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WYKAZ SKRÓTÓW I SYMBOLÓW

1. AMP — adenozynojednofosforan
2. ADP — ad e n o zyn od w  uf osf or a n
3. ATP — adenozynotrójfosforan

• 4. CMP — cytydynojednofosforan
5. CDP — cytydynodw ufosforan
6. CTP — cy ty dynotrój fosforan
7. CoA lub CoASH — koenzym  A
8. ac-SCoA — acetylokoenzym  .A
9. DN (kwas) — kw as dezoksyrybonukleinow y

10. DPN  — nukleotyd dw ufosfopirydynow y
11. D PN H  — postać zredukowana DPN
12. FAD — dw unukleotyd flaw inoadęnilow y
13. FADH 2 — postać zredukow ana FAD
14. FMN — m onokleotyd flaw inow y
15. GMP — guanozynojednofosforan
16. GDP — guanozynodw ufosforan
17. GTP — guanozynotrój fosforan
18. GSH — postać zredukowana glutationu
19. GSSG — postać utleniona glutationu
20. IMP — inozynojednofosforan _
21. IDP — inozynodw ufosforan
22. ITP — inozynotrójfosforan
23. P — ortofosfor.an
24. PP  — pirofosforan
25. PA PS — adenozyno^ -fcsfoirano-S^fofosforanosiarczan
26. RN (kwas) — kw as rybonukleinow y
27. TPN — nukleotyd trójfosfopirydynow y
28. TPNH — postać zredukowana TPN
29. UMP — urydynojednofosforan
30. UDP — urydynodw ufosforan
31. UTP — urydynotrójfosforan
32. UDPG — urydynodw ufosforan glikozy
33. UDPGal — urydynodw ufosforan galaktozy

http://rcin.org.pl



P O L S K A  A K A D E M I A  N A U K
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

POSTĘPY BIOCHEMII

Kwartalnik

ruM VI 1960 ZESZYT 4

P A Ń S T W O W E  W Y D A W N I C T W O  N A U K O W E

http://rcin.org.pl



K OM ITET R E D A K C Y J N Y  

R edak tor  — Irena C hm ielew ska  

S ek re ta rz  — W itold Brzeski

R A D A  R E D A K C Y J N A  

P rzew odn iczący  — Józef H eller  

Członkowie:  W łodzim ierz M ozołowski, Janina O pieńska-B lauth , B olesław  Skarżyński

ADRES REDAKCJI

KATEDRA BIOCHEMII UW

Warslzawa <22, A l. Ż w irki i W igury 6/8 

tel. 22 22 91, w ew n . 46

\

P A Ń S T W O W E  W Y D A W N IC T W O  N A U K O W E  — W A R S Z A W A  1960

N a k ła d  880 (752 +  128) O d d a n o  d o  s k ła d a n ia  23 .V III.60

A r k . w y d . 11,5. A r k . d r u k . 9,75 +  w k ła d k a  05 P o d p is a n o  d o  d r u k u  14.X I .60

P a p ie r  d r u k . s a t .  k l .  V , 70 g . ,  70X100 D r u k  u k o ń c z o n o  w  l i s t o p a d z ie  1960

C e n a  z ł  20.— Z a m . 1591/60. C -29

D R U K A R N I A  IM  R E W O L U C J I P A Ź D Z IE R N IK O W E J , W A R S Z A W A

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  V I 1960 ZESZYT 4

W A N D A  LEYKO*  i LID IA  BUCZEK**

Budowa przestrzenna hemoglobiny 

Structure of Haemoglobin

R ecent investigations of K e n d r e  w , concerned w ith  a new  p o ly ­
peptide chain-fold  in sperm w hale m yoglobin, are described. The sam e 
structure w as found by P e r u t z  in horse haem oglobin and appears 
probably in all haem oglobins and m yoglobins of vertebrates.

Hemoglobina, w ystępująca w krw inkach czerwonych zwierząt kręgo­
wych, jest białkiem  o masie cząsteczkowej około 67 000. Cząsteczka jej 
zbudowana jest z czterech łańcuchów połipeptydowych, połączonych 
z czterem a kompleksami żeiazoporfirynowymi. Łańcuchy polipeptydowe 
posiadają mniej więcej jednakowe w ym iary i tworzą dwie identyczne 
pary, każda o masie cząsteczkowej około 34 000.

Badania nad budową hemoglobiny dotyczyły w pierwszym  rzędzie roz­
mieszczenia przestrzennego grup prostetycznych w stosunku do cząsteczki 
globiny. W edług poglądu P a u l i n g  a z 1939 roku grupy hemu znajdują 
się w ew nątrz cząsteczki, przy czym leżą w jednej płaszczyźnie w czte­
rech ¡narożach kw adratu . Bliskie sąsiedztwo tych  igrup ułatw ia, zdaniem 
P a u 1 i n g a, tworzenie się szeregu związków pośrednich między Fe i Oo 
w procesie oksygenacji, polegającym na stopniowym łączeniu się tlenu 
z żelazem.

P e r u t z  i współpracownicy na podstawie badań przeprowadzonych 
w latach 1949— 1957 doszli do odm iennych niż P a u l i n g  wniosków. 
W myśl poglądu tych autorów grupy hem u umieszczone są na powierzchni 
cząsteczki, m niej więcej prostopadle do łańcuchów połipeptydowych 
i równolegle do siebie. Cząsteczka hemoglobiny ma postać walca, przy 
czym  według pierw otnej koncepji m iał to być walec o przekroju  koło­
wym, następnie walec elipsoidalny, wreszcie zaś elipsoida, k tó ra  w  stanie 
wysuszonym  ma w ym iary 60 X 40 X 40 A, a po uwodnieniu w ym iary — 
70 X 55 X 55 Â, zwiększone w arstw ą wody związanej. Łańcuchy

* Dr, adiunkt Zakładu Chem ii Fizjologicznej A kadem ii M edycznej w  Łodzi.
** Mgr biologii.
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396 W. LEYKO I L. BUCZEK [2]

polipeptydowe biegną równolegle do osi długiej elipsy (rysunek 1 ), przy 
czym posiadają one struk tu rę  śrubową (helix ). Łańcuchy te leżą jedne nad 
drugimi, w  czterech warstwach, z k tórych dwie środkowe połączone są 
nieco luźniej, co ułatw ia rozpad cząsteczki hemoglobiny na dwie jedna­
kowe części („podcząsteczki”).

Rysunek 1. P rzebieg łańcucha polipeptydow ego w  hem oglobinie w g P e r u t z a  (4).

W 1958 roku  W a n g  w ysunął interesującą hipotezę, tłumaczącą me­
chanizm  łączenia się hemoglobiny z tlenem  cząsteczkowym (5). Według 
tej hipotezy hemoglobina łączy się z tlenem  ze względu na niską stałą 
dielektryczną bezpośredniego sąsiedztwa tych części łańcucha polipeptydo­
wego, do k tó rych  przyłączone są grupy hemu. W a n g  przyjm uje, że 
w roztworze wodnym  grupy  te nie są całkowicie odsłonięte, ale przy­
najm niej częściowo p rzykry te  hydrofobowymi grupam i globiny, której 
grupy hydrofilne zwrócone są do roztworu. A utor ten dochodzi do wnio­
sku, że średnia stała dielektryczna przykrytego hem u jest znacznie niższa 
niż całkowicie odsłoniętego. To osłonięcie grup  hemu, w  m yśl hipotezy 
W a n g a ,  opóźnia proces nieodwracalnego utlenienia, a nie przeszkadza 
w odwracalnym  wiązaniu i odszczepianiu tlenu. Celem potwierdzenia swej 
hipotezy W a n g  sporządził model hemoglobiny, otaczając odpowiednio 
spreparow any hem  w arstew ką polistyrenu. Związek ten, będący pierw ­
szym udanym  modelem Hb, trw ałym  w  obecności wody, okazał się zdolny 
do procesu odwracalnej oksygenacji.

W ydaje się więc, że położenie grup hem u można przyjąć za w yjaśnio­
ne. Leżą one na powierzchni cząsteczki, osłonięte w m niejszym  czy więk­
szym stopniu grupam i hydrofobowymi globiny. Natomiast przedstawione 
w  1957 roku poglądy P e r u t z a  i współpracowników na konfigurację 
i rozmieszczenie przestrzenne łańcuchów polipeptydowych uległy w  ostat­
nich latach poważnym zmianom.

W w yniku najnowszych badań P e r u t z a  i współpracowników po­
w stał w  1960 roku model hemoglobiny, różniący się znacZinie od modelu
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[3] BUDOWA PRZESTRZENNA HEMOGLOBINY 397

podanego przez tych autorów przed parom a laty. P e r  u t z, tak  jak po­
przednio, użył do swych badań oksy- i m ethemoglobiny końskiej, po­
nieważ krystalizują one w postaciach szczególnie odpowiednich do badań 
rentgenograficznych, a przy tym  mogą być przechowywane w  roztwo­
rach soli przez długi okres czasu. Godną uwagi właściwością kryształów  
m ethemoglobiny jelst ich charakter ,,gąbkowaty”, w ypływ ający z tego, że 
w arstw y utworzone z cząsteczek białkowych poprzedzielane są jak gdyby 
w arstew kam i wody. Ponad 50°/o objętości kryształów  zajm uje ciecz kry- 
stalizacyjlna. Więcej niż 1/3 tej objętości przypada na tzw. „wodę związa­
n ą”, połączoną ściśle z cząsteczkami białka, a więc niedostępną jako 
rozpuszczalnik dla elektrolitów, natom iast pozostałość jest „wodą wol­
n ą ”, k tó ra  stanowi doskonałe środowisko dla dyfuzji całego szeregu jo­
nów, bez szkody dla budowy kryształów. Gdy np. wprowadzi się ciężkie 
atom y w obręb cieczy kryistalizacyjnej, to  tym  sam ym  zwiększy się siła 
rozproszenia promieni X przez tę ciecz. Zm iany te umożliwiają wyciąg­
nięcie wniosków o rozmieszczeniu środowiska płynnego w elemencie jed­
nostkowym, a następnie o kształcie cząsteczki białkowej.

Na podstawie swych ostatnich badań P e r u t z  stw ierdził, że cztery 
elem enty jednostkowe cząsteczki hemoglobiny tworzą układ tetraedru , 
przy czym  każdy z tych elem entów jest podobny do podanego w latach 
1958— 1960 przez K e n d r e w  i współpracowników (3) m odelu mioglo- 
biny z wieloryba-olbrotowca. Model ten omówimy bardziej szczegółowo, 
ponieważ przedstaw ia on struk tu rę  przestrzenną, którą posiadają przy­
puszczalnie wszystkie hemoglobiny i mioglobiny kręgowców, mimo znacz­
nych różnic w ich składzie aminokwasowym.

I. Budowa mioglobiny według K e n d r e w

Mioglobina wieloryba-olbrotowca zbudowana jest z jednego, składają­
cego się z 153 reszt aminokwasowych, łańcucha polipeptydówego, połą­
czonego z kom pleksem  żelazoporfirynowym, tj. grupą hem u. Jej masa 
cząsteczkowa wynosi około 18 000, a. więc jest to  jedno z m niejszych bia­
łek. Znany jest jej skład aminokwasowy, natom iast sekwencja aminokwa­
sów nie została dotychczas ustalona.

W badaniach nad trójw ym iarow ą s tru k tu rą  mioglobiny, wyizolowanej 
z wieloryba-olbrotowca, K e n d r e w  i współpracownicy sporządzili sze­
reg izomorficznych krystalicznych jej pochodnych, zaw ierających atomy 
ciężkich m etali (rtęci lub złota) w  poszczególnych, specyficznych m iej­
scach cząsteczki. Dalsze prace polegały na porów naniu obrazów ugięcia 
prom ieni X przez te kryształy i kryształy n ie  podstaw ionej mioglobiny. 
Prace te pozwoliły w pierwszym  etapie {1958) na dość dokładne określe­
nie ksz ta łtu  cząsteczki oraz przebiegu łańcucha polipeptydowego czyli
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398 W. LEYKO I L. BUCZEK [4]

ogólnych rysów trzeciorzędowej s tru k tu ry  mioglobiny. K e n d r e w  
i współpracownicy przeprowadzili analizę odbić, wytworzonych przez 
atom y leżące w odległościach większych niż 6 A. K ryształy mioglobiny 
dają około 400 takich odbić. W yniki tych badań w ykazały, że łańcuch 
polipeptydow y cząsteczki mioglobiny ma postać pręta o dużej gęstości 
elektronow ej i 'przekroju w przybliżeniu kołowym. Łańcuch ten jest po­
fałdowany, przybierając postać płaskiego dysku o w ym iarach 43 X 35 X 
X 23 A. W ew nątrz dysku mniej lub bardziej proste segm enty łańcucha 
przebiegają w  sposób skomplikowany i nieregularny. Pojedynczą grupę 
hem u z atom em  żelaza, k tó ry  posiada znacznie większą gęstość e lek tro ­
nową. 'niż każdy inny atom w cząsteczce, zidentyfikowano -jako tarczę, 
m ającą połączenie z przynajm niej czterem a sąsiadującym i segmentam i 
łańcucha. Mimo to jedna jej strona jest dostępna dla tlenu, a naw et od­
czynników  o dużej objętości cząsteczkowej jak  np. p-jodofenylo-hydro- 
ksyloam ina.

W początkowych pracach K e n d r e w  i współpracownicy odkryli więc 
ogólny charak te r trzeciorzędowej s truk tu ry  cząsteczki, ale nie podali

R ysunek 2. R zut segm entu łańcucha polipeptydow ego na pow ierzchnię cylindryczną  
a) położenie atom ów na lin ii śrubowej. Położenie C/} przy lin ii śrubowej praw oskręt- 

nej — /?, przy lew oskrętnej — /?’ w g K e n d r e w  (3).

jeszcze drugorzędowej budowy łańcucha polipeptydowego, chociaż w ska­
zali ma możliwość konfiguracji śrubowej. Zagadnienie dlrugorzędowej 
s tru k tu ry  mioglobiny autorzy ci rozwiązali w pracy opublikowanej 
w 1960 roku. Rozpatrzenie odbić rzędu 2 A, których kryształy mioglobiny

Rysunek 3. Schem at układu ato­
m ów w  przekroju prostopadłym  do 

płaszczyzny hem u
,0
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dają około 9 600, wykazało, że wszystkie proste segmenty łańcucha poli­
peptydowego są pustym i cylindrycznym i ruram i. Reszty specyficzne ami­
nokwasów w ystają na zew nątrz tego rdzenia cylindrycznego, a sam łań ­
cuch polipeptydowy jest na niego jakby nawinięty, tworząc linię śrubo­
wą o skoku śruby około 5,4 A (rysunek 2).

Stwierdzono, że grupa hemu, która w  w yniku poprzedniej analizy 
została określona jako tarcza, jest nachylona do łańcucha polipeptydowego 
pod kątem  około 21°. Badania chemiczne zarówno mioglobiny, jak  i he­
moglobiny sugerują, że grupa hemu jest przyłączona do białka w iąza­
niem  między atom em  żelaza i atomem azotu reszty histydyny (odległość 
między atomami Fe i N wynosi około 1,9 A) i że szósta pozycja koordyna­
cyjna atom u żelaza w metmioglobinie jest zaję ta  przez cząsteczkę wody. 
Na «rysunku 3 przedstawiono schem at układu atomów w  przekroju prosto­
padłym  do płaszczyzny hemu. G rupa hem u leży prostopadle do płasz­
czyzny rysunku, na lewo od niej — w pozycji również praw ie prosto­
padłej — znajduje się reszta histydyny, a jeszcze bardziej na lewo — 
linia śrubowa (helix), utworzona przez łańcuch polipeptydowy i widocz­
na w  przekroju poprzecznym. G rupa karbonylowa łańcucha polipeptydo­
wego połączona jest wiązaniem wodorowym z drugim  atomem azotu hi­
stydyny. Po praw ej stronie ¡grupy hemu dołączony jest do atom u żelaza 
atom  tlenu, należący do cząsteczki wody (odległość m iędzy atom am i Fe i O 
wynosi 2,1 A).

Bliższe badania trzeciorzędowej budowy mioglobiny, tj. przestrzennego 
układu łańcucha polipeptydowego, wykazały że tworzy on około ośmiu

£5] BUDOWA PRZESTRZENNA HEMOGLOBINY 399

R ysunek 4. Trzeciorzędowa struktura m ioglobiny w g K e n d r e w  (3).

segmentów, z których każdy zawiera 7— 20, a wszystkie razem  100— 110  
reszt aminokwasowych, podczas igdy w całej cząsteczce znajduje się ich 
153. Część łańcucha, posiadająca budowę regularnej praw oskrętnej linii
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400 W. LEYKO I L. BUCZEK [6]

śrubowejj, stanow i 65— 72%  cząsteczki i m a długość około 228 A, nato­
m iast cała długość łańcucha wynosi około 300 A. Trzeciorzędowa s tru k tu ra  
m ioglobiny w ieloryba-olbrotowca i przebieg łańcucha polipeptydowego 
przedstaw ione są na rysunku  4. Zakłócenie regularnej konfiguracji śru ­
bowej następuje w obszarach zakrętów  łańcucha polipeptydowego. W ięk­
szość zakrętów  zbudowana jest z dwóch lub trzech reszt aminokwasowych, 
p rzy  czym istn ieje  jeszcze dodatkowy obszar, zbudowany z 13— 18 reszt, 
w  k tó rym  układ aminokwasów nie tw orzy regularnej linii śrubowej.

Nie udało się przeprowadzić dotychczas system atycznej identyfikacji 
reszt specyficznych aminokwasów. Wiele z nich w ydaje się podlegać 
znacznej w ibracji term icznej, badanie jest ¡ponadto u trudnione ze wzglę­
du na w zajem ne oddziaływanie reszt specyficznych aminokwasów przy 
sąsiednich zakrętach  tej sam ej linii śrubow ej albo sąsiadującego z nią in ­
nego łańcucha polipeptydowego. Jedynie w  poszczególnych przypadkach 
łatw a jest identyfikacja, np. w  n iektórych m iejscach linie śrubowe leżą tak 
blisko siebie, iż mogą się tam  pomieścić jedynie reszty  glicyny, w  innych 
miejscach reszty specyficzne aminokwasów są z kolei tak  długie, że mogą 
to być tylko reszty  argininy lub lizyny.

II. Budowa hemoglobiny według P e r u ł z a

Jak  już wspomniano, według ostatnich poglądów P e r  u t z a  cztery 
elem enty jednostkowe, z k tórych  zbudowana jest cząsteczka hemoglobiny, 
dokładnie przypom inają omówiony model mioglobiny Kendrew. W celu 
wyjaśnienia, jak ie  jest w zajem ne położenie tych  łańcuchów w cząsteczce 
hemoglobiny, P e r u t z  zastosował tę samą metodę, co K e n d r e w ,  tj. 
użył do badań sześciu różnych izomorficznych pochodnych hemoglobiny 
zaw ierających atom y ciężkich m etali i poddał analizie 1 200 odbić, danych 
przez k ryształy  hemoglobiny i jej pochodnych p rzy  zdolności rozdzielczej 
rzędu 5,5 A.

Analiza ta  wykazała, że cząsteczka hemoglobiny ma postać sferoidy 
długości 64 A, szerokości 55 A i wysokości 50 A. Dane te różnią się n ie ­
znacznie od w artości podanych uprzednio przez P e r u t z  a. W środku 
cząsteczki pozostaje wolna przestrzeń, tw orzy się jakby kanał. Zew nętrz­
ny kształt cząsteczki hemoglobiny, oglądanej z góry w  k ierunku  osi b, 
podany jest na rysunku  5.

Na zew nętrznej powierzchni cząsteczki można odróżnić cztery  w ierz­
chołki, k tó re  odpowiadają atomom Fe, otoczonym pierścieniam i porfiry - 
nowymi. Atom y żelaza leżą w  rogach nieregularnego tetraedru , p rzy  
czym odległości m iędzy sym etrycznie położonymi atom ami Fe wynoszą
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[7] BUDOWA PRZESTRZENNA HEMOGLOBINY 401

33,4 i 36,0 A, a najbliższa odległość między niesym etrycznym i atomiami 
Fe wynosi 25,2 A. Układ grup hemowych podany jest na rysunku 6.

P e r u t z  usta lił również położenie dwóch grup tiolowych. Hemoglo­
bina 'końska zawiera cztery reszty cysteiny, ale ty lko  dwie grupy —

R ysunek 5. Z ew nętrzny k szta łt cząsteczki R ysunek 6. Układ grup hemu
hem oglobiny w g  P e r u t z a  (4). Widok w  hem oglobinie w g P e r u t z a  (4). 

z góry w  kierunku osi b.

SH rodzimego białka, łączą się z rtęcią. Z położenia związanych dwóch 
atomów rtęc i można było wywnioskować, że każda z grup —SH jest 
oddalona o około 13 A od jednego i o około 21 A od drugiego atomu Fe. 
Przypuszczalna rola grup tiolowych omówiona jest dalej (str. 403).

Jeżeli chodzi o konfigurację łańcucha polipeptydowego, to P e r u t z  
ustalił, że cztery oddzielne jednostki wchodzące w skład cząsteczki hemo­
globiny tworzą dwie pary , z k tórych każda zawiera dw a identyczne łań ­
cuchy. Na rysunku  7 pokazany jest 'bieg łańcucha 'polipeptydowego dla 
przedstaw iciela każdej p a ry  oraz model mioglobiny i(na lewo). W celu 
łatwiejszego odróżnienia P e r u t z  przedstaw ił na m odelu jedną parę 
w postaci białych, a drugą w postaci czarnych łańcuchów polipeptydo- 
wych i tak  je też nazyw ał w swoich dalszych rozważaniach. K onfiguracja 
czarnego łańcucha jest bardzo podobna do konfiguracji białego. Różnice 
są jedynie niewielkie: w  czarnym  łańcuchu polipeptydowym  zakręt 
w kształcie S przy wierzchołku cząsteczki jest w yraźniejszy, nie zazna­
czona na rysunku  7 ]g rupa  hem u jest położona niżej, a zakręt h ostrzejszy 
niż w  łańcuchu białym. Czarny łańcuch jest identyczny z łańcuchem 
polipeptydowym  mioglobiny. Każdy łańcuch ma swój dokładny odpowied­
nik w postaci drugiego, sym etrycznego do niego łańcucha, tworząc w ten 
sposób parę ^białych lub czarnych łańcuchów polipeptydowych. P e r u t z
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sugeruje, że między podcząsteczką złożoną z pary  białych i podcząsteczką 
złożoną z pary  czarnych łańcuchów  kon tak t jest niewielki, a występujące 
połączenia bardzo słabe. W cząsteczce hemoglobiny biała para jest jak

Mioglobina Biały łańcuch Czarny łańcuch
R ysunek 7. Przebieg łańcuchów  polipeptydow ych w  m ioglobinie i hem oglobinie

w g  P e n u t z a  (4).

Rysunek 8. K onfiguracja łańcuchów  polipeptydow ych w  dwóch jednostkach bu­
dow y hem oglobiny w g  P e r u t z a (4). P ołożenie dwóch pozostałych m ożna otrzym ać 

przez obrót dokoła osi. W idok w  kierunku prostopadłym  do osi a.

gdyby odwrócona i położona nad czarną parą, dając w rezultacie układ 
praw ie, lecz nie całkowicie rombowy. Na rysunku 8 pokazana jest kon­
figuracja łańcucha polipeptydowego w czarnym  1 białym  łańcuchu czą­
steczki hemoglobiny widzianej w k ierunku  prostopadłym  do osi a.
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Cząsteczka hemoglobiny wygląda więc jak gdyby zbudowana była 
z czterech kłębków  nici mocno do siebie dociśniętych, przy- czym dwa 
górne kłębki (białe) są identyczne i tworzą jedną sym etryczną parę, 
a  dwa dolne (czarne) są także identyczne i tworzą drugą parę. W środku 
cząsteczki pozostaje wolna przestrzeń, tworząca kanał. Siły van der 
W aalsa spraw iają, że w  otworze tym  'jest niewiele m iejsca dla wody lub 
elektrolitów . Poza tym , w górnej części cząsteczki w miejscu, gdzie spo­
tykają  się łańcuchy białe, w ystępuje w  cząsteczce hemoglobiny niew iel­
kie wgłębienie. Drugie, znacznie większe, znajduje się w jej części dolnej, 
w miejscu spotkania się łańcuchów czarnych.

G rupy hem u leżą w oddzielnych „kieszeniach” na powierzchni czą­
steczki. Każda ,,kieszeń” utworzona jest przez fałdę w  łańcuchu polipepty- 
dowym, k tó ry  styka się z hemem przynajm niej w czterech różnych 
miejscach. Pozostaje to w zgodzie z przytoczoną powyżej hipotezą Wanga, 
k tó ry  tw ierdził, że układy hemu są częściowo przykry te hydrofobowymi 
grupam i globiny.

Wolne grupy — SH, k tórych  brak jest w mioglobinie, w ystępują w he­
moglobinie w  tej części łańcuchów czarnych, w której znajduje się histy- 
dyna połączona z hemem. P e r  u t z podaje, że reszty specyficzne histy- 
dyny i cysteiny są skierowane przeciwnie, przy czym histydyna zwrócona 
jest w kierunku hem u (rysunek 8), a cysteina w drugą stronę. G rupa —SH 
może więc być w kontakcie z leżącym poniżej grup hemowych zagięciem 
białych łańcuchów. Dwie pozostałe grupy —SH, w ystępujące w cząstecz­
ce hemoglobiny, są przypuszczalnie w białych łańcuchach, ale ponieważ 
w rodzim ym  'białku nie są one zdolne do reakcji z Hg, ich pozycja jest 
nieznana. Przypuszcza się, że grupy — SH mogą odgrywać ważną rolę 
przy przejściu Hb w HbO^. Należałoby izwrócić uwagę na to, że w mo­
delu Perutza grupy  hemu są zbyt daleko od siebie, aby połączenie jednej 
z nich z tlenem  mogło Wpłynąć bezpośrednio na powinowactwo do tlenu 
drugiej grupy. Ponieważ stwierdzono, że istnieje w zajem ny wpływ (hern
—  hem  interaction) między tym i grupami, działanie na siebie grup hemu 
m usi -więc być, zdaniem Perutza, bardzo subtelnej i pośredniej natury .

Zwinięcie łańcucha polipeptydowego, odkryte przez K e n d r e  w 
w  mioglobinie wieloryba-olbrotowca, znaleziono także w mioglobinie 
foki. Stw ierdzenie podobnego zwinięcia w hemoglobinie końskiej sugeruje, 
zdaniem P e r  u  t iz a, że wszystkie hemoglobiny i mioglobiny kręgowców 
zbudowane są według tego samego wzoru. P  e r  u t  z przypuszcza, że 
kiedy łańcuch polipeptydowy zostanie zsyntetyzowany i zaopatrzony 
w grupę hem u, dokoła k tórej może się owinąć, p rzybiera  on tę konfi­
gurację spontanicznie, jako jedyny układ przestrzenny, k tóry  spełnia 
wszystkie w arunki stereochemiczne, w ynikające z sekwencji aminokwa­
sów. To z kolei upoważnia do przypuszczenia, że podobne sekwencje

http://rcin.org.pl



404 W. LEYKO I L. BUCZEK [10]

w określonych miejscach łańcucha polipeptydowego w ystępują w całej 
tej grupie białek mimo znacznych różnic w ich składzie aminokwasowym. 
Podobieństwo to, zdaniem P  e r  u t  z a, nasuw a m yśl, że białka te posiadają 
wlspólnego prekursora genetycznego.

Zestawmy raz  jeszcze najw ażniejsze dane, dotyczące wszystkich hemo­
globin i mioglobin kręgowców:

1 ) skład aminokwasowy tych białek jest bardzo różny, pełna sek­
wencja aminokwasów nieznana, ale P e r u t z  sugeruje, że w ystępują 
w nich podobne sekwencje w  określonych m iejscach łańcucha polipep­
tydowego;

2) przypuszczalnie we wszystkich tych  białkach łańcuch polipepty- 
dowy przybiera w znacznej części cząsteczki postać regularnej prawo- 
skrętnej linii śrubowej (helix );

3) zwinięcie łańcuchów polipeptydowych jest, według P e r u t z a ,  
jednakow e we wszystkich białkach tej grupy, przy czym podstawową 
s truk tu rę  j ednostkową ,stanowi układ, znaleziony przez K e n d r e w  
w mioglobinie;

4) różne białka zaw ierają jedną lub kilka jednostek podstawowych, 
w w yniku czego m ają różne m asy cząsteczkowe i różne kształty  czą­
steczek.

Różnice między hemoglobinami różnych gatunków  i różnych osobni­
ków  związane są więc przede wszystkim  ze zmianą w ich składzie amino­
kwasowym.

III. Odmiany hemoglobiny ludzkiej

Interesującym  zagadnieniem jest w ystępowanie szeregu odmian he­
moglobiny we krw i ludzkiej. Oprócz hemoglobiny ludzi dorosłych (Hb-A) 
i hemoglobiny płodowej (Hb-F), odkryto ostatnio cały szereg innych 
hemoglobin: Hb-S, Hb-C, Hb-E, Hb-D, H b-J, Hb-G i in., k tórych obecność 
prowadzi do różnych objawów chorobowych.

Podam y tu  pokrótce nom enklaturę hemoglobin, stosowaną w rozważa­
niach genetycznych. W badaniach tych  górne łańcuchy cząsteczki hemo­
globiny oznacza się jako a (odpowiadają białym  łańcuchom w modelu 
Perutza), a dolne jako (3 (odpowiadają czarnym  łańcuchom Perutza). 
W norm alnej Hb-A w ystępują więc dw a łańcuchy aA i dwa łańcuchy (3 A 
(rys. 9), a budowę cząsteczki m ożna przedstaw ić jako (2).

W Hb-S w ystępują dwa łańcuchy a i dwa łańcuchy ¡3 przyczym  
ładunek każdego łańcucha p s zmienił się o +  1 , w  w yniku zastąpienia 
kwasu glutaminowego przez walinę. Budowę cząsteczki przedstaw iam y 
jako K (32]+2
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R ysunek 9. Schem at budow y H b-A  i H b-S w g  Itano (2).

Podobne badania przeprowadzone z Hb-C wykazały, że anomalie wys­
tępują tu  także w  łańcuchu (3, w którym  kwas glutam inowy jest zastą­
piony przez lizynę. Tak więc ładunek łańcucha P zmienił się o +  2, 
a cząsteczkę oznaczamy jako [aÂ ] +4.

W H b-J natom iast w ystępują różnice w łańcuchu a, zmiana wynosi 
—¡2 , ale nie w yjaśniono dotychczas, k tóre aminokwasy zostały tu  w y­
mienione. Cząsteczkę H b-J przedstawiam y jako[a*pA]

Różne odm iany hemoglobiny ludzkiej przebadano z punktu  widzenia 
chemicznych i genetycznych elementów budow y cząsteczki. Na podstawie 
badań, przeprowadzonych przez I t a n o  i współpracowników (2) stw ier­
dzono, że rozcieńczone kwasy rozszczepiają cząsteczkę hemoglobiny na 
„podcząsteczki a2 i (V \ z których każda zawiera dwa hemy. W yniki, 
otrzym ane przy zastosowaniu m etody elełktroforetycznej i piętnow ania 
izotopami radioaktyw nym i, wykazały, że połączenie dwóch identycznych 
łańcuchów jest znacznie mocniejsze niż połączenie podcząsteczek a 2 z (>2- 
I t a n o  sugeruje naw et, że synteza łańcuchów następu je  od razu  w posta­
ci stabilnych identycznych par.

W celu w yjaśnienia różnic w budowie odmian hemoglobiny ludzkiej 
H u n t  i I n g r a m  (1 ) przeprowadzili badania ich składu aminokwaso- 
wego. W połowie cząsteczki hemoglobiny, tzn. w jednym  łańcuchu a (bia­
łym) i jednym  (3 (czarnym) znajduje się około 300 aminokwasów, między 
którym i należało szukać różnicy między Hb-A i innym i jej odmianami. 
H u n t  i I n g r a m  badali mieszaninę peptydów, o trzym aną w wyniku 
traw ienia białek różnym i enzymami. W pierw szym  rzędzie porównali 
Hb-A i Hb-S, przy czym zastosowali denatu rację  cieplną i traw ienie 
trypsyną. Wiadomo, że trypsyna rozrywa tylko wiązania, w  k tórych  bie­
rze udział lizyna i arginina. Ponieważ w każdej połowie cząsteczki he­
moglobiny znajduje się około 26 cząsteczek lizyny i  argininy, otrzym ana 
m ieszanina zaw ierała około 28 fragm entów. Porów nano następnie m ie­
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szaniny otrzym ane z Hb-A i Hb-S za pomocą elektroforezy bibułowej 
i chrom atografii. H u n t  i I n g r a m  stw ierdzili różnicę w położeniu 
tylko jednego peptydu, k tó ry  określili-jako num er 4.

Duży fragm ent cząsteczki hemoglobiny, nie zaw ierający aminokwasów 
zasadowych, nie jest traw iony przez trypsynę. Tę pozostałość poddano 
następnie traw ieniu  chym otrypsyną. O trzym ana z Hb-A i Hb-S miesza­
nina peptydów była taka sama w obu przypadkach, a zatem różnica 
między obu hemoglobinami leżała jedynie w  budowie peptydu num er 4.

Zbadano wobec tego szczegółowo peptydy num er 4 z Hb-A i Hb-S 
i stwierdzono, że zawierają one po osiem aminokwasów. Peptyd z Hb-A 
ma następującą sekwencję aminokwasów:

Peptyd z Hb-S różni się od niego jedynie rodzajem  szóstego aminokwa­
su — zamiast kw asu glutaminowego w ystępuje w nim  walina. Ponieważ 
reszta specyficzna kwasu glutaminowego o charakterze kw aśnym  została 
zastąpiona przez obojętną walinę, uległ również zmianie ładunek pep­
tydu. Ta zamiana jednego z 300 aminokwasów wydaje się jak  dotychczas 
jedyną różnicą struk tu ra lną  między Hb-A i Hb-S. Zdaniem  H u n t a 
i I n g r a m a  nasuw a to sugestię, że kw as glutam inowy musi zajmować 
jakąś kluczową pozycję w trójw ym iarow ej struk tu rze hemoglobiny. Po­
nieważ nieznana jesit jednak pełna sekwencja aminokwasów, nie można 
dokładnie określić pozycji tej cząsteczki kwasu glutaminowego w zwinię­
tym  łańcuchu polipeptydowym.

W podobny sposób przebadano inne odm iany hemoglobiny i stw ier­
dzono, że w Hb-C różnica w ystępuje w  tym  sam ym  peptydzie num er 4, 
przy czym kwas glutam inowy peptydu z Hb-A jest zastąpiony przez 
lizynę. W Hb-E kw as glutaminowy jest zastąpiony przez lizynę, ale w in­
nym  peptydzie (num er 26). Inne odm iany hemoglobiny jak  D, J, G, 
Hopkins-2, H w ykazyw ały zmiany w budowie różnych peptydów. S tw ier­
dzono, że hemoglobina płodowa (Hb-F) posiada dwa łańcuchy polipepty- 
dowe takie same jak  Hb-A, natom iast dwa pozostałe łańcuchy (tzw. 7) 
różne od spotykanych w pozostałych odm ianach hemoglobin, które dotych­
czas przebadano.

H u n t  i I n g r a m  podkreślają, że w ystępowanie różnych anorm al­
nych ludzkich hemoglobin jest jednym  z najlepszych przykładów  odzie­
dziczonych anomalii w budowie białka, k tó re  mogą spowodować poważne 
zaburzenia. N iektóre z tych anomalii (ale nie wszystkie) są przyczyną 
anemii hemolityeznyeh. Autorzy ci w ysuw ają następującą sugestię, k tó ra  
ich zdaniem tłum aczy zaobserwowane fakty. P rzyjm ują oni, że istn ieją

+ +  : —
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dwa geny hemoglobiny, z których każdy k ieru je syntezą jednego łań­
cucha polipeptydowego, a właściwie pary złożonej z dwóch identycznych 
łańcuchów. Chemiczna stru k tu ra  tych genów decyduje o sekwencji ami­
nokwasów w odpowiednim łańcuchu polipeptydowym. M utacja genu 
prowadzi do zmiany chemicznej łańcucha, a więc i cząsteczki hemoglobi­
ny. Zm iany chemiczne nie zawsze muszą być związane z efektam i fizjo­
logicznymi. Zdaniem H u n t a  i I n g r a m a  część tych zmian nie jest 
możliwa do zaobserwowania klinicznego, część może mieć skutki śm iertel­
ne, tak że badamy niewielką stosunkowo liczbę m utacji po dużej selekcji 
zarówno efektów klinicznych, jak i możliwych do uchwycenia zmian 
w zachowaniu elektroforetycznym .

Należało by tu  podkreślić, że podane powyżej rozważania H u n t a  
i I n g r a m a  m ają jedynie charakter przypuszczeń, natom iast badacze 
ci stw ierdzili ważny fakt, a mianowicie, że różnice między odm ianami 
ludzkich hemoglobin spowodowane są bardzo niewielkimi zmianami 
w ich budowie. W przebadanych przypadkach polegały one jedynie na za­
mianie jednego aminokwasu w połowie cząsteczki hemoglobiny, zaw ierają­
cej około 300 reszt aminokwasów.

Badania te  potwierdziły do pewnego stopnia przypuszczenie P  e r  u t z a, 
że w całej tej grupie białek w ystępują podobne sekwencje aminokwasów 
i wszystkie hemoglobiny i mioglobiny kręgowców posiadają tę samą 
struk turę . Należałoby tu  nadmienić, że określanie s tru k tu r na podstawie 
badań rentgenograficznych zawiera w sobie zawsze pewne elem enty zga­
dywania. Można wprawdzie określić m atem atycznie, czy proponowana 
s truk tu ra  daje takie sam e obrazy ugięcia prom ieni X, jak otrzym ane 
w przypadku rzeczywistego kryształu, ale dla cząsteczek bardziej skom­
plikowanych zdarza się, że kilka s tru k tu r da je  podobne obrazy ugięcia 
i dlatego też często na podstawie nawet tych samych zdjęć, proponowane 
są różne konfiguracje. W ydaje się jednak, że ostatni m odel P e r u t z a ,  
otrzym any przy zastosowaniu udoskonalonej techniki, spełnia wszystkie 
wym agane w arunki i, jeśli nawet ulegnie dalszym modyfikacjom, to 
już jednak w  chwili obecnej można przyjąć, że jeist on bardzo bliski rze­
czywistej budowie przestrzennej hemoglobiny.

LITERATURA

1. H u n t  J. A.,  I n g r a m  V. M., Ciba Foundation Sym posium  on B iochem istry  
of Human G enetics, J. & A. C hurchill Ltd., London 1959, str. 114.

2. I t a n o  H. A.,  S i n g e r  S.  J., R o b i n s o n  E. ibidem , str. 96.
3. K e n d r e w  J. C., D i c k e r s o n  R. E., S t r a n d b e r g  B.  E., H a r t  R. G., 

D a v i e s  D.  R., P h i l l i p s  D. C,  S h o r e  V. C. N ature,  185, 422 (1960).
4. P e r u t z  M.  F.,  R o s s m a n  M. G., C u l l  i s  A. F., M u i r h e a d  H., W i l l  G., 

N o r t h  A. C. T. N ature ,  185, 416 (1960).
5. W a n g J. H. J. Am. Chem. Soc., 80, 3168 (1958) oraz Chem. Engineer. News,  15,

51, (1958).

http://rcin.org.pl



■

■

. ' -

1

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  V I  1960 ZESZYT 4

LEON ŻELEWSKI*

Rola dwufosforanowych koenzymów glikolizy**

The Role of D iphosphocoenzym es in G lycolytic Process

The m echanism  of biochem ical reactions is described, in  w hich tw o  
diphosphoric esters: 2 , 3-diphosphoglyceric acid and g lu cose-1 ,6-d ipho­
sphate p lay a role of coenzym es and substrates in g lyco lytic  process 
sim ultaneously .

Badania ostatn ich  dziesięciu lat pozwoliły na  dość dokładne określenie 
udziału poszczególnych enzymów i koenzymów w przebiegu reakcji gliko­
lizy, opisanych schem atem  Em bdena—M eyerhofa—Parnasa. Z drobno- 
cząsteczkowych związków fosforanowych w yróżniają się szczególną rolą 
koferm entów —substra tów  dw a z nich, a mianowicie: 2,3-dwufosforan 
kw asu glicerolowego oraz 1,6- dwu fosfor an glikozy. Omówienie ich prze­
m ian i katalitycznego działania jest przedm iotem  tego artykułu .

I. W ystępowanie, synteza oraz charakterystyka ilościow a 2,3-DPG

Największe ilości 2,3-DPG w ystępują w erytrocytach w ielu ssaków, 
około połowy wszystkich estrów  fosforanowych rozpuszczalnych w kw a­
sach przypada na ten  związek (65). W yjątek stanow ią przeżuwacze (byd­
ło, owce), w krw inkach  k tó rych  nie stwierdzono 2,3-DPG (76). Również

* Dr med., adiunkt Zakładu C hem ii Biologicznej A kadem ii M edycznej w  G dań­
sku.

** W n in iejszym  artykule są stosow ane następujące skróty i sym bole: 2,3-DPG
— 2,3-dw ufosforan kw asu glicerolow ego; 1,3-PGA — 1,3-dw ufosforan kw asu g li­
cerolow ego; 3-PG A  — 3-fosforan  kw asu glicerolow ego; 2 -P G A — 2-fosforan kw asu  
glicerolow ego; G - l,6-P  — 1,6-dw u/osforan glikozy; G - l-P  — 1-fosforan g li­
kozy; G -6-P  — 6-fosforan  glikozy; PEP — fosforan kw asu enolopirogrono- 
w ego; PBA  — 2-fosforan kw asu  D -erytro-2,3-dw uhydroksym asłow ego; DPBA —
— 2,3-dw ufosforan k w asu  D -erytro-2,3-dw uhydroksym asłow ego; M a -l-P  —
— 1-fosforan m annozy; M a-6-P  — 6-fosforan  m ann ozy; M a-1,6-P — 1,6-dwu- 
fosforan m annozy; G a-6-P  —  6-fosforan galakto/zy; G a-1,6-P  — 1,6-dw ufosforan  
galaktozy; G a - l-P  —  1-fosforan  galaktozy; R - l-P  — 1-fosforan rybozy; R -5-P
— 5-fosforan rybozy; R -1.5-P  — 1,5-dw ufosforan rybozy; D IP — dw uizopropy- 
lofluorofosforan.

2 P o s t ę p y  B io c h e m i i
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w erytrocytach gadów i ptaków  brak jest tego składnika frakcji fosfo­
ranowej, a jego ilościowym odpowiednikiem jest kwas fitynow y (64). 
Obecność 2,3-DPG wykazano w drożdżach (71) i mięśniu piersiowym kur­
cząt (90); natom iast nie znaleziono tego związku w  m ięśniu sercowym, 
nerce, w ątrobie ani mózgu kurczęcia, ani też w tkankach bydła i owiec
(91).

Podczas pracy m d  izolowaniem estrów  fosforanowych z krw inek konia 
E m b d e n  uzyskuje w roku 1924 sól brucynow ą nowego związku praw ­
dopodobnie 2,3-DPG, nie identyfikuje jej jednak. Później G r e e n w a l d  
(18) o trzym uje z krw inek nieredukujący rozpuszczalny w kwasach ester 
fosforanowy, podaje jego skład oraz skręcalność optyczną, w yrażając 
przypuszczenie, że jest to 2,3-DPG. Dokładną preparatykę izolowania tego 
związku z krw inek konia jako soli brucynowej podał J o s t  (29). W głów­
nych zarysach nie straciła ona na znaczeniu po dzień dzisiejszy. Syntezy 
organicznej 2,3-DPG dokonano w  1950 roku, wychodząc z kwasu D-gli- 
cerolowego; stwierdzono identyczne własności syntetycznego związku 
z otrzym anym  przez G r e e n w a l d a  (18) i J  o s t a (29) z erytrocytów . 
W ostatnim  czasie G r i s o l i a  i J o y c e  (19) dokonali enzym atycznej 
syntezy 2,3-DPG, inkubując 3-PGA z ATP, MgCl2 i wyciągiem z proszku 
acetonowego mięśnia piersiowego kurczęcia, zawierającym  enzym y zdolne 
do katalizowania następującego ciągu reakcji:

1. 3-PG A  <± 2 -  PGA
2. 2-  PGA -* PEP
3. PEP +  A D P --------------
4. 3-PG A  +  A T P ---------
5. 1,3 -  PGA -*■ 2,3 -  DPG

W reakcjach tych dwie cząsteczki 3-PGA tworzą jedną cząsteczkę 2,3-DPG 
oraz jedną cząsteczkę kwasu pirogronowego.

Dla ilościowego oznaczenia 2,3-DPG z mieszaniny różnych produk­
tów przem iany glikolitycznej wykorzystano początkowo jego brak zdol­
ności do odszczepianiia fosforanu nieorganicznego podczas hydrolizy 
w 1 N H 2SO4 w  tem peraturze 100°. Później R a  p o  p o r t  (59) do kolo­
rym etrycznego oznaczania 2,3-DPG w krw inkach zastosował barw ną 
reakcję z naftorezorcynolem. W ykorzystano również reakcje barwne, ja ­
kie daje  wolny glicerol, kwas fosfoglicerolowy i 2,3-DPG z 2,3-dwuhydro- 
ksynaftalenem , 2,7-dw uhydroksynaftalenem  oraz z kwasem  4,5-dwuhydro- 
ksy-2,7-naftalenodwuisulfonowym (4). Szczególne jednak znaczenie miało 
zastosowanie chrom atografii bibułowej (58, 74), oraz żywic jonowym ien­
nych (5, 47) dla oznaczania 2,3-DPG wśród innych m etabolitów  fosfora­
nowych krw inek. O statnie lata pozwoliły na ilościowe oznaczanie tej 
suibsrtancji w oparciu o jej własności katalityczne (91, 40).

A TP +  kwas pirogronowy 
1,3-PG A  +  ADP
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Ilościowa ocena 2,3-DPG w tkankach ograniczała się początkowo do 
krw inek ssaków, jako m ateriału  biologicznego o najwyższym  stężeniu 
tego związku. Liczne badania w  tej dziedzinie dotyczą przede wszystkim 
zaburzeń gospodarki kwasowo— zasadowej oraz fosforanowo—wapniowej. 
W odniesieniu do zakłóceń równowagi kwasowo—zasadowej stwierdzono, 
że zarów no w kwasicy wywołanej chlorkiem  amonu, jak  i ciężkiej kw a­
sicy cukrzycowej w ystępuje w yraźny wzrost fosforanu nieorganicznego 
kosztem fosforanów organicznych. W doświadczeniach na zwierzętach 
stwierdzono, że przy obustronnym  podwiązaniu moczowodów, a także 
przy zatruciu  chlorkiem  rtęciow ym  i toksyną błoniczą zachodzi również 
wzrost stężenia estrów  fosforanowych w erytrocytach (24). Późniejsze 
badania w ykazały, że zarówno w doświadczalnej krzywicy wywołanej 
chlorkiem  amonu (60), jak i w kw asicy cukrzycowej obniżenie się frakcji 
estrowej odbywa się kosztem 2,3-DPG (23). Badania te, a także inne 
(6, 22, 63) pozwalają na przypisanie 2,3-DPG pewnej roli w utrzym aniu 
równowagi kwasowo—zasadowej krwi. Zakwaszenie ustroju prowadzi 
do zm niejszenia się w  erytrocytach stężenia 2,3-DPG przy równoczesnym 
wzroście fosforanu nieorganicznego (62). W zaburzeniach gospodarki wap~ 
niowo—fosforowanej dają się stwierdzić istotne przesunięcia we frak ­
cjach fosforanowych erytrocytów  (32, 33, 84). Obniżenie fosforanu or­
ganicznego w  krw inkach w ystępuje szczególnie u dzieci dotkniętych 
krzywicą (15, 51, 85). W doświadczeniach na szczurach trzym anych na 
diecie krzywiczej stwierdzono również obniżenie fosforanu organicznego, 
zwłaszcza 2,3-DPG. Po podaniu w itam inu D poziom 2,3-DPG powracał 
do norm y (61). Efekt ten  należy tłum aczyć w tórnym  działaniem  w itam inu 
D na cały ustrój (21).

W tym  okresie, k tóry  można by nazwać „analitycznym ”, główny tok 
badań skierowano na oznaczanie poziomu 2,3-DPG w  krw inkach w za­
leżności od różnych w arunków  doświadczalnych i klinicznych. Dalsze 
badania nad 2,3-DPG jako  koenzymem fosfogliceromutazy pozwoliły na 
skrom ny na razie w gląd w m echanizm  tej reakcji enzym atycznej. Doświad­
czenia z fosforanem  radioaktyw nym  wykazały, że 2,3-DPG wymienia fos­
foran bardzo szybko w porów naniu z innym i estram i fosforanowymi 
erytrocytów  większości ssaków. Należało zatem przypuszczać, że bierze 
on udział jako jeden z etapów pośrednich w przem ianach estrów  fos­
foranowych.

II. Przemiany 2,3-DPG pod w pływem  dwufosfogliceromutazy 
i dwufosfoglicerofosfatazy

Z erytrocytów  królika uzyskano enzym zwany dwufosfogliceromuta- 
zą, katalizujący przem ianę i,3-PG A  w 2,3-DPG. Pozwoliło to powiązać

2*
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powstawanie 2,3-DPG z procesem glikolizy (66). Z teoretycznego punktu 
widzenia synteza 2,3-DPG mogła przebiegać dwiem a drogami:

6a. 3-PG A  +  A TP -> 2,3-DPG +  ADP  
6b. 3-PG A  +  ATP 1,3-PG A  +  ADP
7. 1,3-PGA 2,3-DPG

Stwierdzenie w  tkankach dwufosfogliceromutazy przemawia raczej 
za przebiegiem reakcji zgodnie z rów naniem  7. Dwufosfogliceromutazę 
wyosobnił R a p o p o r  t  (68) z erytrocytów , a I t o  i G r i s o l i a  (26) — 
z mięśnia piersiowego kurczęcia. Enzymy te różnią się od siebie w zakre­
sie optim um  pH  (tablica 1). Na uwagę zasługuje to, że dwufosfoglicero- 
m utaza z m ięśnia piersiowego kurczęcia jest ham ow ana przez tyroksynę 
i 2,4-dwunitrofenol.

T a b l i c a  1
Niektóre w łaśc iw ości dw ufosfoglicerom utazy krw inek i m ięśnia

Pochodzenie enzymu Aktywator Inhibitor Optimum
PH

Autorzy

Erytrocyty 3-PGA 2,3-DPG 6,9—7,5 R a p o p o r t  S., 
L u e b e r i n g  J. 

(68)

M ięsień  p iersiow y  
kurczęcia

3-PGA 2,3-D PG
Tyroksyna
2,4-dw uni­

trofenol

9 J o y c e  B.  K.. 
G r i s o l i a  S. 

(31)

W edług reakcji 6 i 7 ATP jest niezbędny do syntezy 2,3-DPG. P rzy­
jęcie k ierunku odwrotnego reakcji 7 napotyka na trudności, związane 
z m ałym  prawdopodobieństwem  odwracalności etapu 7. Możliwość udzia­
łu 2,3-DPG w resyntezie ATP w  krw inkach badano w  zakwaszonej krw i 
królika. Stwierdzono wzrost fosforanu nieorganicznego oraz spadek 
2,3-DPG, podczas gdy stężenie ATP i innych frakcji fosforu hydroldzują- 
cego pozostawało nie zmienione (62). U trzym anie stałości poziomu ATP 
w nie naruszonych krw inkach można by tłum aczyć istniejącą równowagą 
pomiędzy rozpadającym  się ATP a jego resyntezą z kwasu adenilowego 
kasztem  dalszej przem iany glikolitycznej 2,3-DPG. W hemolizatach nie 
zaobserwowano przem iany 2,3-DPG (7, 81), natom iast dodanie do hemo- 
lizatu kwasu adenilowego powodowało w yraźny spadek ilości 2,3-DPG 
(44). Dla poznania przebiegu tych reakcji istotne znaczenie posiada enzym 
swoisty dla rozkładu 2,3-DPG do 3-PGA i fosforanu nieorganicznego. 
Już J  o s t  (29) w krwinkach, a także S u t h e r l a n d  i współpracownicy 
(89) w mięśniu szkieletowym  królika stw ierdzili obecność takiego enzym u.
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W yosobnienie i oczyszczenie dwufosfoglicerofosfatazy z m ięśnia szkie­
letowego szczura i królika przeprowadził R a p o p o r t  i L u e b e r i n g
(67). Enzym y o tym  działaniu w ystępują również w erytrocytach czło­
wieka i świni (45), w m ięśniu piersiowym  kurczęcia i w drożdżach (30). 
W szystkie one katalizują swoiście tę samą reakcję rozpadu 2,3-DPG 
z w ytw orzeniem  3-PGA i fosforanu nieorganicznego, ale różnią się w łas­
nościami jak: optim um  pH, rodzaj aktyw atorów  i inhibitorów. Podobień­
stw a i różnice dwufosfoglicerofosfatazy różnych tkanek zestawiono w tab ­
licy 2 .

T a b l i c a  2
N iektóre w łaściw ości dw ufosfoglicerofosfatazy różnych tkanek

Pochodzenie enzymu Aktywator Inhibitor Optimum
PH

Autorzy

M ięsień  szkieletow y  
szczura i królika

2-PGA
Hg++
Ag+

3-PG A
Cu++

7

R a p o p o r t  S., L u e ­
b e r i n g  J. (67) 
R a p o p o r t  S., L u e ­
b e r i n g  J„ W a g n e r  
R. H. (70)

Erytrocyty  
człow ieka i św ini

NaHSOa
Na2S2Û3

— - M a n y  a i S. ,  V a r a -  
d y  Z. (45)

M ięsień  p iersiow y  
kurczęcia

— 3-PG A
2-PGA

7 J o y c e  B.  K.,  G r  i- 
s o l i a  S., (30)

Drożdże — 3-PG A
2-PG A

5 J o y c e  B. K., G r  i - 
s o l  i a S., (30)

Z danych tablicy 2 na specjalną uwagę zasługuje aktyw ujące działanie 
jonów srebrowych i rtęciow ych na enzym  wyosobniony z mięśnia szkie­
letowego szczura i królika (77, 78) oraz jonów siarczynowych — na 
enzym wyosobniony z erytrocytów  człowieka i świni. Również odmienny 
wpływ wywiera 2-PGA na dwufosfoglicerofosfatazę różnego pochodzenia, 
aktyw ując enzym  wyosobniony z m ięśnia szkieletowego szczura i królika, 
natom iast inaktywuijąc enzym y wyosobnione z m ięśnia piersiowego 
i z drożdży. F ak t występowania dwufosfoglicerofosfatazy w licznych 
i różnych tkankach  zdaje się wskazywać na jej powszechne w ystępowa­
nie; zwraca jednak uwagę istnienie w yraźnych różnic gatunkow ych i tkan ­
kowych. Wniosek taki m iałby mocniejsze podstawy doświadczalne, gdyby 
udało się dany enzym  uzyskać w  postaci krystalicznej.

3-PGA wytworzony z 2,3-DPG pod w pływ em  dwufosfoglicerofosfatazy 
ulega dalszej przem ianie do kw asu fosfoenolopirogron owego, dając w efek­
cie syntezę jednej cząsteczki A TP z ADP. Chociaż ta  droga w ydaje się
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prawdopodobniejsza, należy jednak wspomnieć, że P r a n k e r d  (58) su­
geruje możliwość wzajem nej zamiany 2,3-DPG i 1,3-PGA. W w yniku 
przem ian z jednej cząsteczki 2,3-DPG powstałyby wówczas dwie cząs­
teczki ATP. Koncepcja P r a n k e r d a  jest jednak mało prawdopodobna, 
ponieważ jak wykazały dotychczasowe badania, dwufosfogliceromutaza 
katalizuje reakcję w k ierunku  syntezy 2,3-DPG. Pogląd pierwszy, tj. 
rozpad 2,3-DPG z w ytw orzeniem  3-PGA i- fosforanu nieorganicznego 
wydaje się bardziej prawdopodobny i znajduje potwierdzenie również 
w ¡pracach innych autorów (17, 75).

III. 2,3-DPG oraz C -/,6-P jako koenzym y fosfogliceromutazy
i fosfoglikomutazy

W spółudział 2,3-DPG w reakcjach schem atu Em bdena—M eyerhofa— 
Parnasa pozostawał długo nieznany mimo istnienia dowodów na jego 
występowanie w enzym atycznych przem ianach prowadzących do kwasu 
pirogronowego.

Nowe światło na rolę 2,3-DPG w schemacie glikolizy rzuciły badania 
nad koenzymem fosfoglikomutazy katalizującej izamianę G -l-P  w G -6-P; 
enzym ten otrzym ano z mięśni i oczyszczono uzyskując go w postaci 
krystalicznej (48). M echanizm jego działania ujm ow ano początkowo jako 
wewnątrzcząsteczkowe przegrupowanie enzym  — substrat, ponieważ nie 
stw ierdzano wym iany wolnych fosforanów (46) ani glikozy (80). Sche­
m atycznie można by to ująć następującym  równaniem :

8. G - l-P  +  enzym en zy m -G -l-P  en zym -G -6-P  -»■ G -6-P  +  enzym

- h 2o

-o

+H 2o

-oA
O

H -C -O -H  H O -P -O -H  H - C ----------- O
I ♦ I

H O H

a) b)

O
-- O  0
H l
ó H

- P - O - H  H - C - O - P —Ch-H 

i  H i

c)
Schem at 1. W ew nątrzcząsteczkow e przegrupow anie 1-fosforanu glikozy w  6-fo s-

foran 'glikozy.

Produktem  pośrednim  takiej przem iany G -l-P  w G -6-P byłby 1,6- 
monofosforan glikozy (schemat 1, wzór b). Taki przebieg reakcji wydaw ał 
się jednak mało prawdopodobny ze względu na w zajem ne położenie przes­
trzenne grupy fosforanowej w G -I-P  i G -6-P  (25).

W roku  1948 stwierdzono w wyciągach z S. fragilis lub  S. cewisiae  
obecność teirmostabilnego czynnika, katalizującego przem ianę G -I-P
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w G -6-P  (9). Aktywacja fosfoglikomutazy przez dodatek heksozodwufos- 
foranów  (34) nasuw ała przypuszczenie, że tym  czynnikiem  term ostabil- 
nym  może być G-1,6-P  (41). Przypuszczenie to zostało potwierdzone: ko­
enzym  fosfoglikomutazy izolowany jako sól srebrowa albo barowa, z w y­
ciągu drożdżowego, wykazał własności identyczne z własnościami 
G -2,6-P (10).

Enzym atyczna synteza G - l,6-P  przez wyciągi z drożdży i mięśni k ró ­
lika zachodzi wobec G-2-P, ATP i katalitycznych ilości Mg++ lub M n+4 
zgodnie z równaniem :

9. G -J-P  +  A T P ------ > G - l,6-P  +  A D P (52)

odm ienne są w arunki syntezy G -l,6-P  przez wyciąg z E. coli, k tó ry  
syn tetyzu je  G-2,6-P z dwóch cząsteczek G -l-P  zgodnie z równaniem :

10. 2 G - l - P ------ > G -2,6-P  +  glikoza

Podobną transfosforylazę, katalizującą syntezę G -I,6-P z dwóch cząsteczek 
G -J-P  zgodnie z  równaniem  10, stwierdzono również w  wyciągach 
z m ięśnia szkieletowego królika (82). W 1949 roku dokonano syntezy 
organicznej G -l,6-P stosując jako produkt wyjściowy bromek 2,3,4-tró j- 
acetylo-6-dwufenylofosforano-D-glikozy (55).

A ktyw acja fosfoglikomutazy przez G-1,6-P wydaje się być niezależna 
od aktyw acji przez czynniki wiążące m etal (87). Badania z krystaliczną 
fosfoglikomutazą przeprowadzone G -J-P  znakowanym  na węglu i fosforze 
i nie znakowanym  G -l,6-P  w wielkich stężeniach, wykazały, udział 
G - l ,6-P  zarówno, jako koenzymu, jak  i substancji będącej równocześnie 
produktem  i substratem  reakcji zgodnie ze ¡schematem podanym  przez 
S u t h e n l a n d a  i współpracowników (schemat 2) (88).

C— 6 — P *C— I —  Px C — 6— P *C — 1 — P*
I I  I I

c  * c  c  *c
I I  I I

C *C _____► C , ‘C
I +  I ^ ____ I +  I

C *C C xC
I I  I I  

C xC c  *c  
I I I I

C— 1 — P xC c  *C— 6— P

Schem at 2. 1 ,6-dw ufosforan glikozy jako substrat i produkt reakcji.

Jak  wykazały badania w pracowni C o r i ’e g o  analogicznie przebiega 
reakcja przem iany 3-PGA w 2-PGA, katalizowana przez fosfogliceromuta- 
zę, w  k tó rej koenzymem jest 2,3-DPG. Po inkubacji 3-PGA zawierającego 
radioaktyw ny fosfor z nie znakowanym  2,3-DPG stw ierdzono rozmieszcze­
nie piętna izotopowego w 2,3-DPG zgodnie ze schem atem  3 (89).
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C
I

C—2 - P  
I

C—3—P-
+  C 

I
— «► c

I
C—3—P*

C
I

C—2—P 
I

C - —

+ c

¿ — 2 — ]-P
C — 3—Px

Schem at 3. 2,3-dwu£osforain kw asu glicerolow ego jako substrat i produkt reakcji.

Podobieństwo w katalizowaniu reakcji przez oba dwufosforanowe ko­
enzymy można ująć schem atem  4 (86).

.6 - P  / 1 _ P  / 6 ""P / 1 — P/
\

+  G

GA
/
\

1 —P 

2—P

3 — P

\

/k
V

3 — P

\
4- G

\

GA

2 - P

-f- GA

6 —P

3— P

2 - P
Schem at 4. 1,6-dw ufosforan glikozy i 2,3-dw ufosforan kw asu glicerolow ego jako  

koenzym y w  reakcjach transfosforylacji.

Nowe światło na m echanizm  katalizowania reakcji przem iany 2-PGA 
w 3-PGA rzuciły dalsze badania nad własnościami fosfogliceromutazy. 
Wyosobniono ten  enzym  w postaci krystalicznej z drożdży oraz wysoce 
oczyszczony — z m ięśni i z ziaren pszenicy. Podobieństwa i różnice we 
właściwościach tego enzymu zebrano w tablicy 3.

T a b l i c a  3
N iektóre w łaściw ości fosfoglicerom utazy różnych tkanek

Pochodzenie
enzymu

Koenzym Inhibitor
Opti-
mum

pH

Masa
cząstecz­

kowa
Autorzy

M ięsień
szkieletow y

królika
2,3-D PG

Odczynniki 
blokujące 

grupę —SH  
Fluorki

7,0 —
C o w g i l l  R. W.,  

P i  z e r  L.,  
(1 1 ,1 2 )

Drożdże 2,3-D PG Zn++ 5,9 1 12,000

R o d w e l l  V. W.,  
T o w  n e J. C., 
G r i s o l i a  S. 

(72,73)

M ięsień
szkieletow y

królika
2,3-D PG Zn++ 5,9 64,000

E d e l h o c h  H., 
R o d w e l l  V. W.,  

G r i s o l i a  S. 
(14)

Nasiona pszenicy
N ie

wym aga
2,3-D PG

— 9,0 —
I t o  N., 

G r i s o l i a  S. 
(26)
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Pośród danych tablicy 3 zwraca uwagę brak 2,3-DPG jako koferm entu 
fosfogliceromutazy wyosobnionej z ziaren pszenicy. Enzym  ten nie w y­
maga dla swej aktyw acji 2,3-DPG, a przeciwnie wysokie stężenia tej 
substancji działają ham ująco na aktywność enzymu. Brak 2,3-DPG jako 
koenzym u w reakcji przem iany 3-PGA w 2-PGA w skazuje na możliwość 
zasadniczej różnicy w mechanizmie katalizowania tej reakcji w świecie 
roślinnym  (20). Najlepiej ilu s tru je  stosunki zachodzące pomiędzy po­
szczególnymi pochodnymi kwasu fosfoglicerolowego schem at 5 określony 
przez Rapoporta (69) jako cykl kw asu glicerolowego.

Strzałki zgodne z k ierunkiem  reakcji w skazują substancje aktyw ujące, n ie ­
zgodnie z k ierunkiem  reakcji — substancje ham ujące.

Jak widać ze schem atu, 2,3-DPG może być: a) substratem  dla dwu- 
fosfoglicerofosfatazy, b) inhibitorem  kom petycyjnym  dwufosfogliceromu- 
tazy, c) katalitycznym  aktyw atorem  fosfogliceromutazy mięśniowej i droż- 
dżowej. 3-PGA może służyć jako: a) substra t dla fosfogliceromutazy, 
b) katalizator dwufosfogliceromutazy, c) inhibitor kom petycyjny dwufos- 
foglicerofosfatazy. Natom iast 2-PGA znany jest dotąd ty lko jako ak ty ­
w ator dwufosfoglicerofosfatazy mięśniowej.

Opisany cykl zachodzi w wielu tkankach, zwłaszcza w  erytrocytach, 
gdzie nagrom adzenie 2,3-DPG jest ze wszystkich tkanek największe, 
należałoby m u zatem  przypisać szczególne znaczenie. Mogło by ono po­
legać na tym , że 2,3-DPG stanowi pewien zasób energii, k tó ry  przez 
przem iany w  3-PGA i PE P  pozwala odtworzyć jedną cząsteczkę ATP. 
Fakt, że nagrom adzenie 2,3-DPG z 1,3-PGA i następne w ytworzenie 
3-PGA, przebiega z dużą u tra tą  energii, nasuwa przypuszczenie, że jest 
to m echanizm , k tóry  w  razie nadm iernego nagrom adzenia ATP pozwala 
na  dwuetapow ą u tra tę  energii.

|  |  2,3-DPG

2- PGA

Schem at 5. Cykl kw asu  glicerolow ego.
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IV. Fosfogliceromutaza oraz fosfoglikomutaza jako fosfoenzymy  
(P-enzymy) biorące, udział w transfosforylacjach

Ostatnie lata badań rzuciły nowe światło na enzym y katalizujące 
wzajem ną zamianę 2-PGA w 3-PGA i G -J-P  w G -6-P. Podobne własności 
koenzymów, biorących udział w katalizowaniu obydwóch reakcji, mogą 
nasunąć myśl o podobieństwie enzymów. Początek prac związanych 
z tym  zagadnieniem dotyczy badań nad zawartością fosforu w fosfogliko- 
mutazie. Zauważono, że podczas oczyszczania długotrw ałą dializą wobec 
wody lub buforu o pH  5— 7 nie można oddializować całkowicie fosforanu 
z tego enzymu (27). Stwierdzono, że zarówno G -J-P , jak G -6-P łączy się 
z fosfoglikomutazą jako P-enzym em, tworząc podw ójne połączenie fosfo­
ranowe enzym u z glikozą (schemat 6, wzór b). Z takiego kom pleksu po 
rozszczepieniu powstałyby zarówno G -l-P , jak  i G -6-P  według schem atu 6;

G ----- 1 — P 6 —  G —  1 G -----6 — P
+ ,  I I --------- +

P—enzym P-enzym-P P—enzym

a) * b) c)

Schem at 6. K om pleks P-enzym u z 2-fosforanem  glikozy jako produkt przejściow y  
przem iany 1 -fosforanu glikozy w  6-fosforan glikozy.

W przem ianie tego typu istotnym  składnikiem  jest fosfoglikomutaza 
jako P-enzym , tworzący kompleks G -l,6-P—enzym odpowiedzialny za 
powstawanie G -6-P. W pracach z radioaktyw nym  fosforanem w G -l-P  
wykazano zmniejszenie radioaktyw ności w G -l-P , a pojawienie się jej 
w fosforanie enzymu (28).

Nieco odmienny m echanizm  katalizowania przez fosfoglikomutazę 
przyjm ują N a j j a r i współpracownicy (49). Badacze ci dali bezpośrednie 
dowody na przenoszenie fosforanu z krystalicznej fosfoglikomutazy na 
G -l-P  i G-6-P w powiązaniu z G -l,6-P  zgodnie z następującym i 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 powyższy różni się od poprzedniego tym, że G -l,6-P jest 
składnikiem  gromadzącym się w  środowisku jako produkt reakcji hekso- 
zofosforanów i fosfoglikomutazy jako P-enzym u, a nie jako  przejściowy 
kompleks enzymu z suhstratem . Enzym może istnieć 'zarówno w  formie 
fosforylow anej, jak i nie fosforylowanej, a nie jedynie fosforylowanej, 
jak to sugerowano w schemacie 6.
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Stwierdzono, że na jeden mol enzym u przypada jeden mol fosforanu. 
Na tej podstawie oznaczono stałe równowagi oraz obliczono zmianę 
swobodnej energii reakcji 11 i 12 (83, 50).

Przenoszenie fosforanu z fosfoglikomutazy jako P-enzym u na G -l-P  
i G -6-P, chociaż bardzo aktyw ne, nie jest swoiste. M a-l-P  w obecności 
fosfoglikomutazy i katalitycznych ilości G-1,6-P przechodzi w M a-6-P 
zgodnie z równaniam i:

13a. M a -l-P  +  G -l ,6 -P  M a-1,6-P  +  G -6-P  
13b. M a -l-P  +  M a-1,6-P  <± M a-6-P  +  M a-1,6-P

Udział P-enzym u w  tej reakqji nie jest dowiedziony doświadczalnie 
(43, 56). W w yniku działania mięśniowej fosfoglikomutazy stwierdzono 
również przem ianę 1 -fosforanu D-glikozaminy w 6’-fosforan D-glikozami- 
ny. G - l,6-P  w stężeniach katalitycznych wzmaga tę reakcję, natom iast 
wielkie jego stężenia w pływ ają hamująco (8). Podobną przem ianę G a-l-P  
w G a-6-P zaobserwowano w obecności mięśniowej fosfoglikomutazy 
i G -l,6-P  lub Ma-1,6-P. Reakcje wobec tych koenzymów przebiegają 
zgodnie z równaniam i:

14. G - l,6-P  +  G a - l-P  ^  G a-2,6-P  +  G -6-P
15a. M a-1,6-P  +  G a -l-P  G a-1,6-P  +  M a-6-P
15b. G a-1,6-P  +  G a - l-P  G a-1,6-P  +  G a-6-P

Poza przegrupowaniem  fosforanów heksoz stwierdzono analogiczne prze­
niesienie reszty fosforanowej w fosforanopentozach. Pod wpływem fos­
foglikomutazy R -l-P  przechodzi w R-5-P (56). Wobec stw ierdzenia ka­
talitycznego działania G-1,6-P i R -l,5 -P  można przyjąć, że reakcja prze­
m iany R -I-P  w R-5-P przebiega w dwóch etapach:

16. R - l - P  +  G -1-6 -P  R -1.5-P  +  G -6-P
17. R - l - P  +  R -1.5-P  R -1 .5 -P  +  R -5-P

W ydaje się, że reakcja 16 przebiega wolniej od reakcji 17. W yniki badań 
uzyskane przez N a  j j a r  i współpracowników nad m echanizmem ka ta ­
lizowania reakcji przem iany G -l-P  w  G -6'-P  przeniesiono na reakcję 
przem iany R -l-P  w R-5-P. Mechanizm katalizy można schematycznie 
przedstawić w siedmiu następujących etapach (schemat 7) (38). Podobnie 
jak R -l-P  reagują z fosfoglikomutazą i G -l,6-P  także inne pentozy, np. 
1-fosforan dezoksyrybozy. Możliwość katalitycznego przenoszenia fos­
foranu w wielu cukrach w  obecności fosfoglikomutazy i G -l,6-P  w skazuje 
na niespecyficzność enzym u katalizującego tę reakcję (37).

Aktyw na fosfoglikomutaza zawiera na cząsteczkę enzym u jedną cząs­
teczkę fosforanu związaną jako O-fosforanoseryna (1). Miejsce połączenia 
fosforanu z seryną w fosfoglikomutazie stanow i cen trum  aktyw ne enzymu, 
ponieważ traktow anie dwuizopropylofluorofosforanem, k tó ry  blokuje g ru­
pę hydroksylową, unieczynnia ten  enzym  (35). Aminokwasy dookoła cen-
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II III IV v VI

Schem at 7. E tapy przem iany 1-fosforanu rybozy w  5-fosforan rybozy.
I. 1-fosforan rybozy i P -enzym  tworzą połączenie typu soli.

II. Grupa fosforanow a P -enzym u reaguje z i-fosforanem  rybozy tw o ­
rząc kom pleks.

III. W iązanie fosforanu z b ia łk iem  pęka.
IV. O ddysocjow uje 1,5-dw ufosforan rybozy.
V. Tw orzy się ponow nie połączenie typu soli przy atom ie w ęgla  C 1, 

na którym  znajduje się  reszta fosforanow a 1,5-dwufosforanu rybozy.
VI. A tom  w ęg la  C 1 1,5-dw ufosforanu rybozy reaguje z enzymem .

VII. W iązanie fosforanow e pęka i tw orzy się  P -enzym  i 5-fosforan rybozy.

trum  aktywnego w fosfoglikomutazie cechuje następująca sekwencja: 
Asp., Ser., Gly., Glu., Ala., Val. (39). Okazuje się, że sekwencja Gly., 
Asp., Ser. (DIP), Gly jest charakterystyczna, dla szeregu esteraz, a także 
innych enzymów hydrolitycznych, jak trypsyna (13), chym otrypsyna 
(79) i trom bina (16).

Gdy prace nad fosfoglikomutazą jako P-enzym em  były już daleko 
zaawansowane, prace nad fosfogliceromutazą jako P-enzym em  były 
w stadium  początkowym. Dotychczasowe badania wykazały, że aktywność 
fosfogliceromutazy wyosobnionej z  m ięśni i drożdży, w przeciwieństwie 
do fosfogliceromutazy z nasion, ulega obniżeniu wobec braku 2,3-DPG. 
W skazuje to na istnienie dwóch postaci enzymu, z k tórych  jedna w ym a­
gałaby do swego działania 2,3-DPG, podczas gdy druga działałaby bez 
koenzymu. W następstw ie takiego rozumowania można przyjąć, że fos- 
fogliceromutaza istnieje w  dwóch postaciach: jednej fosforylowanej n ie 
wym agającej do swego działania 2,3-DPG i drugiej nie fosforylowanej 
wym agającej do swego działania 2,3-DPG, który  jest zdolny zaktywować 
enzym, przeprowadzając go w postać fosforylowaną. Dla w ykazania swo­
istości 2,3-DPG jako donatora grupy fosforanowej użyto fosforanowych 
pochodnych kwasu D-erytro-2,3-dwuhydroksym asłowego (3). Stwierdzo­
no zdolność przerzucania fosforanu z 2,3-DPG na PBA, k tó ry  jest rów ­
nież substratem  dla fosfogliceromutazy. W wyniku tej reakcji powstają 
jako produkty DPBA oraz 3-PGA. W yniki tych doświadczeń dają  się 
przedstawić reakcją:

18. 2,3-DPG +  PB A  D PB A  +  3-PG A

Syntetyczny DPBA może zastąpić 2,3-DPG w aktyw acji fosfogliceromu­
tazy. W ydaje się, że synteza DPBA z PBA przy użyciu 2,3-DPG nie 
polega na bezpośrednim przerzucaniu fosforanu iz 2,3-DPG, lecz jest
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procesem  dw uetapow ym  z udziałem  fosfogliceromutazy jako P-enzym u. 
W yniki te  dają się przedstaw ić następującym  równaniem :

19. 2,3-D PG  +  enzym  P -enzym  +  3-PG A
20. P -enzym  +  PBA  D PB A  +  enzym  sumarycznie:
21. 2,3-DPG +  PBA  DPBN +  3-P G A

Powyższe doświadczenia modelowe potwierdziły podobieństwo m e­
chanizm u działania fosfogliceromutazy jako P-enzym u do m echanizmu 
działania fosfoglikomutazy jako P-enzym u (53). Zbadano w arunki s tru k ­
tu ra lne, jakie muszą być spełnione, aby dany związek chemiczny stał 
się akceptorem  lub donatorem  fosforanowym. Stwierdzono, że drugi 
i trzeci węgiel musi posiadać grupy hydroksylowe o konfiguracji D -ery- 
tro . Jedna z tych grup musi być zestryfikowana fosforanem, jeżeli zwią­
zek m a być akceptorem  fosforanowym, zaś obie grupy muszą być ufos- 
forylowane, gdy dany związek ma być donatorem  fosforanowym (54).

W yniki badań, przedstawione w tym  artykule, dotyczące zagadnień 
związanych z 2,3-DPG i G-1,6-P, m ają szereg podobieństw zasługujących 
na szczególną uwagę, a mianowicie: oba związki są koenzymami. Wchodzą 
one w  skład produktów  katalizow anej reakcji, będąc równocześnie sub- 
stratem . W każdym  przypadku proces enzym atyczny polega na prze­
niesieniu (grupy fosforanowej. Podczas reakcji koenzym  jest zamieniany 
w produkt, a substra t w koenzym. W obu reakcjach katalizowanie zwią­
zane jest z P-enzym em . Przedstaw ione w yniki badań wskazują, że 
pojęć koenzym u i substra tu  nie zawsze można ściśle od siebie oddzielić. 
W wielu przypadkach daje  się to łatwo wykazać, a w innych, jak omó­
wione w tym  artykule, obydwa te pojęcia wzajem nie się pokrywają.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TO M  V I 1960 ZESZYT 4

KAZIM IERZ TOCZKO*

Mechanizm działania tiaminy 

The Mechanisms of Thiamine—catalysed Reactions

The h ypothesis concerning the m echanism s of th iam ine-catylysed  reactions  
w ere discussed m ain ly  on the base of the m odel system s investigations.

Podjęte  w  1912 roku przez Kazim ierza F u n k a  próby wyosobnienia 
w itam iny B Ł zakończone zostały w  1926 roku wydzieleniem  przez J a n -  
s e n a  i D o n a t h a  tego związku w postaci krystalicznej. W latach  
1934— 1936 ustalono ostatecznie s truk tu rę  tiam iny i opracowano m etodę 
jej syntezy (32).

Tiam ina zbudowana jest z 2 - m et y  lo - 4 - a m i nopiry m id y n y połączonej 
m ostkiem  m etylenow ym  z 4-metylo-5-(-|3-hydroksyetylo)-tiazolem (la).

a) R =  H
0  OII II

b) R =  —P —O—P —OH1 I 
OH OH

Równoległe z badaniam i zm ierzającym i do ustalenia budowy tiam iny 
prowadzono prace nad wykryciem  jej funkcji biologicznych. W 1935 roku 
P e t e r s  i współpracownicy (24, 25) po raz  pierwszy w ykazali katalitycz­
ne  działanie tego związku w reakcji utleniania kwasu pirogronowego przez 
tkanki zwierzęce. Następnie ustalono, że aktyw ną w układach biologicz­
nych jest nie sam a tiam ina, lecz jej fosforanowa pochodna — pirofos- 
foran tiam iny (Ib) — TPP, nazyw any inaczej kokarboksylazą, wydzielony 
i zidentyfikow any w  1937 roku  przez L o h m a n n a  i S c h u s t e r a  (15).

Obecnie wiadomo, że pirofosforan tiam iny jako koenzym  bierze udział 
w dość różnorodnych przem ianach (8, 10, 26). Są to: 1) dekarboksylacja 
a-ketokw asów  i proces odw rotny — włączanie dw utlenku węgla w  reak­
cji a-karboksylacji, 2) synteza acyloin, 3) powstawanie i w ykorzystyw a­

* Mgr, st. asysten t K atedry B iochem ii U niw ersytetu  W arszawskiego.

NH2

<+>
N C— CH2—N -------C -C H s
I II II II

HaC-C. C H HC C -C H 2CH2OR

3 P o s t ę p y  B io c h e m i i
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nie aktywnego aldehydu glikolowego w reakcjach katalizow anych przez 
transketolazę. Najwcześniej poznaną z tych  reakcji jest powstawanie 
aldehydu octowego w w yniku dekarboksylacji pirogronianu w czasie 
ferm entacji alkoholowej. W szystkie wym ienione reakcje posiadają pewną 
wspólną cechę: p rzy jm uje się, że produktem  pośrednim  jest w nich kar- 
banion acylu R— CO- , lub stabilizow any związek podobny, nazyw any 
„aktyw nym  aldehydem ” .

Podstawowa rola pirofosforanu tiam iny w m etabolizmie była powo­
dem, że stosunkowo wcześnie rozpoczęto badania nad w yjaśnieniem  m e­
chanizm u reakcji zachodzących przy jego udziale. Napotkano tu  jednak 
na duże trudności. Do niedaw na brak było możliwości śledzenia tych prze­
m ian w uproszczonych układach modelowych, a w yniki otrzym ane przy 
użyciu wieloenzymatycznych układów ze względu na ich złożoność były  
tru d n e  do in terpretacji. Układ modelowy, w  k tórym  działanie tiam iny 
może być badane w reakcjach nieenzym atycznych, opracowano dopiero 
w latach  pięćdziesiątych. Ogólnie przy jm uje się, że w przem ianach ka­
talizowanych przez TPP-enzym y następuje  łączenie się substra tu  z ko­
enzym em  i jest możliwe, że sam koenzym, bez udziału białka może

H3C—C— COOH

T Z =  — N ------ C -C H 3

HCX  / C —CH2CH2OH 
S

Schem at 1. M echanizm  reakcji dekarboksylacji kw asu pirogronow ego w edług
L a n g e n b e c k a  (13, 14). . ,■
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w określonych w arunkach katalizować tego typu reakcje. Dałoby to pod­
staw ę do in terp re tac ji m echanizm u działania pirofosforanu tiam iny 
w przem ianach enzym atycznych. Pierwsze prace na ten tem at z wymie­
nionych wyżej przyczyn ograniczały się do m niej lub bardziej udokum en­
towanych sugestii i teoretycznych rozważań.

W 1933 roku L a n g e n b e c k  (13, 14) zaproponował mechanizm dla 
reakcji dekarboksylacji kwasu pirogronowego. Przyjm uje on, że p ier­
wszym etapem  jest kondensacja ketokwasu z grupą aminową pierścienia 
pirym idynowego tiam iny. W ytworzona zasada Schiffa (II) odszczepia 
dw utlenek węgla, a powstała zasada (III) ulega hydrolizie, w w yniku cze­
go powstaje aldehyd octowy i regeneruje się tiam ina (schemat 1). Su­
gestię swą oparł na spostrzeżeniu, że wiele pierwszorzędowych amin ka­
talizuje dekarboksylację a-ketokwasów do odpowiednich aldehydów 
z w ytworzeniem  tego typu  zasad (IV i V) zgodnie z równaniem :

COOH 
I IV

R -C O —COOH +  H2N —C H oR '--------> R —C = N —CH2R ' +  H2Ó

H |
h 2o  I I V 

R—CHO <-------------------------------------------R —C = N —CH2R' +  CO-

Mechanizm ten w późniejszych latach został zmodyfikowany przez 
W e i l  — M a l h e r b e  (31), a ostatnio W i e s n e r  i V a l e n t a  (33) 
ogłosili oparty  na podobnych zasadach m echanizm  reakcji katalizowanych 
przez  enzym y współdziałające z pirofosforanem  itiaminy (schemat 2 ). 
Zgodnie iz tym  schem atem  grupa karbonylowa kw asu pirogronowego łą­
czy się z grupą aminową tiam iny. W wytworzonej zasadzie Schiffa (VI) 
następuje przegrupowanie protonów, w  k tórym  bierze również udział 
grupa m ostku metylenowego koenzymu. W w yniku tych  przegrupow ań 
powstaje związek pośredni o budowie ortochinoidowej (VII). Z niego po 
odszczepieniu cząsteczki dw utlenku węgla w ytw arza się zasada (VIII), 
k tó ra  dalej może ulegać jednej z trzech następujących przemian: 1 ) hy- 
drolizować do aldehydu octowego i zregenerowanego koenzymu, 2 ) prze­
kazywać resztę acetylową na koenzym  A lub 3) reagować z cząsteczką 
aldehydu octowego tworząc acetoinę.

Tak sform ułowany m echanizm  w ydaje się jednak mało prawdopodob­
ny. W 1939 roku S t e r n  i M e l n i c k  (27) wykazali, że tiam ina 
w układzie Langenbecka, aktyw nym  przy użyciu szeregu am in syntetycz­
nych, nie katalizuje reakcji dekarboksylacji ketokwasów. W rozważaniu 
przyczyn jej nieaktywności w  tych  w arunkach autorzy zwracają uwagę 
na fakt, że grupa aminowa w itam iny Bi wykazuje znacznie m niejszą

3*
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reaktyw ność w porównaniu z analogicznymi grupam i syntetycznych 
amin stosowanych przez Langenbecka. N iereaktywność tę  tłum aczą rezo­
nansem  w układzie am inopirym idynow ym  z możliwością przem ieszczenia

H O— C =  0 H—O —C = 0  

H ^i-C H a

H 0 - C = 0

acSCoA

CHa-CHO

HB

N '  = = C — Tz
II I i

H a C -C ^  X H  H 
N

Schem at 2. M echanizm  działania tiam iny w g  W i e s  n e r  a i V a l e n t a  (33).

ładunku i wytworzenia form y dipolowej (IXb). Przypisyw anie głównej roli 
części pirym idynowej tiam iny nie jest również zgodne z doświadczalnie 
stw ierdzonym i faktam i, że pierścień tiazolowy w itam iny jest niezbędny 
dla zachowania katalitycznych własności tego koenzymu. Ponadto w  doś-

: n h 2
I

X
N '  C — CH2—Tz

(+)
nh2
II

(-)
N C — CH2- T z Ta =

H3C - C , X H H3C - C ,CH

(+)
- N -

II
HCV

C - C H 3

II
, C - C H 2CH2OH

IXa IXb
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wiadczeniach izotopowych wykazano, że mostkowa grupa m etylenowa nie 
bierze udziału w  reakcji, n ie stwierdzono bowiem w ym iany deuteru 
wprowadzonego w  to położenie (2, 4, 7, 9).

Na odm iennych zasadach opartą  koncepcję działania tiam iny w ysunął 
w 1947 roku K a r r e r  (11). P rzy jm uje on, że zasadniczą rolę w reakcji 
odgryw a układ tiazol owy, przy czytn aktyw ną formą jest układ z otw ar­
tym  pierścieniem  tiazolowym, zaw ierający wolną grupę tiolową (X).

n h 2

i H3
C -C H 2— N - Ć = ę - C H 2CH9 0 H 

HsC—Cx  CH CHO SH

X
Poparciem  słuszności tej hipotezy było stw ierdzenie, że w  doświadcze­
niach przeprowadzonych z tkankam i zwierzęcym i forma (X) jak i pro­
du k t jej utlenienia — odpowiedni dwusiarczek — wykazywały w reakcji 
u tlenienia kwasu pirogronowego aktywność rów ną tiam inie (12). Ponadto 
M i t s u k a w a  i K a w  a s a k i  (19) wykazali, że syntetyczna 0 ,S -dw u- 
acetylotiam ina przekazuje grupę acetylową na związki zawierające wolną 
grupę tiolową jak  cysteina lub glutation. Również nieoczyszczone pre­
para ty  S-acetylopirofosforanu tiam iny, otrzym ane przez acetylowanie 
w środowisku alkalicznym  kokarboksylazy, reagują z cysteiną i gluta- 
tionem  tworząc S-acetylocysteinę i S-acetyloglutation. Dane te zostały 
potwierdzone przy użyciu krystalicznych preparatów  S-acetylo- jedno- 
i dwufosforanu tiam iny. S-acetylowe pochodne tiam iny mogą również 
zastąpić tiam inę przy niedoborze tej w itam iny w żywieniu ptaków. Wy­
dawało się zatem  bardzo prawdopodobne, że w niektórych biologicznych 
reakcjach syntezy acetylo-CoA koenzymem może być S-acetylopirofos- 
foran tiam iny.

Wiadomo, że otwarcie pierścienia tiazolowego z w ytworzeniem  wolnej 
grupy tiolowej zachodzi tylko w środowisku alkalicznym. W yniki polaro­
graficznych badań W a t a n a b e  i A s a  k i  (30) wykazały, że w nieznacz­
nej ilości form a ta  w ystępuje już w  pH  7— 9. W edług W a t a n a b e  
0,001% pirofosforanu tiam iny  w  pH  7 w ystępuje w postaci tiolowej. 
M a i e r  i M e t z l e r  (17) na podstaw ie badań s tru k tu ry  w itam iny Bi 
w środowisku alkalicznym  przy jm ują również możliwość występowania 
form y tiolowej w w arunkach  biologicznych. Znaleziona przez nich w ar­
tość pK dla te j reakcji jest wpraw dzie wysoka (9, 2), nie jest jednak 
wykluczone, że w stępna reakcja z substra tem  może w artość tę znacznie 
obniżyć.

Zgodnie z przedstawionym i danym i kwas pirogronowy (lub inny ks- 
tokwas) reagowałby z grupą tiolową otw artej form y (X) pirofosforanu
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tiam iny. W ytworzony produkt ulegałby odwodorowaniu przez D PN^ 
-dehydrogenazę z równoczesnym  odszczepieniem dw utlenku węgla. Pow ­
stały S-acetylopirofosforan tiam iny przekazywałby grupę acetylową na 
koenzym  A lub ulegał hydrolizie z wytworzeniem  aldehydu octowego, 
przy czym  następow ałaby regeneracja koenzymu. *

Hipoteza ta, jakkolwiek bardzo sugestywna, budziła szereg zastrzeżeń
— zwłaszcza możliwość istnienia form y otw artej pierścienia tiazolowego 
tiam iny w w arunkach biologicznych w ym agała potw ierdzenia doświad­
czalnego.

Jak  już wspomniano do niedaw na trudności w szczegółowym śledze­
n iu  m echanizm u działania tiam iny polegały głównie na braku  uproszczo­
nego układu, w  k tórym  reakcje te  mogłyby być badane. W 1951 roku 
M i z u h a r a  ze współpracownikami (2 1 ), analizując przebieg katalizo­
w anej przez sole tiazoliowe reakcji syntezy ibenzoiny z aldehydu ben­
zoesowego, zaobserwowanej po raz  pierw szy w 1943 roku przez U g a i  
i współpracowników (29), zwrócił uwagę na to, że m echanizm  jej może 
być tego samego typu, co i m echanizm  reakcji przebiegających w uk ła­
dach biologicznych przy udziale pirofosforanu tiam iny. Reakcja U g a i 
zachodzi bowiem przez związek pośredni typu  R— CO~, k tó ry  reagując 
z niezm ienioną drugą cząsteczką aldehydu benzoesowego tworzy benzo- 
inę. Po zmodyfikowaniu w arunków  M i z u h a r a  stw ierdził, że w  śro­
dowisku wodnym, w tem peraturze pokojowej i pH 8,4 zarówno tiam ina, 
jak i jej pirofosforan zdolne są do katalizowania reakcji dekarboksylacji 
kw asu pirogronowego do aldehydu octowego, syntezy acetoiny i octanu 
z dw uacetylu i aldehydu octowego, jak  również syntezy acetoiny z kwasu 
pirogronowego i aldehydu octowego (21, 22). Opracowany przez M i z u -  
h a r  ę uk ład  sta ł się układem  modelowym dla badania m echanizm u 
działania tiam iny. Odtwarza on w dużym  stopniu w arunki enzym atycz­
nych reakcji przebiegających w układach biologicznych z udziałem  pi­
rofosforanu tiam iny. Przem iany katalizowane przez dodaną tiam inę za­
chodzą w tem peraturze pokojowej w  środowisku wodnym  i są tego samego 
typu, co zachodzące w organizmie przy udziale enzymów. W prawdzie 
optim um  pH  8,4 reakcji nieenzym atyeznych jest wyższe aniżeli w ukła­
dach biologicznych, jednak zdaniem B r e s l o w a  (4) zarzut ten  nie jest 
istotny, bowiem nie jest pewne, czy rzeczywiste pH  działania tiam iny 
na powierzchni białka enzymu nie jest nieco wyższe aniżeli m ierzone 
w  roztworze.

W badaniu m echanizm u reakcji w układzie modelowym M i z u h a r y  
zbadano przede wszystkim, czy związki z wolną grupą tiolową i tiocetany 
w ykazują aktywność katalityczną w stosunku do syntezy acetoiny. 
W przeprowadzonych doświadczeniach cysteina, kwas tioglikolowy, tio- 
fenol, produkt połączenia tioglikolanu z kwasem pirogronowym  oraz
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0,S-dw uacetylotiam ina okazały się nieaktyw ne (28). Syntezę acyloin 
oraz wym ienione wyżej reakcje tego typu  katalizowały natom iast poza 
tiam iną różne pochodne tiazoliowe. O ptim um  pH  8,4 odpowiada w przy ­
bliżeniu wartości pK d la  powstawania pseudozasad związków tiazolio- 
wych. Dane te skłoniły M i z u h a r  ę i współpracowników do zapropono­
w ania m echanizm u reakcji, w  k tórym  zakłada się udział pseudozasad.

Pm-CHa-N---- C -C H 3 O H " ,  Pm-CH2- N ----C-CH3

II II ^______ hJ  II
HC. C—CH2CH2OH /C-CHzCHaOH

x  c ̂  HO S
XI

 ̂ Pseudozasada tiam iny

H a C -C O

H3C - C O

D iruacetyl

H2C =  C -O H

h 3c - c - o (_) 
(+)'

C - C H 3  
II \
c — CH2CH2OH

((-)
OH O 
I I 

h 3c — c — Ć—CH3

l(+) H
Pm—CH2 — N---- C—CH3

H,

CH3-COOH  
|  H2O

h 2c = c = o

Pm-CH2- N  
H

X .  x - c h 2c h 2o h
HO

H2C = C - O H n 

HsC-Ć-O*-’1
C—CH3

C .C—CH2CH2OH 
HO

C -C H 3

X .  X - C H 2CH2OH 
HOX

XIII

NH2

Pm =
N
I

H aC -C

X — 
II

X H
N"

Schem at 3. M echanizm syntezy acetoiny z dw uacetylu  w g M i z u h a r y  i H a n ­
d l e r a  (22).
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Przyjm ują oni, że spolaryzowana cząsteczka pirogronianu lub dwuace- 
ty lu  łączy się z wolną parą elektronów  przy atom ie azotu pierścienia 
tiazolowego pseudozasady z w ytworzeniem  połączenia (XII), z którego 
następnie ulega odszczepieniu dw utlenek węgla lub keten, a pow stały 
związek (XIII) może bądź to hydrolizować do aldehydu octowego, bądź 
też kondensować z cząsteczką aldehydu octowego do acetoiny. Przebieg 
proponowanych reakcji dla przem iany dw uacetylu przedstaw iony jest 
na schemacie 3. Potwierdzeniem  takiego przebiegu reakcji są zdaniem 
M i z u h a r y  i H a n d l e r a  (22) wyniki uzyskane przy zastosowaniu 
substratów  znakowanych izotopami. W ykazali oni, że po podaniu do 
układu dw uacetylu i aldehydu octowego znaczonego za pomocą 14C 
powstaje acetoina ze znaczonym atom em  węgla. Zatem katalizow ana przez 
tiam inę reakcja:

CHa CO CO CHs +  CH3 CHO ---------  CH3 CO CHOH CH3 +  CH3-COOH

nie jest typu  oksydoredukcyjnego, lecz przebiega przez rozbicie cząstecz­
ki dw uacetylu na dwa fragm enty, z k tórych jeden w postaci „aktyw nego 
aldehydu” reaguje z aldehydem  octowym dając acetoinę, drugi zaś w y­
dziela się w postaci kw asu octowego. Synteza ta nie zachodzi w środowis­
ku  kw aśnym  ani obojętnym , lecz w pH dostatecznie wysokim, umożli­
w iającym  powstanie pseudozasady katalizatora.

T a b l i c a  1
K atalityczne w łasn ości pochodnych tiazoliow ych w  syntezie benzoiny

L.
P-

Badana pochodna tiazoliowa W ynik

1 Chlorowodorek, chlorek tiam iny +
2 Bromek 3-benzylotiazoliow y +
3 Brom ek 3-ety lotiazo liow y +
4 Jodek 3-ety lotiazo liow y +
5 Bromek 3-benzylo-4-m etylotiazoliow y +
6 Jodek 3 -ety lo-4-m ety lotiazo liow y +
7 Bromek 3 -ety lo-4-m ety lotiazo liow y +
8 Brom ek 3,4-dw um etylotiazoliow y +
9 Brom ek 3-(|3-hydroksy-p-fenyloetylo)-4-m etylotiazoliow y +

10 Brom ek 3-benzylo-2 ,4-dw um etylotiazoliow y —
1 1 Brom ek 3-benzylo-4-fenyk>tiazoliow y +
12 Jodek 3-izopropylo-4-m etylotiazoliow y —
13 Jodek 2 ,3-dw um etylotiazoliow y —
14 Jodek 1,3, 4 -trójm etylotiazoliow y +
15 Jodek 1,3-dw um etylotiazoliow y +
16 Jodek 1,2,3-trójm etylobenzyloim idazolow y —

M echanizm proponowany przez M i z u h a r ę  1 współpracowników 
spotkał się z ostrą k ry tyką  i uznano igo za mało prawdopodobny. Zagad­
nienie wymagało zatem  dalszych badań. Przede wszystkim  zwrócono
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uwagą na to, jakie pochodne tiazoliowe posiadają aktywność katalitycz­
ną w  układzie m odelowym  M izuhary. Poza dotychczas poznanymi przeba­
dano dodatkowo wiele innych pochodnych tiazoliowych. N iektóre wyniki 
tych badań podane są w  tablicy 1 .

Na podstawie tych badań B r e s l o w ( l )  w ysunął hipotezę, że aktyw ną 
w reakc ji formą katalizatora  byłaby tiam ina ze zjonizowaną mostkową 
grupą m etylenow ą (XIV). Jednakże w  w yniku badań W e s t h e i m e r a

n h 2
I

/C (-) (+)
N C - C H - N -------C ~ CH3

H3C — C . .CH HC C -C H 2CH2OH
N

XIV

(9) oraz późniejszych prac B r e s l o w a  (2, 3, 4) hipotezę tę należało 
odrzucić. W ykazano, że jonizacja taka nie zachodzi, ponieważ nie stw ier­
dzono w ym iany deuteru  przy m ostkowym atom ie węgla metylenowego. 
W ym iana taka następuje natom iast, i to bardzo szybko, w tem peraturze 
pokojowej i już w obojętnym  środowisku wodnym  przy atomie węgla 2 
pierścienia tiazoliowego (3). Pow stawanie jonu tiazoliowego przez od- 
szczepienie protonu w  tym  położeniu potwierdzone zostało zarówno 
badaniam i spektroskopowym i w podczerwieni, jak i przez badania m ag­
netycznego rezonansu jądrow ego (2, 3). Badania te w skazują, że po roz­
puszczeniu soli tiazoliowej w  wodzie szybko ustala się równowaga między 
następującym i dwiema form am i (XVa i XVb):

<+) (+)
— N -------CH —N -------CH

11 u i r ~ ~  , J  u + h  +
HC CH (_)C CH

s  s

XVa XVb

W yniki te nasunęły przypuszczenie ew entualnego udziału C 2 anionu tia ­
zoliowego w reakcjach  katalizow anych przez tiam inę. Analizując tę

OH OHI I
HsCe -  CHO -I- HCN — ► H sC e-C -C N  ----- -- H5C6- C  — CN

I ( - )
H

XVI

OH O OH OH O OH
I II I I  II I

H s C e - C - C N  +  H C -C e H s  — ► H s C e - C - C - C b H s  ----- ► H s C s - C - C - C f tH s  +  HCN
(-) I I  I

CN H H
Schem at 4. M echanizm  syntezy benzoiny w g L a p w o r t h a  (16).
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możliwość B r e s l o w  zwraca uwagę na duże struk tu ra lne  podobieństwo 
tego jonu tiazoliowego do jonu cyjankowego (4). Z drugiej strony  wiadomo 
od dawna, że jony cyjankow e katalizują syntezę benzoiny z aldehydu 
benzoesowego. M echanizm zaproponowany dla tej reakcji przez L a p -  
w o  r  t h a jest dobrze poznany i uchodzi obecnie za klasyczny (16). W m e­
chanizmie tym , przedstawionym  na schemacie 4 związek pośredni (XVI) 
można by nazwać „aktyw nym  aldehydem ”. Odszczepienie protonu od 
grupy aldehydowej daje acylokarbanion stabilizowany grupą cyjankow ą. 
Układ ten znajduje się w równowadze z rezonansową form ą XVII. Utwo-

OH OH
1 . 1 r i

CeHs — C - C = N  „  C6Hs — C =  C =  N (_)
(-)
XVI XjVIJ

rżenie tego reaktyw nego połączenia pozwala na przyłączenie nowej cząs­
teczki aldehydu benzoesowego dając w  w yniku benzoinę.

B r e s l o w  przyjm uje, że synteza benzoiny katalizow ana przez sole 
tiazoliowe przebiega w  sposób identyczny przy udziale jonu tiazoliowego. 
Aldehyd benzoesowy łączy się 'grupą karbonylow ą z jonem  tiazoliowym

i+) (+)

Schem at 5. M echanizm  syntezy benzoiny w g B r e s l o w a  (4).

w pozycji 2 z wytworzeniem  połączenia (XVIII), z którego następuje 
odszczepienie protonu i powstaje konieczna dla reakcji z nową cząs­
teczką aldehydu benzoesowego aktyw na form a (XIX) (schemat 5) stabi­
lizowana przez rezonans z form ą (XX). Taki przebieg reakcji tłum aczyłby
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wszystkie wyniki dotychczas uzyskane w badaniach na układach mode­
lowych. Szczególnie przekonyw ające są tu  dane D o w n e s a  i S y k e s a  
(6), k tórzy wykazali, że podstawienie w  pozycji 2 pierścienia tiazoliowego 
grupy m etylow ej na miejsce wodoru powoduje całkow itą u tra tę  włas-

(+)
P m - C h h - N ------ C - C H 3 P m - C H 2— N --------C — CHi

(-) II II ~ I II
H s C e -C -C  / C - C 2H5OH H sC 6-C  =  C. C — C2H5OH

¿H  S OH S

XIX XX

ności katalitycznych pochodnej tiazoliowej aktyw nej uprzednio w reak ­
cji. Stąd też w ydaje się, że dla układów nieenzym atycznych mechanizm 
zaproponowany przez Breslowa odpowiada rzeczywistemu przebiegowi 
reakcji.

Dotychczasowe w yniki badań m echanizm u reakcji zachodzących przy 
udziale TPP-enzym ów  w  układach biologicznych są zbyt pośrednie i n ie­
w ystarczające na wyciągnięcie dostatecznie pewnych wniosków w tym  
względzie. Zreferow ane przez O b e r m a n  (23) prace nad m echanizm em  
biosyntezy acetoiny nie wykluczają możliwości przebiegu tych reakcji 
zgodnie ze schem atem  Breslowa. Również w yniki ostatnio ogłoszonej 
pracy De T a r a  i W e s t h e i m e r a  (5) przem aw iałyby na korzyść 
tej hipotezy.

Pani Prof. Dr I. C h m i e l e w s k i e j  składam  serdeczne podziękow anie za 
cenne w skazów ki i uw agi udzielane przy opracow aniu niniejszego artykułu.

LITERATURA

1. B r e s l o w  R., Chem. a Ind. B. I. F. Rev. R., 28 (1956).
2. B r e s l o w  R., Chem. a [Ind., 893 (1957).
3. B r e s l o w  R., J. Am. Chem. Soc., 79, 1762 (1957).
4. B r e s i l o w  R., J. Am. Chem. Soc., 80, 3719 (1958).
5. De T a r  D. F., W e s t h e i m e r  F. H., J. Am. Chem. Soc., 81, 175 (1958).
6. D o w n e s  J., S y k e s  P., Chem. a Ind., 1095 (1957).
7. F r y  K., I n g r a h a m  L. L., W e s t h e i m e r  F. H., J. Am. Chem. Soc.,

79, 5225 (1957).
8. H o r e c k e r  B.  L., S m y r n i o t i s  P. Z., J. Am. Chem. Soc., 75, 1008 (1953).
9. I n  g r a h a m  L. L., W e s t h e i m e r  F. H., Chem. a Ind., 846 (1956).

10. J a n s e n  B. C. P., V ita m in s  a Hormones, 7, 84 (1949).
11. K a r r e r P., Bull. soc. chim. France,  149 (1947).
12. K a r r e r  P.,  V i s c o n t i  M., Helv. Chim. Acta ,  29, 711 (1946).
13. L a n g e n b e c k  W., Erg. Enzymforsch., 2, 314 (1933).

http://rcin.org.pl



436 [12]

14. L a n g e n b e c k  W., D ie Organischen K atalysatoren , Julius Springer, B erlin , 
1935.

15. L o h m a n n  K.,  S c h u s t e r  P., Biochem. Z., 249, 188 (1937).
16. L a p w o r t h  A., J. Chem. Soc., 83, 995 (1903).
17. M a i e r  J. D. ,  M e t z l e r  D. E., J. Am. Chem. Soc., 79, 4386 (1957).
18. M a n z o E. I., M e t z 1 e r D. E., Feder. Proc., 16, 391 (1957).
19. M i t s u k a w a  T., K a w a s a k i  H., J. Pharm. Soc. Japan, 73, 705 (1953).
20. M i t s u k a w a  T., K a w a s a k i  H., J. V itam inol. ,  1, 260 (1955).
21. M i z u h a r a  S., T a m u r a  R., A r a t a  H., Proc. Japan Akad.,  27, 302 

(1951).
22. M i z u h a r a  S. ,  H a n d l e r  P., J. Am. Chem. Soc., 76, 571 (1954).
23. O b e r m a n  H., Postępy B iochem ii, 6, 181 (1960).
24. P e t e r s  R. A., Lancet,  1161 (1936).
25. P e t e r s  R, A.,  R y d i n  H.,  T h o m p s o n  R. H. C., Biochem J., 29, 53 (1935)
26. R a c k e r  E., De La H a b  a G.,  L e d e r  I. G., J. A m. Chem. Soc., 75, 1010 

(1953).
27. S t e r n  K., M e l  n i c k  J., J. Biol. Chem.,  131, 597 (1939).
28. T a k e u c h i  Y.,  O k u d a  K. ,  H a y a k a w a  S., M i z u h a r a  S., J. Biochem. 

(Japan), 42, 93 (1955).
29. U g a i  T., T a n a k a  S., D o k a w a  S., J. Pharm. Soc. Japan, 63, 269 (1943).
30. W a t a n a b e  A.,  A s a k i  Y.,  V i t a m i n s  7, 1092 (1954).
31. W e i l  — M a l  h e r b e  H., N ature ,  145, 106 (1940).
32. W i l l i a m s  R. R., Erg. V itam in -  u. Hormonjorsch.,  1, 213 (1938).
33. W i e s  n e  r K. ,  V a l e n t  a Z., E xperientia ,  12, 190 (1956).

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  V I 1960 ZESZYT 4

JA N U SZ SUPNIEWSK1*

Biosynteza i biooksydacja cholesterolu w tkankach 
zwierzęcych

Biosynthesis and Biooxidation of Cholesterole in Animal Tissues

The ex ten sive  rev iew  is made on the results o f investigations of the 
cholesterole b iosynthesis in anim al tissues and its b iooxidation as 
w ell. The form ation  of bile acids and .steroid hormones is discussed. 
The balance of the cholesterole m etabolism  in  hum an body is given,

W szystkie komórki zwierzęce i roślinne zawierają związki steroidowe, 
k tóre są ich istotnym i niezbędnym i składnikam i. W tkankach zwierząt 
w ystępuje cholesterol w olny i w postaci estrów z wyższymi kwasami 
tłuszczowymi obok niew ielkich ilości produktów  jego redukcji, na p rzy­
kład dwuhydr©cholesterolu, lub odwodorowania, na przykład 7-dehydro- 
choilesterolu, albo utlenienia. W tkankach roślinnych znajdują się fito- 
sterole zbliżone budową do cholesterolu.

Tkanki zwierzęce zaw ierają różny procent cholesterolu; dużo chole­
sterolu znajduje się w ośrodkowym układzie nerw owym  i nerw ach 
obwodowych, wchodząc w skład ich m ieliny, w nadnerczach i skórze, 
m niej nieco w gonadach, w  narządach gruczołowych jak  w ątroba i nerki, 
w  płucach i mięśniach.

Poziom cholesterolu w  osoczu krwi, będący pew nym  m iernikiem  bi­
lansu jego przem iany w  ustro ju , jest wypadkową intensywności procesów 
syntezy tego związku w tkankach  i w chłaniania z pokarm ów oraz proce­
sów w ydalania z ustroju, głównie z kałem , w m niejszym  stopniu z mo­
czem, i utleniania w narządach ciała. Cholesterol osocza znajduje się 
w stanie równowagi z cholesterolem  wątroby, najważniejszego narządu 
jego syntezy w ustrojju. Synteza chollesterolu w  w ątrobie, a być może 
też w innych tkankach, jest uw arunkow ana jego poziomem w osoczu 
krwi.

Nadm ierne podaw anie cholesterolu w pokarm ach powoduje wzrost jego 
poziomu w  osoczu (hipercholesterynem ia), ham uje syntezę tego związku 
w  wątrobie, lecz nie w  jelitach  i skórze (39, 49, 81).

* Prof. dr, K ierow nik Zakładu Farm akologii PAN  w  K rakow ie.
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Podobnie jak inne organiczne składniki ustrojowe, cholesterol ulega 
ciągłej odnowie — stale tworzy się i rozpada. Okres połowicznego roz­
padu cholesterolu w w ątrobie zwierząt wynosi 4-6 dni, we krw i — 8 dni, 
w  całym  ciele — 31-32 dni (89). Przem iana cholesterolu jest więc po­
wolniejsza od przem ian węglowodanów i białek.

Cholesterol pow staje w tkankach zwierzęcych z prostych produktów  
przem iany m aterii — utleniania węglowodanów, białek i tłuszczów (35). 
Zwierzęta roślinożerne syntezują cały cholesterol ustrojowy w swych 
tkankach (cholesterol endogeniczny), zaś zwierzęta mięsożerne i w szyst- 
kożerne (a więc i ludzie) o trzym ują część cholesterolu z pokarm ów 
zwierzęcych (cholesterol egzogeniczny). Sterole z pokarm ów roślinnych 
w śladach tylko w chłaniają się z jelit i nie są przerabiane w tkankach 
zwierzęcych na cholesterol.

U m łodych szybko rosnących zw ierząt synteza cholesterolu odbywa 
się we wszystkich tkankach ustrojowych, naw et w ośrodkowym układzie 
nerwowym  (82); najintensyw niej jednak jest on w ytw arzany w wątrobie 
(121), fibroblastach tkanek łącznych (83), ścianach większych naczyń 
krwionośnych (115, 133), nadnerczach (120), gonadach, skórze, ścianach 
przewodu pokarmowego, szpiku i narządach bogatych w kom órki siatecz- 
kowe. U zwierząt dojrzałych synteza ta  praw ie nie odbywa się w mózgu 
i rdzeniu, a najintensyw niej przebiega w  wątrobie, przy czym kom órki 
siateczkowe K upffera odgryw ają tu  najw iększą rolę (66, 112, 130).

Synteza cholesterolu odbywa się głównie w mikrosomach (27, 44), 
które skupiają 80%  jego ilości zaw artej w kom órce (28), natom iast 
nie zachodzi w m itochondriach ani w m orfotycznych składnikach jądra 
komórkowego. Synteza ta wym aga obecności ATP, DPN lub TPN, jonów 
m anganu i magnezu, biotyny (40, 60), kwasu pantotenowego (22, 62, 
63) lub CoA (21) oraz kobalam in (137). Synteza odbywa się w  w arunkach 
aerobowych.

U tlenianie cholesterolu w ustro ju  zwierzęcym  prowadzi do prostszych, 
bogatszych w tlen związków steroidowych, przy czym tylko alifatyczny 
łańcuch boczny dołączony do układu steranowego może ulec przem ianie 
do dw utlenku węgla i wody. T rudne utlenianie się cholesterolu jest po­
wodem, że często odkłada się on w  tkankach zmienionych patologicznie, 
źle unaczynionych i odżywianych: w p łytkach i guzikach aterom atycznych 
ścian naczyń krwionośnych, w  gruźliczych masach serowatych, starych  
zawałach, rogówce i soczewce oka, w błonie bębenkowej.

Prace nad biosyntezą i biooksydacją cholesterolu były dawniej u tru d ­
nione z powodu braku odpowiednich metod badawczych, a rozwinęły 
się z chwilą zastosowania przypuszczalnych prekursorów  tej syntezy 
znakowanych izotopami węgla i wodoru. N ajpierw  stosowano w tym  celu 
13C i deuter, potem izotopy prom ieniotwórcze 14C i try t — łatw e do ozna­
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czenia licznikami Geigera lub urządzeniam i scyntylacyjnym i. Najłatw iej 
badania nad biosyntezą steroli można było prowadzić na drożdżach i pleś­
niach, hodowanych w pożywkach zaw ierających znakowane prekursory. 
Po wyosobnieniu z tych drobnoustrojów fitosteroli można było przez 
ostrożne ich u tlenianie wykazać, k tó re  z ich atomów węgla i wodoru 
pochodzą ze znakowanych prekursorów .

Podobną techniką badano syntezę cholesterolu in vitro  w skraw kach 
lub miazgach tkanek narządów, najczęściej w ątroby. Badania te rozsze­
rzono na wyosobnione narządy: wątroby, nadnercza, tętnice, przem ywane 
płynam i odżywczymi zawierającym i znakowane prekursory. Analiza ra ­
diom etryczna wytworzonego w narządach cholesterolu oraz jego pochod­
nych  daw ała odpowiedź, z jakich pośrednich produktów  mogą one pow­
stawać.

Synteza cholesterolu przebiega też in vitro  z hom ogenatam i tkanko­
w ym i nie zawierającym i nieuszkodzonych kom órek. Jest on syntetyzo­
w any przez wyosobnione mikrosomy, aktyw owane dodatkiem  enzymów 
zaw artych w  wodnych wyciągach z protoplazm y kom órkowej. Synteza 
cholesterolu n ie  przebiega w wyosobnionych m itochondriach.

Żywienie zwierząt znakowanymi prekursoram i pozwala na w ykrycie 
cholesterolu zawierającego izotopy węgla i wodoru pochodzące z poda­
nych prekursorów .

I. Biosynteza cholesterolu

Fitosterole drożdży i pleśni mogą powstawać z kwasu octowego, jak 
w ykazali S o n d e r h o f f  i T h o m a s  (119), hodując drożdże w pożywce 
zawierającej znakowany deuterem  kwas octowy CD3COOH. W drożdżach 
tworzy się w tedy ergosterol zawierający ten  izotop. O 1 1  k e ze współ­
pracownikami (87) znaleźli, że m utant Neurospora crassa, nie przysw aja­
jący cukrów  ani tró j węglowych produktów  ich utleniania, rośnie w po­
żywce zawierającej 14CH313COOH i tworzy ergosterol zawierający 
14C i 13 C.

Również w tkankach zwierzęcych kwas octowy jest najprostszym  
substra tem  biosyntezy cholesterolu (23, 24, 37, 38, 58, 59). R i 11 e n- 
b e r g  i S c h ó n h e i m e r  (98) w ykryli, że deuter jest inkorporow any 
w cholesterolu ciała szczurów żywionych znakowanym  kw asem  octowym 
CD3COOH. Cholesterol w tych w arunkach powstaje też z kwasów: mas- 
łowego, (3-hydroksymasłowego, acetylooctowego, izowalerianowego i ala­
niny (14, 18, 19), a więc ze związków, k tóre łatw o utleniają się do kwasu 
octowego w  tkankach zwierzęcych. D euter w ykryto  w cholesterolu ciała 
szczurów żywionych znakowanym  alkoholem  etylow ym  CD3CH2OH, lecz
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nie CH3CD2OH (18, 41), bo po utlenieniu ostatniego w tkankach pow­
staje  kw as octowy CH3COOH nie zawierający deu teru  .

B l o c h  ze współpracownikam i (20, 72) śledził biosyntezę cholesterolu 
in vitro  w skraw kach i miazgach z w ątroby szczurów, dodając do płynów 
odżywczych prekursorów  biosyntezy, a więc CD3 13COOH (16, 17). Cho­
lesterol w ątroby zawierał wtedy 13C i D.

In vitro  w kom órkach wątrobowych znakowany cholesterol powstaje 
ze znakowanego kwasu pirogronowego CD3COCOOH, natom iast nie w y­
kry to  deuteru  w  cholesterolu szczurów karm ionych znakowanym  kwasem 
pirogronowym  (3, 12, 17), bowiem kw as ten  podany doustnie szybko 
utlenia się do dw utlenku węgla w ścianie jelit i krw i żyły w rotnej, nie 
dostaje się więc do wątroby, gdzie odbywa się biosynteza cholesterolu.

In vitro  cholesterol tworzy się w  kom órkach wątrobow ych szczura 
z kwasów: bursztynowego, izowalerianowego, acetylooctowego, acetonu 
(20) aldehydu octowego, ze związków łatwo utlenianych przez tkanki 
do kwasu octowego (23).

B l o c h ,  a następnie C o r n f o r t h  m etodą stopniowego utleniania 
cholesterolu powstałego w  tkankach zwierzęcych ze znakowanego kwasu 
octowego ustalili, k tó re  atomy węgla cholesterolu (I) pochodzą z grupy 
m etylow ej i karboksylowej kwasu octowego.

Kwas octowy w tkankach zwierzęcych najłatw iej powstaje przez u tle­
nianie heksoz. Jako produkt utleniania powstaje najpierw  kw as piro- 
gronowy, k tó ry  dalej utlenia się i dekarboksyluje do kwasu octowego 
pod wpływem  układu lipotiamidowego. Pow stały kwas octowy wiąże się 
estrow o z grupą tiolową koenzymu aeetylacyjnego, tworząc czynny kwas 
octowy obdarzony silnymi własnościami reagowania z różnym i związkami 
chemicznymi.

Kwas octowy pow staje też z wyższych kwasów tłuszczowych z tłusz­
czów drogą beta-oksydaeji, tworzy się też przez utlenienie ketokwasów 
powstałych przez dezam inaeję i utlenianie aminokwasów z 'białek. Cho­
lesterol może więc tworzyć się w ustro ju  zwierzęcym z węglowodanów, 
tłuszczów i białek.

Przez kondensację dwóch cząsteczek czynnego kwasu octowego tworzy 
się kw as acetylooctowy; dołączanie następnych cząsteczek tego kwasu
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prowadzi do syntezy nie rozgałęzionych i rozgałęzionych kwasów tłusz­
czowych.

Kwas acetylooctowy znakowany w grupie karboksylowej węglem pro­
m ieniotwórczym  CH3 0 0 CH2 14C0 0 H jest przerabiany w skraw kach wą­
trobow ych w  prom ieniotwórczy cholesterol (9), obok niego powstają n ie ­
wielkie ilości kwasów: (3-hydroksy-|3-metyloglutarowego, (3-metylogluta- 
konowego, (3-hydroksyizowalerianowego i dwum etyloakrylowego (46, 93).

Kwasy te na pewno powstają z kondensacji cząsteczek kwasu acety- 
looctowego i kw asu octowego. P rodukt kondensacji, kwas (3-hydroksy- 
-(3-metyloglutarowy, przez dekarboksylację zamienia się w kwas (3-hydro- 
ksyizowalerianowy, zaś przez odwodnienie — w kwas (3-metyloglutako- 
nowy, a z tego przez dekarboksylację powstaje kwas dwum etyloakrylowy 
(schemat 1 ).

CHsCOOH CH2COOH CH—COOH HOOC—CH
y I — H ,0  ¡1 —CO, II

CH3COCH2COOH H 3 C - C —OH - — CH3— C—CH2COOH ------- ->CH3—C— CH,

CH2COOH
K w as p-hydroksy- Kwas [i-m ety- K w as dwum ety-
p-m etyloglutarowy loglutakonow y loakrylow y

|

j - c o 2

J
CH2COOH
I

H 3C—C—OH
I
c h 3

K w as (3-hydroksy- 
izow alerianowy

Schem at 1. Produkty przem iany kw asu f>-hydroksy-(3-metyk>glutarowego.

Jednak kw asy dw um etyloakrylow y i (3-hydroksyizowaLerianowy zna­
kowane węglem promieniotwórczym  są tylko w niew ielkim  stopniu 
inkorporow ane do cząsteczek cholesterolu syntezowanego w  ustro ju  szczu­
ra, jak  również do cholesterolu tworzonego in vitro  w  skraw kach 
wątroby, nie zdają się więc być praw idłowym i pośrednimi produk­
tam i biosyntezy cholesterolu w tkankach zwierzęcych (46). Jedynie kw as 
(3-hydroksy-(3-metyloglutarowy jest inkorporow any w dużym stopniu, 
do cząsteczek cholesterolu, jest więc pośrednim  produktem  tej biosyntezy 
(15, 94).

S k e g g s  (117) w ykryła  w wyciągach roślinnych obecność czynnika 
wzrostowego dla Lactobacillus odontoliticus. Ciało nazwane kwasem  me- 
walonowym wyosobnił F o l k e r s  ze współpracownikam i (135, 136) i usta­
lił jego budowę chemiczną potwierdzoną syntezą (113). Tylko lew oskrętna 
odm iana kwasu mewalonowego jest czynna biologicznie. T a w o r m i n a

4 P o s t ę p y  B io c h e m ii
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i G i b b s  (122, 123), a następnie W r i g h t  (137) wykazali, że znakowany 
węglem  prom ieniotwórczym  lew oskrętny kwas mewalonowy lub jego 
lakton inkubowane ze skraw kam i w ątroby są praw ie ilościowo inkorpo- 
row ane do cząsteczek cholesterolu.

Stwierdzono, że kwas m ewalonowy ham uje w  w ątrobie syntezę cho­
lesterolu z kw asu octowego. W ątroba naśw ietlana prom ieniam i X tworzy 
cholesterol z kwasu mewalonowego, lecz n ie  z octanów. Również obfite 
karm ienie zwierząt cholesterolem  ham uje syntezę tego związku z kwasu 
octowego, lecz nie z m ewalonianów. F ak ty  te  przem aw iają za tym, że 
kwas m ewalonowy jest norm alnym  pośrednim  produktem  biosyntezy 
cholesterolu z kwasu octowego w  tkankach  zwierzęcych. Biosynteza ta 
odbywa się też w  wyosobnionych m ikrosomach kom órek wątrobowych 
w obecności wyciągów wątrobow ych zaw ierających enzym y niezbędne 
w tej syntezie.

Kwas mewalonowy powstaje z kw asu (3-hydroksy-(3-metyloglutarowego 
przez redukcję jednej grupy karboksylowej do alkoholowej (schemat 2).

CHaCOOH CH2CH2OH c h 2c h 2o
+  4H ,—H jO

OH
—h 2o  

OH -------- OH

CH3—C—CH2COOH CH3—C — CH2COOH CH3—C —CH2CO
kwas m ew alonow y Lakton m ew alonow y

Schem at 2. Pow staw anie kw asu m ew alonow ego i jego laktonu iz kw asu (3-hydro- 
ksy-(3-m etyloglutarow ego.

Węglowodór alifatyczny, skwalen, został w ykry ty  w  nie zmydlająoej 
się frakcji ¡tłuszczów z w ątroby rekinów . Rekin roślinożerny Selache 
m axim a  zawiera go w w ątrobie w dużych ilościach. Związek ten w ykryto  
też w w ątrobach ssaków, w  łojkach tworzonych przez gruczoły łojowe 
skóry, znaleziono go też w  roślinach, drożdżach, w  oleju z nasion kozie­
radki (Trigonella foenum  graecum ).

Zwierzęta żywione skwalenem  znakowanym  węglem  prom ieniotw ór­
czym zawierają w w ątrobie prom ieniotwórczy cholesterol. W w arunkach 
beztlenowych obserwowano powstawanie skw alen u w  m iazgach w ątro­
bowych ze znakowanego kw asu octowego, ponieważ skw alen pow staje 
z kw asu octowego, a następnie w w arunkach  aerobowych jest dalej prze­
rab iany  na cholesterol, jest więc pośrednim  produktem  biosyntezy tego 
związku. W podobnych w arunkach skwalen powstaje z kw asu m ewalo­
nowego (36, 48).

Biosynteza ta  odbywa się w tkankach ty lko  w  obecności ATP poprzez 
estry  fosforanowe tego związku (1, 124, 126, 127, 128). T c  h e n  (88, 124) 
wykazał, że w  tych w arunkach  z kw asu mewalonowego powstaje 5-mo- 
nofosforan mewalonowy. a następnie — pirofosforan. Ten ostatni od-
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szczepią cząsteczkę kw asu węglowego i przechodzi w  tak  zwany czynny 
izopren (schemat 3). Przez odszczepienie cząsteczki kw asu pirofosfo- 
rowego z czynnego izoprenu może powstawać izopren; proces ten  n a j­
prawdopodobniej przebiega w n iektórych roślinach (kauczukodajnych), 
nie spotykam y go w tkankach zwierzęcych.

Schem at 3. P ow staw anie czynnego izoprenu z kw asu m ew alonow ego.

Skw alen jest bezpierścieniowym  związkiem terpenow ym  zbudowanym 
ze spolim eryzowanych cząsteczek izoprenu, musi więc w tkankach zwie­
rzęcych powstawać ze związków chem icznych zbliżonych do izoprenu. 
W yjaśnienie tego procesu biochemicznego nie jest łatwe i nastręcza ciągle 
w iele wątpliwości.

Czynny izopren, pirofosforan S-m etylo-S-butenylowy, powstaje z kw a­
su mewalonowego pod wpływem  wyciągów z drożdży za tru tych  amidem 
jodooctowym; jest on szybko zam ieniany w skw alen przez wyciągi nie 
zatru te, a w  cholesterol — przez miazgi wątrobow e (144).

Enzym y wyciągów drożdżowych nie zaw ierających TPNH w ytw arzają 
z kwasu mewalonowego pirofosforan farnezylu, z którego pow staje skw a­
len, gdy do wyciągów dodamy tej kodehydrogenazy. Skwalen tworzy się 
więc z sześciu cząsteczek czynnego izoprenu (pirofosforanu izoprenylu) 
poprzez pirofosforan geranylu i pirofosforan farnezylu (96, 144), (sche­
m at 4).

Miazgi wątrobowe tworzą z kw asu mewalonowego niewielkie ilości 
kw asu farnezenowego (42), k tó ry  zdaje się być ubocznym  produktem  
biosyntezy. Ze znakowanego kwasu farnezenowego pow staje w nich 
znaczony skwalen, najprawdopodobniej kw as ten  jest redukow any w  tk an ­
kach do farnezolu przerabianego następnie w cholesterol.

O o
II II

c h 2o h C H o O -P —O—P —OH

CH2 +ATP c h 2 o h  o h —COa—H,0

c h 2c o o h CH.COOH  
Pirofosforan m ew alonow y

O O
c h 2 —o —p —o —p —o h

- h 4p 2o :
CH,

c h 2 o h  o h CH

c h 3c = c h 2
Czynny izopren

c h 3—C = C H ; 
Izopren
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Już w 1926 roku  H e i l b r o n ,  K a m m  i O w e n s  (57) przypuszczali, 
że ¿kwalen jest prekursorem  biosyntezy cholesterolu i innych związków 
steroidowych w  tkankach zwierzęcych i roślinnych. W ęglowodór ten 
tworzy wiele stereoizomerów, z których najprawdopodobniej jeden tylko 
ma znaczenie biologiczne, inne izomery n ie  są przetw arzane w  sterole
(68), bowiem tkanki nie są w  stanie przeprowadzić konw ersji innych ste­
reoizomerów w  izomer biologiczny.

Cholesterol szybko i łatw o tworzy się w tkankach zwierzęcych ze 
skw alenu (31, 32). Żywienie zwierząt skwalenem  znakowanym  14C po­
woduje zjaw ianie się w ich tkankach promieniotwórczego cholesterolu 
(61). Prom ieniotwórczy cholesterol powstaje ze znakowanego skwalenu 
w skraw kach w ątroby i jajn ików  k u r (92). Skwalen ham uje w  tych tk an ­
kach syntezę cholesterolu z kwasu octowego.

Zamiana skw alenu w cholesterol odbywa się tylko w  w arunkach 
tlenowych, jest to bowiem oksydacyjna cyklizacja związku alifatycznego 
do wielopierścieniowego sterolu. Już w 1934 roku R o b i n s o n  (99) 
przypuszczał, że cholesterol tworzy się w istotach żywych przez cykli- 
zację skwalenu. M o d o n  (80) tłum aczył tę cyklizację uprzednią izome­
ryzacją skw alenu do hipotetycznego izoskwalenu. W o o d w a r d  i B l o c h  
(134) w ysunęli hipotezę roboczą, że pierwszym  produktem  cyklizacji 
skwalenu jest związek sterydow y lanosterol, w ykry ty  po raz pierwszy 
w tłuszczu z w ełny i produkowany przez gruczoły łojowe skóry  ssaków, 
jak  rów nież syntezowany w tkankach roślinnych (huba brzozowa). Me­
chanizm cyklizacji skw alenu do lanosterolu został w yjaśniony przez R u- 
ż i c kę (105).

Zachodzi ona samorzutnie, zapoczątkowana działaniem  czynnego tlenu 
na skwalen. Podczas cyklizacji następuje przesunięcie grupy metylowej 
z położenia przy  atomie węgla C 9 do położenia przy C 13 lanosterolu. 
Cyklizacja jes t przykładem  „concerted reaotion”. W tkankach  zwierzę­
cych obok lanosterolu powstaje też pokrewny m u agnosterol (schemat 5).

Miazgi wątrobow e przetw arzają w  w arunkach tlenow ych znakowany 
lanosterol w cholesterol (33). Steroid ten  tw orzy się też ze znakowanego 
kwasu octowego w w ątrobie i jelitach (110). Homogenaty wątrobowe 
pozbawione mikrosomów też zam ieniają skw alen w lanosterol, podczas 
gdy w obecności mikrosomów biosynteza postępuje dalej do cholesterolu. 
Procesy te  przebiegają wobec TPNH (33, 114). Cyklizacja skwalenu prze­
biega ty lko  w  w arunkach aerobiozy w  odróżnieniu od biosyntezy tego 
związku odbyw ającej się ty lko  w w arunkach beztlenowych. W procesie 
cyklizacji niezbędny jest swoisty enzym  oksycyklaza skw alenu I, w czys­
tej postaci wyosobniona z w ątroby  (125).

Lanosterol w  tkankach zwierzęcych jest przetw arzany w cholesterol. 
Proces ten połączony jest z elim inacją trzech grup  m etylow ych lanoste-

http://rcin.org.pl



446 J. S U P N IE W S K I [ 10 ]

Sc
hg

m
at

 
6. 

P
ow

st
aw

an
ie

 
ch

ol
es

te
ro

lu
 

z 
la

no
st

er
ol

u

http://rcin.org.pl



[ 1 1 ]  B IO S Y N T E Z A  I B IO O K SY D A C JA  C H O LE STER O LU  4 4 7

rolu utlenianych aż do dw utlenku węgla (85). U tlenianie przebiega też 
w miazgach w ątrobow ych (86) i 'biegnie etapam i. N ajpierw  enzym y oksy­
dacyjne u tlen iają  grupy m etylowe do grup hydroksym etylowych, potem  
tkankow e dehydrogenazy zamieniają te w grupy aldehydowe, dehydroge­
nazy aldehydow e dalej utleniają je do grup karboksylowych, usuw anych 
w postaci dw utlenku  węgla przez dekar boksy lazy.

Z lanosterolu najp ierw  pow staje 17-norlanostadienol {A8>24 -4,4-dwu- 
m etylocholestadienol) (47), następnie najpraw dopodobniej 4,4-dwum etylo- 
-A8’24~cholestadienon, potem  kolejno drogą dekarboksylacji są usuw ane 
dwie grupy m etylow e przy C 4 — pow staje zymosterol. Sterol ten  zna­
leziono po raz pierw szy w  drożdżach. Z płodów wyosobniono desm osterol 
— przypuszczalne następne ogniwo biosyntezy cholesterolu. Związek ten  
różni się od zym osterolu innym  położeniem wiązania podwójnego w pier­
ścieniu B sterolu. Przemieszczenie tego w iązania podwójnego odbywa się 
drogą utlenienia i odszczepienia wody. Wreszcie przez redukcję desmos- 
terolu tworzy się cholesterol (schemat 6).

II. Tworzenie się kwasów żółciow ych

W ątroba jest narządem , w k tó rym  nie tylko odbywają się intensyw ne 
procesy syntezy cholesterolu, lecz k tó ry  służy również do w ydalania 
tego związku z żółci w  postaci rozpuszczalnego w wodzie kom pleksu 
z lecytyną oraz w postaci kwasów żółciowych — produktów  uwodorowa- 
nia i utlenienia cholesterolu (13). Podczas tworzenia kwasów żółcio­
w ych z cholesterolu następują przemieszczenia przestrzenne wew- 
nątrzcząsteczkowe. Cholesterol jest związkiem pochodnym cholestanu; 
kwasy żółciowe —  koprostanu, ich pierścienie A i B m ają ułożenia cis, 
a grupy hydroksylowe ułożenia a.

Kwasy żółciowe tworzą się ty lko  w  w ątrobach kręgowców. U większoś­
ci ssaków w żółci znajdują się kwasy: cholowy, kenodezoksycholowy, 
dezoksycholowy oraz niewielkie ilości kw asu litocholowego. Żółć świń 
zawiera kw as hyocholowy z grupam i hydroksylowym i przy C 3 , 6 , 7  
i hyodezyksycholowy z grupam i hydroksylowym i przy C 3,6,  żółć fok — 
kwas focecholowy, żółć rekinów  — alkohol scymnol pod postacią estru 
z kwasem  siarkow ym  — kwas scymnolosiarkowy.

W żółci kwasy żółciowe w ystępują pod postacią rozpuszczalnych 
w wodzie soli sodowych połączeń amidowych z glicyną, tj. kwasów gli- 
kocholowych, bądź z produktem  utleniania cysteiny — tau ryną, tj. kw a­
sów taurocholow ych (tablica 1 ).

B l o c h ,  B e r g  i R i t t e n b e r g  (13) wykazali obecność deu teru  
v/ kwasie cholowym  żółci psa żywionego cholesterolem  znakow anym  deu-
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terem . U szczurów cholesterol znakowany węglem  prom ieniotwórczym  
jest ilościowo przetw arzany w  znakowany nim  kw as cholowy (116). Cho­
lesterol znakowany przy  C 26 utlenia się w ustro ju  z wydzieleniem  14C02 
(30), wówczas gdy znakowany w C 4 nie u tlen ia  się do prom ieniotw ór­
czego dw utlenku węgla i w ciągu dwóch tygodni wydala się w 95% 
z kałem  (85% jako kw asy żółciowe, 10% jako sterole) i w  1% w moczu. 
Po w strzyknięciu znakowanego 14C cholesterolu w żółci szczura najpierw  
zjaw iają się znakowane kwasy taurolitocholowy i taurokenodezoksycho- 
lowy, później kwas taurocholowy. Również u ludzi kw as cholowy tworzy 
się w  w ątrobie tylko z cholesterolu syntezowanego (z octanów) w ustro ju  
lub dostarczonego w pokarm ach (104). Układ steroidowy pozostaje nie­
naruszony poza wprowadzeniem  do niego grup  hydroksylowych, ostatnie 
trzy  atom y węgla łańcucha alifatycznego u tlen iają  się zupełnie z w y­
tworzeniem  grupy karboksylowej.

Synteza kwasu cholowego z cholesterolu jest procesem nieodw racal­
nym ; cholesterol nie może być tw orzony z pow rotem  z kwasów żółcio­
wych. W ykazano to w  badaniach na szczurach, k tó ry m  podawano kwas 
cholowy znakowany try tem  (29). Nie tw orzył się wówczas w tkankach 
cholesterol zaw ierający try t, k tó ry  głównie by ł w ydalany w kale.

U tlenianie cholesterolu przy C 26 przebiega rów nież in vitro  w skraw ­
kach (78) lub m iazgach (2) w ątroby. Podczas biooksydacji najp ierw  two­
rzy  się A25-dehydrocholesterol (77), produkow any też przez wyosobnione 
m itochondria (45) obok 24-hy droksy c hole ster o 1 u . Proces u tleniania bieg­
nie dalej przez etapy hydroksyaldehydokw asu, hydroksyaldehydu i ke- 
tokwasiu. W ątroba posiada zdolność u tleniania łańcucha alifatycznego 
steroli tylko do C 24 (139) (schem at 7).

Hom ogenaty wątrobowe zawierające tylko m ikrosom y w obecności 
jonów magnezu, ATP, DPN i CoA tworzą z kw asu cholowego i tau ryny  
kwas taurocholowy, a z glicyny i kwasu cholowego — kw as glikocho- 
lowy (26, 114). B r e m e r  (25) wykazał, że na jp ie rw  tworzy się połącze­
nie kw asu cholowego z koenzym em  acetylacyjnym , k tó re  reaguje  z ta­
uryną lub  glicyną, dając odpowiednie amidy (schemat 8).

Enzym y znajdujące się w m ikrosom ach w ątrobow ych różnych zwie­
rząt w ykazują dużą specyficzność gatunkową: u  kró lika tw orzy się tylko 
kwas glikocholowy, u ku ry  — ty lko  kw as taurocholowy, u  szczura — 
zarówno gliko-, jak  i taurocholowy.

W ątroba nie rozszczepia z pow rotem  glikocholanów ani taurocholanów  
na składniki (72), za to hydrolizują je łatwo bakterie  jelitowe (109).

Żółć ludzika zawiera około 60% kwasu cholowego, 20%  kwasu de­
zoksycholowego i około 20%  kw asu kenodezoksycholowego oraz ślady 
kw asu litocholowego. Kwasy te w  około 80%  znajdują się jako gliko- 
cholany, w  20% pod postacią taurocholanów . Tworzą one kompleksy
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Schem at 8. Tw orzenie się kw asu głikocholow ego w  tkankach w ątroby.

z lecytyną rozpuszczalne w wodzie i um ożliwiające rozpuszczanie w żółci 
cholesterolu wydalanego z w ątroby do je lit.

Badania prowadzone znakowanym  cholesterolem  wykazały, że w w ą­
trobie w skutek autooksydacji tlenem  tworzy się najp ierw  7-a-hydroksy- 
cholesterol (70), a z niego pod wpływem  enzymów redukujących i u tle­
niających 3-a-7-a-dw uhydrok sykoprostan (7), a po dalszym  utlenianiu 
kwas kenodezoksycholowy. Z dw uhydroksykoprostanu pow staje też 3 -a- 
-7-a-22-a-trójhydroksykoprostan (6) u tlen iany  dalej do kw asu cholowego. 
Kwas litocholowy powstaje bezpośrednio z cholesterolu (schem at 9). 
W w ątrobie szczura bezpośrednio z cholesterolu tworzy się kw as dezo­
ksycholowy, nie w ytw arzany przez ludzkie kom órki wątrobowe. U ludzi 
i w ielu innych ssaków powstaje on w jelitach  z kwasu cholowego pod 
wpływem  bakterii. W chłaniany z jelit z krw ią żyły w rotnej dostaje się 
do w ątroby, tam  wiąże się z tau ryną  lub glicyną i w ydala się z powrotem  
w żółci. Żółć ludzka w ypływ ająca z przetoki dróg żółciowych nie zawiera 
kwasu dezoksycholowego.

W ątroby większości ssaków nie posiadają zdolności utleniania kw asu 
dezoksycholowego do kwasu cholowego. Kwas dezoksycholowy żółci 
ludzkiej pochodzi jedynie tylko z kwasu cholowego odhydroksylowanego 
w jelitach działaniem  bakterii jelitowych.

W wątrobie ludzkiej kwas cholowy nie pow staje z kwasów kenode- 
zoksycholowego, dezoksycholowego i litocholowego (71). U większości 
zwierząt nie jest możliwa dalsza hydroksylacja pierścienia steroidowego 
wówczas, gdy łańcuch alifatyczny został utleniony do grupy kwasowej. 
Ze zwierząt laboratoryjnych w yjątkiem  tu  jest szczur, w którego w ątrobie 
kwas dezoksycholowy utlenia się do kw asu cholowego.
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Schem at 9. T w orzenie s ię  k w asów  żółciow ych z cholesterolu.
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Kwasy żółciowe w ydalane z żółcią do jelit są w nich rozkładane przez 
florę bakteryjną. N ajpierw  enzym y bakteryjne od szczepią ją od kwasów 
żółciowych taurynę i glicynę, potem  utleniają kwas cholowy do kwasu 
7-ketodezoksycholowego, redukują  go do kwasu 3-a-7-(j-12-a-trój hydr o- 
ksycholanowego lub kw asu dezoksycholowego (schemat 10). Ten ostatni 
może być u tlen iany  do kw asu 22-ketolitocholowego. W kale znajdujem y 
głównie kwasy: cholowy, dezoksycholowy i 22-ketolitocholowy (84).

Kwasy żółciowe, a w pierwszym  rzędzie kwasy cholowy, dezoksycho­
lowy i kencdezoksycholowy są z powrotem  w chłaniane z jelit i z krw ią 
żyły w rotnej dostają się do w ątroby i ponownie wiążą się z tauryną 
i glicyną i są znów w ydalane z  żółcią do jelit. W ciągu doby kwasy te 
w ielokrotnie krążą między w ątrobą a jelitam i prądam i żółci i k rw i żyły 
w rotnej, spełniając w jelitach rolę fizjologicznych em ulgatorów  ciał 
tłuszczowych, i dzięki zdolności tworzenia rozpuszczalnych w wodzie 
połączeń z lipoidami pokarm owym i umożliwiają ich w chłanianie przez 
błonę śluzową jelit.

Część kwasów żółciowych jest wydalana z kałem  i w ten sposób 
część cholesterolu ustrojowego przemienionego w kwasy żółciowe opusz­
cza ustrój.

III. B iooksydacja cholesterolu

Enzym y kom órek w ątroby posiadają zdolność utleniania do dwu­
tlenku  węgla tylko trzech ostatnich atomów węgla łańcucha alifatycznego 
cholesterolu. Inne gruczoły, jak  kora. nadnerczy, ciałko żółte, łożysko 
posiadają układy enzymatyczne utleniające ten  łańcuch do pozostałości 
dwuwęglowej, wreszcie w jądrach, jajnikach, łożysku, ciałku żółtym, 
korze nadnerczy znajdują się układy utleniające ten  łańcuch całkowicie. 
W gruczołach tych pow stają horm ony steroidowe, regulujące w  ustroju 
czynności płciowe, przem ianę b i ałk o wo-w ęglo woda nową i m ineralną. 
Do utlenienia przebiegającego wobec jonów m etali ciężkich i nukleotydu 
trójfosfopirydynowego w ykorzystyw any jest tle n  cząsteczkowy.

Enzym y utleniające związki steroidowe w ystępują również w grzybach 
i pleśniach (43). Wiele z tych drobnoustrojów obecnie znalazło zastosowa­
nie w  przem ysłowej produkcji hormonów steroidowych.

i .  B io g en eza  horm onów  kory n ad n erczy

Kora nadnerczy tworzy horm ony steroidowe, regulujące przemianę 
sodowo-potasową ustro ju  (m ineralokortykosteroidy) i działające na prze­
m ianę węglowodanowo-białkową (glikokortykosteroidy). Te ostatnie są 
również obdarzone silnym  działaniem  przeciw zapalnym  i znalazły szero­
k ie zastosowanie w lecznictwie.
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M ineralokortykosteroidy tworzą się w niewielkich ilościach w zona 
glomerulosa, glikokortykosteroidy w ilościach znacznie większych — głów­
nie w  zona fasciculata nadnerczy i łatwo dają się wykazać we krw i 
żylnej wyciekającej z tych narządów. Z kory nadnerczy wyosobniono 
powyżej trzydziestu związków steroidowych — produktów  utleniania 
cholesterolu. N iektóre z nich są być może artefaktam i, powstającym i 
z innych ciał steroidowych podczas wyosobniania. M etodami chrom ato­
grafii bibułowej stwierdzono, że nadnercza wydzielają do przepływającej 
krwi: kortyzol, kortykosteron obok niewielkich ilości aldosteronu, śladów 
korteksonu i 17-hydroksykorteksonu, w ykryw anych w krw i żył nadner- 
czowych.

H e c h t e r  (53) zastosował podaną przez V o g t a m etodę perfuzji 
nadnerczy krowy do badań nad biogenezą hormonów kory nadnerczy, 
dodając znakowanego cholesterolu do perfundowanego płynu. W płynie 
w ypływ ającym  z nadnerczy w ykrył znakowane kortykosteroidy, przy 
czym ilość ich wzrastała po dodaniu do płynu adrenokortykotrofiny, k tóra 
pobudza kom órki nadnerczy do żywszego tw orzenia hormonów steroido­
wych. Badania te rozszerzone zostały przez innych badaczy, którzy do 
perfundowanego płynu dodawali znakowanych węglem prom ieniotw ór­
czym przypuszczalnych prekursorów  biosyntezy kortykosteroidów  (54, 56). 
W badaniach tych zastosowano też klasyczne m etody syntezy tych ciał 
in vitro  ze znakowanych prekursorów  używając skrawków, miazg i ho- 
m ogenatów z kory  nadnerczy.

Stwierdzono (schemat 11), że w nadnerczach cholesterol u tlenia się 
najpierw  do 20-(3-hydroksycholesterolu (108), k tó ry  następnie rozpada 
się do pregnenolonu i kvvasu izOkapronowego (77). Pregnenolon w w yniku 
przemieszczenia wiązania podwójnego zamienia się w progesteron (8), 
a ten pod wpływem  swoistych układów  enzym atycznych utlenia się do 
korteksonu. Swoista dla kory  nadnerczy Ji-a-steroidooksydaza (107, 52) 
utlenia kortekson do kortykosteronu, z którego następnie w w yniku od- 
wodorowania powstaje dehydrokortykosteron. Swoiste oksydazy kory n ad ­
nerczy u tleniają też progesteron przy C 17, tworząc 17-a-hydrOksypro- 
gesteron — substancję m acierzystą glikokortykosteroidów. Dalsze u tlen ia ­
nie tego związku prowadzi kolejno do kortyzolu (51) i kortyzonu (91, 106). 
Biosynteza kortyzolu może również zachodzić z il-a-hyaroksyprogestero - 
nu  albo z produktu  u tleniania korteksonu — 17-a-hydroksykorteksonu. 
Tworzenie się progesteronu z cholesterolu może przebiegać przez cho- 
iestenon.

Tworzenie się głównego m ineral ok or tykosteroidu nadnerczy — aldo­
steronu powstającego w zona glomerulosa w odróżnieniu od glikokorty­
kosteroidów nie jest kontrolow ane przez adrenokortykotrofinę. M echanizm 
regulacji tworzenia się tego horm onu w nadnerczach i wydzielania go
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do krwioobiegu nie jest jasny. N iektórzy badacze przypuszczają, że syn­
teza aldosteronu jest pobudzana przez hipotetyczny horm on tworzony 
w śródmózgowiu i wiąże się ze stanem  ukrw ienia nerek, na k tó re  aldo- 
steron w yw iera główne swe fizjologiczne działanie, regulując w ydalanie 
soli sodowych i potasowych do moczu.

Po inkubacji 4 -14C-cholesterolu z bezkom órkowym i hom ogenatam i 
nadnerczy wołowych, zawierającym i m itochondria, m ikrosom y i sok 
kom órkowy, pow staje 4-14C-aldosteron (107). W opisanych w arunkach  
powstaje on też ze znakowanego korteksonu obok 18-hydroksykorteksonu 
(61), k tó ry  zdaje się być pośrednim  ogniwem  tej biosyntezy, u tlen iając 
się do 11 -a-hydroksy -18-hydroksykorteksonu; ten pod wpływem  dehydro­
genazy alkoholowej u tlenia się dalej do aldosteronu.

Aldosteron znaleziono w płynie używanym  do per fuzji nadnerczy 
krow y zaw ierającym  progesteron (101, 102). A y r e s  i współpracownicy 
(4) wykazali, że hormon ten  może tworzyć się w nadnerczach z progeste­
ronu, korteksonu i korty  kosteronu (schemat 1 1 ).

2. B io syn teza  m ęsk ich  horm onów  p łc io w y ch

In terstitialne  kom órki Leydiga jąder tw orzą z cholesterolu m ęskie 
hormony płciowe wydzielane do krwioobiegu, a w  pierwszym  rzędzie 
najw ażniejszy hormon — testosteron. We k rw i żylnej w ypływ ającej z ją ­
der w ykryto testosteron i androstendion (132), we krw i vena spermatica 
ludzi — testosteron (74). Gonadotrofiny wzm agają syntezę testosteronu 
w ijądrach (69).

Z cholesterolu znakowanego węglem prom ieniotwórczym  pow stają 
w jądrach  znakowane horm ony androgeniczne. Produktam i pośrednim i tej 
przem iany są: progesteron i 17-a-hydrOksyprogesteron (118). Enzym y 
Oksydacyjne jąder u tlen iają ten  związek dalej do androstendionu i czą­
steczki kwasu octowego (76). Wreszcie biologiczna redukcja androsten­
dionu w jądrach  prowadzi do tworzenia się testosteronu (schem at 1 2 ).

Testosteron następnie je s t wydzielany do krwioobiegu, inaktyw ow any 
w wątrobie, zam ieniając się w androsteron w ydalany do moczu pod pos­
tacią nieczynnego biologicznie glikuronidu.

Hormony androgeniczne w  niew ielkich ilościach tworzą się w  jajn iku
i łożysku, są bowiem pośrednimi produktam i biosyntezy żeńskich horm o­
nów  płciowych w tych narządach. Pow stają one w większych ilościach 
również w korze nadnerczy, częściowo jako  produkty  utleniania korty - 
kosteroidów.

Krew żylna nadnerczy zwierząt zawiera androstendion, 21-|3-hydroksy- 
androstendion i dehydroepiandrostenon (100). W krw i żylnej nadnerczy

5 P o stęp y  B iochem ii
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psa znaleziono: andrenosteron, androstendion, 22-(3-hydroksyandrosten- 
dion (54).

T estosteron  A ndrosteron

Schem at 12. B iosynteza m ęskich horm onów płciow ych.

B l o c h  znalazł, że androgeniczne hormony znakowane węglem pro­
mieniotwórczym  powstają w nadnerczach ze znakowanego cholesterolu lub 
progesteronu. W wypływ ającej z nadnerczy krw i żylnej w ykryto zna­
kowany 2 2-|3-hydroksy androstendion, gdy dodano do krw i wpływającej 
do nich znakowanego progesteronu (65). Bezkomórkowe homogenaty 
z kory nadnerczy tworzą znakowany androstendion ze znakowanego pro­
gesteronu (95).

Kora nadnerczy posiada swoiste enzym y oksydacyjne, utleniające 
układ steroidowy przy C 2 2 i C 27. Pow stające w  nadnerczach horm ony 
androgeniczne z grupam i hydroksylowym i lub ketonowym i przy C 27 
na ogół w yw ierają silne działanie biologiczne, utlenione rów nież przy C
2 2 działają słabo.

Miąższ wątrobowy zdaje się też utleniać progesteron, 22-(3-hydroksy- 
progesteron i 2 7-hydroksy progesteron do 27-Jketosteroidów oraz 2 2-hydro­
k sy -2 7-ketosteroidów w ydalanych w moczu pod postacią glikuronidów. 
27-ketosteroidy moczu głównie pochodzą z jąder i kory  nadnerczy, 22-hy- 
droksy-27-ketosteroidy — głównie lub wyłącznie z nadnerczy.

Biologiczne utlenianie cholesterolu odbywa się w  korze nadnerczy po­
dobnie jak  w jądrach. Z cholesterolu tworzy się pregnenolon, a z niego 
progesteron, 17-(3-hydroksyprogesteron, dalej androstendion, ll-|3-hydro- 
ksyandrostendion, adrenosteron. Z pregnenolonu tw orzy się też dehydro- 
epiandrosteron (schemat 13).
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Norm alnie nadnercza tworzą mało hormonów androgenicznych. W sta­
nach patologicznych nadczynności kory nadnerczy ilość ta w ybitnie w zras­
ta, powodując objawy m askulinizacji u dzieci i kobiet.

3. B io sy n teza  żeń sk ich  horm on ów  p łc io w y ch

W kom órkach osłonek pęcherzyków G raafa w jajn ikach  tw orzą się 
żeńskie horm ony płciowe (hormony estrogeniczne), posiadające zarom a- 
tyzow any pierścień A steroidu. Horm ony te  powstają też w łożysku 
(estriol) w drugiej połowie ciąży (być może w trofoblaście) i w niew iel­
kich ilościach też w korze nadnerczy i jądrach.

Głównym horm onem  w ytw arzanym  iprzez jajn ik i i najbardziej czyn­
nym  estrogenicznie jest (3-estradiol, w ykryw any m etodam i chrom ato­
graficznym i w krw i żylnej w yciekającej z ijajników. W ytw arzanie estra­
diolu w jajnikach wzmaga się po podaniu gonadotrofin przysadki 
mózgowej. Łożysko tworzy głównie estriol.

W e r  b i n  (131) wykazał, że u ludzi znakowany estron powstaje ze 
znakowanego cholesterolu, k tóry  jest jego prekursorem . Układ ferm entów  
oksydacyjnych jajników  utlenia cholesterol do progesteronu i dalej do 
17-a-hydroksyprogesteronu (schem at 14). U tlenianie postępuje dalej do 
androstendionu, k tó ry  w kom órkach gruczołowych jajników , łożyska, 
a nawet kory  nadnerczy i jąder ulega arom atyzacji — odwodorowaniu do 
hormonów estrogenicznych (79). Jądra  ludzi i koni przetw arzają znakowa­
ny testosteron w estradiol (5).

Synteza hormonów estrogenicznych z cholesterolu, progesteronu i tes­
tosteronu przebiega też in vitro w wyosobnionych narządach, skraw kach 
z narządów, a naw et w bezkomórkowych m iazgach i hom ogenatach z ja j­
ników.

Główny hormon estrogeniczny — estradiol — jest u tleniany głównie 
w w ątrobie (i w łożysku) do estronu, a naw et do estriolu. Hormony te są 
w ydalane z moczem jako nietoksyczne i biologicznie nieczynne glikuro- 
nidy. U koni arom atyzacja hormonów estrogenicznych postępuje dalej, 
obejm uje pierścień B steroidu. W moczu koni w ykryto estry kwasu siar­
kowego ekw iliny i ekwileniny — odwodorowanych pochodnych estronu.

W ciele żółtym jajn ika powstaje progesteron w podobny sposób jak 
w  korze nadnerczy. Już w 1945 roku B l o c h  (11) w ykrył, że podawanie 
ciężarnym  znakowanego cholesterolu powoduje zjaw ianie się w  ich mo­
czu znakowanego pregnandiolu. Pregnandiol powstaje przez redukcję 
progesteronu w w ątrobie i jako glikuronid jest w ydalany z moczem. 
W miazgach z ciał żółtych inkubowanych ze znakowanym  cholesterolem 
w ykryw ano znakowany progesteron.
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IV. Bilans przemiany cholesterolow ej w ustroju ludzkim

Cholesterol niezbędny dla ustro ju  pow staje w w yniku syntezy w  tk an ­
kach, a częściowo zostaje pobrany w pokarm ach pochodzenia zwierzęcego 
(rysunek 1). Sterole roślin praktycznie nie w chłaniają się z jelit i nie są 
metabolizowane w  tkankach ludzkich.

Cholesterol 
pokarmu 

/  ,0,5-.lg/dw

:żółć J
Cholesterol 1-3g/die 
Kwasu żółciowe

ig/dte

V J 1 =

1 1

Cholesterol jelit 
Otg/die

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

Mocz
Steroidy OhO 5 g/die

R ysunek 1. Synteza, rozipad i w ydalan ie cholesterolu w  ustroju ludzkim .

Trudno ocenić wielkość syntezy cholesterolu w ciele ludzkim. N ajin­
tensyw niej odbywa się ona w wątrobie, gdzie w ciągu doby tw orzy się 
1 — 3 g cholesterolu. Pow staje on również w tkankach łącznych w ytw a­
rzany  przez fibroblasty, a więc w skórze i ścianach większych naczyń
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krwionośnych. Procesy syntezy w m niejszym  stopniu przebiegają w go­
nadach, korze nadnerczy, narządach gruczołowych, a naw et w  mięśniach.

Człowiek średnio na dobę otrzym uje 0,5— 1 g cholesterolu w  pokar­
mach. Oczywiście przy diecie, zawierającej znaczne ilości żółtka jaj, 
mózgu lub  masła, ilość ta może w ybitnie wzrastać.

Cholesterol głównie w chłania się w dolnej części jelit cienkich w raz 
z tłuszczam i. W chłanianie jest bardzo zmienne i zależne od wielu czyn­
ników: w  pierwszym  rzędzie od rodzaju pokarmu, waha się więc w g ra­
nicach 5— 60°/o i wynosi m aksym alnie 10— 20 mg/kg na dobę. N ajłatw iej 
w chłaniany jest cholesterol pokarm owy rozpuszczony w tłuszczach bo­
gatych w  nienasycone kwasy tłuszczowe. W chłanianie odbywa się ty lko  
wobec soli kwasów żółciowych żółci em ulgujących tłuszcze i cholesterol 
na drobne zawiesiny, łatwo traw ione i rozpuszczalne w roztworach soli 
tych kwasów. Kompleksy cholesterolu z kwasami żółciowymi rozpusz­
czają się w  wodzie i łatwo w nikają w  błonę śluzową jelit. Enzymy li- 
polityczne soków trzustkowego i jelitowego rozszczepiają estry choleste­
rolowe pokarm ów do cholesterolu i kwasów tłuszczowych.

W chłanianie cholesterolu przez ściany jelit jest procesem biochemicz­
nym, w k tórym  biorą udział liczne enzymy. W chłaniany cholesterol 
jest estryfikow any w błonie śluzowej przy współudziale jelitowej esterazy 
cholesterolowej i wraz z powstającym i tłuszczami i fosfatydam i, pod pos­
tacią m ałych kuleczek — chilom ikronów średnicy 0,5— 3 mu przenika 
do naczyń chłonnych jelit.

Z prądem  chłonki jelitowej cholesterol jest transportow any do krw io­
obiegu przez piersiowy przewód lim fatyczny i w raz z chłonką wlewa się 
do żył. Tą drogą 70— 90% cholesterolu pokarmowego dostaje się do krw i, 
reszta przenoszona jest prądem  krw i żyły w rotnej do wątroby. Część 
cholesterolu odpływającego z je lit pochodzi z biosyntezy odbywającej 
się w ścianach przewodu pokarmowego. 4

W chłanianie cholesterolu z je lit i jego transport do krw i odbyw ają 
się wolno; osiąga on po doustnym  podaniu m aksym alny poziom we krw i 
dopiero po 36— 72 godzinach, następnie w ciągu dalszych 12— 24 godzin 
poziom iten obniża się do stanu prawidłowego (cholesterynem ia po­
karm owa).

Chilomikrony są w ychw ytyw ane przez kom órki żerne (Kupffera) w ą­
troby, kom órki fagocytarne płuc i innych narządów  ciała i są w nich gro­
madzone i trawione. Komórki tuczne w ydalają w tedy do krw i heparynę, 
w zm agającą wydzielanie lipaz i esteraz cholinowych do krw i tkanek  
i aktyw ujące je, co prowadzi do traw ienia chilom ikronów i w yjaśnienia 
m ętnego osocza krwi. Esterazy cholinowe k rw i zdają się głównie pocho­
dzić z w ątroby i trzustki.
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Biosynteza cholesterolu w  tkankach z produktów  utleniania węglo­
wodanów, białek i tłuszczów (kwasu octowego, kw asu pirogronowego) 
przebiega szybko w ciągu paru  godzin, ekstryfikacja — wolniej, bo do 
dwóch dni. Rozpad cholesterolu w  ustro ju  jest powolny w  porównaniu 
z szybkością rozpadu węglowodanów i białek; jego okres półtrw ania we 
k rw i wynosi 6— 8 dni, w wątrobie krótszy — 4— 6 dni, w całym  ustro ju  
{jest nieco dłuższy z powodu leniwego m etabolizm u cholesterolowego 
w n iektórych narządach ciała, na przykład w ośrodkowym układzie ner­
wowym. Cholesterol jest ciągle odnawiany, syntezowany i utleniany 
w tkankach, w ydalany z ustro ju  pod postacią u tlenionych produktów  
przem iany m aterii.

U zw ierząt dojrzałych cholesterol jest najintensyw niej syntezowany 
w kom órkach siateczkowych w ątroby stanowiących 33°/o wagi tego narządu 
(75). W narządach, gdzie procesy syntezy cholesterolu odbyw ają się 
leniwie, na  przykład w  mózgu, znajduje się głównie cholesterol wolny; 
w narządach gruczołowych, gdzie cholesterol tworzy się szybko, jest 
dużo estrów  cholesterolowych z nienasyconym i (esencjonalnymi) kw asa­
m i tłuszczowymi: linolowym, linoleinowym, arachidonowym  oraz olejo­
wym . W osoczu krw i wzajem ny stosunek cholesterolu i jego estrów waha 
się w niezbyt szerokich granicach. Uszkodzenia w ątroby powodują obni­
żenia poziomów estrów cholesterolowych w  osoczu krwi, gdzie w dużej 
m ierze pow stają w tym  narządzie.

W kom órkach w ątroby cholesterol w ystępuje głównie w kom pleksach 
z fosfatydam i, tłuszczam i i białkami. Podobne kom pleksy znajdujem y 
w osoczu krw i: lipoproteidy -a, o m niejszych cząsteczkach i większej 
gęstości, i lipoglobuliny-(3, o cząsteczkach większych, lżejsze, zaw ierające 
więcej cholesterolu. Lipoproteidy te prawdopodobnie ipowstają w w ątrobie 
i są z niej w ydalane do krwi. Służą one do transportu  cholesterolu do 
różnych narządów  ciała. Istnieje pewien stan  równowagi m iędzy chole­
sterolem  osocza i wątroby. Zwyżka cholesterolu we k rw i ham uje jego 
syntezę w wątrobie. W ątroba jest głównym bezpośrednim  spichlerzem  
cholesterolu ustrojowego. N adm iar jego jest w niej odkładany i w m iarę 
potrzeby jest mobilizowany i przenoszony prądem  krw i do innych narzą­
dów ciała. N adm ierne gromadzenie się cholesterolu w ustro ju  powoduje 
hipercholesterynem ię i wzrost (3-lipoglobulin w osoczu.

We k rw i i wątrobie człowieka znajduje się 12— 15 g cholesterolu — jest 
to  część najbardziej czynna biologicznie, ulegająca najszybszym  prze­
mianom.

Cholesterol u tlen ia  się w ustro ju  do kwasów żółciowych w ydalanych 
z żółcią do ka łu  oraz do m etabolitów hormonów sterydow ych w ydalanych 
z moczem. Około 0,1 g cholesterolu i tyleż skw alenu jest wydalane 
w ciągu doby przez gruczoły łojowe skóry człowieka, jako łojek im pregnu­
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jący zrogowaciały naskórek. W łojkach zwierzęcych znajdują się też 
lanosterol i agnosterol. Kał ludzki obok kwasów żółciowych zawiera też 
obojętne związki steroidowe, głównie koprosterol obok cholestanolu, dwu- 
hydrocholesterolu i niewielkich ilości produktów  ich utleniania.

Steroidy kałowe pochodzą głównie z nie wchłoniętego cholesterolu 
pokarmowego i tworzą się pod wpływem działania bakterii jelit grubych, 
k tó re  bezpośrednio redukują  cholesterol do koprostanolu (koprosterolu)
(103), cholestanolu lub najp ierw  u tleniają go do cholestenonu, a ten  re­
dukują  do koprostanonu i koprosterolu (111) '(schemat 15). Procesy te 
przebiegają też in vitro z czystymi hodowlami 'bakterii jelitowych.

Schem at 15. Przem iany cholesterolu  w  jelitach  grubych ssaków.

Ogółem w kale wydala się na dobę 0,3— 0,5 g obojętnych związków 
steroidowych.

Żółć zawiera też pokaźne ilości cholesterolu wydalanego do niej przez 
kom órki wątrobowe. W ciągu doby w ątroba człowieka w ydala z żółcią 
do jelit 1— 3 g cholesterolu w chłaniającego się w  większej części z powro­
tem  z jelit. Również niewielkie ilości cholesterolu 0,1 <g na dobę są w y­
dalane przez błonę śluzową jelit z sokiem jelitow ym  i złuszczonymi 
nabłonkam i.

W ydalane z żółcią kwasy glikocholowy i taurocholowy ulegają w je­
litach rozszczepieniu. Większość uwolnionych kwasów żółciowych ponow­
nie wchłania się z jelit i dostaje się przez żyłę w rotną z powrotem  do 
wątroby. W ciągu doby w ustro ju  ludzkim  m iędzy w ątrobą a jelitam i 
w ielokrotnie krąży 3— 5 g kwasów żółciowych drogam i żółciowymi i żyłą 
w rotną. Część kwasów żółciowych ulega zmianom chem icznym  pod
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wpływem  bakterii jelitowych i m etabolity  te w ilości około 1 g na dobę 
są u normalnego człowieka w ydalane z kałem.

Mocz ludzki zawiera produkty u tlen ian ia cholesterolu w tkankach pod 
postacią rozpuszczalnych w wodzie soli sodowych glikuronidów (u nie­
k tórych zwierząt ssących — soli sodowych siarczanów). Związki te pow­
stają głównie w wątrobie z hormonów w ytw arzanych przez gonady i korę 
nadnerczy. Z hormonów jąder i nadnerczy tworzą się glikuronidy 17-ke- 
tosteroidów i II-hydroksy-17-ketosteroidów , z progesteronu i korteksonu 
glikuronid prognandiolu, z hormonów estrogenicznych glikoronidy estronu 
i estriolu, obok innych steroidów tej grupy w ydalanych w  niewielkich 
ilościach. W ciągu doby nerki ludzkie w ydalają 0,1— 0,5 g produktów  
utleniania cholesterolu.

W ustro ju  normalnego człowieka bilans cholesterolowy jest w yrów ­
nany, ilości cholesterolu syntetyzow ane w tkankach i dostarczane w po­
karm ach odpowiadają ilościom w ydalanym  z ustro ju  pod postacią m e­
tabolitów, w skutek tego poziom cholesterolu w osoczu krw i waha się 
w fizjologicznych granicach. Zaburzenia chorobowe powodują zachwia­
nie tej równowagi. W ydalanie i utlenianie cholesterolu może przebiegać 
leniwie, podaż jego w pokarm ach może być duża, co prowadzi do hiper- 
cholesterynem ii. Niedostateczna synteza cholesterolu w tkankach, niedo­
statek jego w pokarm ach i nadm ierne utlenianie w tkankach powoduje 
hipocholesterynemię.

LITERATURA

1. A m d u r  B.,  R i l l i n g  H.,  B l o c h  K., J. Am. Chem. Soc., 79, 2646 (1957).
2. A n f i n s e n  C. B. ( H o r n i n g  M. S., J. Am. Chem. Soc., 75, 1511 (1953).
3. A n k e r H .  S., J. Biol. Chem.,  176, 1337 (1948).
4. A y r  e s  P., G o u l d  R. P., S i m p s o n  S. A.,  T a i t  J. B., Biochem. J., 63, 

19 P (1956).
5. B a g g e t t  B., E n g e l  L. L., S a v a r d  K., D o r  f m a n  K. I. Fed. Proc., 11 

175 (1955).
6. B e r g s t r o m  S.,  E r i k s s o n  S., Acta. Chem. Scand.,  8, 1373 (1954.)
7. B e r g s t r o m  S., L i n d s t e d t  S., Biochim. Biophys. Acta., 19, 556 (1956).
8. B e y e r  K.,  S a m u e l s  L. T., J. Biol. Chem.,  219, 69 (1956).
9. B l e c h e r  M.,  G u r i n  S., J. Biol. Chem.,  209, 953 (1954).

10. B l o c h  K., J. Biol. Chem.,  155, 243 (1944).
11. B l o c h  K., J. Biol. Chem.,  157, 661 (1945).
12. B l o c h  K., Cold Spring Harbor S ym po s iu m  Q uantita tive  Biology,  13, 29 

(1948).
13. B l o c h  K. ,  B e r g  B. N.,  R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem.,  146, 511 (1943).
14. B l o c h  K.,  B o r e k  K., R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem., 162, 441 (1946).
15. B l o c h  K.,  C l a r k  L. C., H a r a r y  I., J. A m er. Chem. Soc., 76, 3859 (1954).
16. B l o c h  K. ,  R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem.,  145, 297 (1942).
17. B 1 o c h K., R i 11 e n b e r g D., J. B iol. Chem.,  145, 625 (1942).

http://rcin.org.pl



[31] B I O S Y N T E Z A  I B I O O K S Y D A C J A  C H O L E S T E R O L U 467

18. B l o c h  K., R i 11 e  n b e r g D., J. Biol. Chem.,  155, 243 (1944).
19. B l o c h  K. ,  R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem.,  155, 255 (1944).
20. B o r e k  K. ,  R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem., 179, 843 (1949).
21. B o x e r  G. P., S h o n n  C. E., G i l f i l l a m y  E. W.,  E m e r s o n  C. A.,  

O g i n s k y  E., J. Arch. Biochem., 59, 24 (1955).
22. B o y d  G. S., Biochem. J., 55, 892 (1953).
23. B r  a d  y R. O., D u r  in  S., J. Biol. Chem.,  186, 461 (1950).
24. B r a d y R. O., G u r i n S., J. Biol. Chem., 189, 371 (1951).
25. B r e m e r  J., Acta  Chem. Scand.,  10, 56 (1956).
26. B r e m e r  J., G l o o r  U., Acta Chem. Scand., 9, 689 (1955).
27. B u c h e r  N. R. L., J. Am. Chem. Soc., 75, 498 (1953).
28. B u c h e r  N. R. L., G a r r a h a n  K., J. Biol. Chem.,  222, 1 (1956).
29. B y e r s S., B i g g s M. W., A cta  Biochim. Biophys.,  29, 301 (1952).
30. C h a i k o f f  I. L., B l o o m  B., S i p p e r  s t e i n  M. D., K i ÿ a s u  J. Y.,  

R e i n h a r d t  W.C., D a u b e n  W.  G., F a s t h a m  J.F., J. Biol. Chem., 194, 
407 (1952).

31. C h a n n o n  H. J., Biochem. J., 20. 400 (1926).
32. C h a n n o n  H. J., T r  i s t  a m  G. B., Biochem. J., 31, 738 (1937).
33. C l a y t o n  R. B.,  B l o c h  K., J. Biol. Chem.,  218, 305 (1956), 319 (1956).
34. C l a y t o n  R. B.,  B l o c h  K., Fed: Proc., 14, 625 (1955).
35. C o r n  f o r t  h J. W., Rev. Pure Appl.  Chem., 4, 275 (1954).
36. C o r n  f o r t h  J. W.,  C o r n f  o r t h R. H.,  P o p j a k  G., Y o u h o t s k y  —  

— G o r e  I. Biochem. J., 66, 10 P  (1957).
37. C o r n  f o r t h  J. W.,  Y o u h o t s k y  — G o r e  I., P o p j a k  G., Biochem. J.,

64, 38 P (1956).
38. C o r n  f o r t h  J. W.,  Y o u h o t s k y  — G o r e  I., P o p j a k  G., Biochem.

65, 94 (1957).
39. C o x  G. E., N e l s o n  C. G.,  W o o d  E. B., T a y l o r  C. B., Fed. P roc., 13, 

31 (1954).
40. C u r r a n  G. L., C l  u b e  O. L., J. Biol. Chem.,  204, 215 (1953).
41. C u r r a n  G.  L., R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem., 190, 170 (1951).
42. D i t u r i  F., R a b i n o v i t z  J. L., H u l l i n  R.  P., G u r i n  S., J. Biol. Chem.,  

229, 825 (1957).
43. E p p s t e i n  S. M.,  M e i s t e r  P.  O., M u r r a y  H.  O., P e t e r s o n  D. H., 

V itam in es  and Hormones,  14, 359 (1951).
44. F r a n t z  J. D., B u c h e r  N. R. L., J. Biol. Chem., 206, 471 (1951).
45. F r e d r i c k s e n D. S., O n o K., Biochim. Biophys. Acta, 22, 183 (1956).
46. G a r a t t i n i  S., M a r p u r g o  G., P a s  s e  r i  n i  N., Experientia ,  14, 85 (1958).
47. G a u t s c h i F., B l o c h  K., J. Am. Chem. Soc., 79, 684 (1957).
48. G o u l d  R. G., P o p j a k  G., Biochem. J., 66, 51 P (1957).
49. G o u l d  R. G., T a y l o r  C. B.,  H a g e r  m a n  J. S., W a r n e r  J., C a m p b e l l

D., J. Biol. Chem., 201, 519 (1953).
50. H a n o h a n P. J. al W a k i 1 S. J., Arch. Biochem., 37, 167 (1952).
51. H a  y n o  M., S a b a  N.,  D o r f  m a n  R. I., H e c h t e r  O., Recent Progress in 

Hormone Research,  12, 79 (1956).
52. H e a r d  R. D.,  B l i g h t  E. G.,  C a n n  A. S., J e  11 i n e k  P. H.,  D o n n e l l  

W. J., R a c B. G., W e b b J. L., Recent Progress in Hormone Research,  12 
45 (1956).

53. H e c h t e r  O., Fed. Proc., 8, 70 (1949).

http://rcin.org.pl



468 J - S U P N IE W S K I [3 2 ]

54. H e c h t e r  O., M a c  c h i  I., K o r m a n  H.,  F r a n k  E., F r a n k  H., Am. J. 
Physiol.  29, 182 (1955).

55. H e c h t e r  O. P d n c u s  G., R ecent Progress  in Hormone Research,  6, 216 
(1951).

56. H e c h t e r  O., Z a f f a r o n i  A.,  J a c o b s e n  R. P.,  L e v y  H., J e a n l o z  
R., S c h y n e k e r  V., P i n c u s  G., R ecent Progress  in Hormone R esearch,
6, 216 (1951).

57. H e i l b r o n  J. M.,  K a m m  E. D.,  O w e n s  W. D., J. Chem. Soc., 1630 (1926).
58. H u n t e r  G. D.,  P o p j a k  G., Arch. Biochem.,  42, 481 (1953).
59. H u n t e r  G. D., P o p  j a k  G., Biochem. J., 53, X X X IV  (1953).
60. J a c o b s o h n  G.  M.,  C o r l e y  R. C., Fed. Proc., 16, 861 (1957).
61. K a h n t F. W., N e h e r  R., W e 11 s t e i n A., H elv. Chim. Acta ,  38, 1237

(1958).
62. K l e i n  H. P., Fed. Proc., 10, 209 (1951).
63. K l e i n  H,  P.,  L i p p m a n n  F., J. B iol. Chem.,  203, 95 (1953).
64. K l e i n  H. P.,  L i p p m a n n  F., J. Biol. Chem., 203, 101 (1953).
65. K u s h i n s k y G., Ph. D. T hesis D epartm ent of C hem istry U niversity  of 

Boston, (1955).
66. L a n d o n L. J., G r e e n b e r g  D. M., J. Biol. Chem., 209, 493 (1954).
67. L a n g d o n  R. G.,  B l o c h  K., J. A m . •Chem. Soc., 74, 1869 (1952).
68. L a n g d o n  R. G.,  B l o c h  K., J. Biol. Chem.,  200, 135 (1953).
69. L e  a c h  R. B., M a d  d o c k  W.  O., T i k u y a m a  I., P a u l s e n  C. O.,  

N e l s o n  W. O., Recent Progress in Hormone Research,  12, 377 (1956).
70; L i n d s t e d t  S., A cta  Chem. Scand.,  11, 417 (1957).
71. L i n d s t e d t  S., A r k iv  K e m i ,  11, 145 (1957).
72. L i n d s t e d t  S.,  N o r m a n  A., Acta  Chem. Scand., 11, 421 (1957).
73. L i t t l e  H.  L., B l o c h  K., J. Biol. Chem.,  183, 33 (1950).
.74. L u c a s  W.  M.,  W h i t e m o r e  W. F.,  W e s t  C. D., J. Clin. Endocrin. ayid 

Methab., 14, 465 (1957).
75. di L u z i i o  N. R., Nature,  185, 616 (1960).
76. L y n n W. S., B r o w  n R., Biochim. Biophys. Acta, 21, 403 ,(1956).
77. L y n n  W. S., S t a p l e  E., G u r i n  S., Fed. Proc., 14, 783 (1955).
78. M e i e r  J. R., S i p p e r s t e i n  M.  D. ,  C h a i k o f f  I. L., J. Biol. Chem., 198, 

105 (1952).
79. M e y e r  A. S., E xperientia ,  11, 99 (1955).
80. M o d o n A., Angew. Chemie,  65, 333 (1953).
81. M o r r i s  M.  D.,  C h a i k o f f  I. L., F e l s  J. M.,  A b r a h a m  S.,  F a n s a h  

N. O., J. Biol. Chem.,  224, 1039 (1957).
82. N i c h o l a s  H. J., Fed. Proc., 16, 324 (1957).
83. N o b l e  N. L., B o u c e k  R. J., Fed. Proc., 16, 94 (1957).
84. N o r m a n  A.  S., S j o e v a l l  S., Biochim. Biophys. A cta ,  29, 467 (1958).
85. O l s o n  J. A.,  B l o c h  K., Fed. Proc., 15, 1056 (1956).
86. O l s o n  J. A.,  L i n d  b e r g  M.,  B l o c h  K., J. Biol. Chem., 226, 941 (1957).
87. O t t k e  R. C., T a t  u m  E. J., Z a  b i n  I., B l o c h a  J. Biol. Chem., 189, 

429 (1951).
88. P h i l l i p s  A.  H.,  T c h e n  T. T., B l o c h  K., Fed. Proc., 17, 289 (1958).
89. P i n e  A.,  B l o c h  K. ,  A n k e r  H. S., J. Biol. Chem., 183, 441 (1950).
90. P i n e  N.  L. R., Mc G a r r a h a n  K., J. Biol. Chem.,  222, 1 (1956).
91. P l a g e r  J. E., S a m u e l s  L. T., J. Biol. Chem., 211, 21 (1955).
92. P o p j a k  G., Arch. Biochem., 48, 102 (1954).

http://rcin.org.pl



B IO SY N T E Z A  I B IO O K SY D A C JA  C H O LESTERO LU 469

93. R a b i n o v i t z  J. L., D i t u r i  F., C o  b e y  F., G u r i n  S., Fed. Proc., 14, 
760 (1955).

94. R a b i n o v i t z  J. L., G u r i n  S., J. Am. Chem. Soc., 76, 5168 (1954).
95. R a o  B. G., H e a r d  R. D.  H., Arch. Biochim. Biophys., 66, 504 (1957).
96. R i l l i n g  H., T c h e n T. T., B l o c h  K.,  Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. 

A., 44, 167 (1958).
97. R i t t e n b e r g  D., J. Biol. Chem., 155, 243 (1944).
98. R i t t e n b e r g  D., S c h o n h e i m e r  R., J. Biol. Chem., 121, 233 (1937).
99. R o b i n s o n  R., Soc. Chem. I Indust., 53, 1062 (1934).

100. R o m a n o f f  E. B., H u d s o n  P., P i n e  u s  G., J. Clin. Endocrin. Methab.,
13, 1546 (1953).

101. R o s e m b e r g  E., R o s e n f e l d  G., U n g a r  F., D o r f m a n  R. I., Endo­
crin., 58, 225 (1956).

102. R o s e m b e r g  E., R o s e n f e l d  G., U n g a r  F., D o r f m a n  R. I., Endo­
crin 58, 703 (1956).

103. R o s e n f e l d  R. S., F u k z s h i m a  D. K.  O., H e l i m a n L .  G., G a l l a g h e r  
T. F., J. Biol. Chem., 211, 301 (1954).

104. R o s e n f e l d  R. S., H e i l m a n  L., G a l l a g h e r  T. F., Fed. Proc.,
14, 271 (1955).

105. R u z i c k a  L., Experientia, 9, 357 (1953).
106. R y a n  K., E n g e l  L. L„ J. Am. Chem. Soc., 78, 2654 (1956).
107. S a b a  N., H e c h t e r  O., Fed. Proc., 14, 775 (1955).
108. S a l o m o n  S., L e v i t a n  P.,  L i e b e r m a n  S., Proc. Canad. Physiol. Soc. 

20-th. M eeting M ontreal, 54 (1956).
109. S c h m i d t  L. H., H u g h e s  O. B., J. Biol. Chem., 143, 771 (1942).
110. S c h n e i d e r  P. B., C l a y t o n  R. B., B l o c h  K., J. Biol. Chem., 224, 

175 (1957).
111. S c h o n h e i m e r  R., D a m  H., G o t t b e r g  K.,  J. Biol. Chem., 110, 607 

(1935).
112. S c h w e n k  E., A l e x a n d e r  G. J., F i s h  C. A., Arch. Biochem.. Biophys.,

58, 37 (1956).
113. S h u n k  C. H., L i i n n  B. O., H u f f  I. W., G i i l f i l l a n  J. L., S k e g g s

H. R., F o l k e r s  K., J. Am. Chem. Soc., 79, 3294 (1957).
114. S i p p e r s t e i n  M. D., Fed. Proc., 14, 282 (1955).
115. S i p p e r s t e i n  M. D., C h a i k o f f  I. L., C h e r n i k  S. S., Science, 113, 

747 (1951).
116. S i p p e r s t e i n  M. D.,  N i c h o l s  W., C h a i k o f f  I. L., Circulation, 7, 

34 (1953).
117. S k e g g s  H. R., W r i g h t  L. D. ,  C r e s s o n  E. J., M a c R a e  G. D. E„ 

H o f f m a n  C. H., W o l f  D. E., F o l k e r s  K.,  J. Bacter., 72, 519
(1956).

118. S 1 a u n w  h i t e W. R., S a m u e l s  L. T., J. Biol. Chem., 220, 341 (1956).
119. S o n d e r h o f f  R., T h o m a s  H.,  Annal. der Chemie,  530, 195 (1937).
120. S r e r e  P. A., C h a i k o f f  I. L., D a u b e n  W. S., J. Biol. Chem., 176, 

829 (1948).
121. S r e r e  P. A., C h a i k o f f  I. L., T r e i t m a n  S. S., B u r  s t e i n  L. S., 

J. Biol. Chem., 182, 628 (1950).
122. T a w  o r  m i n  a P. A., G i b b s  M. H., J. Am. Chem. Soc., 78, 62,10 (1956).
123. T a w  o r m i n a P. A ., G i b b s  M. H.,  H u f f  J. W., J. Am. Chem., Soc., 

78, 4498 (1956).

http://rcin.org.pl



J . SU P N IE W SK I [34]

124. T c h e n T. T., J. Am. Chem. Soc., 79, 6345 (1957).
125. T c h e n T. T., B l o c h  K., J. Am. Chem. Soc., 77, 6085 (1955).
126. T c h e n  T. T., B l o c h  K., J. Am. Chem. Soc., 78, 1516 (1956).
127. T c h e n  T. T., B l o c h  K., J. Biol. Chem., 226, 921 (1957).
128. T c h e n  T. T., B l o c h  K., J. Biol. Chem., 226, 931 (1957).
129. T h o m a s  P. R., J. Am. Chevi. Soc., 53, 195 (1937).
130. T e n n e n t  P. M., Z a n e t t i  M. E., A t k i n s o n  D. I., K u r a n  G. W.,

O p d y k e D. E., J. Biol. Chem., 228, 241 (1957).
131. W e r  b i n  H., P l o t z  J., L e R o y  G. V.,  D a v i s  E. M., J. Am. Chem. 

Soc., 79, 1012 (1957).
132. W e s t  C. D., H o l l a n d e r  V. P., K r i t c h e w s k y  I. H., D o b r i n e r  

K., J. Clin. Endocrin. Methab., 12, 915 (1952).
133. W e r t h e s s e n  N.  T., M i l c h  L. J., R e d m o n d  R. F., S m i t h  L. L., 

S m i t h  E. C., Amer. J. of Physiol., 178, 23 ¡(1954).
134. W o o d w a r d  R. B., B l o c h  K., J. Am. Chem. Soc., 75, 202 (1953).
135. W o l f  D. E., H o f f m a n  C. H., A l d r i c h  P. E., S k e g g s  H. R., 

W r i g h t  L. D., F o 1 k e r s K.,  J. Am. Chem. Soc., 78, 4499 (1956).
136. W o l f  D., H o f f m a n  C. H., A l d r i c h  P. E., S k e g g s  H. R., W r i g h t  

L. D., F o 1 k e r s K.,  J. Am. Chem. Soc., 79, 1486 (1957).
137. W r i g h t  L. D., Fed. Proc., 16, 1171 (1957).
138. Y a c o v i t z  H., N o r r i s  L. C., H a n s e n  F. C., J. Biol. Chem., 192, 141

(1951).
139. Z a b i n  I., B a r k e r  W. F., J. Biol. Chem., 205, 633 (1953).

M onografie
140. C o o k  R. P., C holesterol, A cadem ic Press, N ew  York 1958.
141. P a g e  I. H., C onnective Tissue Throm bosis and A rtheriosclerosis, A cadem ic  

Press, N ew  York. 1959.
142. P i n  e u s  G., Horm ones and A rtheriosclerosis, A cadem ic Press, N ew  York  

1959.
143. W o l s t e n h o l m e  G. E. W., O’C o n n o r M. B.,  B iosynthesis of Terpenes 

and Sterols, J. A. C hurchill, London 1959.
144. L y n e n  F., E g g e  r e r  H., H e n n i n g  U.,  K e s s e l  1., Angevo. Chemie,

70, 738 (1958).

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

T O M VI  1960 Z E S Z Y T  4

M A G D A L E N A  FIKUS*

Kolagen kręgowców  

C ollagen of Vertebrates

The structure, physico-chem ical properties and biosynthesis of 
collagen of vertebrates have b een  surveyed.

Kolagen kręgowców jest jednym  z najbardziej rozpowszechnionych 
białek i stanowi około 35°/o ich ogólnej zawartości w tych organizmach. 
Jest on podstawowym  składnikiem  skóry, ścięgien i tkanki łącznej.

Badanie kolagenu ma zarówno znaczenie teoretyczne dla poznania 
s tru k tu ry  białek włóknistych, jak  i praktyczne — jest on bowiem su ­
rowcem w przem yśle garbarskim  oraz w produkcji klejów  i żelatyn. 
Ostatnio kolagen zwrócił uwagę lekarzy ze względu na to, że w nie­
których chorobach gośćcowych, noszących nazwę kolagenoz, obserw uje 
się rozpadowe zmiany kolagenu tkanki łącznej. Zm iany strukturalne 
kolagenu w  tej tkance i w ścięgnach, zależne od w ieku zwierzęcia, są 
ponadto pewnym  m iernikiem  procesu starzenia się organizmu. Nic 
więc dziwnego, że przedm iotem  badań w wielu pracowniach na całym  
świecie stała się s tru k tu ra  i właściwości fizykochemiczne kolagenu oraz 
jego biosynteza.

Do dnia dzisiejszego u trzym uje się w podręcznikach opis kolagenu 
jako skleroproteidu nierozpuszczalnego w wodzie, roztworach soli, roz­
cieńczonych kwasach i zasadach łub alkoholach, a przechodzącego przy 
dłuższym ogrzewaniu w wodzie o tem peraturze 100° w form ę łatwiej 
rozpuszczalną — żelatynę. Jednakże szereg nowszych prac doprowadziło 
do otrzym ania należących do grupy kolagenów białek, k tó re  wykazują 
wiele istotnych różnic w porównaniu z kolagenem opisywanym  w pod­
ręcznikach.

I. Rodzaje kolagenów
Już w 1900 roku Z a c c h a r i a d e s  zauważył, że ścięgno ogona 

szczura, umieszczane w roztworach różnych kwasów (azotowy, siarkowy, 
solny, m rówkowy, octowy), w różnym  stopniu pęcznieje zależnie od ro­

* Mgr, asystent Zakładu Biochem ii P aństw ow ego Zakładu H igieny, W arszawa.
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dzaju i stężenia kwasu, tem peratury  doświadczenia oraz od wieku zwie­
rzęcia, z którego wyosobniono tkankę (107). W wiele lat później 
N a g e o t t e  potwierdził obserwacje Zacchariadesa i wykazał, że jedno­
cześnie część kolagenu przechodzi do roztworu, skąd można go odzyskać 
stosując odpowiednie wysolenie (81). Wysolone, rozpuszczalne w kw asach 
białko ścięgna nazwał autor kolagenem  A. W 1947 roku  O r i e c h o w i c z  
(89) opisał białko — prokolagen przechodzący do roztw oru w  czasie 
kwaśnej ekstrakcji tkanki łącznej (bufor cytrynianow y).

W pracach uczonych węgierskich (4) w ysunięto hipotezę, że kom pleks 
prokolagenu z w łóknistym  m etakolagenem , pozostającym w tkance po 
ekstrakcji cytrynianem , jest właściwym  kolagenem  organizmów żywych 
i że po rozpadzie tego kompleksu białko przestaje spełniać swą rolę bio­
logiczną.

H i g h b e r g e r ,  G r o s s  i S c h m i t t  (62) zbadali białko o trzy­
m ane z tkanki łącznej w wyciągu o odczynie zasadowym. Stwierdzili, 
że po dializie wyciągu wobec buforu cy tryn ian  owego o pH  3,8 i następnej 
dializie wobec wody powstają dwa typy włókien poprzecznie prążkow a­
nych: jedne o okresie 640 A, drugie tzw. w łókna FLS, o okresie 2000— 
3000 A. Po dializie wyciągu wyłącznie wobec buforu cytrynianow ego znaj­
duje się w osadzie również trzeci typ  włókien, tzw. SLS, o okresie 2000 A 
(99, 54, 55). Autorzy przyjm ują, że te trzy  struk tu ra lne  form y kolagenu 
powstają ze wspólnego prekursora, tzw. tropokolagenu, i stanowią różne 
postacie jego agregacji. O dkrycia te  zostały potwierdzone w innej p ra ­
cowni (15), w której znaleziono dla włókien tropokolagenu średnicę 14 A, 
okres 2900 A i masę cząsteczkową około 300 000.

Białko o pewnych cechach kolagenów otrzym ał także J a c k s o n  
stosując ekstrakcję tkanek łącznych buforem  fosforanowym o pH  7 (66).

Ogólnie można by scharakteryzow ać białka w ypreparow ane z tkanki 
łącznej jako grupy kolagenów, k tó re  różnią się rozpuszczalnością w roz­
tw orach kwaśnych, zasadowych lub obojętnych. Do niedaw na jeszcze 
uważano je za indyw idualne białka, ale ostatnio przypuszcza się, że 
są to postacie przejściowe w procesie tworzenia się ostatecznego produktu 
białkowego starej tkanki łącznej, to jest kolagenu, posiadającego uprzed­
nio przytoczone cechy, w ym ieniane w podręcznikach biochemii. W m ło­
dym  organizmie tworzą się początkowo m ało spolimeryzowane włókna 
kolagenu, łatwo ekstrahujące się z tkanki roztworam i soli o odczynie 
obojętnym  lub zasadowym. W m iarę postępu polim eryzacji powstają 
pęczki włókien, ekstrahujące się dopiero roztw oram i silnie dyspergują­
cych kwaśnych buforów (cytrynianowy, bursztynianow y). W starych 
organizmach znajduje się jedynie nierozpuszczalny, wysoko spolimery- 
zowany kolagen (47).

Pewne różnice w  fizykochemicznych i chemicznych cechach kolage­
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nów w ystępują także w  zależności od ich pochodzenia: np. kolageny 
otrzym ane ze skóry owcy, kota i psa charakteryzują  się m niejszą zaw ar­
tością azotu białkowego niż kolagen ze Skóry cielęcia. Różnice te są 
zależne od ¿kładu aminokwasowego, m ikro- i m akroorientacji jednostek 
struk tura lnych  (włókna i pęczki włókien), stopnia uwodnienia i innych 
czynników.

Próby klasyfikacji i uporządkowania nom enklatury  kolagenów n a­
potykają dotychczas trudności, a w piśm iennictw ie znajdują się często 
sprzeczne dane o substancjach nazywanych tak  samo, lecz otrzym yw anych 
różnym i metodami lub z różnych tkanek.

Uwzględniając sposób otrzym yw ania można podzielić kolageny na 
dwie grupy:
1 ) kolageny rodzime (native), k tóre o trzym uje się z tkanki łącznej przez 

usunięcie cukrowców, tłuszczowców i obcych białek (13, 19, 36);
2) kolageny rozpuszczalne: a) w buforach o odczynie obojętnym  i w roz­

tworach soli b) w zasadach c) w kwasach i kw aśnych buforach.

II. Budowa i własności kolagenu rodzimego
1. M nkrostruktura

Poznanie m akrostruktury  kolagenu rodzimego stało się możliwe dzięki 
zastosowaniu mikroskopu elektronowego i analizy rentgenograficznej. 
Mimo że przy in terpretacji wyników badań różnych autorów  powstawały 
różne modele struk tu ra lne, niem niej jednak pewne uogólnienia można 
uważać już za bezsporne. W budowie kolagenu zaobserwowano miano­
wicie szereg włókienek o szerokości 200— 2000 A i długości kilkuset A, 
z ¡poprzecznym prążkowaniem  o okresie 640 A. Na skutek działania sił 
m echanicznych okres ten może się zmieniać od 500 do 800 A. Większość 
autorów  przyjm uje pogląd, że włókna kolagenu (72) składają się z trzech 
zwiniętych spiralnie łańcuchów peptydowych.

W m odelu proponowanym  przez R a m a c h a n d r a n a  (93, 94) dwie 
z każdych trzech grup aminowych jednego łańcucha tworzą wiązania 
wodorowe z tlenem  dwóch grup karbonylow ych sąsiedniego łańcucha 
(57). Trzecia grupa iminowa i tlen trzeciej 'grupy karbonylow ej, znajdu­
jące się na powierzchni spiralnego cylindra, uczestniczą w tworzeniu 
wiązań pomiędzy cylindram i. Z tlenem  tej grupy karbonylowej wiąże 
się prawdopodobnie wodór grupy hydroksylowej hydroksyproliny. Jeżeli 
w iązania pomiędzy cylindram i są istotnie utworzone poprzez grupy 
hydroksylowe tego aminokwasu, to należałoby oczekiwać współzależności 
między hydroterm icznym  skurczem włókna a zawartością hydroksyproli­
ny. Doświadczenia przeprowadzone w tym  kierunku dały w ynik pozy­
tyw ny (56, 59, 58).

6 P o stę p y  B iochem ii
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R i c h (96) w ysunął pewne zastrzeżenia w stosunku do omówionego 
modelu. Zgadzając się z ogólną teorią spiralnej budowy proponuje on 
model z jednostek o sym etrii trygonalnej (zam iast heksagonalnej po­
przednio cytowanego autora) i jednym  pow tarzającym  się typie w iązań 
wodorowych między sąsiednimi łańcucham i. Tworzenie się wiązań wo­
dorowych ¡poprzez hydroksylowe grupy hydroksyproliny następuje — 
według tego autora — w ew nątrz potrójnego łańcucha, a nie pomiędzy 
poszczególnymi cylindram i.

K e e c h  przyjm uje budowę włókienka kolagenu z drobniejszych jed ­
nostek, tzw. taktoidów , które zachowują charakterystyczną okresowość 
(71). Jeszcze inny proponowany model cząsteczki kolagenu — to cylinder 
zbudowany z prążkow anych włókien, k tó ry  otacza bezpostaciową masę; 
kostrukcja tak a  zwiększałaby sprężystość włókna jako całości (74).

Ustalono następujące odległości w obrębie jednostki s truk tu ra lnej 
kolagenu;
1 ) 2,86 A — długość -powtarzających się jednostek CO; CHR i NH 2 

w łańcuchu polipeptydowym;
2) 4,6 A —  odległość między sąsiednim i łańcucham i peptydowymi;
3) 10— 16 A —  odległość między dwiem a w arstw am i łańcuchów i(w prze­

strzeni tej mieszczą się boczne łańcuchy, a stopień ich uw odnienia 
określa jej rozm iary);

4) 20—28,6 A — odległość między zwojami łańcucha;
5) 640 A — istota tej odległości podlega dyskusji i może być np. zwią­

zana z pofałdowaniem włókna (104).

2. Zdolność pęcznienia i żelatynizacji ,

C harakterystyczną cechą kolagenu rodzimego jest jego pęcznienie 
w środowiskach: kwaśnym , obojętnym  i zasadowym. Zjawisko to może 
mieć charak ter osmotyczny i wówczas jest spowodowane rozryw aniem  
wiązań jonowych, co prowadzi do rozszerzania i skracania włókien. 
W przypadku pęcznienia liotropowego, rozryw ają się wiązania wodorowe 
pod działaniem  jonów, na skutek czego włókna stają się szersze (osła­
bienie spójni między poszczególnymi łańcuchami).

M aksimum pęcznienia kolagenu w środowisku kw aśnym  przypada 
na pH  2,4 (rysunek 1). W edług B a n g a  i B a ł o  (3) najw iększa ilość 
wiązań między prokolagenem  i m etakolagenem  ulega rozerw aniu przy 
stężeniach kwasu octowego od 0,06°/o do 0,025%. Dla określonej w arto­
ści pH  pęcznienie m aleje proporcjonalnie do wzrostu stężenia chlorku 
sodowego dodawanego do układu w zakresie od 0,1 do 0,5 M. Obecność 
nawet niew ielkich ilości ATP ham uje pęcznienie w środowisku kwaśnym ,
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przy czym ATP łączy się z kolagenem (3). Pęcznienie w słabych kw asach 
posiada zarówno charak ter liotropowy, jak i osmotyczny.

Bardziej złożonym zjaw iskiem  jest pęcznienie kolagenu w  środowisku 
zasadowym (20, 21, 22). Przy zwiększaniu pff od 11,5 do 13,0 obserw uje 
się wzrost pęcznienia postępujący w  m iarę alkalizowania środowiska 
(rysunek 1 ). W pływ chlorku sodowego jest m niejszy w tych w arunkach 
niż w  przypadku środowiska kwaśnego. Przy alkalizacji środowiska za­
chodzi prawdopodobnie rozryw anie wiązań m akrostrukturalnych  i obniża 
się znacznie spoistość kolagenu.

R ysunek 1. P ęcznienie kolagenu w  układach HCl/NaCl i NaOH/NaCl w  20° w g  (20)
------— bez dodania soli,
--------- 0,5 NaCl.

Przy ogrzewaniu kolagenu w środowisku wodnym  następuje w pewnej 
tem peraturze (zależnej od pff roztw oru i od pochodzenia kolagenu) tzw. 
hydroterm iczny skurcz włókien, przy czym do roztworu przechodzą 
składniki białkowe zawierające wielocukrowce. Podobny skurcz można 
wywołać również czynnikam i chemicznymi, np. dodaniem  mocznika, 
chlorku sodowego, jodku lub rodanku potasowego. Skurcz włókien u tru d ­
nia ich pęcznienie (2, 4, 5).

Żelatynę, tj. bezpostaciową formę kolagenu, otrzym ać można trzem a 
drogami:

a) ekstrahując tkankę łączną poddaną przez dłuższy czas działaniu 
zasad (przechodząca do roztw oru żelatyna posiada punkt izoelektryczny 
4, 7);

b) ekstrahując tkankę łączną kwasem  (punkt izoelektryczny o trzy­
m anej żelatyny 8—9);
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c) ogrzewając kolagen w  wodzie (punkt izoelektryczny otrzym anej 
żelatyny 5— 6).

P rzyjm uje się, że tzw. żelatynizacja kolagenu wywołana jest roz­
ryw aniem  wiązań wodorowych i n iektórych wiązań bardziej trw ałych jak  
np. estrowych. Żelatynizacja przebiega prawdopodobnie w dwóch sta­
diach: początkowo pękają tzw. wiązania sieciowe między łańcucham i pep- 
tydowym i, dopiero później następuje częściowy rozpad łańcuchów (1 ). 
Skład aminokwasowy żelatyny i kolagenu, jak również kolejność ułoże­
nia aminokwasów są bardzo zbliżone.

3. B udow a chem iczna

W tablicy 1 podany jest przykładowo skład aminokwasowy kolagenu 
rodzimego skóry wołu. W zestawieniu zwraca uwagę duża zawartość 
glicyny, proliny i hydroksyproliny, m ała zaś — tyrozyny i tryp tofanu  
(który można w ykryć tylko w ultrafiolecie), co odróżnia kolagen od białek 
surowicy (83), oraz brak  cystyny — w odróżnieniu od innych sklero- 
proteidów (17).

T a b l i c a  1
Skład am inokw asow y kolagenu rodzim ego ze skóry w ołu (wg 25)

N azw a am inokwasu Zawartość wyrażona 
w  % N białkowego

Zawartość wyrażona 
w  g/100 g kolagenu

Alanina 8.72 10,32
A llohydroksylizyna 0,14 0,15
Arginina 14,22 8,22
Cystyna brak brak
Fenyloalanina 1,07 2,35
G licyna 26,66 26,57
H istydyna 1,02 0,70
H ydroksylizyna 0,93 1,00
H ydroksyprolina 7,37 12,83
Izoleucyna 1,08 , 1,88
iw a s  asparaginow y 3,93 6,95
K w as glutam inow y 5,69 11,16
L eucyna 2,14 3,73
Lizyna 4,08 3,96
M etionina 0,49 0,97
Prolina 9,43 14;42
Seryna 3,06 4,27
Treonina

CO 
i-H 2,26 '

T ryptofan ślady ślady
Tyrozyna 0,41 0,99
W alina 1,58 2,46

Kolejność ułożenia aminokwasów w cząsteczce kolagenu jest jeszcze 
bardzo mało poznana. Łagodna hydroliza kwasowa lub enzymatyczna
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(31, 29, 30) dała dość znaczne ilości następujących peptydów: pro-hypro- 
-gli; gli-pro-hypro, co wskazuje na obecność pewnych pow tarzających 
się ugrupowań. Ostatnio odkryto obecność wiązania peptydowego, w któ­
rym  uczestniczy grupa 6-N H 2 lizyny (79).

Na powierzchni cząsteczki znajduje się mało wolnych grup aminowych, 
karboksylowych, guanidynowych i hydroksylowych, jednakże ujaw niają 
się one stosunkowo łatwo pod działaniem  słabych czynników chemicznych 
(23, 24). G rupy czynne kolagenu badane były za pomocą acetylowania 
(45, 16), m etylowania (14) i dezaminowania (18).

G r a s s m a n  i S c h l e i c h  wykazali w kolagenie rodzimym obec­
ność około 1 %  węglowodanów jak: glikoza, galaktoza, mannoza, fukoza, 
glikozamina (44, 6). W ykryto również śluzowielocukrowce jak: kwas 
hyaluronowy, chondroityna, kwas chondroitynosiarkow y A, B i C oraz 
siarczan heparyny (80).

Połączenia węglowodanów z kolagenem mogą zawierać wiązania albo 
typu O-glikozydowego (z grupam i hydroksylowym i białka) albo estro­
wego (z grupam i karboksylowym i białka). Prawdopodobnie przeważa 
typ O-glikozydowy, natom iast możliwość istnienia więzi N-glikozydowych 
została wykluczona (43). O typie więzi między śluzowielocukrowcem i ko­
lagenem  wiadomo niewiele; przypuszcza się, że biorą w niej udział g ru­
py SO3 śluzowielocukrowca i grupy N-końcowe cząsteczki glicyny kola­
genu. W kompleksie żelatyna—śluzowielocukrowiec związane są również 
karboksylowe grupy śluzowielocukrowców (36).

Do niedaw na przyjm owano, że od obecności śluzowielocukrowców za­
leży tworzenie się prążkowanej s tru k tu ry  włókien kolagenu (53, 63). 
Kwas chondroitynosiarkowy mógłby służyć jako swojego rodzaju „m atry­
ca”, dzięki okresowo pow tarzającym  się grupom  SO3 w jego łańcuchu. 
Istotnie w procesie em brionalnego rozwoju tkanki łącznej obserwuje 
się proporcjonalność między zawartością wolnego kw asu chondroityno- 
siarkowego B a ilością utw orzonych wiązek kolagenu (77). Odwrotną 
zależność obserw uje się w kolagenozie — wzrost ilości śluzowielocukrow­
ców przy utracie zdolności w ytw arzania się wiązek kolagenowych (8, 9). 
O statnie badania nie wskazują na to, aby śluzowielocukrowce odgrywały 
rolę czynnika decydującego w tworzeniu się s tru k tu ry  kolagenu. Przy­
puszcza się, że związki te  w pływ ają tylko na stabilizację utworzonych 
w łókien (58, 90, 18). W edług niektórych autorów  stosunkowa łatwość 
usuw ania z preparatu  kolagenu śluzowielocukrowców wskazywałaby ra ­
czej na  brak  wiązań atomowych, a istnienie tylko wiązań jonowych m ię­
dzy białk iem  i śluzowielocukrowcem. Heksozy związane są z kolagenem 
trw ale, nie stwierdzono jednak ich w pływu na tworzenie się s truk tu ry  
kolagenu (73).
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III. Budowa i własności kolagenów rozpuszczalnych

1. K olagen y rozp u szcza ln e  w  środ ow isk u  ob ojętnym

Kolagen rozpuszczalny w środowisku obojętnym  (bufory lub roztwory 
soli o pH  7) o trzym uje się przez ekstrakcję tkanki łącznej buforem  fosfo­
ranow ym  i następne wysolenie chlorkiem  sodowym (67).

Masa cząsteczkowa tej grupy kolagenów jest rzędu 1 • 10B; nie są to 
jednak związki jednorodne, lecz agregaty o różnej długości (67). F e s s ­
i e r ,  przeprowadzając ekstrakcję w różnej tem peraturze, otrzym ał trzy 
frakcje kolagenów rozpuszczalnych w buforze fosforanowym, k tóre różnią 
się składem  i własnościami (37).

Kolagen rozpuszczalny w obojętnych roztworach daje po w ytrąceniu 
włókna bezpostaciowe, a po dializie wobec buforu cytrynianow ego — dwa 
typy włókien: prążkowane (o okresie 2200— 5000 Â) i bezpostaciowe. 
W porównaniu z prokolagenem  kolageny tej grupy zawierają m niej pro- 
liny i hydroksyproliny, a więcej tyrozyny (69).

2. K olageny rozp u szcza ln e  w  środow isku  zasadow ym

Kolagen rozpuszczalny w środowisku zasadowym (około 4°/o ogólnej 
ilości kolagenów skóry) otrzym uje się przez ekstrakcję tkanki łącznej 
nasyconym  roztworem  dwuzasadowego fosforanu sodowego o pH  9 (61, 62). 
Masa cząsteczkowa takiego kolagenu wykazuje wartości zbliżone do otrzy­
m ywanych dla kolagenów rozpuszczalnych w środowisku obojętnym.

Po dializie kolagen otrzym any przez ekstrakcję zasadową nie rozpusz­
cza się już w buforach o pH 9, natom iast rozpuszcza się w buforach
o pH  7— 8 dając roztwory trw ałe w tem peraturze 0°. W tem peratu rze 
pokojowej z roztworów tych następuje powolne w ytrącanie białka roz­
puszczalnego w pH  poniżej 4,4, czyli przejście w form ę kolagenu rozpusz­
czalną w kwasach (62).

3. K olageny rozpuszczalne w środow isku  kw aśnym

Kolageny rozpuszczalne w środowisku kw aśnym  są najlepiej pozna­
nymi i najdokładniej opisanym i w piśm iennictwie frakcjam i kolagenów 
rozpuszczalnych. Przez ekstrakcję tkanki łącznej kwasem  octowym o pH
4,5 o trzym uje się kolagen A (82, 34, 26), a buforem  cytrynianow ym  o pH  
4,0 — prokolagen (89).

Kolagen A w roztworze tw orzy agregaty o masie cząsteczkowej od 
3,6*10° — 10-106 (95). A gregaty te łatwo dysocjują pod działaniem
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mocnych kwasów. Przy alkalizacji roztw oru kolagen A przechodzi w żel 
(81). '

Masa cząsteczkowa prokolagenu wynosi 7*105 (w buforze cy trynia- 
nowym), a długość cząsteczki — około 70 000 A. W tem peraturze 37° 
w pH 4, w obecności mocznika, chlorku wapniowego lub jodku potaso­
wego następuje rozpad agregatów i dziesięciokrotne obniżenie m asy 
cząsteczkowej (78, 84).

Według danych K u l o n  e n  a (76) prokolagen rozpuszcza się w roz­
cieńczonych kwasach i kw aśnych buforach o pH  poniżej 4,4 dając roztw ór
o stężeniu 0,9%, natom iast w pH  5— 7 można uzyskać roztwory zawiera­
jące tylko 0,15— 0,4'% białka. Rozpuszczalność kolagenu w buforze cy try- 
nianow ym  tłum aczy O r i e c h o w i c z  dyspergującym  działaniem  tego 
anionu na prokolagen.

W w yniku denaturacji prokolagenu mocznikiem otrzym ano dwa skład­
niki nazwane prokolagenem  a i P; w białku rodzim ym  składniki te są 
prawdopodobnie słabo związane. Taki sam rozpad obserw uje się przy 
w ytrącaniu  prokolagenu z roztw oru pod działaniem  rodanku potasowego 
w buforze fosforanowym. Prokolagen (3 jest uboższy w hydroksyprolinę 
od prokolagenu a (86, 87, 88).

Wysoka lepkość roztworów kolagenu obniża się szybko przy  wzroście 
tem peratu ry  — następuje żelatynizaoja. M inim alna tem peratura, od któ­
rej rozpoczyna się obniżenie lepkości, zależy od pH środowiska i obecności 
pewnych substancji, np. mocznika. P rzy pH 2 wynosi ona 32°, przy pH  
3,8 — 38°, przy pH  5,0 — 41°, a przy pH 7,0 — 65°. W 0,1 M buforze 
cytrynianow ym  o pH  4,0 i 3,0 M stężeniu mocznika obniżenie lepkości 
rozpoczyna się w tem peraturze 30°, a przy 6,0 M stężeniu mocznika — już 
w tem peraturze 23°. P rzyjm uje się, że związana z obniżeniem lepkości 
denatu racja  cieplna przebiega w dwu stadiach. Pierw szym  z nich jest 
rozpad polimerów, następnym  — głębsze zmiany w cząsteczce białka 
(78, 102).

Kolageny rozpuszczalne w kwasach, badane za pomocą promieni Rent­
gena lub w mikroskopie elektronow ym , dają obraz mało różniący się od 
kolagenu rodzimego. Prokolagen w ykazuje obecność dwu typów  włókien. 
Jedne z nich wykazują prążkow anie o okresie 640 A (analogicznie do 
kolagenu rodzimego), drugie — zależnie od techniki ekstrakcji — prąż­
kowanie o okresie od 2000 A do 2600 A.

Proces tworzenia się włókien kolagenu przy w ytrącaniu  z roztworu 
solami przebiega stopniowo. Początkowo pojaw iają się cienkie w łókienka
o okresie 210 A, które łączą się następnie tworząc włókna coraz grubsze. 
Ilość tworzących się włókien w zrasta proporcjonalnie do stężenia soli
(104).

Z uwagi na możliwość przebiegu procesu tego typu  in vivo  specjalne

http://rcin.org.pl



480 M. F IK U S [10J

zainteresowanie budzi w ytrącanie kolagenu z roztworów przez związki 
naturalne, jak  śluzowielocukrowce i glikoproteidy obecne w norm alnej 
tkance łącznej. I tak  sole kwasu hyaluronowego w  zakresie pff od 
2,3— 9,6 w ytrącają kolagen w postaci zagregowanych, długich, cienkich 
włókien. Podobnie działa kwas chondroitynosiarkow y (pff od 2— 8) 
i heparyna (pff od 1,5—8) (10, 27, 36, 64).
N astępujące dane przem aw iają za tym , że między kolagenem a cukrow cem  
powstają wówczas wiązania chemiczne (32):

1 ) zakres pff, w k tórym  tw orzy się osad, zależy od rodzaju śluzo- 
wielocukrowca;

2) dla każdego z tych cukrowców istnieje optym alna dawka strąca­
jąca; '

3) w roztworze zmniejsza się jednocześnie ilość białka i dodanego 
cukrowca, a odnajduje się w pow stającym  osadzie;

4) rodzaj osadu zależy od dodanego śluzowielocukrowca;
5) oba składniki osadu nie rozdzielają się przy działaniu łagodnych 

czynników (przemycie wodą, ogrzewanie do tem peratu ry  48°).
Kolageny w ytrącają się również z roztworu po dodaniu substancji 

nietypow ych dla tkanki łącznej, takich jak nukleotydy ( 1 1 ), fibrynogen, 
owoalbumina (7), endotoksyny (12).

Skład aminokwasowy kolagenów rozpuszczalnych w kwasach jest b a r­
dzo podobny do składu kolagenu rodzimego. O r i e c h o w i c z  stw ier­
dza w prokolagenie brak tyrozyny, tryptofanu, cystyny  i cysteiny; 
w porów naniu z kolagenem rodzimym w ystępują tu  jednak różnice 
w zawartości fenyloalaniny, histydyny, proliny, hydroksyproliny i kwasu 
glutaminowego, ponadto zaś obserw uje się obecność cytruliny. Dane te 
potwierdzają i inni autorzy (60).

IV. Biosynteza kolagenu

Dotychczasowy stan wiedzy o biosyntezie kolagenu — to w dużej 
m ierze hipotezy, nie zawsze poparte danym i eksperym entalnym i. P rzy j­
m uje się, że kolagen tworzy się zarówno w ew nątrz fibroblastów, jak 
i w przestrzeni m iędzykomórkowej (68, 70) w sąsiedztwie błony kom ór­
kowej. Na schemacie 1 przedstawiono przypuszczalny przebieg biosyntezy 
kolagenu.

W ydaje się, że istn ieje  możliwość procesów odwracalnych, tj. prow a­
dzących od raz utworzonego, nierozpuszczalnego kolagenu do form 
rozpuszczalnych (106).

Do ibadania biosyntezy kolagenu stosowano podawanie szczurom gli­
cyny znaczonej izotopem 14C w grupie m etylenowej (61, 83). Wykazano, 
że w młodych organizm ach kolagen podlega dość aktyw nej odnowie,
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szczególnie w kościach i wątrobie, m niej — w skórze i ścięgnach. U sta­
rych szczurów najwyższą aktywność odnowy znaleziono w kościach, 
a najsłabszą — w ścięgnach.

Fibroblast —*■ Zewnątrzkomórkowy 
tropokolagen

Zewnątrzkomórkowy ko­
lagen rozpuszczalny w  od­
czynie obojętnym lub za­
sadowym

Końcowy produkt 
w rogówce

Kom pleks z tłuszczow cam i 
i węglow odanam i, m em b­
rana podstawowa

Włókna em brionalne

śluzobiałko (?)

Kolagen rozpuszczalny  
w  kw aśnym  odczynie 

t

T

+  Kolagen rozpuszczalny  
w  obojętnym odczynie  
+  śluzobiałko (?)

Włókna kolagenu 
nierozpuszczalnego

(wzrastanie s iły  w iązań  
sieciow ych)

i
Nierozpuszczalne  
włókna kolagenu  
starej tkanki łą ­
cznej

Schem at 1. M ożliw e drogi syntezy i przekształcenia kolagenu in v ivo  (wg 68).

Istnienie wielu frakcji kolagenów, różniących się m iędzy sobą roz­
puszczalnością w środowiskach o różnym  pH, nasunęło m yśl o możliwości 
występowania w tkance łącznej zdyspergowanych cząsteczek prekursorów . 
Przypuszcza się (47), że następuje „dopasowywanie się” swoistych, 
przestrzennie identycznych cząstek, umożliwione rucham i Browna wew­
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nątrz  słabo zagregowanej struk tu ry . Reakcja polim eryzacji przeprow a­
dzana in vitro jest odwracalna po krótkim  czasie nagrzewania (49).

O ilości ekstrahującego się z tkanki kolagenu zim nymi obojętnym i 
roztworam i soli decyduje wiek i stan  odżywienia zwierzęcia, ilość ta  
zwiększa się w fazie w zrostu i przybierania na wadze. W okresie głodu 
zwierzęcia zmniejsza się ilość kolagenu tego typu. Zmniejszenie to można 
interpretow ać albo jako zanik syntezy przy równoczesnej polim eryzacji 
obecnego rozpuszczalnego kolagenu na nierozpuszczalne włókna, albo 
jako wynik jego metabolicznego rozpadu. Obserwacje nad polim eryzacją 
w  37° in vitro popierają pierwszą sugestię. Jeszcze w kilka dni po okresie 
głodu nie udaje się wyodrębnić rozpuszczalnego kolagenu; następuje to 
dopiero po utw orzeniu rezerw y białkowej, która, jak przypuszcza się, 
konieczna jest dla syntezy kolagenu.

Dawno już obserwowane zanikanie syntezy kolagenu u zwierząt poz­
bawionych w itam iny C poddano ponownie badaniom  (41, 86, 76). Okazało 
się, że katalizujący wpływ na syntezę kolagenu w yw iera jedynie kwas 
askorbinowy oraz kwas dehydroaskorbinow y, natom iast bez wpływu po­
zostaje dodanie do diety takich analogów, ¡jak kwas glikoaskorlbinowy, 
izoaskorbinowy i dw uhydroksym aleinow y. W nienaruszonej tkance łącz­
nej skóry zwierząt pozostających na diecie bez w itam iny C zanika całko­
wicie kolagen rozpuszczalny w obojętnych roztworach soli (50). W itam ina 
C, podana zwierzęciu lokalnie, w yw ołuje lokalne w ytw arzanie kolagenu, 
czego nie obserw uje się w hodowlach tkanek (40). Przypuszcza się, iż 
rola w itam iny C w syntezie kolagenu związana jest z hydroksylacją lizy­
ny i proliny (97).

Podając zwierzęciu znaczoną prolinę, znajduje się w kolagenie znaczne 
ilości promieniotwórczej hydroksyproliny, natom iast podana znaczona 
hydroksyprolina włącza się tylko w kilku procentach do kolagenu (46). 
W skazuje to, że hydroksylacja zachodzi na etapie tworzenia się pep ty - 
dów lub białka.

Badania nad hydroksylizyną kolagenu — jedynego dotychczas zna­
nego białka zawierającego ten aminokwas — wykazały istnienie podob­
nej zależności. H ydroksylacja lizyny zachodzi na określonym  etapie 
syntezy białka, bowiem brak włączenia do kolagenu podanej wolnej hy- 
droksylizyny (93, 101, 100).

W przeglądzie ograniczono się do omówienia kolagenu ssaków. W arto 
wspomnieć jeszcze o kolagenie otrzym anym  z pęcherza pławnego ryb, 
tak zwanym „ichtiokolu”, k tó ry  można zaliczyć do grupy kolagenów 
rozpuszczalnych w środowisku kw aśnym  (98, 38, 39, 35). Ostatnio rozpo­
częto również badania nad kolagenopodobnymi białkam i zwierząt bez­
kręgowych; w ykazują one wiele cech fizykochemicznych zbieżnych z ce­
cham i kolagenów ssaków (52, 91).
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM VI I960 ZESZY T 4

ST A N ISŁ A W  L E W A K *

Składniki cukrowe antybiotyków makrolidowych 

Shugars of Macrolide Antibiotics

The occurence and structure o f deoxy-d im ethylam inohexoses and 
deoxyhexoses of the m acrolide antibiotics are review ed.

W ostatnich latach w wielu ośrodkach podjęto badania nad antybio­
tykam i w ytwarzanym i przez promieniowce. W śród nowo poznanych 
związków zwrócono uwagę na grupę heterozydów w yróżniających się 
własnościami chemicznymi i biologicznymi. Związki te w ykazują szereg 
analogii w budowie: ich aglikony tworzą pierścienie laktonowe o znacznej 
liczbie członów. W związkach, których s tru k tu ra  została już ustalona, 
liczba atomów tworzących pierścień wynosi od 12 do 17. Z tych przyczyn 
W o o d  w a r  d (44) w 1957 r. zgrupował te antybiotyki w oddzielną klasę, 
nadając im nazwę m akrolidy.

Cukry, składniki m akrolidów, są m etylopentozam i (6-dezoksyheksoza- 
mi). Przynajm niej jeden z nich jest dw um etyloam inocukrem  i nadajs 
charakter zasadowy cząsteczce antybiotyku.

Dotychczas poznano kilkanaście m akrolidów. W tablicy 1 podano naz­
wy antybiotyków  tej grupy, szczep promieniowca, z którego zostały one 
po raz pierwszy wyodrębnione, oraz ich skład elem entarny.

Związki należące do grupy makrolidów m ają bardzo podobne widma 
przeciw bakteryjne. Są one czynne przeciwko większości m ikroorganiz­
mów gramododatnich. N iektóre z nich są czynne również w stosunku do 
bakterii gram oujem nych z rodzajów Neisseria, Hemophilus  i Brucella. 
Różnice w czynności przeciw bakteryjnej m akrolidów m ają charakter ra ­
czej ilościowy niż jakościowy (21). Stwierdzono, że działają one na ko­
m órkę bakteryjną w okresie podziału i że działanie ich ma charakter 
bakteriostatyczny lub bakteriobójczy w zależności od wrażliwości m i­
kroorganizm u i stężenia antybiotyku (18).

* Dr, st. asystent Katedry B iochem ii U niw ersytetu  W arszawskiego.
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T a b l i c a  1
A ntybiotyki grupy m akrolidów

Nazwa antybiotyku Gatunek Streptomyces Wzór sum aryczny i  Literatura

Pikrom ycyna
M etymycyna
N eom etym ycyna
Narbomycyna
Erytromycyna
Erytromycyna B
Gryzeomycyna

O leandom ycyna  
M agnamycyna 
M agnamycyna B 
Foromacydyna A 

B 
C 
D

Leukomycyna  

Leukom ycyna B 

Angolam ycyna

S. felleus Lindenbein  
S. M 2140 
S. M 2140 
S, narbonensis 
S. erythreus  
S. erythreus  
szczep zbliżony do 
S, griseolus 
S. antibioticus  
S. halstedii 
S. halstedii

szczep Streptomyces  
dotychczas nie opisany

szczep zbliżony do 
S. antibioticus 
szczep zbliżony do 
S. antibioticus
S. eurythermus

C23H43O7N
C20H43O7N
C:EH 430 -N
C2BH4707N
C37H 9i0 13N
C37H,70kN

nieznany
C 3 5 H 3 1 O J 2 N

C42He70 ltiN

C 4 2 H 6 7 O 15 N

CisiLsOisNa
C 4 7 H 3 0 O 16 N 2

C4sH820uN2
nieznany
C 30-38Hó4_56Oh_ 13N

C41H66O16N

nieznany

3
12

11
9
6,27

30

41
37
29,39
22

8.31
8.31
8.31
8.31 

20,34

35

Podobnie jak  w przypadku innych antybiotyków , hamowanie rozwoju 
m ikroorganizm ów przez m akrolidy powoduje powstawanie szczepów od­
pornych. Jeśli pewien szczep bak tery jny  został uodporniony na działanie 
określonego antybiotyku i jest równocześnie niew rażliw y w stosunku do 
innego — m am y wówczas do czynienia z odpornością krzyżową między 
tym i dwoma antybiotykam i. Odporność krzyżowa jest zazwyczaj zwią­
zana z podobieństwem m echanizm u działania przeciw bakteryjnego an ty ­
biotyków, k tóre z kolei jest często wyrazem  analogii w ich budowie che­
micznej.

Żaden z m akrolidów nie w ykazuje odporności krzyżowej z powszech­
nie stosowanymi antybiotykam i jak penicylina, streptom ycyna, chloram ­
fenikol, terram ycyna i aureom ycyna (27, 37, 39). Natom iast zijawisko 
odporności krzyżowej w ew nątrz grupy m akrolidów było wielokrotnie 
obserwowane (38, 41). Fakt ten  przem awia również za wyodrębnieniem  
m akrolidów w oddzielną grupę antybiotyków.

Przyczyną dużego zainteresowania m akrolidam i jest ich nieznaczna 
toksyczność oraz fakt, że często okazują się one czynne w stosunku do 
m ikroorganizm ów odpornych na inne antybiotyki. Dwa m akrolidy, ery-
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trom ycyna i m agnam ycyna (zwana również karbomycyną), znalazły już 
zastosowanie w lecznictwie i są produkowane na skalę przemysłową*.

K lasyfikację makrolidów można przeprowadzić biorąc pod uwagę 
struk turę  pierścienia aglikonowego lub czynność biologiczną. Można 
również przeprowadzić ten podział na podstawie ilości reszt cukrow ych 
wchodzących w  cząsteczkę m akrolidu i na podstawie sposobu powiązania 
Składników cukrow ych z aglikonem.

Spośród dotychczas poznanych m akrolidów cztery zawierają ty lko 
jedną resztę cukrową. Są to: pikrom ycyna, m etym ycyna, neom etym ycyna 
i narbom ycyna. Należy zauważyć, że wszystkie te cztery antybiotyki za­
w ierają ten sam  cukier: desozaminę (IV). *

Obecność dwóch reszt cukrow ych stwierdzono w cząsteczkach e ry ­
trom ycyny, oleandom ycyny i m agnam ycyny. Erytrom ycyna zawiera 
cukry  desozaminę (IV) i kladinozę (XV) oleandom ycyna — desozaminę 
(IV) i L-oleandrozę (XIX), natom iast m agnam ycyna jest glikozydem m y- 
kaminozy (X) i m ykarozy (XIII). O statni cukier w ykryto również w  pro­
duktach hydrolizy forom acydyn A, B, C i D. Budowa tych czterech 
m akrolidów jest dotychczas m ało zbadana; udało się jedynie stwierdzić, 
że zawierają one więcej niż jeden składnik cukrow y (8). Stwierdzono 
również obecność przynajm niej dwóch cukrów w produktach hydrolizy 
angolam ycyny (7). Najm niej zaawansowane badania nad gryzeomycyną 
i leukom ycyną nie dostarczyły jeszcze żadnych danych o składnikach 
cukrow ych tych makrolidów (34, 35, 41).

Dwie reszty cukrowe wchodzące w skład cząsteczki m akrolidu mogą 
być powiązane z pierścieniowym  aglikonem bądź każda oddzielnie, bądź 
też tworząc wiązanie glikozydowe między sobą. Erytrom ycyna i oleando- 
m ycyna są przykładem  pierwszego typu połączenia, natom iast m agna­
m ycyna jest biozydem.

Przykładem  m akrolidu zawierającego jedną cząsteczkę cukru jest 
pikrom ycyna (I), przykładem  antybiotyków , w których dwie reszty cu ­
krowe są powiązane w odm ienny sposób z pierścieniem laktonowym  — 
erytrom ycyna i m agnam ycyna (II, III).

Hydroliza m akrolidów  powodująca uwolnienie składników cukrowych 
wymaga starannie kontrolowanych warunków. Całkowita hydroliza pi- 
krom ycyny (4), erytrom ycyny (14, 19, 36) oraz m agnam ycyny (44) nie 
jest możliwa bez głębokich zmian struk tu ry  lub nawet całkowitego roz­
kładu aglikonu. Trudności hydrolizy form acydyn (8), Leukomycyny (34)
i angolam ycyny (7) nie pozwoliły na wyodrębnienie składników cukro­
w ych tych m akrolidów  i ustalenie ich budowy.

* W literaturze polskiej obszerniejszy opis w łasności biologicznych m akrolidów  
oraz budow y ich aglikonów  podano w  m onografii K o r z y b s k i e g o  i K u r y ­
ł o  w i c  z a  (25) oraz w  artykule L e w a k a  w  Wiadomościach C hemicznych  (26).

[3 ] SK Ł A D N IK I CUKROW E A N TY B IO TY K Ó W  M AK RO LIDO W YCH  4 8 9
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W produktach kwaśnej hydrolizy m akrolidów znaleziono pięć związ­
ków  o charakterze cukrowym, k tórych s truk tu rę  zdołano ustalić. Dwa 
z nich są 3 ,6-dwudezoksy-3-dwum etyloam inoaldoheksozami, trzy  pozosta­
łe _  2 ,6-dwudezoksyaldoheksozami. W większości przypadków  nie ustalo­
no konfiguracji na asym etrycznych atomach węgla tych cukrów  z po­
wodu trudności otrzym ania ich w większej ilości.
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Pierw szym  zbadanym  m akrolidem  była pikrom ycyna w yodrębniona 
w 1951 roku przez B r o c k m a n  n a  i współpracowników (3). H ydroli- 
zując ten  antybiotyk otrzym ali oni am inocukier (4), k tó ry  nazwali pikro- 
cyną i przeprowadzili dowód jego budowy w sposób następujący (5).

Pikrocyna, posiadając charakter zasady, tworzy łatwo chlorowodorek
o wzorze sum arycznym  CsH i j OsN 'H C I. Pod wpływem  4 N wodorotlenku 
sodowego pikrocyna traci całkowicie azot pod postacią dw um etyloam iny 
już w tem peraturze pokojowej. To spostrzeżenie pozwala stw ierdzić, 
że w cząsteczce tego cukru dwa atomy węgla tworzą wraz z atom em  azotu 
grupę dwum etyloaminową. Z drugiej strony analiza funkcyjna w ykazała 
obecność w cząsteczce pikrocyny jednej grupy C-m etylowej i dwóch 
czynnych atomów wodoru. Powstawanie pochodnej dwuacetylowej w w y­
niku reakcji z bezwodnikiem octowym pozwoliło na stwierdzenie, że oba 
czynne atom y wodoru pikrocyny wchodzą w skład grup hydroksylowych. 
Biorąc pod uwagę, że pikrocyna daje wszystkie reakcje charakterystycz­
ne dla aldoz, oczywiste było, że jest ona dw um etyloam ino-trójdezoksy- 
cukrem  o jednej wolnej grupie alkoholowej. Dla ostatecznego ustalenia 
budowy pikrocyny pozostawało więc określenie pozycji podstaw ników 
łańcucha węglowego.

Chlorowodorek pikrocyny (IV) łatwo reaguje z jednym  równoważni­
kiem nadjodanu, tworząc pentozę (VII). Kwas karboksylowy (V), otrzy­
m any przez utlenianie pikrocyny tlenkiem  rtęciow ym  nie daje tej reakcji. 
Te dwa doświadczenia pozwoliły umiejscowić grupę alkoholową w pozy-

OH
OH
I

HC--------------
I

CHN(CH3)2

c h 2
I

CH-----------

HC-
I

JO«'

I
c h 3

o

CHOH
I

CHN(CH3)2

c h 2

C H -
I

c h 3

h 2o

-o

COOHI
CHOH
I

CHN(CH3)2I
c h 2
I

CHOH
I

CH3

o=c-

VII IV

CHOH
I

CHN(CH3)2

c h 2
I

CH------------
I

c h 3

VI

o

2J04"

CHO
I

c h 2
I

CHOH
I

CH3

CHO
I

CH
II
CH

Ćh 3

VIII IX

Schem at 1. P ikrocyna (desozam ina) i produkty jej przem iany.
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ej i a względem hydroksylu ozydowego. Kwas (V) łatwro tw orzy lakton 
(VI), którego własności w skazują na budowę 6 laktonu. Zarówno ta  
obserwacja, jak i fakt, że pen toza (VII) w ystępuje w postaci furanozowej 
(co wykazano na podstawie widma IR), w skazują, że pikrocyna ma b u ­
dowę piranozową, a zatem trzeci atom tlenu w ystępujący w jej cząsteczce 
związany jest z atomem węgla 5.

Powstawanie jodoformu podczas traktow ania pikrocyny lub produk­
tów  jej utleniania (V) i (VII) za pomocą jodu w  środow isku alkalicznym  
wskazuje na to, że grupa m etylowa jest związana z atom em  węgla posia­
dającym  podstawnik tlenowy. Pozycja grupy metylowej na krańcu łań ­
cucha węglowego została ostatecznie ustalona przez w yodrębnienie a l­
dehydu krotonowego (IX) z produktów  utleniania pikrocyny za pomocą 
nadm iaru nadjodanu. Prawdopodobnie w tej reakcji pow staje pierw ot­
nie aldehyd (3-hydroksymasłowy (VIII), k tóry  następnie przekształca 
się w  aldehyd krotonowy (IX).

Znane jest zjawisko wydzielania am oniaku przez połączenia (3-amino- 
karbonylowe pod wpływem  alkaliów. Biorąc ten fak t pod uwagę B r o k -  
k m a n n zaproponował położenie grupy dwum etyloam inowej przy atomie 
węgla 3 cząsteczki pikrocyny. Powstawanie aldehydu krotonowego pod­
czas utleniania tego cukru całkowicie potwierdziło to przypuszczenie.

Omówione wyniki badań pozwoliły na ustalenie dla pikrocyny budowy
3-dwum etyloam ino-3,4,6-trójdezoksyheksopiranozy i(IV).

Kwaśna hydroliza innego m akrolidu, erytrom ycyny, dała również 
dwum etyloam inooukier (19). F l y n n ,  S i g a  11, W i l e y  i G e r z o n  
(14) prowadzili w Ameryce badania nd struk tu rą  tego cukru, nazwanego 
desozaminą, w  tym  samym czasie co B r o c k m a n n  i współpracownicy 
ustalali w Niemczech budowę pikrocyny. Badania, prowadzone niezależ­
nie jedne od drugich, przebiegały w sposób bardzo podobny i doprowa­
dziły do tych samych wyników. Desozamina utleniona przez nadjodan 
daw ała 2 -dwum etyloam ino-pentozę (VII), a na skutek dalej posuniętego 
utleniania — aldehyd krotonowy (IX). F l y n n  i współpracownicy prze­
kształcili desozaminę w jej metyloglikozyd. Różnica w labilności ugru­
powania dwumetyloaminowego desozaminy i m etylodesozam inidu wska­
zywała, że miejscem tej grupy jest atom  węgla 3 cukru. Pozycję 
krańcową grupy metylowej określono na skutek dodatniej reakcji jodo- 
formowej, jaką wykazywała desozamina i jej pochodne. W wyniku tych 
badań określono desozaminę jako 3-dwum etyloam ino-3,4,6-trójdezoksy- 
heksozę (IV). Porównanie desozaminy z pikrocyną wykazało identyczność 
obu związków.

Biorąc pod uwagę względy historyczne cukier ten  powinien nosić 
nazwę pikrocyny, ponieważ jest składnikiem  pikrom ycyny — m akrolidu 
wyodrębnionego jako pierwszy antybiotyk tej grupy. Jednakże nazwa
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desozamina, przyjęta przez badaczy am erykańskich, była używana w cią­
gu prac poświęconych ustaleniu s tru k tu ry  nie tylko erytrom ycyny, ale 
również m etam ycyny (10), neom etym ycyny (11), narbom ycyny (9), ole- 
andomycyny (13) i stała się bardziej powszechna niż wprowadzona przez 
B r o c k m a n n a  i współpracowników nazwa pikrocyna.

Inny dwumetyloaminocukier znaleziono w produktach hydrolizy dwóch 
makrolidów: m agnam ycyny (33) i m agnam ycyny B (22). Budowa tego 
związku została ustalona przez H o c h  s t e i n a  i R e g n ę  w 1955 r.
(23). Cukier ten nazwany mykaminozą jest dwum etyloaminodwudezo- 
ksyheksozą o wzorze sum arycznym  C8H 17O4N. Reakcja z nadjodanem  
wskazuje na sąsiednie położenie grupy alkoholowej i hydroksylu ozydo- 
wego. Położenie ugrupowania dwum etyloam inowego ustalono w sposób 
analogiczny jak dla desozaminy (pikrocyny): znaczna labilność tej grupy 
w cząsteczce mykaminozy i względna stabilność reszty  dwum etyloam ino- 
wej m etylom ykaminozydu i pentozy odpowiadającej związkowi (VII) 
wskazuje, że grupa ta  znajduje się w pozycji (3 względem ugrupowania 
ozydowego.

Przez acetylowanie mykaminozy otrzym ano dwa różne trójoctany. Fakt 
ten  może być wytłum aczony przez tworzenie się trójoctanów  dwóch 
różnych form cyklicznych tego cukru, furanozowej (XII) i piranozowej 
(XI), i wskazuje, że dwa pozostałe atomy tlenu są powiązane z atomami 
węgla 4 i 5 mykaminozy. G rupa m etylowa zajm owałaby zatem pozycję 
krańcow ą łańcucha węglowego cukru. Przypuszczenie to potwierdziły 
wyniki reakcji mykaminozy z nadjodanem . H o c h s t e i n  i R e g n a  
wyodrębnili aldehyd octowy z produktów  utleniania m ykam inozy przez 
dwa równoważniki nadjodanu.
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Schem at 2. Form y tautom eryczne m ykam inozy.

Na podstawie przedstaw ionych faktów  przypisano mykaminozie bu­
dowę 3-dwumetyloamino-3,6-dwudezoksyheksozy (X — form a aldehy­
dowa, XI — furanozowa, XII — piranozowa).

Zwraca uwagę duże podobieństwo budowy m ykam inozy i desozaminy. 
Te dwa dwum etyloam inocukry różnią się między sobą ty lko podstawni­
kiem  na C4. W mykaminozie w ystępuje w tym  położeniu grupa hydro­
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ksylowa, brak je j natom iast w desozammie. Desozamina jest zatem
4-dezoksym ykaminozą.

Chrom atografia produktów  kwaśnej hydrolizy form acydyn A, B, C
1 D wykazała obecność dw um etyloam inocukru (8). Stwierdzono, że nie 
jest on identyczny z desozaminą, jednak budowa tego związku nie została 
dotychczas określona.

Prace nad ustalaniem  budowy dwum etyloam inocukrów makrolidów po­
zwoliły na poznanie nowej reakcji tych związków. W edług publikacji 
wcześniejszych (1 ) substancje posiadające grupę dwum etyloam inową zwią­
zaną z atomem węgla sąsiadującym  z atom em  m ającym  funkcję alkoho­
lową nie są utleniane przez nadjodan. Tymczasem F 1 y n  n, S i g a 1 1, 
W i l e y  i G e r z o n  (14) wykazali, że wiązanie między atomami węgla
2 i 3 desozaminy może ibyć zaatakowane przez ten odczynnik. Ta dość 
powolna reakcja była obserwowana również przez B r o c k m a n n a  (5) 
oraz H o c h s t e i n a  i R e g n ę  (23) podczas prac nad ustalaniem  budowy 
mykaminozy.

Budowę składnika cukrowego m akrolidów nie posiadającego charak­
teru  zasady ustalili po raz pierwszy W o o d w a r d  i współpracownicy 
w 1953 r. (33). Cukier ten nazwany m ykarozą otrzym ano przez kwaśną 
hydrolizę m agnam ycyny i forom acydyn; ma on wzór sum aryczny 
C7H14O4 i zawiera w swej cząsteczce dwie grupy C-metylowe i trzy  
hydroksylowe. Mykaroza reaguje z dwoma równoważnikam i nadjodanu, 
co wskazuje na sąsiednie rozmieszczenie grup alkoholowych. W produk­
tach utleniania m ykarozy przez tjeden mol nadjodanu udało się stw ier­
dzić obecność aldehydu acetylooctowego.

W świetle tych danych doświadczalnych ilość możliwych s truk tu r dla 
m ykarozy ograniczyła się do dwóch, reprezentow anych przez wzory 
(XIII) i  (XIV). Jeden z nich odpowiada aldoheksozie z grupą metylową 
w łańcuchu bocznym, drugi — 2 -ketoheptozie.

c h 3

HOCH-
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CHi

HOC

O CH2 O I
CHOH

I
CH
I

I
CHOH
I

CH3

CH-
I

c h 3

XIII XIV

Dodatni w ynik reakcji m ykarozy z odczynnikiem Fehlinga wskazywał 
na budowę (XIII) dla tego cukru. Budowa ta została całkowicie potw ier­
dzona przez utlenianie m ykarozy za pomocą bromu, w w yniku czego
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otrzym ano lakton kwasu aldonowego o wzorze sum arycznym  C17 H 12O 4. 
Utlenianie 'ketozy (XIV) nie mogłoby dać kwaśnego produktu o podob­
nym  składzie elem entarnym .

W cząsteczce m agnam ycyny m ykaroza jest estryfikowana przez kwas 
izowalerianowy. Miejsce reszty izowalerylowej w m etylo-izowalerylo- 
-mykarozydzie otrzym anym  przez m etanolizę m agnam ycyny ustalono 
na podstawie braku reakcji tego połączenia z nadjodanem. Jedynym  
miejscem przyłączenia reszty kwasowej uniem ożliwiającym  reakcję m e­
ty lo-izowalerylo-m ykarozydu z nadjodanem  jest hydroksyl czwartego 
atom u węgla.

O wiele większe trudności napotkano podczas określania budowy cukru 
otrzym anego przez hydrolizę erytrom ycyny (14, 19, 42, 43). Cukier ten, 
nazwany kladinozą, daje wyniki analizy elem entarnej odpowiadające 
wzorowi sum arycznem u CsHigO**, w ykazuje dodatnią reakcję charak­
terystyczną dla cukrów  redukujących i dodatnią reakcję jodoformową. 
Cząsteczka kladinozy zawiera dwie grupy C-metylowe, jedną m etoksy- 
lową i dwie grupy alkoholowe. G rupy te nie sąsiadują ze sobą, bowiem 
kladinoza nie reaguje z kwasem  nadjodowym. Brak reakcji z kwasem 
nadjodowym  wykazał (ponadto, że kladinoza jest 2 -dezoksycukrem.

Przez utlenienie kladinozy za pomocą brom u otrzym ano połączenie
o charakterze y-laktonu. Działanie alkaliów na ten związek powodowało 
elim inację grupy metoksylowej i powstanie a, (3-nienasyconego laktonu. 
W i l e y o w i  i W e a v e r o w i  (43), którzy prowadzili prace nad usta- 
ustaleniem  budowy kladinozy, nie udało się wprawdzie oczyścić i scharak­
teryzować obu lakton ów z powodu ich nietrwałości, ustalili jednak, że 
związki te  reagują z jednym  równoważnikiem  nadjodanu dając aldehyd 
octowy i kwas (3-form ylo-krotonowy (XVIII), co pozwoliło umiejscowić 
dwa hydroksyle kladinozy przy atom ach węgla 4 i 5, a dwie grupy m e­
tylowe przy atomach 3 i 5 łańcucha węglowego cukru. Nietrwałość grupy 
m etoksylowej i otrzym anie 'kwasu (3-formylokrotonowego w wyniku de­
gradacji kladinozy w skazuje na ugrupow anie 3-m etylo-3-m etoksy- w czą­
steczce tego cukru.
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Schem at 3. Kladinoza i produkty jej przem iany
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Na podstawie powyższych danych przyjęto  dla kladinozy budowę 
(XV), dla laktonu otrzym anego w w yniku jej utleniania ibudowę (XVI), 
zaś dla związku otrzym anego w w yniku elim inacji grupy m etoksylowej 
budowę (XVII).

Pomimo iż konfiguracja (przestrzenna asym etrycznych atomów węgla 
m ykarozy i kladinozy nie została jeszcze określona, oczywiste jest po­
dobieństwo tych dwóch cukrow ych składników makrolidów. Jest bardzo 
prawdopodobne, że kladinoza jest e terem  3-m etylowym  mykarozy.

Trzeci cukier m akrolidów nie zawierający grupy aminowej, w yodręb­
niony przez hydrolizę oleandom ycyny (13, 45), w odróżnieniu od m ykarozy
i kladinozy ma łańcuch nierozgałęziony. Cukier ten, nazw any L -olean- 
drozą, o wzorze sum arycznym  C7H 14O4, jest 2,6-dwudezoksy-3-0-m etylo- 
-L-m annozą (XIX).
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HC—OCH3 I
HO-CH

I
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Budowę L- oleandrozy ustalono w  wyniku utleniania nadjodanem
i badania produktów  tej reakcji oraz przez utlenianie kwasem  azotowym
i hromem. Cukier ten  znano już uprzednio —  został on wyodrębniony 
w 1937 r. (28) z produktów  hydrolizy glikozydów nasercowych, jego bu­
dowa wyjaśniona w 1938 r. przez T s c h e s c h e g o ,  B o h l e ’a i N e u ­
m a n  n a (40), a dziesięć lat później całkowicie potwierdzona na drodze 
syntezy (2).

Jak  już wspomniano, reszty cukrowe mogą być w rozm aity sposób 
powiązane z aglikonem makrolidowym. W niektórych przypadkach stw ier­
dzenie, czy dwie cząsteczki cukru są połączone oddzielnie z różnym i 
grupam i alkoholowymi pierścienia laktonowego m akrolidu, czy też tylko 
z jedną w  postaci biozy — możliwe jest na drodze blokowania wolnych 
hydroksyli antybiotyku przez m etylow anie lub acetylowanie. Oznaczenie 
ilości grup alkoholowych w cząsteczce aglikonu, otrzym anego w wyniku 
hydrolizy tak  zablokowanego m akrolidu, pozwala na określenie sposobu 
wiązania m iędzy aglikonem i cukram i.

Metoda ta nie nadaje  się jednak do zastosowania w dość częstych 
przypadkach, gdy hydroliza m akrolidu powoduje zmiany w struk turze 
aglikonu. Z tego względu stosuje się inny sposób postępowania. Zauwa­
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żono, że znacznie łatwiej przebiega częściowa hydroliza makrolidów, 
zachodząca z odłączeniem jednej jednostki cukrowej. W ymaga ona dużo 
łagodniejszych w arunków  niż hydroliza całkowita. Porównanie własności 
wyjściowego dwucukrowego glikozydu i otrzym anego monozydu pozwala 
na stwierdzenie sposobu powiązania cukrów.

Przykładem  zastosowania tej m etody są badania W o o d w a r d a  nad 
s truk tu rą  m agnam ycyny (44). M akrolid ten  zawiera jako składniki cu­
krowe mykaminozę i 4-izowalerylomykarozę. Podczas hydrolizy przepro­
wadzonej w łagodnych w arunkach m agnam ycyna traci m ykarozę, pozo­
staje produkt częściowej hydrolizy, nazwany karim bozą, k tó ry  jest gli­
kozydem mykaminozy i aglikonu m akrolidu. Karim boza (pK 8,3) jest 
silniejszą zasadą niż m agnam ycyna (pK  7,0). W skazuje to, że w cząsteczce 
wyjściowego m akrolidu m ykaroza jest związana z hydroksylem  m yka­
minozy — sąsiednim w stosunku do ugrupowania dwumetyloaminowego 
ostatniego cukru; elćktrofilowy układ acetalu m ykarozy znajdujący się 
w  pobliżu grupy dwum etyloaminowej obniża zasadowość tej grupy. A za­
tem  należy przyjąć dla dw ucukru m agnam ycyny budowę 4-(4'~izowa- 
lerylom ykaro)-m ykam inozy (por. wzór III).

Podczas prac nad ustaleniem  budowy innych m akrolidów, zawiera­
jących dwie reszty cukrowe: erytrom ycyny (15) i oleandom ycyny (13) 
nie zaobserwowano zmiany zasadowości produktu częściowej hydrolizy 
antybiotyków. A zatem w tych m akrolidach cząsteczki cukru  nie są 
związane ze sobą.

Pomimo iż ostatnio opublikowano wiele prac nad biosyntezą m akro­
lidów (16, 17, 44), jednakże dotychczas nieznane są drogi budowania przez 
mikroorganizmy składników cukrowych tych antybiotyków.

Biosynteza ich związana jest prawdopodobnie z kom órkową przem ianą 
cukrową, lecz jak  dotychczas nie ma żadnych sprawdzianów tego przy­
puszczenia (41). M ykaroza (XIII) i kladinoza (XV) są 3-metyloheksozami
i nie wiadomo, czy powstają one w w yniku dołączenia grupy metylowej 
do łańcucha sześciowęglowego, czy też z innych niż heksozy jednostek 
elem entarnych. Am inocukry: desozam ina (IV) i m ykaminoza (X) różnią 
się znacznie budową od rozpowszechnionych w świecie zwierzęcym  2-ami- 
nocukrów: glikozaminy i galaktozam iny, k tórych biosynteza i przem iany 
zostały ostatnio dość dokładnie poznane (32). Nie wiadomo natom iast, 
czy am inocukry makrolidów powstają w wyniku przem ian zachodzących 
w już utworzonej jednostce sześciowęglowej, jakkolwiek to przypusz­
czenie w ydaje się bardzo prawdopodobne.

Nieznana jest również rola składników cukrowych w  aktywności 
biologicznej makrolidów. Jednak zbliżona czynność przeciw bakteryjna 
różnych m akrolidów i podobieństwo budowy ich cukrów sugeruje możli­
wość wpływu składników cukrowych na aktywność tych antybiotyków.
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Należy podkreślić, że obecność 3-dwumetyloaminodezoksyheksoz została 
stwierdzona wyłącznie w cząsteczkach makrolidów. 2,6-Dwudezoksyhek- 
sozy znaleziono również w innej grupie substancji o znacznej aktyw ­
ności biologicznej, a mianowicie glikozydach nasereowych. W spólnym 
cukrem  w ystępującym  zarówno w makrolidach, jak  i w glikozydach 
nasercowych jest L-oleandryna.

Zagadnienie budowy składników cukrowych m akrolidów jest częścią 
badań biologicznych, chemicznych i farmakologicznych, staw iających 
sobie za zadanie ustalenie zależności między budową chemiczną a czyn­
nością biologiczną. Rozpoczęte ostatnio prace nad syntezą tych związków
(24) pozwolą prawdopodobnie w krótce na otrzym anie ich w  większej 
ilości i dostarczą m ateriału  do badań biologicznych.
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G RZEGO RZ JESKE*

Fizjologiczna funkcja korzenia w obiegu 
i metabolizmie związków organicznych w roślinie

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

The review  on the effect of m inerał constituents uptake, photo- 
synthesis, the in ten siv ity  o f respiration and other factors on the 
circulation of organie compounds in plants is given.

W śród dawniejszych prac z dziedziny fizjologii roślin wiele było 
poświęconych zagadnieniom przewodzenia produktów  fotosyntezy poprzez 
floem z liści do innych organów rośliny, jak  na przykład stożków wzrostu, 
owoców lub korzeni. Sporo również prac wykonano w celu wyjaśnienia 
m echanizm u pobierania składników m ineralnych przez korzeń i prze­
wodzenia ich poprzez ksylem  do części nadziem nych rośliny. Bardzo 
m ało natom iast przeprowadzono badań nad dw ukierunkow ym  obiegiem 
związków organicznych, k tó ry  obejm uje tak  przewodzenie asymilatów, 
jak  i produktów  metabolizmu korzenia. Oczywiście pewną pomocą w w y­
jaśnieniu tego zagadnienia mogą być dotychczasowe wiadomości o m echa­
nizm ie przewodzenia produktów  fotosyntezy, jednakże znaczne różnice 
m etod badawczych, jakie stosowali poszczególni autorzy, nie pozwalają 
na porów nanie wyników i wyciągnięcie bardziej ogólnych wniosków.

W ęzłowym punktem  zagadnienia obiegu związków organicznych jest 
poznanie m echanizm u ich równoczesnego przewodzenia w dwu prze­
ciwnych kierunkach poprzez tkanki przewodzące, mianowicie asymilatów 
poprzez floem oraz produktów  metabolizmu korzenia przez ksylem. 
Między ksylem em  i floemem istnieją znaczne różnice w budowie ana­
tomicznej. Jak  wiadomo, w  związkach ksylem u znajdują się długie, m ar­
tw e kom órki tworzące naczynia, natom iast wiązki floemu są zbudowane 
z żywych komórek, z k tórych część tworzy ru rk i sitowe. Już chociażby 
z tego względu można spodziewać się głębokich różnic w mechanizmie 
przewodzenia związków organicznych przez ksylem  i floem. Toteż zgod­
nie z poglądem wielu autorów można przyjąć, że przewodzenie produk­

* Mgr, adiunkt K atedry F izjologii R oślin WSR w  Poznaniu.
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tów fotosyntezy przez floem jest ściśle związane z aktywnością m etabo­
liczną tej tkanki, przewodzenie zaś składników m ineralnych oraz produk­
tów metabolizmu korzenia poprzez m artw e kom órki ksylem u wywołane 
jest w dużej m ierze działaniem siły ssącej żywych komórek. Siła ssąca 
kom órek jest zjawiskiem fizycznym, powstającym  w w yniku parow ania 
wody w procesie transpiracji. Jednakże oprócz tej siły poważną rolę 
w przewodzeniu związków organicznych i m ineralnych poprzez ksylern 
odgrywa również aktywność metaboliczna korzenia przejaw iająca się 
w parciu korzeniowym.

Wiadomości nasze o roli korzenia w tym  złożonym procesie fizjolo­
gicznym były do niedaw na skąpe. Wiemy, że korzeń w odróżnieniu od 
autotrofieznych części nadziemnych jest organem  heterotroficznym  i wo­
bec tego różni się znacznie od nich swą funkcją fizjologiczną. Aktywność 
fizjologiczna korzenia uzależniona jest w poważnym stopniu od dopływu 
produktów fotosyntezy, podobnie jak  wzrost części nadziem nych uzależ­
niony jest w dużeij m ierze od intensywności pobierania składników  m i­
neralnych. Korzeń i organy nadziem ne wzajem nie się uzupełniają i ich 
spraw ne funkcjonowanie w arunkuje zarówno praw idłowy rozwój, jak 
i wzrost rośliny. Przeto poznanie m echanizm u obiegu związków orga­
nicznych pomiędzy korzeniem  a częścią nadziemną posiada podstawowe 
znaczenie w fizjologii i biochemii roślin.

Osiągnięcia ostatnich lat pozwalają już obecnie w nieco szerszym 
ujęciu przeprowadzić dyskusję nad czynnikam i w pływ ającym i na obieg 
związków organicznych w roślinie.

Badania przeprowadzone w 1957 roku przez K u r s a n o w a  i jego 
współpracowników dostarczyły dużo interesującego m ateriału  (16, 17, 
32), k tó ry  w znacznej mierze przyczynił się do zmian dawniejszego po­
glądu na obieg związków organicznych. Nie doceniano uprzednio znacze­
nia ksylem u i jego funkcji i dlatego dużym  osiągnięciem wspom nianych 
autorów było stw ierdzenie zależności pomiędzy natężeniem  przewodze­
nia związków organicznych poprzez floem a natężeniem  przewodzenia 
metabolitów korzenia poprzez ksylem.

Intensywność obiegu związków organicznych (jest niew ątpliw ie uza­
leżniona od aktywności m etabolicznej całej rośliny. Jednakże K u r s a -  
n o w  główną rolę przypisuje korzeniom, k tó re  — jego zdaniem — w y­
kazują wyższą aktywność metaboliczną w porównaniu z innymi organam i 
rośliny.

Regulowanie natężenia obiegu związków organicznych w roślinie jest 
jedną z funkcji korzenia, na k tó rą  wpływa wiele różnych procesów fizjo­
logicznych, a w szczególności pobieranie składników m ineralnych, od­
dychanie, fotosynteza, wzrost oraz parcie korzeniowe.
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I. W pływ pobierania składników mineralnych

Dane doświadczalne P r i s t u p y  i K u r s a n o w a  uzyskane w 1957 
roku wskazują, że w przewodzeniu związków organicznych w dwu 
przeciw nych kierunkach korzeń posiada dom inujące znaczenie (32). Auto­
rzy ci, badając różne czynniki w arunkujące natężenie obiegu związków 
organicznych, wykazali znaczny w pływ  na ten proces składników m ineral­
nych pobieranych przez korzeń. W sposób w yraźny charakteryzują ten 
fakt dane zestawione na rysunku  1, z których wynika, że rośliny hodo­
wane na pożywce m ineralnej i asym ilujące przez pewien czas 14COo 
w procesie fotosyntezy gromadziły w korzeniach znacznie więcej produk­
tów znaczonych 14C niż rośliny rosnące w wodzie.

Korzenie Liście

14600

7800 7000 7000

~2000Ó N 

14000

156000

135000 135000 127000

100200

125000

II II

Rys. 1. R adioaktyw ność (w im p/m in na organ) korzeni i liśc i 22-dniow ych roślin  
dyni po 180-m inutowej fotosyntezie w  atm osferze 14CO-2 i  następnym  48-godzin.nym  

przebyw aniu w  atm osferze norm alnej w ed łu g  (32).
I — hodow anych w  w odzie destylow anej, II — hodow anych na pożyw ce P ria-

nisznikow a.

Interesujące jest również stwierdzenie, że chwilowy brak składników 
m ineralnych w m ałym  stopniu hamuije natężenie fotosyntezy, natom iast 
silnie ham uje przewodzenie produktów  fotosyntezy do korzenia. W ytłu­
maczenie tego zjawiska nie będzie trudne, jeżeli uwzględni się współ­
zależność w ystępującą pomiędzy procesami fizjologicznymi i biochemicz­
nymi. Nagromadzenie produktów  fotosyntezy w nadziem nych częściach 
roślin w  w arunkach chwilowego braku Składników m ineralnych (ry­
sunek 1) można uważać za w ynik zużycia zapasów m ineralnego fosforanu 
w reakcjach fotosyntetycznej fosforylacji (42). Zgodnie z poglądem 
A r  n o n a (2) oraz K a n d l e r a  (15) w  następstw ie tych reakcji i w w y­
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niku silnej konkurencji o nieorganiczny fosforan oksydatyw na fosfory­
lacja ulega znacznemu zahamowaniu. W rezultacie braku  związków 
wysokoenergetycznych ulega również zahamowaniu przewodzenie produk­
tów fotosyntezy poprzez floem do korzenia.

P r i s t u p a  i K u r s a n o w  (32), badając aktywność metaboliczną 
korzenia oraz w związku z tym  intensywność przewodzenia cukrów  
z części nadziemnej do korzenia, stw ierdzili, że cukry  ulegają w korze­
niu w krótkim  czasie przemianom i przechodzą w znacznej części w  związ­
ki o charakterze anionowym  (tablica 1):

T a b l i c a  1
Podział radioaktywności pom iędzy w ęglow odanam i i substancjami o cha­
rakterze jonowym w  częściach nadziem nych i korzeniach dyni po 80 m i­

nutach fotosyntezy w  atm osferze 14CÓ.> /32/

'

Organ
rośliny

Radioaktywność wyciągu  
alkoholowego  

im p/m in/organ

Radioaktywność 
zw iązków  o chara­
kterze anionow ym

ogólna
po przepuszczeniu 

przez anionit im p/m in/organ °//o

Łodyga i liśc ie 4300 3750 550 13
(górna część)

Łodyga i liśc ie 1300 1200 100 8 I
(dolna część)

Korzeń 8200 5500 2700 33

Związki te według poglądów wym ienionych badaczy wchodzą następ­
nie w połączenia z kationam i i w tej form ie po krótkim  czasie powracają 
poprzez ksylem  do części nadziem nych rośliny. Dowodem słuszności tych 
poglądów jest w dużeij mierze stw ierdzone przez wielu autorów (10, 
16, 17, -47, 52, 53) występowanie w eksudatach korzeniowych znacznych 
ilości związków organicznych i organom ineralnych.

Szybkość przewodzenia związków organicznych u dyni jest znaczna 
i wynosi we floemie 70 cm/godz. (32). Ruch związków organicznych 
w obu kierunkach jest intensyw ny i, jak  wskazują dane tablicy 2, po 
80 m inutach znajduje się w  korzeniu 48%  radioaktywności asymilatów. 
W czasie następnych 40 m inut radioaktyw ność substancji nagromadzo­
nych w korzeniu spadła do 18°/o. Fakt ten świadczy, że w ciągu tego 
czasu więcej niż połowa substancji doprowadzonych do korzenia wró­
ciło po przekształceniu do organów nadziemnych.

Dalsze prace K u r s a n o w a  w  pewnym  sensie przyczyniają się do 
w yjaśnienia m echanizm u obiegu związków organicznych. A utor ten
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T a b l i c a  2
R adioaktywność nadziem nych organów i korzeni 22-dniowych  

roślin dyni, fotosyntezujących w  ciągu 80 m inut 
w  atm osferze 14C02 , a następnie w  atm osferze normalnej (32)

Procentow y udział
Organ w  ogólnej radioaktywności rośliny
rośliny po czasie doświadczenia

40 m in 80 m in i 120 m in

Część nadziem na 61,0 51,5 82,0
Korzeń 39,0 48,5 18,0

i jego współpracownicy szczególną uwagę zwrócili na działanie pewnych 
składników m ineralnych, które ich zdaniem  w yw ierają w pływ  na ak tyw ­
ność metaboliczną rośliny, a w szczególności na m etabolizm  cukrów. 
Pierw szym  etapem  tych prac były badania nad określeniem  działania

45000

15000

7500 7750 8250

30000

21030
27040

I  II

Rys. 2. R adioaktyw ność (w im p/m in na organ produktów  fo tosyn tezy  p rzen ie­
sionych do korzenia w ed łu g  (32).

I — w  destylow anej w odzie, II — w  0,0015 M roztw orze N H 4NO3 .

azotu oraz fosforu na metabolizm cukrów  w korzeniu oraz na jakościowy 
i ilościowy skład m etabolitów korzenia przewodzonych przez ksylem  do 
części nadziem nych roślin. K rótkotrw ałe wyłączenie azotu z pożywki 
(rysunek 2) silnie ham uje przewodzenie asym ilatów do korzenia, jak  rów ­
nież przewodzenie m etabolitów  korzenia do części nadziem nych rośliny. 
Autorzy uważają, że brak NH;5 niezbędnego do am inacji ketokwasów 
przyczynia się do znacznych zaburzeń norm alnego m etabolizmu cukrów  
i ogranicza tym  samym  zużycie ich w korzeniu.

Poparciem  tego poglądu są w yniki badań wielu autorów  (16, 18, 25, 
35, 36 i 52) wskazujące, że znaczną część azotu transportow anego z ko­
rzenia poprzez ksylem  do części nadziem nych rośliny stanow ią azotowe

8 P o stę p y  B iochem ii
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związki organiczne, głównie aminokwasy. W ykazano również, że dla 
sprawnego obiegu związków organicznych i d la podtrzym ania norm alnych 
procesów przem iany cukrów  konieczna jest obecność azotu m ineralnego, 
warunkującego w korzeniu syntezę organicznych związków azotowych, 
k tó re  następnie są transportow ane do części nadziem nych rośliny.

Spośród innych składników" m ineralnych, których naw et kró tkotrw ały  
brak silnie ham uje krążenie związków organicznych, należy wym ienić 
fosfor. Wychodząc z założenia, że obecność nieorganicznych fosforanów 
jest niezbędnym  w arunkiem  syntezy wysokoenergetycznych związków 
fosforanowych, k tóre biorą udział praw ie we wszystkich reakcjach bio­
syntezy, można przypuszczać, że w w arunkach głodu fosforanowego 
nastąpią poważne zmiany w metabolizmie rośliny oraz w intensywności 
obiegu związków organicznych.

Z badań K u r s a n c w a  i K u l a j  e w y  (27) wynika, że m etabo­
lizm cukrów  w korzeniu w w arunkach norm alnych jest bardzo intensyw ­
ny i dlatego mimo znacznego ich dopływu z części nadziem nych korzenie 
młodych roślin wykazują niską zawartość cukrów. W ¡badaniach tych 
szczególną uwagę zwrócono na zawartość kwasu pirogronowego, k tóry  jest 
dobrym  wskaźnikiem, określającym  drogę przem ian cukrów  ze względu 
na swą rolę końcowego produktu  glikolizy oraz substra tu  wyjściowego 
cyklu Krebsa. Autorzy stw ierdzili, że w w arunkach głodu fosforanowego 
wzrasta zawartość kw asu pirogronowego, natom iast obniża się zawartość 
kwasu a-ketoglutarow ego (tablica 3). Nagromadzenie kw asu pirogrono­
wego jest tu ta j dowodem zahamowania drogi przem iany kwasów orga­
nicznych w cyklu Krebsa.

T a b l i c a  3
W pływ  fosforu na zawartość ketokwasów w  korzeniach  

23-dniow ych roślin dyni (17)

Rodzaj
pożyw ki

Zawartość ketokw asów  
w  /< gramach na 1 g św ieżej m asy

kw as pirogronowy kwas a-ketoglutarow y

dośw. I dośw. II dośw. I dośw. II

Pełna 32 37 195 272
Bez fosforu 46 42

i
120

-------------
128

C harakterystyczną zmianą składu jakościowego i ilościowego kwasów 
organicznych w korzeniu na skutek głodu fosforanowego jest także wzrost 
zawartości kw asu glioksalowego, a obniżenie zawartości kw asu a-keto­
glutarowego (tablica 3). Pojawienie się kwasu glioksalowego przy krótko­
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trw ałym  głodzie fosforanowym  (tablica 4) jest dowodem naruszenia nor­
m alnej drogi m etabolizm u kw asu pirogronowego.

T a b l i c a  4
Zawartość kw asu glioksalow ego w korzeniu i części 

nadziem nej dyni w  różnych warunkach żyw ienia fosforem (32)

Rodzaj Zawartość kwasu glioksalow ego

pożyw ki w ng  na 1 g św ieżej masy
w  korzeniu w  części nadziem nej

Pełna 0 0
Bez fosforu 75 825

Nagromadzenie kwasu glioksalowego tłum aczą cytowani autorzy tym, 
że przy braku nieorganicznych fosforanów kwas octowy może być tylko 
w m ałym  stopniu aktyw owany przez koenzym A i dlatego ijego przemiana 
nie przebiega według cyklu  Krebsa, tylko poprzez kwas glikolowy i glio- 
ksalowy. Nagromadzenie kwasu glioksalowego w tych w arunkach jest 
wynikiem  niecałkowitego utlenienia cukrów. Należy zaznaczyć, że w wa­
runkach dostatecznego zaopatrzenia korzeni w nieorganiczny fosforan 
kwas glioksalowy nie powstaje. Stwierdzenie obecności dehydrogenazy 
kwasu glikolowego w tkankach roślinnych (24, 26, 46) potwierdza możli­
wość przem iany kwasu octowego poprzez kwas glikolowy do kwasu 
glioksalowego.

Badając wpływ braku fosforu na intensywność procesu karboksylacji 
przy zastosowaniu N aH 14iC0 3 , K u r s a n o w  i K u l a j e w a  wykazali, 
że korzenie, rosnące w  ciągu 48 godzin na pożywce nie zawierającej fos­
foru, zawierają więcej kwasu cytrynowego niż korzenie kontrolne. Pow­
stały  w tych w arunkach kw as cytrynow y odznaczał się bardzo słabą 
radioaktyw nością (tablica 5). Natom iast w w arunkach dostatecznego za­
opatrzenia w nieorganiczny fosforan kwas cytrynow y występował w m a­
łej ilości, lecz odznaczał się wysoką radioaktyw nością (17). W yniki te 
świadczą o możliwości istnienia różnych dróg m etabolizmu cukrów, pro­
wadzących do syntezy kwasu cytrynowego. Autorzy sugerują, że w wa­
runkach  dostatecznego zaopatrzenia tkanek korzenia w nieorganiczny 
fosforan kwas cytrynow y powstaje w w yniku karboksylacji pośrednich 
produktów  cyklu Krebsa, a p rzy  niedoborze nieorganicznego fosforanu
— na innej drodze; w w arunkach głodu fosforanowego znacznie obniża 
się intensywność wiązania CO2 w tkankach korzeniowych. Z badań 
U t t e r a ,  K u r  a h a s h i  i R o s e  (49 oraz T s c h e n a  i Y e n n e -
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s 1 a n d (45) wynika, że przyczyną obniżenia zdolności w iązania CO^ 
w  procesie karboksylacji w tkankach korzenia jest przede wszystkim  
brak TPN i IDP.

T a b l i c a  5

W pływ  fosforu na procesy karboksylacji w  tkankach korzenia 
dyni. Dane uzyskane po upływ ie 3 godzin od um ieszczenia  

korzeni w  pożywce z dodatkiem 0,005 N NaH 14CC>3 (32)

Radioaktywność kwasu
zawartego w  1  g św ie ­

Rodzaj kwasu żej m asy w  im p/m in
na pożywce:

z fosforem bez fosforu

Cytrynowy 190 23
Jabłkow y 960 243
Bursztynow y 142 0

Fumarowy 46 17
G lioksalow y 4 0

x “5> A 240 90
N ie określony 5 72

Ogólna radioaktywność kw asów 1587 445
i

Drugim charakterystycznym  efektem  zmiany dróg m etabolizm u cu­
krów  w korzeniu przy braku fosforanu jest wysoka radioaktywność 
kwasu jabłkowego, która w omówionym doświadczeniu (17) osiągnęła 
70°/o ogólnej radioaktywności w szystkich kwasów organicznych (tabli­
ca 5). W tym  przypadku synteza kwasu jabłkowego może przebiegać 
w różny sposób. Bezpośrednio tworzy się on przez karboksylację kwasu 
pirogronowego przy udziale enzymu kwasu jabłkowego (malic enzym)  
według następującej reakcji (29).

CH3 COOH
I I
CO +  COa +  TPNH +  H + -----------* CH* +  TPN+
I I
COOH CHOH

I
COOH

Pośrednia droga prowadzi poprzez kwas szczawiowooctowy, k tó ry  — 
jak  w ynika z badań S a l t m a n a ,  K u n i t a k e ,  S p o l t e r a  i S t i t t s a  
(39) — powstaje z kwasu fosfoenolopirogronowego (PEP):

http://rcin.org.pl



[9] FIZ JO L O G IC Z N A  F U N K C JA  K O R Z E N IA  509

g lik o liza  
Cukry -— — ■ PEP

COOH
I

karboksylaza PEP CO 
PEP +  C 0 2 -------------------------------- > |

CH2
I
COOH

B a n d u r s k i  (35) stwierdził, że karboksylacja kwasu pirogrono­
wego prowadząca do powstawania kwasu szczawiowooctowego jest w  tkan ­
kach roślinnych, w przeciw ieństwie do tkanek zwierzęcych, reakcją nieod­
w racalną.

Omówione wyniki świadczą o tym , że w w arunkach niedoboru fos­
foranu metabolizm cukrów  w korzeniu przebiega na drodze różnej od 
cyklu Krebsa i w konsekwencji prowadzi do poważnych zmian w ogólnym 
metabolizmie związków organicznych. Zm iany te, związane z ogranicze­
niem  oksydatyw nej fosforylacji, obniżają intensywność obiegu związków 
organicznych pomiędzy częścią nadziemną a korzeniem.

Dalsze z kolei badania K u l a j e w y ,  S i l i n y  i K u r s a n o w a
(16) wykazały, że w w arunkach chwilowego braku fosforanu w zrasta 
w korzeniu oraz w jego eksudacie zawartość argininy i glutam iny, na to ­
m iast obniża się zawartość alaniny, kwasu Y-aminomasłowego, lizyny, 
h istydyny i proliny (rysunek 3). Z porównania chrom atogram ów oraz 
tablicy 3 wynika, że obniżenie zawartości alaniny wiąże się ze wzrostem  
zawartości kwasu pirogronowego, a wzrost zawartości glutam iny z obni­
żeniem zawartości kwasu a-ketoglutarow ego.

W ymienieni autorzy w yrażają pogląd, że przyczyną obniżenia się za­
wartości alaniny przy chwilowym braku fosforanu może być niska za­
wartość fosfopirydoksalu, k tó ry  bierze udział w  transam inacji pomiędzy 
kwasem  glutam inowym  i kwasem  pirogronowym. Natom iast wzrost za­
wartości glutaminy, k tórej prekursorem  jest kwas glutaminowy, jest 
bezpośrednim dowodem, że poziom fosforanu w roślinie w m ałym  stop­
niu  wpływa na przebieg aminacji kwasu a-ketoglutarowego.

Na podkreślenie zasługuje wzrost zawartości argininy. Zgodnie z po­
glądam i M o t h e s a (24) rośliny w  w arunkach głodu węglowodanowego, 
przy braku dostatecznej ilości właściwych akceptorów amoniaku, tw orzą 
specyficzne związki posiadające w  swej cząsteczce większą liczbę grup

COOH
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Nazwa aminokwasu Korzenie 
Poż. - P  +P

Eksudat 
Poż. - P  +P

Cystyna o o o o  o o

Lizyna jO  o O CT5 o

Substancja niezidentyfikowana
¿CD o

Arginina
O o o o

Substancja niezidentyfikowana
O

GLutamina oOo OOO
Kwas asparaginowy O o o o o o

Kwas glutaminowy
O C3 C=> CZ>

Alanina O^“ o 0 ^ 0

Aminokwas x o

Prolina
e? o c£s o

Kwas / - aminomastowy CD ^ CP ^

Walina O o <o

Rys. 3. Chrom atogram y w olnych  am inokwasów  zaw artych w  tkankach i ek su -  
daoie korzeni w  różnych w arunkach karm ienia fosforanem  w edług (16).

Poż — rośliny na pełnej pożywce;
— P — rośliny na pożyw ce z w yłączen iem  fosforanu;
+  P — rośliny początkow o na pożyw ce pozbaw ionej fosforanu, a następnie na 

pełnej pożyw ce.

aminowych, jak  na przykład arginina, cytrulina lub allantoina. Efekt 
głodu węglowodanowego może być wywołany brakiem fosforanu y/pły­
w ającym  hamująco, jak wynika z badań P r  i s t u p y  i K u r s a n o -  
w a (32), na przewodzenie asym ilatów z części nadziem nych do korzenia.

Dane doświadczalne w skazują również, że w w arunkach głodu fos­
foranowego zahamowana zostaje synteza wielu ważnych aminokwasów 
niezbędnych dla syntezy białka (16). Niezdolność do syntezy tych ami­
nokwasów można tłum aczyć brakiem  ich bezpośrednich prekursorów . 
W rezultacie zm iany te prowadzą do znacznego obniżenia procentowej 
zawartości azotu białkowego przy równoczesnym wzroście azotu niebiał- 
kowego (tablica 6).
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T a b l i c a  6
Zawartość różnych form azotu w  korzeniach dyni w  różnych warunkach  
karmienia fosforanem  (w m g N na 1 g świeżej m asy korzenia) w g (16)

Forma
azotu

Zawartość azotu (w św ieżej m asie po karmieniu pożywką

pełną - P +  P

m g/g °//o m g/g % m g/g °//o

Ogólny 46,5 100,0 44,6 100,0 44,8 100,0
Białkow y 40,0 86,1 33,9 76,8 34,6 77,2
Niebiałkowy 6,5 13,9 10,3 23,2 10,2 22,8
A m inow y 0,6 1,3 1 , 1 2,5 1,0 2,3
A m idowy 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 5,5 12,4 5,8 12,9

— P  — ro ślin y  n a  pożyw ce z w y łączen iem  fosforanu;
+  P  — ro ś lin y  początkow o n a  pożyw ce pozbaw ionej fosfo ranu , a n as tęp n ie  n a  p e ł­

nej pożyw ce.

Obniżenie procentowej zawartości białka w korzeniu jest zjawiskiem  
niekorzystnym  i świadczy o przewadze procesów katabolicznych, co 
prowadzi do obniżenia aktyw ności metabolicznej korzenia i do zahamo­
wania obiegu związków organicznych.

II. W pływ fotosyntezy

Funkcja fizjologiczna korzenia jako organu heterotroficznego, przeja­
wiającego między innym i swą aktywność fizjologiczną w parciu korze­
niowym oraz w procesach obiegu związków organicznych, jest w dużej 
mierze uzależniona od organów nadziemnych. Stąd też na aktywność 
fizjologiczną korzenia poważny wpływ wyw iera fotosynteza. W pływ 
fotosyntezy na intensywność przewodzenia związków organicznych i m i­
neralnych oraz na ich obieg w  roślinie jbył przedm iotem  badań wielu 
autorów (4, 11, 12, 50, 53).

B i d d u 1 p h (4) jak  również G o o d a 11 (11, 12) stwierdzili, że prze­
wodzenie asym ilatów poprzez floem z liści do łodygi i do korzenia prze­
biega na świetle dwa razy szybciej niż w ciemności. Nowsze badania 
W a k l i n o w e j ,  D o m a n a  i R u b i n a  wykazały (50), że fotosynteza 
jes t istotnym  procesem wzm agającym  intensywność przewodzenia zwią­
zków organicznych z części nadziem nej do korzeni, jak również w  kie­
runku  odwrotnym , natom iast św iatło w w arunkach, w  których fotosyn­
teza nie zachodzi, nie wywiera żadnego wpływu.

K ukurydza po 5 m inutach asym ilacji 14COo i następnie po 8-miu go-
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dżinach przebyw ania na świetle w obecności n ie  znaczonego CO2 gromadzi 
w swych korzeniach dw ukrotnie więcej substancji ¡zawierających 14C, 
aniżeli przetrzym yw ana na świetle z wyłączeniem  CO2 .

Z prac licznych autorów  (5, 23, 28, 44, 50) wynika, że wraz z foto­
syntezą przebiega in tensyw na synteza białek i wielocukrowców w e 
wszystkich organach rośliny, a w  w arunkach zaham owania fotosyntezy 
przeważają procesy rozpadu tych składników. Jak  wiadomo, synteza 
białek i wielocukrowców wym aga stałego dopływu zarówno niskoczą- 
steczkowych związków organicznych, jak  i związków m ineralnych i tym  
samym przyczynia się do wzmożenia ich obiegu w roślinie. Badanie 
zmian w natężeniu przewodzenia składników m ineralnych i organicznych 
poprzez ksylem  w przebiegu dobowym wykazało regularność w ahań 
z występowaniem  maksimum w godzinach popołudniowych, a m inim um  
w nocy.

Korelację pomiędzy fotosyntezą a pobieraniem  nieorganicznych fos­
foranów stw ierdził także H e  l d  e r  (13). Z danych B i d d u l p h a  (4), 
A r  i s z a (1) oraz S i m o n i s a  i E h r e n b e r g a  (41) wynika, że w zra­
stające zapotrzebowanie na fosforan w procesie fotosyntezy wzmaga po­
bieranie tego składnika przez korzenie. W edług poglądów R o b e r t s o n a  
(37) intensywność pobierania jonów, a zwłaszcza anionów przez ko­
rzeń, jest w dużej m ierze skorelowana z natężeniem  oddychania. Stąd 
więc wzrost natężenia oddychania powoduje z jednej strony szybsze 
zużycie produktów  fotosyntezy w korzeniu, a z drugiej strony przyczynia 
się do intensywniejszego ich dopływ u z części nadziemnej do korzenia.

Takie tłum aczenie wzajem nego związku pomiędzy fotosyntezą, pobie­
raniem  składników m ineralnych (zwłaszcza fosforanów) oraz natężeniem  
obiegu związków organicznych w roślinie znajduje potwierdzenie w po­
przednio przedstaw ionych wynikach badań wielu autorów. Nie zawsze 
jednak fotosynteza przyczynia się do w zrostu natężenia przewodzenia 
związków organicznych. Może być ona czynnikiem  ham ującym  przewo­
dzenia asym ilatów do korzenia w w arunkach głodu fosforanowego, jak 
to w ynika z omówionych danych doświadczalnych P r i s t u p y  i K u r ­
s a  n o w a (32).

III. W pływ natężenia oddychania i oksydatyw nej fosforylacji

Jak  wiadomo, procesy oddychania tlenowego dostarczają energii, 
k tó ra  w reakcjach oksydatyw nej fosforylacji gromadzi się w związkach 
makroergicznych. Natężenie tych procesów jest więc głównym  czyn­
nikiem  regulującym  aktywność metaboliczną rośliny, a w  szczególności 
korzenia, co z kolei w arunkuje  obieg związków organicznych i m inerał-
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nych. Zależność pomiędzy tym i procesami została stw ierdzona przez wielu 
badaczy (14, 21, 30, 41, 48, 51).

T u r k i t n a  i D u b i n i n a  (48) oraz W i l l e n b r i n k  (51) wykazali, 
że zastosowanie DNP lub arsenianów, nie ham ujące w roślinie oddy­
chania, lecz ham ujące oksydatyw ną fosforylację, ogranicza w znacz­
nym  stopniu przewodzenie w rurkach  sitowych związków organicznych 
oraz fosforu i azotu. W yniki tych badań świadczą, że nie tyle proces 
oddychania, ile związana z nim oksydatywna fosforylacja jest zasadniczym 
czynnikiem  transportu  związków organicznych we floemie. Stwierdzono 
podobną zależność pomiędzy intensywnością pobierania składników m i­
neralnych  oraz transportem  ich poprzez ksylem  a natężeniem  oksyda- 
tywnej fosforylacji (14, 21, 30, 40). Czynniki ham ujące oksydatyw ną 
fosforylację ham ują pobieranie oraz przemieszczanie składników m ineral­
nych z korzeni do organów nadziemnych, lecz tylko w ciemności.

Dalszym etapem  badań, których wyniki mogłyby się przyczynić do 
w yjaśnienia procesów krążenia związków organicznych w roślinie, po­
winno być poznanie procesów biochemicznych w s truk tu rach  podkom ór- 
kowych. Badania mechanizmu pobierania i przewodzenia składników 
m ineralnych przez komórki włośnikowe oraz transportu  składników m i­
neralnych do organów nadziemnych przyczynią się niew ątpliw ie do 
w yjaśnienia tego zagadnienia. Należy tu  uwzględnić fakt, że transport 
ten  odbywa się nie tylko w formie jonów, lecz również w postaci labilnych 
połączeń organiczno-m ineralnych. Świadczą o tym  w yniki licznych badań 
nad składem  eksudatów  korzeniowych po odcięciu części nadziemnych. 
W eksudatach tych, jak wykazali W o l f f g a n g  i M o t h e s  (52), 
E n g e l b r e c h t  (10), R e u t e r  (35), oraz K u r s a n o w  i K u l a -  
j e w a  (17), obok znacznych ilości związków organicznych (jak amino­
kwasy, kwasy organiczne) w ystępuje szereg połączeń organiczno-m ineral­
nych. Pewne znaczenie w transporcie składników m ineralnych do części 
nadziemnych przypisują niektórzy badacze tak zwanym „nośnikom” . 
M a i s  el ,  B e n s o n  i T o l b e r t  (22) oraz S c o t t - R u s s e l l ,  M a r ­
t i n  i B i  s h o p  (41) w yrażają pogląd, że dla fosforanu nośnikiem  jest 
cholina. Pewną rolę w transporcie fosforanów odgryw ają również nu- 
kleotydy (19, 21).

W yniki badań cytow anych autorów wskazują, że transportow ane z ko­
rzeni poprzez naczynia aminokwasy, nukleotydy, białka rozpuszczalne 
oraz związki organiczno-m ineralne są wykorzystyw ane jako takie lub 
dostarczają prekursorów  do syntezy związków organicznych w częściach 
nadziem nych rośliny. Organy nadziemne z kolei dostarczają do korzenia 
asym ilaty, k tó re  tu  ulegają głębokim przem ianom  i w racają już w  innej 
formie do części nadziem nych.
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IV. W pływ innych czynników

1. T ranspiracja

W yniki badań R u s s e l l a  i S h o r r o c k s a  (38), P e n o t a  (31) 
oraz R a t n e r a ,  A k i m o c z k i n y  i U c h i n y  (34) wskazują, że 
w w arunkach doshtatecznego zaopatrzenia rośliny w fosfor natężenie 
przewodzenia tego składnika m ineralnego poprzez ksylem  w znacznej 
mierze uzależnione jest od natężenia transpiracji. Natomiast w w arunkach 
niedoboru fosforu nie stwierdzono wyżej wspomnianej zależności.

2 . Substancje w zrostow e

Wiadomo, że w tkankach rosnących, zaw ierających duże stężenie 
substancji wzrostowych, przewodzenie związków organicznych i m ine­
ralnych jest intensywniejsze niż w tkankach starych. Można więc sądzić, 
że odpowiednie stężenie substancji wzrostowych w yw iera wpływ na 
kierunek i intensywność transportu  związków organicznych. W yniki 
badań C h o u d h r i e g o  (7) wskazują, że opryskiw anie liści kwasem 
2,4-dwuchlorofenoksyoctowym przyczynia się do w zrostu w  nich zaw ar­
tości asymilatów, oraz że stosowanie substancji wzrostowych na pewnych 
odcinkach łodygi fasoli powoduje w tych miejscach również wzrost za­
wartości asymilatów. Świadczy to o wzmożonym dopływie asymilatów 
do mieijsc opryskanych substancjam i wzrostowymi oraz zahamowaniu 
odpływu asymilatów z liści opryskanych.

3. F azy  rozw ojow e

Rozpatrując proces obiegu związków organicznych, nie można po­
minąć znaczenia faz rozwojowych rośliny. Badania P r o k o f j e w a ,  
Ż d a n o w a  i S o b o l e w a  (33) wskazują, że w fazie kw itnienia i za­
wiązywania nasion słonecznika 90°/o' produktów fotosyntezy Jiścia prze­
mieszcza się do organów generatyw nych. Podobne wyniki otrzym ali dla 
soi B i e l i k ó w  (6), dla pomidorów S i s l e r ,  D u g g e r  i G a u h  
(43) oraz M u r n e e k  (27). Świadczy to, że u roślin monokarpicznych 
wraz ze wzrostem nasion i owoców ulega zahamowaniu aktywność me­
taboliczna korzeni, najprawdopodobniej na skutek głodu węglowodano­
wego, co w konsekwencji prowadzi w krótkim  czasie do śmierci rośliny. 
Dlatego też usuwanie kaczanów u kukurydzy (20), lub zawiązanych owo­
ców u bawełny (9) przyw racało norm alny obieg związków organicznych 
pomiędzy korzeniem  a częścią nadziemną i wzmagało wzrost organów 
wegetatywnych u tych roślin.
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Sukcesy badań nad funkcją fizjologiczną korzenia w obiegu zwią­
zków organicznych w roślinie ibez w ątpienia otw ierają przed nauką
o wzroście i rozwoju roślin coraz szersze horyzonty, lecz równocześnie 
im wnikliw iej próbuje się poznać mechanizm obiegu tych związków, 
tym  w yraźniej ukazuje się złożoność tego zjawiska.
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T O M VI  1960 Z E S Z Y i 4

ZOFIA T U R N O W S K A -S T A R C K *

Przemieszczanie węglowodanów w roślinach

Translocation of Carbohydrates in Plants

The translocation o f carbohydrates in parenchym a tissue and in 
save tubes is  presented. The d ifferen t hypotheses concerned the p er­
m eability  of protoplasm  in p lant cells are review ed .

Pojęcie przemieszczania węglowodanów w roślinach obejm uje ich 
wędrówkę do organów heterotroficznych z tkanek, w  których zachodzi 
fotosynteza, jak  również z organów, w k tó rych  gromadzone są jako 
substancje zapasowe. Droga tej wędrówki iprowadzi poprzez tkanki pa- 
renchym atyczne liści lub korzeni oraz poprzez floem.

Można sądzić, że sposób przenikania węglowodanowych produktów 
fotosyntezy przez cytoplazmę kom órek mezofilu nie jest identyczny 
z ich ruchem  w komórkach sitowych. Takie przypuszczenie w ynika już 
choćby z faktu różnej budowy anatom icznej i różnych właściwości 
fizjologicznych tkanek na tych dwóch odcinkach drogi, przez które 
w ędrują asym ilaty.

I. Przemieszczanie węglowodanów w tkankach miękiszowych

Przenikanie węglowodanów przez protoplazm ę kom órek bądź to pa- 
renchym y liści, bądź korzeni przebiega z  szybkością większą niż poz­
w alałyby na to praw a dyfuzji. Fakt ten  stw ierdzili w 1936 roku M a s o n  
i P h i l l i s  (43) i w yrazili pogląd, że wędrówka asym ilatów odbywa się 
na zasadzie tzw. aktywowanej dyfuzji. Autorzy nie potrafili bliżej spre­
cyzować, na czym polega ta aktyw acja, a tylko przypuszczali, że energia 
pochodząca z oddychania obniża opór staw iany przez plazmę w czasie 
dyfuzji roztworu.

* Dr, adiunkt K atedry F izjologii R oślin  Szkoły G łów nej G ospodarstw a W iej­
skiego w  W arszawie.
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1 . P rzep u szcza ln ość  protop lazm y

Przez wiele lat zagadnienie przenikania związków przez prctoplazm ę 
kom órek roślinnych łączono ściśle z jej przepuszczalnością. W 1904 r. 
powstała lipidalna teoria O v e r t o n  a, k tó ra  tłum aczyła różną szybkość 
wnikania związków do wakuoli niejednakow ą ich rozpuszczalnością w li­
pidach. W 1926 r. R u h l a n d  wiąże zjawiska przepuszczalności plazmy 
z wielkością porów istniejących pomiędzy s truk tu ra lnym i utworam i warstw 
pogranicznych protoplazmy. Jest to tzw. teoria u ltrafiltru . Wreszcie 
w  1937 r. C o l l a n d e r ,  uwzględniając założenia 0'bu poprzednich hipo­
tez, uzależnia przenikanie związków od mozaikowej s tru k tu ry  plazmy, 
w  której można wyróżnić fragm enty z przewagą grup hydrofilnych lub 
też hydrofobowych.

Żadna ze wspom nianych hipotez nie w yjaśnia jednak wszystkich obser­
wowanych doświadczalnie faktów. W różnych doświadczeniach z rośli­
nam i badano nie tylko szybkość przenikania związków organicznych, lecz 
także w pływ  tem peratury , inhibitorów  enzym atycznych i wielu innych 
czynników na t-en proces. Różne inhibitory hamowały przenikanie bada­
nych związków. W przypadku cukrów obserwowano współczynnik tem ­
peraturow y szybkości m igracji zbliżony do wartości Qio w ielu reakcji 
enzym atycznych (79). Często stw ierdzano też, że substancje o bardzo 
zbliżonych właściwościach fizycznych i budowie chemicznej przenikają 
przez cytoplazmę z różną szybkością (np. glikoza i fruktoza). W szystkie 
te fakty prowadzą do wniosku, że mechanizm przenikania różnych zwią­
zków nie jest jednakowy i związany jest z przem ianam i zachodzącymi 
w komórkach. Dlatego też statyczne pojęcie przepuszczalności proto­
plazmy ustąpiło miejsce pojęciu przepuszczalności fizjologicznej.

Według B r o o k  s a i B r o o k s a  (cyt. wg 34) przepuszczalność proto­
plazmy może być scharakteryzow ana „szybkością przenikania substancji
— przez przepuszczalną w arstw ę — przy określonej sile motorycznej 
(driving force)”. Odróżniają oni pojęcie przepuszczalności w wąskim 
znaczeniu tego słowa — biorąc pod uwagę fizyczne własności błon plaz- 
m atycznych — i w  szerszym, w k tórym  przenikanie związków uzależ­
nione jest ściśle od fizjologicznych właściwości protoplazm y, między 
innym i od sił, w arunkujących ruch  substancji poprzez protoplazmę. Je ­
żeli — zdaniem  K r a m e r a  (34) — jakaś substancja nie przenika do 
komórki, może to być spowodowane nie tylko nieprzepuszczalnością błony, 
lecz również brakiem  siły w arunkującej ruch  tej substancji.

W ostatnich czasach punkt ciężkości badań nad m igracją różnych 
substancji przesunął się zatem ze zjawisk przepuszczalności (w klasycz­
nym  ujęciu) na badania sił m otorycznych tego ruchu. Choć obecnie nie 
znamy jeszcze dokładnie charak teru  tych sił, w ydaje się niewątpliwe,

http://rcin.org.pl



[3] P R Z E M IE SZ C ZA N IE  W ĘG LO W O DANÓ W  W R O ŚL IN A C H 519

że są one ściśle uzależnione od procesów przem iany m aterii w komórkach, 
a szczególnie od procesu oddychania. W odniesieniu do przenikania cu­
krów świadczą o tym  liczne prace, wykazujące osłabienie, a niekiedy 
nawet całkowite zahamowanie absorpcji tych substancji w złych wa­
runkach tlenowych (3, 9, 10, 35, 55, 80).

Przemieszczanie związków7 uzależnione od procesu oddychania, które 
odbywa się w brew  gradientow i stężenia, nazwano aktyw nym  transpor­
tem (active transport) — w odróżnieniu od biernego transportu  (passive 
transport), przebiegającego zgodnie z praw am i dyfuzji (34).

2 . M echanizm  ak ty w n eg o  transportu

M echanizm aktywnego transportu  jest mało znany, choć istnieją licz­
ne hipotezy, oparte w większym stopniu na teoretycznych rozważaniach 
niż na faktach doświadczalnych. Ponadto badania w tej dziedzinie prze­
prowadzano głównie na tkankach zwierzęcych, bakteriach lub drożdżach. 
Dlatego też wnioski wyciągnięte na ich podstawie należy przenosić z dość 
dużą ostrożnością na zjawiska przebiegające w kom órkach roślin wyż­
szych.

Większość autorów wiąże m echanizm  aktywnego transportu  w ży­
wych kom órkach z obecnością specyficznych cząsteczek (najprawdopo­
dobniej makromolekuł), wy stępujących w pogranicznych w arstw ach cy- 
toplazmy. Cząsteczki te mogą odgrywać rolę przenośników (carriers). 
Przypuszcza się, że tworzą one kompleksowe związki z przenoszonym 
substratem  i w takiej postaci w ędrują przez protoplazm ę aż do powierz­
chni tonoplastu, gdzie następuje ponowne rozszczepienie kompleksu, 
a przenoszony związek zostaje wydzielony do wakuoli. Taka wędrówka 
może odbywać się na zasadzie dyfuzji — zgodnie z gradientem  stężenia 
tych kompleksów — nawet w tym  przypadku, gdy przenikający związek 
w ędruje wbrew gradientow i stężenia. Po rozkładzie takiego kompleksu 
przenośnik powraca na powierzchnię protoplastu.

Steinbach (66) przedstaw ił możliwości przenikania substancji (S) przez 
cytoplazmę, które obrazują następujące schematy:

1 ) na zasadzie dyfuzji (bierne przenikanie):

S S ;=± S
otoczenie błony plaz- wnętrze

m atyczne protoplazmy

2) przy udziale przenośników (x) (aktywny transport):

S
otoczenie

x Sx
błony plaz- 
m atyczne

7 ^  S 
w nętrze  

protoplazmy
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3) przy udziale przenośników z w ykorzystaniem  energii pochodzącej z oddychania 
(transport aktyw ny i selektywny):

W ielu autorów  przyjm uje, że przenośniki są to związki wysokoenerge­
tyczne typu  ATP lub też ufosforylowane białka. S t e w a r d  i S t r e e t  
(cyt. wg 34) oraz S t e w a r d  i M i l i a r d  (67) sądzą, że rolę przenoś­
ników w badanym  przez nich mechanizmie przem ieszczania jonów (głów­
nie anionów) spełniają nowo powstające cząsteczki białek. Podobnie hi­
potezy L u n d e g a r d t a  (42), C o n w a y a  (14), E p s t e i n a  (23) 
i O s t e r h o u t a  (52) przyjm ują udział przenośników w przemieszcza­
n iu  jonów, przy czym ich autorzy uwzględniają ścisły związek aktywnego 
transportu  z oddychaniem.

Pomimo że charakter nośników nie został jeszcze dokładnie poznany, 
można przypuszczać, że wykazują one specyficzność w  stosunku do prze­
noszonego substratu. Na ich powierzchni w ystępuje prawdopodobnie 
jeden lub kilka punktów  aktyw nej adsorpcji, w k tórych przenoszone 
cząsteczki przyłączają się w bliżąj nieokreślony sposób.

D a n i e  11 i (18) podaje kilka hipotetycznych schem atów działania 
przenośników. Na rysunku 1 przedstawiono model działania przenośnika

Rys. 1. M odel działania przenośnika rotacyjnego.
1 —  p u n k it a k t y w n e j  a d s o r p c j i ,
2 — p r z e n o s z o n y  s u b s tr a t ,
3 — b ło n a  p la z m a t y c z n a ,
4 —  p r z e n o ś n ik  w y k o n u j ą c y  r u c h  r o t a c y j n y

rotacyjnego, którego średnica odpowiada grubości błony plazmatycznej. 
Przenośnik taki na swej powierzchni posiada przypuszczalnie punkt 
aktyw nej adsorpcji, do którego przyłącza się przenoszony substrat. Wę­
drów ka przenoszonego związku odbywa się wraz z ruchem  obrotowym 
przenośnika.

Rysunek 2 przedstaw ia inny schem at działania przenośnika, w któ­
rym  ruch rotacyjny może wykonywać nie cała cząsteczka, lecz jakiś jej

S
w nętrze

protoplazmyy +  z m atyczne  
z cyklu  

m etabolicznego

3
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fragm ent, obracający się wokół osi utworzonej z dwóch kowalencyjnych 
wiązań typu C-C, C-O lub C-N. Energia zużywana przy rotacji takiego 
segm entu wynosi 2 X 3000 =  6000 kał/mol. Przybliżoną średnią szyb­
kość rotacji można obliczyć przy pomocy następującego wzoru:

k ■ T =  I ■ w 2,

gdzie I — m oment bezwładności, w  — prędkość kątowa segmentu.

— C— ^ 3

2

Rys. 2. M odel działania przenośnika z rotującym  segm entem .
1 — p u n k t  a k t y w n e j  a d so r p c ji*
2 —  s u b s t a n c ja  p r z e n o s z o n a ,
3 —  b ło n a  p la z m a t y c z n a ,
4 —  s e g m e n t  w y k o n u j ą c y  r u c h  r o ta c y jn y .

G o l d a c r e  (28) przypuszcza, że rolę przenośników mogą spełniać 
białka protoplazm atyczne, zdolne do w ykonyw ania rytm icznych skurczów
i rozkurczów. Białko w rozkurczu, posiadając dodatnie i ujem ne ładunki, 
może adsorbować pewne jony. W czasie skurczu następuje kom pensacja 
ładunków  i wydzielenie zaadsorbowanego jonu — jednak po przeciwnej 
stronie błony. Tym jonem  może być też jon wodorowy (rysunki 3 i 4).

5JH3

+ H

b)

Rys. 3. Zm iany ładunku cząsteczki b ia łka (wg 28).
a) w  s t a n ie  ro z ik u r czu ,
b ) w  s t a n i e  s k u r c z u .

Niemałe znaczenie m iałoby poznanie m echanizm u przenoszenia energii 
pochodzącej z procesu oddychania i w ykorzystania jej w aktyw nym  tran -

9 P o s t ę p y  B io c h e m ii
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sporcie. Jest to jednak problem  do dziś nie rozwiązany. Przypuszcza się, 
że energia jest tu  w ykorzystyw ana przy syntezie albo rozkładzie kom­
pleksów przenośnik—substrat lub też przy  samej ich wędrówce.

o
o o
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o o o
o o O O O o

o °  O 0 °  °  o
o

a) b) c)
Rys. 4. Z m iany adsorpcji barw ika przez cząsteczkę b ia łk a  (w g 28).

a ) w  s t a n ie  s k u r c z u  (w  r o z tw o r z e  b a r w n ik a ) ,
b ) w  s t a n ie  r o z k u r c z u  (a d s o r p c ja  b a r w ik a  n a  p o w ie r z c h n i ) ,
c )  w y d z ie la n ie  b a r w n ik a  w  c z a s ie  p o n o w n e g o  s k u r c z u

W św ietle omówionych faktów  łatw iej jest zrozumieć, dlaczego fi­
zjologiczna przepuszczalność protoplazm y jest niejednakow a dla różnych 
związków. Może to wynikać zarówno z powinowactwa substra tu  (S) do 
danego przenośnika (x), jak  i z kinetyki reakcji:

S +  x  Sx S +  x

Jak  widać, rola przenośników białkowych przypom ina katalityczne 
działanie enzymów. M i t c h e l l  i M o a y l e  (46) sądzą, że specyficz­
ne białka działające jako przenośniki w kom órkach bakterii m ają charak ter 
enzymów. C o h e n  i M o n a d  (cyt. wg 46) wprowadzili pojęcie per- 
meazy, tj. enzym u katalizującego przenikanie związków przez protoplazmę. 
Jest to niew ątpliw ie pewnego rodzaju rozszerzenie pojęcia działania 
enzymów, k tó rym  obecnie przypisuje się rolę polifunkcjonalnych centrów 
również w aktyw nym  transporcie (18).

Poza bezpośrednim  udziałem enzymów w  aktyw nym  transporcie 
istnieje możliwość wielu pośrednich powiązań ich działania z tym  proce­
sem. Ponieważ energia zużywana w aktyw nym  transporcie pochodzi 
najprawdopodobniej z ATP, zatem  także działanie enzymów katalizu ją­
cych syntezę wysokoenergetycznych związków nie pozostaje zapewne 
bez w pływ u na wędrówkę związków.

N iejednokrotnie gromadzenie określonej substancjii w  komórce jest 
uzależnione od szybkości, z jaką ulega ona przemianom. Na przykład 
aktyw ny transport glikozy uzależniony je s t częściowo od szybkości 
reakcji

glikoza skrobia

a zatem  pośrednio od działania enzymów biorących w niej udział.
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3. Form y transportow e cukrów

Cukry w nikają bardzo wolno do komórki. Opór, jaki napotykają ons 
przy  przenikaniu przez plazmolemę i tonoplast, jest uw arunkow any m ię­
dzy innym i hydrofilnym  charakterem  cukrów. Duża ilość wiązań wodo­
row ych z wodą utrudnia ich wnikanie przez lipofilne w arstw y cytoplazmy. 
W przypadku cząsteczki glikozy, wyliczona energia aktyw acji w nikania 
do cytoplazm y na  drodze dyfuzji jest bardzo duża i wynosi 15—25 tysięcy 
kai/m ol. Natom iast przenikanie glikozy do kom órek czerwonych ciałek 
krw i człowieka lub królika wymaga energii aktyw acji wynoszącej tylko 
4000 kal/m ol (18). Najprawdopodobniej obniżenie energii aktyw acji w opi­
sanym  przypadku następuje pod wpływem  bliżej nieznanych przenośni­
ków glikozy, po połączeniu z którym i opór staw iany przez cytoplazm ę jest 
m niejszy.

Sprzeczne są dane o w nikaniu sacharozy do kom órek. R u h 1 a n  d, 
F i t t i n g  i H ó f l e r  (cyt wg 72) stw ierdzili, że dw ucukier ten  prze­
nika wolniej od cukrów  prostych. W liściach jęczm ienia (58), kom órkach 
drożdży (57), porostach (29) i kom órkach korzeni m archw i (11) wykazano, 
że sacharoza dostarczona z zew nątrz ulega hydrolizie na powierzchni 
protoplazm y przed wniknięciem  do w nętrza komórek. Nie potwierdziły 
tego badania W e a t h e r l e y  a (78) prowadzone na dyskach liści Atropa.

D o r m e r  i S t r e e t  (21) oraz S t r e e t  i L o w e  (68) wysunęii 
hipotezę przenikania cukrów  w postaci zdysocjowanych estrów  kwasu 
fosforowego. W edług tych autorów  cukry  mogą ulegać fosforylacji na 
powierzchni protoplastu, po czym  w ew nątrz kom órki następuje ich de- 
fosforylacja. Podobny mechanizm wykazano w kom órkach mięśni, serca
i wątroby, na ich powierzchni powstają heksozomonofosforany (cyt. 
wg 68). R o t h s t e i n  (57) stw ierdził, że cukry  na powierzchni kom órek 
drożdży ulegają estryfikacji kosztem  ATP, po czym przenikają w głąb 
kom órki. W a n n e r  (77) na podstawie doświadczeń prowadzonych na 
roślinach drzew iastych wyciąga wniosek, że cukry  przenikają z jednej 
kom órki do drugiej w formie heksozomonofosforanów.

W odróżnieniu od tych obserw acji V i t t o r i o ,  K r o t k o w  i R e e d  
(84) badając siewki pszenicy stw ierdzili u jem ny wpływ fosforanu potasu 
na  absorpcję glikozy, gdyż wolna glikoza znakowana 14C pochłaniana 
była w większych ilościach niż glikozo-1-fosforan. W doświadczeniach 
T u r n o w s k i e j  - S t a r e k  (74) obserwowano również znaczne osłabie­
n ie  absorpcji sacharozy w skórce pochodzącej z w ew nętrznej strony łuski 
cebuli w przypadku, gdy do roztw oru tego cukru  dodano fosforanu. 
W pływ ten najw yraźniej w ystąpił przy zastosowaniu Ca(H2P 0 4 )2, chcć 
uwidocznił się również w przypadku NaH 2P 04  i KH2PO4.

Jak  dotychczas, trudno jest bliżej określić rolę fosforanu w aktyw ­
nym  transporcie. Być może, łączy się ona z przem ianam i związanymi

9* P o s t ę p y  B io c h e m i i

http://rcin.org.pl



524 z - t u r n o w s k a - s t a r c k  [8]

z wydatkowaniem  energii w procesie przenikania cukrów  z kom órki do 
komórki.

- C (X

- c — o
B — OH

I
- c — o. 

I
- C — O'

. o — c -
I

' o — c —

- C  —  O^ .OH

i X
— C — O OH

I
III

Węglowodany, poza połączeniami z kw asem  fosforowym, tw orzą z ła t­
wością kilka typów związków kompleksowych z kwasem  borowym  i jego 
pochodnymi. Z i 1 1 1 e (89) oraz K h y m ,  Z i l l  i C o h n  (33) podają 
liczne przykłady takich związków zarówno dla mono- i oligosacharydów, 
jak  też polisacharydów oraz polialkoholi. Związki takie mogą występować 
w postaci anionów (I, II, III).

Można by przypuszczać, że bor w błonach kom órkowych, protoplazm ie
i innych częściach kom órki bogatych w węglowodany w ystępuje w po­
łączeniach podobnego typu. Jednakże dotychczas nie wyizolowano z roś­
liny żadnego związku organicznego, zawierającego ¡bor, pomimo że po­
dejm owano próby w tym  kierunku (83). Jest to  wynikiem , być może, 
dużej labilności związków tego typu.

T o r s s e l l  (71) opisuje jeszcze inne związki cukrowo-borowe, w k tó­
rych bor w ystępuje jako kwas fenyloborowy (schem at 1). Takie związki,

OH

OH

HO — C

HO — C —

h 2o

+ h 2o  \ ___

o - c -

o —c —

o —c —

o —c —
OH

ktuas fe n y lo b o -  
rouiij

łańcuch
u;ęglou>y
cukroii’

k o m p lek sy  kw as fen y lo b o r o w y  — cukier

Schem at 1. P ow staw anie zw iązku kw as fenyloborow y — cukier w g Torssella (71).

dzięki obecności grupy fenylowej, m ają charak ter lipofilny. Dlatego też 
można przypuszczać, że opór, jaki napotykają one przy przenikaniu do 
komórki, jest mniejszy niż opór staw iany wolnym  cząsteczkom cukru.

Jest zatem możliwe, że cukry m igrują w roślinie w postaci związków 
z kwasem borowym albo fenyloborowym  lub też związki borowe mogą 
w inny sposób wpływać na aktyw ny transport węglowodanów. P rzy­
puszczenia te w ynikają również z obserwacji, że przy deficycie borowym 
przede wszystkim w ystępują zawsze zaburzenia w  przem ianie węglowoda­
nów. N iektórzy badacze (4) sądzą, że brak boru w pływ a na zmiany fizycz­
nych własności koloidów, a stąd w  roślinach z deficytem  boru mogą w y­
stąpić pewne zmiany w przepuszczalności protoplazm y.
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0 ’K e l l e y  (51) badał wpływ boru na absorpcję cukrów  przez pyłek 
Tecoma radicans. W zrost absorpcji wywołany dodatkiem  boru do roz­
tw oru cukrów nie przewyższał nigdy 22%. Obserwowano w yraźniejszy 
wzrost pochłaniania w przypadku zastosowania sacharozy niż glikozy. 
Nie stwierdzono dodatniego wpływu boru na absorpcję fruktozy, a naw et 
przeciwnie — obserwowano tu  pewną depresję wnikania tego cukru  do 
ziarn pyłku.

N e l s o n  i G o r h a m  (49) stw ierdzili dodatni wpływ boru na 
wielkość absorpcji radioaktyw nej glikozy w liściach soi. W pływ ten  uw i­
docznił się szczególnie wyraźnie, gdy roztw ór poza cukrem  i kwasem  
borowym  zawierał substancję obniżającą napięcie powierzchniowe (de­
tergent).

T u r n o w s k a - S t a r c k  (75) badając wpływ ¡boru na absorpcję 
sacharozy przez izolowane liście fasoli zaobserwowała wzrost pochła­
niania cukru, gdy do roztw oru dodano kw asu borowego. W pływ ten  obser­
wowano zarówno na norm alnych roślinach, jak  i wykazujących począt­
kowe objawy braku boru.

II. Przemieszczanie węglowodanów w tkankach przewodzących

Główną drogą wędrówki substancji organicznych są tkanki floemu, 
a wśród nich — ru rk i sitowe. Przemieszczanie asym ilatów poprzez floem 
niesłusznie nazywa się niekiedy prądem  zstępującym  (jako pojęcie prze­
ciw staw ne prądowi wstępującem u). Asym iiaty w ędrują bowiem nie tylko 
w kierunku korzeni, lecz również ku wierzchołkowi wzrostu pędów. 
Szybkość m igracji cukrów we floemie wynosi 0,4— 1,6 m/godz., co oczy­
wiście tysiące razy przewyższa szybkość dyfuzji.

W ielu badaczy stw ierdza, że form ą transportow ą cukrów  w sitach 
większości roślin jest sacharoza (7, 36, 39, 40, 41, 69, 73, 77, 85, 86). 
Tylko u nielicznych gatunków drzew (86) oraz u dyni (56) w ykryto  prze­
wagę oligosacharydów (głównie stachiozy i werbaskozy) w  soku uzyska­
nym  z floemu. Autorzy przypuszczają, że w ykryte  oligosacharydy stano­
wią formę transportow ą węglowodanów u tych roślin.

I. W pływ  boru i fosforu

W ielu autorów  wysuwa możliwość udziału fosforu w procesie prze­
mieszczania cukrów  przez floem, podobnie jak w  przypadku m igracji 
cukrów  w tkankach parenchym atycznych. Ponieważ w sitach dom inuje 
jednak  sacharoza, stąd wyłoniła się konieczność zbadania, czy cukier ten 
w nika do sit dzięki fosforylacji i defosforylacji, k tó ra  może odbywać 
się na powierzchni protoplazm y (5).
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Przez długi czas nie udawało się wykazać w roślinach obecności estrów  
sacharozo-fosforanowych. W 1943 roku D o u d o r o f f  (20) w ykrył enzym 
powodujący fosforylację sacharozy u Pseudomonas saccharifera. W kilka 
lat później B u c h a n a n  (cyt. wg 2) zidentyfikował chrom atograficznie 
fosforan sacharozy w wyciągach z liści buraka; po hydrolizie związek 
ten  dawał fruktozo-I-fosfor an i glikozę.

W celu określenia ew entualnej ro li fosforu w przemieszczeniu cukrów  
oznaczono estry fosforanowo-cukrowe w  tkankach przewodzących. K u r- 
s a n o w  i W y s k r i e b i e n c e w a  (39) wykazali w tkankach prze­
wodzących baw ełny dużą radioaktyw ność niezidentyfikow anych estrów  
fosforanowych, po ekspozycji roślin na  świetle, w atm osferze 14C0 2 .

B a u e r  (5) oraz K u r s a n o w  i T u r k i n a  (38) w ykazali we flo- 
emie buraka cukrowego aktyw ne fosfatazy i fosfory lazy. S h e i 1, Mc G r e ­
g o r  i S t r e e t  (60) stw ierdzili znaczną aktywność fosfataz zarówno 
w tkankach m erytem atycznych, jak  i we floemie korzeni pomidora. 
Jednakże w ydaje się, że obecność aktyw nych fosfataz i fosforylaz w  wiąz­
kach sitowo-naczyniowych nie przesądza spraw y bezpośrednego udziału 
fosforu w przemieszczaniu cukrów  w sitach. Mogą qne bowiem odgrywać 
rolę zarówno przy syntezie sacharozy, jak  i w  innych  procesach nie 
związanych bezpośrednio z transportem  węglowodanów. Z e i g 1 e r (85) 
analizował sok uzyskany z rurek  sitowych drzew. Nie stw ierdził on 
w ahań w zawartości fosforu w ciągu doby, potw ierdził natom iast znaną 
w  literaturze rytm ikę dobowych zmian w ilości cukrów. Cukry i fos-* 
for m ineralny nie występowały we floemie w takim  stosunku m olarnym , 
k tó ry  mógłby wskazywać, zdaniem  tego autora, na przemieszczanie 
cukrów  w postaci kompleksów z kwasem  fosforowym. A rgum ent ten 
n ie  pozwala jednak całkowicie wykluczyć możliwości bezpośredniego 
udziału fosforu w  ¡przemieszczeniu cukrów.

Podobnie jak w przypadku aktyw nego transportu  przez mezofil liści, 
tak  i przy przemieszczaniu związków przez sita istn ieje  możliwość udzia­
łu  boru. Opisane już własności boru, wykazane w doświadczeniach 
in vitro, i fakt gromadzenia cukrów  w organach asym ilacyjnych (liściach) 
w  przypadku deficytu borowego (30, 31, 48, 50, 59, 81) pozwalają przy­
puszczać, że rola boru wiąże się nie tylko z przem ianam i, lecz również 
z wędrówką węglowodanów.

G a  u c h  i D u g g e r  (25, 26, 27) wysunęli hipotezę ścisłej zależności 
m iędzy przemieszczaniem asym ilatów i fizjologiczną rolą boru. Autorzy 
ci obserwowali bowiem znacznie większą radioaktyw ność roślin, którym  
na liść podano roztwór radioaktyw nej sacharozy w raz z borem, w  porów­
naniu  z roślinami, k tó re  otrzym ały wyłącznie sacharozę. W innej serii 
doświadczeń (61) bor wpłynął jednak najsilniej na przem ieszczanie u roś­
lin, k tóre otrzym ały w pożywce m ałą dawkę tego m ikroelem entu i nie
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wykazywały zew nętrznych objawów jego braku. W doświadczeniach tych 
wprowadzano cukry  przez odcięty ogonek liścia i dlatego mogły się one 
przemieszczać nie norm alną drogą — przez floem, ale wraz z prądem  
transpiracji. Na możliwość udziału boru w przemieszczaniu węglowoda­
nów w skazują także inne prace (22, 45, 65).

S k o k  (62, 63, 64) odnosi się krytycznie do wspom nianych hipotez. 
W doświadczeniach prowadzonych na m łodych siewkach słonecznika 
nie stw ierdził on bezpośredniego w pływ u boru na przemieszczanie w pro­
wadzonych na liścienie radioaktyw nych cukrów  do innych części siewki. 
Zdaniem  autora, pewne zakłócenia w m igracji węglowodanów w przy­
padku deficytu borowego mogą być jego pośrednim  następstw em . Rów­
nież S z k o l n i k  (70) przypuszcza, że bor wpływa tylko pośrednio na 
przemieszczanie asym ilatów, gdyż przy braku  tego m ikroelem entu obser­
w uje się zaham owanie w zrostu organów  heterotroficznych, co obliża ich 
zapotrzebowanie na węglowodany. J o h n s t o n  i D o o r e  (30) oraz 
M c I l r a t h  i P a l s e r  (44) tłum aczą zaham owanie odpływu asy­
m ilatów z liści w przypadku braku  boru morfologicznymi i anatom icz­
nym i zmianami w tkankch  przewodzących a szczególnie we floemie.

O statnie przypuszczenie nie znajduje potwierdzenia w doświadczeniach 
T u r n o w s k i e j - S t a r c k  (76). W m łodych siewkach fasoli, ubogich 
w bor, w których nie w ystępow ały jednak jeszcze nekrotyczne zmiany 
we floemie, obserwowano bowiem znaczne osłabienie przemieszczania 
radioaktyw nej sacharozy, w  porów naniu z roślinam i norm alnie zaopa­
trzonym i w ten  m ikroelem ent. Dodatkowym  dowodem świadczącym, 
że to zahamowanie transportu  było wynikiem  fizjologicznych, a nie an a­
tomicznych zmian spowodowanych deficytem  boru, jest fakt, że prze­
mieszczanie sacharozy odbywało się k ilkakrotnie intensyw niej w przy­
padku, gdy rośliny otrzym ały kwas bom y jednocześnie z sacharozą. 
Szczególnie w yraźnie wpływał bor dostarczony roślinom  przez korzenie. 
W yniki powyższych doświadczeń świadczą o ścisłej, fizjologicznej zależ­
ności pomiędzy funkcją boru a przem ieszczaniem  sacharozy, chociaż nie 
w yjaśniają, na czym ten  związek polega.

2 . P og ląd y  na m echanizm  p rzew od zen ia

Zagadnienie formy, w jakiej przem ieszczają się węglowodany, wiąże 
się ściśle z m echanizm em  ich transportu . Gdyby istniała możliwość prze­
mieszczania cukrów jako zdysocjowanych estrów  fosforanowych lub bo~ 
ranowych, wówczas można by tłum aczyć ich wędrówkę w  podobny spo­
sób, jaki przypisuje się m igracji anionów.

N iektórzy badacze wiążą m echanizm  przemieszczania cukrów  z ak tyw ­
nością układu cytochromowego (73). W i l l e b r i n k  (82) obserwował
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zahamowanie przemieszczania węglowodanów w wiązkach przewodzących, 
wyizolowanych z ogonków liści pelargonii pod wpływem  KCN. Cytowani 
badacze (73, 82) oraz K u r s a n o w  i T u r k i n a  (37) w ykazali dużą 
intensywność oddychania wiązek.

Duża aktywność metaboliczna tkanek  przewodzących nasuwa wielu 
badaczom myśl, że przemieszczanie w  tkankach sitowych, podobnie jak  
m igracja w tkankach parenchym atycznych, uzależnione jest od procesów 
egzoergicznych. C u r t i s  (16) wykazał już w 1929 r., że brak dostępu 
tlenu do tkanek przewodzących ham uje w znacznym stopniu przepływ 
asymilatów. J a k u s z k i n a  i inni (32) stw ierdzili, że kierunek prze­
mieszczania asymilatów jest zgodny z k ierunkiem  w zrastającej intensyw ­
ności oddychania.

We wszystkich hipotezach, łączących mechanizm przewodzenia asymi­
latów z metabolizmem tkanek przewodzących, dużą uwagę zwraca się 
na rolę protoplazm y wyściełającej ru rk i sitowe. Pociąga to za sobą 
konieczność szczegółowych badań nad fizycznymi i fizjologicznymi w łas­
nościami tkanek przewodzących. Obszerny przegląd obecnego stanu  w ie­
dzy na ten tem at zaw arty jest w m onograficznych artykułach  C r  a f t s a 
(15) oraz E s a u ,  C u r r i e r a  i C h e a d 1 e ’a (24). I w  tej dziedzinie 
badań istnieją jednak sprzeczne dane, zwłaszcza w  odniesieniu do prze­
puszczalności plazmy w  rurkach  sitowych. Problem atyczna jest też obec­
ność tonoplastu oraz ro tacyjny ruch  protoplazm y. Sprzeczne są również 
dane na tem at obecności enzymów glikolitycznych w ru rkach  sitowych.

C r  a f t  s (15) przypuszcza, że rozbieżności te w ynikają z różnej m e­
todyki badań oraz faktu prowadzenia obserw acji na kom órkach znajdu­
jących się w różnych fazach wzrostu. W młodych ru rkach  stw ierdza się 
na ogół większe ilości protoplazm y, k tóra chark teryzu je  się wówczas 
mniejszą przepuszczalnością (w klasycznym  znaczeniu tego słowa). W raz 
z wiekiem m aleje zawartość związków lipidowych i protoplazm a nabiera 
bardziej hydrofitowego charakteru . Badania ru rek  sitowych przy pomocy 
m ikroskopu elektronowego wykazały również, że młode ru rk i są bo­
gatsze w  cytoplazm ę (6).

W ielu badaczy wiąże m echanizm  ruchu  asym ilatów  we floemie z ro ­
tacyjnym  i ślizgowym ruchem  protoplazm y, dzięki k tórem u cząsteczki 
przenoszone są wzdłuż ru rek  sitowych (1). W ędrówka substancji przez 
pory w sitach odbywa się, zgodnie z tą hipotezą, na zasadzie dyfuzji.

W przeciwieństwie do hipotez aktywnego udziału protoplazm y i ruchu 
substancji, niezależnego od ruchu  wody zawartej w ru rkach  sitowych, 
istnieje dużo prac, z k tórych  wynika, że przemieszczane związki porusza­
ją się wraz z wodą. Twórcą teorii tzw. masowego przepływ u (mass 
flow) był M u n c h  (47). W edług tej hipotezy siłą m otoryczną ruchu 
asym ilatów jest uzależniona od gradientu stężenia różnica w wartości
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osmotycznej lub różnica turgoru  kom órek-akceptor ów i kom órek-donato- 
rów. W ydaje się, że w tym  mechanizmie plazma nie odgryw ałaby zasad­
niczej roli.

Hipoteza M ii n c h a znajduje i obecnie swych zwolenników, którzy 
trak tu ją  przemieszczanie jako przepływ roztw oru zgodnie z gradientem  
turgorow ym  lub stężenia. Z i m m e r m a n  (86, 87, 88) stwierdził, że 
gradient stężenia obserw owany w ciągu lata we floemie niektórych ga­
tunków  drzew znika na jesieni, po opadnięciu liści. Podobne zjawisko 
występowało po sztucznym  usunięciu wszystkich liści w  ciągu okresu 
wegetacyjnego. Autor sądzi, że gradient stężenia w arunkuje  ruch  asy- 
m ilatów  i jest jego siłą m otoryczną. Jako dalszy argum ent na poparcie 
hipotezy mass flow  (lub mass preassure — przepływ pod ciśnieniem) 
C o l w e l l  (cyt. wg 15) przytacza obserwowane obfite wydzielanie soku 
z przeciętego floemu — zjawisko szczególnie charakterystyczne dla roś­
lin z rodziny dyniow atych, jak  również dla niektórych gatunków drzew. 
Być może ¡jednak, że wydzielanie soku z floemu jest artefaktem , spowo­
dow anym  przecięciem tkanek przewodzących. B a u e r  (5) na podstawie 
obserw acji ruchu barwików wprowadzonych do ogonka liścia pelargonii 
izolowanego od rośliny stwierdził, że ruch  ten  jest uzależniony od gra­
dien tu  turgoru. Zm ieniając gradient ten w sposób sztuczny, można było 
modyfikować zarówno szybkość, jak  i kierunek m igracji badanych przez 
niego związków. Autor sądzi, że w podobny sposób przemieszczają się 
asym ilaty.

Jednym  z poważniejszych zarzutów  wysuw anych dawniej przeciwko 
hipotezie mass flow  był obserw owany fak t jednoczesnego ruchu substancji 
w przeciw nych kierunkach (12, 53). Obecnie przypuszcza się, że ten  dw u­
kierunkow y ruch odbywa się w różnych rurkach  sitowych (5, 8).

Istnieją jednak i inne fakty, k tórych nie można w yjaśnić w świetle 
hipotezy mass flow. Nie wszyscy autorzy stw ierdzają, by kierunek wę­
drów ki węglowodanów był zgodny z gradientem  stężenia lub turgoru
(17). Zaprzeczeniem tego jest choćby m igracja sacharozy w  buraku cu­
krow ym  z liści (uboższych w sacharozę) do korzeni lub  gromadzenie 
cukrów  w owocach. C l e - m e n s  (13) badając m igrację asymilatów do 
owoców Kigelia africana (ciężar jednego grona dochodzi do 20 kg) 
obliczył, że gdyby wszystkie cukry  przemieszczały się w raz z przepły­
w ającym  sokiem, wówczas w  ciągu godziny m usiałoby przepływać 159— 
449 g wody przez przekrój 1 cm 2. Oczywiście, jest to mało praw do­
podobne.

Zwolennicy masowego przepływ u nie uwzględniają oporu, jaki s ta ­
wia protoplazm a wyściełająca pory ru re k  sitowych. Opór ten, zdaniem  
C r a f t  s a, jest bardzo duży i nie można go nie brać pod uwagę. Zdjęcia 
porów sit, wykonane przy pomocy m ikroskopu elektronowego, wska-
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żują, że protoplasty sąsiadujących ru rek  łączą się ze sobą tworząc jedną, 
s tru k tu ra ln ą  całość (24).

Najnowsze badania poświęcają coraz więcej uwagi kom órkom  paren- 
chymy. floem u i komórkom towarzyszącym, k tó re  charak teryzu ją  się du­
żą aktyw nością m etaboliczną (5, 54, 77). Szczególnie czynne są tu  enzymy 
typu  fosfataz i fosforylaz. Przypuszcza się, że w  tych właśnie kom órkach 
odbywa się synteza sacharozy, wydzielanej następnie do ru rek  sitowych.

Przegląd niniejszy zawiera tylko najważniejsze hipotezy m echanizm u 
przem ieszczania węglowodanów. Niestety, żadna z n ich nie objaśnia 
w szystkich zjawisk obserwowanych w roślinach.
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R E C E N Z J E  

Recenzja książki E. H. R e l y v e l d a
R e l y v e l d  E. H. Toxine e t  an ti tox ine  diphtériques. Étude immunologique.  

Stronic 164. W ykresów i zdjęć 54, Tablic 33. W ydaw nictw o H erm ann, Paryż 1959.

Badania przedstaw ione w  m onografii w ykonano w  Oddziale beztlenow ców  i che­
m ii m ikrobiologicznej f i li i  Garche Instytutu  Pasteura w  Paryżu, pod kierunkiem  
profesora R a y n a u d .  N iektóre problem y om ów ione w  m onografii dyskutow ane  
b yły  już w cześn iej na innym  m iejscu  przez prof. Raynaud w spóln ie z autorem  
i innym i pracow nikam i Oddziału. O ceniana praca odzw ierciedla w ięc w  rzeczyw i­
stości nie ty lko  poglądy autora, lecz także stanow isko pracow ników  Instytutu .

M onografia obejm uje siedem  rozdziałów. Słow o w stępne i posłow ie u łatw iają  
zrozum ienie m otyw ów  podjęcia pracy, dróg m yślow ych i w yciągn iętych  w niosków . 
Z siedm iu rozdziałów  p ierw szy podaje plan pracy, drugi i trzeci zaw ierają szczegóły  
dotyczące preparatyki i oczyszczania toksyny błoniczej. W czw artym  rozdziale 
przedstaw iono przebieg analizy im m unologicznej m etodam i dyfuzji w  żelu , a w  p ią­
tym  — zagadnienia hiperim m unizacji koni anatoksyną, sporządzoną z w ysoce  
oczyszczonej toksyny. Rozdziały 6 i 7 pośw ięcono studiom  nad ilościow o w yk on y­
w anym i reakcjam i m iędzy toksyną a antytoksyną i badaniom  nad sw oistym i 
ugrupow aniam i w  cząsteczce toksyny i w  odpow iadających im  przeciw ciałach.

Przy bliższej analizie spostrzega s ię  z łatw ością, że p ierw sze rozdziały są podbu­
dową dla rozdziałów 6 i 7, w  których zajęto się w ażnym i zagadnieniam i im m unolo­
gicznym i. Dodać należy, że poszczególne rozdziały poprzedza zawsze szkic h istorycz­
ny, w  którym  referow ane są spostrzeżenia innych badaczy, a na końcu każdego  
z rozdziałów  um ieszczono zw ięźle napisane w n iosk i uzyskane na podstaw ie w ła s­
nych badań autora.

W łaściw ości toksyny błoniczej, jak też zagadnienia reakcji m iędzy tą toksyną  
a hom ologicznym  przeciw ciałem , tj. antytoksyną błoniczą, b yły  już tem atem  licznych  
dyskusji. Autor podejm uje jeszcze raz te zagadnienia, gdyż dysponuje toksyną  
w ysoce oczyszczoną, a daw niejsze prace dośw iadczalne w ykonane zostały przy  
pom ocy preparatów  oczyszczonych ty lk o  częściowo.

Postępując system atycznie rozpoczął m onografię od zagadnień dotyczących  
toksyny. W iadomo, że jako toksyny używ a się zarówno w  pracy codziennej, jak też 
w  pracach badawczych, przesączów  hodow li m aczugow ca błonicy w  podłożach  
płynnych. Toksyna negatyw na, otrzym ana tą drogą, zostaje w  dalszych etapach  
oczyszczana. Przez długie la ta  podstaw ow ym  składnikiem  podłoży płynnych były  
w yciągi m ięsne i preparaty określane m ianem  peptonów. Skład tak ich  podłoży  
był zm ienny i pod w zględem  chem icznym  niedokładnie znany. W przesączach  
hodow li w  takich podłożach obok toksyny zaw arte były różnorodne zw iązki n ie­
pożądane z punktu w idzen ia  lekarza i m ikrobiologa, a utrudniające chem iczne  
oczyszczanie toksyny. Z tych w szystk ich  przyczyn zrodziło się  dążenie do u zysk a ­
nia podłoży o określonym  składzie chem icznym . E fektem  prac z tej dziedziny są 
podłoża syntetyczne i tak  zw ane półsyntetyczne, w  których podstaw ow ym  sk ładn i­
kiem  są hydrolizaty kazeiny, żelatyny lub  innych ciał. Jak w  innych zakładach, 
tak i w  Instytucie Pasteura zastąpiono w  ostatn ich  latach daw niej używ ane pod­
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łoża „rutynow e” przez podłoże półsyntetyczne, k tórego skład i przygotow anie op isa­
no w  m onografii w  sposób najbardziej szczegółow y. Poza tym  podaje autor 
szczegóły dotyczące używ anego szczepu m aczugow ca, przygotow ania inoculum  
i 'hodowli. Podkreślam  te  fakty , gdyż są niezm iernie in teresu jące d la  każdego  
zajm ującego się zagadnieniam i toksyny błoniczej, w  szczególności dla każdego zaj­
m ującego się produkcją preparatów  biologicznych, stosow anych w  lecznictw ie  
i p rofilaktyce błonicy.

Jednakże naw et przesącze hodow li z podłoży półsyntetycznych  zaw ierają  rów ­
n ież obok toksyny jeszcze inne zw iązki, będące z punktu w idzen ia  toksyny jej za­
nieczyszczeniam i. W ciągu długich la t opracowano różne procesy technologiczne  
dla usunięcia tych zanieczyszczeń. N a ogół stosow ano te  sam e m etody, którym i 
oczyszcza s ię  białka (toksyna błonicza jest rów nież białkiem ). W poszczególnych za­
kładach stosuje się w  celu  oczyszczenia tok syn y w ysalan ie, w ytrącan ie za po­
m ocą kw asów, u ltrafiltrację, adsorpcję. Autor posługiw ał się tym i sam ym i m etoda­
mi, a poza tym  zastosow ał chrom atografię kolum now ą przy użyciu fosforanu  
w apnia. Również i to  postępow anie opisano najdokładniej w  m onografii. Z oczysz­
czonej toksyny sporządzono preparat krystaliczny.

C yfry podane w  m onografii, ilustrujące stopień oczyszczenia toksyny i jej 
aktyw ności, brzmią imponująco. W iadomo, że dla uzyskania szybkiej orientacji co do 
aktyw ności toksyny błoniczej stosow any jest tak zw any odczyn flok u lacyjn y  R a­
m ona. Odczyn w ykonuje się in v itro ,  określa się stężenie antygenu (toksyny lub  
anatoksyny), przy jakim  w  obecności jednej jednostki antytoksycznej najw cześniej 
pojaw iają  się w  m ieszaninie kłaczki. Ilość toksyny zawartej w  probów ce, w  której 
jako pierw szej p ojaw iły  się kłaczki, reprezentuje aktyw ność jednej jednostk i anty­
genow ej (flokulacyjnej) i oznaczana jest sym bolem  Lf. Z ilości takich  jednostek  
flokulacyjnych , przypadających na m g N w  badanym  preparacie, w nioskow ać moż­
na o stopniu oczyszczenia antygenu. Preparaty krystalicznej toksyny, sporządzonej 
przez autora zaw ierały 3 000 Lf/m g N, podczas gdy n ajczystsze z dotychczas opisa­
nych toksyn zaw ierały co najw yżej 2 000 — 2 400 Lflm g N.

Oczyszczoną toksynę poddano analizie m etodam i dyfuzji w  żelu O uchterlonyego, 
jak też Oakleya i Fulthorpe’a. Porów naw cze badania w ykazały , że z toksyną autora 
pow staje jedna tylko lin ia precypitacyjna, zaś ze słabiej oczyszczonym i preparatam i 
ilość lin ii precypitacyjnych jest w iększa.

Toksyna oczyszczona zm ienia się , podobnie ijak inne toksyny, pod w p ływ em  
form aldehydu i w yższej ciep łoty na tak zwaną anatoksynę, czy li preparat pozbaw io­
ny toksyczności, lecz posiadający zdolność uodparniania. U zyskana tą drgą ana- 
toksyna ulega też adsorpcji na rozm aitych solach, podobnie jak inne anatoksyny. 
A utor zastosow ał adsorpcję na fosforanie w apniow ym  i u zysk ał tą  drogą preparat 
znacznie bardziej aktyw ny biologicznie od preparatów  adsorpcyjnych na solach  
glinu.

U odpornianiem  objęto głów nie konie, używ ane ogólnie, jak w iadom o, do pro­
dukcji surow ic leczniczych, obok tego uodparniano też  króliki. W przebiegu h ipe- 
rim m unizacji koni kontrolowano stale nie tylko narastanie przeciw ciał, lecz  rów ­
nież ich jakość odczynem  dyfuzji w  żelu. Surow icę pobierano do dośw iadczeń  
w  m om encie, gdy przy m aksym alnym  stężeniu antytoksyn w  odczynie dyfuzji suro­
w ica reaguje z toksyną w  postaci jednej tylko lin ii precyp itacyjnej. G dy zw ierzę  
dające taką surow icę nadal uodparniano oczyszczonym  antygenem , w łaściw ości 
surow icy u legały  zm ianie i w  odczynie dyfuzji notow ano szereg lin ii precypitacji.

Na podstaw ie porównawczej analizy w yn ików  uodparniania koni antygenam i 
siln ie  i słabiej oczyszczonym i, podejm uje autor próbę w ytłum aczen ia  pew nych  zja­
w isk  notow anych niejednokrotnie w  przebiegu hiperim m unizacji.
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W iadom o, że niektóre zw ierzęta nie w ytw arzają  surowic o w ielk iej zaw artości 
an tytck syn , m im o że były w  norm alny, odpow iedni sposób uodparniane. Autor 
w yjaśn ia , że przyczyna zjaw iska tkw i w  użyciu słabo oczyszczonego antygenu do  
uodparniania. Jeśli zanieczyszczenia pobudzają zw ierzę rów nież do w ytw arzania  
przeciw ciał, czyli posiadają w łaściw ości antygenow e, dochodzi niekiedy do zjaw iska  
konkurencji m iędzy nim i a toksycznym  antygenem  błoniczym , którego działanie  
zostaje przytłum ione.

D ziałan ie toksyny ulega, jako wiadom o, zobojętnieniu przez sw oistą anty toksynę. 
D ow odem  tego są biologiczne dośw iadczenia na zw ierzętach w rażliw ych na toksynę. 
Ponadto toksyczne antygeny u legają w ytrąceniu  (precypitacji, flokulacji), gdy zm ie­
szam y je w  probów ce ze sw oistą surow icą antytoksyczną. Surow ica zatem  zw ie ­
rzęcia (w tym  przypadku konia) uodparnianego anatoksyną błoniczą posiada dw ie  
różne w łaściw ości: zobojętniającą i precypitującą (toksynę). Jeśli użyta  do dośw iad­
czeń toksyna b yła  św ieża, należałoby oczekiw ać, że w yn ik i oznaczania jej m ocy  
m etodą zobojętn ian ia , czy li in  v ivo  i  m etodą flokulacji, czy li in  v itro ,  będą się p o­
kryw ać. Stosunek w artości uzyskanych obu m etodam i (w term inologii angielsk iej 
serum  ratio)  byłby w  takim  przypadku rów ny 1. W rzeczyw istości stosunek ten  
byw a często m niejszy lub w iększy  od 1 .

Już w  okresie m iędzyw ojennym  w ysu n ięto  z niektórych stron hipotezę, że istn ieć  
m uszą różnorodne antytoksyny o odm iennych w łaściw ościach  biologicznych. S ilne  
podstaw y dla tej hipotezy znaleziono w  w ynikach analiz biochem icznych, które  
dow iodły, że w  ślad za uodpornianiem  ustrój zw ierzęcy w ytw arza  antytoksyny  
zw iązane z frakcją y -  jak też i  |3-globulinową. W ydaw ało się też, że spraw a  
różnic w  w ynikach  m ianow ania m ocy toksyn jest w yjaśniona, gdy stw ierdzono, że 
w początkow ym  okresie uodparniania zw ierzę w ytw arza g łów nie antytoksynę 7 - 
globulinow ą, a w  późnym  okresie uodparniania— antytoksynę p-globulinow ą. Z su­
row icam i końskim i, zaw ierającym i antytoksynę Y-globulinową, stosunek w artości 
in v ivo / in  v i tro  był w ysok i, w yższy  od 1 , a z surow icam i zaw ierającym i p -g lobu li- 
now ą antytoksynę —  niższy od 1. W krótce zaczęły się jednak m nożyć spostrzeżenia  
budzące w ątp liw ości co do słuszności poglądów , łączących w yn ik i oznaczania m ocy  
toksyn in v ivo  i in  v i tro  z w łaściw ościam i elektroforetycznym i antytoksyn. Autor 
zaobserw ow ał np. konie, które w ytw arzały  ty lk o  jednego rodzaju antytoksynę: albo 
Y-globulinową albo też (3-globulinową. Oo w ięcej, autor obserw ow ał takie p rzy ­
padki, w  których stosunek in v ivo / in  v i tro  był niski, mimo że surow ica zaw ierała  
antytoksynę Y -globulinową.

Ilościow o w ykonyw ane odczyny precypitacji przy użyciu znakow anej toksyny  
rzuciły now e św iatło  na zagadnienie zróżnicowania antytoksyn. (Toksynę znakow ano  
przy pom ocy 13iJ  w ed ług  m etody M a s  o u r e d i s a ,  opracow anej d la znakow ania  
album iny; za przykładem  P a p p e n h e i m e r a  podjęte próby znakow ania tok sy ­
ny drogą hodow li m aczugow ca w  podłożu zaw ierającym  3»s w ypadły  ujem nie  
w  Instytucie Pasteura). Przebieg tych dośw iadczeń dow iódł, że m iędzy antytoksy- 
nam i zachodzą różnice niezależne od ich w łaściw ości elektroforetycznych. A n ty ­
toksyny zobojętniające są odm ienne od antytoksyn flokulujących czy p recyp itu - 
jących.

D alsze obserw acje w ykazały , że w yn ik  m iareczkow ania m ocy toksyn in v iv o  
i in v itro  zależy od stanu odporności koni w  chw ili rozpoczęcia cyklu uodparnia­
nia. Konie posiadające tak zwaną odporność podstaw ow ą w  chw ili rozpoczęcia  
cyklu hiperim m unizacji w ytw arzają  istotn ie początkow o antytoksynę Y -globulino- 
w ą, z którą stosunek m ianow ania toksyny in  v ivo l in  v i tro  jest w iększy od 1 . 
Z pow stającą później antytoksyną |3 jest tu ten stosunek nieznacznie niższy od 1. 
K onie natom iast nie w ykazujące stanu odporności podstaw ow ej w  chw ili rozpoczę­

ło P o s t ę p y  B io c h e m ii
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cia cyk lu  uodparniania w ytw arzają  antytoksyny, z którym i stosunek in vivoHn v itro  
jest zawsze niski: m niejszy od 1 , m im o że w ytw arzają  rów nież antytoksynę y- ,  a na­
stępnie |3-globulinową.

W oparciu o stw ierdzony fakt zróżnicowania antytoksyn  u siłu je  rów nież autor 
w ytłum aczyć zjaw isko zróżnicow ania surow ic pod w zględem  ich „pow inow actw a” 
(aviditas). W ciągu k ilkudziesięciu  lat od jego poznania, tłum aczono w  rozm aity 
sposób istotę tego zjaw iska. W edług poglądów panujących w  chw ili obecnej, różnice 
w  pow inow actw ie surowic w ynikają  z tego, że jedne surow ice tw orzą z antygenem  
zw iązki trw alsze, inne zaś — m niej trw ałe, ła tw iej u legające dysocjacji. W edług  
R e 1 y v  e 1 d a natom iast tak zw ane pow inow actw o zależy o d . tego, czy surow ica  
zaw iera w ięcej antytoksyn zobojętniających czy precypitujących. Gdy surow ica  
zaw iera w ięcej przeciw ciał precypitujących niż zobojętniających, nie w ykazuje  
pow inow actw a. .

W łaściw ości elektroforetyczne antytoksyn w yw ierają  decydujący w p ły w  na 
kształt krzyw ej w yników  przy ilościow ym  w ykonyw aniu  odczynów precypitaeji. 
Z surow icą zaw ierającą antytoksynę y g lo k u lin o w ą  krzyw a m a kształt klosza. 
Ten typ  krzyw ej znany jest od daw na z odczynów m iędzy odpornościową, prze- 
ciw białkow ą surow icą króliczą a hom ologicznym  białkiem , np. m iędzy b iałkiem  
ludzkim  a surow icą królika uodparnianego typu białkiem . W p iśm iennictw ie spo­
tyka się  często dla tego rodzaju krzyw ej określenie „króliczy typ krzyw ej p recyp i- 
tacji”. Z surow icą koni hiperim m unizow anych przez długie m iesiące, toksycznym  
białkiem  w  rodzaju antygenów  błoniczych, a w ięc z surow icą zaw ierającą (3-globu- 
linow e przeciw ciała, krzyw a w yników  odczynu jest u szczytu płaska, równa. Ten 
typ krzyw ej jest znany z odczynów  flokulacji Ramona. W p iśm iennictw ie spotyka  
się często dla tego rodzaju krzyw ej określenie „koński typ  krzyw ej precyp itacji”. 
D ośw iadczenia autora dow iodły, że kształt krzyw ej nie ma nic w spólnego z gatun ­
kow ym i w łaściw ościam i daw cy surow icy, lecz w y łączn ie  — jak w spom niano —  
z w łaściw ościam i elektroforetycznym i przeciw ciał pow stałych  po uodpornieniu.

Logicznie m yśląc, należałoby przypuścić że jeśli antytoksyna błonicza nie jest 
zw iązkiem  jednorodnym , to i toksyna błonicza, która reaguje z antytoksyną zobo­
jętniającą i precypitującą, z 7 -g lobulinow ą i |3-globulinową, nie może być zw iąz­
kiem  jednorodnym . Przeciw ko tej h ipotezie w ysunąć m ożna by zastrzeżenie oparte 
na fakcie, że oczyszczona toksyna błonicza reaguje z hom ologiczną surowicą  
w  odczynach dyfuzji w  żelu w  sposób charakterystyczny, dając tu m ianow icie  
ty lk o  jedną lin ię  precypitacji. D la roztrzygnięcia tego problem u autor w yk o­
nał dośw iadczenia rów nolegle z toksyną oczyszczoną i z tą toksyną poddaną 
w pierw  traw ieniu. W tym  celu, podobnie jak przedtem  P o p e ,  podaw ał to ­
ksynę działaniu trypsyny. W odczynie dyfuzji w  żelu  z taką toksyną w yn ik i 
zależały od użytej surow icy. Z surow icam i, z k tórym i w yn ik  m ianow ania  
m ocy toksyny in v ivo / in  v itro  w yrażał się liczbą w iększą  od 1 , obserw owano  
2—3 lin ii precyp itacji. A utor w nioskuje z tych dośw iadczeń, że cząsteczka to ­
k syny ma rozm aite —  jak się w yraża — ugrupow ania, z których każde reaguje 
z inną antytoksyną i z których każde po w prow adzeniu do ustroju  zw ierzęcego  
działać może jako bodziec im m unologiczny.

W krótkiej stosunkow o ocenie n ie m ogłem , rzecz jasna, om ów ić w szystk ich  pro­
b lem ów  poruszonych przez autora. A m onografia napisana zw ięźle zaw iera duże 
bogactw o problem ów. W załączonym  p iśm iennictw ie (314 pozycji) uw zględniono  
najw ażniejsze prace z dziedziny, którą autor się zajm uje. Zapoznanie się  z treścią  
m onografii przyniesie bez w ątp ien ia  w ie lk ą  korzyść każdem u m ikrobiologow i, 
im m unologow i i b iochem ikow i, zajm ującem u s ię  zagadnieniam i toksyn i anty­
toksyn, i to  n ie ty lk o  błoniczych. Ii. Meisel
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P R A C E  D O K T O R S K I E

S T A N IS Ł A W  B U R A C Z E W S K I

Niektóre przemiany biochemiczne w buraku cukrowym oraz w pływ  
żelazicyjanku jako bodźca chemicznego

Pracę w ykonano w  Katedrze B iochem ii Szkoły G łównej Gospodarstw a W iejskiego
w  W arszaw ie  

Promotor prof, dr Ignacy REIFER  
U chw ała Rady W ydziału R olniczego SGGW  nadająca ty tu ł doktora  nauk rolno-

-leśnych  z dnia 20.V.1959.

Celem  pracy było zbadanie w p ływ u  żelazicyjanku na rośliny buraka cukrowego. 
D ośw iadczenia prowadzone uprzednio przez K atedrę B iochem ii SGGW w yk a­
zyw ały  m ożliw ość stym ulującego działania żelazicyjanku na rośliny. Także w ynik i 
prac M. P o p o w a  o oddziaływ aniu zw iązków  chem icznych na rośliny i szerokie 
stosow anie zabiegu stym ulacji roślin upraw nych w  B ułgarii zachęcały do podję­
cia tego tem atu. 1

A naliza roślin buraka cukrow ego otrzym anych z nasion m oczonych w  roztw o­
rach żelazicyjanku potasowego nie w ykazała  w p ływ u  tej substancji na oddychanie 
zielonych liści (w spółczynnik oddychania 0,7—0,9), zaw artość cukrów, azotu ogól­
nego, asparaginy i glutam iny w  okresie w egetacji w  liściach i korzeniach oraz 
plon korzeni. Ż elazicyjanek w p ływ ał obniżająco na pobieranie tlenu przez k ie ł­
kujące nasiona (kłębki), przy czym badane dw ie odm iany buraka reagow ały w  róż­
ny sposób na jego działanie. N ie stw ierdzono różnic w  sile i energii k iełkow ania  
nasion.

A ktyw ność badanych procesów  biochem icznych nie różniła się w  roślinach  
traktow anych  i nie traktcw anych żelazicyjankiem . W zielonych liściach  in v itro  
w ykazano działanie enzym ów  cyklu pentozow ego, przy czym  stw ierdzono, że 
aktyw ność dehydrogenazy kw asu 6-fosfoglikonow ego była w yższa od aktyw ności 
dehydrogenazy g likozo-6-fosforanu; obecność b łękitu  m etylenow ego przysp ie­
szała reakcję katalizow aną przez dehydrogenazę kw asu 6-fosfoglikonow ego. P o­
tencjał oksydacyjno-redukcyjny hom ogenatów  liści w yn osił 84 mV w  roślinach  
25-dniow ych i około 130 mV w  roślinach 50- i 120-dniowych. Inhibicja cyjankiem  
i azydkiem  obniżała pobieranie tlenu  podczas oddychania liśc i o około 509/o. 
W liściach znaleziono śladow e ilości cytruliny oraz bardzo aktyw ną transferazę  
cytru linow ą.

W yniki badań nie potw ierdzają roli żelazicyjanku jako stym ulatora buraka  
cukrow ego. W ykryto jedynie jego w p ływ  na procesy oddechowe kiełkujących  
nasion.

Fragm enty pracy są opublikow ane w  A cta  Soc. Bot. Polon. 28, 727 (1959) 
i  A cta  Biochim. Polon. 6, 447 (1959).

10*
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JE RZY K Ą C Z K O W S K 1

Pracę w ykonano w  Katedrze B iochem ii Szkoły G łów nej Gospodarstw a W iejskiego
w  W arszaw ie 

Promotor prof dr Ignacy REIFER  
U chw ała Rady W ydziału Rolnego SGGW  nadała ty tu ł d oktora  nauk rolno-

-leśnych  w  dniu 30 IX  1959 r.

Badania nad biologicznym rozkładem alkaloidów  tropanowych 
w powiązaniu z drogami badań biosyntezy

W doborze tem atu założono, że zbadanie produktów  m ikrobiologicznego roz­
kładu alkaloidów  tropanow ych dostarczyłoby pew nych inform acji o m ożliw ych  
produktach pośrednich na drodze biosyntezy tych alkaloidów  w  roślinach.

W yizolowano z gleby i przebadano dwa szczepy bakterii zdolnych do rozk ła­
dania alkaloidów  tropanow ych i jeden z tych szczepów  (z rodziny C orynobacte -  
riaceae,  rodzaju Arthrobacter) .  zastosowano w  dalszych badaniach.

C hrom atograficznie stwierdzono, że dw a kw aśne produkty i jeden zasadow y  
produkt bakteryjnego rozkładu atropiny posiadają w  trzech układach w artości 
Rf ¡identyczne z w artościam i odpow iednich zw iązków , pow stałych w  w yn ik u  
hydrolizy kw asow ej, czy zasadowej tego alkaloidu. N a podstaw ie tem peratur top ­
n ienia w yizolow anych  produktów rozkładu bakteryjnego oraz porów nania k rzy­
w ej absorpcji w  u ltrafio lecie z  krzyw ą podaną w  literaturze dla kw asu tropo­
w ego  zidentyfikow ano w ym ienione produkty jako kw asy tropow y i atropowy  
oraz tropinę. i

D rugi zasadow y produkt bakteryjnego rozkładu atropiny zbadano przez porów ­
nanie jego w artości Rt w  różnych układach z odpow iednim i w artościam i produk­
tów  takich przem ian tropiny, jak utlen ien ie, odw odnienie, dem etylacja  itp. Pro­
dukt dem ety lacji tropiny — tropigenina — w yk azyw ał w  różnych układach  
w artości Rf identyczne iz w artościam i badanego drugiego zasadow ego produktu  
rozkładu bakteryjnego.

Z proszku acetonow ego z m asy bakteryjnej uzyskano w yciąg  enzym atyczny  
zdolny do hydrolizow ania atropiny do  tropiny i kw asu tropow ego o znacznej 
aktyw ności.

W celu stw ierdzenia, czy produkty rozkładu bakteryjnego atropiny mogą być 
rów nocześnie zw iązkam i przejściow ym i na drodze b iosyntezy . tego alkaloidu  
w  roślinie, w ykonano dośw iadczenia z karm ieniem  roślin  Dutura stram onium  L. 
m ieszaniną tropiny i  kw asu tropowego w  stosunku stechiom etrycznym . U zyskane  
w yn ik i w skazują na m ożliw ość przebiegu reakcji estry fik acji m iędzy tym i zw ią­
zkam i, gdyż ponad 50°/o prób roślin  dośw iadczalnych w yk azyw ało  w zrost zaw artości 
alkaloidów  w  stosunku do prób kontrolnych.

Fragm enty pracy są opublikow ane w  Acta  Soc. Bot. Polon. 28, 677 (1959) 
oraz Acta Microbiol. Polon. Nr 2 (1960).
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W A N D A  D O B R Y S Z Y C K A

Białka moczu prawidłowego

Pracę w ykonano w  Zakładzie Chemii F izjologicznej W ydziału Lekarskiego i w  Za­
kładzie C hem ii F izjologicznej W ydziału Farm aceutycznego A kadem ii M edycznej

w e W rocławiu

Promotor: Doc dr Wanda M EJBAUM -KATZENELLENBOGEN

U chwała Rady W ydziału Farm aceutycznego A kadem ii M edycznej w e W rocławiu, 
nadającą tytu ł doktora farm acji  z dn. 9.V II.1960

W pracy tej postawiono sobie za zadanie zbadać niektóre w łasności fizykoche­
miczne i b iologiczne białek  moczu praw idłow ego, nie zaw ierającego urom ukoidu  
pochodzenia nabłonkow ego (uromukoidu Tam m a i H orsfalla), który usuw ano przez 
wysalaniel.

Do oznaczania ilościow ego białka w  moczu zastosowano turbidim etryczną m ikro- 
m etodę taninow ą M ejbaum -K atzenellenbogen, polegającą na oznaczeniu zm ętnienia  
w yw ołanego przez pow staw anie nierozpuszczalnych połączeń białkow o-taninow ych. 
M etoda ta okazała s ię  rów nież przydatna do oznaczania ilościow ego białek roz­
puszczalnych w  kw asie su lfosalicylow ym  (m ukoproteidów). Do zagęszczania białek  
m oczu zastosow ano taninę i kofeinę (M ejbaum -K atzenellenbogen). Zasadą postępo­
w ania jest strącanie białka z rozcieńczonych roztw orów  za pomocą w odnego roz­
tworu tan iny i regeneracja zagęszczonego białka przy pom ocy kofeiny. Opraco­
w ano w arunki w ytrącania połączeń b iałkow o-tan inow ych  w  moczu w  zależności 
od pH, stężenia taniny i kofeiny. O siągnięto 1000-krotne zagęszczenie białka. Z po­
czątkow ego stężenia około 0,002 g/100 ml zagęszczano białko do stężen ia  2—3 g/lOOml. 
Zagęszczanie białek moczu taniną i kofeiną trw a około 2 godzin, a w ięc jest 
szybsze od w szystk ich  stosow anych do tej pory metod zagęszczania. Zastosowano 
rów nież taninę i kofeinę do zagęszczania frakcji b iałek rozpuszczalnych w  kw asie  
su lfosa licy low ym  (BRS) w  moczach praw idłow ych. O siągnięto zagęszczenie frakcji 
BRS do stężenia 4—5 g/100 ml.

Przeprowadzono elektroforezę bibułow ą w  pH  8,6 zagęszczonych białek moczu, 
jak rów nież zagęszczonej frakcji b iałek rozpuszczalnych w  kw asie su lfosalicylow ym . 
Rozkład frakcji b iałkow ych w  moczach praw idłow ych był następujący: album iny  
28,8%, aj globuliny 11,6%, a2 — 17,4%, (3 — 26,8%, y  —■ 15,4% Rozkład frakcji 
białek rozpuszczalnych w  kw asie su lfosalicylow ym  był następujący: album iny  
15,0°/o, oti globuliny 16,0%, a2 — 17,8%, (3 — 33,9%, y  — 17,3%. Obliczono zaw artość 
BRS w  poszczególnych frakcjach białkow ych i stwierdzono, że album iny zaw ierają  
najw yżej 50% białek rozpuszczalnych w  kw asie su lfosalicylow ym , natom iast frakcje 
globulinow e mogą w  poszczególnych przypadkach składać się całkow icie z białka  
rozpuszczalnego w  kw asie su lfosalicylow ym .
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W zagęszczonym  białku moczu, jak rów nież w  zagęszczonej frakcji BRS, stw ier­
dzono obecność kw aśnych m ukopolisacharydów  (AMPS) przez barw ienie b łęk item  
ałcjanow ym . W czasie elektroforezy bibułow ej w  pH  8,6 AM PS dysocjow ały od 
białka i dzieliły  się na trzy frakcje, w ędrujące do katody szybciej niż album iny.

W zagęszczonym  białku moczu praw idłow ego szukano obecności niektórych  
białek biologicznie czynnych. Izohem aglutyniny, znajdujące się w  y-globulinach, 
jak rów nież haptoglobina (a2 m ukoproteid), chociaż w ykazane w  m oczach patolo­
gicznych o dużym  stężeniu  białka, dotychczas nie zostały opisane wśród białek  
moczu norm alnego. W zagęszczonych białkach moczu, pochodzących od osobników
o grupach krw i A, B lub O stw ierdzono istn ien ie  odpow iednich przeciw ciał grupo­
wych. N ie stw ierdzono zależności m iędzy m ianem  izohem aglutynin w  moczu i w  su ­
row icy krw i tych sam ych osobników. Zastosowano turbidym etryczną m ikrom etodę 
taninow ą do ilościow ego oznaczania haptoglobiny na podstaw ie elektroforezy bibu­
łow ej w  pH  7,0. M etodę sprawdzono na surow icach norm alnych, a następnie na 
zagęszczonych białkach moczów praw idłow ych. W ykazano, że stężenie haptoglobiny  
w  moczu w ynosiło  15—70 mg°/o.

Zagęszczenie białek moczów praw idłow ych taniną i kofeiną pozw oliło na u zy­
skanie białek o niezm ienionych w łasnościach  fizykochem icznych (rozpuszczalność 
w  kw asie su lfosalicylow ym , zaw artość kw aśnych m ukopolisacharydów , ruchliw ość  
elektroforetyczna na bibule). Zagęszczone białka m ają również niezm ienioną  
aktyw ność biologiczną, co w ykazano na przykładzie izohem aglutynin i haptoglo­
biny.

Fragm enty pracy zostały w ydrukow ane w  A rch iw u m  Im munologii i Terapii Do­
św iadcza ln e j 7, 491 i 501 (1959). Część referatow a jest przyjęta do druku w  Po­
stępach M ed y cyn y  i Terapii D oświadczalnej.
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S P R A W O Z D A N I A  I K O M U N I K A T Y  

Setna rocznica urodzin Stanisława Kostaneckiego

W dniu 16 k w ietn ia  1960 roku m inęła setna  rocznica urodzin S tan isław a K o ­
s t a n e c k i e g o ,  profesora chem ii organicznej U niw ersytetu  w  Bernie (Szwajcaria) 
w  latach 1890— 1910. N iestrudzony ten badacz barw ników  roślinnych i tw órca chemii 
flaw onoidów  w  ciągu sw ej dw udziestoletniej pracy na katedrze w  B ernie w y ­
k ształcił liczny zastęp chem ików , a wśród nich w ielu  Polaków .

Pam ięć w ielk iego  badacza uczciło Polskie T ow arzystw a Chemiczne na specjal­
nym  posiedzeniu, w  którym  w zią ł udział prof. dr W iktor Lampe, uczeń i w spół­
pracow nik S tan isław a K o s t a n e c k i e g o .

Sympozjum Biochemiczne w Białymstoku

K ontynuując sym pozja zw oływ ane w latach poprzednich przez K om itet B ioche­
m iczny Polskiej A kadem ii Nauk, Polskie Tow arzystw o B iochem iczne zorganizowało  
w  roku bieżącym  w  B iałym stoku nowe Sym pozjum  będące siódm ą z kolei imprezą  
tego typu w  Polsce. Tym razem zasadniczym  celem  Sym pozjum  nie było przedkła­
danie sprawozdań z prac dotow anych przez Polską A kadem ię N auk, ale w ym iana  
zdań i poglądów na tem at pew nych zagadnień opracow yw anych w  Polsce w  sze­
regu ośrodków, a w ięc problem ów, w  zakresie których w ielu  pracow ników  na 
polu biochem ii w  Polsce ma już pow ażne osobiste dośw iadczenie.

Sym pozjum  odbyło się w  dniach 8 i 9.IX. 1960 r. i obradowało na tem at trzech  
problem ów: 1 ) w ielorakości i różnorodności enzym ów  biorących udział w  proce­
sach oddechow ych (referaty podstaw ow e T. S z c z e p k o w s k i e g o  z Krakowa 
i W. T y s a r o w s k i e g o  z B iałegostoku), 2) rozdzielania i oczyszczania białek  
oraz spraw y jednorodności tych ciał (referaty podstaw ow e W. O s t r o w s k i e g o  
z Krakowa i A. M o r a w i e c  k i e g o  z W rocławia), 3) am inokw asów  moczu i z a ­
stosow ania m etod chrom atograficznych w  badaniu am inoacydurii (referaty pod­
staw ow e J. O p i e ń s k i e  j-B  1 a u t h z L ublina i I. C h m i e l e w s k i e j  z W ar­
szawy). Ponadto w ygłoszono k ilka referatów  w iążących się z pow yżej w ym ien ionym i 
zagadnieniam i: K. K l e c z k o w s k i  m ów ił o w ystępow aniu  cyk lu  ornitynow ego  
u roślin, P. W i e r z c h o w s k i  — o frakcjonow aniu b iałek  tuberkuliny, M. B a g d a- 
s a r i a n przedstaw ił w yn ik i pięknych badań przeprow adzonych w spóln ie  
z P. S z a f r a ń s k i m  nad udziałem  nukleopeptydów  w  biosyntezie białka. S. A n- 
g i e l s k i  i J. R o g u l s k i  przedstaw ili ciekaw e badania nad am inoacydurią spo­
w odow aną zatruciem  kw asem  m aleinow ym , a S. Z. B r o m b e r g - S z n e k o w a  — 
w ynik i sw oich badań nad am inoacydurią w  chorobach nerek.

Sym pozjum  otw orzył i zam knął Prezes Polskiego T ow arzystw a Biochem icznego, 
B. S k a r ż y ń s k i .  T em atyka zebrań ujęta była w  3 posiedzenia, którym  przew od­
niczyli: J: H eller, B. Skarżyński i W. M ozołowski. D yskusja nad poszczególnym i 
referatam i, w  której brało udział około 40 uczestników , była bardzo ożyw iona  
i stała na w ysokim  poziomie, św iadcząc w ym ow nie o tym , że nasza m łoda kadra 
naukow a ma już daleko poza sobą okres szkoleniow y
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Sym pozjum  w  B iałym stoku zbiegło się z 65 rocznicą urodzin profesora W łodzi­
m ierza M o z o ł o w s k i e g o  z Gdańska. U czestn icy zebrania w śród serdecznych  
ow acji oddali hołd zasłużonem u przedstaw icielow i b iochem ii w  naszym  kraju, k tó­
remu w ręczono pokaźny zeszyt A cta  Biochemica Polonica,  jem u w łaśn ie  pośw ięcony. 
W Sym pozjum  w zią ł rów nież udział przebyw ający z krótką w izy tą  w  Polsce  
dr H. L a r d y  z U niw ersytetu  W isconsin w  Madison (St. Zjedn. Am. Płn.), który  
rów nież uczestn iczył w  dyskusji.

O rganizacja Sym pozjum , którą zajął się zespół białostockich pracow ników  nauki 
z W. T y s a r o w s k i m  na czele, była  w zorow a, jakkolw iek  zakw aterow anie 250 
uczestników  Sym pozjum  i roztoczenia opieki nad n im i nie było prostą sprawą. 
Starano się nie ty lk o  o spraw ny przebieg obrad, ale i o urozm aicenie w olnego  
czasu (udane słuchow isko w  godzinach w ieczornych na dziedzińcu pałacu B rani- 
ckich, grzybobranie i w ycieczka do B iałow ieży). U czestn icy  opuszczali B iałystok  
w ynosząc nie ty lk o  w ie lk ie  korzyści naukow e, ale i pam ięć serdecznej gościnności 
gospodarzy białostockich.

Sym pozjum  w  B iałym stoku było n iew ątp liw ie udaną im prezą naukow ą św iad­
czącą ,o tym , że biochem ia polska znajduje się na drodze rozw ojow ej budzącej 
ufność w  przyszłość tej dyscyp liny w  naszym  kraju.

B. S karżyń sk i

P ełny  tekst referatów  w ygłoszonych na sym pozjum  oraz głosów  w  dyskusji 
ukaże się w  następnych zeszytach P ostępów  Biochemii.

Międzynarodowe 

VIII Kolokwium na temat „ B i a ł k a  płynów  ustrojowych” w Brugge

Corocznie od k ilku  la t w  m ałym  m iasteczku flam andzkim  Brugge w  B elgii 
organizow ane są przez L a b o r a t o r i u m  S i n t  J a n s  H o s p i t a l ,  pod pro­
tektoratem  prow incjonalnego rządu Zachodniej F landrii, kolokw ia pośw ięcone  
om ów ieniu postępów  w  badaniach białek i innych składników  płynów  ustrojo­
w ych. W bieżącym  roku VIII z kolei kolokw ium  odbyło s ię  w  dniach 6— 8 maja. 
Do udziału w  konferencji zaproszono około 300 osób zajm ujących się rozdziałem  
am inokwasów, peptydów  oraz białek i badaniem  zmian m etabolicznych tych  
zw iązków  jako składników  płynów  ustrojow ych. Podczas trw ania  obrad w ygłoszono  
ponad 80 referatów  i  doniesień traktujących o następujących zagadnieniach: 
1 ) m etody rozdziału am inokw asów , 2 ) w łasności b ibuły i żelów  jako środowiska  
dla elektroforezy białek, 3) m etabolizm  białek znakow anych izotopam i, 4) im m u- 
noelektroforeza, 5) now e m etody badania białek, 6) g likoproteidy, 7) w łasności 
niektórych w yizolow anych  białek, 8) m etody kliniczne, 9) p łyn  m ózgo-rdzeniow y, 
10 ) dysproteinem ie.

Obrady odbyw ały się  w  trzech sekcjach, których posiedzenia poprzedziła sesja  
plenarna. Na tej sesji w yg łosili referaty  m. in. W u n d e r l y  (Zurych) na tem at 
struktury żelu agarow ego, G r a b a r  (Paryż) opisał now ą m etodę w ykryw ania  
glikoproteidów  na żelu agarow ym  w  postaci pochodnych fenylohydrazyny po 
uprzednim  u tlen ien iu  cukrow ców  kw asem  nadjodow ym . O r e c h o w i c z  (Moskwa) 
m ów ił o rozdziale pepsyny i pepsynogenu za pomocą dw uetyloam inoetylocelu lozy, 
a B o d m a n  (Londyn) om ów ił szczegółowo rolę cukrow ców , a zw łaszcza kw asu
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sialinow ego zw iązanego z b iałkam i w  procesach fizjologicznych i patologicznych, 
głów nie w  schorzeniach now otw orow ych. P e e t e r s (Brugge), organizator k o­
lokw ium , przedstaw ił w y n ik i rozdziału lipoproteidów  surow icy za pomocą w y so ­
konapięciow ej elektroforezy b ibułow ej. Zam iast referatu autor zaprezentow ał 
p ięk n y  kolorow y film  ilu stru jący  szczegóły m etodyczne i uzyskane w yn ik i. P rze­
suw aniu  się obrazów film ow ych  tow arzyszyła dyskretnie oryginalna flam andz­
ka m uzyka ludowa. Ten artystyczny sposób referow ania osiągnięć naukow ych spot­
k a ł się z ogólnym  uznaniem .

Przebieg obrad w  poszczególnych sekcjach (nowe techniki, b iochem ia i pato­
logia), przedstaw iał się następująco:

1. Na tem at rozdziału am inokw asów  w yróżn iały  się dw a doniesienia. M o r r i s  
(Londyn) przedstaw ił w yn ik i rozdziału m ieszaniny am inokw asów  za pomocą w y ­
sokonapięciow ej elektroforezy bibułow ej. Jako elektrolitu  używ ał m ieszaniny  
kw asu m rówkowego, kw asu octow ego i w ody o pH  1,81 do 1,85. Przy zastosow a­
niu spadku potencjału 75— 100 V /cm  autor uzyskał kom pletny rozdział praw ie  
w szystkich  am inokwasów  w  postaci ostrych smug. B a y e r  (Karlsruhe) zastoso­
w a ł chrom atografię w  fazie gazow ej do rozdziału am inokwasów. Przez przeprow a­
dzenie am inokw asów  w  odpow iednie lotne pochodne (estry N -acylo  pochodnych  
am inokw asów ) można je rozdzielić za pomocą w spom nianej techniki. W yniki 
jednak nie są zadow alające i z uw agi na żmudne przygotow ania w stępne nie 
w yd aje  się, aby ta m etoda szybko się przyjęła. Zasługuje jednak na podkreślenie 
ze w zględu na oryginalne podejście.

2. G r ü n e  (Kassel) om ów iła fizykochem iczne w łasności różnych gatunków  
bibuły oraz jej przydatność dla chrom atografii i elektroforezy. B ibuła z w łók ien  
szklanych oraz acetylow anej celu lozy  posiada szczególnie dogodne w łasności za­
rów no do w yżej w spom nianych celów , jak i jako porow ate fo lie  stosow ane, np. 
do elektrodializy. N astępne doniesien ia tej sesji pośw ięcone b y ły  om ów ieniu w ła s­
ności żelu agarow ego i skrobiowego do celów  im m unochem icznych. M etoda pod­
w ójnej dyfuzji dla badania w łasności układu antygen— antyciało była szcze­
gółow o przedstaw iona przez M e f f r o y - B i g e t  i  S a l v i n i e n  (M ontpelier). 
Badano w arunki, w  jakich  w spółczynnik  dyfuzji sm ugi precyp itacyjnej jest 
stały  i daje się  n ajłatw iej w yznaczyć, co m a praktyczne znaczenie dla charak­
terystyk i białek  posiadających w łasności antygenow e.

3. B iałka znakow ane rad ioaktyw nym  w ęglem , jodem bądź też siarką, były  
używ ane do śledzenia różnych procesów  zw iązanych z ich  m etabolizm em , w y tw a ­
rzaniem  przeciw ciał, rozm ieszczeniem  w  organizm ie etc. T i m a s h e f f  i  T o w ­
n e  n d (F iladelfia) przedstaw ili w yn ik i badań genetycznej kontroli w ystępow ania  
form  A i B beta-laktoglobulinu . B adania oparto na fakcie, że to  b iałko w  k w aś­
nym  pH  rozpada się na dw a połów kow e fragm enty  i z  pow rotem  asocjuje przy  
zobojętnianiu na cząsteczkę o m asie 36 000. D la w yjaśn ien ia , w  jaki sposób może 
tw orzyć się hybryd beta-laktoglubolinów  A i B, zastosowano znakow any C ^ -w alin ą  
beta-laktoglubulin  A, podczas gdy odm iana B była nieradioaktyw na. M ieszaninę  
obu składników  zakwaszano, następnie zobojętniano i rozdzielano elektroforetyczn ie  
na frakcje. Na tej podstaw ie stw ierdzono, że obie połów ki obu form  b eta-lak to-  
globulinu są identyczne. Różnica strukturalna pom iędzy A i B, która indukow ana  
jest genetyczn ie, dotyczyć ma ty lko  m iejsca, gdzie obie podjednostki w iążą się 
razem, natom iast nie jest zw iązana z w ew nątrzcząsteczkow ym  przesunięciem , jak  
to ma m iejsce w  przypadku hem oglobin.

4. N ajw ięcej referatów  i dyskusji pośw ięcono m etodyce im m unoelektroforezy  
i  jej w ynikom . Przez hydrolizę fibrynogenu za pom ocą p lazm iny otrzym ano dw a
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p olipeptydy dające się rozdzielić elektroforetyoznie ( G r a b  a r  i w spółprac., Paryż) 
oraz na kolum nie z w ym iennik iem  celulozow ym . Badając następnie reakcję obu 
fragm entów  z surow icą, zaw ierającą przeciw ciała  przeciw  fibrynogenow i, s tw ie r ­
dzono, że oba polipeptydy w ykazują w łasności antygenow e w  rów nym  stopniu, 
dając strąt z surow icą odpornościową. Z tych obserw acji w ynika, że oba składniki 
fibrynogenu zaw ierają ugrupow ania antygenow e i reagują z przeciw ciałem  n ie ­
zależnie jeden od drugiego. Fakt ten  obrazuje heterogenność przeciw ciał przeciw - 
białkow ych. Interesującym  podejściem  m etodycznym  było przedstaw ione przez 
C l a u s e n a  (Kopenhaga) połączenie im m unoelektroforezy z autoradiografią. Przed  
rozdziałem  elektroforetycznym  dodaw ano do surow icy znakow ane substancje  
transportow ane norm alnie przez białka surow icy, jak np. tyroksyna i  jej pochodne, 
żelazo, w itam in B 12 i inne. Po uzyskaniu sm ug precyp itacyjnych  w yk onyw ano  
autoradiogram  porów nując oba obrazy. A utor w ykazał, że tyroksyna i trójodotyro- 
nina transportow ane są przez trzy różne frakcje, żelazo jest transportow ane nie 
ty lk o  przez beta-globulin , lecz także przez frakcje a2-g lobu li nów. W itam in B ^  
jest transportow any głów nie przez frakcję a2-globulinów  i przez album in. Podobną  
technikę dla rozw iązania analogicznych zagadnień stosow ali A l y  i G i l l i c h  
(Marburg).

B l a n e k  (La Tour-de Peilz) zadem onstrow ał m etodę dw uw ym iarow ej im m u- 
noeletrofcrezy, która daje znacznie lepsze rozdzielenie składników  surow icy, 
zw łaszcza frakcji a-, (3- i  7 -g lobulinów  w  porów naniu  z jednow ym iarow ą e lek tro­
forezą. D u b i s k i  i K e l u s  (W arszawa) na podstaw ie analizy im m unologicznej 
w ykazali co najm niej 5 różnych antygenów  w e frakcji y-globulinów  krw i królika. 
W ystępow anie poszczególnych antygenów  jest uw arunkow ane genetycznie, co 
można b yło  stw ierdzić na podstaw ie segregacji poszczególnych populacji zw ierząt. 
A ntygenow e w łasności produktów  hydrolizy papainą y-glob u linów  królika badał 
K e l u s  i w spółpracow nicy (Cambridge).

5. Zastosow anie przy rozdziale elektroforetycznym  elektro litu  o m ałej sile  
jonow ej (n =  0,002) daje znaczny w zrost ruchliw ości b iałek  i w iększe uw yd atn ien ie  
różnic m iędzy poszczególnym i frakcjam i. Przeprow adzenie elektroforezy  w  tak  
rozcieńczonym  elektrolicie jest utrudnione zarówno w  aparacie T iseliusa, jak 
i za pomocą elektroforezy bibułow ej na skutek silnego efektu  elektroosm ozy. D la ­
tego specjalnego znaczenia nabrała m etoda rozdziału elektroforetycznego w  śro­
dow isku stabilizow anym  roztw orem  sacharozy, która zapobiega prądom  k on­
w ek cyjn ym  i ogranicza elektroosm ozę. N y n s  i L o n t i e  (Leuven) przedstaw ili 
szereg przykładów  rozdziału m ieszanin białkow ych za pom ocą elektroforezy w  roz­
cieńczonych elektrolitach stabilizow anych sacharozą, uzyskując doskonały rozdział 
poszczególnych składników  m ieszaniny.

G r a s s m a n n  i w spółpracow nicy (Monachium) zadem onstrow ali nowe urządze­
nie do preparatyw nego rozdziału substancji koloidow ych w  polu elektrycznym  
w  roztw orze swobodnym. Zasada tego postępow ania jest podobna do tej, na jakiej 
jest oparta ciągła elektroforeza b ibułow a z tą różnicą, że zam iast bibuły zastoso­
w ano cienką w arstew k ę (ok. 5) e lektrolitu  n iestabilizow anego, przepływ ającego  
w  płaszczyźnie poziom ej przez odpow iednio skonstruow aną chłodzoną komorę. 
Zasada aparatu przedstaw iona jest na rys. 1. Za pom ocą aparatu G rassm anna m oż­
na rozdzielić preparatyw nie w  ciągu dnia około 100 m l surow icy i zebrać poszcze­
gólne frakcje do odbieralników . Jest to  bardzo duży krok naprzód w  rozwoju  
m etod elektroforetycznego rozdziału m ieszanin b iałkow ych dla celów  preparatyw - 
nych. C ałkow icie w yelim inow ano środow isko stałe i  pow rócono do roztworu  
sw obodnego. Udało s ię  w  ten  sposób usunąć zupełnie szkodliw e efek ty  elek tro- 
kinetyczne i adsorpcyjne zw iązane ze środow iskiem  stałym , a rów nocześnie
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R ysunek 1. Schem at aparatu G r a s s m a n n a :  a) w idok iz boku, b) w idok z góry
i z boku.

zachow ana została zasada pasm ow ego rozdziału frakcji w  odróżnieniu od zasady  
stężenia frakcji w  aparacie T iseliusa. W ystaw iony na w ystaw ie  aparat G rassm anna  
w zbudzi szczególnie żyw e zainteresow anie wśród uczestn ików  konferencji.

R eferat niżej podpisanego dotyczył rozdziału m ieszanin b iałkow ych w  n isko­
procentow ym  żelu agarow ym  z dodatkiem  adsorbentów. Dodając do 0,2% żelu  
agarow ego w  stosownym  buforze określoną ilość takich substancji jak skrobia, 
proszek celu lozow y, celit, dw utlenek tytanu  i H yflo-super Cel, uzyskuje się śro­
dow isko, w  którym  95—99p/o stanow i w oda, a resztę sk ładniki stałe. Przez to 
rozdział w  takim  układzie jest bardzo zbliżony do rozdziału w  swobodnym  roz­
tw orze i cechuje się dużą zdolnością rozdzielczą. Szczególnie korzystne w yn ik i 
otrzym ano przy stosow aniu 1—5% zaw iesiny  H yflo-super Cel, który w ykazuje niski 
e fek t adsorpcji, elektroosm ozy i zw iększa ruchliw ość białek W porów naniu z czys­
tym  żelem  agarowym .

6. S tosunkow o mało m iejsca i czasu  pośw ięcono glikoproteidom . K lasyczna  
m etoda histochem icznego barw ienia glikoproteidów  na bibule, polegająca na u tle ­
nianiu kw asem  nadjodow ym  i redukcji siarczynow ej fuksyny, poddana została
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krytyce (H o 1 z e r, B e r l i n ) ;  skrytykow ano rów nież m odyfikację procedury K o i v a 
i G r  o w a l i  a ( H a r b o e  i H a n s s e n ,  K openhaga) jako dającą w  oryginalnej 
w ersji w y n ik i trudno pow tarzalne i nie nadające się do interpretacji ilościow ej. 
B o u r r i l l o n  i M i c h o ń  (Paryż) izolow ali z moczu glikoproteidy, frakcjonow ali 
je za pom ocą etanolu i charakteryzow ali poszczególne frakcje. Otrzym ano dw ie  
frakcje o ciekaw ym  składzie: heksoza, acetyloheksozam ina, 6-dezoksyheksoza oraz 
kw as sialinow y; glikoproteid zaw iera około 30°/o białka. Z płynu opłucnow ego  
M i c h o ń  i w spółpracow nicy (Paryż) w yizo low ali glikoproteid, który w ykazuje  
w łasności fizykochem iczne orozomukoidu W inzlera, w yosobnionego z surow icy krw i 
i jest Iz nim identyczny.

7. Z różnych tkanek i p łynów  ustrojow ych w yizo low ano ostatnio k ilka nowych  
białek oraz określono ich w łasności biologiczne. Z surow icy krw i M o r e 11 i 
(Paryż) w yizo low ał haptoglobiny: typ I i II, stw ierdzając że haptoglobina II 
■jest glikoproteidem . Przez frakcjonow anie b iałek  śluzów ki jelita  bydlęcego  
B r a d y (Cork) uzyskał czysty  preparat deam inazy adenozynow ej w oln y  od za ­
sadow ej fosfatazy. Enzym  w ykazuje dużą specyficzność i dezam inuje ty lko  nuk le- 
otyd bądź też dezoksynukleozyd adeniny. L o e v e n  (Lejda) w yosobnił z trzustki 
preparat, zaw ierający następujące czynniki: elastoproteinazę, elastom ukazę, która  
w ykazuje aktyw ność ty lk o  w  obecności elastoproteinazy, oraz czynnik Eo, który  
pow staje z tej ostaniej jako produkt denaturacji i ham uje działanie e lasto- 
mukazy.

8. K ilka referatów  dotyczących m etod chem iezno-klin icznych odnosiło  s ię  
w yłączn ie do oznaczania białka w  surow icy lub  w  moczu. T i d s t r o m  (Kopenhaga) 
przedstaw ił m ikrom etodę ilościow ego oznaczania białka w  moczu opartą na stan­
dartow ym  barw ieniu pasków  bibuły po elek troforetycznym  rozdzieleniu. Białko  
oznacza się  w  0,1 m l moczu z dokładnością do 4°/o. Podobne podejście do oznaczania  
fibrynogenu w  osoczu zastosow ał P e n a r a n d a  (Le Mans). Do krw i dodaje 
heparynę, którą zapobiega jej krzepnięciu . Podczas elektroforezy fibrynogen w ęd ­
ruje pom iędzy frakcjam i (3- i y-globulinów , a po w ybarw ien iu  paska określa się  
ilościow o stężenie w łóknika na podstaw ie odpow iednio sporządzonego standardu. 
H o l l e n d o o r n  (Amsterdam) opisał m etodę oznaczania fibrynogenu na podsta­
w ie pom iaru lepkości. Oznaczając fibrynogen w  różnych stanach patologicznych  
autor stw ierdził, że w  niektórych schorzeniach obserw uje się k ilkakrotny w zrost 
ilościow o stężenie w łóknika na podstaw ie odpow iednio sporządzonego standartu. 
w ania odczynów  zm ętnienia stosow anych w  k lin ikach, jak odczynów: K unkela, 
Mc Lagana, tym olow ego etc. badał H i r a y m a  (Marburg). R ozdzielał najpierw  
surow icę na żelu agarow ym , następnie um ieszczał p ły tk ę w  roztw orze odpow ied­
niego odczynnika w yw ołującego  zm ętnienie z b iałkam i surow icy. W ytworzone 
sm ugi w yb arw ia ł i analizow ał. Przez zm ianę stężenia odczynników , dodawanie 
przyspieszaczy i inhibitorów  można było bliżej poznać m echanizm  w ystępow ania  
dodatnich odczynów zm ętnienia  w  różnych stanach patologicznych.

9. W yniki badań nad składem  białkow ym  praw idłow ego i patologicznego płynu  
m ózgow o-rdzeniow ego były przedstaw ione w  referatach L o w e n t h a l a  i w spół­
pracow ników  (Antwerpia). Za pomocą tzw . enzym oelektroforezy autorzy badali 
szereg enzym ów  jak dehydrogenaza kw asu m lekow ego, dehydrogenaza sorbitolu  
i inne, uzyskując cenne inform acje na tem at procesów  enzym atycznych tkanki 
m ózgow ej podczas przebiegu schorzeń neurologicznych. Badania uzupełniane były  
kontrolą składu białkow ego i aktyw ności enzym atycznej w  surow icy krwi.

10. W spółczesne m etody preparatyki i analizy biochem icznej pozw alają na 
znacznie dokładniejsze opracow yw anie problem ów  zw iązanych z w ystępow aniem  
i funkcją białek patologicznych, syntetyzow anych  podczas zaburzeń system ow ych.

http://rcin.org.pl



[15] K R O N IK A

Tzw. dysproteinem iom  pośw ięcono z tego w zględu na kolokw ium  szczególnie dużo 
czasu. P od czas analizy  surow ic i moczu w  przypadkach p lazm ocytom a  stw ierdzono, 
że w  organ izm ie pow staje szereg odrębnych białek, w ędrujących elektroforetycznie  
z a-2~, p- i y-globulinam i. Białko B ence-Jonesa w  moczu podczas analizy w ykazuje  
do 7 odrębnych frakcji ( Wi e r n e ,  G a n d a w a ) ,  nie jest to w ięc  jednorodny pro­
dukt przem iany szpiczaka m nogiego. Kom órki szpiczaka transplantow ano myszom, 
a następnie analizow ano skład białek  surow icy za pomocą elektroforezy i u ltraw i-  
rówki. Na tej podstaw ie zróżnicowano 8 różnych typów  kom órek plazm atycznych, 
produkujących charakterystyczne odrębne typy białek, w ędrujące podczas e lek tro ­
forezy z różnym i frakcjam i b ia łek  surow icy.

Przez zastosow an ie im m unofluorescencyjnej m etody Coona w ykazano, że p a­
tologiczne b ia łk a  są produkow ane przez now otwór i obecne są w  cytoplazm ie jego  
kom órek (F a h e y i w spółpracow nicy, Londyn).

Inne badania dotyczyły czynnika reum atycznego, który został w yosobniony  
z surow icy pacjentów  i scharakteryzow any przez C o k e ’a (Londyn). K o  h n (Londyn) 
badał w ystęp ow an ie  tzw. białka C podczas oparzeń. Białko pojaw ia  się w  su ro ­
w icy  zw ykle w  24 godzin po oparzeniu i narasta w  zależności od rozległości 
oparzenia. W m iarę postępu leczenia patologiczne białko zanika aż do m om entu  
niew ykryw alności. D u c k e r t  i w spółpracow nicy (Zurych), stosując chrom ato­
grafię na w ym ien n ik u  celu lozow ym  oraz elektroforezę na żelu  skrobiow ym , w y ­
izolow ali i scharakteryzow ali niektóre czynniki biorące udział w  krzepnięciu  krw i. 
Otrzym ano m ianow icie w  czystym  stan ie czynnik  VII, X  oraz przedfazow y akce­
lerator.

Interesującą w łaściw ość siderofiliny stw ierdził S c h a d e (Bethesda). Proteid  
ten  dodany do pożyw ki ham uje w zrost licznych szczepów  bakterii, przy czym  
im bardziej białko jest n iew ysycone żelazem , tym  efek t ham ujący jest w yższy. 
Na tej podstaw ie można n aw et ilościow o m ikrobiologicznie oznaczać siderofilin ę  
w  surow icy, używ ając np. szczepu Staphylococcus aureus.

Obrady VIII kolokw ium  w  Brugge zakończone zostały przeglądow ym  referatem  
H u i s m a n a  (Augusta — Georgia) na tem at chrom atograficznych metod rozdziału  
białek.

Jak w spom niano organizatorem  i gospodarzem  kolokw ium  był dr Hubert 
P e e t e r s ,  kierow nik L a b o r a t o r i u m  S i n t  J a n s  H o s p i t a l  w  Brugge, 
przy poparciu m aterialnym  prow incjonalnego rządu Zachodniej Flandrii. W skład  
kom itetu  naukowego zjazdu w chodzili tacy naukow cy, jak P. G r a b a r ,  T. H.  
J. H u i s m a n ,  R. L c n t i e, H.  P e e t e r s ,  Ii. E. S c h u l t z e ,  C. P.  S t e w a r t ,  
A. T i s e l i u s  i Ch.  W u n d e r l y .  Organizacja i obsługa zjazdu była doskonała, 
dokładnie przestrzegano czasu przeznaczonego na w ygłaszan ie referatów  i na 
dyskusję. Poniew aż cały m ateriał kolokw ium  dotyczył g łów nie problem ów  m e­
todycznych w  zakresie badania białek, dość żyw a dyskusja  odnosiła  się g łów nie  
do szczegółów  technicznych opisyw anych dośw iadczeń. W trzecim  dniu obrad 
zorganizow ano dyskusję okrągłego stołu pośw ięconą postępom  frakcjonow ania  
płynów  ustrojowych. Przew odniczył dr P e e t e r s ,  a w  dyskusji brali udział 
najlepsi specjaliści z tej dziedziny obecni na konferencji.

Podczas obrad czynne b yły  d w ie w ystaw y: naukow a i przem ysłow a, na których  
dem onstrowano aparaturę z zakresu elektroforezy i chrom atografii b ibułow ej. 
Pierw szego dnia obrad w ieczorem  odbył się w spólny obiad przy św iecach  
w  X III-w iecznej sali S in t Jans Hospital. N astępny w ieczór uczestn icy kolokw ium  
spędzili na przyjęciu w ydanym  przez gubernatora Zachodnich Flandrów  w  salach  
starego ratusza. Na zakończenie zjazdu organizatorzy przygotow ali w ycieczk ę do
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O stendy, połączoną ze zw iedzaniem  portu rybackiego oraz ogrodu i muzeum  
ornitologicznego ptaków  w ybrzeży Bałtyku.

W. Ostrowski
K raków , dnia 11 czerw ca 1960 r.

Z życia Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
(I półrocze 1960 roku)

Oddział w  Łodzi

W okresie spraw ozdawczym  odbyły się 4 zebrania naukow e Oddziału.
W dniu 9.X II.1959 r. W. W i ę c k o w s k i  om ów ił zagadnienie m ikrooznaczenia  

fosforu, a T. K r a j e w s k i  i H. U r b a n e k  referow ali w łasną  m odyfikację m e­
tody K utnera i L ichtensteina w  zastosow aniu do m ikrooznaczania fosforu na drodze 
suchej. W zebraniu w zięło  udział 29 osób.

W dniu 13.1.1960 r. po dokończeniu dyskusji nad oznaczaniem  fosforu H. P a- 
n u s z om ów ił w  oparciu o w łasne badania m etody izolow an ia  jąder kom órko­
w ych. O becnych było 41 osób.

W dniu 9.III.1960 r. T. K r a j e w s k i  przedstaw ił w yn ik i w łasnych  badań nad 
budow ą fibrynogenu i w łóknika oraz udziałem  w  niej zw iązków  fosforowych. 
W zebraniu w zię ło  udział 21 osób.

N a IV posiedzeniu, w spólnym  z Łódzkim O ddziałem  P olsk iego Tow arzystw a  
F izjologicznego, przy udziale 40 osób, przedstaw iono trzy referaty. R. K a d ł u -  
b o w s k i  i S. K o f m a t k a  om ów ili sw oje badania nad działaniem  ar aatycz- 
nych n itro- i  am inozwiązków  na dehydrogenazę kw asu bursztynow ego in v ivo  
i in vitro.  N astępnie R. K a d ł u b o w s k i  i H. S k a ł e c k a  przedstaw ili w yn ik i 
dalszych dośw iadczeń nad w p ływ em  substancji w zrostow ych  na zaw artość ciał 
czynnych w  roślinach leczniczych. W ostatnim  referacie W. W i ę c k o w s k i  
i M.  G n i a z d o w s k i  om ów ili w łasne badania nad oznaczaniem  mL roilości 
fosforu.
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Str. 304, wzór III jest:

H CO H,CO H CO
X /V /V  ' \ ^ \ ^ \  \ ^ \ / VII I i I I I  I I I

/ / \ /  C H O H  # \ £ ' -  CHoOH <-> / / \ < /  CHaOH
O l O l  O l

OCH., OCH. OCH3

pow inien być:

H CO H,CO H,CO %

/ \ f  CH,OH ♦ > / / ^  CH.OH <--> 4 \ /  CHjOH
O  | O l  O  |

OCH, OCH, . OCH,

Str. 444 w  schem acie 4 wzory są:

c h 2- o
I

H 0 - P = 0
I
0
1

H 0 - P = 0I
OH

Czynny izopren 

powinny być

I

^ ch2- o

H O —P = 0
I
0
1

HO—P = 0
I
OH

Czynny izopren

Skw alen

Skw alen

P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  T.  V I
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C e n a  z ł  20.—

6. C ytow aną literaturę należy w ypisać oddzielnie na ostatniej stronie (stronach) 
m aszynopisu, w ym ieniając pozycje w  a lfabetycznej kolejności nazw isk  autorów. 
W - w ykazie pow inny być podane kolejno: liczba porządkowa, nazw isko autora, 
pierw sze litery  im ion, skrócony tytu ł czasopism , tom  (podkreślony), stronica i rok 
w ydania (w nawiasach), np. 3. Bcgorad L., Granick S., J. B iol. Chem. 202, 793 (1953) 
N ależy w ym ien ić nazw iska w szystkich w spółautorów  w  kolejności podanej w  orygi­
nalnej pracy.

W ykaz stosow anych skrótów  czasopism  podają Roczniki Chem. 30, 659 (1956).
D la cytow anych  książek  (nie czasopism) należy podać kolejno: nazw isko i p ierw sze  

litery  im ion autora, tytu ł dzieła, m iejsce i rok w ydania, np. Przyłęcki S. J., Podręcznik  
chem ii fizjologicznej, Łódź 1947. W przypadku odw oływ ania się do artykułu w  pracy  
zbiorow ej należy  dodatkowo podać tom i nazw iska w ydaw ców  (redaktorów) dzieła  
po tytu le  oraz na końcu — stronice, np. Schneider W. C., M ethods in  Enzymology, 
tom III, red. S. P. C olow ick i N. O. Kapłan, N ew  York 1957, str. 680.

P ow oływ anie s ię  w  tekście na odnośną pozycję cytow anej literatury  następuje  
przez w ym ien ien ie liczby porządkow ej pozycji w  naw iasach, np. (10).

7. Z ałączniki do pracy obejm ują tablice, rysunki, schem aty, w zory itp. W szystkie 
pow inny być oznaczone u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytułu  
pracy.

Tablice należy dołączyć na oddzielnych kartkach. Każda z n ich  pow inna być 
oznaczona z praw ej strony u góry kolejnym  num erem  arabskim , np. Tablica 1, 
oraz posiadać nagłów ek opisujący jej treść. Sens tablic pow inien być zrozum iały bez 
odnoszenia się do tekstu pracy, a każda rubryka — zaopatrzona w  odpow iedni tytuł.

8. W szelkie rysum u, w ykresy i fotografie n ależy  dołączyć do m aszynopisu w  p o ­
staci nadającej się do reprodukcji lub przerysow ania. W szystkie te załączniki należy  
oznaczyć jako rysunki i zaopatrzyć u dołu kolejnym  num erem  arabskim  z podaniem  
w łaściw ego ustaw ienia, np. R ys. 1 (dół).

P odpisy pod rysunki pow inny być dołączone na oddzielnej kartce. Po tytu le należy  
podać odpow iednie objaśnienia lub uw agę (objaśnienia w  tekście).

9. Schem aty reakcji i pojedyńcze w zory należy zam ieścić na oddzielnej kartce 
(kartkach). Oznaczenia,, których nie m ożna napisać na m aszynie, pow inny być bardzo 
w yraźnie naniesione czarnym  tuszem.

Schem aty należy oznaczyć u dołu kolejnym  num erem  arabskim, np. Schem at 1, 
oraz w łaściw ym  podpisem  (tytuł i objaśnienia).

Pojedyncze w zory pow inny posiadać num ery rzym skie zgodne z num eracją  
w  tekście.

10. R edakcja zastrzega sobie m ożność dokonania skrótów  i popraw ek nie w p ły ­
w ających na treść pracy. W przypadku konieczności w prow adzenia zm ian w  treści od­
syła się  A utorow i egzem plarz pracy dla dokonania poprawek; drugi — pozostaje  
w  aktach redakcji.

11. A utora obow iązuje korekta autorska, którą należy zw racać redakcji w  ciągu  
3 dni. K orektę należy w ykonać kolorow ym  (nie czerwonym ) ołów kiem .

K oszty spow odow ane zm ianam i tekstu  w  korekcie, poza popraw kam i błędów  
drukarskich, ponosi autor.

12. A rtykuły  są honorowane w edług ustalónych staw ek. A utorzy otrzym ują 25 
bezpłatnych odbitek pracy. Żądanie w iększej ilości odbitek (płatnych) należy  zgło­
sić pisem nie przy zw rocie korekty autorskiej.
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