nad aminoacydurig spo-
wodowang zatruciem kwasem maleinowym, a S. Z Bromberg-Sznekowa —
wyniki swoich badan nad aminoacyduriag w chorobach nerek.

Sympozjum otworzyt i zamknat Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
B. Skarzynski. Tematyka zebran ujeta byta w 3 posiedzenia, ktérym przewod-
niczyli: J: Heller, B. Skarzynski i W. Mozotowski. Dyskusja nad poszczegélnymi
referatami, w ktorej brato udzial okoto 40 uczestnikéw, byta bardzo ozywiona
i stata na wysokim poziomie, $wiadczac wymownie o tym, ze nasza mioda kadra
naukowa ma juz daleko poza sobg okres szkoleniowy
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Sympozjum w Biatymstoku zbiegto sie z 65 rocznicg urodzin profesora Wtodzi-
mierza Mozotowskiego z Gdanska. Uczestnicy zebrania ws$réd serdecznych
owacji oddali hotd zastuzonemu przedstawicielowi biochemii w naszym kraju, Kto-
remu wreczono pokazny zeszyt Acta Biochemica Polonica, jemu witasnie poswiecony.
W Sympozjum wzigt rowniez udziat przebywajacy z krotkg wizytag w Polsce
dr H. Lardy z Uniwersytetu Wisconsin w Madison (St. Zjedn. Am. Pin.), ktory
réowniez uczestniczyt w dyskusji.

Organizacja Sympozjum, ktéra zajat sie zespot biatostockich pracownikéw nauki
z W. Tysarowskim na czele, byta wzorowa, jakkolwiek zakwaterowanie 250
uczestnikdw Sympozjum i roztoczenia opieki nad nimi nie bylo prostg sprawa.
Starano sie nie tylko o sprawny przebieg obrad, ale i o urozmaicenie wolnego
czasu (udane stuchowisko w godzinach wieczornych na dziedzincu patacu Brani-
ckich, grzybobranie i wycieczka do Biatowiezy). Uczestnicy opuszczali Biatystok
wynoszac nie tylko wielkie korzys$ci naukowe, ale i pamie¢ serdecznej goscinnosci
gospodarzy biatostockich.

Sympozjum w Bialymstoku byto niewatpliwie udang impreza naukowag S$wiad-
czagcg ,0 tym, ze biochemia polska znajduje si¢ na drodze rozwojowej budzacej
ufno$¢ w przyszto$¢ tej dyscypliny w naszym Kkraju.

B. Skarzynski

Petny tekst referatow wygtoszonych na sympozjum oraz gtoséw w dyskusji
ukaze sie w nastepnych zeszytach Postepéw Biochemii.

Miedzynarodowe
VIII Kolokwium na temat ,Biatka ptynéw ustrojowych” w Brugge

Corocznie od kilku lat w matym miasteczku flamandzkim Brugge w Belgii

organizowane sg przez Laboratorium Sint Jans Hospital, pod pro-
tektoratem prowincjonalnego rzadu Zachodniej Flandrii, kolokwia poswiecone
omoéwieniu postepéw w badaniach biatek i innych sktadnikéw pitynéw ustrojo-

wych. W biezacym roku VIIlI z kolei kolokwium odbyto sie w dniach 6—8 maja.
Do udzialu w konferencji zaproszono okoto 300 oséb zajmujgcych sie rozdziatem
aminokwaséw, peptydéw oraz biatek i badaniem zmian metabolicznych tych
zwigzkow jako sktadnikéw pltynéw ustrojowych. Podczas trwania obrad wygtoszono
ponad 80 referatow i doniesien traktujgcych o nastepujacych zagadnieniach:
1) metody rozdzialu aminokwaséw, 2) wiasnosci bibuty i zeléw jako S$rodowiska
dla elektroforezy biatek, 3) metabolizm biatek znakowanych izotopami, 4) immu-
noelektroforeza, 5) nowe metody badania biatek, 6) glikoproteidy, 7) wtasnosci
niektérych wyizolowanych biatek, 8) metody kliniczne, 9) ptyn moézgo-rdzeniowy,
10) dysproteinemie.

Obrady odbywaty sie w trzech sekcjach, ktorych posiedzenia poprzedzita sesja
plenarna. Na tej sesji wygtosili referaty m. in. Wunderly (Zurych) na temat
struktury zelu agarowego, Grabar (Paryz) opisat nowg metode wykrywania
glikoproteidéw na zelu agarowym w postaci pochodnych fenylohydrazyny po
uprzednim utlenieniu cukrowcéw kwasem nadjodowym. Orechowicz (Moskwa)
moéwit o rozdziale pepsyny i pepsynogenu za pomocg dwuetyloaminoetylocelulozy,
a Bodman (Londyn) oméwit szczegétowo role cukrowcéw, a zwiaszcza kwasu
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sialinowego zwigzanego z biatkami w procesach fizjologicznych i patologicznych,
gtéwnie w schorzeniach nowotworowych. Peeters (Brugge), organizator ko-
lokwium, przedstawit wyniki rozdziatu lipoproteidéow surowicy za pomocg wyso-
konapieciowej elektroforezy bibutowej. Zamiast referatu autor zaprezentowat
piekny kolorowy film ilustrujacy szczeg6ty metodyczne i uzyskane wyniki. Prze-
suwaniu si¢ obrazéw filmowych towarzyszyta dyskretnie oryginalna flamandz-
ka muzyka ludowa. Ten artystyczny sposéb referowania osiggnie¢ naukowych spot-
kat sie z ogélnym uznaniem.

Przebieg obrad w poszczeg6lnych sekcjach (nowe techniki, biochemia i pato-
logia), przedstawiat sie nastepujgco:

1. Na temat rozdziatlu aminokwaséw wyrézniaty sie dwa doniesienia. Morris
(Londyn) przedstawit wyniki rozdzialu mieszaniny aminokwaséw za pomocg wy-
sokonapieciowej elektroforezy bibutowej. Jako elektrolitu uzywat mieszaniny
kwasu mréwkowego, kwasu octowego i wody o pH 181 do 1,85 Przy zastosowa-
niu spadku potencjatu 75—100 V/cm autor uzyskat kompletny rozdziat prawie
wszystkich aminokwaséw w postaci ostrych smug. Bayer (Karlsruhe) zastoso-
wat chromatografie w fazie gazowej do rozdzialu aminokwaséw. Przez przeprowa-
dzenie aminokwaséw w odpowiednie lotne pochodne (estry N-acylo pochodnych
aminokwaséw) mozna je rozdzieli¢ za pomocg wspomnianej techniki. Wyniki
jednak nie sa zadowalajace i z uwagi na zmudne przygotowania wstepne nie
wydaje sie, aby ta metoda szybko sie przyjeta. Zastuguje jednak na podkreslenie
ze wzgledu na oryginalne podejscie.

2. Grine (Kassel) omowita fizykochemiczne wtasnosci réznych gatunkéw
bibuty oraz jej przydatno$¢ dla chromatografii i elektroforezy. Bibuta z wtékien
szklanych oraz acetylowanej celulozy posiada szczeg6lnie dogodne wtasnosci za-
rowno do wyzej wspomnianych celéw, jak i jako porowate folie stosowane, np.
do elektrodializy. Nastepne doniesienia tej sesji poSwiecone byty oméwieniu wtas-
noséci zelu agarowego i skrobiowego do celéw immunochemicznych. Metoda pod-
wojnej dyfuzji dla badania wtasnosci uktadu antygen—antycialo byta szcze-
gotowo przedstawiona przez Meffroy-Biget i Salvinien (Montpelier).
Badano warunki, w jakich wspétczynnik dyfuzji smugi precypitacyjnej jest
staly i daje sie najtatwiej wyznaczy¢, co ma praktyczne znaczenie dla charak-
terystyki biatek posiadajacych witasnosci antygenowe.

3. Biatka znakowane radioaktywnym weglem, jodem badZ tez siarkag, byty
uzywane do $ledzenia réznych proceséw zwigzanych z ich metabolizmem, wytwa-
rzaniem przeciwcial, rozmieszczeniem w organizmie etc. Timasheff i Tow-
ne nd (Filadelfia) przedstawili wyniki badan genetycznej kontroli wystepowania
form A i B beta-laktoglobulinu. Badania oparto na fakcie, ze to biatko w kwas-
nym pH rozpada sie na dwa potéwkowe fragmenty i z powrotem asocjuje przy
zobojetnianiu na czasteczke o masie 36 000. Dla wyjasnienia, w jaki sposéb moze
tworzy¢ sie hybryd beta-laktoglubolinéw A i B, zastosowano znakowany C”-waling
beta-laktoglubulin A, podczas gdy odmiana B byta nieradioaktywna. Mieszanine
obu sktadnikéw zakwaszano, nastepnie zobojetniano i rozdzielano elektroforetycznie
na frakcje. Na tej podstawie stwierdzono, ze obie potéwki obu form beta-lakto-
globulinu sg identyczne. Ré6znica strukturalna pomiedzy A i B, ktéra indukowana
jest genetycznie, dotyczyé ma tylko miejsca, gdzie obie podjednostki wigzg sie
razem, natomiast nie jest zwigzana z wewnagtrzczasteczkowym przesunigciem, jak
to ma miejsce w przypadku hemoglobin.

4. Najwiecej referatéw i dyskusji poswiecono metodyce immunoelektroforezy
i jej wynikom. Przez hydrolize fibrynogenu za pomocg plazminy otrzymano dwa
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polipeptydy dajace sie rozdzieli¢ elektroforetyoznie (Grab ar i wspéiprac., Paryz)
oraz na kolumnie z wymiennikiem celulozowym. Badajac nastepnie reakcje obu
fragmentéow z surowica, zawierajacg przeciwciata przeciw fibrynogenowi, stwier-
dzono, ze oba polipeptydy wykazujg witasnosci antygenowe w réwnym stopniu,
dajac strat z surowicg odpornosSciowa. Z tych obserwacji wynika, ze oba sktadniki
fibrynogenu zawierajg ugrupowania antygenowe i reagujg z przeciwciatem nie-
zaleznie jeden od drugiego. Fakt ten obrazuje heterogenno$¢ przeciwciat przeciw-
biatkowych. Interesujacym podejsciem metodycznym byto przedstawione przez
Clausena (Kopenhaga) potgczenie immunoelektroforezy z autoradiografig. Przed
rozdziatem elektroforetycznym dodawano do surowicy znakowane substancje
transportowane normalnie przez biatka surowicy, jak np. tyroksyna i jej pochodne,
zelazo, witamin B12 i inne. Po uzyskaniu smug precypitacyjnych wykonywano
autoradiogram poréwnujac oba obrazy. Autor wykazat, ze tyroksyna i tréjodotyro-
nina transportowane sg przez trzy ro6zne frakcje, zelazo jest transportowane nie
tylko przez beta-globulin, lecz takze przez frakcje a2-globulinéw. Witamin B~
jest transportowany gtdwnie przez frakcje a2-globulinéw i przez albumin. Podobna
technike dla rozwigzania analogicznych zagadnien stosowali Aly i Gillich
(Marburg).

Blanek (La Tour-de Peilz) zademonstrowat metode dwuwymiarowej immu-
noeletrofcrezy, ktéra daje znacznie lepsze rozdzielenie sktadnikéw surowicy,
zwtaszcza frakcji a-, (3 i 7-globulinéw w pordéwnaniu z jednowymiarowa elektro-
forezg. Dubiski i Kelus (Warszawa) na podstawie analizy immunologicznej
wykazali co najmniej 5 réznych antygenéw we frakcji y-globulinéw krwi kroélika.
Wystepowanie poszczeg6lnych antygendéw jest uwarunkowane genetycznie, co
mozna byto stwierdzi¢ na podstawie segregacji poszczeg6lnych populacji zwierzat.
Antygenowe wtasnosci produktéw hydrolizy papaing y-globulinéw krélika badat
Kelus i wspétpracownicy (Cambridge).

5. Zastosowanie przy rozdziale elektroforetycznym elektrolitu o matej sile
jonowej (n = 0,002) daje znaczny wzrost ruchliwosci biatek i wieksze uwydatnienie
réznic miedzy poszczeg6lnymi frakcjami. Przeprowadzenie elektroforezy w tak
rozcieficzconym elektrolicie jest utrudnione zaréwno w aparacie Tiseliusa, jak
i za pomocag elektroforezy bibutowej na skutek silnego efektu elektroosmozy. Dla-
tego specjalnego znaczenia nabrata metoda rozdziatu elektroforetycznego w $ro-
dowisku stabilizowanym roztworem sacharozy, ktéra zapobiega pradom kon-
wekcyjnym i ogranicza elektroosmoze. Nyns i Lontie (Leuven) przedstawili
szereg przyktadéw rozdzialu mieszanin biatkowych za pomocag elektroforezy w roz-
cienczonych elektrolitach stabilizowanych sacharoza, uzyskujac doskonaty rozdziat
poszczeg6lnych skiadnikéw mieszaniny.

Grassmann i wspotpracownicy (Monachium) zademonstrowali nowe urzadze-
nie do preparatywnego rozdziatu substancji koloidowych w polu elektrycznym
w roztworze swobodnym. Zasada tego postepowania jest podobna do tej, na jakiej
jest oparta ciggta elektroforeza bibutowa z tg rdznicg, ze zamiast bibuty zastoso-
wano cienkg warstewke (ok. 5) elektrolitu niestabilizowanego, przeptywajacego
w plaszczyznie poziomej przez odpowiednio skonstruowang chiodzong komore.
Zasada aparatu przedstawiona jest na rys. 1. Za pomocg aparatu Grassmanna moz-
na rozdzieli¢ preparatywnie w ciggu dnia okoto 100 ml surowicy i zebraé¢ poszcze-
g6lne frakcje do odbieralnikéw. Jest to bardzo duzy krok naprzéd w rozwoju
metod elektroforetycznego rozdziatlu mieszanin biatkowych dla celéw preparatyw-
nych. Catkowicie wyeliminowano $rodowisko state i powrécono do roztworu
swobodnego. Udato sie w ten sposéb usungé zupeinie szkodliwe efekty elektro-
kinetyczne i adsorpcyjne zwigzane ze S$rodowiskiem statym, a roéwnocze$nie
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Rysunek 1. Schemat aparatu Grassmanna: a) widok iz boku, b) widok z gory
i z boku.

zachowana zostata zasada pasmowego rozdziatu frakcji w odrdznieniu od zasady
stezenia frakcji w aparacie Tiseliusa. Wystawiony na wystawie aparat Grassmanna
wzbudzi szczegdlnie zywe zainteresowanie ws$rdd uczestnikdw konferencji.

Referat nizej podpisanego dotyczyt rozdzialu mieszanin biatkowych w nisko-
procentowym zelu agarowym z dodatkiem adsorbentéw. Dodajac do 0,2% zelu
agarowego w stosownym buforze okreslong ilo$¢ takich substancji jak skrobia,
proszek celulozowy, celit, dwutlenek tytanu i Hyflo-super Cel, uzyskuje sie $ro-
dowisko, w ktérym 95—99po stanowi woda, a reszte skladniki state. Przez to
rozdzial w takim uktadzie jest bardzo zblizony do rozdzialu w swobodnym roz-
tworze i cechuje sie duzg zdolnoscig rozdzielczg. Szczeg6lnie Kkorzystne wyniki
otrzymano przy stosowaniu 1—5% zawiesiny Hyflo-super Cel, ktéry wykazuje niski
efekt adsorpcji, elektroosmozy i zwieksza ruchliwo$¢ biatek W poréwnaniu z czys-
tym zelem agarowym.

6. Stosunkowo mato miejsca i czasu poswiecono glikoproteidom. Klasyczna
metoda histochemicznego barwienia glikoproteidéw na bibule, polegajaca na utle-
nianiu kwasem nadjodowym i redukcji siarczynowej fuksyny, poddana zostata
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krytyce (Holzer, Berlin); skrytykowano réowniez modyfikacje procedury Koiva

i Growali a (Harboe i Hanssen, Kopenhaga) jako dajaca w oryginalnej
wersji wyniki trudno powtarzalne i nie nadajace sie do interpretacji iloSciowej.
Bourrillon i Michon (Paryz) izolowali z moczu glikoproteidy, frakcjonowali

je za pomocg etanolu i charakteryzowali poszczegdlne frakcje. Otrzymano dwie
frakcje o ciekawym skiadzie: heksoza, acetyloheksozamina, 6-dezoksyheksoza oraz
kwas sialinowy; glikoproteid zawiera okoto 30°0 biatka. Z ptynu optucnowego
Michon i wspoétpracownicy (Paryz) wyizolowali glikoproteid, ktéory wykazuje
wtasnos$ci fizykochemiczne orozomukoidu Winzlera, wyosobnionego z surowicy krwi
i jest Iz nim identyczny.

7. Z rbéznych tkanek i ptynow ustrojowych wyizolowano ostatnio kilka nowych
biatek oraz okre$lono ich witasnosci biologiczne. Z surowicy krwi Morel1li
(Paryz) wyizolowat haptoglobiny: typ | i |Il, stwierdzajac ze haptoglobina I
mjest glikoproteidem. Przez frakcjonowanie biatek $luzéwki jelita bydlecego
Brady (Cork) uzyskat czysty preparat deaminazy adenozynowej wolny od za-
sadowej fosfatazy. Enzym wykazuje duzg specyficzno$¢ i dezaminuje tylko nukle-
otyd badz tez dezoksynukleozyd adeniny. Loeven (Lejda) wyosobnit z trzustki
preparat, zawierajgcy nastepujace czynniki: elastoproteinaze, elastomukaze, ktora
wykazuje aktywno$¢ tylko w obecnosci elastoproteinazy, oraz czynnik Eo, ktory
powstaje z tej ostaniej jako produkt denaturacji i hamuje dziatanie elasto-
mukazy.

8. Kilka referatow dotyczacych metod chemiezno-klinicznych odnosito sie
wytgcznie do oznaczania biatka w surowicy lub w moczu. Tidstrom (Kopenhaga)
przedstawit mikrometode iloSciowego oznaczania biatka w moczu opartg na stan-
dartowym barwieniu paskéw bibuty po elektroforetycznym rozdzieleniu. Biatko
oznacza sie w 0,1 ml moczu z doktadnoscig do 4°/0. Podobne podejscie do oznaczania
fibrynogenu w osoczu zastosowat Penaranda (Le Mans). Do krwi dodaje
heparyne, ktérg zapobiega jej krzepnieciu. Podczas elektroforezy fibrynogen wed-
ruje pomiedzy frakcjami (3 i y-globulinéw, a po wybarwieniu paska okresla sie
iloSciowo stezenie widknika na podstawie odpowiednio sporzadzonego standardu.
Hollendoorn (Amsterdam) opisat metode oznaczania fibrynogenu na podsta-
wie pomiaru lepkosci. Oznaczajac fibrynogen w roéznych stanach patologicznych
autor stwierdzit, ze w niektédrych schorzeniach obserwuje sie kilkakrotny wzrost
iloSciowo stezenie widknika na podstawie odpowiednio sporzadzonego standartu.
wania odczynéw zmetnienia stosowanych w Kklinikach, jak odczynéw: Kunkela,
Mc Lagana, tymolowego etc. badat Hirayma (Marburg). Rozdzielat najpierw
surowice na zelu agarowym, nastepnie umieszczat ptytke w roztworze odpowied-
niego odczynnika wywotujacego zmetnienie z biatkami surowicy. Wytworzone
smugi wybarwiat i analizowat. Przez zmiane stezenia odczynnikéw, dodawanie
przyspieszaczy i inhibitorow mozna byto blizej pozna¢ mechanizm wystepowania
dodatnich odczynéw zmetnienia w réznych stanach patologicznych.

9. Wyniki badan nad sktadem biatkowym prawidtowego i patologicznego piynu
madzgowo-rdzeniowego byly przedstawione w referatach Lowenthala i wspo6t-
pracownikéw (Antwerpia). Za pomocg tzw. enzymoelektroforezy autorzy badali
szereg enzymoéw jak dehydrogenaza kwasu mlekowego, dehydrogenaza sorbitolu
i inne, uzyskujgc cenne informacje na temat proceséw enzymatycznych tkanki
mabzgowej podczas przebiegu schorzen neurologicznych. Badania uzupetniane byty
kontrolg sktadu biatkowego i aktywnos$ci enzymatycznej w surowicy krwi.

10. Wspobtczesne metody preparatyki i analizy biochemicznej pozwalajg na
znacznie doktadniejsze opracowywanie probleméw zwigzanych z wystepowaniem
i funkcja biatek patologicznych, syntetyzowanych podczas zaburzenn systemowych.
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Tzw. dysproteinemiom poswiecono z tego wzgledu na kolokwium szczegélnie duzo
czasu. Podczas analizy surowic i moczu w przypadkach plazmocytoma stwierdzono,
ze w organizmie powstaje szereg odrebnych biatek, wedrujacych elektroforetycznie
z a2~ p- i y-globulinami. Biatko Bence-Jonesa w moczu podczas analizy wykazuje
do 7 odrebnych frakcji (Wierne, Gandawa), nie jest to wiec jednorodny pro-
dukt przemiany szpiczaka mnogiego. Komoérki szpiczaka transplantowano myszom,
a nastepnie analizowano skiad biatek surowicy za pomoca elektroforezy i ultrawi-
rowki. Na tej podstawie zrdéznicowano 8 réznych typéw komdrek plazmatycznych,
produkujacych charakterystyczne odrebne typy biatek, wedrujgce podczas elektro-
forezy z réznymi frakcjami biatek surowicy.

Przez zastosowanie immunofluorescencyjnej metody Coona wykazano, ze pa-
tologiczne biatka sg produkowane przez nowotwdr i obecne sa w cytoplazmie jego
komérek (Fahey i wspotpracownicy, Londyn).

Inne badania dotyczyty czynnika reumatycznego, ktéry zostal wyosobniony
z surowicy pacjentow i scharakteryzowany przez Coke’a (Londyn). Ko hn (Londyn)
badat wystepowanie tzw. biatka C podczas oparzen. Biatko pojawia si¢ w suro-
wicy zwykle w 24 godzin po oparzeniu i narasta w zaleznosci od rozlegtosci
oparzenia. W miare postepu leczenia patologiczne biatko zanika az do momentu
niewykrywalnosci. Duckert i wspétpracownicy (Zurych), stosujagc chromato-
grafie na wymienniku celulozowym oraz elektroforeze na zelu skrobiowym, wy-
izolowali i scharakteryzowali niektére czynniki biorgce udziat w krzepnieciu krwi.
Otrzymano mianowicie w czystym stanie czynnik VII, X oraz przedfazowy akce-
lerator.

Interesujacg wtasciwos$¢ siderofiliny stwierdzit Schade (Bethesda). Proteid
ten dodany do pozywki hamuje wzrost licznych szczepédw bakterii, przy czym
im bardziej biatko jest niewysycone zelazem, tym efekt hamujacy jest wyzszy.
Na tej podstawie mozna nawet iloSciowo mikrobiologicznie oznacza¢ siderofiline
W surowicy, uzywajac np. szczepu Staphylococcus aureus.

Obrady VIII kolokwium w Brugge zakonczone zostaty przegladowym referatem
Huismana (Augusta — Georgia) na temat chromatograficznych metod rozdziatu
biatek.

Jak wspomniano organizatorem i gospodarzem Kkolokwium byt dr Hubert
Peeters, kierownik Laboratorium Sint Jans Hospital w Brugge,
przy poparciu materialnym prowincjonalnego rzadu Zachodniej Flandrii. W skitad
komitetu naukowego zjazdu wchodzili tacy naukowcy, jak P. Grabar, T. H.

J Huisman, R Lcntie H Peeters, li. E Schultze, C. P. Stewart,
A Tiselius i Ch. Wunderly. Organizacja i obstuga zjazdu byta doskonata,
doktadnie przestrzegano czasu przeznaczonego na wygtaszanie referatow i na

dyskusje. Poniewaz caty material kolokwium dotyczyt gtéwnie probleméw me-
todycznych w zakresie badania biatek, dos$¢ zywa dyskusja odnosita sie gtdwnie
do szczegotow technicznych opisywanych dosSwiadczen. W trzecim dniu obrad
zorganizowano dyskusje okragtego stotu poswiecona postepom frakcjonowania
ptynéw ustrojowych. Przewodniczyt dr Peeters, a w dyskusji brali udziat
najlepsi specjaliSci z tej dziedziny obecni na konferencji.

Podczas obrad czynne byty dwie wystawy: naukowa i przemystowa, na ktérych
demonstrowano aparature z zakresu elektroforezy i chromatografii bibutowej.
Pierwszego dnia obrad wieczorem odbyt sie wspdlny obiad przy S$wiecach
w XlIll-wiecznej sali Sint Jans Hospital. Nastepny wiecz6r uczestnicy kolokwium
spedzili na przyjeciu wydanym przez gubernatora Zachodnich Flandréw w salach
starego ratusza. Na zakonczenie zjazdu organizatorzy przygotowali wycieczke do
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Ostendy, potaczong ze zwiedzaniem portu rybackiego oraz ogrodu i muzeum
ornitologicznego ptakéw wybrzezy Battyku.
W. Ostrowski
Krakéw, dnia 11 czerwca 1960 r.

Z zycia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
(I pétrocze 1960 roku)

Oddziat w todzi

W okresie sprawozdawczym odbyty sie 4 zebrania naukowe Oddziatu.

W dniu 9.X11.1959 r. W. Wieckowski omoéwitl zagadnienie mikrooznaczenia
fosforu, a T. Krajewski i H Urbanek referowali wtasng modyfikacje me-
tody Kutnera i Lichtensteina w zastosowaniu do mikrooznaczania fosforu na drodze
suchej. W zebraniu wzieto udziat 29 osob.

W dniu 13.1.1960 r. po dokonczeniu dyskusji nad oznaczaniem fosforu H. P a-
nusz oméwit w oparciu o wiasne badania metody izolowania jgader komérko-
wych. Obecnych byto 41 oséb.

W dniu 9.111.1960 r. T. Krajewski przedstawit wyniki wtasnych badan nad
budowa fibrynogenu i witdknika oraz udziatem w niej zwigzkéw fosforowych.
W zebraniu wzieto udziat 21 osé6b.

Na IV posiedzeniu, wspdlnym z to6dzkim Oddziatem Polskiego Towarzystwa
Fizjologicznego, przy udziale 40 os6b, przedstawiono trzy referaty. R. Kadtu-

bowski i SO Kofmatka omoéwili swoje badania nad dziataniem ar aatycz-
nych nitro- i aminozwigzkéw na dehydrogenaze kwasu bursztynowego in vivo
i in vitro. Nastepnie R. Kadtubowski i H Skatecka przedstawili wyniki

dalszych doswiadczen nad wpltywem substancji wzrostowych na zawarto$¢ ciat
czynnych w ro$linach leczniczych. W ostatnim referacie W. Wieckowski
i M. Gniazdowski omoéwili wlasne badania nad oznaczaniem mL roilosci
fosforu.
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6. Cytowang literature nalezy wypisa¢ oddzielnie na ostatniej stronie (stronach)
maszynopisu, wymieniajagc pozycje w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
W-wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba porzadkowa, nazwisko autora,
pierwsze litery imion, skrécony tytut czasopism, tom (podkreslony), stronica i rok
wydania (w nawiasach), np. 3. Bcgorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202, 793 (1953)
Nalezy wymieni¢ nazwiska wszystkich wspétautoréw w kolejnosci podanej w orygi-
nalnej pracy.

Wykaz stosowanych skrotéw czasopism podaja Roczniki Chem. 30, 659 (1956).

Dla cytowanych ksigzek (nie czasopism) nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze
litery imion autora, tytut dzieta, miejsce i rok wydania, np. Przytecki S. J., Podrecznik
chemii fizjologicznej, £6dz 1947. W przypadku odwotywania sie do artykutu w pracy
zbiorowej nalezy dodatkowo poda¢ tom i nazwiska wydawcéw (redaktoréw) dzieta
po tytule oraz na koncu — stronice, np. Schneider W. C., Methods in Enzymology,
tom IIl, red. S. P. Colowick i N. O. Kaptan, New York 1957, str. 680.

Powotywanie si¢ w tekscie na odnos$nag pozycje cytowanej literatury nastgpuje
przez wymienienie liczby porzadkowej pozycji w nawiasach, np. (10).

7. Zataczniki do pracy obejmujg tablice, rysunki, schematy, wzory itp. Wszystkie
powinny by¢ oznaczone u géry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tablice nalezy dotaczy¢ na oddzielnych kartkach. Kazda z nich powinna by¢
oznaczona z prawej strony u géry kolejnym numerem arabskim, np. Tablica 1,
oraz posiada¢ nagtdwek opisujacy jej tres¢. Sens tablic powinien by¢ zrozumiaty bez
odnoszenia sie do tekstu pracy, a kazda rubryka — zaopatrzona w odpowiedni tytut.

8. Wszelkie rysumu, wykresy i fotografie nalezy dotgczy¢ do maszynopisu w po-
staci nadajacej sie do reprodukcji lub przerysowania. Wszystkie te zatgczniki nalezy
oznaczy¢ jako rysunki i zaopatrzy¢ u dotu kolejnym numerem arabskim z podaniem
wiasciwego ustawienia, np. Rys. 1 (do}).

Podpisy pod rysunki powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce. Po tytule nalezy
podaé¢ odpowiednie objasnienia lub uwage (objasnienia w tekscie).

9. Schematy reakcji i pojedyrncze wzory nalezy zamie$ci¢ na oddzielnej kartce
(kartkach). Oznaczenia,, ktérych nie mozna napisa¢ na maszynie, powinny by¢ bardzo
wyraznie naniesione czarnym tuszem.

Schematy nalezy oznaczyé¢ u dotu kolejnym numerem arabskim, np. Schemat 1,
oraz wiasciwym podpisem (tytut i objasnienia).

Pojedyncze wzory powinny posiada¢ numery rzymskie zgodne z numeracja
w tekscie.

10. Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ dokonania skrétéw i poprawek nie wptly-
wajacych na tres¢ pracy. W przypadku konieczno$ci wprowadzenia zmian w tresci od-
syta sie Autorowi egzemplarz pracy dla dokonania poprawek; drugi — pozostaje
w aktach redakcji.

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktorg nalezy zwracaé¢ redakcji w ciggu
3 dni. Korekte nalezy wykona¢ kolorowym (nie czerwonym) otéwkiem.

Koszty spowodowane zmianami tekstu w korekcie, poza poprawkami biedow
drukarskich, ponosi autor.

12. Artykuly sg honorowane wedtug ustalénych stawek. Autorzy otrzymujg 25
bezptatnych odbitek pracy. Zadanie wigkszej ilosci odbitek (ptatnych) nalezy zgto-
si¢ pisemnie przy zwrocie korekty autorskiej.



	SPIS TREŚCI



