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AMP — adenozynojednofosforan
ADP — adenozynodwufosforan
ATP — adenozynotrojfosforan

CMP — cytydynojednofosforan

CDP — cytydynodwufosforan

CTP — cytydynotréjfosforan

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

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

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

GMP — guanozynojednofosforan

GDP — guanozynodwufosforan

GTP — guanozynotréjfosforan

GSH — posta¢ zredukowana glutationu

GSSG — postac¢ utleniona glutationu

IMP — inozynojednofosforan

IDP — inozynodwufosforan

ITP — inozynotréjfosforan

P — ortofosforan

PP — pirofosforan

PAPS — adenozyno-3'-fcsforano-5'-fofosforanosiarczan

RN (kwas) — kwas rybonukleinowy

TPN — nukleotyd tréjfosfopirydynowy
TPNH — posta¢ zredukowana TPN

UMP — urydynojednofosforan

UDP — urydynodwufosforan

UTP — urydynotréjfosforan

UDPG — urydynodwufosforan glikozy
UDPGal — urydynodwufosforan galaktozy
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ZBIGNIEW RYSZARD GRABOWSKI*

O niektérych metodach badania
kinetyki procesow enzymatycznych**

Some Methods of Enzyme Kinetics

Some aspects of the progress in the enzyme Kinetics are reviewed:
determination of the kinetic constants; methods of experimental study
of the fast reactions; methods of interpretation of absolute values of

kinetic constants and their dependence on temperature and pH.

Cecha charakterystyczng enzyméw jest ich specyficzne dziatanie ka-
talityczne. Nic tez dziwnego, ze badanie kinetyki katalizowanych przez
nie procesdw odgrywa podstawowa role w pracach nad tg grupa biatek.
Zarys historyczny rozwoju tych badan ogtosit niedawno Segal (71).

Juz w swych klasycznych badaniach Henri (47) stwierdzit, ze
procesami enzymatycznymi rzadzg te same prawa iloSciowe, co i reak-
cjami prostych zwigzkéw nieorganicznych i organicznych, jakkolwiek,
ze wzgledu na stopief ztozonosci proceséw, tak doswiadczenie jak i jego
interpretacja napotykajg tu czesto na wieksze trudnosci. Nic wiec dziw-
nego, ze szybki rozwdj teorii i metod doswiadczalnych kinetyki chemicz-
nej w ostatnim dziesiecioleciu pociagnal za soba ogromny postep row-
niez i w dziedzinie kinetyki reakcji enzymatycznych.

Udoskonalono w tym czasie metody pomiaru szybkosci reakcji, roz-
szerzajac je zwiaszcza na reakcje bardzo szybkie i najszybsze. Wyniki
pomiar6w kinetycznych pozwalajg dzisiaj nie tylko na poréwnywanie

* Docent dr, pracownik Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk.
**Stosowane symbole i skréty:
E — enzym; ES — kompleks enzym-substrat (kompleks Michaelisa); A —
standardowa entalpia swobodna (energia swobodna) reakcji, w kal.mol-* h —
stata Plancka, 1,58.10~34 kal.sek; AHo — standardowa entalpia reakcji, w kal.mol~i;
AH* — entalpia aktywacji, w kal.mol-!; I — inbitor; j.e. — jednostka entropowa,
kal.stapien—lemol"1; k — staita szybko$¢ reakcji; K — stata réwnowagi; Km — stala

Michaelisa; Km — stata Michaelisa zalezna od pH; M — mol.l-i, jednostka ste-
zenia; N — liczba Avogadro, 6,02.1023 mol—i; P — produkt; pK = —logK; R —
stata gazowa, 1,98 kal.stopien~i.mol-i; S — isubstrat; ASS — standardowa entropia
reakcji, w j.e.; AS* — entropia aktywacji, w j.e.; t — czas, w sek; x — okres

czasu, w sek; T — temperatura absolutna, w °K; v — szybkos$¢ reakcji, w M.sek—i;
V — graniczna szybko$¢ reakcji, w M.sek—i; W — energia aktywacji w kal.mol—i;
[ 1 — stezenie, w M.
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aktywnosci enzymoéw, ale czestokro¢ na identyfikacje grup aktywnych
enzymu i na gtebokie wniknigecie w mechanizm procesu.

W referacie tym zajmiemy sie tylko niektorymi aspektami kinetyki
enzymatycznej: rozwojem metod formalnych, a wiec obliczania po-
szczegblnych statych kinetycznych charakteryzujacych uktad enzyma-
tyczny, rozwojem tych metod eksperymentalnych, ktoére pozwalajg na
Sledzenie kinetyki reakcji szybkich, oraz pewnymi metodami wniosko-
wania na podstawie danych kinetycznych o mechanizmie procesu. Zo-
stang natomiast pominiete pewne dzialy, jak analiza efektow izotopo-
wych, wpitywu inhibitoréw i wplywu cisnienia na szybkosci reakcji
oraz préby badania kinetyki enzymatycznej w warunkach biologicz-
nych, w komorce.

I. Wyznaczanie poszczegolnych statych kinetycznych
1. Kinetyka stanu stacjonarnego

Trwatg podstawe systematycznego ujecia kinetyki proceséw enzy-
matycznych stworzyt Michaelis, przyjmujac dla wyjasnienia krzy-
woliniowej zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu, ze w pierw-
szym stadium powstaje kompleks enzym-substrat (ES), zwany odtad
kompleksem Michaelisa:

E+ ShES

W drugim stadium nastepuje rozkiad kompleksu Michaelisa z wytwo-
rzeniem produktu oraz regeneracjg wolnego enzymu:

2
ES—>E + P, 2
tak ze szybko$¢ reakcji mozna wyrazi¢ réwnaniem:

v = = k2[ES] 3
dt

Jesli w pierwszym stadium zalozy¢ stan réwnowagi, to stezenie
kompleksu ES, zgodnie z prawem dziatania mas, bedzie réwne:

s - 1L 4

Catkowite stezenie enzymu, [E]O, rowne jest sumie stezen enzymu swo-
bodnego, niezwigzanego, [E], oraz kompleksu Michaelisa, [ES]. Podsta-

wiajgc stad
[E] = [Elo - [ES] 5

do réwnania 4 i rozwiazujac wzgledem [ES], otrzymujemy:
[ES] = (EIO—IESDISL ___[EJO[S] 6
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Podstawienie rownania 6 do rownania 3 prowadzi do otrzymania row-
nania Michaelisa i Menten (64):

v — .Elo[S] <

Rdéwnanie to, wyprowadzone pierwotnie na podstawie badan nad dzia-
taniem inwertazy na cukry, opisuje zadowalajgco kinetyke ogromnej
liczby reakcji enzymatycznych i stanowi po dzi$ dzien punkt wyjscia
wiekszosci analiz kinetycznych.

Stata Michaelisa, KM miata w tym rozumowaniu sens fizyczny
statej nietrwatosci kompleksu ES. Reakcje 1 i 2 stanowig jednak uktad
reakcji konsekutywnych (nastepczych). W takim ukladzie catkowita
szybkos¢ reakcji jest okre$lona przez ,waskie gardto”, czyli przez szyb-
kos¢ stadium najwolniejszego. Moze to by¢ w pewnych przypadkach
stadium 2, w innych — stadium 1.

Briggs i Haldane (12) wykazali, ze zatozenie stanu réwnowagi,
tj. zatozenie: Ki k~i nie jest wcale konieczne do wyprowadzenia
rownania Michaelisa i Menten. Wystarczajgce jest do tego zatozenie
stanu stacjonarnego. W stanie stacjonarnym szybko$ci wszystkich sta-
diow reakcji sa jednakowe, tak ze

d[s]_ d[P]

— m———— =0 9

Co prawda, stan stacjonarny moze by¢ zrealizowany tylko w ukia-
dzie otwartym, do ktérego ciagle doprowadzany jest substrat, a z kt6-
rego usuwany jest produkt (takim ukladem jest organizm zyjacy), pod-
czas gdy pomiarow Kkinetycznych dokonuje sie z reguty w ukladzie
zamknietym, w ktérym stezenie substratu powoli maleje, a wraz z nim
maleje i stezenie kompleksu Michaelisa; wystepujg tu jednak stany
guasz-stacjonarne, w ktdrych warunek 9 jest pierwszym przyblize-
niem.

Szybko$¢ powstawania kompleksu Michaelisa w uktadzie omawia-
nych reakcji konsekutywnych bedzie r6znica szybko$ci jego powsta-
wania z substratu i enzymu, i szybkosci jego zanikania na dwu dro-
gach: odwrotnej przemiany w enzym i substrat oraz reakcji 2, prowa-
dzacej do wytworzenia produktu:

d [ES+ = ki [E][S] - k-1 [ES] - f2[ES] = 0 10

Zastepujac w tym rownaniu [E] przez [E]J0 — [ES] i rozwigzujgc je
wzgledem [ES] otrzymujemy ponownie réwnanie Michaelisa i Menten
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(réwn. 7). W tym przypadku tylko inny badzie sens fizyczny statej
Michaelisa:
fc-i + k2

K, 11
icl

Szybkos$¢ reakcji, opisywana rownaniem 7, przedstawiona jest gra-
ficznie na rys. 1 jako funkcja stezenia substratu. Gdy wielkos¢ [S] staje

Rys. 1. Wykres réwnania Michaelisa i Menten (réwnanie 7)

sie znacznie wieksza od KM mozna w mianowniku réwnania 7 zanie-
dba¢ Km i réwnanie to uprosci¢ do postaci
v =k 2[Elo iV
V oznacza tu graniczng maksymalng szybko$¢ reakcji. Sposéb wyzna-
czania Km ukazany jest na rys. 1
Dogodniejsza jest metoda znajdowania obu tych wielkosci z prosto-
liniowego wykresu Lineweavera i Burka (rys. 2) (57), tj. z wy-
kresu odwrotnosci rdwnania Michaelisa:
I 1 km J_
7~v v'[S] 1
W przypadku wykresu linii prostej najtatwiejsze jest stwierdzenie zgod-
nosci danych doswiadczalnych z réwnaniem i statystyczne ujecie tej
zgodnosci. Poza tym, wyznaczenie wielkosci V oraz KM przez ekstrapola-
cje prostej jest tatwiejsze i dokladniejsze niz z wykresu podanego
na rys. 1

Rys. 2. Wykres Lineweavera i Burka (réwnanie 13)
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Sposrod trzech statych szybkosci reakcji, opisujgcych kinetyke ukita-
du reakcji 1 i 2, najtatwiejsze jest wyznaczenie wielkosci k2 proporcjo-
nalnej do tzw. liczby obrotéw — z granicznej szybkos$ci reakcji, na
podstawie réwnania 12.

Stata k2 traktowana jest tu jako stata szybkosci reakcji rzedu pierw-
szego. W rzeczywistosci reakcja 2 jest zwykle reakcjg pseudo-pierw-
szego rzedu, tzn. reakcjg bimolekularng, w ktorej jeden z partneréw
wystepuje w statym stezeniu, np. H2D w procesach hydrolizy. Jezeli
robwnanie reakcji 2 uzupetni¢ przez dodanie explicite drugiego substra-
tu, A:

k>
ES + A E+ P+ B 14

to réwnanie Michaelisa i Menten przybierze posta¢

= ki[Eo[S][A]
k-i +_KMAL 15
1ka £

Tak uogélnione réwnanie stosuje sie do reakcji wielu enzymow,
w szczegOllnosci katalaz i peroksydaz, w przypadku ktérych role partne-
ra A odgrywa odpowiedni donor elektronéw (16a). Gdy [A] = const.,
réwnanie 15 sprowadza sie do réwnania 7.

Kinetyka uktadéw, opisywanych przez réwnanie 14 moze by¢ zana-
lizowana petniej metodg Slatera (72). Jesli przedstawié¢ stalg Mi-
chaelisa jako

_ fc-i[Elo+ V
Km ME].

to przy zmianie V (przez zmiane rodzaju donora A) KMstaje sie linio-
wa funkcjg wielkosci V. Ekstrapolujgc te linie prosta do KM — 0,
znajdujemy V = —fc-x [E]0. W ten sposdb wyznacza sie wielkos$¢ k-
a nastepnie z réwnania 15 rowniez ki. Tg metodg Slater obliczyt
state szybkosci reakcji kilku enzymow oksydoredukcyjnych (72).

Liczba réownan kinetycznych, lepiej lub gorzej opisujacych reakcje
enzymatyczne, jest dzi$ juz ogromna. Z rozwojem Kkinetyki formalnej
rozwiazuje sie réwnania rézniczkowe, opisujagce coraz bardziej ztozone
uktady np. reakcji konsekutywnych z wieloma stadiami posrednimi (59)
lub wieloma substratami (3). Do obliczen stosuje sie coraz czesciej elek-
tronowe aparaty matematyczne (18, 48a, 49). RoOzne postaci réwnan
kinetyki enzymatycznej dyskutowane sg w opracowaniach monogra-
ficznych (4, 25, 46, 55), w szczegllnosci kinetyka procesow enzyma-
tycznych przebiegajacych w obecnosci inhibitoréw i aktywatoréw (ogél-
niej: modyfikatorow) poszczegélnych stadidw procesu. Wprowadzenie
modyfikatora utatwia czasem wyznaczenie statych szybkosci reakcji
(73, 72, 8).
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2, Kinetyka stanu przejSciowego

Jesli stata Michaelisa, KM nie spetnia kryteriow statej réwnowagi,
woéwczas na podstawie danych uzyskanych w stanie stacjonarnym reak-
cji nie mozemy na og6t obliczy¢ ani k! ani k-u ani ich stosunku. Do
znalezienia tych wartosci konieczna jest ponadto znajomo$¢ jeszcze jed-
nego réwnania, niezaleznego od rownan 7 i 12. Niezbedne dane mozna
uzyskaé np. sledzac kinetyke reakcji w stanie ,,przed-stacjonarnym?”, tj.
w stadium poczatkowym reakcji (zaraz po zmieszaniu roztworéw enzy-
mu i substratu), gdy stezenie kompleksu ES ulega jeszcze zmianom.
Typowe zmiany stezen w tym stadium reakcji przedstawia rys. 3.

Rys. 3. Przebieg zmian stezen w poczatkowym stadium reakcji

Badanie Kkinetyki ogromnie szybkich reakcji substrat-enzym (lub
koenzym-apoenzym) mozliwe jest gtdwnie na dwu drogach. Jedng z nich
jest prowadzenie reakcji w uktadzie tak silnie rozciefczonym, ze sta-
dium poczatkowe trwa dostatecznie dtugo, by mdc dokonywaé pomia-
réw za pomoca odpowiednio czutej metody analitycznej. Taka metoda
jest np. pomiar intensywnosci zo6tej fluorescencji FMN, ktéra zanika
po zwigzaniu tego nukleotydu z apoenzymem w zoiy enzym Warburga
(83, 81). Pomiar intensywnosci fluorescencji pozwala na oznaczanie swo-
bodnego FMN w stezeniach rzedu 10—9 M, a wiec o wiele nizszych niz
dajgce sie oznaczy¢ najczulszymi metodami spektrofotometrycznymi.

Inng droge, umozliwiajaca w spos6b bardziej uniwersalny badanie
stadiéw przejsciowych, otworzyt rozwéj nowych metod doswiadczal-
nych pozwalajacych $ledzi¢ przebieg reakcji w czasach bardzo krotkich,
rzedu setnych i tysiecznych czesci sekundy (p. nizej, Il).

Formalizm kinetyki stadium poczatkowego opracowany zostal przez
Gutfreunda (39, 40) i rozwiniety przez innych autoréw (52, 55a,
46". Poniewaz stezenie kompleksu ES w stadium poczatkowym nie jest
state, przeto definiujac szybkos¢ reakcji zgodnie z réwnaniem 3 mozna
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zrozniczkowac to réwnanie jeszcze raz wzgledem czasu. Po przeksztat-
ceniach rdwnanie kinetyczne przybiera postac

a2 Adt Ki ([S] + Km) - fciki [S][E]o= 0 17

Po scatkowaniu réwnania 17 (z warunkiem poczatkowym dla t — O:
"d—t5 = 0, bo produkt powstaje dopiero po uprzednim wytworzeniu
kompleksu ES) réwnanie przebiegu reakcji w czasie ma postac:

A [Elo [S]t fcS[EJo [S] f ,

M - Ipl"+ + MK,+[S])" exso [+ «i - (Km+ [sh1 - 1} 18
Dla matych wartosci t mozna wyrazenie eksponencjalne rozwinaé w sze-
reg, odrzucajac cztony wyzsze od kwadratowego. Pozostaje wdwczas
jako przyblizone wyrazenie:

[Pl - [Pio= — Kkik2[E]O[SI t2 19

Dla duzych wartosci t rdwnanie 18 upraszcza sie do zaleznosci linio-
wej
MgMg] W 181 20
11 J Km+ [S] M K> + [S])*
Jezeli prosta, przedstawiong réwnaniem 20, ekstrapolowaé do [P] —
- [PJo = 0, a wiec do przeciecia z osig odcietych (rys. 3), wowczas punkt
przeciecia wyznaczy na tej osi wielko$¢ okresu indukcji, x:
i I

ki (Km ~t- [SD k-i+ @2+ ki[SI

21

Réwnanie 19 lub 21 stanowi wtiasnie trzecie z ukladu niezaleznych
réwnan pozwalajgcego na wyznaczenie trzech statych szybkosci reak-
cji fei, k-i i k2

Rownanie 17 sformutowane zostato przy zatozeniu, ze nadmiar
substratu jest na tyle duzy, ze mimo powstawania kompleksu Michaelisa
mozna przyjaé: [S] = [S]0 Przypadek bardziej og6lny, bez tego zato-
zenia, rozpatrzyt Swoboda (78, 79). Przeprowadzajac wykres funk-
cji [SJo — [S], ekstrapoluje on jej czes¢ liniowg do wartosSci zerowej
i otrzymuje woOwczas na ujemnej osi czasu odcinek odpowiadajacy
okresowi indukcji

I I I I

xJ = 22
ki (Km 4~ [S]0) Ki k-i+ k2+ ki [Sio ka

Oba sposoby graficznego wyznaczania okresu indukcji pokazane sg
na rys. 3

Z dotychczasowych pomiardw wynika, ze wszystkie znalezione state
szybkos$ci powstawania kompleksu Michaelisa sg bardzo wielkie: prawie



we wszystkich przypadkach kx > 106 M—1 sek-1. Oznacza to, ze prak-
tycznie kazde zderzenie sie czasteczek enzymu i substratu prowadzi do
powstania kompleksu a zatem szybkos$é¢ jego powstawania jest okreslo-
na przez szybko$¢ dyfuzji partneréow reakcji. Rownie wielkie sg state
szybkosci reakcji wielu koenzymow z apoenzymami (82, 81). Niektdre
wartosci ki okazaty sie zgodne co do rzedu wielkosci z obliczonymi
teoretycznie dla szybko$ci dyfuzji enzymu i substratu, z uwzglednie-
niem czynnikéw takich jak wielko$¢ czasteczki enzymu i tadunek grup
reagujacych (5).

Zwroémy tu uwage na przypadek innego niz rozpatrywany dotych-
czas przebiegu zmian, zachodzacych w okresie indukcji. Jak stwierdzono,
w procesie hydrolizy octanu p-nitrofenylu katalizowanej przez a-chymo-
trypsyne szybkos¢ powstawania produktu (p-nitrofenolu) jest w stadium
poczatkowym wieksza niz w stanie stacjonarnym. Wynika z tego, na
podstawie réwnania 3, ze stezenie kompleksu ES, z ktérego produkt
ten powstaje, przechodzi w okresie indukcji przez maksimum. Schemat
reakcji, zaproponowany w tym przypadku (41, 42), jest nastepujacy:

ki ki
E+ S ES — ES’+ Pi
k1 23

ka
ES’—>E + P2

Kompleks ES odszczepia p-nitrofenol (P”~, przy czym powstaje ace-
tylo-enzym (ES"), ktéry dopiero w nastepnym stadium hydrolizuje z wy-
tworzeniem kwasu octowego (P2 i z regeneracjg wolnego enzymu.

W stanie stacjonarnym uktadu reakcji 23 szybkos¢ powstawania
produktu Pi wyraza sie wzorem

d[Pi] = __ k, [EIn[S]

Mechanizm reprezentowany przez ukiad reakcji z dwoma komplek-
sami posrednimi, ktdrego kinetyka omawiana byta i przez innych auto-
row (46, 54, 70), wydaje sie mie¢ w rbéznych procesach enzymatycz-
nych (9) bardziej og6lne znaczenie, niz do niedawna przypuszczano.

3, Kinetyka procesu odwracalnego

W badaniach kinetyki enzymatycznej pomiary prowadzi sie z regu-
ty w ten sposob, ze szybkoSci reakcji wyznaczane w stanie stacjonar-
nym przy niewielkich stopniach przereagowania ekstrapoluje sie dot = 0,
wyznaczajgc w ten spos6b tzw. poczatkowa szybkos$¢ reakcji. Giowng
zaletg takiego postepowania jest eliminacja wptywu produktéw reakcji,
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ktore dziatajg czesto jako inhibitory i w miare nagromadzania sie zmie-
niajg powaznie szybko$¢ i kinetyke reakcji. Foster i Niemann
do analizy przebiegu reakcji w czasie zamiast zwyktej postaci scatko-
wanego wzgledem czasu réwnania Michaelisa i Menten (55.b) zastoso-
wali na wielu przyktadach z powodzeniem rdwnanie, uwzgledniajgce
inhibicje przez powstajagce produkty (30, 31).

Whptyw produktdw mozna jednakze ujaé w spos6b bardziej ogélny.
Jedno z fundamentalnych praw kinetyki gtosi, ze katalizator przyspie-
szajacy jakas$ reakcje, przyspiesza réwniez i reakcje odwrotna. Z tego
punktu widzenia wptyw produktu jako inhibitora sprowadzi¢ sie moze
do jego udziatu jako substratu w reakcji przeciwnie skierowanej. Sche-
mat najprostszej reakcji enzymatycznej (réwnania 1 i 2) sprowadza sie
woéwczas do postaci:

ki ki
E+ SA=+EXNE + P, 5

k-i k —2

gdzie kompleks Michaelisa oznaczono przez EX w celu podkre$lenia je-
go symetrii wzgledem substratu i produktu. Szybko$é reakcji 25 w sta-
nie stacjonarnym (1, 4) wyraza sie wzorem:

V= (Vs/Ks) [S] - (Vp/Kp) [P]
1+ [S]/Ks+ [P]/Kp

przy czym symbole majg to samo znaczenie co w przypadku reakcji
nieodwracalnej, ale odnoszg sie do reakcji w jednym lub drugim Kie-
runku:

D

Vs = ki[E]O VP = k-i[E]o 27.
oraz

h zL z * L fc-.+fc. J8

Ki k-2

W rozwinieciu uwzgledniajagcym reakcje odwrotng uzyskujemy wystar-
czajacag liczbe czterech rownan, 27 i 28, ktore pozwalajg wyznaczyc
wszystkie cztery state szybkosci reakcji, wystepujagce w uktadzie 25.
State k2 oraz k~! wyznacza sie na podstawie réwnan 27 z maksymal-
nych szybkosci reakcji w jednym i w drugim kierunku, a pozostate
dwie state z réwnan:
. Vs+ VP Vs + VP 29
ki= r, — oraz Tc—=2—r1 '
[E]o Ks [E]o Kp
Jedng z najlepiej zbadanych odwracalnych reakcji enzymatycznych
jest uwodnienie kwasu fumarowego do kwasu 1-jablkowego wobec
fumarazy. Miedzy innymi wykazano, ze state szybkosci reakcji fuma-
razy tak z anionem fumaranu, jak i z anionem 1-jablczanu, sg okreslone
przez szybkos$¢ dyfuzji (7, 32). Bardziej szczeg6towe zbadanie wplywu
mocy jonowej roztwordw wykazato, ze tak jak w przypadku typowych
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reakcji jonowych log k maleje liniowo z pierwiastkiem z mocy jonowej.
Na tej podstawie mozna byto stwierdzi¢, ze grupa aktywna fumarazy,
wiazgca substraty w kompleks Michaelisa, obdarzona jest tadunkiem
elektrycznym z = +2 (5, 43).

Dla przypadkéw, gdy reakcja przebiega przez dwa lub wiecej pro-
duktéw posrednich

E + S ~ E S "~ % ... E P A~ E + P 30

opracowano teorie stanu stacjonarnego (66) w oparciu o ogdlne ujecie
Christiansena kinetyki reakcji konsekutywnych (21). W mecha-
nizmie 30, ktéry zdaje si¢ mie¢ og6Ilne znaczenie w odwracalnych pro-
cesach enzymatycznych, state szybkosci ki i k_2 wyznaczone na pod-
stawie danych stanu stacjonarnego nie sg réwne rzeczywistym warto-
Sciom statych szybkosci powstawania komplekséw Michaelisa, ale sta-
nowig tylko ich dolng granice.

Il. Metody pomiaru kinetyki reakcji szybkich
1, Metody ciagte

Klasyczng metodg pomiaru Kkinetyki reakcji bylo periodyczne po-
bieranie probek i oznaczanie w nich produktu lub substratu jakgkol-
wiek dogodng metoda. Istotny postep stanowi zastepowanie metod po-
miaru periodycznego przez pomiary ciggle. Pozwala to na przejScie do
badania reakcji szybszych niz dostepne badaniu metodami periodycz-
nego pomiaru i na zwiekszenie doktadnosci wynikéw; zastosowanie
ciggtej rejestracji umozliwia przy tym duzo tatwiejszg i bardziej obiek-
tywng eliminacje przypadkowych odchylen.

Najczesciej stosowang metodg pomiaru ciggtego jest Sledzenie zmian
ekstynkcji przy okre$lonej diugosci fali. Warunkiem koniecznym w tej
metodzie jest istnienie wyraznej réznicy w widmach absorpcji sktad-
nika oznaczanego i pozostatych sktadnikoéw uktadu. Takie roznice wid-
mowe wystepujag np. miedzy zredukowanymi i utlenionymi formami
enzymow oksydoredukcyjnych, miedzy niektdorymi koenzymami wolny-
mi a odpowiednimi enzymami, a w przypadku katalaz i peroksydaz mie-
dzy wolnym enzymem a kompleksem Michaelisa. W innych przypad-
kach mozna oznacza¢ niektére substraty lub produkty o charaktery-
stycznym widmie, np. nitrofenol w czasie hydrolizy jego estréw. Dzigki
zastosowaniu wskaznikow mozna czasem uzy¢ metody widmowej row-
niez do pomiaru szybkich zmian pH.

Wygodna metoda ciggtego pomiaru stezeh wielu substratéw lub pro-
duktow reakcji jest metoda polarograficzna (48, 20). Oznaczeniu moga
podlega¢ roznorodne zwigzki w stezeniach 10 5— 10“2 M, zdolne do
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utlenienia lub redukcji elektrodowej, np. Oz, HD 2 endiole, chinony,
zwigzki zawierajgce takie grupy strukturalne, jak —NO02 > C= O,
> C=N— i inne (37, 38). Bezposrednia rejestracja pradu dyfuzyjnego
przy okre$lonym potencjale pozwala na wyznaczanie krzywych Kkine-
tycznych poczynajagc od kilkunastu sekund po zmieszaniu roztworow.

Metoda polarograficzna stosowana jest szczeg6lnie czesto do ozna-
czania 02 w roztworach. Przyktady oznaczen innych substratow poda-
ne sg w monografii Breziny i Zumana, posSwieconej zastosowa-
niom polarografii w biochemii (11).

Do ciggtego pomiaru stezenia bez pobierania prébek znajdujg nadto
zastosowanie pomiary natezenia fluorescencji (p. wyzej, 1.2), pH, prze-
wodnictwa elektrycznego, skrecania plaszczyzny polaryzacji Swiatla
i wiele innych metod fizykochemicznych.

Warto moze podkresli¢ (cho¢ nie byto to jeszcze chyba stosowane
w kinetyce enzymatycznej), ze w kazdej z metod pomiaru ciggtego,
w Kktorej stezenie mierzone jest w postaci natezenia pradu lub napie-
cia — mozna pomingé zmudne i czesto niedoktadne obliczanie szybko-
§ci reakcji ze zmian stezenia. Sygnat elektryczny mozna bezposrednio
zrozniczkowaé np. przez odpowiednie wigczenie w obwod kondensatora,
i rejestrowaé wprost szybkos$é reakcji jako pochodng stezenia wzgle-
dem czasu. Powinno to by¢ szczeg6lnie dogodne do ekstrapolacji krzy-
wej v =/ () dot = 0w celu znalezienia szybkosci poczatkowej.

2, Metody przeptywowe

W kazdej z omawianych nawet dowolnie szybkich metod pomiaru
wystepowato ograniczenie zwigzane z czasem mieszania roztworéw rea-

Rys. 4. Schemat metody przeptywowej: a, b — zbiorniki z roztworami reagentéw;

¢, d — tloki (lub cisnienie) wyciskajgce roztwory ze zbiornikéw; e — komora

mieszania; f — rurka obserwacyjna; g — punkt pomiaru; 1 — odlegto$¢ punktu

pomiaru od komary, wyznaczajgca czas od momentu rozpoczecia reakcji w ko-
morze mieszania



gentéw, przeto nie umozliwiaty one badania 'krotkotrwatego — rzedu
sekundy lub utamkéw sekundy — poczatkowego stadium procesu enzy-
matycznego. Rozciggniecie zakresu pomiaréw do poczatkowych utam-
kéw sekundy stato sie mozliwe dzieki zastosowaniu metod przeptywo-
wych. Do badania kinetyki szybkich reakcji w roztworach wprowadzili
je po raz pierwszy Hartridge i Roughton (45 69). Zasada me-
tody przeptywowej przedstawiona jest na rys. 4. Roztwory wyptywajg
pod cisnieniem z dwu zbiornikbw i zostajg doprowadzone do komory
mieszania, ktdra moze by¢ rdznej konstrukcji (68). Z komory tej mie-
szanina reagujaca, juz jednorodna, wyptywa do kapilarnej rurki ob-
serwacyjnej. Zamiast czasu, jaki uptyngt od momentu rozpoczecia reak-
cji, mozna mierzy¢ znacznie dogodniej wprost proporcjonalng doh od-
legtos¢ punktu obserwacji od komory mieszania. Do tego celu mozna
zastosowa¢ odpowiednig, niekoniecznie nawet szybka, fizykochemiczng
(najczesciej optyczng) metode do pomiaru stezen w danym punkcie
rurki obserwacyjnej, tj. w danym czasie od rozpoczecia reakcji. Czas
mieszania mozna przy tym zmniejszy¢ na tyle, by rozpoczyna¢ pomia-
ry po uptywie okoto 1 milisekundy od poczatku reakcji, co stanowi do-
tychczas dolng granice mozliwosci badania okresu poczatkowego reak-
cji metodami przeptywowymi.

Pomiary powtarza¢ mozna badZz w rdéznych punktach rurki obser-
wacyjnej, lezacych na roznych odlegto$ciach od komory mieszania, badz
tez w tym samym punkcie ale przy réznych szybkosciach przeptywu
roztworu.

Blinau De Maeyer i Matthies (13) zastosowali drugg z tych
mozliwosci przy daleko idgcej automatyzacji pomiaru. W statej odlegto-
§ci od komory mieszania rejestrowali oni petne widmo absorpcyjne
uktadu, zmieniajagc automatycznie szybko$¢ wyciskania roztworow ze
zbiornikdw po zarejestrowaniu catego widma. Seria siedmiu widm, od-
powiadajgcych roznym czasom reakcji poczynajagc od milisekundy, po-
zwala juz na dokonanie analizy kinetycznej.

Wada prostych metod przeptywowych, uniemozliwiajgca czesto ich
stosowanie do badania proceséw enzymatycznych, byta koniecznos$c
uzywania duzych objetosci roztwordw, rzedu litréw, a co najmniej Kkil-
kuset mililitréw. W 1940 r. Chance (14) udoskonalit metody prze-
ptywowe dostosowujac je do badania matych objetosci roztworéw, wpro-
wadzajac metode przys$pieszonego przeptywu i metode zahamowanego
przeptywu. W udoskonalonej metodzie (34, 35) zahamowanego prze-
ptywu roztwory reagentdéw wyciskane sa z dwu strzykawek za pomoca
dwu sprzezonych z sobg ttokéw. Po przejsciu przez komore mieszania
i rurke obserwacyjng roztwér wpltywa do innej, ,odwrdéconej” strzy-
kawki, wypychajagc z niej tthok az do oporu. Nastepuje wolwczas nagte
zahamowanie przeptywu cieczy i od tego momentu zestaw optyczno-
elektronowy rejestruje juz zmiany zachodzace w punkcie obserwacji
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w czasie, poczawszy od czasu odpowiadajacego odlegtosci punktu po-
miaru od komory mieszania. W ten sposéb mozna byto zredukowaé nie-
zbedne objetosci roztworéw do 0,1 ml, nie zmniejszajagc czutosci meto-
dy. Wazne byto oczywiscie zastosowanie dostatecznie czulej aparatury
pomiarowej, np. pozwalajacej mierzyé minimalne rdznice ekstynkcji,
oraz oscylografu katodowego do rejestracji krzywych kinetycznych (15).
W niektérych przypadkach zastosowano precyzyjny pomiar zmian prze-
wodnictwa elektrycznego (67).

Poréwnawcze omoOwienie aparatury przeptywowej rdznych typow
podat Chance (16b), ktéremu zawdzieczamy wiekszo$¢ prac z tej
dziedziny. Przedmiotem jego badan byty gtéwnie katalazy i peroksy-
dazy, w ktérych to ukiadach mozna byto $ledzi¢ kinetyke powstawania
kompleksu Michaelisa dzieki jego pasmu absorpcji (16a).

Dalszym postepem jest opracowanie metody przeptywu regenera-
tywnego (17), ktora dzieki wielokrotnej regeneracji stosowanego enzy-
mu jeszcze bardziej zmniejsza ilos¢ koniecznego do badan materiatu.

3, Metoda pradéw katalitycznych

Do pomiaru statych szybkosci bardzo szybkich enzymatycznych reak-
cji oksydoredukcyjnych wyzyskano réwniez tzw. prady Kkatalityczne
w polarografii (20a). Zilustrujemy to przykiadem. Tlen redukuje sie
polarograficznie do H2 2 W obecnosci katalazy zachodzi jednak w po-
blizu elektrody szybki enzymatyczny rozktad dopiero co powstate-
go HND2na 02i HA. Nastepuje wiec regeneracja tlenu zdolnego znéw do
redukcji elektrodowej; w ten sposdb w obecnosci katalazy wzrasta prad
redukcji tlenu.

Matematyczne ujecie tego typu reakcji naktadajgcej sie na dyfuzje
reagentéw do — i od elektrody zostalo opracowane przez Koute-
cky’ego (50). Pozwala ono obliczy¢é na podstawie danych polarogra-
ficznych statg szybkosci reakcji drugiego rzedu miedzy substratem a en-
zymem. W przypadku katalazy znaleziono efektywng stalg szybkosci
reakcji rowng 1,7-107 M-1 sek-1 (51). Warto$¢ tg jest poréwnywalna
z wartoscig kx = 1-107 M-1 sek-1 znaleziong metodg przeptywowsg (19).
Polarograficznie wyznaczono wprawdzie tylko efektywna statg szybko-
§ci reakcji drugiego rzedu, a mianowicie:

Vv KR Kk

[E]OE K m [Ca+ fc-i
ale wyrazenie to upraszcza sie i staje sie rowne ki gdy @2 k—i, co
rzeczywiscie stwierdzono w przypadku katalaz (19, 18).
Zastosowanie metody pragdéw katalitycznych do badania reakcji
hemu z HXD 2 podajg Brezina i Zuman (11).
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4, Metody relaksacyjne

W ostatnich latach opracowano szereg metod wyznaczania statych
szybkosci reakcji na podstawie pomiar6w przeprowadzanych — whbrew
zwyczajom klasycznej kinetyki chemicznej — w poblizu stanu réwno-
wagi. W tych warunkach kazdy ukiad, niezaleznie od stopnia swego
skomplikowania (reakcje dowolnego rzedu, rdéwniez konsekutywne
i konkurujace), zbliza sie do stanu roéwnowagi eksponencjalnie, a wiec
w sposéb formalnie przypominajacy reakcje pierwszego rzedu. Rozpatrz-
my najprostszy przyktad reakcji:

ki
A+B"~AB 32
k-1
Szybkos$¢ takiej reakcji jest réwna:
d [Al _
...... 5 — TIAI[B] —fc-1 [AB] 33

Jesli ukiad jest bardzo bliski stanu réwnowagi, wéwczas mozemy
wyrazi¢ stezenia poszczeg6lnych partneréw reakcji, np. A, w postaci
[A] = [A]oo + X, gdzie X [Aloo 34
przy czym [A]x oznacza stezenie w stanie rownowagi. Analogicznie
mozna wyrazi¢ stezenia B oraz AB. Podstawiajac nastepnie rownanie 34
do réwnania 33 otrzymujemy:
dx
T = ki (JAJoo + x) ([BJoo + x) —k-1 ([ABJoo —Xx) =
= ki [AJoo [B]Joo + Ki [AJoo x + Ki [BJoo x + ki x2—k-1 [ABJoo + k-1 x 35
W sumie po prawej stronie réwnania 35 wyrazy pierwszy i piaty
znosza sie zgodnie z definicjg rownowagi, a wyraz czwarty mozna za-
niedba¢ jako matg wyzszego rzedu. Pozostaje wyrazenie

d: = x {ki ([AJoo + [B]*) + fc-i} 36
a po jego scatkowaniu:
x (i) = x (0) exp [-{fci([A]oo + [BJoo) + 2c-i} t] = x (0)exp | — ~J * 37
Wielkos¢
38

ki ([A]Joo + [Bloo) + k-i

nazywamy czasem relaksacji reakcji 32.

Czasy relaksacji w odwracalnej reakcji enzymatycznej mozna wy-
znacza¢ np. przygotowujac roztwor o stezeniach substratéw i produk-
téw bliskich stanu réwnowagi, dodajac do tego roztworu enzymu i od
tej chwili mierzagc zmiany stezen w czasie (44). Pomiary czasow relak-
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sacji znalazty najwazniejsze zastosowanie do badania kinetyki reakcji
szybkich i najszybszych. W tym celu dziataniem jakiego$ czynnika wy-
trgca sie uktad ze stanu réwnowagi i Sledzi sie proces osiggania nowego
stanu rownowagi. Opracowano réznorodne metody zaburzania stanu
rbwnowagi (27, 61), wsérod ktérych wyrdzniajg sie prostotg metody im-
pulsowe: skoku temperatury (27, 23), cisnienia (58, 76), natezenia pola
elektrycznego (29). Polegajg one na skokowej zmianie np. temperatury
o kilka stopni, lub cisnienia o kilkadziesigt atmosfer. Skok taki moze
by¢ zrealizowany w czasie bardzo krdtkim, rzedu mikrosekund. Proces
ustalania sie nowego stanu réwnowagi $ledzi sie na ekranie oscylografu,
mierzac przy tym ekstynkcje, przewodnictwo elektryczne Ilub inne
wielkosci.

Drugi wariant metod relaksacyjnych polega na periodycznym za-
kt6caniu stanu rownowagi np. pod dziataniem fali' akustycznej. Gdy
czesto$¢ fali akustycznej bedzie réwna I/t, wystagpi rezonans: energia
dzwieku bedzie wowczas maksymalnie pochtaniana w reakcji chemicz-
nej. Przy tej czestosci oprécz maksimum absorpcji pojawia sie réwniez
anomalia na krzywej dyspersji szybkosci dzwieku (80).

Ro6znorodne metody relaksacyjne pozwalaja wyznaczaé czasy relaksa-
cji lezace w przedziale od sekund az do 10~7 sekundy. W ten sposdb
zdotano zmierzy¢ m. in. szybko$¢ reakcji zobojetnienia, H+ +OH- ~ H2,
jako k = 1,4-1011 M—1sek-1 (29).

W przypadku procesow ztozonych, stanowiacych uktad sprzezonych
z sobg reakcji czastkowych, wystepuje nie jeden czas relaksacji, ale
odpowiednie ,widmo relaksacji”. Teoretycznie mozna przewidzie¢ dla
danego uktadu liczbe czaséw relaksacji oraz ich zalezno$¢ od statych
szybkosci reakcji i stezen poszczegélnych sktadnikéw (28).

Podstawy obliczenia ,widma relaksacji” dla odwracalnych uktadéw
enzymatycznych podali Alberty i Hammes (6, 44). W najprost-
szym przypadku odwracalnej reakcji enzymatycznej, wyrazonej réw-
naniem 25, wszystkie state kinetyczne dajg sie wyznaczy¢ z pomiaréw
czasu relaksacji przy roznych stezeniach substratéw.

Préby zastosowania metody skoku temperatury do badania kinetyki
bardzo szybkich stadiow reakcji dehydrogenazy alkoholowej (dotych-
czas okreSlanych jako ,niemierzalnie szybkie”) przeprowadzit Czer-
linski (22). Metodg analityczng byt w tym przypadku badZz pomiar
ekstynkcji, badZz pomiar natezenia fluorescenciji.

Metody relaksacyjne niewatpliwie znajda wkrétce szersze zastoso-
wanie w badaniach szybkich, odwracalnych stadiéw reakcji enzyma-
tycznych — i dlatego zwracamy tu na nie szczeg6lng uwage.

Warto, juz tylko nawiasem, wspomnie¢ o nowych metodach bada-
nia szybkosci reakcji w stanie rownowagi za pomoca jadrowego rezo-
nansu magnetycznego (62) oraz elektronowego rezonansu spinowego (85).
Obie te metody — cho¢ na réznej zasadzie — wykorzystujg zmiany

2 Postepy Biochemii
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szeroko$ci linii widmowych do wyznaczenia $redniego czasu trwania da-
nego indywidum chemicznego w stanie rbwnowagi. Mierzy¢é mozna cza-
sy trwania lezagce w przedziale 10-9 — 104 sek w przypadku rezonansu
elektronowego (czasteczki paramagnetyczne, wolne rodniki), wzgled-
nie w przedziale 10~3 — 1 sek w przypadku rezonansu protonowego.

I11. Interpretacja wynikéw

1, Wartosci bezwzgledne statych

Juz samo wyznaczenie bezwzglednych wielkoSci poszczeg6linych
statych szybkos$ci reakcji lub statych réwnowagi niejednokrotnie
umozliwia wyciagniecie pewnych wnioskéw, dotyczacych mechanizmu
procesu. Dalej idace wnioski wyptywaja ze znajomos$ci czgstkowych
pochodnych tych statych wzgledem rdznych parametréw, takich jak
temperatura, cisnienie, pH. Whnioskowanie opiera¢ sie jednak musi na
znajomosci sensu fizycznego mierzonych statych kinetycznych: dane
bezwzgledne moga by¢ fatszywe np. z powodu biednie przyjetej masy
czasteczkowej enzymu lub liczby centréw aktywnych w enzymie.

Nawet w najprostszym przypadku procesu enzymatycznego speinia-
jacego réwnanie 7 konieczne jest sprawdzenie, czy KM jest rzeczywi-
Scie statg nietrwatosci z réwnania 4, czyli ze k2  fc_i, aby mozna byto
przyja¢ wielkos¢ KM za podstawe do obliczenia swobodnej entalpii po-
wstawania kompleksu ES:

AFés = RT In Km 39

Najczesciej stosowanym kryterium réwnowagi w reakcji 1 jest zgod-
no$¢ danych kinetycznych z réwnaniami opisujgcymi wptyw inhibito-
réow lub modyfikatorow reakcji, wyprowadzonymi przy zatozeniu tego
stanu réwnowagi. Sposoby postepowania sprawdzajgcego podaje m. in.
Laidler (55.c) oraz Bernhard i Gutfreund (9.

WielkoS¢ A rFes zalezy od sposobu wigzania substratu przez grupy
aktywne enzymu. Skladaé sie na nig moga oddziatywania dyspersyjne,
kulombowskie i chemiczne. Oddziatywania pierwszego typu, wynika-
jace z sit Van der Waalsa-Londona, sg stosunkowo stabe i niespecy-
ficzne, ale sa z grubsza proporcjonalne do liczby oddziatywajacych
z sobg atoméw jednej i drugiej czasteczki. Gdy silnemu zblizeniu ule-
gajg liczne atomy czasteczek enzymu i substratu, skladowa ta moze
by¢ rzedu kkal*mol—x odgrywaé wiec bedzie istotng role w przypadku
ptaskiego utozenia substratu na powierzchni enzymu, zwiaszcza w przy-
padku substratu o niezbyt matej czasteczce. Oddziatywania kulombow-
skie sg wieksze, ale wystepujg wytacznie miedzy grupami funkcyjnymi
o swobodnych tadunkach elektrycznych. Wreszcie silne oddziatywania
chemiczne charakteryzujg sie specyficznoscig wzgledem utozenia grup
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reagujacych w przestrzeni, ze wzgledu na kierunkowo$¢ wigzan che-
micznych. O roli tych oddziatywarn $wiadczy m. in. fakt, ze izomery
optyczne substratdw reakcji enzymatycznej dziatajg czesto jako inhibi-
tory konkurujgce.

Przykladowo przytoczymy za Bernhardem i Gutfreun-
dem (9) kilka przecietnych wartoSci AF, dla wigzania pewnych grup
strukturalnych przez ,typowa” powierzchnie biatka: —CH3: —500
kal*mol—1 (sity dyspersyjne); — OCH3 lub — C2H5. — 900 (sity dysper-
syjne, wiecej oddziatywajagcych atomoéw); — CeH5: — 2000 (sity dysper-
syjne, plaskie utozenie piersScienia); — COO- lub — NH+ — 5000 (sity
kolumbowskie, oddziatywanie z grupami — NH3 wzglednie — COO~
biatka). »

Modyfikujac stopniowo strukture substratu mozna czasem rozstrzyg-
na¢ w jaki spos6b i jakimi grupami aktywnymi zwigzane sg z soba
w kompleksie substrat i enzym (9). Pamieta¢ przy tym nalezy, ze inhi-
bitory konkurujagce traktowane by¢ muszg na réwni z substratami, tzn.
wartosci statych KM substratu poréwnywac nalezy z warto$ciami sta-
tych Ki inhibitora konkurujgcego.

Poniewaz state fci okreSlone sg z reguly przez szybkos¢ dyfuzji
(p. wyzej, 1.2), a wiec sa praktycznie niezalezne od rodzaju substra-
tow (o ile nie réznig sie one zbytnio wielkoscig czasteczek), przeto roz-
nice w wielkosciach statych Michaelisa danego enzymu nalezy przypisac
réznicom w wartosci ?c_i to jest statych szybkosci dysocjacji kompleksu.

2, Wplyw temperatury

Whptyw temperatury na szybko$¢ procesu enzymatycznego wyraza
sie z reguly krzywa przechodzaca przez maksimum, ze wzgledu na
to, ze w wyzszych temperaturach wzrasta szybko$¢ denaturacji enzy-
mu. Znacznie ponizej temperatury optymalnej, zmiany szybkosci reak-
cji z temperaturg moga by¢ jednak analizowane podobnie jak w pro-
stych reakcjach chemicznych. Okreslone wnioski mozna wyciagnaé
z zaleznosci temperaturowych poszczeg6lnych statych kinetyki enzyma-
tycznej: k2, Km (o ile spetnia ona warunek statej réwnowagi) lub Kt.

Km, jako stata réwnowagi, zalezy od temperatury w sposéb okreslo-
ny réwnaniem 39 oraz tozsamo$cig termodynamiczng:

AF°= AH°- TAS® 40

gdzie AH° oznacza standardowg entalpie, a AS° — entropie reakcji.
Entalpie reakcji wyznaczy¢ mozna z zaleznosci log Km od temperatury
lub, wygodniej, z zaleznosci od 1/T:

AH®= - RT2 41
dr d (1/T)

%
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Entropie reakcji obliczy¢é mozna tatwo z roéwnania 40, znajac AF°
oraz AH°. Ma ona duze znaczenie poznawcze. OgoOlnie: gdy nastepuje
zwiekszenie stopnia uporzadkowania uktadu, zmniejszenie liczby stopni
swobody, usztywnienie struktury molekularnej lub struktury rozpu-
szczalnika wokdt ciata rozpuszczonego — entropia maleje. Dla przy-
kltadu przytoczymy Kkilka prostych reakcji dysocjacji kwasowej (33):

HD + HO ~ H 30+ + OH- AS0=-19 j.e. 42
CHaCOOH + HD ~ H 30+ + CH3COO- AS°= —22je. 43
NH4 +Hs0O ~ H 30+ +NH3 AS0--0,5 je. 44

Entropia reakcji 42 i 43 jest silnie ujemna, gdyz w wyniku rozdziele-
nia tadunkow z nienatadowanych czasteczek powstaty jony, wokdt kto-
rych nastepuje silna orientacja (usztywnienie, wzrost uporzadkowania)
dipoli wody. W reakcji 44 nastepuje tylko przeniesienie tadunku; liczba
jonoéw nie ulega zmianie i entropia reakcji jest bliska zera. Podobne,
choé mniejsze sg efekty entropowe zwigzane ze zmiang momentu dipolo-
wego bez zmiany liczby tadunkéw. Zmiana entropii w reakcji powsta-
wania kompleksu z dwu reagujacych czasteczek, zwigzana ze zmniej-
szeniem sie liczby czgsteczek, wynosi w roztworze wodnym ok. —7,9 j. e.

Poréwnajmy Kkilka warto$ci AS° powstawania kompleksu Michae-
lisa:

ureaza + mocznik AS° — +0,9 je. (84
chymotrypsyna + dwuhydrocynamonian metylu A S°— —113 je. (75)
miozyn + ATF A S°= +49,0 je. (65

Podczas gdy w dwu pierwszych reakcjach zmiana entropii jest mata
i moze byé uwazana za normalng, to w trzecim przypadku jest ona
bardzo duza.

Duza, dodatnia entropia reakcji moze wskazywad:

a) na zobojetnienie wiegkszej liczby tadunkow elektrycznych (np.
dodatnich tadunkéw miozynu przez ujemne #tadunki ATP);

b) na rozwiniecie sie czasteczki w wyniku rozerwania licznych wig-
zan wodorowych i wzrostu liczby stopni swobody;

€) na skurczenie sie czasteczki bez zmiany liczby wigzan (np. roz-
ciggniecie kauczuku oznacza wzrost uporzadkowania).

Udziat zmiany tadunku (przypadek a) w entropii reakcji mozna oce-
ni¢ m. in. na podstawie wptywu zmian statej dielektrycznej w miesza-
nym rozpuszczalniku na wielko$¢ Km (55d). W przypadku miozynu ba-
danie takie wykazato, ze czes¢ elektrostatyczna entropii reakcji, odpo-
wiadajagca zmianie liczby tadunkdédw, wynosi + 31 j. e, odgrywa wiec
najpowazniejszg role (56). Jednakze i pozostata, nieelektrostatyczna skta-
dowa entropii reakcji jest dodatnia. Blizsze rozwazania (55e) prowadzg
do wniosku, ze zobojetnieniu tadunkéw elektrycznych miozynu towarzy-
szy skurczenie sie jego czasteczki, ktora przed zwigzaniem ATP pozo-
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stawata rozciggnieta pod wpltywem kulombowskiego odpychania sie
jednoimiennie natadowanych grup strukturalnych.

Dyskusje wpltywu temperatury na state szybkosci reakcji przepro-
wadza sie analogicznie do przypadku statych réwnowagi. Przedstawmy
w tym celu stalg szybkoSci reakcji w postaci danej przez teorie kom-
pleksu aktywnego (36):

45

gdzie N oznacza liczbe Avogadro, h — stalg Plancka, AH* i AS* — od-
powiednio entalpie i entropie aktywacji.

Entalpia aktywacji jest zwigzana z tradycyjnie obliczong wielkoScig
energii aktywacji

W— ~R 46

podczas gdy entropie aktywacji obliczyé mozna na podstawie réwna-
nia 45 jako

47

Entropia i entalpia aktywacji przedstawiajg soba rdznice wartosci tych
funkcji termodynamicznych dla kompleksu aktywnego i dla substra-
tdbw danego stadium reakcji. Nie wchodzac blizej w omawianie natury
kompleksu aktywnego*, stwierdzimy tylko, ze jest to nietrwata konfi-
guracja atomoéw, o czasie trwania rzedu 10~13 sek., odpowiadajgca ma-
ksimum energii potencjalnej osigganej przez ukiad reagujacy w danym
stadium reakcji (36, 33). Poznajgc wartosci AS* i AH* mozemy czesto
wnikng¢ w strukture kompleksu aktywnego. Kompleks aktywny ma
strukture posrednig miedzy substratem a produktem danego stadium;
np. w reakcjach jonowych bedzie on miat z reguty tadunek réwny su-
mie tadunkéw reagujacych w tym stadium jondéw, ale rozktad tadun-
kéw i konfiguracja atomoéw beda w nim inne niz w produkcie reakcji.

Interpretacja wielkoSci AS* jest poza tym podobna do omdwionej
wyzej interpretacji AS°. Ciekawe, ze ujemne entropie aktywacji po-
wstawania kompleksu Michaelisa wykazuje chymotrypsyna, karboksy-
peptydaza, ureaza, natomiast dodatnig entropie aktywacji stwierdzono
w przypadku reakcji pepsyny, trypsyny, a zwitaszcza miozynu (53). O ile
znak AS* w przypadku miozyny, trypsyny i pepsyny wydaje sie zwia-

* Nie nalezy myli¢ pojecia kompleksu aktywnego z kompleksem Michaelisa,
ES. Na drodze reakcji 1—2 wystepuja dwa maksima energii potencjalnej:
pierwsza z nich odpowiada kompleksowi aktywnemu (E 4- S)* w stadium po-
wstawania kompleksu Michaelisa, drugie kompleksowi aktywnemu (ES)* w sta-
dium 2; miedzy tymi maksimami lezy minimum energii potencjalnej, odpowiada-
jace zwigzkowi chemicznemu ES. Kompleks aktywny nie jest natomiast zwigzkem
chemicznym, lecz konfiguracjg nietrwata.
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zany ze zobojetnianiem tadunkdéw elektrycznych, o tyle ujemne entropie
aktywacji w pozostatych przypadkach zdajg sie wskazywaé na wiekszg
polarnos¢ kompleksu aktywnego niz substancji wyjsciowych.

Entropia aktywacji stadium rozpadu kompleksu Michaelisa, reak-
cji 2, jest z reguty ujemna. Nie jest wykluczone, ze oprécz innych czyn-
nikbw nalezy wzigé pod uwage zmniejszenie liczby stopni swobody
wskutek powstawania nowego wigzania, miedzy substratem zwigzanym
juz innymi wigzaniami w kompleks ES a grupa funkcjonalng enzymu
aktywng dopiero w stadium 2

Energia aktywacji reakcji, ograniczonej przez szybkos$¢ dyfuzji, po-
winna by¢ bardzo mata, rowna energii aktywacji procesu dyfuzji, tj.
okoto 2 kkal.-moll* w roztworach wodnych. Doswiadczalnie znaleziona
wartos¢ energii aktywacji dla stadium 1 w reakcji katalazy i H2 2 rze-
czywiscie wynosi 15 — 2 kkal*mol—, za$ w reakcji peroksydazy
i HXD 2 — jest praktycznie réwna zeru (10).

Energia aktywacji rzedu kilkunastu lub wiecej kkal*mol~1 wskazuje
na powstawanie lub rozrywanie trwatych wigzan chemicznych. W przy-
padku gdy energia aktywacji jest mata, cho¢ reakcja jest znacznie wol-
niejsza od procesu dyfuzji — mozna przypuszczac, ze w stadium tym po-
wstajg lub zanikajg tylko stabe wigzania typu Van der Waalsa-Londona.

Szczegblnie ciekawy przypadek stanowi proces termicznej denatu-
racji biatek. Jest to proces silnie endotermiczny, o energii aktywacji
rzedu kilkudziesieciu kkal*mol—x ale zarazem o bardzo duzej dodatniej
entropii aktywacji, od 50 do 300 j.e. Denaturacja miozynu przy pH =
= 7,0 wykazuje W = 70 kkalTnol-1 oraz AS* = + 150 j.e. (65). Po-
niewaz w procesie denaturacji nie stwierdzono skadingd wyraznych
zmian tadunku, tak wysoka warto$¢ AS* przypisuje sie zmianom struk-
turalnym. Najprawdopodobniej ulegaja w wyzszej temperaturze roze-
rwaniu liczne wigzania wodorowe, nastepuje rozwiniecie czgsteczki i za-
nik uporzadkowania jej wtornej struktury (55.).

3, Wplyw pH

Aktywnos$¢ enzymu wykazuje z reguty maksimum przy pewnej opty-
malnej warto$ci pH. Zmniejszenie aktywnosci po obu stronach maksi-
mum moze byé zwigzane badZz z nieodwracalng dezaktywacjg enzymu
w roztworach silnie alkalicznych lub silnie kwasnych (o ktérej mowic
tu nie bedziemy), badz ze zmianami odwracalnymi. Te ostatnie przy-
pisa¢ mozna zmianom chemicznym, a mianowicie dysocjacji kwasowej
lub zasadowej enzymu, substratu, lub kompleksu enzym-substrat.

Dysocjacja substratu jest tatwa do zbadania i uwzglednienie jej
zwykle nie sprawia trudnosci w analizie kinetycznej. Istotnym poste-
pem byto stworzenie metodyki badania dysocjacji grup aktywnych en-
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zymow (55, 25, 2). W tym referacie ograniczymy sie do przedstawienia
pewnych sposobow analizy wynikow.

Zmianie tadunku pod wptywem zmiany pH moze ulec grupa enzy-
mu aktywna w procesie wigzania substratu w stadium 1 (jon H+ lub
OH- jako inhibitor kompetycyjny) lub grupa strukturalna komplek-
su ES, aktywna w stadium 2 (hamowanie niekompetycyjne). Zastoso-
wanie metod izolacji poszczegblnych statych Kkinetycznych przy roz-
nych pH pozwala na rozréznienie obu typéw hamowania. Punkty za-
tamania krzywej na wykresie log V wzgledem pH wyznaczajg warto-
§ci pK grup kompleksu ES, aktywnych w stadium 2 Pamietaé przy
tym nalezy, ze stezenie substratu, przy ktérym nastepuje praktyczne
nasycenie enzymu substratem i szybkos$¢ reakcji zbliza sie do wielkoSci
granicznej V, zmienia sie wraz z pH, bo zmianie ulega i warto$¢ statej
Michaelisa. Warto$¢ jej zalezng od pH oznaczaé bedziemy symbo-
lem Km, w odr6znieniu od KM statej odnoszacej sie do optymalnych wa-
runkdw dysocjacji grup aktywnych.

Jezeli dwie grupy (a i b) enzymu, aktywne w S$rodkowym obsza-
rze pH, dosocj.uja tracac aktywnos$¢ odpowiednio przy pH > pKa
i przy pH < pKb, to stezenie formy aktywnej enzymu bedzie pro-
porcjonalne do utamka I/f, gdzie

Funkcje f nazywamy funkcjg pH Michaelisa dla takiej wtasnie formy
aktywnej enzymu (63). Funkcja pH Michaelisa moze mie¢ r6zng postac
zaleznie od tego, ile jest mozliwych stopni dysocjacji i w ktérym z nich
czasteczka jest aktywna.

Wprowadzajgc odpowiednio funkcje se, res, /s dla aktywnych form
enzymu, kompleksu ES oraz substratu, do rdwnania 11, otrzymamy:

49

Dixon (24) wprowadzit wygodng metode analizy danych doswiadczal-

nych na podstawie wykresu zaleznosci pKm od pH (pKM= — log Km)
Przyktady takich wykreséw dla reakcji arylosulfatazy z kilkoma sub-
stratami (26) podano na rys. 5.

4

2 6 7 8 9 10
pH—+

Rys. 5. Wykres zaleznosci pKm arylosulfatazy od pH (26). Substraty: A — siarczan
nitrokatecholu; B — siarczan p-nitrofenylu; C — siarczan p-acetylofenylu
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Jak wynika z rownania 49, zatamania ,wypukte” na krzywych odpo-
wiadajg wartosciom pK grup aktywnych enzymu lub substratu, zata-
mania ,wkleste” — wartosciom pK kompleksu Michaelisa. Na rys. 5
fatwo rozpoznaé dwie wartoSci pKE (8,1 oraz 9,4) i jedng warto$¢ pKE
(7,5—7,8), wspélne dla wszystkich trzech substratow. Ponadto na
krzywej A widoczne sg dodatkowe zatamania, odpowiadajace dysocjacji
grupy fenolowej substratu wolnego (pK = 6,5) oraz grupy fenolowej
substratu zwigzanego w kompleks ES (pK = 6,9). W kompleksie Michae-
lisa kwasowos¢ tej grupy OH ulegta wiec zmniejszeniu, prawdopodobnie
w wyniku przesuniecia gestosci elektronowej, indukowanego przez przy-
faczenie atomu siarki grupy sulfonowej do elektroujemnej grupy aktyw-
nej enzymu.

Analiza wartosci pH grup aktywnych enzymu, substratu oraz kom-
pleksu enzym-substrat pozwala czasem na identyfikacje grup enzymu
aktywnych w poszczegdlnych stadiach procesu. Znalezione wartosci pK
poréwnuje sie z wartosciami, charakteryzujgcymi poszczeg6lne grupy
dysocjujace spotykane w biatkach (p. rys. 6), stosujgc w przypadkach
watpliwych dodatkowe kryteria wyboru. Takim dogodnym kryterium

ph
a 9 10 1 12 B3 w

a-NHi
-OH Wk(9)
-NH -C(NH2)=NH2W M 00)
Rys. 6. Wartosci pK typowych grup kwasowych wystepujacych w biatkach:
1) grupa —COOH w a-aminokwasach; 2) grupa —COOH kwasu asparaginowego;
3) grupa —COOH kwasu glutaminowego; 4) grupa imidazolowa histydyny; 5) gru-
pa a-NH3 a -aminokwaséw; 6) grupa a-NH3" cystyny; 7) grupa -SH cysteiny; 8) gru-
pa s -NH3 lizyny; 9) grupa -OH tyrozyny; 10) grupa guanidyniowa argminy.

uzupetniajgcym jest np. wyznaczenie wielkosci AH°® danej reakcji dyso-
cjacji z zaleznosci pK od temperatury:

i pordwnanie jej z opisanymi w literaturze wielko$ciami AH° dysocja-
cji grup kwasowych, wchodzacych ewentualnie w rachube.

Ta metoda stwierdzono np. ze grupa, ktorej dysocjacja hamuje reak-
cje papainy w roztworach alkalicznych, jest grupa tiolowa, —SH (74).
Krzywe log k2 wzgledem pH wykazujg zatamanie, wskazujgce na wiel-
kos¢ pKEB = 8,0—82, a z danych w roznych temperaturach wy-
nika AH° = 5—6 kkal*mol—L Poniewaz wielkosci te sg charaktery-
styczne dla grupy —SH, a skadingd wiadomo, ze papaina zawiera gru-
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py tiolowe, mozna to uzna¢ za identyfikacje jednej z grup uczestnicza-
cych w stadium 2 hydrolizy. W ostatnich latach zidentyfikowano tymi
metodami znaczng liczbe grup aktywnych w réznych enzymach.

Warto jednak zaznaczyé, ze nie zawsze mozna opiera¢ sie na da-
nych poréwnawczych tego typu co zestawione na rys. 6. Pod wply-
wem innych grup strukturalnych w czasteczce wielkos¢ pK danej grupy
kwasowej moze ulec daleko idgcej zmianie; i tak pK grupy fenolowej,
zwykle 9—10, wynosi w p-nitrofenolu zaledwie 7, a w pirydoksalu
maleje az do 5 (86).

Badania wptywu pH wykazaty, ze w procesie enzymatycznym z re-
guty uczestniczag co najmniej dwie grupy dysocjujace, przy czym w po-
staci aktywnej sa onie czesto obdarzone przeciwnyjmi -fadunkami,
jak — COO"~ oraz — NH”. Ciekawy model takiego dwufunkcjonalnego
dziatania #gcznego znaleziono w przypadku kwasowo-zasadowej kata-
lizy reakcji mutarotacji glikozy. Katalizatory kwasowo-zasadowe wy-
kazujg tym wiekszg aktywno$¢, im silniejszymi sg kwasami lub zasa-
dami. Mutarotacja glikozy katalizowana jest m. in. przez fenol oraz
przez pirydyne. Ot6z 2-hydroksypirydyna, fgczaca w sobie grupy funk-
cjonalne obu tych zwigzkéw, ale bedaca kwasem stabszym od fenolu,
a zasada stabsza od pirydyny, katalizuje mutarotacje glikozy 7.000 razy
efektywniej niz mieszanina fenolu i pirydyny (77).

Na podstawie badania wptywu pH mozna dzi§ juz stwierdzié, ze te-
go rodzaju dziatanie tgczne grup strukturalnych, z osobna pozbawionych
wiasnos$ci katalitycznych, ale odpowiednio zorientowanych przestrzen-
nie, stanowi czesto podstawe aktywnosci enzymatycznej biatek.
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TOM VIII 1962 ZESZYT 1

IRENA SZUMIEL*

Stereospecyficzno$¢ enzymow

The Stereospecificity of Enzymes

The problem of enzymes stereospecificity is surveyed with special
emphasis on ogston’s three-point attachement- and Schwartz and Car-
| ter’s meso-carbon atom theories.

Znajomos$¢ zjawiska stereospecyficznosci enzyméw jest starsza niz
sama nauka o enzymach. Jako pierwszy zaobserwowal to zjawisko
Pasteur w 1858 roku — a wiec w 43 lata po odkryciu czynnoSci
optycznej zwiazkéw organicznych przez Biota — poddajagc fermen-
tacji mieszaning kwasu winowego prawo- i lewoskretnego. ,,Bez watpie-
nia” — napisat wtedy Pasteur — ,rodzaj asymetrii wiasciwy budowie
czasteczkowej lewoskretnego kwasu winowego jest jedyng przyczyna
powodujaca, ze kwas ten nie ulega fermentacji w warunkach, w Kkto-
rych kwas prawoskretny ulega rozktadowi” (31).

Opracowanie teorii czynno$ci optycznej zwigzk6éw organicznych
przez Van’t Hoffa i Le Bela (1874) i jednoczesny rozwdj ba-
dan nad reakcjami enzymatycznymi umozliwity w 1894 roku sformuto-
wanie pierwszej teorii specyficznosci enzymoéw. Emil Fischer obser-
wujac roznice w powinowactwie do enzymu, zalezne od budowy pod-
dawanych fermentacji zwigzkéw chemicznych (7, 8, 10) wysuwa hipo-
teze, ze — aby zaszta reakcja — enzym i substrat muszg by¢ wza-
jemnie dopasowane jak klucz do zamka (rys. 1). Oznacza to, ze z dwdch
»kluczy” czyli enancjomerycznych substratow — (antypodéw optycz-
nych) majacych sie do siebie jak przedmiot do swego odbicia — tylko
jeden moze pasowa¢ do otworu ,zamka” — enzymu.

W ten sposob powstato pierwsze ujecie stereospecyficznosci enzy-

* Mgr, asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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matycznej jako zdolnosci enzymu do reagowania z jedng tylko odmiana
optycznie czynnego substratu.

Rys. 1. Schemat ilustrujgcy teorie ,klucza-zamka” Fischera. Substrat a
~pasuje” do otworu w powierzchni enzymu jak klucz do zamka; a i b — enan-
cjomery.

I. Synteza asymetryczna

W ostatnich latach XIX wieku szczeg6lng uwage chemikéw zwra-
caly zwiazki optycznie czynne. Byt to okres, kiedy entuzjasci teorii
Van’t Hoffa i Le Bela dostarczali coraz to nowych, potwierdzajacych ja
faktow, kiedy goragczkowo badano znane zwiazki asymetryczne i pro-
bowano otrzymywaé nowe. Otrzymanie enancjomerow zwigzkéw op-
tycznie czynnych byto nietatwym zadaniem, poniewaz stosowane wow-
czas metody ich syntez prowadzity do mieszanin racemicznych. Roz-
dziat tych mieszanin przeprowadzano przez stosowanie jednej z trzech
klasycznych metod Pasteura. Byty to: 1) mechaniczne oddzielanie krysz-
tatbw odmian lewo- i prawoskretnej, 2) roztozenie jednej z odmian
dziataniem mikroorganizméw, 3) wytworzenie potgczen obu enancjo-
merow ze zwiazkiem optycznie czynnym i frakcjonowana krystalizacja
otrzymanych diasterecizomerdéw.

W tym okresie czasu stwierdzono, ze w organizmach zywych zwigz-
Ki optycznie czynne wystepujg z reguty w postaci jednej odmiany. Za-
czeto wiec interesowac sie mozliwosSciami otrzymywania czystych enan-
cjomerow droga chemiczng, bez stosowania metod rozdziatu racema-
tow. Synteza dajaca w wyniku zamiast mieszaniny racemicznej tylko
jeden z enancjomerow, badz tez niejednakowe ilosci enancjomerycznych
produktéw ze znaczng przewaga jednego z nich — zastugiwataby na
nazwe syntezy asymetrycznej. W 1901 roku, kiedy podjeto pierwsze
proby takiej syntezy znany byt juz fakt, ze przy powstaniu nowego
asymetrycznego atomu wegla w czasteczce optycznie czynnego zwigzku
teoretycznie mozliwe formy nie musza sie bynajmniej tworzy¢ w jed-
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nakowych iloSciach. Potwierdzit to wielokrotnie Fischer w pracach nad
przedtuzaniem fancucha weglowego aldoz. Dobudowa nowego asyme-
trycznego atomu wegla do zwigzku optycznie czynnego o okreslonej
konfiguracji moze da¢ 2 epimery, z ktdrych jeden bedzie przewazat.
Reakcja taka czesto nazywana jest rdwniez synteza asymetryczng, mi-
mo, ze jej produkty nie sg enancjomerami majacymi sie do siebie jak
przedmiot do odbicia — lecz diastereoizomerami. Tak wiec istnieja
dwie definicje syntezy asymetrycznej. W pierwszej, pojetej szerzej —
termin ten oznacza kazdg reakcje, w ktdrej w sposob stereospecyficz-
ny pojawia sie lub znika atom asymetryczny. Druga, wezsza, wprowa-
dzona przez Marckwalda (24) okreSla jako asymetryczng kazda
przemiane, w ktérej symetryczny substrat w wyniku posredniego dzia-
fania optycznie czynnego katalizatora przechodzi w jeden z dwdch moz-
liwych enancjomeréw produktu. Obie te definicje sa dzi§ uzywane, be-
dziemy jednak postugiwaé sie tg, ktorg sformutowat Marckwald. Réz-
nice sformutowania wyjasnimy na nastepujacym przykiladzie. Synteza
mannononozy przeprowadzona przez Fischera (6) w wyniku dobu-
dowy do mannozy kolejno trzech atoméw wegla nie jest z punktu wi-
dzenia Marckwalda syntezg asymetryczng mimo, ze prowadzi do wytwo-
rzenia nowych centrdw asymetrii. Natomiast reakcja rozszczepienie
wytworzonej mannononozy do heksozy i triozy bylaby w tym ujeciu
syntezg asymetryczng, bowiem prowadzitaby do wytworzenia jednego
z enancjomeréw triozy.

Fischer prébowat wykorzysta¢ zjawisko tworzenia sie niejedna-
kowych ilosci diastereoizomeréw do syntezy asymetrycznej (9). Otrzy-
mywat on krystaliczng cyjanohydryine helicyny, posiadajgcg wszystkie
cechy jednorodnej substancji i prébowat otrzymac¢ z niej cyjanohy-
dryne aldehydu salicylowego, przewidujgc, ze produkt ten bedzie optycz-
nie czysty. Okazato sie jednak, ze powstajgcy zwigzek niezwykle tatwo
hydrolizuje, uniemozliwiajgc okres$lenie skrecalnosci.

Podobne préby rowniez zakonczone niepowodzeniem przeprowadzili
Cohen i Whiteley, Kipping oraz Fischer i Slimmer
(cyt. wg 23).

Dopiero w 1904 roku powiodta sie synteza asymetryczna W. Marek-
waldowi (23). Polegata ona na otrzymaniu kwaséw (—) i (+)izo-
walerianowego (schemat 1, IV i IV a) z kwasu metyloetylomalonowego
(). Kwas ten powinien tworzy¢ z optyczfiie czynng zasadg dwie dia-

stereoizomeryczne odmiany soli (Il i lla). W wyniku ich dekarboksy-
lacji powinny powsta¢ dwie diasterecizomeryczne odmiany soli bru-
cynowej kwasu izowalerianowego (Il i Ilia). Sél te Marckwald rozto-

zyt rozcienczonym kwasem siarkowym i uwolniony kwas izowaleria-
nowy oddestylowal z parg wodng. Otrzymal produkt optycznie
czynny o skrecalnosci [aD] = —1,7° a zatem nie byt on mieszaning
racemiczng. Poniewaz skrecalnos¢ wiasciwa kwasu (—)izowaleriano-
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wego wynosi [aD] = —17,85°, a zatem uzyskany kwas izowalerianowy
zawierat o 10% wiecej odmiany (—) niz odmiany (+). Na podstawie
tej wiasnie reakcji Marckwald sformutowat wspomniang poprzednio
definicje syntezy asymetrycznej.

C2Hsx /COOBru C2Hsx /COOBru C2Hsx /COOH

CiHix .COOH , CH/ NcOOH CH/ XH CcCh/ X"
\ + Bru-< » 1 \Y) <>
pu / ~rooH
C2Hs. .COOH C2Hsv /H C2Hsx M
. c \% \%

Ch/ XCOOBru CH3// ~COOBru CHan ~COOH
lla Ilia IVa (+)

Schemat 1 Asymetryczna .synteza kwaséw (—) i (+)izolwalerianowego wedtug
Marckwald a (43). Bru — brucyna.

Cohen i Patterson (cyt. wg 24) zaprotestowali przeciw nazwa-
niu syntezy Marckwalda asymetryczna, twierdzac, ze roztwor kwasu
metyloetylomalonowego zawiera dwa enancjomeryczne jony (V i Va)

coo- coo*

CH3s— CI— C2H5 C2H5— cl— chs
CIOOH CIOOH
\Y Va

i ze metoda Marckwalda jest po prostu odpowiednikiem sposobu roz-
dzielania racematu, opisanego przez Pasteura. Jednakze zarzut ten nie
jest stuszny bowiem so6l brucyny i kwasu metyloetylomalonowego po-
wstaje rowniez w Srodowisku eteru lub chloroformu, tak, ze tworzenie
soli nie musi by¢ poprzedzone dysocjacjg jkwasu (24).

Nad syntezg asymetryczng pracowato nastepnie wielu znanych che-
mikow (25). W ostatnich latach liczne prace z tej dziedziny wykonano
w pracowni Preloga (34, 37—40), interesujace wyniki badan ogtosili
tez Doering (55 i Mosher (56, 57). Celem obecnie prowadzonych
prac jest gidwnie wyjasnienie mechanizmu syntezy asymetrycznej na
podstawie analizy konformacyjnej i okre$lenie konfiguracji zwigzkow
posrednich i produktéw (35). Stwierdzono na przyktad, ze przytgczenie
nowego podstawnika do atomu a wegla estru oMketokwasu i optycznie
czynnego alkoholu nastepuje od tej strony, z ktérej znajduje sie naj-
mniejszy z podstawnikéw przy asymetrycznym atomie wegla. Wplyw
tego podstawnika na stereospecyficzno$¢ reakcji przytaczenia jest tym
wiekszy, im bardziej r6zni sie on wymiarami od pozostatych podstawni-
kow i im blizej atomu a-C kwasu lezy centrum asymetrii alkoholu.
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W ten sposob reakcja przebiega gtownie poprzez najbardziej korzystny
energetycznie produkt posredni, z wytworzeniem niejednakowych ilo-
§ci dwéch enancjomerdw. Prawidtowosé ta, stwierdzona przez Cr am a,
pozwala przewidzie¢, ktéry z enancjomeréw bedzie przewazat w pro-
dukcie reakcji (3).

W cztery lata po opublikowaniu przez Marckwalda metody asyme-
trycznej syntezy kwasu izowalerianowego Rosenthaler (1908)
(42, 53) przeprowadzit pierwszg enzymatyczng synteze asymetryczng
in vitro. Byla to reakcja otrzymywania (+)nitrylu kwasu migdato-
wego (VI) z aldehydu benzoesowego i cyjanowodoru pod dziataniem
emulsyny — enzymu wydzielonego z migdatéw. Reakcja miata naste-
pujacy przebieg:

H

emulsyna |
cth3*hot+hcn - —-r® cbh6- c- cn VI

OH

Jakkolwiek w reakcji aldehydu benzoesowego z cyjanowodorem moz-
liwe jest powstanie dwoOch enancjomerycznych zwigzkéw, emulsyna
wykazuje absolutng stereospecyficznos¢, poniewaz optycznie czysty (+)
nitryl jest jedynym produktem przemiany. W nastepnych latach stwier-
dzono, ze emulsyne mozna zastgpi¢ tak prostymi substancjami jak chi-
nina i chinidyna, ktére jednak dzialajg mniej skutecznie (Bredig
i wspoOtpracownicy 1932—35 cyt. wg 18).

Na podstawie analizy kinetyki i termodynamiki proceséw enzyma-
tycznych W. Kuhn (17) podaje teoretyczne wyjasnienie mozliwosci
otrzymania niejednakowych ilosci enancjomeréw z symetrycznego pre-
kursora w reakcji z udziatem optycznie czynnego katalizatora.

Rozwazmy takg reakcje:

ks icR
(S)P Z -=f (R)P
ks ler
(@ ()
Z — substrat (odpowiadajgcy aldehydowi benzoesowemu w syntezie Rosentha-
ler a — 42, 43)
X — optycznie czynny katalizator

(S)P i (R)P — produkty o konfiguracji (S) i (R)*

Pierwszym etapem reakcji bedzie utworzenie sie kompleksu Z—X.
Poniewaz czasteczka katalizatora jest asymetryczna — powstang dwa
diastereoizomeryczne kompleksy (S)X i (R)X. Ich rozpad daje odpo-
wiednio enancjomeryczne produkty (S)P i (R)P, znajdujace sie na tym
samym poziomie energetycznym. Synteza tak jednego jak drugiego prze-

* Spos6b oznaczania konfiguracji przyjety wediug Cahna, Ingolda i Preloga
(1); jego omoéwienie mozna znalez¢ w artykule CieSlaka (2).

3 Postepy Biochemii
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biega z takim samym spadkiem energii swobodnej. Powstawatyby wiec
one w wyniku reakcji w jednakowych ilosciach, gdyby nie kompleks
Z—X, istniejacy w dwoch odmianach diastereoizomerycznych réznig-
cych sie energetycznie (rys. 2).

Rys. 2. Zmiany energii w czasie przebiegu syntezy asymetrycznej z wytworze-

niem (S)formy i (R)formy produktu wedtug (18); (a) — synteza (S)formy, (b) —

synteza (R)formy. Ez — poziom energetyczny substratu. E(Sx i E(RXx — poziomy

energetyczne diastereoizomerycznych produktéw posrednich. E<s> i E(R, — po-
ziomy energetyczne enancjomeréw produktu konhcowego.

State rownowagi reakcji (@) i (b) sa jednakowe, ale rdznice energe-
tyczne miedzy produktami posrednimi reakcji pociggaja za sobag rézni-
ce w statych szybkosci tworzenia (R)P i (S)P. llustruja to wzory;

K 7@-Kb-h-r< = K(b)= K; ks” k
@ =775 Kb) - s K@= Kb)= K ks ku

Katalizator nie wptywa na wartosci K@ i K@ zwiekszajac k i k'
w tym samym stopniu, im wieksza jednak rdznica w energii produktéw
posrednich, tym bardziej r6znig sie od siebie state szybkosci ks i ka
oraz k$§ i kit. W omawianym przyktadzie (por. rys. 2) ustalenie sie stanu
réwnowagi miedzy Z a (S)P nastepuje szybciej niz miedzy Z a (R)P,
co daje przewage syntezie (S)P. W momencie kiedy w reakcji (a) ustali
sie rbwnowaga pomiedzy (S)P i Z — a staje sie to bardzo szybko, bo-

wiem ks ma duza warto$¢ liczcbowg — w reakcji (b) ciagle jeszcze
istnieje przewaga przemiany Z w (R)P. Jezeli zatem przewazajgca for-
ma produktu reakcji — (S)P — nie jest usuwana ze Srodowiska, zaczy-

na sie ona przeksztatca¢ w forme enancjomeryczng (R)P, dopoki nie
ustali sie rownowaga przemiany (b). Po pewnym czasie (tym diuzszym,
im wyzsza jest wartos¢ statej réownowagi K) wystgpi stan réwnowagi
miedzy obiema formami produktu — wyrazajgcy sie spadkiem czynno-
§ci optycznej. Na rys. 3 pokazana jest zalezno$¢ miedzy czasem kon-
taktu substratu i produktu z Kkatalizatorem a czynnos$ciag optyczng
powstatej mieszaniny enancjomerow. W ukladzie zamknietym synteza
asymetryczna mozliwa jest wiec tylko w pierwszej fazie reakcji, kiedy
zwiekszona w wyniku dzialania katalizatora szybko$¢ przemiany (a)
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pozwala jej wyprzedzi¢ przemiane (b) w osiggnieciu stanu réwnowagi.
Natomiast w uktadach biologicznych synteza asymetryczna jest niemal
regutg, bowiem stan réwnowagi reakcji nie zostaje tu osiggniety ze
wzgledu na szybkie usuwanie powstajacego produktu.

Rys. 3. Zalezno$¢ miedzy czynnos$cia optyczng powstatej mieszaniny enancjome-
row a czasem kontaktu substratu i produktu z katalizatorem wedtug (18).

Il. Enzymatyczne rozréznienie dwoch jednakowych grup
symetrycznego zwigzku

1, Teoria Ogstona trdjpunktowego przylaczenia substratu do enzymu

DwadzieScia lat temu pojawity sie prace, ktérych wyniki rozszerzyty
pojecie stereospecyficznosci enzyméw. Byly to badania przemian enzyma-
tycznych przy uzyciu izotopéw. Symetryczne substraty tych reakcji
znakowano i $ledzono losy grup zawierajacych atom znakowany. Wpro-
wadzenie izotopu do jednego z dwdch identycznych podstawnikow
w czgsteczce umozliwiato ich chemiczne rozréznienie. Okazato sie réw-
niez, ze mozliwe jest rozrdznienie takich podstawnikéw w reakcjach
enzymatycznych. Whniosek o zdolnosci enzyméw do wykrywania izoto-
péw w podstawnikach substratu bytby jednak zbyt nieprawdopodobny,
starano sie wiec wskaza¢ taki przebieg reakcji, ktory ttlumaczytby ob-
serwowany udziat tylko z dwdch identycznych grup reagujacej cza-
steczki.

Pierwszg pracg tego typu bytly badania Wooda i wspoétpracowni-
kéw (52) nad przemiang metabolitow cyklu kwasoéw trojkarboksylo-
wych przy uzyciu znakowanego kwasu szczawiooctowego. Kwas ten
(VIl, schemat 2) otrzymali oni w reakcji przytgczenia znakowanego za
pomocg 1X dwutlenku wegla do pirogronianu. Oznaczajagc 1 w wy-
dzielonym w czasie przemian oddechowych dwutlenku wegla Wood
i wspoétpracownicy stwierdzili, ze znaczne iloSci 1302 powstajg w cza-
sie oksydatywnej dekarboksylacji kwasu a-ketoglutarowego. Na pod-
stawie tego faktu badacze ci wykluczyli udziat kwasu cytrynowego
w cyklu kwaséw trojkarboksylowych, motywujac swdj wniosek naste-
pujgco. Gdyby rozpatrywana przemiana zachodzita z udziatem kwasu
cytrynowego (VIII) jako produktu posredniego — powstatyby dwa typy
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czasteczek kwasu 13C-akonitowego (IX i IXa) oraz dwa typy czasteczek
kwasu 1-izocytrynowego: jeden — z 13C zawartym w grupie karbo-
ksylowej sgsiadujgcej z grupg ~>CHOH (X) i drugi — z 13 w grupie
karboksylowej, sgsiadujacej z grupa ">CH2 (Xa). Byloby to nastep-
stwem symetrii czasteczki kwasu cytrynowego. Dalsze przemiany do-
prowadzityby do powstania dwoch typoéw kwasu a-ketoglutarowego
(X1l i Xlla), z ktérych po oksydatywnej dekarboksylacji powstatby
dwutlenek wegla i kwas bursztynowy (XIII i Xllla) zawierajagce po po-
fowie ilosci wprowadzonego izotopu. Poniewaz w wyniku doswiad-
czenia wykryto w dwutlenku wegla prawie calg ilos¢ izotopu wigczonego
w kwas 13C-szczawiooctowy, Wood i wspotpracownicy wyrazili poglad,
ze kwas izocytrynowy musi powstawaé z asymetrycznego prekursora,
nie moze nim by¢ przeto kwas cytrynowy.

Rozumowanie to okazato sie btedne; dzis wiemy, ze kwas cytryno-
wy bierze bezposredni udziat w przemianach cyklu kwaséw trojkarbo-
ksylowych (32, 33). Praca Wooda i wspo6tpracownikéw mimo btednych
wnioskdéw byta jednak bardzo cenna dla dalszego rozwoju badah nad
stereospecyficznoscig enzymow.

Podobne rozumowanie jak Wood i wspdtpracownicy przeprowadzit
Shemin (45) interpretujac wyniki badan nad przemiana L-seryny
w glicyne. Do dosSwiadczenia uzyto L-seryny (XIV, schemat 3), zawie-
rajacej 13 w grupie karboksylowej i 15N w grupie aminowej. W po-
wstatej glicynie (XVI) znaleziono znaczne ilosci obu izotopéw w tych
samych grupach i na tej podstawie Shemin wykluczyt mozliwos¢
przebiegu reakcji wedlug schematu 3 — z symetrycznym kwasem ami-
nomalonowym (XV) jako produktem posrednim. Wniosek Shemina
okazat sie stuszny: kwas aminomalonowy nie jest istotnie produktem po-
Srednim przemiany seryny w glicyne, mimo iz rozumowanie jego byto
btedne, podobnie jak rozwazania Wooda i wspotpracownikéw nad mozli-
woscig udziatu kwasu cytrynowego w cyklu kwaséw trojkarboksylowych.

W 1948 roku w Nature ukazata sie krétka notatka Ogstona (29),
w ktorej podaje on hipoteze trojpunktowego przytaczenia substratu
do enzymu, wyjasniajacg mozliwos¢ rozréznienia przez enzym dwdch
jednakowych podstawnikéw symetrycznego substratu. Ogston przyjat
mianowicie, ze substrat przytgcza sie do powierzchni enzymu w trzech
punktach; dzieki temu potozenie czgsteczki substratu wobec enzymu
jest okreSlone jednoznacznie.

Dla rozwazanej przez Shemina dekarboksylacji kwasu aminomalo-
nowego mozliwos¢ tréjpunktowego potgczenia z enzymem przedstawio-
na jest na rys. 4. Punkty 1, 2 i 3 oznaczajg grupy czynne enzymu.
Moga one taczy¢ sie specyficznie z odpowiednimi grupami substratu:
1i3z—COOH, za$ 2 z—NH2 Dekarboksylacja mogtaby mie¢ miejsce
po przykgczeniu wszystkich trzech grup substratu, zachodzac wytgcznie
w jednym punkcie na powierzchni enzymu, oznaczonym na rysunku
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jako 3. Jedyne mozliwe polaczenie enzym-substrat spetniajgce omo-
wione warunki — przedstawione jest na rys. 4a; dekarboksylacji ulegta-
by tylko jedna z dwéch grup —COOH (zaznaczona ttustym drukiem).
Inne mozliwe ustawienie czasteczki substratu w stosunku do enzymu
nie spetnia tych warunkdw i nie mogtoby prowadzi¢ do dekarboksyla-
cji. Gdyby obrdécié¢ czasteczke substratu tak, by nad punktem 3 znalazta
sie grupa —COOH, zaznaczona drukiem normalnym, to grupa —NH2
nie mogtaby przytaczy¢ sie do punktu 2 (rys. 4b i 4c) i nie nastapitoby
trojpunktowe potaczenie miedzy enzymem a substratem.

Rys. 4. Teoria Ogstona tréjpunktowego przytgczenia substratu do enzymu. Obja-
$nienia w tekscie.

W teorii trojpunktowego przytaczenia Ogston przyjmuje nastepujace
zatozenia:

1) Trzy grupy substratu przytaczaja sie specyficznie do trzech pun-
ktow na powierzchni enzymu. i

2) Tylko w jednym z tych trzech punktéw zachodzi reakcja.

3) Mozliwosé reakcji uwarunkowana jest przylaczeniem wszystkich
trzech grup substratu do enzymu.

Po spetnieniu tych trzech zatozen zawsze ta sama grupa substratu
przytagczona bytaby do miejsca na powierzchni enzymu, w Kktérym za-
chodzi reakcja. W ten spos6b z symetrycznego substratu mogtaby po-
wstaé tylko jedna odmiana produktu. Jezeli jeden z identycznych pod-
stawnikow substratu ulegajagcych przemianie byt znakowany atomem
izotopowym — w produkcie zaleznie od typu reakcji bedzie catkowita
ilos¢ izotopu, lub nie bedzie go wcale. Na przykiad reakcja dekarboksy-
lacji przedstawiona na schemacie 3 przebiegataby albo tylko z wytwo-
rzeniem zwigzku XVI, albo tylko zwigzku XVla.

Rozwazania Ogstona nad powstawaniem glicyny w wyniku dekar-
boksylacji kwasu aminomalonowego majg jedynie teoretyczne znacze-
nie, gdyz jak obecnie wiadomo enzymatyczna przemiana seryny w gli-
cyne nie zachodzi na tej drodze, lecz w wyniku przeniesienia atomu
wegla @ seryny na kwas foliowy. Teoria Ogstona ttlumaczy natomiast
dobrze mechanizm dziatania akonitazy w przedstawionych na schema-
cie 2 przemianach metabolitow VIII—X. Mozliwo$¢ rozrdznienia
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dwoch identycznych potowek czgsteczki symetrycznego kwasu cytryno-
wego (VIII) prowadzi wylgcznie do kwasu czs-akonitowego (1X) o wig-
zaniu podwdjnym sasiadujagcym ze znakowang grupg karboksylowa,
a nastepnie — w wyniku przytaczenia czasteczki wody — wylgcznie do
kwasu izocytrynowego (X). Dalsze jego przemiany dajg kwas a-keto-
glutarowy (XII) z grupg ketonowg sasiadujagca ze znakowanym Kkarbo-
ksylem. Oksydatywna dekarboksylacja kwasu XII powoduje odszcze-
pienie 13C02 pochodzacego z atomu wegla, ktéry na poczatku przemian
zawarty byt w grupie y-karboksylowej czasteczki kwasu szczawioocto-
wego. Przypuszczenie Ogstona o mozliwosci udzialu kwasu cytrynowego
w cyklu kwaséw trojkarboksylowych doczekato sie bardzo szybko po-
twierdzenia doswiadczalnego (32, 33). Natomiast sama teoria stata sie
przedmiotem zywej dyskusji i dalszych modyfikacji.

2, Teoria mezo-wegla Schwatza i Cartera

Poglad o réwnowartosci przestrzennej dwoch jednakowych pod-
stawnikéw a w czgsteczce typu Caa'"bd, przyjmowany w chemii od
wielu lat, poddano rewizji w latach pie¢dziesigtych. Na podstawie wy-
nikbw roznego typu badan Hirschman (12), Racusen i Aro-
noff (41). Schartz i Carter (44) oraz Wilcox (51) sformuto-
wali zasady zachowania sie zwigzku, posiadajgcego dwa jednakowe pod-
stawniki, w reakcji z odczynnikiem optycznie czynnym. W opublikowa-
nej w 1954 roku pracy Schwartz i Carter (44) wykazali mozli-
wos$¢ odroznienia grupy a od a" w czasteczce Caa"bd. Jezeli spojrzy-
my na jej centralny atom wegla od strony podstawnika a (rys. 5a), to
zobaczymy grupy b, a" i d w uszeregowaniu, ktorego kierunek zgodny
jest z kierunkiem ruchu wskazéwek zegara. JeSli natomiast popatrzy-
my na atom wegla od strony drugiego z jednakowych podstawnikow —
a" — ujrzymy grupy b, a i d ulozone w kierunku przeciwnym Kkie-
runkowi ruchu wskazéwek zegara (rys. 5b). Mozemy stwierdzi¢ z ca-
ta pewnosdcig, ze jeSli ustawimy model czasteczki w okreslony sposob
(na przyktad jak na rys. 5¢c — podstawnik b nad d i podstawnik d z przo-
du) — to niezmiennie a bedzie z ,lewej”, a" z ,prawej” strony. Skoro
wiec mozna oba podstawniki a odrézni¢ od siebie wzrokowo, nie maja
one zatem identycznego potozenia przestrzennego.

Schwartz i Carter wprowadzili termin ,,atom mezo-wegla”.
Termin ten oznacza centralny atom wegla takiej czasteczki, ktérg ptasz-
czyzna przechodzaca przez ten atom wegla i podstawniki b id dzieli
na dwie potowy stanowiace przedmiot i jego odbicie (rys. 6). Przypadek
taki wystepuje wowczas, gdy a i a" oznaczaja jednakowe podstawniki,
zas bid — rozne od a i od siebie, natomiast nie wystagpi w czastecz-
kach typu Caaab i Caabb.
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Rys. 5. Potozenie przestrzenne dwoch jednakowych Rys. 6. Podziat czaste-
grup a zwigzku Ca a bd. zawierajgcej atom

mezo-wegla na dwie

cze$ci stanowigce przed-

miot i odbicie. P —

ptaszczyzna podziatu.

Cze$¢ zaczerniona —

przedmiot. Cze$¢ nieza-

zaczerniona — odbicie.

Czasteczka zawierajgca jeden lub wiecej atomdéw mezo-wegla w eli-
minujacej podstawnik a reakcji z odczynnikiem optycznie nieczynnym
daje rowne ilosci dwoch enancjomeréw Ea' i Ea" (schemat 4). Nato-
miast w takiej samej reakcji z odczynnikiem optycznie czynnym po-
wstang rézne ilosci diastereoizomerycznych produktow Da' i Da" (sche-
mat 5), bowiem kazdy z dwoéch jednakowych podstawnikéw a przy ato-
mie mezo-wegla reaguje z odczynnikiem sz inng szybkoS$cig. Jesli oba

Ea’

Schemat 4. Eliminacja podstawnika a zwigzku zawierajacego mezo-wegiel w reak-
cji z optycznie nieczynnym odczynnikiem. C* — atomy wegla asymetrycznego.

a—i—a '

Schemat 5. Eliminacja podstawnika a zwigzku zawierajgcego atom mezo-wegla
w reakcji z optycznie czynnym odczynnikiem. C* — atomy wegla asymetrycznego.
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b z
* 1
b y
-(ax
a—C—a" + x—C—x' (2x) §
A
a z a—C—¢x  Dav
[
by
Schemat 6. Eliminacja podstawnikéw a i x w reakcji dwéch zwigzkéw zawie-
rajacych atomy mezo-wegla. C* — atomy wegla asymetrycznego.

reagujace zwiagzki zawierajg atomy mezo-wegla, w wyniku eliminacji
powstajg cztery diasterecizomery Da'x’, Da'x", Da"x' i Da"x" (sche-
mat 6).

Na poparcie swej hipotezy Schwartz i Carter podajg jako przy-
ktad reakcjag miedzy bezwodnikiem kwasu (3-fenyloglutarowego (XVII)
i (2S)a-fOnyloeityloaming (XVIII, schemat 7). W myS$l teorii mezo-wegla
w wyniku reakcji powinny powsta¢ rézne ilosci dwoch optycznie czyn-
nych diastereoizomeréw (XIX i XXa). Produkt reakcji udato sie istotnie
rozdzieli¢ na dwa sktadniki, z ktérych jeden — trudniej rozpuszczalny
w wodzie, o skrecalnosci [a0Z= —83,3° otrzymano z wydajnosciag 60%,
a drugi za$ o skrecalnosci [aDZ= —49,4° — z wydajnoscig 40%. Reakcja
bezwodnika kwasu p-fenyloglutarowego z (2 S)a - fenyloetyloaming jest
wyjatkowo szczesliwym przykiadem dla wykazania réznicy w iloSciach
diastereoizomerycznych produktdw reakcji — zazwyczaj odchylenia od sto-

C6H5

CH2— COOH
XIXa
Schemat 7. Reakcja miedzy bezwodnikiem kwasu p-fenyloglutarowego i (2S) a-fe-
nyloetyloaming wedtug (44).
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sunku 11 dla obu diastereoizomeréw sa niewielkie i trudne do wykrycia
ze wzgledu na ich zblizone wiasnosci.

Teoria mezo-wegla ttumaczy w wystarczajacy sposoéb chemiczng syn-
teze asymetryczng i pozwala na wyjasnienie mechanizmu szeregu reak-
cji enzymatycznych. Niektérzy autorzy starali sie nawet zastgpi¢ nig
teorie Ogstona. Wedlug Korkesa (15) teoria atomu raezo-wegla moze
dostatecznie wyjasni¢ stereospecyficznos¢ enzymow w stosunku do sub-
stratdbw typu Caabd — wystarczy wiec przyjaé jednopunktowe potacze-
nie miedzy takim substratem a enzymem. Atom mezo-wegla w cza-
steczce Caabd jest ,potencjalnie asymetryczny”, a zatem w chwili po-
faczenia sie jej z asymetrycznym enzymem zmienia sie on w nowe cen-
trum asymetrii kompleksu enzym-substrat. Zachodzi przemiana analo-
giczna do przedstawionej na schemacie 5. Powstajg dwie diastereoizo-
meryczne odmiany kompleksu enzym-substrat, bowiem obro6t ktérej-
kolwiek czesci otrzymanych potaczen wokot wigzania pojedynczego nie
moze doprowadzi¢ do przejscia jednego z nich w drugie. Jezeli rdznice
energetyczne miedzy diastereoizomerycznymi odmianami kompleksu sa
wystarczajagco duze, w wyniku reakcji powstaje jeden produkt optycz-
nie czynny. Je$li natomiast sg one mniejsze — zachodzi reakcja enzy-
matyczna o nizszej stereospecyficznosci wobec produktu, prowadzac do
powstania dwdch odmian optycznie czynnego zwigzku. Istnienie wspom-
nianych réznic energetycznych mozna wyjasni¢ dziataniem zawady
przestrzennej, utrudniajgcej powstanie jednego z diastereoizomerow
kompleksu enzym-substrat. Zdaniem Korkesa konsekwencjg przyjecia
tréjpunktowego przytgczenia substratu do enzymu jest absolutna stereo-
specyficznos¢, ktéra jednak nie zawsze jest regutag w reakcjach bioche-
micznych. W istocie jednak wniosek Korkesa nie wydaje sie stuszny —
potaczenie enzym-substrat nalezy pojmowaé jako wzajemne oddziaty-
wanie miedzy enzymem a substratem, prowadzace do jednoznacznie
okreslonego ich potozenia wzgledem siebie (30). Oddziatywanie to moze
polega¢ na wytwarzaniu wigzan o réznej wartosci energetycznej — po-
czawszy od kowalencyjnego a skoiczywszy na wodorowym, a brak od-
dziatywania — wynika¢ z zawady przestrzennej. Tak wiec teoria Ogsto-
na bardziej szczegbtowo okre$la przyczyny utrudniajgce powstanie jed-
nego z dwéch mozliwych typéw komplekséw enzym-substrat a tym sa-
mym uzupetnia teorie mmezo-wegla.

Powstawanie dwoch izomeréw optycznie czynnych w reakcji enzym-
-substrat, przebiegajgcej zgodnie z teorig Ogstona mozna w sposob do-
stateczny wytlumaczy¢, zaktadajac, ze obok kompleksu o nizszym po-

ziomie energetycznym moze istnie¢ drugi — ktérego wytworzenie wy-
maga wiekszego wkiadu energii; w ten sposob obok jednego enancjo-
meru jako gtéwnego produktu reakcji powstaje drugi — wystepujacy

w mniejszosci. Doktadne metody analityczne wykazaly (26), ze zjawisko
to zachodzi nawet w przypadku enzymoéw o bardzo wysokiej stereo-



[15] STEREOSPECYFICZNOSC ENiZYMOW 43

specyficznosci, nalezatoby zatem przyjaé, ze w przebiegu reakcji moga
zdarza¢ sie — cho¢ bardzo rzadko — odstepstwa od zatozen 1) lub 3)
teorii Ogstona. Obecnie teoria ta ulegta dalszym modyfikacjom i pro-
wadzone sg proby wyjasnienia stereospecyficznosci enzymow przy za-
tozeniu nie trojpunktowego lecz dwuptaszczyznowego oddziatywania
miedzy enzymem a substratem (36).

I1l1. Stereochemia przenoszenia wodoru w reakcjach z udziatem
nukleotydéw pirydynowych

Badania nad enzymatycznym przenoszeniem wodoru z réznych sub-
stratow na DPN Ilub TPN i z DPNH lub TPNH na rdzne produkty
ulegajace uwodorowaniu doprowadzity do stwierdzenia stereospecyficz-
nosci tej reakcji.

W 1951 roku Westheimer, Fisher, Conn i Vennesland
(49) uzywajac znakowanego deuterem etanolu o budowie CH3*CD2*OH
stwierdzili, ze pod dziataniem dehydrogenazy alkoholowej drozdzy na-
stepuje bezposrednie przeniesienie deuteru z substratu na koenzym
z wytworzeniem DPND i CH3*CDO (schemat 8, reakcja 1). W wyniku
utlenienia otrzymanego w ten sposéb DPND za pomocg nieznakowane-
go aldehydu octowego powstat nieznakowany DPN+, za$ obecnos¢ de-
uteru stwierdzono w wytworzonym alkoholu etylowym (11). Wynik re-
akcji mozna by wyjasni¢ wieksza szybkoScig rozszczepienia wigza-
nia C—D niz C—H, stwierdzono jednak zjawisko przeciwne — dla wig-
zania C—D szybkos$¢ ta jest sze$¢ razy mniejsza niz dla C—H — wobec
tego przypuszczenie takie nie moze byé stuszne. Jedynym wytlumacze-
niem przenoszenia wytgcznie deuteru w tej reakcji przez dehydroge-
naze mogta byc¢ stereospecyficzno$¢ jej dziatania. W celu potwierdzenia
stusznosci tego przypuszczenia redukcje aldehydu octowego przepro-
wadzono przy uzyciu DPND przygotowanego przez redukcje chemicz-
na DPN+ dziataniem czterotionianu sodu w $rodowisku ciezkiej wody.
Tym razem okoto 50°/o deuteru znaleziono w powstatym alkoholu, a oko-
to 50°/0 — w otrzymanym DPN+.

Na podstawie tych doswiadczeA nad przenoszeniem deuteru z DPND
na aldehyd octowy mozna byto stwierdzi¢, ze dehydrogenaza alkoholowa
drozdzy wyr6znia jedno z dwdch mozliwych potozeri przestrzennych
wodoru w pozycji 4 zredukowanego pierscienia amidu kwasu nikotyno-
wego. W zwigzku tym kazdy z atoméw wodoru w potozeniu 4 znajduje
sie po innej stronie ptaszczyzny pierscienia pirydynowego, totez w przy-
padku DPND moga powsta¢ dwa izomery XX i XX a.

W reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze alkoholowg drozdzy
dla substratu dostepna jest tylko jedna strona pierScienia (nazwana A)



44 I. SZUMIEL [16]

i tylko jeden z atomdéw wodoru w pozycji 4 moze ulec wymianie.
W DPND powstatym w reakcji z etanolem znakowanym za pomocg deu-
teru w wyniku jej stereospecyficznego przebiegu atom deuteru znaj-

1) CH3CD20OH + DPN+ ~ CH3CDO + DPND + H+
H

2) CH3CHO + DPND+H+: = CH3-C-D + DPN+
OH
XiXJ

CHaCHO + DPNH + H+

3 CHsCHOH + DPN+:

OH
4) CH3CDO + DPNH + H+ *r CH3-C-D + DPN+

H
XX

Schemat 8. Otrzymywanie dwdch enancjomeréw a-monodeuteroetanolu wedtug
(20). Wszystkie reakcje katalizowane przez dehydrogenaze alkoholowg drozdzy.

duje sie wylgcznie po stronie A i dlatego zostaje przeniesiony na alde-
hyd. Natomiast DPND powstaty na skutek niestereospecyficznej reduk-
cji chemicznej sktada sie z 50°/o0 postaci zawierajgcej atom deuteru po
stronie A i 50% postaci zawierajacej atom deuteru po stronie przeciw-
nej, nazwanej B. Tylko pierwsza posta¢ w reakcji z aldehydem octo-

H D D \\
I\f N
R 4
XX xXXa
wym traci deuter, natomiast druga — wod6r, a zatem tylko 50%

deuteru zostaje przeniesione na aldehyd, za$ 50flo pozostaje w DPN.

Dotychczas nie zostata jeszcze ustalona absolutna konfiguracja dwdch
mozliwych form DPND i nie wiadomo, ktéra z nich odpowiada wzoro-
wi XX, a ktéra XXa. W zwigzku z tym przestrzenne okre$lenie stro-
ny A istrony B nie jest jeszcze mozliwe; jako strone A przyjmuje sie
takie potozenie deuteru w DPND, w jakim jest on wykorzystywany
przez dehydrogenaze alkoholowg drozdzy.

Dalsze badania wykazaty, ze redukcja aldehydu octowego pod wpty-
wem zredukowanego enzymatycznie DPND daje tylko jeden z dwoch
mozliwych enancjomeréw a-monodeuteroetanolu (XXI i XXla). Reak-
cja 1 schematu 8 przedstawia sposob otrzymania DPND, uzytego na-
stepnie w reakcji 2 do redukcji nieznakowanego aldehydu octowego.
Pod dziataniem dehydrogenazy alkoholowej drozdzy powstaje enancjo-
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H OH
| |
CH3—c¢—D CH3—c— D
| |
OH H
XXI XXla

mer XXI i DPN+. Czysto$¢ powstatego produktu sprawdzono przepro-
wadzajac reakcje 2 w przeciwnym Kkierunku to jest ponownie utlenia-
jac etanol od aldehydu octowego. Stwierdzono, ze deuter przeniesiony
uprzednio z DPND na aldehyd, zostal po odwrdceniu reakcji ponownie
wigczony do nukleotydu pirydynowego. Fakt ten $wiadczy o wystepo-
waniu a-monodeuteroetanolu, ktéry jest produktem reakcji 2 w jednej
odmianie enancjomerycznej. Druga odmiana a-monodeuteroetamolu
(XXla) powstaje przez redukcje znakowanego deuterem aldehydu octo-
wego pod dziataniem dehydrogenazy alkoholowej drozdzy i DPNH przy-
gotowanego przez redukcje enzymatyczng w sposéb podany w reakcji 3.
Czystos¢ enancjomeru XXla sprawdzono enzymatycznie przeprowadza-
jac reakcje 4 w przeciwnym kierunku. Tym razem stwierdzono, ze
dehydrogenaza przenosi z alkoholu na DPN+ tylko wodér, za$ deuter
pozostaje w utworzonym aldehydzie octowym, tak wiec i produkt reak-
cji 4 (XXla) wystepuje w jednej odmianie enancjomerycznej. Przepro-
wadzono inwersje jednego z tych enancjomeréw w drugi w reakcji
chlorkiem p-toluenosulfonowym w pirydynie (schemat 9) i zmiane kon-
figuracji potwierdzono w reakcji enzymatycznej.

OH _ H
pirydyna |
CH3-C -D + CH3C6H4S02Cl -------m-m--mmm-- CH3—C-D -
H 0OS0O2C6H4CH3
H
Na OH |

_____________ CH3-C —D + CH3C6Ht SO2Na

Schemat 9. Inwersja enancjomeru a-monodeuteroetanolu w reakcji z chlorkiem
p-toluenosulfonowym w pirydynie wedtug (20).

W roku 1957 ustalono, ze a-monodeuteroetanol powstajagcy pod dzia-
taniem dehydrogenazy alkoholowej drozdzy i nieznakowanego DPN z al-
dehydu octowego zawierajagcego deuter w grupie aldehydowej (sche-
mat 8, reakcja 4) — ma konfiguracje (R) (20).

Stereospecyficzno$é enzymatycznego przenoszenia wodoru stwier-
dzono nastepnie dla dehydrogenaz kwasu mlekowego (19) i jabtkowe-
go (22). Oba te enzymy przenoszg wodor ze strony A pierscienia pirydy-
nowego DPN. W 1955 roku odkryto pierwszy enzym przenoszacy na
substrat atom wodoru, znajdujacy sie po stronie B — byta to dehydro-
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genaza (3-hydroksysteroidow, indukowany enzym z Pseudomonas (47).
Do chwili obecnej ustalono stereospecyficznosé 40 dehydrogenaz (55).
Niektére z nich podane sg w tabl. 1 i 2. Stwierdzono, ze oprécz dehy-
drogenazy alkoholowej A-stereospecyficzne sg dehydrogenazy a-hydro-
ksykwasOw. Zalezno$¢ ta, jak sie wydaje, nie jest zwigzana z konfi-
guracja substratow. Dehydrogenazy weglowodanéw, ich pochodnych
oraz steroidédw — to jest substratow o dos¢ duzych wymiarach czaste-
czek sg B-stereospecyficzne.

Tablica 1
A-stereospecyficzne dehydrogenazy wspétdziatajace z nukleotydem
pirydynowym (wg 55)

Dehydrogenaza Pochodzenie Katalizowana reakcja ch;;:]'
mréwczanowa z nasion grochu mroéwczan COa DPN
alkoholowa z drozdzy etanol aldehyd octowy

w z Pseudomonas
w z watroby
w z drozdzy propanol-2 ~ aceton
aldehydu octowego z watroby aldehyd octowy octan
D-mleczanowa z Lactobacilus arabinos. D-mleczan pirogronian
L-mleczanowa » W L-mleczan pirogronian
z mig$nia sercowego v
z mies$nia szkieletowego "
z bulwy ziemniaczanej w

D-glicerynianowa mieénia szkieletowego D-glicerynian

hydroksypirogronian

N

L-glicerynianowa z lisci pietruszki L-glicerynian -
hydroksypirogronian w
L-jabtczanowa z kietkéw pszenicy L-jabtczan szczawiooctan
z mie$nia sercowego
dwuhydroorotanowa z Zymobacterium L-dwuhydroorotan orotan w
oroticum
izocytrynianowa z mies$nia sercowego izocytrynian
ketoglutaran 02 TPN
L-jabtczanowa z watroby L-jabtczan
pirogronian . CO2
dwuhydroorotanowa z obligatoryjnego L-dwuhydroorotan orotan
aerobu
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Tablica 2

Niektére B-stereospecyficzne dehydrogenazy wspoétdziatajgce z nukleotydem

Dehydrogenaza

a-fosforanu
glicerolu
fosfotriozy

99
L-glutaminia-
nowa
D-glikozowa
B-hydroksy-
steroidu
reduktaza
DPNH-
-cytochrom ¢
oksydaza
DPNH
reduktaza
glutationu

» »

dehydrogenaza
L-glutaminia-
nu
6-fosforanu
glikozy
6-fosforanu
D-glikonianu

Pochodzenie

z migsnia
39 91

z drozdzy
z watroby

99 9
z Pseudomonas

z mitochond-
riow watroby

z Pneumoco-
ccus

z drozdzy

z Escherichia

coli
z watroby

z drozdzy

9% %

pirydynowym (wg 55)

Katalizowana reakcja

a-fosforan L-glicerolu

ksyaceton

fosfodwuhydro-

3-fosforan aldehydu D-glicerynowego

+ PO

L-glutaminian

D-glikoza = lakton kwasu D-glikonowego
4-androsten, 3,17-dion.

testosteron

a-ketoglutaran + NH4

cyt. ¢ (Fe+++)~cyt. ¢ (Fe++)

DPNH + 1/2 0 2*=*DPN+

G-S-§S-G~2 GSH

L-glutaminian

6-fosforan D-glikozy
kwasu D-glikonowego

6-fosforan D-glikonianu ~

D-ribulozy + CO2

a-ketoglutaran + NHf

lakton 6-fosforanu

5-fosforanu

Koen-
zym

DPN

1,3-dwufosforan glicerynianu

TPN

9

of

I11. Stereospecyficzno$¢ a budowa przestrzenna miejsca aktywnego

enzymu

Jakkolwiek od czasu Fischera przyjmuje sie, ze stereospecyficznosé
enzymu zalezy od budowy przestrzennej biatka enzymatycznego, jed-
nak ustalenie struktury miejsca aktywnego enzyméw natrafia na po-

wazne trudnosci.

Udato sie wprawdzie w Kilku przypadkach okresli¢

sekwencje aminokwasow sgsiadujacych z tak zwanymi aminokwasami
kontaktowymi, czyli wiazacymi substrat (16); jest to jednak niepeina
informacja o budowie miejsca aktywnego, gdyz moga skilada¢ sie na
nie aminokwasy lezace w oddalonych od siebie miejscach tancucha
peptydowego, zblizonych przestrzennie dzieki odpowiedniemu jego sfai-
dowaniu. Dlatego tez konieczne jest ustalenie sekwencji aminokwaséw
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w calej czasteczce enzymu i poznanie budowy przestrzennej jego formy
aktywnej. Dopiero odszukanie aminokwasoéw kontaktowych w takim
modelu pozwolitoby na doktadne odtworzenie budowy miejsca aktyw-
nego. Jak trudne jest to zadanie Swiadczy przyktad rybonukleazy, skia-
dajacej sie tylko z 126 reszt aminokwasowych, a wiec zbudowanej
w poréwnaniu z innymi enzymami stosunkowo prosto. Mimo iz znana
jest jej budowa pierwszorzedowa, na do$¢ duze trudnosci napotyka
utworzenie przestrzennego modelu czasteczki enzymu, bedacego w zgo-
dzie ze wszystkimi danymi doswiadczalnymi o jego wiasnosSciach (46,
50). Stwierdzono na przyktad, ze przeksztatcenie reszty asparaginy, be-
dacej pietnastym aminokwasem w tancuchu peptydowym liczac od kon-
ca aminowego, w reszte kwasu asparaginowego powoduje catkowitg
utrate aktywnosci enzymu. Podobnie inaktywuje rybonukleaze dziata-
nie jodooctanu przy pH 55—6. Analiza unieczynnionego w ten sposéb
enzymu wykazuje, ze z jodooctanem reagowata tylko jedna z czterech
obecnych w czasteczce reszt histydyny — oznaczona numerem 119,
W modelu czasteczki rybonukleazy, ktéry zaproponowat Scheraga
(cyt. wg 50), obie te reszty aminokwasowe sg do siebie bardzo oddalo-
ne, a zatem nie moga jednoczes$nie znajdowaé sie w miejscu aktyw-
nym.
Budowa pierwszorzedowa dehydrogenaz, ktérych koenzymami sg
nukleotydy pirydynowe, jest mato zbadana, jednak poznanie mechani-
zmu reakcji odwodorowania przy ich udziale pozwala na stworzenie
hipotetycznego modelu centrum aktywnego. Prowadzone przez szereg
lat badania V allee i wspétpracownikow nad rolg cynku w dehydro-
genazie alkoholowej drozdzy wykazaly w 1960 roku (14), ze enzym ten
sktada sie z czterech podjednostek o ciezarze czgsteczkowym 36000
przy czym kazda podjednostka zawiera jeden atom cynku i jedng cza-
steczkg DPN. Atomy cynku wigzg cztery podjednostki w jedng catos¢
i utrzymujg odpowiednig ich konformacje. Kazda z czasteczek DPN
prawdopodobnie przytgczona jest trojpunktowo do dwoéch sgsiadujacych
podjednostek i do atomu cynku. Przypuszcza sie, ze cynk wigze sie
z biatkiem enzymu poprzez grupy SH, co wskazywatoby na obecnosé
cysteiny w miejscu aktywnym.

W 1958 roku Van Eys, San Pietro i Kaplan (53) zapropono-
wali interesujacg hipoteze mechanizmu dziatania dehydrogenaz alkoho-
lowej i kwasu mlekowego, zawierajgcych parzystg liczbe czgsteczek
DPN. Przyjmujg oni, ze kazde dwa nukleotydy umieszczone sg w ten
sposdb w czasteczce enzymu, ze ich pierscienie pirydynowe znajduja
sie blisko siebie. Czasteczka substratu (na przykitad alkoholu) zostaje
przytagczona z uwolnieniem jonu H+ w pozycji 4 jednego z pierscieni
pirydynowych (schemat 10a), podobnie jak cyjanek, siarczek lub inne
substancje nukleofilne, tworzace sole pirydyniowe. Nastepnie jeden
z atoméw wodoru (oznaczony na schemacie jako D) zostaje dotaczony
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do pierscienia pirydynowego drugiego nukleotydu; powstaje polaczenie
czasteczki substratu z dwoma nukleotydami (schemat IOb). Z takiego
potagczenia uwalnia sie produkt reakcji (aldehyd octowy), przy czym
pierwszy nukleotyd wraca do formy utlenionej, natomiast drugi zostaje
zredukowany (schemat 1Oc).

N N 'N' N*
S S- S-S
w yAM YL,
a b
Schemat 10. Mechanizm dziatania dehydrogenazy alkoholowej wediug Van Ey sa,
San Pietro i Kaptana (53). Objasnienia w tekscie.

Proponowany mechanizm jest zgodny ze stwierdzonymi doswiad-
czalnie faktami: bezposrednim przenoszeniem wodoru z substratu na
DPN i spadkiem aktywnoS$ci enzymu wraz ze wzrostem stezenia substra-
tu. Jest bowiem rzeczg oczywistg, ze powyzej pewnego stezenia substrat
bedzie przylgczat sie do obu pierscieni pirydynowych DPN stajac sie
inhibitorem. Wspomniane poprzednio wyniki badah Vallee réwniez po-
twierdzajg hipoteze Van Eysa, San Pietro i Kaptana. W zwigzku z tym
bardzo interesujgce jest stwierdzenie przez Wallenfelsa (48), ze
czasteczka dehydrogenazy alkoholowej drozdzy moze w pewnych wa-
runkach przytaczy¢ dwadzieScia trzy atomy cynku, wigzac jednoczes-
nie dodatkowe czasteczki DPN i osiggajac w ten sposob wiekszg aktyw-
nos¢.

Schemat 11. Rola biatka enzymatycznego w specyficznosci dehydrogenazy kwasu
mlekowego wedtug (53); (a) — dehydrogenaza kwasu D-mlekowego, (b) — dehy-
drogenaza kwasu L-mlekowego.

Van Eys, San Pietro i Kaptan sg zdania, ze oddziatywanie wzajem-
ne biatka enzymatycznego i alkoholu nie jest niezbedne. Wydaje sie
jednak, ze grupa metylowa etanolu jest w jaki$ okreslony sposéb zo-
rientowana w stosunku do enzymu. Vennesland (54, 21) przypusz-
cza, ze dzieki dziataniu zawady przestrzennej grupa metylowa skierowa-

4 Postepy Blocnemii
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na jest w strone zagtebienia w powierzchni enzymu, w ktérym zatrzy-
mujg jg sity Van der Waalsa i sity kohezji wody. To przypuszczenie
potwierdzatyby dane o redukcji alkoholu izopropylowego i metanolu
pod dziataniem dehydrogenazy alkoholowej drozdzy (35). Jesli maksy-
malng szybko$é, z jaka reaguje etanol przyjmiemy za 100, to szybkos$¢
reakcji izopropanolu wynosi 39 a metanolu tylko 4.

Przyjmujgc, ze etanol przytgcza sie grupag alkoholowg i jednym
z atom6w wodoru grupy CH2 do pierScieni pirydynowych dwdch czg-
steczek DPN, a grupa metylowa jest zorientowana przestrzennie wsku-
tek zawady przestrzennej i sit Van der Waalsa uzyskujemy zgodnie
z teorig Ogstona obraz tréjpunktowego potgczenia substratu z enzy-
mem.

Stereospecyficzno$é dehydrogenazy kwasu mlekowego w stosunku do
kwasu D- lub L-mlekowego, Van Eys, San Pietro i Kaplan wyjasniajg
réznice w tadunku na powierzchni biatka enzymatycznego (schemat 11).
Niedawno Dennis i Kaplan (4 otrzymali dehydrogenazy kwa-
su L- i D-mlekowego z Lactobacillus arabinosus. Okazato sie, ze oba
enzymy majg bardzo zblizong budowe, bowiem nie rozdzielajg sie one
elektroforetycznie, a z trudem — chromatograficznie. Najbardziej ude-
rzajaca réznica miedzy obydwiema dehydrogenazami jest niejednakowa
szybkos¢ ich reakcji z pochodnymi DPN (tablica 3). Zjawisko to jest
niewatpliwie spowodowane uksztaltowaniem miejsca aktywnego. Na
przyktad duzy podstawnik (benzyl) w pozycji 3 pierscienia pirydynowe-
go DPN z wyraznym trudem miesci sie w centrum aktywnym dehydro-
genazy kwasu L-mlekowego, podczas gdy z tg samg pochodng dehydro-
genaza D-mlekowego reaguje 2,15 raza szybciej niz z DPN.

Tablica 3
Szybkos$¢ reakcji dehydrogenaz kwaséw D- i L-mlekowego wspdidziatajacych
z pochodnymi DPN (wg 13)

Wielokrotno$¢ szybkos$ci reagowania

normalnego enzymu
Pochodne DPN

Dehydrogenaza kwasu Dehydrogenaza kwasu

D-mlekowego L-mlekowego
3-acetylopirydyno-DPN 4,30 13,00
3-benzylopirydyno-DPN 2,15 0,13
deamino-DPN 0,60 0
3-aldehydopirydyno-DPN 0.07 0,57
amid kwasu tionikotyno-
wego-DPN 0.52 1,85

Brak grupy aminowej w adeninie wchodzacej w skiad DPN tylko
zmniejsza szybko$¢ reagowania dehydrogenazy kwasu D-mlekowego,
natomiast uniemozliwia reagowanie dehydrogenazy kwasu L-mlekowego.
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Najwidoczniej oba biatka enzymatyczne réznig sie budowg nie tylko
w miejscu przytgczenia pierScienia pirydynowego, lecz i adeninowego
tego nukleotydu. W Swietle tych danych schemat 11, odzwierciedla tyl-
ko czesSciowo zalezno$¢ miedzy stereospecyficznoscig a strukturg biatka
enzymatycznego dehydrogenazy kwasu mlekowego. Trwajgce obecnie
intensywne prace nad budowg trzeciorzedowag enzymow pozwolg byc¢
moze w niedtugim czasie na odtworzenie struktury przestrzennej miej-
sca aktywnego. Przed badaczami stereospecyficzno$ci enzymow otwo-
rzg sie woéwczas nowe mozliwosci.

Pani prof. dr I. Chmielewskiej sktadam serdeczne podziekowanie za pomoc
w opracowaniu tego artykutu.
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ZOFIA KASPRZYK*

Reakcje fotochemiczne w fotosyntezie

The Primary Reactions in Photosynthesis

A review of recent investigatians and hypotheses concerning the
primary reactions in photosynthesis is presented.

,Od chwili odkrycia przez Wooda i Werkmana przed 25 laty
pierwszej reakcji karboksylacji dokonano ogromnego postepu w ba-
daniu tej czesSci procesu fotosyntezy, ktdra wyjasnia cigg reakcji za-
chodzacych po reakcjach fotochemicznych. Stwierdzono, ze tak zwane
».ciemne reakcje”, to jest wigczanie dwutlenku wegla i jego redukcja,
reakcje fosforylacji jak réwniez uwalnianie tlenu moga by¢é odgra-
niczone od pierwotnego procesu fotochemicznego bez zmiany jego isto-
ty. Zidentyfikowano wiele metabolitow posrednich, enzymdw i kofakto-
réw biorgcych udziat w biochemicznych przemianach procesu fotosyn-
tezy. JesteSmy obecnie bardzo dobrze zorientowani w typach egzoergicz-
nych reakcji enzymatycznych, wykorzystujgcych energie uchwycong
przez kompleksy barwnikéw. Zadziwiajgco mato wiemy natomiast o che-
mizmie reakcji Swietlnej i nadzwyczaj wydajnym magazynowaniu tej
energii. Innymi stowami daleko jeszcze do wyjasnienia samego procesu
fotochemicznego niezaleznie od innych reakcji metabolicznych”.

Tymi stowami rozpoczat Gaffron swdj referat na V Miedzyna-
rodowym Kongresie Biochemicznym w Moskwie. Nic tez dziwnego, ze
az trzy sposréd czterech sesji sympozium poswieconego fotosyntezie
zajmowaty sie fotochemia tego procesu i zagadnieniami $ci$le z nig zwia-
zanymi.

Zagadnienia te mozna podzieli¢ na dwie grupy.

1) Zjawiska zachodzace z udzialem barwnikéw Swiattoczutych (typy
barwnikéw, ich struktura w zywej komdrce, przemiany zachodzace
w nich pod wptywem Swiatfa).

* Doc. dr, samodzielny pracownik Katedry Biochemii UW.
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2) Zjawiska spowodowane bezposrednio przez uczulone barwniki
(przenoszenie elektronéw przez hemoproteidy, utlenianie wody i foto-
fosforylacje).

Do wyjasnienia tych zagadnien stosuje sie bardzo rdznorodng me-
todyke jak spektroskopie we wszystkich zakresach, konduktometrie,
badania izotopowe, badania kinetyki reakcji itp.

Dotychczas poznane fakty pozwalaja na podanie nastepujacego
schematu procesu fotochemicznego: $wiatlo zaabsorbowane przez cza-
steczki barwnikéw Swiattoczutych powoduje powstanie pary zwigzkéw
utlenionego i zredukowanego o takiej réznicy potencjatéow, ktéra pozwa-
la na redukcje nukleotyddéw pirydynowych, nagromadzenie wysoko-
energetycznych wigzan fosforowych w ATP oraz, w przypadku roslin
zielonych, na wydzielenie odpowiedniej ilosci tlenu czasteczkowego.
Jednak szczeg6towe mechanizmy tych proceséw sg ciggle jeszcze
w mniejszym lub wiekszym stopniu przedmiotem hipotez.

I. Barwniki S$wiattoczute i ich fotochemia

1. Typy barwnikéw i ich struktura ‘w zywej komorce

Barwniki Swiattoczute wystepujgce w rosSlinach i bakteriach foto-
syntetyzujagcych podane sg w tablicy 1. Powszechnie uwaza sige, ze
podstawowym barwnikiem S$wiattoczutym jest w roslinach zielonych
chlorofil, a w bakteriach fotosyntetyzujagcych — bakteriochlorofil. U ro-
$lin wyzszych chlorofilowi a towarzyszg zawsze karotenoidy, u glonéw
fikobiliny. Wszystkie rosliny wyzsze i glony zawierajg ponadto chlo-
rofil b, glony bragzowe i okrzemki — chlorofil c.

Tablica 1

Barwniki Swiattoczute wystepujgce w roslinach
i bakteriach fotosyntetyzujgcych

Barwnik Gtoéwne prazki absorpcyjne w mii.
Bakteriochlorofil 850
Chlorofil a 683
Fikocyjanina 625
Fikoerytryna 495 550 570
Fukoksantol 540

Karotenoidy 481

Chlorofil b 481

Chlorofil ¢ 470 620

Badania Thomasa (37) wykazaly, ze czasteczki chlorofilu zarow-
no w chloroplastach roslin zielonych, jak i w nie posiadajacych chlo-
roplastow bakteriach utozone sg w monomolekularnych warstwach na
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powierzchni btonek lipoproteidowych. Czasteczki lipidéw tworzace taka
btonke zgrupowane sg chaotycznie, natomiast z drugiej strony warstwy
barwnikowej znajduje sie inna strefa lipidow o regularnie utozonych
czasteczkach. Karotenoidy jako bardziej lipofilne od chlorofilu wyste-
pujg prawdopodobnie miedzy warstwg chlorofilu a strefg uporzgdko-
wanych lipidow, a bardziej hydrofilne fikobiliny — w nieuporzadko-
wanej warstwie lipoproteidowej. Grubos¢ catej btonki ztozonej z pod-
wojnej warstwy lipoproteidow otoczonych z obu stron warstwami bar-
whnikéw i strefami uporzagdkowanych lipidow wynosi 200 A. Jej budowa
jest przedstawiona zgodnie ze schematem podanym przez Goedhee-
ra (17) na rys. 1 Struktura warstwowa chloroplastow jest doskonale
widoczna na fotografiach z mikroskopu elektronowego; jest ona nie-
zbednym warunkiem umozliwiajgcym przenoszenie energii miedzy cza-
steczkami barwnikéw.

Lipoproteidy >Barwniki
hydrofowa Ry e
I'\] Barwniki $wiattoczutt
_—
Lipoproteidy 1 l}),i\?irlfg\?v%
Barwniki

Rys. 1. Schemat struktury warstwowej chloroplastéw wediug Goedheera (17)

2. Przenoszenie energii

Przenoszenie energii pobudzenia barwnikéw Swiattoczutych moze za-
chodzi¢ na zasadzie rezonansu miedzy sasiadujgcymi ze sobg czastecz-
kami tych barwnikéw. W przypadku réznych czasteczek tego samego
barwnika méwimy o homogennej wedréwce energii, natomiast prze-
noszenie energii miedzy réznymi barwnikami nazywamy wedrowka he-
terogenna.

W 1951 r. Foerster (13) podat, ze prawdopodobienstwo wedréwki
energii na zasadzie rezonansu objawia sie przesunieciem prazka emi-
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syjnego czasteczki bedacej donatorem energii w kierunku dtuzszych fal
Swietlnych w stosunku do prazka absorpcyjnego czasteczki bedacej ak-
ceptorem energii. Takie przesuniecie jest zazwyczaj wieksze miedzy
czasteczkami roznych barwnikéw niz miedzy identycznymi czasteczka-
mi tego samego barwnika. Wyjatkowo jednak w przypadku chloro-
filu a prazek fluorescencyjny (emisyjny) jest znacznie przesuniety
w stosunku do prazka absorpcyjnego (rys. 2), co wskazuje na przeno-
szenie energii miedzy jego czasteczkami. Przenoszenie energii miedzy
réznymi barwnikami zachodzi zawsze z czasteczek, ktdrych prazki ab-
sorpcyjne sa zblizone do fioletowej czesci widma, na czasteczki, kto-
rych absorpcja jest przesunieta w kierunku czerwieni. Zatem w natu-
ralnej mieszaninie barwnikéw Swiattoczutych energia zaabsorbowana
przez karotenoidy jest przenoszona na fikoerytryne, energia pobudzenia
fikoerytryny — na fikocyjanine, potem na chlorofil ¢ lub b iw Kkorcu
na chlorofil a lub bakteriochlorofil.

Rys. 2. Prazki absorpcyjny i fluorescencyjny chlorofilu a w roztworze eterowym

Oprécz przesuniecia prazkéw absorpcyjnych barwnikéw istnieja
jeszcze inne dowody wskazujagce na wedrowke energii. Jednym z ta-
kich dowod6éw na istnienie homogennej wedréwki energii jest zaob-
serwowana przez Goedheera (17) depolaryzacja spolaryzowanej
fluorescencji w fikobilinach. Fluorescencja jest wdéwczas spolaryzowa-
na, gdy barwnik zostat pobudzony S$wiattem spolaryzowanym w pitasz-
czyznie; jezeli zachodzi wedrowka energii miedzy jego czasteczkami,
fluorescencja ulega czesSciowej lub catkowitej depolaryzacji. Dowodem
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na przenoszenie energii miedzy czasteczkami réznych barwnikéw jest
wystepowanie tak zwanej fluorescencji uczulonej. Zjawisko to polega
na tym, ze kwanty Swietlne zaabsorbowane przez jeden barwnik sg
emitowane jako fluorescencja innego barwnika, co jest zwigzane ze
zmiang potozenia prazka absorpcyjnego. Uczulong fluorescencje w ko-
morkach fotosyntetyzujacych odkryli Dutton, Manning i Dug-
gar (10) a zbadat jg ilosSciowo Duysens (11) w odniesieniu do
chlorofilu a w glonach i bakteriochlorofilu w bakteriach. Wyniki tych
pomiarow podane sa w tablicy 2. Wedlug danych z tej tablicy osta-
tecznym akceptorem energii pobudzenia Swietlnego jest w roslinach
zielonych chlorofil a, w bakteriach — bakteriochlorofil czyli barwniki
absorbujace przy najdtuzszej fali Swietlnej.

Tablica 2
Wydajno$¢ przenoszenia energii miedzy barwnikami
Barwnik absorbujay energie Barwnik emitujgcy % przeniesionych

Swietlng fluorescencje kwantéw pobudzajacych
Chlorofil b chlorofil a 96
Fikocyjanina chlorofil a 90
Fikoerytryna fikocyjanina 80
Fukoksantol chlorofil a 70
Karotenoidy chlorofil a 40—50
Bakteriochlorofil 850 bakteriochlorofil 900 100
Bakteriochlorofil 850 bakteriochlorofil 850 100
Karotenoidy bakteriochlorofil 40

Ostatnio Kok (22, 23) wykryt barwnik $wiattoczuty, absorbujacy
przy jeszcze diuzszych falach Swietinych a mianowicie przy 700
i uczulany chlorofilem a, chlorofilem b oraz fikocyjaning. Jest on bar-
dzo rozpowszechniony w $wiecie roslinnym i wystepuje w ilosci jednej
czasteczki na tak zwang jednostke fotosyntetyczng, skiadajgcg sie
z 200 do 300 czasteczek chlorofilu. Kok sadzi, ze barwnik ten, nazwany
przez niego proo, zbiera energie wielu pobudzonych czasteczek chloro-
filu a i jest ostatnim ogniwem w taincuchu barwnikéw przenoszacych
energie. Trudno jednak powiedzie¢ dzisiaj co$ pewnego o jego roli;
jest on jeszcze bardzo mato zbadany, poniewaz nie udato sie go do-
tychczas wyizolowa¢ w stanie czystym.

3. Absorpcja $wiatla przez czasteczke chlorofilu

Przemiany zachodzace w czasteczce chlorofilu pod wptywem Swiatta
sg od wielu lat przedmiotem badan. Z rozwazan Francka (14) wy-
nika, ze do roztozenia czasteczki wody z wydzieleniem 1/2 czasteczki
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tlenu potrzeba dwodch einsteindw Swiatla czerwonego. Takiej ilosci
energii moze dostarczy¢ jedynie czasteczka podwojnie pobudzona przy
zatozeniu, ze przemiana energii Swietlnej w energie chemiczng réwno-
znaczna z rozerwaniem wigzania OH w czgsteczce wody zachodzi w jed-
nym stadium.

To zatozenie, uzupeinione nastepnie badaniami Livingstona
i Foerstera (28, 12) pozwala w nastepujacy sposéb przedstawic
mechanizm pobudzenia $wiattem czasteczki chlorofilu: po zaabsorbo-
waniu fotonu Swiatta widzialnego lub ultrafioletowego czasteczka chlo-
rofilu moze przejsé w pobudzone stany singletow pierwszego i dru-
giego rzedu, przy czym fotony o mniejszej energii (czerwone) powodu-
ja powstanie pierwszego stanu pobudzenia a fotony o wyzszej energii
(niebieskie lub fioletowe) — powstanie drugiego stanu pobudzenia.
Energia singletow moze by¢é emitowana jako czerwona fluorescencija,
przy czym do emisji zdolny jest tylko pierwszy stan pobudzenia, na-
tomiast drugi musi przedtem przejs¢ w stan nizszy w wyniku niezwig-
zanej z zadnym promieniowaniem przemiany. Przemiana taka nosi
nazwe wewnatrzczgsteczkowej konwersji i polega na przejsciu cza-
steczki pobudzonej, majacej duzg energie elektronowg i malg energie
oscylacji, w czasteczke o nizszym stanie elektronowym i wyzszej ener-
gii oscylacji. Nadmiar energii oscylacji takiej czgsteczki zostaje bardzo
szybko rozproszony w wyniku zderzen z czasteczkami rozpuszczalnika
i dlatego widmo fluorescencji chlorofilu jest niezalezne od rodzaju fo-
tonéw zaabsorbowanego Swiatta.

Reakcja fotochemiczna moze by¢ zapoczatkowana, zgodnie z zato-
zeniem Francka, jedynie przez czasteczki chlorofilu w stanie pobudzo-
nego tripletu, ktory powstaje ze stanu podstawowego tripletu po otrzy-
maniu dodatkowej energii od pobudzonego singletu w wyniku wewnetrz-
nej konwersji.

Istnienie fluorescencyjnych stanéw singletow czasteczek chlorofilu
wynika juz z samego faktu jego fluorescencji. Diugo$¢ trwania tych
stanéw mozna okre$li¢ mierzgc fosforoskopem elektronowym okres pot-
trwania fluorescencji lub tez jej depolaryzacje. Sg one bardzo krotko-
trwate: 10—7 sek. Bezposrednie udowodnienie wystepowania czgsteczek
chlorofilu w bardziej ditugotrwatym stanie tripletu, ktérego istnienie
jest postulowane w hipotezie Francka, jest bardzo trudne. Istnienie
stanu potrwatego o okresie 10-5—10—3 sek. postulowat réwniez Tere-
nin (35 twierdzac, ze wedrowka energii miedzy czasteczkami chlo-
rofilu na zasadzie rezonansu nie mogtaby zachodzi¢ przy krétszym sta-
nie pobudzenia. Rzeczywiscie, wystgpienie czasteczki w stanie trwa-
jacym dtuzej niz 10~5 sek. zwieksza prawdopodobienstwo wspoétdzia-
tania czasteczek w czasie, natomiast sprzezenie energetyczne miedzy
dwoma rezonujacymi czasteczkami jest bez pordwnania stabsze w cza-
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steczkach péitrwatych (tripletach) niz w wystepujagcych w krotkotrwa-
tym fluorescencyjnym stanie singletdw.

Ostatnio Witt (24, 40) badat fotochemiczne przemiany chlorofilu
in vivo, pobudzane btyskami przerywanego S$wiatta o réznej diugosci.*
Widmo réznicowe zmiany miedzy absorpcjga barwnika na Swietle
i w ciemnosci pozwolito na uzyskanie danych wskazujgcych na istnie-
nie w organizmach fotosyntetyzujacych pdtrwatego stanu pobudzenia
chlorofilu a trwajgcego 10-5 sek. Stan ten Witt zaklasyfikowat jako
przemiane typu 1 w odrdznieniu od przemiany typu 0, odpowiadajgcej
stanowi tripletu, ktory nie jest jednak identyczny ze stanem poéttrwa-
tym a moze by¢ tylko jego szczegblnym przypadkiem. Na pojawienie
sie pottrwatego stanu pobudzenia chlorofilu a wskazuje zmiana ab-
sorpcji przy 520 mMi zachodzaca roéwniez w temperaturze —200°, a nie
zachodzgca powyzej 60°. Ponadto zmiany absorpcyjne typu 1 zupetnie
nie zachodzg w gazach paramagnetycznych, natomiast pojawiajg sie
po przywréceniu atmosfery gazu diamagnetycznego. Jako gazy para-
magnetyczne stosowano w tych badaniach 02 i NO2 a reakcje przepro-
wadzano na komdrkach liofilizowanych. Specyficzna zdolno$¢ gazéw
paramagnetycznych jest réwniez typowa dla pobudzonych stanow pot-
trwatych. Stan tripletu (typ 0), r6znigcy sie od stanu pottrwatego, moz-
na wykryé jedynie niszczac uporzadkowanie czgsteczek chlorofilu
w chromatoforach i uniemozliwiajac wedréwke energii, ktéra powo-
duje przejscie stanu tripletu w stan poirwaty. Zniszczenie uporzadko-
wania czasteczek chlorofilu zachodzi np. w braku azotanéw w ukfadzie
lub po dodaniu detergentéw jak np. dygitoniny. W tych warunkach
nastepuje znaczny spadek stezenia chlorofilu w chromatoforze (do 1%
pierwotnej ilosci). Po zniszczeniu stanu uporzadkowania pojawia sie
zmiana absorpcji przy 460 miji, trwajagca 10—3 sek. i charakterystyczna
dla chlorofilu a. W komoérkach, ktore zawierajg tylko chlorofil a (glony
czerwone, brunatne, niebieskie i okrzemki), obserwuje sie tylko zmiany
zwigzane z chlorofilem a, natomiast w komdrkach zawierajagcych po-
nadto chlorofil b obserwuje sie zmiany absorpcji dla obu barwnikow.
Po przywrdceniu normalnego uporzadkowania chlorofilu, np. przez do-
danie azotanéw, zmiany zwigzane ze stanem tripletu znikajg, a poja-
wiajg sie zmiany charakterystyczne dla stanu poéitrwatego. W stanie
tripletu wystepuje tylko niewielka ilos¢ znajdujacych sie w chroma-
toforach czasteczek chlorofilu a i b. Widma rdznicowe dla stanéw
typu 0 i typu 1 podane sg na rys. 3.

Badania Witta wyjasniajg zatem zalezno$¢ miedzy strukturg chro-
matoforow, wedréwka energii i stanami pobudzenia $wiattem chloro-

* Stosowanie btyskéw o zmiennej diugosci (5.10—6 sek. do 1 sek.) pozwala na
doktadne ustalenie czasu trwania badanej reakcji.
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filu. Dostarczajg w kazdym razie bardziej bezposredniego niz badania
kinetyczne dowodu na istnienie stanéw diugotrwatych. Omdwione prze-
miany sg przedstawione w pierwszej czesci schematu 1

0
[ {yé) T 310'sek

Dtugos¢ fali wmji —

Rys. 3. Widma réznicowe czterech réznych typdéw zmian absorpcyjnych u roslin.

4. Fotoprzewodnictwo

Absorpcja Swiatta przez czasteczki chlorofilu moze powodowaé nie
tylko ich pobudzenie do wyzszych pozioméw elektronowych, lecz row-
niez — zdaniem niektérych badaczy — uwalnianie pobudzonych elek-
trondéw z czasteczek i wytworzenie wolnych rodnikéw z dodatnim fadun-
kiem. Oba powstate w taki sposdb ekscytony (jak je nazwat Fren-
kel — 15) moga przesuwa¢ sie w krysztale chlorofilu. Przyj-
mujac taki mechanizm mozna opisa¢ wedréwke energii jako miedzy-
czasteczkowe przesuwanie sie ekscytonoéw, przy czym elektrony i rod-
niki dodatnie pozostaja w tej samej czasteczce, ale tadunki dodatnie
i ujemne zostajg rozdzielone na odlegto$¢ wiekszg niz wielko$¢ cza-
steczki. Pod dziataniem sit elektrycznych taki ekscyton moze dysocjo-
waé i tadunki wywedrowujg wtedy z uktadu warstwy chlorofilowej
i zostajg rozdzielone na obu jej stronach. Wytworzenie miedzyczastecz-
kowych ekscytonéw, ich wedrowka i dysocjacja przedstawione sg na
rys. 4.

Pierwszymi badaczami, ktorzy podali te hipoteze, byli Katz (22
oraz Calvin i Bradley (5. Ich zdaniem po rozdzieleniu tadun-
kow dodatnich i ujemnych po dwoch stronach warstwy chlorofilowej
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pierwszy proces redukcji (to jest przeniesienie elektronu na jakis$
akceptor) zachodzi w innym miejscu czasteczki niz pierwszy proces utle-
nienia (to jest przyjecie elektronu z innej czasteczki reagujacej). Takie
rozdzielenie dwoch pierwszych substratow fotosyntezy zapobiegatoby
ich natychmiastowej rekombinacji i wyjasniato wysoka wydajnos$¢ pro-
cesu fotochemicznego, gdyz w odpowiednich warunkach prawie wszyst-
kie zaabsorbowane kwanty S$wietlne mogtyby by¢ wykorzystane. Do-
wodem przemawiajagcym za tg hipoteza byto, zdaniem niektérych ba-
daczy, wykrycie zaréwno w chlorofilu krystalicznym (4), jak i w ro-
§linach (8) zjawiska rezonansu paramagnetycznego, wskazujacego na
obecno$¢ wolnych elektronéw lub rodnikow.

* *_ * _* _
® ® ® ® ® ®® ® ® ® +® ® ®
®(1)®®®(2)®®®(3)®®®(4b®®®_

0 ® ® o ® ® 0- ® ®0®:®®

Rys. 4. Schemat miedzyczasteczkowej wedréwki ekscytonéw; 1) wytworzenie ekscy-
tonu, 2) i 3) jego wedrowka, 4) jego dysocjacja.

Elektrony wolne w polu elektrycznym przytozonym do krysztatu
chlorofilu powinny powodowaé powstanie zjawiska fotoprzewodnictwa.
Zjawisko takie zaobserwowano rzeczywiscie w btonkach suszonych
chloroplastow, ekstraktow barwnikdw roslinnych i chlorofilu (35, 29).
Badania Terenina i Jewstigniejewa (19a) wykazaty, ze
w kontakcie btonek chlorofilowych z roztworem zawierajgcym zwigzek
utleniajgcy elektrony rozdzielone i zebrane na powierzchni btonki pod
wplywem Swiatta sg wychwytywane w roztworze zwiazkéw zdolnych
do ich przyjecia, a powstate rownoczesnie rodniki dodatnie wedruja
do drugiego kranca blonki chlorofilowej i tadujag dodatnio elektrode,
na ktorej btonka jest osadzona. Model ten wykazuje, ze istnieje prze-
strzenne rozdzielenie tadunkéw w naswietlonej btonce barwnika. Czy
jednak analogiczne zjawisko zachodzi w warstewkach chlorofilowych
in vivo — trudno powiedzie¢. Wydajno$¢ kwantowa wytwarzania wol-
nych elektronéw w naswietlonych btonkach chlorofilowych jest bardzo
niska a wysoka wydajnosé fotosyntezy pozwala bra¢ pod uwage je-
dynie procesy zachodzace z duzg wydajnoscig. Ponadto w czasie prze-
wodzenia tadunkéw w btonce chlorofilowej in vitro zachodzi znaczne
przesuniecie absorpcji czerwonego prazka chlorofilu z 670—680 miji
do 740 mNi, czego nie obserwuje sie nigdy in vivo. Przesuniecie to
wzrasta w miare wzrostu wielkosci krysztatow chlorofilu, poniewaz
jednak wiekszo$¢ tego barwnika w komorkach zywych nie posiada
regularnej struktury krystalicznej mozna przyjaé jedynie, ze tylko
w niewielkiej jego czesci, ktéra wystepuje w postaci drobnych krysztat-
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kow moze zachodzi¢ zjawisko oddzielania wolnych elektronéw od rod-
nikdw dodatnich i ze zmiana absorpcji tym wywotana jest praktycznie
niedostrzegalna.

Rosenberg (33) natomiast sadzi, ze fotoprzewodnictwo nie musi
by¢ zwigzane z wielkimi zmianami absorpcji, jezeli poziom przewodni-
ctwa nie wynika ze wspdtdziatania nietrwatych fluorescencyjnych sta-
ndéw pobudzenia pojedynczych czasteczek, a ze zlania sie pditrwatych
stanow tripletow. Absorpcja w czerwonym prazku chlorofilu in vivo
podnositaby chlorofil do stanu pobudzenia odpowiadajagcego pojedyn-
czym czasteczkom, ale elektrony spadatyby roéwnocze$nie na nizszy
poziom przewodnictwa wynikajacy ze zlewania sie poziomow triple-
téw. Hipoteza ta jest interesujaca nie dlatego, ze dowodzi istnienia
fotoprzewodnictwa in vivo, ale ze przyjmuje istnienie dwdch réznych
niefluorescencyjnych stanéw chlorofilu o réznych poziomach emerge-
tycznych, przy czym w jednym z nich czasteczki o wyzszej energii nie
moga ze sobag wspotdziata¢, natomiast w drugim — o nizszym poziomie
energetycznym — ,zlewajg sie”. Ta hipoteza znajduje potwierdzenie
w omoéwionych juz doswiadczeniach Witta; zgodnie z jego wynikami
wyzszemu stanowi odpowiadatby stan tripletu typu 0, a stanowi, w kto-
rym czasteczki ze sobg wspotdziatajg — stan potrwaly typu 1

5. Fotoredukcja

W odréznieniu od autoréw teorii fotoprzewodnictwa Krasnow -
ski (27) twierdzi, ze udziat chlorofilu w reakcji fotochemicznej po-
lega na jego zdolnosci do pobierania w stanie zaktywowanym Swiatlem
elektronu i protonu od odpowiedniego akceptora. Jak wykazaty jego
doswiadczenia do odwracalnej redukcji sg zdolne roztwory chlorofilu
lub innych barwnikéw z uktadem sprzezonych wigzan podwdéjnych
w pierscieniach zawierajgcych heteroatomy (O lub N) i zdolnych do
wytworzenia w wyniku dysmutacji zwigzkdw 2z wszystkimi warto-
sciowosciami wysyconymi. Sa to chlorofile a i b, bakteriochlorofil,
bakteriowirydyna, protochlorofil, odpowiednie feofityny, etylochloro-
filidy, rozne porfiryny i barwniki grupy ftalocyjaniny. Natomiast
zwigzki nie posiadajgce odpowiedniego uktadu jak fikobiliny i karote-
noidy nie podlegajg fotoredukcji.

Roztwér chlorofilu w rozpuszczalniku organicznym (dwuoksan, pi-
rydyna itp.) w atmosferze beztlenowej i w obecnosci odpowiedniego
srodka redukujacego (kwasu askorbinowego), niezdolnego do redukcji
barwnika w ciemnosci, przechodzi pod wptywem S$wiatta w zreduko-
wang forme, tak zwany eozynofil, posiadajagcy rozowe zabarwienie
i réznigcy sie widmem absorpcyjnym od chlorofilu wyjsciowego. Po
usunieciu S$wiatta w obecnosci odpowiednich utleniaczy, takich jak
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ryboflawina, nukleotydy pirydynowe, safranina lub tlen czgsteczkowy
zachodzi regeneracja chlorofilu do formy wyjSciowej. Doswiadczenie
to wykazuje, ze w czasie fotoredukcji energia $wietlna moze by¢ zma-
gazynowana w produktach reakcji, ktéra moze zachodzi¢ w kierunku
odwrotnym do spadku potencjatu, np. redukcja ryboflawiny przez kwas
askorbinowy. Fotoredukcji towarzyszy powstawanie wolnych rodnikow,
ktore mozna wykryé przez pomiar rezonansu paramagnetycznego. Po-
wyzsze dosSwiadczenie jest bardzo interesujgcym modelem funkcjonowa-
nia chlorofilu w fotosyntezie, gdzie katalizuje on redukcje grup karbo-
ksylowych do karbonylowych przez wode.

Coleman i Rabinowitch (7) badajagc widmo réznicowe Chlo-
relli przy réznych natezeniach $Swiatta stwierdzili spadek absorpcji przy
680 m"i (odpowiada to absorpcji przy 660 mi-i) dla chlorofilu w roz-
tworach), charakterystyczny dla zredukowanej formy chlorofilu. Jed-
nak przy natezeniu S$wiatta nizszym niz 3,3*104 kwantéw/cm2 sek.
zmiany tej nie obserwowano. Fakt, ze zmniejszenie absorpcji nie za-
chodzi w stabym Swietle Rabinowitch ttumaczy przyjmujac, ze dopoki
reakcja enzymatyczna powodujgca utlenienie chlorofilu zachodzi réw-
nolegle z procesem fotochemicznym, dopo6ty odwracalna redukcja chlo-
rofilu nie wychodzi poza stadium posredniego wolnego rodnika i prak-
tycznie jest bez przerwy odwracalna. Dopiero po zahamowaniu reakcji
enzymatycznej rodniki chlorofilowe nagromadzajg sie w dostatecznym
stezeniu, aby w wyniku dysmutycji ulec przemianie w bardziej trwaty,
catkowicie zredukowany eozynofil, co wyraza sie zmniejszeniem absor-
pcji przy 680 m[i. Roéwnoczesnie spada wydajnos¢ fotosyntezy i ustala
sie tak zwane nasycenie Swietlne.

Il. Przemiana energii $wietlnej w energie chemiczng

1. Udziat cytochromoéw

Na udziat hemoproteiddw w fotosyntezie zwrdécono uwage po od-
kryciu w 1951 roku przez Hilla i Scarisbricka (18 zmodyfi-
kowanej formy cytochromu c. Nastepnie stwierdzono, ze cytochromy
tego typu sg bardzo rozpowszechnione w organizmach fotosyntetyzu-
jacych, a mianowicie: glonach (9), pierwotniakach (31) i bakteriach
(21, 30). U roslin zielonych wystepuje cytochrom typu ¢ zwany cyto-
chromem f oraz cytochrom typu b zwany cytochromem b6 Zaréwno
cytochrom f, jak i cytochrom b6 wystepujg w chloroplastach w ste-
zeniu 1 mola na 300—400 moli chlorofilu. Nie wykryto natomiast
w chloroplastach oksydazy /-cytochromowej.

Chance (6) twierdzi, ze trudno jest zbada¢, ktére z cytochromow
s zwigzane wylacznie z oddychaniem, a ktére wylgcznie z fotosynteza
i czy te funkcje dajg sie zawsze rozdzielic. Chance (32) badajagc
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szczegbtowo zmiany barwnikow hemowych u Bacterium chromatium
wywotane ich utlenieniem pod wplywem Swiatta stwierdzit, ze zmiana
absorpcji jednego z cytochromo6w, a mianowicie cytochromu c2 jest zu-
petnie niewrazliwa na bardzo niskg temperature, podczas gdy wszystkie
inne barwniki (cytochromy i karotenoidy) nie wykazywaly zmiany
absorpcji pod wptywem Swiatta w temperaturze nizszej od —20°. Na-
tomiast wielko$¢ zmiany absorpcji cytochromu c¢2 przy 423,55 mjj, jest
niezalezna od temperatury; jest on zatem zdaniem Chance’a SciSle zwig-
zany z pierwotng reakcjg fotochemiczna.

Witt mierzac widma réznicowe przy zastosowaniu Swiatta prze-
rywanego stwierdzit w chromatoforach ro$lin zielonych zmiany absorp-
cji podobne do wykrytych uprzednio przez Duysensa (11) dla fo-
tosyntezy w Swietle ciaglym. Zmiany te zachodzg przy 420, 475 i 515 miji
i trwajg 10-2 sek. Mozna je rozdzieli¢ na dwie réznego typu, oznaczone
przez autora jako typ 2a (przy 420 mili) i typ 2b (przy 475 i 515mi.i).
Po wyekstrahowaniu chromatoforow eterem naftowym zmiana typu
2b znika, natomiast zmiana typu 2a ulega przesunieciu z 420 do 425 ml|i.
Absorpcja typu 2b pojawia sie na nowo, gdy ekstrakt dolgczy sie
z powrotem do chromatoforéw. Po oziebieniu chromatoforéw do tem-
peratury —150° absorpcja typu 2b zanika roéwniez, natomiast zmiana
typu 2a zostaje przesunieta do 425 m|i. Poniewaz po przerwaniu $wia-
ttka przy —150° zmiana absorpcji nie ustepuje, Witt twierdzi, Ze jest
ona wywotana obecnoscig zwigzku, ktdry jest jednym z pierwszych
produktéw reakcji fotochemicznej uwiezionym w niskiej temperaturze.
Moze on by¢ uwolniony dopiero po podniesieniu temperatury powy-
zej 0°, co objawia sie przywréceniem zdolnosSci reagowania zmianami
absorpcji na przerywane biyski Swietlne. Zdaniem Witta zwiazek wy-
kazujgcy zmiane absorpcji przy 420—425 m” jest identyczny z cyto-
chromem utlenionym, analogicznym do wykrytego uprzednio przez
Chance’a w Bacterium chromatium. Widma réznicowe dla przemian
typéw 2a i 2b sg podane na rys. 3, same przemiany s przedstawione
na schemacie 1

Zatem u roslin zielonych, u ktérych nie znaleziono oksydazy f-cy-
tochromowej i w ktédrych — jak wykazaly badania Witta naswietlenie
powoduje bardzo szybkie utlenienie cytochromdw sprzezone ze zmniej-
szeniem absorpcji chlorofilu oraz powstaniem zredukowanych nukleoty-
dow pirydynowych (34), najprawdopodobniej role oksydazy odgrywa
sam chlorofil po pobudzeniu Swiatlem. Fotoutlenienie skiadnika cyto-
chromowego przez pobudzony chlorofil nalezato by wiec uwazaé za
pierwszy proces chemiczny w fotosyntezie. Czynnikiem redukujgcym
w tej reakcji bytby sam zredukowany chlorofil lub jaki$ inny donator
elektrondw. Mechanizm zamiany energii Swietlnej w energie chemiczng
zdaniem Kamena (20) mozna sobie wyobrazi¢ w nastepujacy spo-
sOb. Absorpcja kwantu Swietlnego przez czasteczke chlorofilu powo-
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duje pobudzenie chelatu tetrapirolowo-magnezowego do stanu pobudzo-
nego singletu, z ktérego energia pobudzenia moze wedrowaé¢ az do
czasteczek chlorofilu sgsiadujagcych z grupami hemowymi hemopro-
teidow. Energia pobudzenia chlorofilu w takich chlorofilowo-hemowych
kompleksach powoduje przeniesienie tadunku czyli wedrowke elektronu
z hemu (chelat zelazowy) na chlorofil (chelat magnezowy) pozostawia-
jac oba zwigzki, tj. zredukowany chlorofil i utleniony hem, w ich sta-
nach podstawowych. Mozliwos¢ takiego przenoszenia fadunku jest bar-
dzo prawdopodobna dzieki podobieistwu strukturalnemu chlorofilu
i hemu, gdyz oba te zwigzki zawierajg uklad sprzezonych wigzan pod-
wojnych w tetrapirolowych chelatach z metalami.

Udziat obu cytochroméw zwigzanych z reakcjg fotochemiczng u ro-
§lin zielonych wyobraza sobie Hill (19) w ten sposob, ze cytochrom f
jest utleniany, a cytochrom b6 redukowany w dwukwantowym pro-
cesie przenoszenia elektronow zainicjowanych absorpcjg S$wiatta. Na-
stepnie w szeregu reakcji enzymatycznych zachodzi przeptyw elektro-
néw od zredukowanego cytochromu b6 do utlenionego cytochromu f
i stan pierwotny zostaje przywrdécony. W czasie tych reakcji moga by¢
wytwarzane zredukowane nukleotydy pirydynowe oraz nagromadzi¢
sie wysokoenergetyczne wigzania fosforowe.

2. Utlenianie wody

Wydzielanie tlenu u ro$lin zielonych jest tak Scisle zwigzane z reak-
cja fotochemiczng chlorofilu, ze dotychczas in vivo nie udato sie roz-
dzieli¢ tych dwoch procesow. Kompleks chlorofilowy, ktéry utracit po
wymyciu odpowiednimi roztworami zdolno$¢ wigczania CO02 reduko-
wania nukleotydéw pirydynowych i magazynowania wysokoenerge-
tycznych wigzan fosforowych, zachowuje zdolno$¢ wydzielania tlenu.
Zdolno$¢ ta nie zostaje usunieta nawet po wyekstrahowaniu rozpusz-
czalnikami tluszczowymi i po liofilizacji. Ginie natomiast po mecha-
nicznym rozdrobnieniu chloroplastéw na czastki zawierajgce mniej
niz 400 czasteczek chlorofilu. Wydzielanie tlenu mozna réwniez zaha-
mowac dziatajac specyficznymi inhibitorami w stezeniu jednej cza-
steczki na 200 czasteczek chlorofilu (3). Zatem reakcja z wodg, jezeli
woda jest Zzrodtem tlenu, jest Scisle zwigzana z aktywnym kompleksem
chlorofilowym. Gaffron (16) twierdzi, ze réwniez u czerwonych
i zielonych bakterii fotosyntetyzujagcych woda jest donatorem wodoru
(elektronu) potrzebnego do redukcji w fotosyntezie, chociaz nie obser-
wujemy u tych organizméw réwnoczesnego wydzielania tlenu. Na po-
parcie tego twierdzenia przytacza on kilka prawdopodobnych ttuma-
czen popartych pewnymi dowodami doswiadczalnymi.

U bakterii powstajacy z wody utleniony fotoprodukt moze ulegaé
redukcji odpowiednimi donatorami wodoru, ktére komérka ma do dy-
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spozycji, natomiast u roslin zielonych powstaje ponadto drugi utle-
niony fotoprodukt, ktéry reagujac z pierwszym powoduje wydzielenie
tlenu. Dziatanie specyficznych inhibitorbw mozna by tlumaczy¢ przyj-
mujac, ze reagujg one tylko z drugim z tych zwigzkéw. W bakteriach
moze réwniez brakowa¢ jednego lub wiecej enzymdéw potrzebnych do
ukonczenia przemiany pierwszego produktu utlenienia w wolny tlen.
Pewnymi dowodami przemawiajgcymi za istnieniem jakiego$ enzymu
zwigzanego z manganem i warunkujagcego wydzielanie tlenu w czasie
fotosyntezy bytyby dwa zjawiska, a mianowicie bardzo mate zapotrze-
bowanie bakterii purpurowych na ten pierwiastek (100 do 1000 razy
mniejsze niz u ro$lin zielonych) oraz zanik zdolnosci wydzielania tlenu
u glondw zielonych rosngcych na pozywkach ubogich w mangan. W tym
ostatnim przypadku wszystkie inne procesy fotosyntetyczne przebiegajg
normalnie (24, 39). Inhibitory hamujgce specyficznie wydzielanie tlenu
u roslin zielonych nie wywieraja zadnego wptywu na metabolizm
bakterii purpurowych (2).

Za udziatem wody we wszystkich znanych rodzajach fotosyntezy
komorkowej przemawia ponadto zdolno$¢ adaptacji niektdérych glondw
do fotoredukcji dwutlenku wegla w atmosferze wodoru oraz statosé
liczby kwantowej reakcji Swietlnej, niezalezna od zmiany energii swo-
bodnej takiej reakcji.

Przeszto 20 lat temu Gaffron (16) stwierdzit, ze wiele glonéw
zielonych po okresowej inkubacji w atmosferze wodoru zmienia od-
wracalnie wilasciwy sobie typ redukcji dwutlenku wegla, zwigzany
z wydzielaniem tlenu, na charakterystyczny dla bakterii purpurowych
typ fotosyntezy beztlenowej. W zaadaptowanych glonach stwierdzono
uaktywnienie sie w okresie inkubacji beztlenowej odpowiedniej de-
hydrogenazy, ktéra katalizowata reakcje redukcji powstatego w pro-
cesie fotochemicznym utlenionego produktu przy pomocy wodoru cza-
steczkowego. Po przywroceniu atmosfery tlenowej glony zaczynatly
z powrotem wydziela¢ tlen w czasie fotosyntezy. Zatem w zaadaptowa-
nych glonach intensywno$¢ Swiatta i réwnowaga oksydoredukcyjna ka-
talizatora (najprawdopodobniej cytochromu) sg czynnikami wplywajg-
cymi w réznych warunkach, tj. w atmosferze tlenu lub wodoru, na
przesuniecie pierwszego produktu utlenienia do uktadu wydzielajacego
tlen lub do uktadu dehydrogenazy katalizujacego redukcje. Glony jako
organizmy na wyzszym stopniu rozwoju ewolucyjnego posiadaja, oprécz
odziedziczonego po fotosyntetyzujacych bakteriach beztlenowych ukta-
du dehydrogenazy, takze ukiad dziatajagcy w sposéb podobny do ka-
talazy lub peroksydazy w warunkach tlenowych. Wiekszo$¢ roslin utra-
cita juz catkowicie uktad dehydrogenazy i moze przeprowadza¢ foto-
synteze jedynie w warunkach tlenowych.

Zgodnie z powyzszg hipotezag fotochemiczna reakcja z wodg czyli
fotoliza, polegajgca na oderwaniu elektronu od grupy OH wody i pod-
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niesienia go do potencjatu czynnika silnie redukujgcego, jest reakcja
zachodzacg powszechnie w kompleksach barwnikowych zaréwno roslin
zielonych, jak i bakterii fotosyntetyzujacych. Réznica miedzy fotosyn-
tezg bakterii i roslin zielonych polega na réznicy w potencjatach utle-
nionych w procesie fotochemicznym barwnikéw hemowych. U roslin
zielonych Swiatlo czerwone, zaabsorbowane przez czasteczki chlorofilu
W najnizszym stanie pobudzenia (okoto 1,8 EV), wystarcza do wytworze-
nia zredukowanego chlorofilu o potencjale wynoszacym od —0,7 do
1,0 V i utlenionego hemu o potencjale okoto + 0,8 V. Jezeli hem ten
jest podobnym do katalazy kompleksem Zzelazowym, to jego wysokKi
potencjat elektrochemiczny wystarcza do wydzielenia tlenu z powsta-
tych z wody wolnych rodnikéw OH. W bakteriach powstajg kompleksy
hemowe 0 nizszym potencjale niz odpowiadajacy katalazie, niezdolne
do wydzielenia tlenu z rodnikdw OH, ktére wobec tego zostajg zreduko-
wane w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze.

Jezeli zatem woda jest donatorem elektronéw w reakcji fotoche-
micznej we wszystkich organizmach fotosyntetyzujacych, musi istnie¢
jaki$ mechanizm odrywajacy elektrony od grup OH i powodujacy row-
noczesne powstanie odpowiednich wolnych rodnikéw. Coraz wiecej zwra-
ca sie ostatnio uwagi na chinony jako mozliwe katalizatory tej reakcji.
Vishniac (35 przeprowadzajgc fotosynteze z fragmentami chlo-
roplastow w wodzie znaczonej trytem stwierdzit wystepowanie radio-
aktywnosci w chlorofilu a i w dwdch chinonach, jednym o maximum
absorpcyjnym przy 255 mu a drugim przy 277 mM. Sadzi on, ze sg to
zwiagzki o budowie podobnej do koenzymu Q lub plastochinonu, ktérych
utlenienie i redukcja prowadzi do posredniego wytwarzania sie pierscie-
nia chromanowego, co powoduje wigczanie trytu w state potozenia
w tancuchu bocznym.

Witt badajac widmo réznicowe typu 2b o okresie trwania 10~Xek.
dochodzi do wniosku, ze jest ono wywotane powstaniem jakiej$ substan-
cji x (co jest zwigzane ze zwiekszeniem absorpcji przy 515 mu) z sub-
stancji x (ktérej zanik jest zwigzany ze zmniejszeniem absorpcji przy
475 mu). Zmiana ta jest uzalezniona od obecnosci wody i nie zachodzi
w komoérkach liofilizowanych. Wrazliwo$é na temperature powyzej 50°
wskazuje na enzymatyczny charakter zwigzku x. Po wyekstrahowaniu
chloroplastow woda pewne typy barwnikdw zawierajacych utleniony
atom siarki, jak indofenol, biekit metylenowy, tionina itp., o potencjale
oksydoredukcyjnym do 0 V, moga ulega¢ sprzezeniu z substancjg x .
W wyniku tego reakcja przeciwna x->x zostaje znacznie skrocona
(do 10~4sek.), poniewaz zwigzek x jesit utleniany przez barwniki zgod-
nie z reakcja: x'+ oxs—>Xx + red. s

Zatem x jest substancjg redukcyjna, a x' — jej formg zredukowana.
Potencjat oksydoredukcyjny uktadu x/x wynosi okoto 0 V, a steze-
nie (x) = (x") rownie 10-3 stezenia chlorofilu. Po wyekstrahowaniu chlo-
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roplastéw eterem naftowym zmiana typu 2b nie zachodzi, a pojawia sie
na nowo po potaczeniu ekstraktu z wyekstrahowang pozostatosScig. Na
tej podstawie Witt sadzi, ze zwigzek x moze byé identyczny z plasto-
chinonem, ktéry réwniez mozna wyekstrahowaé eterem naftowym. Po-
niewaz jednak chinon nie wykazuje absorpcji przy 515 i 475 mM, zda-
niem Witta zmiany te moga wynika¢ posrednio ze zmian absorpcji
jakiego$ innego zwigzku, np. jednego z kartoneiddw, w czasie reduk-
cji x do x.

W ostatnich czasach coraz powszechniej przyjmuje sie istnienie
dwdch form chlorofilu biorgcych udziat w fotosyntezie. W 1959 r. wy-
niki badan Frencha (4a) potwierdzity przypuszczenie, ze istniejg dwie
formy chlorofilu, a, gdyz udato mu sie wykazac istnienie dwoch maxi-
moéw przy 670 i 680 mjj.. Witt badajgc zalezno$¢ zmian typu 2a i 2h
od diugosci fali Swiatta pobudzajacego stwierdzit, ze dziatanie Swiatta
o diugosci 670 m|.i powoduje poburzenie zaréwno absorpcji chlorofi-
lu 670, jak i chlorofilu 680 z powodu naktadania sie obu prazkéw. Na-
tomiast naswietlenie Swiattem o diugosci 710 m"i powoduje wytgcznie
pobudzenie chlorofilu 680. W pierwszym przypadku obserwuje sie zmia-
ne typu 2a i typu 2b, w drugim jedynie zmiane typu 2b. Wyniki te
wskazywatyby, ze fotosynteza moze by¢ zwigzana z dwoma odrebnymi
reakcjami fotochemicznymi, uczulanymi przez dwie formy chlorofilu a;
jedna z nich polegataby na utlenieniu cytochromu przez chlorofil 680
(typ 2a), druga na redukcji zwigzku x (czyli plastochinonu) przez chlo-
rofil 670 (typ 2b). Lacznikiem miedzy reakcjami 2a i 2b bytaby woda
stuzaca do redukcji zaréwno zwigzku x (plastochinonu), jak i cyto-
chromu. W schemacie zaproponowanym przez Witta chinon wyrywa
z wody elektron pozostawiajagc rodnik OH. Rodnik ten jest Zrodtem elek-
trondw potrzebnych do redukcji cytochromu, ktéry pobierajac je w reak-
cji uczulonej przez chlorofil powoduje z jednej strony wydzielenie
tlenu czasteczkowego, a z drugiej redukcje chlorofilu i utlenienie cyto-
chromu (schemat 1).

TypO Typl Typ2a Typ2b
Jn
t

JnH

TPN

P+ADP \

ATP \t?nh2

>

co2 Vv —  R-D-Poe (CHsO)

Prcjki absorbcyjne : Chla®*:460mfi; Ch\a[:520mji] Cyt9-425mii;X.:475rnj.;X":5;5mji;Jn:595w
Czas trwania reakcji: To=10~3ek-10~%ek; r*5-W'sek; 13°10~Zek; r4*10~4sek. Jn - dowolny
akceptor wodoru

Schemat 1" Przebieg reakcji fotosyntezy wg. Witta (41)
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3. Fotofosforylacja

Fotosyntetyczna fosforylacja odkryta przez Arno na (1) w 1954 r.
jest jeszcze jednag reakcjg zwiazang Scisle z procesem fotochemicznym
w organizmach fotosyntetyzujgcych. Arnon wyréznia dwa typy foto-
fosforylacji: cykliczng i niecykliczng. Pierwsza zachodzi w warunkach
beztlenowych i polega na wytworzeniu ATP z ADP i fosforanow nie-
organicznych na $wietle przez izolowane chloroolasty. Fosforylacja nie-
cykliczna zachodzi z udziatlem wody powodujgc powstanie, oprocz ATP,
takze zredukowanych nekleotydéw pirydynowych i, w przypadku roslin
zielonych, wydzielenie tlenu. Bakterie fotosyntetyzujagce nie wydzielajg
tlenu; u roslin zielonych mozna réwniez przeprowadzié¢ fasforylacje
niecykliczng bez wydzielania tlenu, jezeli zastapi sie wode (OH-) in-
nym donatorem elektronéw, np. zredukowanym 2,6-dwuchlorofenolo-in-
dofenolem.

W schemacie przedstawionym przez Witta obie fosforylacje sg kata-
lizowane przez uktad cytochrom — chlorofil 680, réznig sie tylko miej-
scem odptywu energii. Fosforylacja cykliczna zachodzi na koszt utle-
nienia chlorofilu, zredukowanego w reakcji z cytochromem, natomiast
fosforylacja niecykliczna — na koszt utlenienia rodnikow OH w reak-
cji redukcji cytochromu. Pierwsza pobiera elektrony od chlorofilu po
przejsciu ich przez uktad cytochrom — chlorofil, druga od rodnikéw OH
przed dojsciem ich do tego uktadu. Redukcja nukleotydéw pirydynowych,
wedtug Witta, zachodzi w reakcji katalizowanej przez chinon i chloro-
fil 670: sprzezenie jej z fosforylacjg niecykliczng polegatoby na udzia-
le wody jako zrédita elektronéw w obu tych procesach. Fotosynteza
bakteryjna, zdaniem Arnona, rézni sie od roslinnej tylko tym, ze bakte-
rie wykorzystujg inne donatory elektronéw niz woda, np. tiosiarczany
w Bacterium chromatium. Trudniej natomiast wyjasnié istnienie obu
typow fosforylacji w bakteriach fotosyntetyzujagcych w warunkach bez-
tlenowych, dla ktérych jednak, jak sadzi Gaffron, woda jest Zrodiem
elektronéw jak np. u Rodospirillum rubrum. Zdaniem Arnona w tym
przypadku nalezy przyja¢ odptyw elektronéw od zredukowanego chlo-
rofilu do uktadu dehydrogenazy. Moga one by¢ zuzyte z powrotem do
redukcji rodnikbw OH (do wody) lub tez redukowa znajdujgce sie
w $rodowisku protony x (do wodoru czasteczkowego, ktérego wydzie-
lanie obserwujemy w czasie fotosyntezy wielu bakterii).

Ze wszystkich dotychczas podanych, schemat Witta ttumaczy naj-
lepiej przemiany zachodzace w samym chlorofilu, jak i procesy Scisle
z nimi sprzezone. Wyjasnia rowniez wiele nie dajagcych sie dotychczas
wyttumaczy¢ sprzecznosci, jednak mimo istnienia wielu faktow do$wiad-
czalnych przemawiajgcych na jego korzy$¢ szereg zaproponowanych
przez autora przemian ma charakter hipotetyczny.



70 Z. KASPRZYK [181

Sytuacjg panujacg obecnie w badaniach dotyczacych fotochemii fo-
tosyntezy oraz droge, ktorg nalezato by p6js¢ aby ja wyjasnié, najlepiej
oddajg chyba stowa French a wypowiedziane na Kongresie w Mo-
skwie.

».Szczegbtowe zrozumienie mechanizmu reak]cjli fotochemicznych
w odniesieniu do prostych czgsteczek osiggnieto w wielu przypadkach
przez pomiar szybkosci reakcji w kontrolowanych warunkach tempera-
tury, natezenie Swiatla i stezenia substratow. Podobne pomiary kine-
tyczne probowano czesto stosowac¢ badajac proces fotosyntezy w rosli-
nach. Rozwazanie nagromadzonych na tej drodze faktéw doprowadzito
do oczywistego wniosku, ze proces ten sktada sie ze zbyt wielu réz-
nych reakcji, aby klasyczna analiza kinetyczna mogta doprowadzi¢ do
podania jakiegos, jednolitego i mozliwego do przyjecia, wyjasniajagcego
go mechanizmu.

Badania biochemiczne z zastosowaniem wskaznikdw radioaktywnych
doprowadzity do identyfikacji metabolitow posrednich miedzy CO02
a cukrowcami i ustality prawdopodobng droge przemian w asymila-
cji C02 Badania te wykazaty rowniez jasno, ze ilos¢ sprzegajacych sie
ze sobg w tym procesie reakcji jest tak duza, ze klasyczna analiza fo-
tosyntezy jako catosci nigdy by nie doprowadzita do ustalenia liczby
przejs¢ i ilosci nagromadzajgcych sie metabolitow, gdyby ich nie wy-
odrebniono”.

Wydaje sie rzeczywiscie, ze w obecnym stanie badan nad pierwszg
czescig fotosyntezy to jest cyklem przemian fotochemicznych jedynie
wyizolowanie wszystkich reagujgcych ze soba zwigzkéw i zbadanie
zachodzacych miedzy nimi przemian moze doprowadzi¢ do ostateczne-
go wyjasnienia tego cyklu, podobnie jak tylko tego rodzaju badania
pozwolity Calvinowi na wyjasnienie drugiej czesci fotosyntezy to jest
cyklu przemian enzymatycznych zwigzanych z wigczaniem dwutlenku
wegla.
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TOM VIII 1962 ZESZYT 1

LECH WOJTCZAK*

Fosforylacja oksydatywna

Oxidative Phosphorylation

Historic background and modern aspects of oxidative phosphorylation
are reviewed.

Zasadniczym momentem w gospodarce energetycznej komoérki jest
zamiana swobodnej energii utleniania na energie wigzania pirofosforano-
wego czasteczki ATP. Skomplikowany zespdt reakcji enzymatycznych,
ktore proces utleniania komdrkowego sprzegaja z procesem syntezy ATP,
oznaczamy mianem oksydatywnej fosforylacji.

Zjawisko estryfikacji nieorganicznego fosforanu towarzyszace reak-
cjom utleniania zaobserwowat i opisat pierwszy Kalckar (33, 34).
Bielicer i Cibakowa (1, 2) stwierdzili, ze na jeden atom tlenu
zuzytego przez miazge z miesnia w trakcie utleniania kwasu mlekowego
przypada zwigzanie wiecej niz jednej czasteczki ortofosforanu. Proces
estryfikacji fosforanu zachodzit rowniez po zablokowaniu glikolizy, z cze-
go autorzy (1, 2) wysnuli wniosek, ze nie polega on na znanych juz
woéwczas reakcjach syntezy ATP w toku glikolizy. Do podobnych rezul-
tatbw doszli niezaleznie autorzy amerykanscy (14, 15, 50). Maksymalna
warto$¢ stosunku atoméw zwigzanego fosforanu do atomoéw zuzytego tle-
nu przekraczata liczbe 2.

Obecnie przyjmuje sie, ze catkowite utlenienie czasteczki glikozy po-
faczone jest z syntezg 38 wysokoenergetycznych wigzan ATP. W toku
beztlenowej glikolizy powstajg netto zaledwie dwie czgsteczki ATP. Syn-
teza pozostalych 36 czasteczek ma miejsce podczas utleniania produk-
tow beztlenowej glikozy, czyli kwasu mlekowego lub ewentualnie kwa-
su pirogronowego i powstatego w czasie glikozy DPNH. Jak z tego wida¢,
w warunkach aerobowych glikoliza pokrywa tylko matg cze$¢ zapotrzebo-

*
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wania energetycznego organizmu; cala reszta przypada na oksydatywng
fosforylacje. Sredni stosunek czasteczek zwigzanego fosforanu do ato-
moéw zuzytego tlenu (P:0) wynosi w cyklu Krebsa 3, zatem catkowitemu
utlenieniu czasteczki kwasu pirogronowego towarzyszy wytworzenie 15
czasteczek ATP. Mimo intensywnych badan nad procesem sprzezenia
reakcji syntezy ATP z reakcjami utleniania komorkowego, prowadzo-
nych od ponad 10 lat, mechanizm wiekszosci tych reakcji nie zostat
dotychczas catkowicie wyjasniony.

I. Fosforylacje substratowe i fosforylacje “na poziomie tancucha oddechowego*

Reakcja stosunkowo dobrze poznang w zakresie fosforylacji jest po-
wstawanie wysokoenergetycznego potgczenia fosforanowego w toku utle-
niania aldehydu 3-fosfoglicerynowego. W reakcji tej bierze udziat cza-
steczka kwasu fosforowego i DPN. Jako produkty reakcji powstaja: cza-
steczka DPNH oraz czasteczka kwasu 1,3-dwufosfoglicerynowego, w kto-
rej wigzanie miedzy atomem fosforu a atomem wegla 1 kwasu gliceryno-
wego jest typu bezwodnikowego. Reakcja ta (w przeciwienstwie do reak-
cji powstawania kwasu 2-fosfoenolopirogronowego, ktéra — formalnie
biorgc — polega na dehydratacji kwasu 2-fosfoglicerynowego) ma charak-
ter oksydatywnej fosforylacji, gdyz wysokoenergetyczne wigzanie fosfo-
ranowe powstaje tu w toku procesu utlenienia. ,,Nosnikiem” tego wig-
zania jest czgsteczka utlenionego substratu, stad tego rodzaju oksyda-
tywna fosforylacja nosi nazwe fosforylacji ,,na poziomie substratu”, lub
prosciej ,fosforylacji substratowej”. Reszta fosforanowa przy Ci kwa-
su 1,3-dwufosfoglicerynowego moze byé przeniesiona na czasteczke ADP,
w rezultacie czego powstaje czasteczka ATP.

Innym przyktadem fosforylacji substratowej jest reakcja oksyda-
tywnej dekarboksylacji kwasu a-ketoglutarowego do kwasu bursztynowe-
go. W toku tej reakcji powstaje wysokoenergetyczne potgczenie produktu
reakcji, kwasu bursztynowego, z koenzymem A. Rozpad tego zwigzku
moze byC¢ sprzezony z potgczeniem sie czasteczki ADP z czasteczky
kwasu fosforowego w czasteczke ATP (35).

Fosforylacje substratowe stanowia jednak mata cze$¢ reakcji fosfo-
rylacyjnych zachodzacych w komérce. Wiekszo$¢ z nich nie jest poia-
czona z reakcjami oksydoredukcyjnymi ,na poziomie substratu”, lecz
z reakcjami zachodzacymi w obrebie tzw. ,tancucha oddechowego”.
Artykut niniejszy poswiecony jest gtownie omowieniu tych wiasnie
procesow oksydatywnej fosforylacji ,,na poziomie tancucha oddecho-
wego”.
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1. Wydajnos$¢ oksydatywnej fosforylacji

Wydajnos¢ oksydatywnej fosforylacji przyjeto wyrazaé stosunkiem
ilosci czasteczek zwigzanego ortofosforanu do ilosci atoméw zuzytego
tlenu i oznaczaé symbolem P:0. W przypadkach, gdy akceptorem elek-
trondw nie jest tlen czasteczkowy, wydajnos¢ fosforylacji wyraza sie
iloScig zwigzanego fosforanu na pare przeniesionych elektrondéw (P : 2e).
Zuzycie tlenu w badaniach fosforylacyjnych badz mierzy sie mano-
metrycznie (aparat Warburga) lub polarograficznie, badz oblicza z ilo-
Sci utlenionego substratu lub powstatego produktu utlenienia. Ho$¢ zwig-
zanego fosforanu oblicza sie z ubytku ortofosforanu w S$rodowisku lub
przez bezposredni pomiar wytworzonego ATP. Najczesciej stosowany
i najdogodniejszy uktad wytwarza sie w ten sposéb, ze do Srodowiska
inkubacyjnego dodaje sie heksokinaze i glikoze. Wowczas zamiast ATP
gromadzi sie znacznie od niego trwalszy glikozo-6-fosforan. W tych
warunkach oznacza¢é mozna réwniez ubytek ortofosforanu w $rodowisku
lub przyrost glikozo-6-fosforanu (54).

Charakter metod pomiarowych jest tego rodzaju, ze oznaczenie zu-
zycia tlenu obarczone jest zazwyczaj btedem in plus, natomiast ozna-
czenie ilosci powstatego ATP lub ubytku ortofosforanu — btedem in
minus. W rezultacie obliczony z tych danych stosunek P :O jest zazwy-
czaj nizszy niz faktyczna wydajnos$é fosforylacji. Jezeli synteza ATP
sprzezona jest z reakcjami utleniania poprzez procesy chemiczne, do
ktorych stosujg sie zasady stechiometrii, wydaje sie rozsadne przypusz-
czaé, ze przeniesieniu pary elektrondw z substratu na tlen powinno to-
warzyszy¢ powstanie pewnej catkowitej liczby wysokoenergetycznych
wigzan fosforanowych. Wychodzac z tego zatozenia i pamietajac o tym,
ze stosunek P :O obarczony jest zazwyczaj btedem in minus, przyjeto
oznaczony dos$wiadczalnie stosunek P :O zaokragla¢ w gére do najbliz-
szej liczby catkowitej i tak znaleziong warto$¢ uwaza¢ za odpowiada-
jaca rzeczywistej wydajnosci fosforylacji.

Jak juz powiedziano poprzednio, S$rednia wartos¢ P :O w cyklu
Krebsa wynosi 3. Warto$¢ te wykazujg wszystkie procesy utleniania,
w ktorych bierze udziat DPN (9, 41, 56). Istniejg jednak w cyklu
Krebsa dwie reakcje utleniania, dla ktdrych stosunek P :O jest rézny
od 3. Jest to utlenienie kwasu a-ketoglutarowego do kwasu bursztyno-
wego, ktéremu towarzyszy powstanie czterech wigzan wysokoenerge-
tycznych ATP na jeden atom zuzytego tlenu, oraz utlenienie kwasu
bursztynowego do kwasu fumarowego z dwiema fosforylacjami przy-
padajacymi na atom pobranego tlenu. Sposrod czterech fosforylacji to-
warzyszacych utlenieniu kwasu a-ketoglutarowego jedna jest fosforyla-
cja substratowg (patrz wyzej), za$ pozostate trzy przebiegajg na pozio-
mie tafncucha oddechowego i towarzyszg przeniesieniu pary elektronow
z czasteczki DPNH na tlen. Utlenianie kwasu bursztynowego do kwasu
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fumarowego przebiega czesciowo na innej drodze niz utlenianie sub-
stratdbw, przy udziale DPN, z czym wigze sie odmiana wydajnos$¢ fo-
sforylacji (patrz np. 55). Warto$¢ P : O réwng 2 znaleziono réwniez dla
reakcji utleniania glicerolo-3-fosforanu (53), ktéra to reakcja takze nie
przebiega poprzez system nukleotydéw pirydynowych.

I11. Lokalizacja reakcji fosforylacyjnych w tancuchu oddechowym

Zespot przenosnikoéw elektronéw tworzacy tzw. ,tancuch oddechowy”
przedstawia schemat 1. Litera S symbolizuje tu substraty, ktére utlenia-
ne sa przy udziale dehydrogenaz zwigzanych z DPN; fpj oznacza
enzym flawinowy przenoszacy elektrony z czgsteczki DPNH na ukiad
cytochromowy; fpn oznacza dehydrogenaze kwasu bursztynowego, beda-
cg rowniez flawoproteidem. Litery b, c, a i a3 stanowig skréty nazw
cytochroméw oznaczonych tymi literami. Strzaiki ciggte wskazujg nor-
malny, ,fizjologiczny” kierunek transportu elektrondw w ‘ancuchu.
Strzatki przerywane obrazujg transport elektronéw w przypadku uzycia
sztucznych donatorow lub akceptorow elektronow. Pionowe linie prze-
rywane wskazujg przypuszczalnie miejsca przerwania tancucha odde-
chowego przez trucizny oddechowe.

Bursztynian
) Askorbinian
Ip , I
| i '
SR 1) VI — e g a3 *02
\ Antyrnu- i
\cynaA | KGN

Schemat 1. tancuch oddechowy

Umiejscowienia poszczeg6lnych reakcji fosforylacji na odpowied-
nich odcinkach tancucha oddechowego mozna byto dokona¢ przerywajac
normalny bieg elektronéw w réznych punktach tafdcucha przez zasto-
sowanie specyficznych inhibitoréw i skierowujac tok elektrondw na
»,boczny tor” przez dodanie sztucznych, nieenzymatycznych donatoréow
lub akceptorow elektronéw. Przede wszystkim stwierdzono (24, 40), ze
fosforylacja towarzyszy nie tylko utlenianiu zwigzkéw cyklu Krebsa,
lecz takze tulenianiu dodanego DPNH. Blizszg lokalizacje fosforylacji
udato sie osiggnac stosujac nieenzymatyczne utleniacze i reduktory cyto-
chromu c. Do reduktorow cytochromu c nalezg miedzy innymi kwas
askorbinowy i adrenalina. W przypadku, gdy jako jedynego substratu
dodano do zawiesiny mitochondriéw askorbinianu, udato sie uzyskaé
fosforylacje, ktorej zmierzony stosunek P :O byt mniejszy od jedno-
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Sci (24, 32). Wykazano w ten sposob, ze jedna z fosforylacji zachodzi
na etapie cytochrom ¢ — tlen czasteczkowy.

Jesli przez zatrucie tancucha oddechowego przy pomocy cyjanku
przerwano transport elektronéw pomiedzy cytochromem c¢ a tlenem,
natomiast dodano sztucznego akceptora elektron6w w postaci zelazi-
cyjanku, otrzymano fosforylacje, dla ktorej stosunek P :2e przewyzszat
niekiedy wartos¢ 1, wskazujagc tym samym na dwie fosforylacje na
etapie pomiedzy substratem a cytochromem c. W przypadku przerwa-
nia transportu elektronéw pomiedzy cytochromami b i ¢ przy pomocy
antymycyny A i zastosowania zelazicyjanku jako akceptora elektronéw
uzyskano tylko jedng fosforylacje. Podobnie jedng fosforylacje otrzy-
mano na etapie bursztynian — cytochrom c (20).

Wyniki te, uzyskane przy zastosowaniu niefizjologicznych akcepto-
réw i donatoréw elektrondw, moga budzi¢ pewne zastrzezenia. Totez
waznym osiggnieciem byto wykazanie, ze przy uzyciu wylgcznie fi-
zjologicznego” akceptora i donatora elektronéw w postaci zredukowa-
nego lub utlenionego cytochromu c, dodanego w duzych ilosciach, uzy-
skuje sie podobne wartosci P :2e, mianowicie zblizone do 2 na eta-
pie DPNH — cytochrom c (22, 41) i zblizone do 1 na etapie cyto-
chrom ¢ — 02 (17, 49).

W rezultacie ustalono, ze miejsca fosforylacji w tancuchu oddecho-
wym znajdujg sie:

1) miedzy DPN a cytochromem b,

2) miedzy cytochromem b a cytochromem ¢, oraz

3) miedzy cytochromem c¢ a tlenem czasteczkowym.

Bardziej precyzyjna lokalizacje miejsc fosforylacji daty rozwazania
termodynamiczne. Energia swobodna hydrolizy ATP do ADP i orto-
fosforanu wynosi okoto 12 000 kal*. Resynteza ATP wymaga zatem
dostarczenia conajmniej tylez energii. Znajagc warto$¢ potencjatow oksy-
doredukcyjnych poszczegélnych komponentéw fancucha oddechowego
tatwo obliczyé energie swobodng uzyskana przez przeniesienie elektro-
néw z jednego przenos$nika na drugi. Wynosi ona:

AF° = -nf AEO

gdzie F° oznacza energie swobodng reakcji, EO — rdznice potencjatow
oksydoredukcyjnyeh, n — ilos¢ przeniesionych elektronéw, f — stalg
Faradaya. Podstawiajac f = 23 063 kal/wolt oraz n = 2 (przeniesienie
pary elektronéw) otrzymujemy:

AF° = -46 126 - AEO

Stad wynika, ze dla uzyskania AF rownej 12 000 kal. konieczna jest
réznica potencjatdw oksydoredukcyjnyeh wynoszaca conajmniej AEO =
= 0,26 wolta.

* W fizjologicznych warunkach pH i stezenia reagentow.
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Tablica 1 zawiera warto$ci potencjatdw oksydoredukcyjnych prze-
nosnikéw elektronéw w faricuchu oddechowym. Wida¢ z niej, ze do-

Tablica 1

Potencjaty oksydoredukcyjne niektérych
uktadéw tancucha oddechowego.

1
Nazwa ukiadu EO (pH 7)
\Y
DPN/DPNH —0,32
fad/fadh?2 0,0
cyt. ¢ (Fe+++)/cyt. ¢ (Fe++) + 0,26
cyt. a (Fe+++)/cyt. a (Fe++) + 0,29
0O2H20 + 0,81

statecznie duza roznica potencjatdw, umozliwiajgca synteze ATP, ma
miejsce pomiedzy DPN a enzymem flawinowym, pomiedzy enzymem fla-
winowym a cytochromem c¢ oraz pomiedzy cytochromem a a tlenem
czasteczkowym (patrz réwniez 43). Prawdopodobnie umiejscowienie fo-
sforylacji w tancuchu oddechowym zgodnie z tymi rozwazaniami podano
na schemacie 2.

Bursztynian

fPn
— » DPN— r—*~fpr-—-—- i a -a3 - 02
* * ! I.
~p ~p ~p
Schemat. 2. Umiejscowienie proceséow fosforylacji na poziomie tancucha odde-
chowego

IV. Mechanizmy oksydatywnej fosforylacji

Mechanizm wigzacy synteze ATP z procesami oksyloredukcji nie
jest dotychczas znany. Jednak prowadzone od szeregu lat wnikliwe ba-
dania nad samym zjawiskiem fosforylacji oraz procesami, ktore nie-
watpliwie z fosforylacja majg Scisty zwigzek, pozwolity na stworzenie
na razie hipotetycznego schematu fosforylacji.

1. “Sprzezenie*

Olbrzymia wiekszo$¢ procesow oddechowych komérki zwierzecej zlo-
kalizowana jest w mitochondriach (Schneider, cyt wg 23, takze 36).
Tam tez zachodzi sprzezona z utlenianiem synteza ATP. Swiezo wyizo-
lowane i nieuszkodzone mitochondria niektdrych tkanek (np. watroby)
wykazujg stosunkowo stabg aktywnos$¢ oddechowg wobec substratow,
o ktérych wiadomo, ze sg energicznie utleniane przez cate komorki (7).
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Szybko$¢ utleniania jednakze gwattownie i znacznie wzrasta, jesli do
Srodowiska zawierajgcego mitochondria i substrat oddechowy dodaé
ortofosforanu i ADP (7). Preparat mitochondrialny wykazujacy taka
wiasciwos¢ nazwano ,SciSle sprzezonym”, gdyz procesy utleniania sg
W nim sprzezone z procesem syntezy ATP i nie moga zachodzi¢ albo
zachodzg tylko w stabym stopniu, jesli synteza ATP nie jest mozliwa
(np. z powodu braku ADP lub ortofosforanu). Te ceche ,Scisle sprze-
zonych” mitochondriéw ilustruje rys. 1

Zuzycie 02

Rys. 1 Zuzycie tlenu przez ,scisle sprzezone” mitochondria watroby szczura.
Mitochondria zawieszono w roztworze buforowym fosforanéw zawierajgcym
glutaminian jako substrat oddechowy. W punkcie A dodano 6 umoli ADP.

Na rysunku tym wida¢, ze okres intensywnego zuzycia tlenu zaini-
cjowany zostaje przez dodatek do $Srodowiska ADP ($Srodowisko inku-
bacyjne zawierato juz ortofosforan) i trwa tak dlugo, dopoki caty do-
dany ADP nie przejdzie w ATP. Wyniki doSwiadczenia przedstawio-
nego na rys. 1 dajg jeszcze jedng mozliwo$¢ oznaczenia stosunku P :O.
Wystarczy mianowicie zmierzy¢ ilo$¢ tlenu zuzytego przez uktad w cza-
sie intensywnego utleniania, to jest od momentu dodania ADP (punkt A)
do momentu jego wyczerpania (punkt B) i odnies¢ te ilos¢ do ilosci
dodanego ADP.

Scisle sprzezone mitochondria stanowia niezwykle cenny materiat
badania oksydatywnej fosforylacji. Miarg sprzezenia jest wrazliwos¢ ich
oddychania na dodatek ADP. Im nizsze jest utlenianie substratdw odde-
chowych przez mitochondria w nieobecnosci ADP i im wyzsza stymula-
cja tego utleniania przez ADP, tym preparat jest bardziej ,sprzezony”.
Stosunek natezenia zuzycia 02 po podaniu ADP do natezenia zuzycia
tlenu w nieobecnosci ADP oznaczany bywa w literaturze anglosaskiej
mianem respiratory control (kontrola oddechowa).

Stan ,Scistego sprzezenia” jest bardzo nietrwaly. Juz kilkugodzinne
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przetrzymywanie mitochodriow w temperaturze 0° lub kilkudziesie-
ciominutowe w temperaturze pokojowej powoduje zazwyczaj catkowity
zanik ,kontroli oddechowej”. Mitochondria takie utleniajg intensywnie
substraty oddechowe nawet w nieobecnosci ADP i dodatek tego nukleo-
tydu nie zwiekszy szybkosci utleniania, chociaz zdolno$¢ mitochodriéw
do syntetyzowania ATP nie zostaje zazwyczaj jeszcze zniesiona. Stan
taki nazywamy ,luznym sprzezeniem”. Dalsze przetrzymywanie mito-
chondriow powoduje zanik syntezy ATP czyli ,rozprzezenie” fosfory-
lacji. Oczywiscie miedzy stanem ,Scistego sprzezenia”, ,luZznego sprze-
zenia” i ,rozprzezenia” istnieje szereg stadiow posrednich. Rozprzezenie
fosforylacji powodujg réwniez rdznego rodzaju uszkodzenia mitochon-
driow a takze szereg substancji chemicznych. Ws$rdd nich najczesciej
stosowane sg w badaniach nad fosforylacjg chlorowco- i nitropochodne
fenoli, np. 2,4—dwunitrofenol.

2. Adenozynotréjfosfataza (ATP-aza)

Mitochondria wykazujg zawyczaj duza aktywno$¢ hydrolityczng wo-
bec ATP. ATP-aza mitochondrialna aktywowana jest przez magnez
i rozni sie wiasciwosciami od ATP-azy miozynowej. Od dawna zauwa-
zono, ze aktywno$é ATP-azy mitochondriéw jest bardzo zmienna i w du-
zym stopniu zalezy od sposobu ich otrzymywania, przechowywania itp.
Odpowiednio delikatnie wyizolowane mitochondria watroby nie wy-
kazujg prawie wcale wiasnosci hydrolizowania ATP (38). Jednakze prze-
trzymywanie takich mitochondriéw przez pewien czas w temperaturze
pokojowej powoduje stopniowy wzrost aktywnosci ATP-azy. W zwiaz-
ku z tym ATP-aze te nazwano utajong czyli ,latentng”. Zwrécono uwa-
ge na fakt, Zze niska aktywno$¢ ATP-azy wykazujg preparaty mito-
chondriéw o wysokim stopniu sprzezenia oksydatywnej fosforylacji i ze
wraz z postepujacym rozprzezeniem aktywnos$¢ enzymu narasta. Stwier-
dzono réwniez, ze 2,4-dwunitrofenol i inne substancje rozprzegajace
fosforylacje znacznie stymuluja ATP-aze mitochondrialng czyli wyzwa-
laja ATP-aze utajong. Na podstawie tych i podobnych obserwacji wy-
sunieto przypuszczenie (39, 31), ze ATP-aza mitochondrialna jest zwig-
zana z systemem enzymatycznym oksydatywnej fosforylacji, jest —
by¢ moze — czedcig tego systemu, ktéra pod wplywem ,starzenia” lub
czynnikéw chemicznych ulegta uszkodzeniu i w miejsce syntezy ATP
katalizuje jego rozpad. Stymulowana przez czynniki rozprzegajgce mi-
tochondrialna ATP-aza jest silnie hamowana przez azydki.

3. Reakcje wymiany ATP-P i ATP-ADP

Boyer i wspotpracownicy (4) zauwazyli, ze mitochondria watroby
inkubowane w $rodowisku zawierajgcym ATP i ortofosforan znaczony
P katalizujg inkorporacje radioaktywnego fosforanu do czasteczki ATP.
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W badaniach tych $rodowisko nie zawierato substratéw oddechowych,
wobec czego nie mogta zachodzi¢ synteza ATP drogg oksydatywnej
fosforylacji. | rzeczywiscie, ilos¢ ATP w mieszaninie inkubacyjnej nie
ulegata zmianom lub nawet nieco malata na skutek aktywnosci ATP-azy.
Zatem inkorporacja 3 do ATP musiata by¢ wynikiem jakich$ reakcji
wymiany, a nie syntezy netto. Zauwazono réwniez (4), ze wymiana
ATP—P hamowana jest przez czynniki rozprzegajace oksydatywng fo-
sforylacjg (2,4-dwunitrofenol), co nasuneto przypuszczenie, ze proces
ten stanowi — by¢ moze — jakis etap reakcji fosforylacji (57). Na
reakcje wymiany ATP—P, podobnie jak na aktywnos¢ ATP-azy, dzia-
taja silnie hamujgco azydki.

Spostrzezono, ze mitochondria (60) a takze zdolne do fosforylacji
submitochondrialne czastki (19) mogag katalizowaé¢ nie tylko wymiane
ATP—P lecz réwniez wymiane reszty fosforowanej miedzy czastecz-
kami ATP i ADP. Jesli srodowisko inkubacyjne zawiera niepromienio-
tworczy ATP oraz ADP znaczony weglem 14C w pierscieniu pury-
nowym lub fosforem 3P w drugiej reszcie fosforanowej, to w czasie
inkubacji radioaktywno$¢ pojawia sie w czagsteczce ATP. Reakcje te
mozna wyobrazi¢ sobie nastepujgco:

A-P-ZP + A-P-P-P~ A-P-ZP-P + A-P-P 1

W $wiezo przygotowanych mitochondriach lub czgstkach submito-
chondrialnych reakcja ta, podobnie jak wymiana ATP—P, hamowana
jest przez substancje rozprzegajace oksydatywng fosforylacje. W miare
»starzenia” preparatow mitochondrialnych (to znaczy diluzszego inku-
bowania bez substratow oddechowych i ATP), reakcja staje sie stopnio-
wo nieczuta na 2,4-dwunitrofenol (46, 61). W przeciwienstwie do wy-
miany ATP—P reakcja wymiany ATP—ADP jest niewrazliwa na dzia-
tanie azydkéw. Co wiecej, dodatek azydku sprawia, ze reakcja staje
sie nieczuta na hamujagce dziatanie 2,4-dwunitrofenolu.

4. Schemat fosforylacji

Wyzej opisane obserwacje i zaleznosci pozwolity na stworzenie hipo-
tetycznego schematu reakcji wigzacych proces transportu elektronéw
z syntezg ATP. Zjawisko ,Scistego sprzezenia” nasuneto przypuszcze-
nie (6, 8 9, 10) o istnieniu jakiego$ naturalnego inhibitora blokujgcego
tancuch oddechowy w nieobecnosci ADP i ortofosforanu. Inhibitor ten
miatby wigza¢ sie wigzaniem wysokoenergetycznym z ktéorym$ z kom-
ponentéw tancucha oddechowego i w ten sposéb blokowac¢ transport
elektronéw. Dopiero przy udziale ADP i ortofosforanu potaczenie to
zostawatoby ,roztadowane” i oddychanie mogtoby zachodzi¢ dalej. Ten
hipotetyczny inhibitor przyjeto w ostatecznych schematach oznaczaé

6 Postepy Biochemii
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literg I. Transport elektrondw na tych etapach tancucha oddechowego,
na ktorych zachodzi fosforylacja, wygladatby zatem nastepujaco:

AH2+ B+ I A ~1 + BH2 2

gdzie litery A i B symbolizujag reagujace ze sobg nosniki elektronow
w formie utlenionej, za§ AH2 i BH2 — w formie zredukowanej. Jest
teoretycznie mozliwe, ze inhibitor wiaze sie badz z utleniong, badz
ze zredukowang formg nos$nika elektronéw. Wigkszo$¢ autoréw na pod-
stawie danych, ktérych nie bedziemy tutaj szerzej omawiaé, przyj-
muje za bardziej prawdopodobne tgczenie sie utlenionej formy nos$nika
z inhibitorem, jak w reakcji 2. Jedynie Chance (8) sadzi, ze wyso-
koenergetyczne potgczenie z inhibitorem tworzy zredukowana forma
nosnika.

Reakcja 2 jest termodynamicznie odwracalna i zachodzi z nieznacz-
nym tylko efektem energetycznym. Energia swobodna reakcji przenie-
sienia pary elektronéw z nosnika o nizszym potencjale oksydoreduk-
cyjnym (A) na nos$nik o potencjale wyzszym (B) ulega, w mys$l teorii,
zmagazynowaniu w wigzaniu miedzy A i I. W nieobecnosci ADP lub
ortofosforanu w uktadzie ,SciSle sprzezonym”’ cata dostepna iloS¢ no-
$nika A ulega niemal natychmiastowemu zwigzaniu, co ttumaczytoby
bardzo mate natezenie proceséw oddychania w tych warunkach.

Potaczenie A~1 ulega ,roztadowaniu” dopiero w obecnosci ADP i or-
tofosforanu i jest sprzezone z syntezg ATP. Jednakze szereg danych do-
Swiadczalnych, miedzy innymi brak wyraznej zaleznosci aktywnosci
ATP-azy oraz reakcji wymiany ATP—P od stopnia utlenienia czy
zredukowania ogniw tancucha oddechowego, sktaniajg do przypuszcze-
nia, ze potgczenie A~I nie bierze bezposredniego udziatu w reakcji syn-
tezy ATP. Wydawato sie konieczne wprowadzenie jeszcze jednej reakcji
i jeszcze jednego hipotetycznego zwigzku X:

A—l+ A  +1~x 3

Dopiero potgczenie I~X reaguje ze zwigzkami fosforowymi wedlug
schematu:

I —X + ADP + I+ X + ATP 4

Reakcja 4 jest odpowiedzialna za obie reakcje wymiany: ATP—P

i ATP—ADP. Przyjmuje sie nastepnie, ze substancje rozprzegajace fo-

sforylacje (np 2,4-dwunitrofenol) katalizujg hydrolityczny i nieodwra-
calny termodynamicznie rozpad potgczenia I~X:

dwunitrcfenol
[ G o . B >+ X 5

Tak wiec reakcja 4 przebiegajgca ze strony prawej w lewg i nastepu-
jaca po niej reakcja 5 stanowig o mitochondrialnej ATP-azie.
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Reakcja 4 jako reakcja trdjczasteczkowa jest wypadkowg dwoch
proceséw. Mozliwe sg tu nastepujace alternatywy:
. I~-X + P21 + X~P
X~ P+ ADP~ X + ATP
lubit. I—X+ ADP ™ 1+ X —ADP
X~ ADP + P A~ X + ATP

© O N o

Wedtug alternatywy | reakcja wymiany ATP—P jest wypadkowa dwoch
reakcji, (tj. reakcji 6 i 7), natomiast wymiana ATP—ADP jest reak-
cja 7. Rzecz ma sie na odwrot w przypadku alternatywy Il, gdyz tutaj
wymiana ATP—ADP jest rezultatem dwodch reakcji (tj. reakcji 8 i 9).
Szybkos¢ tej wymiany powinna by¢ zalezna od stezenia ortofosforanu.
Wadkins i Lehninger (61) wykazali, ze zaleznosci takiej nie
ma i ze wymiana ATP—ADP zachodzi z maksymalng szybkosScig na-
wet w nieobecnos$ci ortofosforanu. A wiec bardziej prawdopodobna wy-
daje sie alternatywa I.

Ostatecznie wiec proponowany obecnie schemat fosforylacji w naj-
bardziej rozwinietej formie wyglagda nastepujgco: (schemat 3).

ah2+ B+ 1 A~l + bh2 2
A~1 + X A+ I1~-X 3
I~-X + P~ + X~P 6
X~ P+ ADP~ X + ATP 7

Schemat 3. Hipotetyczny mechanizm sprzezenia syntezy ATP z reakcjami oksy-
doredukcji.

Schemat ten nie stoi w sprzecznosci z zadnym z dotychczas znanych
i udokumentowanych faktéw, cho¢ niektérych z nich nie ttumaczy lub
ttumaczy je niedostatecznie. Wydaje sie, ze schemat ten jest znacznym
uproszczeniem i ze rzeczywisty ciag reakcji jest dtuzszy i bardziej skom-
plikowany. Czynione sg préby zmodyfikowania tego schematu przez
wprowadzenie dodatkowych reakcji (45). Z drugiej strony probuje sie
dwie hipotetyczne substancje | i X zastagpi¢ jedng (8, 9, 10) lub nawet
pominaé je zupeinie, przyjmujac, ze same nosniki elektron6w mogg
tworzy¢ wysokoenergetyczne polaczenia fosforanowe.

Schemat 3 tacznie z reakcjg rozpadu potgczenia I~X (reakcja 5)
wyjasniajg dobrze wpityw czynnikéw rozprzegajacych na wzrost utle-
niania w S$cile sprzezonych mitochondriach, jak réwniez stymulowanie
latentnej ATP-azy. Hamowanie wymiany ATP—P moznaby wyjasnic
przyjmujac, ze zwigzek I~X powstajacy w reakcji 6 jest natychmiast
hydrolitycznie rozkiadany w mys$l reakcji 5 wobec czego reakcja 6
nie moze przebiegaé z lewej strony w prawo. Sprawa ta nie jest jed-
nak catkowicie jasna. Nie jest rowniez jasny hamujacy wplyw 2,4-dwu-
nitrofenolu na reakcje wymiany ATP—ADP w $wiezo wyizolowanych
mitochondriach lub fragmentach submitochondrialnych. Nalezato by
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przyja¢, ze reakcje 6 i 7 sg ze sobg w jaki$ sposob sprzezone (45). Do-
piero zahamowanie reakcji 6 azydkiem sprawia, ze wymiana ATP—ADP
(reakcja 7) staje sie nieczuta na 2,4-dwunitrofenol.

Dziatanie azydkéw tlumaczy sie hamowaniem reakcji 6. Takie
przyjecie wyjasnia zaréwno hamujacy wptyw azydkéw na mitochon-
drialng ATP-aze, jak i hamowanie reakcji wymiany ATP-P oraz brak
wptywu na reakcje wymiany ATP—ADP.

Wysuwane sg przypuszczenia, ze substancja X w schemacie 3 moze
by¢ identyczna z wyizolowanym przez Wadkinsa i Lehningera
(61) enzymem katalizujagcym reakcje wymiany ATP—ADP (45, 46).

V. Badania spektrofotometryczne nad oksydatywng fosforylacjg

Na specjalne omowienie zastugujg badania nad fosforylacjg, pro-
wadzone od szeregu lat przez Chancela i jego grupe. Zuzycie tlenu
w tych badaniach oznaczane jest przez pomiar ubytku tlenu rozpusz-
czonego w S$rodowisku przy pomocy wibrujacej elektrody platynowej.
Jednocze$nie w tym samym S$rodowisku mierzy sie spektrofotometrycz-
nie stopien utlenienia lub redukcji enzymow tancucha oddechowego.
Dzieki takiemu urzgdzeniu mozliwe sie stato uzyskiwanie w jednym
doswiadczeniu olbrzymiej ilosci niezwykle cennych informacji dotycza-
cych stanu i funkcji enzymoéw oddechowych i systemu fosforylacyj-
nego (8). Informacje te przedstawione sg w tablicy 2.

Tablica 2
Charakterystyka réznych stanoéw ,Sci$le sprzezonych” mitochondriéw
wedtug Chance’a i Williamsa (8)

Warunki inkubacii  szybkosé Czynnik  Stopien zredukowania nosnikow

iczaia- elektronéw w procentach
Stan - oddycha- ogramczaja}’ P
Poziom Poziom f cy szybkosé enzym
02 substra- nia oddvehania PPN flawi- cyt. b cyt.c cyt a
ADP tow y nowy
| niski niski mata ADP 90 21 17 7 0
] + wysoki 0 mata substrat 0 0 0 0 0
wydolnosé
i + wysoki  wysoki duza tancucha £3 20 16 6 4
oddech.
v + niski wysoki mata ADP 99 40 35 14 0
\% - wysoki  wysoKi 0 02 100 100 100 100 100

Poniewaz w badaniach tych stosowano ,sci$le sprzezone” mitochon-
dria watroby, gtéwnym czynnikiem ograniczajacym oddychanie byt
brak ADP. Warunki takie okreslamy jako stan . Jesli do takiej za-
wiesiny mitochondriéw dodaé ADP, nastepuje szybkie utlenienie en-
dogennych substratéw, po czym zuzycie tlenu spada niemal do zera
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na skutek wyczerpania utlenialnych substratéw. Jest to stan Il. W tym
stadium obserwuje sie prawie catlkowite utlenienie wszystkich kompo-
nentéw tancucha oddechowego. Dodanie do $rodowiska substratu od-
dechowego wyzwalato bardzo intensywne utlenianie, ktéremu towa-
rzyszyta réwnie intensywna fosforylacja (stan Ill). Ustawiczny ,o0brét”
enzymoOw fancucha oddechowego, ich przechodzenie z formy utlenio-
nej w zredukowanag i na odwrét sprawia, ze w widmie pojawiajg sie
cechy charakterystyczne dla form zredukowanych. Stopien zredukowa-
nia poszczegllnych enzymdw, a raczej stosunek ilosci formy zredu-
kowanej do formy utlenionej jest w tym stadium staty i odzwierciadla
stan dynamicznej rdwnowagi (steady State), ktdry trwa tak dtugo, jak
dtugo obecne sa w S$rodowisku zaréwno substrat, jak i ADP. Stopien
zredukowania jest tym wiekszy, im blizej enzym lub koenzym stoi
w stosunku do substratu, a wiec jest najwiekszy dla DPN, najmniejszy
dla cytochromu a. Stan Il trwa tak diugo, dopoki nie wyczerpie sie
obecny w S$rodowisku ADP (substrat oddechowy jest w nadmiarze).
Woéwczas oddychanie gwaltownie maleje. Czynnikiem ograniczajgcym
oddychanie jest znéw niemozno$¢ fosforylacji, czyli brak ADP. Jest
to stan IV. Je$li w tym stadium dodaé¢ ADP, to uzyskuje sie na powrot
stan Ill z intensywnym oddychaniem. W wypadku dodania duzego
nadmiaru ADP mozna doprowadzi¢ do catkowitego wyczerpania tlenu,
co daje stan V, anaerobowy. W stadium tym nastepuje calkowita re-
dukcja wszystkich komponentéw tancucha oddechowego.

Dla wyjasnienia mechanizmu oksydatywnej fosforylacji najciekaw-
sze sg stany Il i IV, a Scisle mdwiac przejscie od stanu IV do Ill.
Przejscie to jest momentem wyzwolenia oddychania przez dodanie ADP,
czyli ,odhamowanie” faricucha oddechowego dzieki umozliwieniu fo-
sforylacji. Chance (8 10) wyszedt z zatozenia, ze w stanie IV
transport elektronéw zahamowany jest w tych punktach tancucha od-
dechowego, w ktorych zachodzi fosforylacja. Nosniki elektrondw znaj-
dujace sie w kierunku tlenu od tego punktu nie mogg byé zatem re-
dukowane i przybiorg forme bardziej utleniong. Na odwr6t, nosniki
znajdujace sie ku substratowi nie moga byé na skutek zahamowania
fancucha utleniane i przybiorg forme bardziej zredukowang. Dodanie
ADP znosi zahamowanie taficucha oddechowego i powinno sprawié, ze
nosniki o wyzszym potencjale oksydoredukcyjnym zndéw bedg mogly
by¢ redukowane a nosniki o nizszym potencjale — utleniane. Rozu-
mujac w ten sposéb wydawato sie mozliwe znalezienie miejsc fosfory-
lacji drogg doktadnej rejestracji stopnia utlenienia i redukcji poszcze-
gélnych nosnikow elektronéw w stanie IV i ich zmian przy przejsciu

w stan Il po dodaniu ADP. Jak wida¢ z tablicy 2, wszystkie no$niki
od DPN do cytochromu c przybieraja przy przejsciu ze stanu IV do
stanu Ill forme bardziej utleniong a tylko cytochrom a ulega pewnej

redukcji. Wskazuje to, zgodnie z rozumowaniem Chance’a na fo-
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sforylacje pomiedzy cytochromem c¢ a cytochromem a* Uzywajac in-
nego materiatu (np. watroby S$winki morskiej zamiast szczura) lub
przyhamowujac nieco transport elektronéw za pomocg azydku udato
sie wykaza¢ rowniez obecno$¢ pozostatych dwoch miejsc fosforylacii:
pomiedzy DPN i flawing oraz miedzy cytccl romem b i cytochromem c.
Jak wiec widaé, badania te oparte na catkowicie odmiennych zatoze-
niach i prowadzone na zupetnie innej dfodz<? dalty w zasadzie podobne
rezultaty co omawiane wczesniej prace innych autoréw.

V1. Oksydatywna fosforylacja a struktura mitochondriéw

Mitochondria sg jedynymi znanymi organellami komorek zwierze-
cych, w ktorych zachodzi proces oksydatywnej fosforylacji. Wcze$niej-
sze badania nad izolowanymi mitochondriami pozwalaty przypuszczad,
ze zachowanie w mozliwie nienaruszonej formie struktury mitochon-
drionu jest niezbednym warunkiem uzyskania preparatu zdolnego do
syntezy ATP kosztem energii utleniania. Poglad ten wynikat z licz-
nych obserwacji, ze uszkodzenie struktury mitochondriow prowadzi do
catkowitego lub czesciowego rozprzezenia fosforylacji.

Najmniej drastyczng zmian~ strukturalng jest tzw. pecznienie mito-
chondriow. Mitochr idria znajdujgce sie w komdrce majg na ogdt ksztatt
krétkich pateczek diugosci od jednego rJo kilku mikronéw; $wiezo
wyizolowane z zachowaniem wszelkich $rodkéw ostrozno$ci zachowujg
przez pewien, krotszy lub dluzszy czas swodj pateczkowaly ksztakt,
stopniowo jednak przybierajg posta¢ kulistg, przy czym ogdlne wymia-
ry i objeto$¢ ich znacznie wzrasta. Proces ten nosi wiasnie nazwe pecz-
nienia. Towarzyszy mu przenikanie do wnetrza mitochondriow wody
i jednoczesne ,wyciekanie” z mitochondriéw do S$rodowiska rozpusz-
czalnych i dyfundujacych skiladnikow, przede wszystkim nukleotyddéw
(ATP, ADP, DPN). Pecznienie zachodzi powoli i samorzutnie w czasie
inkubowania mitochondriéw w izotonicznych a nawet hipertonicznych
roztworach soli (NaCl, KC1). Srodowisko hipotoniczne znacznie przyspie-
sza ten proces. Podobnie dziata wiele substancji chemicznych, np. ty-
roksyna, jony wapnia, florydzyna, kwasy tluszczowe, czterochlorek
wegla, detergenty, glutation, cysteina. Pecznieniu towarzyszy zazwy-
czaj spadek zdolnosci fosforylacyjnych az do catkowitego rozprzezenia.

* Jak wida¢ z tablicy 1, roéznica potencjatéw oksydoredukcyjnych miedzy
cytochromem c¢ a cytochromem a jest zbyt mata, by wystarczyta na wytworzenie
wigzania fosforanowego ATP. Jednakze rejestrowany przez Chance’a prazek
»a” jest wypadkowag widma cytochromoéw a i a3 Tak wiec rezultat tych badan
nalezy interpretowa¢ jako wykazanie fosforylacji na etapie cyt. ¢ -——- > cyt. a
—mmmeees > cyt. 03, co nie jest sprzeczne z danymi termodynamicznymi (potencjat
oksydoredukcyjny cytochromu a3 nie jest dokladnie znany).
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Jak wykazujg ostatnie badania (44, 45, 62), pecznienie jest zjawiskiem
bardzo ztozonym i prawdopodobnie wypadkowga réznych procesow.
Pecznienie mitochondriow moze by¢ cofniete przez dodanie do $rodo-
wiska ATP. Nastepuje wdwczas t. zw. ,,skurcz” i powro6t napeczniatych
mitochondriéw do postaci zblizonej do form wyjsciowych (42). Nie jest
dotychczas sprawg wyjasniona, czy ,skurcz” mitochondriéw jest pro-
cesem podobnym do skurczu widkienek miesniowych i zaleznym od
obecnosci kurczliwego biatka, czy tez spowodowany jest on raczej ,,wy-
pompowywaniem” z mitochondriéw wody.

Scista zalezno$¢ oksydatywnej fosforylacji od nietknietej struktury
mitochondridw, jak poczatkowo sgdzono, stanowita powazne ogranicze-
nie w badaniach enzymatycznych mechanizmoéw fosforylacji. Totez
waznym i otwierajagcym nowe perspektywy osiggnieciem byto stwier-
dzenie (16) wystepowania sprzezonej z oddychaniem fosforylacji we
fragmentach uzyskanych przez rozhicie mitochondriéw dziataniem di-
gitoniny. Przy S$cistym zachowaniu empirycznie ustalonych warunkéw
uzyskano dziataniem digitoniny submitochondrialne czgstki zdolne do
syntezy ATP oraz katalizujgce reakcje wymiany ATP—P i ATP—ADP
(19). Czastki te wykazywaty réwniez czynno$¢ ATP-azy (18).

W $lad za tymi badaniami ukazaly sie doniesienia innych autoréw,
ktorzy rozmaitymi drogami uzyskiwali zdolne do oksydatywnej fosfo-
rylacji fragmenty mitochondriéw, a wiec przez traktowanie mitochon-
driow wodnymi roztworami etanolu i fosforanu (28, 29), dziatanie
ultradzwiekami (37), rozcieranie z krzemionka itp. Dla uzyskania cza-
stek zdolnych do oksydatywnej fosforylacji konieczne jest jednak $ci-
ste przestrzeganie warunkéw rozbijania mitochondriéw, gdyz zbyt dra-
styczne dziatanie daje w efekcie fragmenty pozbawione aktywnosci fo-
iforylacyjnej. Tym prawdopodobnie tlumaczg sie wczesniejsze nie-
powodzenia z uzyskaniem fosforylujacych czastek submitochondrial-
nych.

Zostato wiec wykazane, ze mitochondria nie sg najmniejszg zdolng
do fosforylacji jednostkg struktralng. Wszelkie jednak préby dalszej
fragmentacji celem ostatecznego otrzymania rozpuszczalnego systemu
enzymatycznego, posiadajgcego zdolno$¢ sprzezonej z utlenianiem syn-
tezy ATP, nie daly dotychczas pozadanego rezultatu, chociaz osiggnie-
to pewne postepy w tej dziedzinie. Do nich nalezy niewatpliwie otrzy-
manie rozpuszczalnego enzymu katalizujagcego wymiang ATP—ADP (61),
0 czym byla juz mowa wyzej. Innym osiggnieciem jest otrzymanie
z rozbitych mitochondriéw rozpuszczalnej frakcji biatkowej, ktdra
wprawdzie sama nie katalizuje ani oddychania ani fosforylacji (po-
siada jedynie aktywno$¢ ATP-azy), ale wzmaga fosforylacje (podwyzsza
stosunek P:0), jesli doda¢ jg do fragmentéw submitochondrialnych
0 zmniejszonej zdolnosci fosforylacyjnej (47, 52).
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Tak wiec przy obecnym stanie badan wydaje sie, ze istota sprze-
zenia syntezy ATP i transportem elektronéw zwigzana jest z istnie-
niem zorganizowanych i nierozpuszczalnych w wodzie elementéw struk-
tury. Najbardziej wyczerpujace badania nad strukturalnym podiozem
procesé6w oddychania i sprzezonej fosforylacji prowadzi od szeregu lat
grupa D. E. Greena z Institute jor Enzyme Research w Madison.
Prowadzone réwnolegle z badaniami biochemicznymi obserwacje przy
pomocy mikroskopu elektronowego pozwolity ustali¢ pewne zaleznoSci
miedzy strukturg fragmentéw submitochondrialnych a ich zdolnoscig do
fosforylacji.

Rys. 2. Zdjecie elektronowo-mikroskopowe mitochondriéow nabtonka jelita ludz-
kiego wedtug Hartmana i wspoOtpracownikéow (30).

Rysunek 2 przedstawia zdjecie elektronowo-mikroskopowe mito-
chondridw za$ rys. 3a — schemat struktury mitochondrionu. Jak widac,
mitochondrion otoczony jest podwoéjng btong a wnetrze jego poprze-
dzielane jest poprzecznymi przegrodami (tzw. cristae). Btona mitochon-
drialna i przegrody zbudowane s z lipoproteidow. Substancje te redu-
kuja kwas osmowy i nadmanganian, ktorg to wiasciwos¢ wykorzystuje
sie celem uwidocznienia struktur mitochondrialnych w mikroskopie
elektronowym. Przestrzenie miedzy przegrodami wypetnione sg przez
tzw. matrix, sktadajgcg sie z biatek rozpuszczalnych i substancji drobno-
czasteczkowych. Pecznienie mitochondrionu polega na przenikaniu wo-
dy do wnetrza jego struktury oraz pomiedzy warstwy podwdjnej bto-
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ny (rys. 3b). Przegrody réwniez moga podlega¢ pecznieniu i wakuoli-
zacji lub zostajg zepchniete w jeden koniec mitochondrionu (rys. 3b
i 3c). Dalsze pecznienie doprowadza do pekniecia btony mitochondrial-
nej i powstania wiekszych i mniejszych fragmentéw. W przypadku da-

Rys. 3. Schemat tworzenia sie fragmentow submitochondrialnych wedtug Zie-
glera i wspoétpracownikéw (63); a — normalny mitochondrion, b — mitochon-
drion napeczniaty; ¢ — powstawanie fragmentéw submitochondrialnych d —
fragment zdolny do fosforylacji (PETP), e — fragmenty niefosforylujgce (ETP).

leko posunietej fragmentacji powstaja drobne, o pojedyriczej btonie
pecherzyki (rys. 3e). Pecherzyki te tworzg sie prawdopodobnie dzieki
temu, ze fragmenty biony mitochondrialnej i przegrdd, ztozone z lipo-
proteiddow a wiec zawierajgce grupy apolarne, hydrofobne, wykazuja
w $rodowisku wodnym tendencje do tworzenia zamknietych struktur.
Pecherzyki te zawierajg caly komplet enzyméw oddechowych (précz
niektérych dehydrogenaz) i maja zdolno$¢ utleniania DPNH oraz
bursztynianu; nie posiadajg jednak zdolnosci syntezy ATP. Fragmenty
te zostaty w zwiagzku z tym nazwane przez zesp6t Green a electron
transport particles, w skrocie ETP. Przy bardziej ostroznej i tagod-
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niejszej fragmentacji cze$¢ przegréd nie ulega zniszczeniu, lecz po
peknieciu btony mitochondrialnej tworzy czgstke znacznie mniejszg od
mitochondrionu, lecz w zasadzie o podobnym schemacie budowy (rys. 3d).
Czastki te zachowujg zdolnos$¢ fosforylacji i zostaty nazwane phosphory-
lating electron transport particles, w skrocie PETP (25, 26, 28, 29). Na
podstawie tych i innych obserwacji wysuwa sie obecnie przypuszczenie,
ze niezbednym warunkiem sprzezenia oddychania z syntezg ATP jest
zachowanie struktur o podwojnej btonie (PETP). Pecherzykowate two-
ry o pojedynczej btonie (ETP) pozbawione sg zdolnosci do fosforylacji.
Bardziej obszerny opis struktury mitochondriéow i submitochondrialnych
fragmentéw zostal zamieszczony w jednym z wczesSniejszych zeszytdw
Postepéw Biochemii (64).

Badania grupy Greena rzucajg $wiatto nie tylko na role struk-
tur morfologicznych w procesach oksydacyjnej fosforylacji ale réwniez
na znaczenie dla tych proceséw pewnych struktur chemicznych, mia-
nowicie symplekséw biatkowo-lipidowych (27). Jak juz wspomniano
wyzej, lipoproteidy stanowig gtowny skitadnik bton mitochondrialnych
i wewnatrzmitochondrialnych przegréd. Wydaje sie wiec prawdopo-
dobne, ze te witasnie lipoproteidy sa siedliskiem zaréwno ukladéw prze-
noszacych elektrony w tahcuchu oddechowym jak i biorgcych udziat
w sprzezonej z tym procesem fosforylacji. Obecny stan badan pozwala
na razie tylko spekulowaé nad mozliwg rolg lipoproteidobw w tych
reakcjach. Wysuwane sg przypuszczenia, ze synteza ATP, przebiega-
jaca z wydzieleniem czasteczki wody, musi na pewnych etapach za-
chodzi¢ w S$rodowisku niewodnym, gdzie warunki termodynamiczne sg
dla takiej reakcji znacznie korzystniejsze. Ttuszczowy komponent lipo-
proteidow mitochondrialnych mogtby wilasnie stwarza¢ takie $rodo-

wisko.

VI1Il. Kofaktory fosforylacji — rola witaminéw i hormondéw

Niewiele dotychczas wiadomo o substancjach niskoczgsteczkowych,
ktére odgrywatyby role posrednikéw lub kofaktoréw w procesach oksy-
datywnej fosforylacji. Funkcje takie przypisuja niektorzy autorzy pew-
nym witaminom, hormonom i innym zwigzkom.

Najwczes$niej zwrocono uwage na mozliwg role witaminu K. Prace
Martiusa i wspétpracownikéw (48) wskazywaty na obnizong zdol-
no$¢ do fosforylacji mitochondriow z narzadow zwierzat cierpigcych
na awitaminoze K. Dodatek witaminu K zaréwno in vivo jak i in vitro
(do izolowanych mitochondriéw) przywracatl peing fosforylacje. Nowsze
badania Beyera (3) wykazaty zanik fosforylacji w mitochondriach
naswietlanych bliskim ultrafioletem lampy rteciowej. Naswietlanie ta-
Kie niszczy miedzy innymi zawarty w mitochondriach witamin K. Do-
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danie witaminu K do naswietlanych mitochondriow przywracato w spo-
s6b specyficzny zdolnos¢ fosforylacyjng. Z drugiej strony istnieje jed-
nak szereg badan poddajgcych w watpliwo$¢ rolg witaminu K w oksy-
iatywnej fosforylacji w tkankach zwierzecych.

Druga substancja, kt6rej przypisuje sig udziat w procesach fosfory-
lacyjnych jest koenzym Q. Jest to chinon o diugim #fancuchu bocznym
ztozonym z jednostek izoprenowych, znajdowany zawsze w mitochon-
iriach. Rola koenzymu Q w transporcie elektronéw wydaje sig obecnie,
gtéwnie dzieki licznym pracom grupy Greena, niewatpliwa. Nato-
miast udzial koenzymu Q w syntezie ATP jest na razie tylko hipoteza.

Zar6wno witamin K jak i koenzym Q posiadajg strukture chino-
nowg. Z rozwazan teoretycznych jak i z doSwiadczerh na zwigzkach mo-
delowych wynika, ze chinony w trakcie odwracalnej oksydoredukcji
moga tworzy¢ wysokoenergetyczne potaczenia z kwasem fosforowym.
Wysuwane sg przypuszczenia, ze polgczenia takie powstajg z koenzy-
mem Q, witaminem K i, by¢é moze, innymi chinonami o znaczeniu bio-
logicznym (11, 13). Zagadnienie to jak réwniez rola koenzymu Q w fan-
cuchu oddechowym sa obszernie omdéwione w specjalnych artykutach
w Postepach Biochemii (12, 58), dlatego tez tutaj nie bedziemy tych
zagadnien szerzej poruszac.

Badania Slatera (56) oraz innych autorow wskazywaty na moz-
liwg role witaminu E (a-tokoferolu) w oksydatywnej fosforylacji.
Stwierdzono, ze tagodna ekstrakcja mitochondriéw rozpuszczalnikami
organicznymi (np. izooktanem) znosi ich zdolno$¢ fosforylacyjng. Zdol-
no$¢ te przywraca w niektdrych przypadkach dodanie tokoferolu. POz-
niej jednak wykazano, ze nie jest to specyficzna wiasno$é witaminu E
i ze niektére inne substancje o charakterze lipidowym moga dziata¢ po-
dobnie. Z drugiej strony jednak wiadomo, ze tokoferol op6Znia rozprze-
ganie fosforylacji w czasie ,starzenia” mitochondriow, to jest prein-
kubowania ich bez substratu i ATP, za$ mitochondria z narzadow
zwierzat z awitaminozg E wykazujg wiekszg labilno$¢ fosforylacji niz
w przypadku zwierzat normalnych. Wydaje sie jednak, ze moze to by¢
zwigzane raczej z antyoksydacyjnym dziataniem tokoferolu niz z jego
udziatem jako kofaktora fosforylacji. Wiadomo mianowicie, Zze toko-
ferol ma wybitnie zaakcentowang zdolno$¢ niszczenia nadtlenkéw. Wia-
domo rowniez, ze nadtlenki, w szczeg6lnosci nadtlenki kwasow tlusz-
czowych dziatajg niezwykle szkodliwie na uktady enzymatyczne mito-
chondriéw (59). Tak wiec rola witaminu E sprowadza sie prawdopodo-
bnie raczej do dziatania ochronnego.

Tyroksyna znana jest od dawna jako substancja rozprzegajaca od-
dychanie i fosforylacje (44). Rzeczg zastanawiajgcg jest jednak to, ze
dziata ona w ten spos6b jedynie na cate mitochondria, natomiast jest
bez wptywu na fosforylacje we fragmentach submitochondrialnych.
Wigze sie to prawdopodobnie z tym, ze tyroksyna niezwykle silnie
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wzmaga pecznienie catych mitochondriéw. W ostatnich czasach stwier-
dzono, ze pewne niskie stezenia tyroksyny nie tylko nie dziatajg roz-
przegajaco, lecz przeciwnie, wzmagajg fosforylacje (podwyzszajg sto-
sunek P:0) (5, 21). Tak wiec nie jest wykluczona rola tego hormonu
w procesie fosforylacji.

Niezwykle silnie rozprzegajagcymi substancjami sg wolne (niezestry-
fikowane) diugotaricuchowe kwasy ttuszczowe (51). W réznych narza-
dach i u réznych organizméw znajdowano wielokrotnie naturalne sub-
stancje rozprzegajace fosforylacje. Wydaje sie obecnie, ze sg to prze-
waznie wolne kwasy tluszczowe. Jest zastanawiajace, ze kwasy nie-
nasycone dziatajag o wiele silniej rozprzegajaco niz nasycone. Z drugiej
strony wiadomo, ze lipidy mitochondrialne zawierajg przewage niena-
syconych i wielonienasyconych kwaséw tluszczowych. Mozna wiec
przypuszczaé, ze kwasy ttuszczowe w jaki$ wybidrczy, by¢ moze kom-
petytywny sposob blokujg centra aktywne fosforylacji. W czasie pecz-
nienia mitochondriéw, zaréwno spontanicznego, jak i wywotanego przez
niektére substancje, nastepuje gromadzenie sie w nich wolnych kwaséw
ttuszczowych. ,,Skurcz” mitochondriéw pod wpltywem ATP zwigzany
jest z resyntezg fosfolipidow (62). Mozna przypuszczac, ze pewne fosfo-
lipidy mitochondrialne moga stanowi¢ jedno z ogniw tgczacych procesy
oddechowe z fosforylacja.

Zagadnienie oksydatywnej fosforylacji wysuwa sie obecnie na jedno
z czotowych miejsc w problematyce biochemicznej. Nad zagadnieniem
tym prowadza intensywne badania liczne laboratoria na catym Swiecie.
W chwili obecnej rozporzadzamy w tej dziedzinie wielkim arsenatem
faktéw, lecz nie zawsze umiemy fakty te ze sobg powigza¢. Zachodzi
jeszcze stale potrzeba wprowadzania hipotetycznych reakcji i interme-
diatow. Wydaje sie jednak, ze niezbyt odlegty jest dzien, gdy dzieki
nowym odkryciom obecne luki zostang wypetnione i bedziemy w stanie
w sposob jasny i zrozumiaty powigzaé ze sobag reakcje syntezy ATP
z reakcjami utleniania komoérkowego. Jedna rzecz wydaje sie pewna.
W mechanizmie sprzezenia syntezy ATP z procesami oddechowymi
niewatpliwg role odgrywa struktura submikroskopowa, a byé moze —
makromolekularna. Ugruntowuje sie coraz bardziej przeSwiadczenie,
ze do rozwigzania zagadnienia oksydatywnej fosforylacji doprowadzié
moze tylko Sciste powigzanie badan biochemicznych z badaniami nad
ultrastrukturg mitochondriow.
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TOM VIII 1962 ZESZYT 1

EMIL NALBORCZYK*

Zastosowanie trytu w badaniach biochemicznych i biologicznych

Application of Tritium in Biochemical and Biological Investigations

The measurement of radioactivity of tritium labelled compounds, their prepa-
ration by exchange reactions, chemical synthesis and biosynthesis are reviewed.

W ciggu ostatnich kilku lat nastgpit wyrazny postep w badaniach
z zastosowaniem trytu w biochemii, jak rowniez w dziedzinach fizjologii
zajmujacych sie zagadnieniami przemiany materii w poszczegdlnych or-
ganach, lokalizacji szeregu zwigzkdéw organicznych oraz szybkosci i pra-
widtowosci ich przemieszczania. Postep ten jest wynikiem zaréwno ulep-
szonych metod pomiaru, ktére do niedawna stanowity gtéwng przeszko-
de w szerszym zastosowaniu trytu, jak i opracowania wielu pomysto-
wych sposobow syntezy zwigzkéw organicznych znakowanych tym izo-
topem. Przy pracy z zastosowaniem trytu, ze wzgledu na jego stabe
promieniowanie wymagane jest posiadanie specjalnej aparatury pomia-
rowej. Ponadto nalezy uwzgledniaé — w stopniu znaczniejszym niz
w przypadku innych izotopéw promieniotwdrczych — efekt izotopowy,
spowodowany duzg réznicg masy trytu w poréwnaniu z wodorem. Z te-
go wzgledu wyniki badan z zastosowaniem trytu w odréznieniu od sto-
sowanych dotychczas znacznie szerzej w biochemii i fizjologii takich
izotopéw promieniotworczych jak 14C, 3P, IS, 4Ca wymagajg szcze-
gélnie ostroznej interpretacji.

I. Wihasnosci i dozymetria zwigzkéw znakowanych trytem

Promieniotwérczy izotop wodoru — tryt (H, T) posiada okres poto-
wicznego zaniku 12,26 + 0,04 lat. Maksymalna energia promieniowa-
nia czastek B wynosi 0,018 MeV, $rednia 0,0057 MeV. Zasieg ich w po-
wietrzu nie przekracza 2 mm, w wodzie 8 x w tkankach zywych 6 [i
i emulsji fotograficznej 2 ji. Prosta metoda otrzymywania trytu w skali

* Mgr, st. asystent Katedry Fizjologii Ros$lin SGGW w Warszawie. .
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preparatywnej polega na bombardowaniu termicznymi (spowolnionymi)
neutronami jader atoméw litu. Neutron, ktéry w trakcie bombardowania
zostanie wchioniety przez jadro litu, powoduje jego wzbudzenie i roz-
szczepienie na dwa fragmenty — czasteczke a i jadro trytu:
®Li+ ¢fl— >2¢ + iT

W powyzszy sposOb otrzymuje sie z duzg wydajnoscig (dzieki duzemu
przekrojowi czynnemu reakcji) ilosci trytu rzedu curie. Tym samym
tryt jest znacznie tanszy w poréwnaniu z 1C. Praktycznie mozna uzy-
skaé aktywnos$¢ wiasciwg do 60 curie na milimol. Pozwala to na otrzy-
manie drogg znakowania trytem produktow o wysokich aktywnosciach
wiasciwych.

Jezeli znakowanym produktem sa zwigzki organiczne, ulegajg one
w trakcie ich przechowywania (jak to ma miejsce w wypadku znako-
wania innymi izotopami promieniotwoérczymi) stopniowemu rozkladowi
pod wpltywem @ promieniowania trytu. Rozklad ten przebiega jednak
8—10 razy wolniej niz w zwigzkach znakowanych 14C o analogicznej
aktywnosci wiasciwej (75).

Duza réznica w masie pomiedzy H i T powoduje znaczne ostabienie
wigzan X—T stosunku do X—H, co stanowi podstawe duzych miedzy-
oraz wewnatrzczasteczkowych efektéw izotopowych. | tak wewnatrz-
czasteczkowy efekt izotopowy kn~T waha sie w granicach 5—20; Ki-
netyczny lub miedzyczasteczkowy pomiedzy 1,5—2 (11, 50). Efekty izo-
topowe deuteru i trytu pozostajg w stosunku do siebie jak: (kHkx) =
= (k"ko)14R (33, 73). Badanie efektow izotopowych zwigzkéw znakowa-
nych trytem nastgpito po opracowaniu odpowiednich metod pomiaru jego
aktywnos$ci odznaczajacych sie wyjatkowg doktadnoscig (63, 74).

Problem pomiaru trytu ze wzgledu na stabe promieniowanie unie-
mozliwiajagce oznaczenie aktywnosci najczesciej stosowanymi liczni-
kami okienkowymi ograniczat przez diuzszy czas mozliwo$¢ jego szer-
szego zastosowania. Ostatnio opracowano szereg metod pomiaru trytu
i zwigzkéw nim znakowanych wewnatrz detektoréw promieniowania.
Badane proby wprowadzane sg do licznika zaleznie od jego typu oraz
konsystencji zwigzku w postaci gazu, cieczy lub ciata statego. Zagadnie-
nie to zostato opisane przez wielu autoréw (83, 71, 67, 35).

Jednym z najprostszych i czesto stosowanych jest pomiar aktywnosci
trytu w liczniku przeptywowym bez okienka. Polega on na umiejsco-
wieniu preparatu w postaci stalej bezposrednio pod anodg licznika
(20, 66). Szczegblng doktadnoscia pomiaréw tego typu odznaczajg sie
prace Isbella i wspotpracownikdéw (42), ktérzy przy zastosowaniu
nieskonczenie grubej warstwy (0,7 mg/cm2 uzyskali wydajnos¢ 4%.
Wedtug spostrzezen innych autoré6w wydajnos¢ dla prob o grubosci
0,8 mg/cm2 wynosi tylko 2°/o. Po przekroczeniu pewnej granicy grubo-
§ci warstwy zawierajgcej tryt, wyniki pomiaréw sg bardzo rozbiezne.
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Mozna je czesciowo ustabilizowa¢ poprzez dodanie do préby grafitu
co zwieksza jej przewodnictwo elektryczne. Przy pracy z warstwg o gru-
bosci powyzej 0,5 mg/cm2 obserwowano zmniejszanie sie aktywnosci
z czasem w ciggu pierwszych 60 min. Ver 1ly i wspotpracownicy (84)
ttumacza to zjawisko powstawaniem na powierzchni badanej proby ba-
riery potencjatu o dodatnim tadunku elektrycznym, ktéra nie przepusz-
cza stabego promieniowania @ Stopien zahamowania w danym wypadku
zalezy od oporu elektrycznego proby i jej aktywnosci. Przy pomiarach
préb o warstwie Kkilku jig/lcm2 wystepuje réwniez duzy rozrzut wyni-
kéw na skutek stopniowego powstawania w roztworze podczas jego su-
szenia na miseczkach — mikrokrysztatbw badanej substancji, ktdre
absorbujg promieniowanie trytu. Poniewaz krysztaty te sg charaktery-
styczne dla kazdego zwigzku, metoda nie pozwala na poréwnywanie
aktywnosci préb zawierajacych rézne zwiagzki. W celu uniknigecia po-
wstatych réznic Muramatsu i Sasaki (54) poddajg zwigzki zna-
kowane trytem spaleniu, a powstalg wode wigza w reakcji z bromkiem
oktadecylomagnezowym. Promieniotwdrczo$¢ wytworzonego |-3H-okta-
dekanu, zawierajagcego tryt badanych zwigzkéw, mierzona jest przy do-
brej powtarzalnosci wynikéw na miseczkach ze stali nierdzewnej w licz-
niku przeptywowym. Przy réwnomiernym naniesieniu J-3H-oktade-
kanu na miseczke absorpcja wilasna promieni @ wystepuje dopiero
w warstwie grubosci powyzej 100 jig/cm2

Znacznie wiekszg doktadnoscig odznaczajg sie pomiary aktywnosci
trytu przeprowadzone w fazie gazowej. Przed pomiarem zwigzek orga-
niczny spalany jest w tlenie do wody trytowanej, ktora nastepnie po
ogrzaniu w prozni z cynkiem (93) lub magnezem (88), daje wodor iry-
towany. Wilzbach, Kaptan i Brown (92) zastosowali réw-
noczesne spalanie préby organicznej i redukcje do irytowanego wodoru
i metanu. Redukcje przeprowadzano w probéwce ze szklta Pyrex o $red-
nicy 1,1 cm i diugosci 17 cm. Kazdorazowo do probowki wprowadzano
1 g cynku, 100 mg tlenku niklu, 5—6 mg wody oraz 5—10 mg zwigzku
zawierajgcego tryt. Wode i substancje pitynne umieszczano w matych
cienkosciennych amputkach ze zwyklego szkta. Z probéwki odpompo-
wywano powietrze do 1 mm Hg, koniec jej zatapiano i po stiluczeniu
amputek oraz dokladnym wymieszaniu zawartosci (przez wstrzasanie)
ogrzano probowke w pozycji poziomej w temp. 640 + 10° przez 3 godz.
Powstatg mieszanine trytowanego metanu i wodoru zbierano po roz-
biciu probéwki w uktadzie prézniowym, potaczonym z licznikiem.

Znacznie dogodniejszym okazato sie otrzymywanie metanu tryto-
wanego przez nagrzewanie trytowanej wody z jodkiem metylomagne-
zowym (31) albo weglikiem glinu (82, 36), trytowanego n-butanu w wy-
niku reakcji z bromkiem n-butylomagnezowym (62) lub trytowanego
acetylenu — w reakcji z weglikiem wapnia (4). Zwiagzki te w celach
pomiaru 'ich aktywnosci wprowadza sie do komory jonizacyjnej (93)

7 Postepy Biochemii
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do licznikéw proporcjonalnych (88, 62) lub do licznikéw pracujacych
w zakresie Geigera (31, 40). Wymienione trytowane weglowodory
w mniejszym stopniu niz trytowany woddr zanieczyszczaja aparature
do spalan i wnetrze licznika.

Bogdanow, Szalnow i Sztukkenberg (7) opracowali
szybka metode oznaczania trytu zwigzkdéw organicznych po ich spa-
leniu do wody. Badany zwigzek lub calg tkanke umieszczano w retorcie
ze stali nierdzewnej zakonczonej kapilarg. Retorte wstawiano do rury
kwarcowej przez ktorg przepuszczano strumieAd osuszonego tlenu. Po
ogrzaniu catoSci do temperatury 800—900° gazowe produkty rozkiadu
wychodzity z retorty przez kapilare i przy zetknieciu z tlenem wodor
spalanej proby byt utleniany do wody, ktdrg wymrazano ciektym azo-
tem. Czas catkowitego spalenia 2—3 g préby nie przekraczat 3—5 min.
Aktywnos$é trytu otrzymanej wody mierzono w postaci pary w komo-
rze jonizacyjnej.

W zasadzie wszystkie metody pomiaru trytu w fazie gazowej dosto-
sowane zostaly do oznaczen seryjnych, jednak ze wzgledu na dtugi
czas wykonania jednego oznaczenia i do$¢ duzag ilo$¢ substancji po-
trzebnej do analizy ustepujg one miejsca pomiarom w fazie ciekiej
przy uzyciu licznikéw scyntylacyjnych.

Obszerne dane o budowie, pracy i zastosowaniu tego typu licznikdw
podane sg w monografii Bella i Hayesa (5. Badang prébe roz-
puszcza sie w roztworze scyntylacyjnym i umieszcza na okienku fotopo-
wielacza. Jako roztwory scyntylacyjne stosuje sie najczeSciej roztwory
2,5-dwufenylooksazolu albo 1,4[2-(5-fenylooksazolilo)]-benzenu w tolue-
nie lub ksylenie. Roztwory te emitujg fotony w zakresie zblizonym do
maksymalnej czutosci fotopowielacza. Promieniowanie trytu jest zrédiem
stabych scyntylacji, dlatego tez wymagane jest zwiekszenie napiecia
pracy w fotopowielaczu. Prowadzi to z kolei do zwiekszenia biegu wia-
snego (tta), ktérego obnizenie osiaga sie przez wprowadzenie ukitadu
koincydencji oraz ochtodzenie roztworu i fotopowielacza do —10°.
Ostatnio do pomiaru trytu wyprodukowano uktady liczace, ktére nie
wymagaja koincydencji i chtodzenia (Nuclear Entreprises Ltd.).

Wydajnos$¢ liczenia przy uzyciu licznikéw scyntylacyjnych dochodzi
do 30°0. Zalezy ona jednak od rodzaju mierzonej proby, gdyz szereg
zwigzkow posiada zdolno$¢ gaszenia scyntylacji wywotanej promienio-
waniem trytu. Szczegélnie duzy efekt gaszacy wykazuje tlen zawarty
w roztworze scyntylacyjnym (28). Zmniejszenie tego efektu mozna uzy-
ska¢ poprzez dodanie do proby naftalenu. Przy badaniu zwigzkéw nie-
rozpuszczalnych w toluenie lub ksylenie stosuje sie szereg metod w ce-
lu wprowadzenia ich do roztworu scyntylacyjnego. Vaughan, Ste-
inberg i Logan (77) rozpuszczali aminokwasy i biatka znako-
wane trytem w 1 M roztworze metanolowym hydroksyhiaminy. W na-
czyniu stuzacym do pomiaru aktywnosci, w 1 ml roztworu rozpuszcza-
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no w temperaturze 55—60° przez 1—2 godz. 20 mg aminokwaséw lub
10 mg biatek. Nastepnie dodawano 10 ml roztworu dwufenylooksazolu
w toluenie i po ochtodzeniu do —10° mierzono aktywnos$¢. Zaréwno
biatka jak i aminokwasy w postaci soli (bezposrednio po ich rozdziale
chromatograficznym na kolumnie) rozpuszczaly sie dobrze w podanych
wyzej warunkach. Jedynie aminokwasy zawierajgce siarke i arginina
nie rozpuszczaty sie w ilosciach powyzej 5 mg w 1 ml metanolowego
roztworu hydroksyhiaminy.

Przy wprowadzeniu do roztworu scyntylacyjnego nierozpuszczal-
nych w nim zwigzkéw irytowanych mozna stosowac takie rozpuszczal-
niki posrednie jak etanol lub dioksan. Mozna tez wprowadza¢ zwiazKi
nierozpuszczalne w postaci zawiesiny (26, 68). Steel opracowal pro-
sta metode oznaczania aktywnos$ci trytu zawartego w materiale biolo-
gicznym przy uzyciu licznika z ptynnym scyntylatorem. Probe do 100 mg
umieszczano z tlenkiem miedziowym na dnie diugiej probéwki. Probow-
ke zatapiano i koniec z materiatem ogrzewano do wysokiej tempera-
tury — podczas gdy przeciwlegty cze$é oziebiano do —65°. Wymrozona
wode zawierajacg tryt po rozbicu amputki rozpuszczano w absoluthym
etanolu i wprowadzano do roztworu scyntylacyjnego. Wydajnos$é po-
miaru wynosita 10%. Stosujagc podobng metode Jacobson i wspét-
pracownicy (44) uzyskali wydajnos¢ liczenia 12— 14°/.

Oprécz scyntylatoré6w plynnych do pomiaru trytu stosuje sie row-
niez scyntylatory z plastyku. Funt i Hetherington (27) zasto-
sowali do pomiaru aktywnosci zwigzkéw zawierajgcych 3H, 14C, 3P
i ZNa kapilare wykonang z masy plastycznej scyntylujacej pod wpty-
wem czastek @ Roztwory wodne badanych prob wprowadza sie do
kapilary i uzywajac fotopowielacza Dumont 6292 mierzy sie aktywno$c
typowym przelicznikiem elektronowym. Metoda posiada duze zalety ze
wzgledu na mozliwo$¢ badania roztworéw wodnych zawierajacych iry-
towane zwigzki. Poniewaz mierzone sg scyntylalacje $cianek kapilary,
réwniez barwa roztworu nie jest czynnikiem ograniczajagcym doko-
nanie pomiaru. Pomiary w przeciwienstwie do uzyskiwanych na scyn-
tylatorach ptynnych odznaczajg sie duzag stabilnoscig i powtarzalnoscia
wynikow.

Opracowano rowniez szereg metod wykrywania lokalizacji zwigzkéw
zawierajgcych tryt po ich chromatograficznym rozdziale na bibule.
Wilson (89) oraz Parups i wspotpracownicy (59) w celu szybkie-
go i wyraznego uzyskania radiochromatogramoéw zastosowali opryski-
wanie rozwinietych chromatogramow roztworem scyntylatora. Pozwo-
lito to na wykrycie po 2 tygodniach ekspozycji aktywnos$ci 0,4 "~iC/cm2
Po zastosowaniu specjalnych czutych filméw bez warstwy ochronnej
Narath i Gundlach (56) wykryli po 10 dniach prébe o aktywno-
§ci 10~5 [iC/cm2



Dla bezposredniego pomiaru aktywnos$ci trytu na bibule chromato-
graficznej spryskiwano jg roztworem antracenu (0,3 mg/cm2 i mie-
rzono aktywnos$¢ licznikiem scyntylacyjnym z wydajnoscig 0,8—1,5%
(69). Przeprowadzono roéwniez préby z zastosowaniem licznika przepty-
wowego do pomiaru aktywnos$ci zwigzkéw zawierajgcych tryt po ich
rozdziale chromatograficznym na bibule (46). Osinski (57) zbudo-
wat specjalny licznik do pomiaru ciagtego aktywnos$ci wzdtuz paska
bibuty. Pasek ten przesuwany jest przy pomocy silnika synchronicz-
nego pomiedzy dwoma bezokienkowymi licznikami GM ktdrych nici
anody umieszczone sg rownolegle do bibuty. Przez oba liczniki prze-
puszczana jest mieszanina gaszaca (argon nasycony parami alkoholu
propylowego). Impulsy z licznika przekazywane sg na czuly aparat do
pomiaru szybkosci przesuwania paska z ktorg sa synchronizowane i za-
pisywanie w postaci wykresu. Licznik pozwala wg autora na wykrycie
aktywnosci 3 mu C/cm2 na bibule Whatman inr 1

Dzieki stabemu promieniowaniu trytu, mozna bardzo dokfadnie przy
zastosowaniu autoradiografii lokalizowa¢ potozenie w komdrce zwiaz-
kéw nim znakowanych. Przy pomocy tymidyny znakowanej trytem ba-
dano metodg autoradiografii synteze kwasu dezoksyrybonukleinowego
w strukturach zywych komorek (85, 86)- oraz podziat chromosoméw

(74).

Il. Otrzymywanie zwigzkéw znakowanych trytem

1. Reakcje wymiany z trytem

Czasteczke zwigzku organicznego mozna znakowac trytem Kkorzy-
stajgc z reakcji wymiany wodér — tryt. Wymiane tego typu przepro-
wadza sie poprzez nagrzewanie zwigzku nieaktywnego w wodzie iry-
towanej lub trytowanym kwasie octowym w obecnosci platyny albo
palladu jako katalizatoréw. Metoda ta posiada jednak te wade, ze wy-
miana tryt — wod6r jest w pewnych warunkach doswiadczalnych
reakcjg odwracalng. W trakcie reakcji moze nastgpi¢ rownomierna wy-
miana wszystkich atoméw wodoru czasteczki (wymiana homolityczna)
lub tez wymiana w Scisle okreSlonych pozycjach (wymiana heteroli-
tyczna). Szczegdlnie podatne na wymiane sg atomy wodoru zwigzane
z tlenem, azotem lub siarkg. Rdéwniez sasiedztwo grup —CO, —CN,
—S03H (lub innych elektroujemnych) zazwyczaj ostabia wigzanie wo-
doru z weglem i ulatwia wymiane. Szczeg6lnie tatwo ulegaja wymia-
nie atomy wodoru zwigzkéw Kkarbonilowych zmieniajace potozenie
w wyniku enolizacji. Tak np. kwas pirogronowy wymienia szybko
atom wodoru grupy —CHS3, wskutek enolizacji w $rodowisku zasado-
wym, jednakze wymiana ta nie zachodzi w warunkach pH Zzywej ko-

morki.
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W wyniku wymiany Kkatalitycznej otrzymano znakowane trytem we-
glowodany (13), aminokwasy (35), steroidy (48), puryny i pirymidyny
(21), nukleozydy (19), ttuszcze (47) oraz szereg innych zwigzkow.

Pomystowg metode znakowania trytem zwigzkdéw organicznych dro-
ga wymiany zastosowali Row land i in. (96, 65). Polega ona na
umieszczaniu w strumieniu neutronéw termicznych mieszaniny proby
podlegajgcej trytowaniu z solg litu, lub tez na bombardowaniu zwigzku
organicznego jonami trytu przyspieszonymi rdznicg potencjatu 500 V
(95). Powstate w wyniku naswietlania trytony (jadra trytu) bombarduja
zwigzek organiczny i wymieniajg sie z protonami. Metoda ta nie zna-
lazta szerszego zastosowania, gdyz bombardowanie czeSciowo niszczy
naswietlane zwiazki, co powoduje konieczno$¢ starannego oczyszczenia
otrzymanych produktow.

Wilzbach opisat uniwersalng metode znakowania wszystkich
zwigzkdw organicznych zawierajgcych wodor (90). Zwiagzki te zaleznie
od ich konsystencji umieszcza sie w postaci gazu, cienkiej warstwy
ciektej lub statej w 100 °/o-owym T2 Energia promieniowania trytu
jest w tym przypadku wykorzystywana do stopniowej wymiany ato-
méw wodoru czasteczek przez tryt (51). W czasie reakcji powstaje jed-
nak szereg produktéw ubocznych, ddktadne usuniecie ktérych przed-
stawia duze trudnosci. Trytowanie metodg Wilzbacha wymaga stoso-
wania trytu o wysokiej aktywnosci (rzedu curie) i dlugiego czasu ekspo-
zycji. Lemmon i wspoOtpracownicy (49) stwierdzili, ze czynniki jo-
nizujace (promienie y, wytadowania elektryczne) zwiekszajg wymiane
wodor — tryt w zwiazku poddawanym znakowaniu. Problem zwigksze-
nia wymiany z trytem poprzez wprowadzenie do ukladu dodatkowej
energii z réznych Zrodet omédwiony zostat w materiatach konferencji
IAEA odbytej w Kopenhadze we wrze$niu 1960 r. (29, 91). Ostatnio
dostosowano metode Wilzbacha do mniejszych aktywnosci trytu i skro-
cono czas trwania wymiany z kilku dni do kilkunastu minut (18, 43).
W metodzie tej przy pomocy cewki indukcyjnej wytwarzane sg wyta-
dowania elektryczne W naczyniu prézniowym, w ktérym zawarta jest
substancja poddawana trytowaniu wraz ‘'z trytem, i prowadzi sie reak-
cje pod cisnieniem 5—20 tora.

Metodg Wilzbacha otrzymano szereg waznych dla biochemika zwigz-
kéw znakowanych trytem, takich jak: puryny i pirymidyny (87), kwas
palmitynowy (43), kwas giberelinowy (64), kwas dezoksyrybonukleino-
wy (10), witamine Bi2 (64), sacharoze (61), tetraacetylo-D-ryboze (34),
morfine (51), dekstran (39) oraz szereg biatek i enzymoéw (72, 58, 29,
23). Aktywnosci tych zwigzkéw zawarte byty w granicach 0,5—5 mC/g.

Wszystkie trytowane zwigzki, otrzymane drogag wymiany wodor —
tryt, zanieczyszczone sg szeregiem znakowanych produktéw ubocznych
ktérych usuniecie jest bardo ucigzliwe. Tak np. w wypadku trytowania
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morfiny (51), 70°/0 ogdlnej aktywnoS$ci byto zgrupowane w okoto 1%
towarzyszacej dwuhydromorfinie.

Oczyszczanie preparatu trytowanego winno by¢ prowadzone do usta-
lenia sie aktywnos$ci wilasciwej. W trakcie oczyszczania usuwane sg
rébwniez wszystkie atomy trytu zajmujace w czasteczce miejsca la-
bilne. Dotychczas w bardzo malym stopniu zbadano rozmieszczenie
trytu przy kolejnych atomach wegla irytowanych zwigzkéw (61, 12)
oraz mechanizm reakcji znakowania (29).

2. Synteza chemiczna

Pomimo, ze opisane wyzej sposoby znakowania trytem drogg wy-
miany sg mniej ucigzliwe od syntez chemicznych, te ostatnie jednak
stosowane sg przez wielu badaczy. Skilada sie na to przede wszystkim
mozliwo$é uzyskania na ich drodze znacznie wyzszej wydajnosci i ak-
tywnosci wiasciwej (do 60 i 120 C/milimol) zgrupowanej w S$cisle okre-
$§lonej pozycji oraz wieksza fatwos$¢ oczyszczenia produktéw. Najpro-
stszg metodg jest wodorowanie trytem zwigzkdéw nienasyconych w obec-
nosci katalizatora. Mozna je z powodzeniem przeprowadzi¢ w skali
mikro (6). W ten sposob, wychodzac iz odpowiednich prekursoréw, otrzy-
mano znakowane trytem: sterole (60, 24, 32, 38), adrenaline i noradre-
naling trytowane w pozycji @ (8), dwuhydrostreptomycyne (76) itp.
Crawhall i Smyth (16) uwodorowali w obecnosci trytu 2-feny-
lo-4-izopropylidenooksazol do DL-[a,(3-3H]-waliny. Ogrzewane otrzyma-
nego zwigzku z bezwodnikiem octowym w kwasie octowym doprowa-
dzito do powstania DL-[|3-3H]-waliny. DL-[a-3H]waline otrzymali auto-
rzy w reakcji wymiany z HTO nieaktywnej DL-waliny w $rodowisku
bezwodnika octowego.

Przy uwodorowaniu trytem zwigzkow nienasyconych nad katali-
zatorami istnieje jednak mozliwo$s¢ wymiany stabilnych atoméw wo-
doru. Aby tego unikngé¢ stosuje sie zamiast trytu znakowane trytem
wodorki metali (9, 45, 41). Uzywajac trytowany wodorek sodowobo-
rowy do redukcji kwasu glikuronowego otrzymano 6-T-glikoze. W po-
dobny sposob zsyntetyzowano szereg innych trytowanych cukrow pro-
stych (53, 25).

W przypadku niemoznos$ci wprowadzenia trytu w reakcji wodoro-
wania stosuje sie metody syntezy organicznej, podobnie jak przy zna-
kowaniu zwigzkéw 14C lub IS (55). Przeprowadzona przez Arns-
teina 1 Crawhall a (2) synteza DL-[(33]-cystyny miata prze-
bieg przedstawiony na schemacie 1. W trakcie dekarboksylacji -kwasu
aminomalonowego w $Srodowisku 3H2 powstata [a-3H]-glicyna, ktora po
dalszej dekarboksylacji w reakcji z ninhydryng tworzyta 3-formalde-
hyd. Zwigzek ten wprowadzano do dwuetylo-N-benzylodwutiokarboni-
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loaminomalonianu i z wytworzonego potgczenia otrzymano w wyniku
szeregu przeksztatcen trytowang w pozycji @ cysteine, a z niej d1-
-[(3-3H]-cystyne. W podobny sposéb V er ly (78, 79, 80) otrzymat iry-
towane w grupie metylowej L-metionine, adrenalon i adrenalineg.

COOH (Et02C)2CHNH-CS-
| imimianaz 3H20  C3H2(NH2) ninh||/dryna”® S «CH2*CoHs
CHNIh . cjh2o
| oyrzetuanie,-C02 .o,
COOH
HO*C3H 2-C (C 0 2Et)2 soclj C3H2-C(CO2Ei)2 NaOH
INH «CS* SACHir CiHs S N
1
S- CH2- CeHs
C3H2— C(CO2H)2 Hel c3h2—ch-cozh 3uHA
I |
-CO2 S N
V x*
1
S+ CH2+CeHs S-ch2-c6hb

Lo S-C3H2-CH(NH2CO02H
utlenienie

HS-C3H2-CH(NH2) *co 2h
S-C3H2-CH(NH2)CO02H
HS «CH2+CBH5

Schemat 1. Synteza DL-[(3-3H]-cystyny wedlug Arnsteina i Crawhalla (2)

3. Synteza biologiczna

Pomimo mozliwosci uzyskania na drodze syntezy biologicznej zwigz-
kéw trudno reagujacych z trytem przy stosowaniu opisanych wyzej
metod chemicznych, w literaturze spotyka sie dotychczas mato prac
z tej dziedziny. Pierwsze proby biosyntezy przez drozdze kwasdéw nu-
kleinowych z wprowadzonych do pozywki THO lub trytowanego octa-
nu przeprowadzit Eidinoff w 1952 roku (22). Otrzymane w wy-
niku hydrolizy adenina, guanina, cytyzyna i uracyl posiadaty 0,1 ak-
tywnosci wiasciwej podanej do pozywki. Droga biosyntezy otrzymano
w 1958 roku z 16-T-progesteronu znakowany trytem aldosteron i kor-
tykosteron (3).

Podajac szczurom [a,(3-3H]-waline, Craw hall i wspdtpracowni-
cy wyodrebnili trytowane przeciwciata (15). Crawhall i Smyth
(16) badali wiaczanie w biatka [(33H]-waliny i [y-14C]-waliny. Stwier-
dzili oni, ze po 36 godz. od momentu podania tych zwigzkéw szczurom,
stosunek aktywno$ci 3H :14C wyizolowanej waliny byt identyczny jak
w momencie jej wprowadzenia do organizmu. Pozwolito to na stoso-
wanie [j33H]-waliny w badaniach nad biosyntezg biatek. IVer ly



i wspétpracownicy po zastosowaniu w charakterze prekursora T-tyminy
badali synteze DN w kulturach tkankowych (86, 85). Badajac wigczanie
4UC i T w produkty fotosyntezy glonéw, Moses i Calvin wyka-
zali (52), ze w trakcie fotosyntezy tryt z THO wbudowywany jest sta-
bilnie w duzych iloSciach po krotkim czasie we wszystkie zwigzki za-
wierajgce 14C. Simon i Trebst donoszg (cytowane wg 70), ze na
jeden atom fotosyntetycznie przyswojonego 14C przypada 15—5 ato-
méw trytu wbudowanych w trwate pozycje w glikozie i innych cu-
krach.

Dawson i wspoétpracownicy (17) zastosowali w charakterze pre-
kursora nikotyny kwasy nikotynowe znakowane trytem w pozycji 2, 5
i 6, deuterem w pozycji 4, kwas nikotynowy réwnomiernie znakowa-
ny 14C oraz kwas 6-hydroksynikotynowy znakowany I19N. Wykazali oni,
ze wszystkie stosowane zwigzki za wyjatkiem 6-T-kwasu nikotynowego
daja analogiczna zawarto$¢ izotopéw w czasteczce nikotyny. Swiadczy
to o prawdopodobienstwie enzymatycznego ataku przy 6 atomie wegla
kwasu nikotynowego w trakcie jego przeksztatcen do nikotyny. Stosu-
jac trytowany wodér, Verly dokladnie okreslit sugerowane przez
innych badaczy biologiczne pochodzenie grupy metylowej w adrenali-
nie (81). W pracach Gurin i Delluva (37) z trytowang feny-
loalaning wykazano, ze jest ona biologicznym prekursorem adrenaliny.

Przedstawione wyzej wyniki nie wyczerpujg catosci zagadnienia
praktycznych mozliwosci zastosowania trytu w badaniach o charakte-
rze biologicznym. Dotycza one jedynie gtéwnych obecnie kierunkdéw
badarn w zakresie metod pomiaru i syntezy zwigzkoéw znakowanych
trytem, ktére moga zainteresowa¢ zaréwno biochemikéw jak i fizjo-
logow.

Znaczenie trytu dla biologii polega przede wszystkim na tym, ze
moze on stuzy¢ do znakowania praktycznie wszystkich zwigzkéw orga-
nicznych. W porédwnaniu z innymi izotopami podstawowych pierwiast-
kéw struktur zywych, tryt wykazuje szereg nastepujacych zalet:

a) moze by¢ uzywany do znakowania zwigzkéw wielokrotnie wyz-
szymi aktywnosciami niz pozwala na to 14C,

b) wprowadzony obok 14C, 19N, 3S pozwala na zwiekszenie liczby
znakowanych pierwiastkbw w zwigzkach organicznych,

c) dzieki stabej energii promieniowania @ daje bardzo dokladne
obrazy autoradiograficzne,

d) jest duzo tanszy w poréwnaniu z innymi izotopami stosowanymi
w badaniach biologicznych,

e) poza organizmem nie przedstawia niebezpieczenstwa dla czto-
wieka.

Maksymalnie dopuszczalna ilo$¢ trytu, ktdéra moze znajdowac sie
bez szkody dla organizmu w ciele cztowieka o wadze 70 kg wynosi
1 mC.
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TOM VIl ZESZYT 1

KRYSTYNA LANGOWSKA* | ZOFIA ROTH*

Kwas muraminowy**

jyiuramic Acid

A review concerning the occurence and biosynthesis of muramic
acid in bacteria

Kwas muraminowy, jego wystepowanie w przyrodzie, synteza i bio-
synteza sg tematem do$¢ licznych prac z ostatnich lat. Badania te wigzg
sie ScisSle z badaniami nad strukturg bakteryjnych bton komérkowych
jak rowniez nad zagadnieniem mechanizmu dziatania bakteriostatycz-
nego penicyliny.

Po raz pierwszy o znalezieniu blizej nieznanego aminocukru, ktéry
pozniej okre$lono jako kwas muraminowy sygnalizuje Park w 1952
roku (19), a p6zniej Strange i Powell w 1954 roku (42) wykrywa-
jac go w hydrolizatach zarodnikéw bakteryjnych, gdzie wystepuje
zwigzany peptydowo z aminokwasami. W dalszych badaniach nad nie-
znanym zwigzkiem w 1956 roku na podstawie analizy (39) wykrystali-
zowanego preparatu (40) okre$lono jego budowe chemiczng potwierdzo-
na nastepnie przez synteze (15, 41). Okreslono go jako 3-O-D-lakty-
lo-D-glikozamine, czyli 2-amino-3-0-(2-karboksyetylo)-2-dezok3y-D-g]ii-
koze (I). Jak dotychczas kwas muraminowy zostat wykryty w normal-
nych warunkach tylko w $ciankach (celi walls) lub zarodnikach bakte-
ryjnych. Juz w 1957 r. Work (47) sugeruje, ze Scianki komdrkowe nie-
ktoérych bakterii zbudowane sg z wielocukrowcédw, podobnych do chityny,
z tg roznicg, ze elementem budowy jest kwas muraminowy a poszcze-
g6lne taricuchy powigzane sg za pomocg peptyddow.

* Mgr, st. asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Pozna-
niu.

** Stosowane skrdty: N-Acglam — N-acetyloglikozamina, UDP-N-Acglam —
Urydylodwufosfo-N-acetyloglikozamina, Kw. N-Acmur — kwas N-acetylomurami-
nowy, PEP — kwas 2-fosfoenolopirogronowy.



I. Wykrycie kwasu muraminowego w badaniach nad dziataniem penicyliny

W 1952 roku Park stwierdzit (19, 20, 21, 23), ze w bakteriach
Staphylococcus aureus hodowanych w obecnosci penicyliny gromadzg
sie nukleotydy urydynowe zwigzane z blizej nieokreSlonym amino-
cukrem.

Praca ta byta punktem wyjscia zaréwno dla zbadania biosyntezy
kwasu muraminowego jak i mechanizmu dziatania penicyliny. W pracy
Parka ogtoszonej wspélnie z Stromingerem w 1957 roku (24)
podana jest juz budowa poprzednio niezidentyfikowanej pochodnej
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urydynowej. Okazato sie, ze jest nig kwas urydynodwufosfo-acetylo-
muraminowy UDP-Acmur, ktdérego grupa karboksylowa jest zwigzana
amidowo z pieciopeptydem, zbudowanym z D-alaniny, kwasu D-glu-
taminowego i L-lizyny (11). Aminokwasy wystepuja w stosunku
3:1 :1 Wzor 11 podany przez Parka i Stromingera uwzglednia struk-
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ture kwasu muramimowego ustalong przez Strange’a i Kenta.
Proponowana sekwencja aminokwaséw w peptydzie nie jest jeszcze
catkowicie potwierdzona.

Jak wspomniano powyzej w bakteriach S. aureus hodowanych wo-
bec penicyliny gromadzi sie duza ilos¢ UDP-Acmur-peptydu, co $wiad-
czy o tym, ze bierze on udzial w jednej z gtéwnych reakcji zachodzg-
cych w komorce. Wzrost jego ilosci jest pierwszym sygnatem dziatania
penicyliny i pierwszym bezposrednim jej skutkiem, wyprzedzajgcym
znacznie inne zmiany biochemiczne i morfologiczne (43).

Okazato sie dalej, ze jego sktadnik peptydowo-aminocukrowy jest iden-
tyczny z acetylomuramino-peptydowym sktadnikiem S$cianek komérko-
wych bakterii.

Na tej podstawie oraz opierajagc sie na znanym fakcie, ze ogdlnie
UDP-pochodne biorg udziat w reakcji transglikozydacji i tworzeniu po-
lizwigzkéw (1, 10, 11, 12, 16, 46) autorzy wysuwajg hipoteze, ze penicy-
lina dziata jako specyficzny inhibitor reakcji glikozydacji, w ktorej bie-
rze udziat nukleotyd urydynowy.

Jak wykazaty wczes$niejsze prace (6, 7, 18) wigzanie penicyliny za-
chodzi w lipidowej bionie komoérkowej bakterii (celi membrane). Byc¢
moze hipotetyczna transglikozydaza, uczestniczaca jak sie wydaje w syn-
tezie polisacharyddw $cianki komorkowej, umieszczona jest wilasnie
w tym miejscu. Dziatanie jej polegatoby na przenoszeniu acetylomura-
mino-peptydu z kompleksu urydynonukleotydowego, znajdujacego sie
swewnatrz komorki do akceptora, umieszczonego w $cianie komaérkowej
na zewnatrz btony komérkowej. Istnieja pewne doswiadczalne dane
potwierdzajgce te hipoteze. Stwierdzono mianowicie (6, 7, 18), ze jedna
komérka Staphylococcus aureus wigze okoto 1000 czasteczek penicyliny.
Taka wiasnie ilos¢ czasteczek transglikozydazy o liczbie obrotéw oko-
fo 6000 jest, jak wyliczono, potrzebna przy wzroscie komérki S. aureus.
Moze wiec rzeczywiscie zachodzi¢ wigzanie sie jednej czasteczki penicy-
liny z jedng czasteczkg enzymu.

Zaobserwowano réwniez (43), ze w pewnym zakresie stezen istnieje
réwnolegto$¢ miedzy iloscig penicyliny, a nagromadzaniem sie w ko-
mérce bakteryjnej UDP-Acmur-peptydéw, co jest zgodne z koncepcjg
dziatania tego antybiotyku na drodze blokowania enzymu.

Park i Strominger zastrzegaja sie jednak, ze dopdki na wycinku
btony komorkowej nie zostanie doswiadczalnie stwierdzona ta reakcja
i jej wrazliwo$¢ na penicyline, nie mozna uwaza¢ za dowiedzione, ze
zahamowanie syntezy scianek komorkowych polega na zablokowaniu tej
wiasnie reakcji. Mozliwy jest bardziej ztozony mechanizm, na przyktad
zablokowanie syntezy akceptora w S$ciance komdrkowej. Inne mozliwo-
§ci bardziej skomplikowanego dziatania penicyliny rozpatruja Man-
delstam i Rogers (17).



Wybiércze dziatanie penicyliny wobec bakterii — nietoksycznosé
dla ustroju cztowieka — musi polega¢ na jej wptywie na tancuch meta-
boliczny, niespotykany w komérkach zwierzecych, a wiec taki np. ja-
kim jest biosynteza $cianek komdrkowych bakterii. Poglad o dziataniu
penicyliny na tym wiasnie odcinku wydaje sie by¢é w wysokim stopniu
prawdopodobny.

Jest to zgodne z og6lnie znanym od dawna faktem, ze mechanizm
dziatania penicyliny na drobnoustroje polega na zahamowaniu zdolno-
§ci ich podziatu i ze penicylina dziata najsilniej na hodowle mitode, nie
wywierajagc natomiast prawie zadnego wplywu na hodowle stare»
znajdujace sie w fazie spoczynkowej.

Jednym z dos$wiadczalnych dowoddw tego stwierdzenia jest praca
wykonania in vho, w ktérej wykazano, ze kultura E. Coli rosnaca
w obecnosci penicyliny i sacharozy sktada sie wytacznie z postaci pozba-
wionych $cianek komdrkowych, a po usunieciu penicyliny wraca do
postaci normalnej. Te morfologiczne obserwacje wigzg sie $cisle z wy-
nikami biochemicznych badan Parka, ktory stwierdzit, ze komdarki
bakteryjne inhibowane penicyling — po przemyciu i umieszczeniu
w normalnych warunkach tracg nadmiar nagromadzonych nukleoty-
dow (43).

Rozwazajgc mechanizm dziatania penicyliny nalezy wspomnie¢ o daw-
niejszych prdébach ttlumaczenia jej bakteriostatycznego wptywu. Sadzo-
no mianowicie, ze polega on na zablokowaniu syntezy kwaséw nuklei-
nowych komorki bakteryjnej. Bylo to zgodne ze stwierdzonym fak-
tem (44), ze nagromadzaniu sie UDP-pochodnych w komdrkach bakterii
traktowanych penicyling towarzyszy wspotmierne obnizanie sie syntezy
kwaséw nukleinowych. Jak wiadomo urydynodwufosforany sa bez-
posrednimi prekursorami polirybonukleotydéw bakterii. Nasuwa sie
wiec przypuszczenie, ze naruszony zostaje proces polimeryzacji kwa-
sow nukleimdowych. Okazato sie jednak, ze wptyw penicyliny na syn-
teze kwasdéw nukleinowych jest zjawiskiem wtérnym wynikajagcym
z ,wychwytania — zablokowania” czasteczek UDP przez potgczenie
z aminocukrami i peptydami, ktére nie moga by¢ w tych warunkach
odtransportowane do $ciany komérkowej.

Stwierdzono, ze prdécz penicyliny szereg innych substancji takich
jak chlorotetracyklina, fiolet krystaliczny (24), oksamycyna, bacytracy-
na (17, 22) dziala podobnie na kultury bakteryjne, hamujac synteze
Scianek komérkowych z jednoczesnym nagromadzeniem sie UDP-N-ace-
tyloaminocukrowych pochodnych (22). Chloramfenikol nie hamuje syn-
tezy Scianek komérkowych (17).

Jak wykazuje praca Rogersa i Perkinsa (31) analogi uracylu
a szczegOlnie 5-fluorouracyl, podobnie jak penicylina hamuje czesciowo
synteze $cianek komoérkowych S. aureus z réwnoczesnym nagroma-



15] KWAS MURAMINOWY 113

dzaniem sie wewnatrz komorki potaczen aminocukrowo-aminokwaso-
wych prawdopodobnie potgczonych z nukleotydami. Inne purynowe
i pirymidynowe zwigzki takiego dziatania nie wykazuja.

Il. Biosynteza kwasu muraminowego

Na trop biosyntezy kwasu muraminowego pierwszy wpadt Park
w 1952 roku, w czasie, kiedy budowa tego zwigzku nie byta jeszcze
znana (synteze chemiczng kwasu muraminowego przeprowadzit
Kent (15) dopiero w 1957 roku). Nagromadzenie sie duzych ilosci
UDP-Acmur-peptyddw w komérkach S. aureus hodowanych wobec pe-
nicyliny nasuneto mysl, ze substratem w biosyntezie kwasu murami-
nowego moze byé UDP-glikozamina albo UDP-acetyloglikozamina. Wy-
daje sie to tym bardziej prawpodobne, ze N-acetyloaminocukry znale-
zione w komorkach bakteryjnych nie wystepujg tam w postaci wolnej,
lecz zwigzanej z UDP (43). Zagadnienie to rozwigzuje czeSciowo praca
Stromingera z 1958 roku (45). Mianowicie autor ten przy udziale
wyizolowanych enzymoéw S. aureus, E. coli i Aerobacter aerogenes
przeprowadzit nastepujacg reakcje.

UDP-Acglam + PEP -> UDP-Acglam-pirogranian + P

Substratem tej reakcji byta UDP-Acglam oraz kwas 2-fosfoenolopi-
rogronowy (PEP). Jest to pierwsza, przeprowadzona in witro, reakcja
przenoszenia kwasu fosfoenolopirogronowego. Produkt otrzymany w syn-
tezie Stromingera a raczej jego skiadowa aminocukrowa rdzni sie od
kwasu muraminowego tylko ilosciag atoméw wodoru w tancuchu bocz-
nym, a mianowicie jest ubozszy od kwasu N-acetylomuraminowego

HOOC—C—0 -~ C-H o
éHZ Ho o
He G
CH20H

0 dwa atomy wodoru (IlIl). W opisanej reakcji UDP-Acglam nie mozna
byto zastapi¢ acetyloglikozaming ani jej fosforanem. Rdwniez kwasu
fcsfoenolopirogronowego nie udato sie zastapi¢ pirogronianem, mlecza-
nem + ATP, ani innymi pokrewnymi metabolitami przemiany weglo-
wodanowej.

8 Postepy Biochemii
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Znalezienie uktadu enzymatycznego zdolnego do redukcji zwigzku
otrzymanego przez Stromingera do kwasu UDP-Acmuraminowego sta-
nowitoby potwierdzenie, ze biosynteza kwasu muraminowego zachodzi
na tej wiasnie drodze.

W celu przebadania na organizmach zywych jakie zwigzki sg pre-
kursorami czesci tancuchowej kwasu muraminowego, dodawano do po-
zywki rosnacych bakterii S, aureus znaczone, nastepujace zwigzki: gli-
koze, glicyne, alanine, kwas glutaminowy, aspairagine i lizyne (17, 30).
Okazato sie, ze przy podawaniu jako jedynego zrédta wegla glikozy
réwnomiernie oznaczonej 14C rozmieszczenie aktywnosci w calej cza-
steczce kwasu muraminowego byto réwnomierne. Dodatek do tego ukta-
du nieznaczonej alaniny obnizat aktywnos$¢ czesci tancuchowej. Przy
inkubacji z nieznaczong glikozg oraz alaning lub kwasem asparagino-
wym znaczonym catkowicie 14C — znajdowano aktywno$¢ w fancuchu
bocznym.

Przy uzyciu alaniny znaczonej 14C w potozeniu 1 aktywno$¢ wyste-
powata wytacznie na weglu grupy karboksylowej czesci tancuchowej.

Wyniki te wskazuja, ze alanina lub jej prekursor — kwas asparagi-
nowy sg tworzywem dla czesci tancuchowej kwasu muraminowego, przy
czym alanina wchodzi do czasteczki bez przebudowy ftancucha weglo-
wego. Istnieje wiec duze prawdopodobiefstwo, ze bezposrednim bezazo-
towym prekursorem ‘tafncucha bocznego kwasu muraminowego jest
kwas pirogronowy, by¢ moze w postaci fosfoenolopirogronianu, co byto-
by zgodne z doswiadczeniami przeprowadzonymi in vitro przez Stro-
mingera.

Zagadnienie pochodzenia czesci aminocukrowej kwasu muramino-
wego rozwigzujg prace O’Brie na i wspo6tpracownikow (4, 13), ktérzy

~.UDP -Acmur
UDP -Acglam-pirogronian
UDP -Acmur-ala

UDP -Acglam
UDP -Acmur-peptyd
|
UTP /
—m/  Penicylina
/ +akceptor
Vv
UDP Scian[(i
bakteryjne
Prekursory/ \
‘nukleotydow Kwasy
pirymidynowych nukleinowe

Schemat 1 Biosynteza kwasu muraminowego i jego udzial w budowie wielocukréw
Scianki bakteryjnej.
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przy uzyciu znaczonej N-acetylo-D-glikozaminy wykazali, ze zwigzek
ten jest prekursorem kwasu muraminowego.

Biosynteze kwasu muraminowego, a $cislej kwasu UDP-acetylomu-
raminowego, jego udziat w budowie wielocukrowcoéw $cianki bakteryj-
nej oraz mechanizm dziatania penicyliny ilustruje schemat podany
przez Jonsena i Lalanda (14a) (schemat 1).

I1l1. Udziat kwasu muraminowego w strukturze $cianek komodrkowych
niektérych bakterii

Prace nad kwasem muraminowym wykazaly, ze jest on zasadniczym
sktadnikiem $cianek komérkowych bakterii gram-dodatnich, a wiec
takich, na ktoérych zaobserwowano bakteriostatyczny wplyw penicy-
liny.

W toku badan nad wydzieleniem sktadnikéw $cianek komérkowych
nalezato nierozpuszczalny materiat podda¢ catkowitej hydrolizie na dro-
dze chemicznej lub zhydrolizowaé¢ go czeSciowo przy pomocy enzymow.
W ten sposéb otrzymujac rozne fragmenty i ustalajgc nastepnie ich
sktad chemiczny oraz kolejno$¢ poszczegdlnych zwigzkéw w takim
fragmencie mozna byto odtworzy¢ sobie chemiczng strukture $cianek
komorkowych.

Perkins (25 26) dziatajac lizozymem na wyizolowane S$cianki
bakteryjne Micrococcus lisodeikticus otrzymat miedzy innymi produkta-
mi trawienia — podobnie jak Sallon (32) — dwucukier i potwier-
dzit sugestie Saltona, ze skiada sie on z N-acetyloglikozaminy i kwasu
muraminowego. Grupa redukujgca tego dwucukru nalezy do kwasu
muraminowego, a wigzanie z N-acetyloglikozaming jest typu I-*6
(5, 25, 26). Badania (36, 37) przy uzyciu (3-glikozydazy oraz metod che-
micznych wykazaly, ze jest to wigzanie typu @(36, 37). Dwucukrowy
fragment uwalniany przez lizozym zostal wiec ostatecznie scharaktery-
zowany jako kwas N-acetyloglikozaminylo-P-(I —6)-0-N-acetylomura-
minowy. Stwierdzono, ze N-acetyloglikozamina jest wcielana do $cianek
komodrkowych najlepiej wowczas, gdy jest dodana do podtoza w formie
(3-pochodnej (4). W badaniu powigzania takich dwucukrowych fragmen-
tow w zwigzek makroczasteczkowy Salton stwierdzit, ze wolne grupy
redukujace, nie wystepujace w izolowanych $ciankach komdrkowych,
pojawiajg sie w miare dzialania lizozymu. Wskazywato to, ze lizozym
rozbija wybiérczo wigzanie pomiedzy atomem wegla Ci kwasu mura-
minowego a N-acetyloglikozaming uwalniajagc fragmenty dwucukrowe.

Przez analogie do dziatania lizozymu na chityne, ktéra jest jak wia-
domo poli-N-acetyloglikozaming o wigzaniu (32 —»4), wysnuto przy-
puszczenie (5, 26, 36, 37), ze lizozym takze i w tym przypadku rozbija

8
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wigzanie 174. Wobec tego wielocukrowiec $cianek komorkowych skia-
datby sie z opisanych fragmentéw dwucukrowych powiazanych ze sobg
w ten sposob, ze grupa ozydowa kwasu muraminowego jednego frag-
mentu dwucukrowego wigzataby sie z atomem wegla C4 N-acetylogli-
kozaminy drugiego fragmentu (schemat 2). W produktach hydrolizy
lizozymem $cianek komdrkowych (36, 37) znaleziono faktycznie cztero-
cukrowe fragmenty tego typu.

N-Acgiam kw.N-Acmur N-Acglam kw.N-Acmur

Schemat 2. Typy wigzan w wielocukrowcaoh $cianek komoérkowych Micrococcus
lisodeikticus.

Jak juz zaznaczono prekursor omawianych wielocukréw — kwas
UDP-Acmur potgczony jest z ugrupowaniem peptydowym. Nalezato za-
tem odpowiedzie¢ na pytanie czy makroczasteczkowy zwigzek, w skiad
ktérego wchodzg omdwione oligosacharydy, ma trzon czysto cukrowco-
wy, czy tez peptydowo-cukrowy.

Badania przeprowadzone przez Perkinsa i wspotpracownikow
(26—29), Sallona (33) oraz Ghuysema (8 wykazaly, ze trzon
wielocukrowego sktadnika s$cianek komoérkowych Micrococcus lysodei-
kticus sktada sie wytacznie z kwasu N-acetylomurammowego i D-gliko-
zaminy. Nie stwierdzono obecnosci wigzan peptydowych w gtownym
tancuchu polisacharydowym. Natomiast grupa karboksylowa kwasu
muraminowego zwigzana jest amidowo z koficowa grupa aminowa pepty-
déw. Wyniki te sg zgodne z doSwiadczeniami Parka i Strominge-
ra, ktérzy jak juz o tym byla mowa stwierdzili gromadzenie sie frag-
mentéw cukrowo-peptydowych w komérce w warunkach ,niefizjolo-
gicznych”, przy zahamowaniu penicyling syntezy S$cianek komdarko-
wych.

Nalezato wiec sie spodziewaé, ze karboksypeptydaza powinna od-
szczepia¢ tancuch peptydowy. Ujemny wynik dziatania tego enzymu
autorzy ttumacza albo wystepowaniem D-aminokwaséw albo wigzaniem
koncowej grupy — COOH tancucha peptydowego z grupg — OH cukru.
By¢ moze, ze zgodnie z sugestiag Work (47) tego typu polaczenia utwo-
rzone sg przez poprzeczne wigzania peptydowe pomiedzy *taricuchami
polisacharyddw.

Badanie fragmentéw strukturalnych $cianek komorkowych uzyska-
nych przy uzyciu innych enzyméw doprowadzito do podobnych wyni-
kbw. Ghuysen i Salton (9) trawigc S$cianki komorkowe Micro-
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coccus lisodeikticus lizozymem i polisacharazg wyizolowang ze Strepto-
myces otrzymali takze fragmenty dwucukrowe ztozone z kwasu N-ace-
tylomuraminowego i N-acetyloglikozaminy, wzglednie ich niskie polime-
ry obok komplekséw cukrowo-peptydowych. Cze$¢ peptydowa tych
ostatnich skiadata sie z lizyny, kwasu glutaminowego, glicyny i alaniny
w stosunku 1:1:1: 2—3. Nalezy podkres$li¢, ze stosunek ten byt staty
we wszystkich fragmentach i zgodny ze stosunkiem, w jakim wyste-
powaty te aminokwasy w catkowitym hydrolizacie $cianek komorko-
wych. Ghuysen (8 trawiac wyizolowane produkty czesSciowego roz-
ktadu $cianek komoérkowych wyizolowang ze Stroptomyces amidazg uzy-
skat rozerwanie wigzania amidowego miedzy grupa karboksylowg kwa-
su muraminowego a tancuchem peptydowym. Produktem dziatania tego
enzymu byly male fragmenty peptydowe i wolna alanina. Stwierdzono,
ze N-koncowa grupe fancuchéw peptydowych stanowi alanina (8, 14,
35). Sekwencja aminokwaséw w peptydach nie zostata ustalona. Muko-
peptydy wyizolowane ze $cianek komérkowych S. aureus zawierajg
wedtug Mandelstama i Rogersa (17) 44—62% aminokwasoéw
oraz 40—47% sktadnikéw cukrowych. Salton i Ghuysen (37) pro-
ponujg nastepujacy schemat budowy S$cianek komorkowych Gram-do-
datnich bakterii — Micrococcus lisodeicticus (schemat 3).

(1*6) (1*4) (1+6) (1+4) (1+6) (1+4) 1+ 6)
-NAcgLam - Amnn- NAminm- NAr.mur -NAcolam -NAcmur- NAcgLbam - NAcmur —

Peptydy
Miejsca dziatania lizozymu

Schemat 3. Schemat budowy $cianek komérkowych Micrococcus lisodeikticus.

Co do bakterii Gram-ujemnych niewrazliwych na penicyling budowa
ich Scianek powinna by¢ odmienna, jezeli rzeczywiscie dziatanie penicy-
liny zwigzane jest z syntezg $cianek komorkowych, a w szczeg6lnosci
z procesem wbudowywania sie w ich strukture kwasu muraminowego.
Okazuje sie, ze istotnie chemiczny sktad Scianek bakterii Gram-ujemnych
jest bardziej ztozony. Mukopeptydy stanowig w nich jedynie 10—20%
wagi Scianek, reszta za$ ma charakter ztozonego lipopolisacharydo-biat-
kowego kompleksu.

Zagadnienia te omo6wione sg obszernie w Postepach Biochemii w arty-
kule M. Pietrusiewicz (29).
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TOM VIl 1962 ZESZYT 1

TADEUSZ CHOJNACKI*

Biosynteza fosfolipidow**

The Biosynthesis of Phospolipids

The mechanisms of the biosynthesis of phospholipids are reviewed.

Rozwdj badan nad biosynteza fosfolipiddw notowany w ciggu kilku
ostatnich lat w duzej mierze stymulowany jest zainteresowaniem ich
rolg biologiczna. Szczeg6lng wiasciwos¢ tej grupy zwigzkéw stanowi
obecno$¢ w ich czasteczce sktadnikdw lipofilnych i hydrofilnych. Dzigki
temu w przeciwienstwie od zwyktych tluszczdw cechuje je pewien
stopien rozpuszczalno$ci w wodzie oraz zdolno$¢ gromadzenia sie na
granicy faz tluszczowej i wodnej. Fosfolipidy komdrkowe stanowig ma-
teriat strukturalny komorek, przy czym zaréwno ilo$¢ ich jak i rodzaj
sq bardzo zblizone w réznych strukturach tej samej komérki (10, 67, 82,
90). Wchodzac w skiad lipoproteidowych kompleksdw mitochondriéw
i mikrosomow oraz bton komdrkowych wptywajg one zaréwno na ich
przepuszczalno$¢ jak i inne formy aktywnosci biologicznej (8, 9). Prze-
miana fosfolipidbw ma duze znaczenie dla czynnosci zyciowych réz-
nych tkanek. U zwierzat wyzszych duze podobienstwo w skiadzie fosfo-
lipidow wystepuje pomiedzy réznymi tkankami jak i u réznych gatun-
kow. Te same fosfolipidy wystepujg réwniez u roslin wyzszych, cho-
ciaz w innych stosunkach ilosciowych niz u zwierzat (8). Fakty te na-
suwajg przypuszczenie o podobnej roli fosfolipidéw w réznorodnym
materiale biologicznym.

* Dr, st. asystent Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

** W niniejszym artykule stosowane sg nastepujace skroty: ADPChol — adeno-
zynodwufosfocholina, CDPChol — cytydynodwufosfocholina, CDPEt — cytydyno-
dwufosfoetanoloamina, CDP-dwugliceryd — cytydynodwufosfodwugliceryd,
GDPChol — guanozynodwufosfocholina, a-GP — a-fosforan glicerolu, RCOCoA —
acylokoenzym A, UDPChol — urydynodwufosfocholina.

Czteroliczbowe oznaczenia umieszczane przy nazwach enzymu oznaczajg jego
pozycje w obowigzujacej (1961) klasyfikacji enzymodw.

Cyfry rzymskie oznaczajace numery reakcji odnoszg sie do schematu 1.
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Brak dotychczas ogo6lnie przyjetego systemu nomenklatury fosfo-
lipidow. Wobec ciaggle zwiekszajgcej sie liczby poznanych zwiazkow
tej grupy niewystarczajgce okazujg sie tradycyjne ramy klasyfikacji
a w dazeniu do Scistosci nomenklatury potocznie uzywane nazwy fosfo-
lipidow zastepuje sie coraz czeSciej ich nazwami chemicznymi. Mimo
to w wielu badaniach biologicznych z powodu watpliwej homogennosci
i czystosci koncowych ekstraktéw lipidowych uzywanie bardziej ogo6l-
nych nazw jak kefalina, lecytyna ma swoje usorawiedliwienie. Czesci
sktadowe fosfolipidéw: glicerol, kwasy ttuszczowe, cholina, etanoloamina,
seryna wystepujg w tkankach zaréwno w stanie wolnym, jak i jako
sktadniki innych zwigzkéw poza fosfolipidami. Sa one wbudowywane
bezposrednio w czasteczke fosfolipidu. Jak to wykazaty m. in. badania
Pritcharda (76) znakowane weglem 14C glicerol, cholina, seryna
i etanoloamina w trakcie inkubacji ze skrawkami narzadéw wbudowy-
waty sie bez zmiany w fosfolipidy. Obecnos¢ w tkankach w postaci
ufosforylowanej poszczegbélnych komponentéw fosfolipidow nasuwata
mozliwo$¢ udziatu tych estréw fosforowych w syntezie fosfolipidéw. Du-
zy postep w dziedzinie badan nad metabolizmem fosfolipidéw (50, 54)
stanowito wykazanie w 1953 roku przez Kennedy’ego i wspoipra-
cownikéw udziatu nukleotydéw cytydynowych w przemianie fosfolipi-
dowej. Prawdopodobnie obok rybozowych nukleotydéw cytydynowych
w przemianie tej moga bra¢ udziat nukleotydy dezoksyrybozowe, kt6-
rych obecno$¢ stwierdzono w materiale biologicznym (77, 85). Jak wy-
kazujg badania Kennedy’ego i wspdtpracownikow (53) zwiagzki te
moga odgrywac role w biosyntezie fosfolipiddow w jadrze komorkowym.
Nukleotydy cytydynowe odgrywaja w biosyntezie fosfolipidow podobnie
specyficzng role jak nukleotydy urydynowe (70) w biosyntezie glikozy-
déw i wielocukréw.

I. Udziat ATP i CTP w biosyntezie fosfolipidéw

Reakcje biosyntezy fosfolipidéw zachodzace przy wspotudziale estrow
fosforowych oraz nukleotydéw cytydynowych przedstawiono w schema-
cie 1. Schemat ten jest probg ujecia w jedng cato$¢ poszczegdlnych eta-
péw tego procesu, poznanych doktadnie dzieki pracom Agranoffa
i wspodtpracownikdw, Hokinéw, Kennedy’ego i wspoOtpracowni-
kow oraz Kornberga i Pricera.

Energia do biosyntezy fosfolipidéw dostarczana jest przez ATP
i CTP w reakcjach: 1) rozpadu ATP z wytworzeniem ADP oraz 2) od-
szczepienia pirofosforanu z CTP. Obecnos¢ w tkankach enzymu fosfo-
rylujagcego CMP kosztem ATP (40) zapewnia regeneracje CTP zuzywa-
nego do tworzenia potaczen z kwasem fosfatydowym, fosfocholing i fo-
sfoetanoloamina.
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_ATP

Etanoloamina

R Fosforan etanoloamin
Cholina . Y

777777777 Fosforan choliny— CDPEt
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17 xv i
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Schemat 1. Udziat ATP i CTP w biosyntezie fosfolipidow

1. Reakcje z ATP

Przedstawione w lewej czeSci schematu procesy fosforylacji choli-
ny (Il), etanoloaminy (1), glicerolu (V) i dwuglicerydu (IV) przebiegaja
przy wspétudziale ATP jako dawcy grupy fosforanowej. Powstawanie
fosforanu choliny z choliny i ATP stwierdzone zostato w 1952 roku
przez Kometianiego (58). W rok pdzniej Wittenberg i Korn-
berg (95 uzyskali z watroby i drozdzy oczyszczone preparaty enzymu
katalizujgcego fosforylacje choliny i w mniejszym stopniu etanoloami-
ny. Prace Dawsona (27, 28, 31), Ansella i Dawsona (2) oraz
Kometianiego i Tkeszelaszwili (59 wykazaty, ze maksy-
malne wbudowanie 3P podanego in viwo 3XP-ortofosforanu w fosforan
choliny i fosforan etanoloaminy zachodzi w kilka godzin po podaniu
zwierzeciu znaczonego fosforanu, przy czym wyraznie wyprzedza szczyt
aktywnosci wiasciwej fosfatydylocholiny i fosfatydyloetanoloaminy. Fo-
sforan choliny i fosforan etanoloaminy sg zatem zwigzkami posrednimi
w biosyntezie fosfolipiddw.

Fosforylacje glicerolu jak wazny etap w procesie biosyntezy fosfo-
lipidow wykazat w 1953 roku Kennedy (51). Stwierdzit on, ze zna-
kowany 3P-ortofosforan wbudowuje sie najpierw w ATP, pdzniej
w a-fosforan glicerolu, a nastepnie w fosfolipidy mitochondriéw. Doda-
nie glicerolu do Srodowiska reakcji powodowato zwiekszenie inkorpora-
cji 3P w fosfolipidy. Bublitz i Kennedy (17, 18) wyosobnili z mi-
tochondriow watroby i czeSciowo oczyscili enzym glicerokinaze, katalizu-
jacy fosforylacje czasteczki glicerolu z wytworzeniem a-fosforanu gli-
cerolu. Obecnos$¢ glicerokinazy udato sie wykazaé¢ tylko w watrobie,
sercu i nerce. W tkankach nie zawierajgcych tego enzymu Zrodiem
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a-fosforanu glicerolu jest reakcja redukcji fosforanu dwuhydroksyace-
tonu (7, 19, 48).

W 1959 roku Hokin i Hokin stwierdzili powstawanie kwasu
fosfatydowego w reakcji miedzy a,[3-dwuglicerydem i ATP (42) (reak-
cja V). Przeniesienie skrajnej grupy fosforanowej z ATP na czastecz-
ke a,(3-dwuglicerydu katalizowat enzym zawarty w ekstrakcie mikroso-
mow moézgu. W 1960 roku Bradbeer i Stumpf (14) stwierdzili te
reakcje réwniez u roslin wyzszych. Dwuglicerydy o roznym skladzie
acylowym wchodzg z r6zng szybkoscig w reakcje z ATP. Kihaza dwu-
glicerydu zawarta w mikrosomach moézgu posiada duzg potencjalng ak-
tywno$¢ (45). Niewielkie stezenia acetylocholiny znacznie zwiekszajg
natezenia syntezy kwasu fosforylowego w mikrosomach nienaruszonych.
W preparacie mikrosomalnym zwiekszenie aktywnos$ci enzymu uzyska-
na po dodaniu dezoksycholanu. Preparat mikrosomalny nie syntetyzowat
kwasu fosfatydowego z a-fosforanu glicerolu droga VII wykryta przez
Kormberga i Pricera (64 w mikrosomach watroby szczura.

Droge powstawania kwasu fosfatydowego poprzez przytaczanie zakty-
wowanych wyzszych kwasow tluszczowych do czasteczki a-fosforanu
glicerolu (VII) opisali w 1953 roku Kornberg i Pricer (64). Auto-
rzy ci obserwowali reakcje estryfikacji miedzy L-a-fosforanem glicerolu
a kwasem ttuszczowym zwigzanym tioestrowo z CoA, zachodzacg w pre-
paracie mikrosomoéw watroby szczura. Trudno powiedzie¢ czy drogi IV
i VII prowadzg do kwaséw fosfatydowych réznigcych sie miedzy soba
sktadem acylowym, czy tez w obu mogg powstaé te same produkty.

2. Reakcje z CTP

Potaczenia estrow fosforowych choliny i etanoloaminy z nukleoty-
dem cytydynowym stanowig posrednie etapy proceséw ich whbudowy-
wania sie w czasteczki fosfolipiddw. Niektérzy autorzy nazywajg reak-
cje powstawania CDPEt (VIII) i CDPChol (IX) aktywacjg fosforanu
choliny i fosforanu etanoloaminy. Podobnie aktywacjg mozna nazwaé
tworzenie sie analogicznego potagczenia cytydynodwufosforanu z dwugli-
cerydem (X). W poszczeg6lnych reakcjach biosyntezy fosfolipidéw tylko
jeden z substratow lipidowy albo nielipidowy bierze udziat w tej for-
mie zaktywowanej.

Powstawanie cytydynodwujosfocholiny. Zasadniczy model tej reak-
cji, ktérej cecha jest powstawanie z tréjfosfonukleotydu i zwigzku akty-
wowanego — aktywnej formy tego ostatniego i pirofosforanu nieorga-
nicznego, znany jest z badan Kornberga nad synteza DPN (61).
Poznano juz okoto 20 typow podobnych reakcji, nalezy do nich m. in.
proces aktywacji aminokwasow (41). Powstawanie CDPChol stwierdzili
po raz pierwszy Kennedy i Weiss w 1955 r. (55) w preparacie
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frakcji podkomoérkowej, z homogenatu watroby kurczecia osadzonej
wirowaniem przy 15000 X g po uprzednim oddzieleniu przy 500 X g
jader komorkowych i nieroztartych fragmentéw tkanki. Przebieg tej
reakcji mozna $ledzi¢ przy uzyciu fosforanu choliny znakowanego
weglem 14C lub fosforem 3P. Powstajacg w reakcji IX znaczona
CDPChol mozna zaadsorbowaé¢ na weglu aktywowanym i oznaczy¢ ilo-
sciowo bez wymywania z adsorbenta przez pomiar radioaktywnosci.

Katalizujaca reakcje IX cytydylilotransferaza CTP-cholinofosfora-
nowa [2.7.7.15] zostala otrzymana w stanie surowym z watroby Swinki
morskiej. Enzym ten zawarty jest gtéwnie w mitochondriach i mikro-
somach (52). Materiatem wyjsciowym do jego dalszego oczyszczania
byta frakcja biatkowa osadzona z supernatantu, otrzymanego po odwiro-
waniu homogenatu przy 500 X ¢, doprowadzeniem pH do 52 (11).
Mozna jg zatem, przez analogie do enzymdw Kkatalizujagcych aktywacje
aminokwasow, zaliczy¢ do tzw. ,frakcji pH 5”. Enzym ten jest odporny
na dziatanie temperatury + 55° w ciggu okoto 20 min. Dziatanie tej
temperatury niszczy zawarte w preparacie enzymy hydrolizujgce, dzigki
czemu po ogrzaniu obserwuje sie wzrost aktywnos$ci transferazy. Jest
ona specyficzna dla CTP — nie katalizuje powstawania potaczen fosfo-
choliny z ATP, GTP i UTP. Aktywatorami omawianej reakcji sg jo-
ny Mg+ lub Mn+2. Optymalne pH dziatania enzymu wynosi 7,2.

Obecnos$¢ transferazy CTP-cholinofosforanowej [2.7.7.15] stwierdzono
w roznych tkankach szeregu ssakow, znaleziono jg réwniez u ptakéw
(watroba kurczecia), u ro$lin (marchew) i w Kkilku szczepach drozdzy
(55). Badania Hellera i wspoOtpracownikéw (39) wskazujg, ze wyste-
puje ona réwniez u owaddw.

Reakcja IX jest odwracalna (11): pirofosforan nieorganiczny powoduje
pirofosforolityczny rozpad CDPChol z wytworzeniem fosfocholiny i CTP
Pietno dodanego do $rodowiska reakcji 3P-pirofosforanu odnalezé mozna
wowczas w cytydynotrojfosforanie.

Powstawanie  cytydynodwujosjoetanoloaminy. CDPEt powstaje
w reakcji VIII analogicznej do reakcji powstawania CDPChol (IX).
Katalizujgca te reakcje cytydylilotransferaza CTP-etanoloaminofosfo-
ranowa [2.7.7.14] jest w przeciwieAstwie do cytydylilotransferazy
CTP-cholinofosforanowej [2.7.7.15] wrazliwa na dziatanie podwyzszonej
temperatury (11) — ogrzanie preparatu do 55° powoduje jej inaktywa-
cje. Transferaza ta wystepuje we frakcji supernatantu a zatem zlokali-
zowana jest w innych czeSciach komorek niz transferaza (2.7.7.15) wy-
dzielona z frakcji mitochondrialnej i mikrosomalnej (52).

Powstawanie CDP-dwuglicerydu. Reakcja CTP z kwasem fosfatydo-
wym (X), w wyniku ktorej powstaje PP oraz CDP-dwugliceryd, bio-
ragcy nastepnie udziat w syntezie fosfatydylo-inozytu i fosfatydyloglice-
rolu stwierdzona zostata przez Paulusa iKen»nedy’egow dializo-
wanym homogenacie watroby $winki morskiej (72). Mechanizm aktywa-
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cji jest podobny do opisanego w reakcjach VIII i IX z tg roznica, ze
prekursorem jest nie azotowy, lecz lipidowy fragment lipidu. W stoso-
wanym przez autorow uktadzie ilo§¢ CTP zmieniona w CDP-dwugli-
ceryd byta dos¢ wysoka (8%).

Agranoff i wspotpracownicy (1) na podstawie doswiadczen
z frakcjg mitochondrialng nerki krélika przypuszczaja, ze CDP-dwugli-
ceryd powstawaé moze i na innej drodze, a mianowicie, w reakcji:
CDPChol z kwasem fosfatydowym (XIV).

Takie sformutowanie reakcji wyjasniatoby obserwowane nagroma-
dzenie sie we frakcji lipidowej dodanego do inkubatu 3H-CMP.
Wedtug autoréw z dodanego 3H-CMP i lecytyny obecnej w mitochond-
riach powstaje 3H-CDPChol (92). W przeciwienstwie do reakcji po-
wstawania CDP-dwuglicerydu z CTP, wydajnos$¢ reakcji XIV wynosita
tylko okoto 0,1%.

Powstawanie lecytyny i kefaliny. W powstawaniu lecytyny bierze
udziat cytydynodwufosfocholina oraz D-a-|3-dwugliceryd. Obok lecytyny
produktem reakcji XIIl jest CMP.

Reakcja powyzsza katalizowana jest przez cholinofosfotransferaze
CDJCholinowo-2,2-dwuglicerydowg [2.7.8.2]. Enzym ten wykazuje abso-
lutng specyficzno$¢ w stosunku do CDPChol, nie moze by¢ ona zastg-
piona przez UDPChol, ADPChol lub GDPChol. D-a-/?-dwugliceryd jest
specyficznym akceptorem fosforanu choliny w przedstawionym procesie
syntezy lecytyny; w reakcji tej nie moze on by¢ zastgpiony przez tréj-
gliceryd, kwas fosfatydowy czy lecytyne. Aktywatorami reakcji sg jo-
ny Mg+2 lub jony Mn+2, inhibitorem jony Ca+2

W powstawaniu kefaliny bierze udziat odrebny enzym — etanolo-
aminofosfotramsferaza CDP-etanoloaminowo-I,2-dwuglicerydowa (2.7.8.1)
(55), katalizujgcy reakcje Xl miedzy cytydynodwufosfoetanoloaming
i a-(3-dwuglicerydem.

Jak wykazaly badania Kornberga iPricera (62) oraz Kenne-
dy’e go i wspotpracownikow (92) lecytyna i kefalina zsyntetyzowane
w reakcjach X1 i XIlI zawierajg reszty fosforanowe pochodzace z fosfo-
ranu choliny i fosforanu etanoloaminy. Podobng zalezno$¢ stwierdzono
w biosyntezie fosfolipidow u owaddéw (21, 23, 24).

Powstawanie sfingomieliny. Udziat cytydynodwufosfocholiny w ostat-
nim etapie biosyntezy sfingomieliny wykazali Sriebney i Kenne-
dy (86, 87). Czasteczka fosfocholiny pochodzaca z CDPChol zostaje
przytagczona w reakcji XIl grupg fosforanowg do wolnej pierwszorzedo-
wej grupy wodorotlenowej ceramidu (N-acylo-sfingozyny). Enzym kata-
lizujacy te reakcje stwierdzono w watrobie kurczecia oraz w rdéznych
tkankach wieprza i barana. Aktywatorem reakcji sg jony Mn+2, jo-
ny Ca+2 hamujg jej przebieg. Wyniki badan nad budowg przestrzenng
ceramidu bioracego udziat w reakcji daly wyniki nieoczekiwane —
aktywng okazata sie forma o konfiguracji treo. Sfingomielina otrzymana
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w wyniku tej reakcji miata réwniez konfiguracje treo. Jak nastepnie
wykazano, forma erytro-ceramidu nie bierze udziatlu w opisanej reakcji.
Z drugiej strony wiadomo, ze skiadnikiem zaréwno sfingomielin jak
1 cerebrozydow naturalnie wystepujacych jest wylgcznie erytro-siin-
gozyna (20). Niiestwierdzenie reakcji XII z erytro-ceramidem w bada-
niach prowadzonych in vitro mozna by tlumaczy¢ mniejszg rozpuszczal-
noscig tej formy w poréwnaniu z formg treo, ktéra jako lepiej roz-
puszczalna tatwiej osiggnetaby powierzchnie enzymu. Nie mozna zatem
wykluczy¢, ze aktualnym substratem tej reakcji in vivo jest jednak
forma erytro ceramidu. Sriebney i Kennedy wysuwajg jed-
nak inne wytlumaczenie udziatlu w opisywanej reakcji jedynie treo-cera-
midu. Przypuszczajg oni, ze wystepujgca w tkankach erytro-sfingomie-
lina powstaje w dwu etapach (Xlla i XlIb), to jest w wyniku zmiany
konfiguracji wytworzonej pierwotnie treo-sfingomieliny.

Treo-ceramid + CDPChol4= Treo-sfinogomielina + CMP (X1la)
Treo-sfinogomielina v=>- -Erytro-sfinogomielina (X11b)
Nalezy podkreslié, ze Sriebneyowi i Kennedy’emu udato

sie przeprowadzi¢ reakcje CDPChol jedynie z ceramidami zawierajgcy-
mi nizsze kwasy ttuszczowe. Stosowanie do reakcji ceramidéw o acylu
dtuzszym niz dwuweglowy nastreczato trudnosSci zwigzane z ich nieroz-
puszczalnoscig, dopiero przy uzyciu detergentu Tween 20 udawato sie
przeprowadzaé reakcje z ceramidami o acylach diuzszych, lecz co naj-
wyzej oSmioweglowych. Z drugiej strony wiadomo, ze naturalnie wy-
stepujace sfingomieliny zawierajg rodnik acylowy o dwudziesto- lub
dwudziestoczteroweglowym tancuchu. Ceramidy o takiej diugosci tan-
cucha acylowego nie wchodzity w reakcje z CDPChol w warunkach do-
Swiadczenia z izolowang frakcjg podkomdrkowa watroby kurczecia.
Z tego powodu omoOwione prace nie moga przesadzi¢ o tym, ze reak-
cja XIlI przedstawia przebieg biosyntezy sfingomieliny in vivo, jak
réwniez $wiadczy¢ o konfiguracji ceramidu mogacego in vivo wchodzi¢
w reakcje z CDPChol. Wraz z wydtuzaniem tancucha kwasu ttuszczo-
wego lipidu zmieniajg sie wiasciwosci fizykochemiczne i reaktywno$é
tego pofaczenia. Jako przykiad moze stuzy¢ omoéwiona reakcja IV po-
wstawania kwasu fosfatydowego z ATP i dwuglicerydu, w ktdrej skiad
acylowy uzytego dwuglicerydu decydowat o natezeniu procesu (44).

Powstawanie inozytofosfolipiddw. Znane sg jedynie posrednie etapy
powstawania fosfatydyloinozytolu zbudowanego z 1 czasteczki glicerolu,
2 czasteczek kwasow ttuszczowych, 1 czasteczki inozytolu i 1 reszty
fosforanowej. Obok zwigzku o podanym wyzej skiadzie w przyrodzie
wystepuje szereg réznych fosfolipidow zawierajgcych inozytol, ktorych
biosynteza nie zostata jeszcze ustalona.

Synteze fosfatydyloinozytolu stwierdzono w preparacie mikrosomoéw
watroby kurczecia stosujac syntetyczng CDP-dwupalmityne oraz 3-ino-
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zytol. Prace Paulusa i Kennedy’ego (71, 72, 73) wykazaly, ze
zwigzkiem posrednim w tej syntezie (reakcja XV) jest CDP-dwugliceryd
oraz, ze bierze w niej udziat wolny nieufosforylowany inozytol. Zatem
mechanizm reakcji jest inny od stwierdzonego w badaniach nad po-
wstawaniem lecytyny, kefaliny i sfingomieliny (reakcje XI, XIlI,
XI1).

Podobny mechanizm powstawania fosfatydyloinozytolu podali
Agranoff i wspétpracownicy (1) na podstawie wynikéw badan nad
wigczaniem znakowanego 3H-inozytolu w fosfolipidy mitochondriéw
nerki krélika. Wedtug tych autordw w pierwszym etapie tej syntezy tj.
powstaniu CDP-dwuglicerydu bierze udziat nie CTP lecz CDPChol.
Wiaczanie znakowanego inozytolu w lipidy byto bowiem w tych bada-
niach stymulowane przez CDPChol, lecz nie przez CTP.

Zar6wno w badaniach Paulusa i Kennedy’ego jak i Agra-
noff a i wspbétpracownikéw role prekursora fosfatydyloinozytolu spet-
nia kwas fosfatydowy.

Z badan Stricklanda oraz Thompsona i wspotpracowni-
kéw (83, 88, 89) wynika, ze w tkance mdzgowej mozliwa jest biosyn-
teza fosfatydyloinozytolu bez udziatu kwasu fosfatydowego, jako sta-
dium posredniego. W doswiadczeniach nad wigczaniem w fosfolipidy
homogenatu mézgu znakowanego 3P lub 14C fosforanu glicerolu stwier-
dzono (83), ze aktywno$¢é wiasciwa kwasu fosfatydowego byta znacznie
nizsza od aktywnosci wtasciwej fosfatydyloinozytolu. Podobne wyniki
uzyskali Freinkel (35 w badaniach nad wigczaniem 3P-ortofosfo-
ranu w fosfolipidy skrawkow tarczycy i Pritchard (76) nad wbudo-
wywaniem znakowanego 14C glicerolu w fosfolipidy skrawkow mozgu.

Powstawanie kardiolipiny. Kardiolipina zbudowana jest z trzech cza-
steczek glicerolu, dwu reszt kwasu fosforowego i czterech reszt kwasoéw
ttuszczowych (68). Trzy czasteczki glicerolu powigzane sg ze soba resz-
tami fosforanowymi. Dwie z nich — skrajne zwigzane sg z kwasami
ttuszczowymi, w trzeciej — $Srodkowej wystepuje wolna grupa wodoro-
tlenowa.

Przypuszczalny schemat biosyntezy tego fosfolipidu (schemat 2) za-
proponowat w 1961 roku Kennedy. W 1960 roku Kiyasu, Paulus
i Kennedy (57) stwierdzili powstawanie fosfatydyloglicerolu z CDP-
-dwuglicerydu i fosforanu glicerolu (schemat 1, reakcja XVI). Wydaje
sie prawdopodobne, ze w pierwszym etapie tego procesu powstaje fo-
sforan fosfatydyloglicerolu, ktéry w drugim etapie jest defosforylo-
wany. Drugi etap opisywanej reakcji, katalizowany przez fosfataze,
mozna zahamowa¢ inhibitorami blokujgcymi grupy —SH enzymu (52).
W tych warunkach dochodzi do nagromadzenia fosforanu fosfatydylo-
glicerolu. Fosfatydyloglicerol stanowi by¢ moze zwigzek posredni w bio-
syntezie kardiolipiny. Mogtaby ona powstawaé np. w reakcji, podob-
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nej do XVI miedzy fosfatydyloglicerolem i CDP-dwuglicerydem (52)
(schemat 2).

Powstawanie plazmalogenow. Doswiadczenia in vitro przeprowadzone
przez Kiyasu i Kennedy’ego (56) wskazujg, ze plazmalogeny
cholinowy i etanoloaminowy moga powstawa¢ w reakcjach, analogicz-
nych do reakcji XI i XIII — tworzenia lecytyny i kefaliny, w ktérych
zamiast D-a-(3-dwuglicerydu bierze udziat gliceryd plazmalogenowy*,

CDPclwugliceryd s~ Fosforan glicerolu

A . . A .
CMP Fo%{%}&%xlogI|cero—FosfatydongI|cerq} — CDP-cLwuglliceryd
awp Kardiolipina
Schemat 2. Biosynteza kardiolipiny wg. Kennedy’ego (52)
t.j. w ktorym jedna reszta kwasu tluszczowego zastgpiona jest resztg
aldehydu tluszczowego. Poniewaz reakcje przeprowadzono in vitro, nie
jest wykluczone, ze zawarte w preparacie enzymy syntetyzujace lecyty-
ne i kefaline nie sa wybiorczo specyficzne dla a,(3-dwuglicerydu i dla-
tego madgt on by¢ zastagpiony wprowadzonym do ukiadu glicerydem
plazmalogenowym, nawet gdyby ten ostatni nie byl intermediatem
w procesie biosyntezy in vivo. Wydaje sie jednak, ze glicerydy plazma-
logenowe wystepujg in vivo i stanowia zwigzki posrednie miedzy fosfo-
lipidowymi plazmalogenami i znalezionymi ostatnio przez Karnow-
sky’ego i wspdipracownikédw obojetnymi plazmalogenami — odpo-
wiednikami trdjglicerydow (49).

Udziat nukleotyddw cytydynowych w powstawaniu plazmalogenéw
wykazali rowniez Gambala i Monty (36).

Jak wykazali Schmidt i wspdipracownicy (80) turn-over fosfolipi-
doéw i fosfolipidowych plazmalogendéw w mies$niach szkieletowych i migs-
niu sercowym jest praktycznie identyczny.

3. Wyroéznienie gtéownych typéw reakcji

Uwzgledniajac rodzaj prekursora fosforanowego i udziat CTP reakcje
biosyntezy fosfolipidow, zestawione w schemacie 1 mozna podzieli¢ na
cztery typy:

1) prekursor: ATP, transfosforylacja — powstawanie kwaséw: fo-
sfatydowego i monoacylofosfatydowego (43) bez udziatlu CTP;

2) prekursor: a-fosforan glicerolu — powstawanie kwasu fosfatydo-
wego bez udziatu CTP;

3) prekursor: kwas fosfatydowy — powstawanie fosfatydyloinozyto-
lu i fosfatydyloglicerolu z udziatem CTP poprzez zwigzek posredni —
CDP-dwugliceryd;

* Przyjmuje sie, ze potgczenie aldehydu tluszczowego z grupga —OH glicerolu
odpowiada strukturze a,|3-nienasyconego eteru (37).
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4) prekursor: fosforan choliny, fosforan etanoloaminy — powsta-
wanie lecytyny, kefaliny i sfingomieliny z udziatem CTP poprzez
zwigzki posrednie CDPChol i CDPEt.

W reakcjach typu 3 CTP aktywuje substrat lipidowy, w reakcjach
typu 4 — nielipidowy.

Ta dwojako$¢ mechanizmu aktywacji uwidacznia sie w szybkosci
odnowy fosfolipidéw w warunkach in vivo i in vitro (23, 29, 33, 79).
Fosfolipidy, ktérych biosynteza zachodzi w reakcjach typu 1 — 3 wy-
kazuja duza szybko$¢ odnowy. Zblizone wartosSci aktywnosci wihasciwej
kwasu fosfatydowego i fosfatydyloinozytolu w badaniach nad wigcza-
niem 3P wskazujg nie tylko na #aczno$¢ tych zwigzkdéw, lecz réwniez
na tatwosé¢ aktywacji kwasu fosfatydowego z udziatem CTP.

Natomiast fosfolipidy, ktérych powstanie zwigzane jest z aktywa-
cja sktadnika nielipidowego, to jest wytwarzaniem CDPChol i CDPEt
cechujg sie niskg szybkoscig odnowy in vivo i in vitro. Szybkosci odno-
wy lecytyny, kefaliny i sfingomieliny réznig sie miedzy sobg, lecz
wszystkie sg znacznie nizsze od wartosci znajdowanych dla fosfatydy-
loinozytolu i kwasu fosfatydowego.

Wydaje sie, ze reakcje przedstawione w schemacie 1 stanowig gtow-
ne zrodto powstawania fosfolipidow w organizmach zywych. We wszyst-
kich, poza reakcjg IV — powstawania kwasu fosfatydowego z ATP
i dwuglicerydu, synteza fosfolipidow zachodzi de novo. Mozliwe jednak,
ze nie tylko dwu- ale i monoglicerydy powstate pod dziataniem lipazy
biora udziat w biosyntezie fosfolipidow (43).

Przebieg reakcji zalezy od obecnosci jondw nieorganicznych. Jony
te w stezeniach odpowiadajgcych ilosciom wystepujagcym w tkankach
moga hamowacé lub przyspiesza¢ biosynteze fosfolipidow in vitro. Jony
magnezu i manganu aktywujg niemal wszystkie reakcje biosyntezy
fosfolipidéw, podczas gdy wapn dziata na nie hamujgco. W niektérych
reakcjach jon manganowy jest jedynym kationem aktywujagcym. Wazne
znaczenie dla przemiany fosfolipidowej ma jon magnezowy, hamujacy
dziatanie fosfatazy kwasu fosfatydowego. Zahamowanie tej reakcji mo-
ze spowodowac¢ nagromadzenie kwasu fosfatydowego i spadek ilosci
dwuglicerydow (1). Stan taki wzmaga natezenie biosyntezy fosfatydy-
loinozytolu i Kkardiolipiny, a hamuje biosynteze lecytyny, kefaliny
i tréjglicerydéw.

I1. Inne aspekty biosyntezy fosfolipidow

1. Udziat glicerydéw

Przemiana fosfolipiddw zwigzana jest z przemiang trojglicerydéw —
elementem taczacym obie jest udziat kwasu fosfatydowego (63). Po-
wstaty przez defosforylacje kwasu fosfatydowego D-a,|3-dwugliceryd
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moze wchodzié w reakcje z CDPChol i CDPEt tworzac lecytyne i kefa-
ling, lub reagowac z acylo-CoA — tworzac tréjgliceryd (63, 91). O przej-
§ciu dwuglicerydu w fosfolipid czy trojgliceryd decyduje jego sktad
acylowy.

Kwasy fosfatydowe, CDP-dwuglicerydy i D-a,3-dwuglicerydy sg
grupami zwigzkéw, zawierajacych kwasy ttuszczowe o réznej diugosei
tancucha i ré6znym stopniu nienasycenia. Ich drogi metaboliczne uzalez-
nione sg od ich sktadu acylowego, warunkujgcego wieksze lub mniejsze
powinowactwo do enzymu, katalizujgcego dang przemiane. | tak na
przyktad: drogi metaboliczne kwasow fosfatydowych zalezne sg od specy-
ficznosci enzymow katalizujacych reakcje VI, X i XIV (schemat 1).

Réwniez i rodzaj powstajgcego fosfolipidu wydaje sie byé w pewnej
mierze zalezny od sktadu acylowego wchodzacego w reakcje dwuglicerydu.

W ten sposéb z jednej puli kwasu fosfatydowego powstaja lipidy za-
wierajace charakterystyczne dla danej grupy kwasy ttuszczowe (78).

Bezposrednie badania nad powinowactwem enzymoéw do lipidowych
substratow o réznym sktadzie acylowym sa utrudnione z powodu Kko-
niecznosci emulgowania badanych lipidow, aby umozliwi¢ ich kontakt
z czasteczkg enzymu. ROznice w natezeniu reakcji mogg wdwczas za-
leze¢ od stopnia zemulgowania substratu i ilosci emulgatora. Wieksze
stezenia emulgatora w Srodowisku reakcji wptywajag hamujaco na
aktywno$¢ enzymu.

O pewnych r6znicach w powinowactwie enzymow syntetyzujgcych
fosfolipidy do substratow o réznym skiadzie acylowym mogg Swiad-
czy¢ wyniki badan przeprowadzonych przez Collinsa (25) oraz
Harrisa i Robinsona (38) nad szybko$cig obrotu lecytyn in vivo.
Po podaniu szczurom 3P-ortofosforanu wydzielono z watroby szereg
radioaktywnych lecytyn, r6znigcych sie miedzy sobg sktadem acylowym.
Rozdzielono je metodg rozdziatu przeciwprgdowego lub chromatografii
na kwasie krzemowym. Oznaczenie radioaktywnos$ci wykazato rdzng
szybko$¢ wbudowywania izotopu w poszczegblne frakcje lecytyn. Inny
wynik uzyskano na materiale owadzim. U motyli Arcita caia (23) r6zne
frakcje lecytyny uzyskane metodg chromatografii na kwasie krzemo-
wym wykazywaty zblizong szybko$s¢ wbudowywania 3P.

2. Wymiana sktadnikéw fosfolipidowych

W schemacie 1 nie podano reakcji powstawania fosfatydyloseryny.
Wydaje sie, ze istnieje wiecej niz jedna droga biosyntezy tego fosfoli-
pidu. Sa w literaturze dane o wbudowywaniu in vivo fosforanu seryny
w fosfatydyloseryne prawdopodobnie drogg podobng do drogi biosyntezy
lecytyny i kefaliny (59, 60). Za tym przypuszczeniem przemawia row-
niez zblizona do stwierdzonej dla kefaliny i lecytyny szybko$¢ wiacza-

9 postepy Biochemii
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nia 3P w fosfatydyloseryne in vivo po podaniu znakowanego 3P-orto-
fosforanu (23, 79). Fosforan seryny wystepuje w tkankach (69, 75).
Powstaje on w reakcji transaminacji z kwasu fosfohydroksypirogrono-
wego (47). Jest szybko rozktadany przez specyficzng fosfataze (12, 22).
Nie udato sie wykaza¢ w tkankach obecnosci kinazy dziatajacej na
seryne analogicznie jek enzym Wittenberga i Kornberga (95) w przy-
padku choliny i etanoloaminy.

Wigczenie in vitro w fosfolipidy wolnej nieufosforylowanej [,2-uC-
-seryny, wykazali Hibscher, Dils i Pover (46); stwierdzili oni
rowniez, ze reakcje te stymulowaty nukleotydy cytydynowe. ROZznice
w stopniu stymulacji powodowanym przez r6zne nukleotydy cytydyno-
we byty podobne do stwierdzonych w badaniu wiaczenia ~-inozyto-
lu (1). W obu przypadkach efekt stymulujgcy CMP byt wyzszy niz
CTP. Jednak badania Paulusa i Kennedy’ego (73) wykazaly,
ze preparat enzymatyczny katalizujgcy reakcje CDP-dwuglicerydu z ino-
zytolem, nie katalizuje reakcji z seryna.

Ostatnie doswiadczenia z pracami Kennedy’ego (13, 52) oraz
Wilsona i wspotpracownikéw (93) wskazujg, ze fosfatydyloseryna
powstaje w reakcji fosfatydyloetanoloaminy z wolng seryng. Reakcja
ta jest czeScig ztozonego procesu prowadzacego do dekarboksylacji se-
ryny (schemat 3). W procesie tym fosfatydyloetanoloamina i fosfatydy-
loseryna odgrywaja role zwigzkéw posrednich.

Etanol

Schemat 3. Biosynteza fosfatydyloseryny

Dotychczas przyjmowano, ze dekarboksylacji w organizmie ulega
wolna seryna; Kometiani i Tkeszelaszwili wysuwali mozli-
wos¢ dekarboksylacji fosforanu seryny z wytworzeniem fosforanu eta-
noloaminy (59).

Wyniki doswiadczen Kennedy’ego i wspotpracownikéow (13,
52) wskazujg, ze reakcja ta przebiega inaczej.

Uogdlniajagc reakcje podang na schemacie 3 mozna przypuscic¢, ze
jedng z drég biosyntezy fosfolipidow jest wymiana jednego skiadnika
bez koniecznosci syntezy de novo catej czasteczki. Przypuszczenie to
to okazato sie stuszne. Dils i Hibscher (34) stwierdzili wigczanie
w fosfolipidy wolnej nieufosforylowanej choliny.

Artom i wsplipracownicy (4, 5 6) wykazali, ze preparaty enzy-
matyczne uzyskane z watroby szczura katalizujg wymiane etanoloami-
ny w fosfatydyloetanoloaminie nie tylko na seryne lecz i na inne sk#ad-
niki: choling, dwumetyloetanoloamine i monometyloetanoloamine.

Systemy Kkatalizujgce przemiane jednych fosfolipidéw w inne wy-
stepuja w innych fragmentach komérek niz systemy biosyntetyzujgce
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fosfolipidy de novo. Enzymy Katalizujgce reakcje wymiany obecne sg
we frakcji supernatantu homogenatéw po odwirowaniu mitochondriéw
i mikrosoméw, podczas gdy systemy biosyntetyzujace fosfolipidy de novo
z CDPChol, CDPEt i CDP-dwuglicerydu — zlokalizowane gtéwnie we
frakcji mitochondriow i mikrosomdéw. Stymulacja reakcji wymiany
przez nukleotydy cytydynowe nie jest specyficzna, inne nukleotydy wy-
wierajg podobny efekt. Optimum pH dziatania enzymoéw wymiany wy-
nosi 9—10, natomiast systemy biosyntezyjace de novo dziatajg najle-
piej w pH 7—8. Jon wapniowy, ktéry hamuje biosynteze fosfolipidow
de novo, stymuluje reakcje wymiany.

W 1959 roku Bremer i Greenberg (15 16) wykazali ist-
nienie innej od opisanej przez Kennedy’ego i Weissa (dro-
ga XIII, schemat 1) drogi biosyntezy lecytyny. Polega ona na metylo-
waniu kefaliny. Po wstrzyknieciu szczurom metioniny znakowanej
w grupie metylowej [(Me-14C)-metioniny] autorzy ci stwierdzili znacz-
ne wbudowywanie izotopu w lecytyne watrobowa. Maksimum tego
wigczania obserwowano po 40 min. od zastrzyku znakowanej metio-
niny. Po hydrolizie fosfolipidow odnaleziono radioaktywnos¢ w cza-
steczce choliny. W procesie wbudowania grupy metylowej w lecytyne
nie bierze udziatlu cytydynodwufosfocholina, bowiem maksimum radio-
aktywnosci tego zwigzku obserwowano dopiero po uptywie 1—2 godzin
po osiggnieciu szczytu wigczania w lecytyne. Na kréotko po iniekcji
(Me-1AC)-metioniny stwierdzono w ekstrakcie lipidowym obok lecytyny
rébwniez obecno$¢ radioaktywnych fosfolipidéw zawierajagcych monome-
tyloetanoloamine i dwumetylcetanoloamine. Prawdopodobnie fosfaty-
dylomonometyloetanoloamina i fosfatydylodwumetyloetanoloamina sg
zwiazkami posrednimi w procesie powstawania lecytyny poprzez mety-
lowanie kefaliny. Podobne wyniki uzyskano badajac biosynteze lecyty-
ny w moézgu (3).

Na mozliwo$¢ istnienia opisanej wyzej drogi biosyntezy lecytyny
wskazywaty dawniejsze doswiadczenia. Popjak i Muir (74) stwier-
dzili powstawanie znakowanej lecytyny z 3P-kefaliny w watrobie
szczura in vivo, Ste kol i wspétpracownicy (81) — udziat metioniny
w tym procesie. W doswiadczeniach z mutantem Neurospora crassa
wymagajacym dostarczenia choliny dla optymalnego wzrostu Wolf
i Nyc (96) obserwowali nagromadzanie fosfolipidow zawierajgcych
monometyloaminoetanol i dwumetyloaminoetanol w czasie wzrostu na
podtozu nie zawierajgcym choliny.

Lecytyna moze powstawac réwniez, jak wykazat L ands (65) z lizo-
lecytyny w reakcji z czasteczkg acylokoenzymu A, droga ta nie moze
mie¢ jednak wiekszego znaczenia. Nie jest pewne, czy jak to stwierdzato
szereg autorow m.in. Marinelli i wspdipracownicy (66) lizolecyty-
ny wystepujg rzeczywiscie w tkankach in vivo.
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Wedtug Collinsa (26) lizolecytyny powstajg z innych ztozonych
fosfolipidéw, w ktérych grupa fosforanowa tworzy potaczenie tréj-
estrowe jak na podanym wzorze.

R
co
@) 0o 0]
NH2—CH2—CH,—O0—P-0-CH ,—CH—CH2—O0 -P -O —CH2—CH2- +N(CH?3)

OH OH-

Wedlug Dawsona (30, 32) w trakcie procesu katabolizmu lecyty-
ny via lizolecytyna, glicerylofosforylocholina, fosfoglicerol + cholina,
do nagromadzenia lizolecytyny w tkankach nie dochodzi. Z glicerylo-
fosforylocholiny natomiast, ktéra w tkankach wystepuje, nie udato sie
stwierdzi¢ syntezy lecytyny (94).

Jak wida¢ z podanego przegladu gtéwnag drogg biosyntezy fosfolipi-
déw jest synteza de novo przy udziale nukleotydéw cytydynowych.
Tym niemniej nie sg wykluczone i inne drogi biosyntezy, a przede
wszystkim przemiana jednych fosfolipidow w inne.
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PRACE DOKTORSKIE

MARIA DYDYNSKA

Zmiany w fizjologicznych i biochemicznych witasciwosciach miesni i serca
zaby pod wplywem odwadniania i uwadniania

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN

Promotor: prof. dr Wilodzimierz NIEMIERKO

Uchwata Rady Naukowej Instytutu, nadajgca stopien doktora nauk przyrodniczych
z dn. 12 listopada 1960 r.

W pracy przedstawiono przebieg i wyniki badan nad zmianami zawartosci
zwigzkéw fosforowych oraz zmianami niektorych wtasciwosci fizjologicznych
miesni krawieckich i serca zaby, poddawanych odwadnianiu i nastepnie uwadnia-
nych w ptynie Ringera.

Odwodnienie prowadzono w temp. + 2°, w zamknietym ukfadzie, w Kktérym
cyrkulowato powietrze osuszane za pomoca zelu krzemowego. Calkowita utrata
wody (100°/0) nastepowata po okoto 10 godzinach. Zawartos¢ w mie$niach orto-
fosforanu (P), fosfokreatyny (CP) i kwasu adenozynotrojfosforowego (ATP) pozo-
stawata w tych warunkach niemal bez zmian.

Pobudliwo$¢ miesni i automatyzm skurczu serca nie zanikaly az do utraty
okoto 70% poczatkowej zawartosci wody. Wiekszy stopien wysuszenia miesnia po-
wodowal nieodwracalne znikanie pobudliwos$ci, miesien za$ taki po umieszczeniu
w ptynie Ringera powoli spontanicznie , kurczyt sie”. ,Skurczowi” temu towarzy-
szyty: defosforylacja CP i ATP, nagromadzanie sie P, oraz dezaminacja nukleoty-
déw adenilowych. Powstajace produkty reakcji pojawity sie w ptynie Ringera.

Im wyzsza byta poczatkowa zawarto$¢ ATP w odwadnianym miegéniu, tym wyz-
szy byt stopien spontanicznego ,skurczu” obserwowanego w czasie ponownego
uwadniania. Jezeli przed wysuszeniem migsien byt pozbawiony ATP, spontaniczny
»skurcz” zachodzit dopiero woéwczas, gdy do ptynu Ringera dodawano ATP.

Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze utrata przez miesien ponad 70°/0 poczat-
kowej zawartosci wody wywotuje nieodwracalne zmiany strukturalne tkanki
miesniowej. Jednym ze skutkéw tych jest spontaniczny ,skurcz” mie$nia obser-
wowany w czasie ponownego uwodnienia, ,,Skurcz” ten zachodzi jednak wytgcz-
nie w obecnosci pewnej okreslonej ilosci ATP.

Wyniki badan zostaty czesciowo opublikowane w Buli. Acad. Polon. Sci, ser.
sci. biol. 9, 57 (1961).

«
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JERZY PIOTROWSKI

Niektére zagadnienia metabolizmu aniliny z punktu widzenia iloSciowej oceny

wchianiania tego zwiazku przez robotnikébw w przemysle
t
Prace wykonano w Zaktadzie Toksykologii Przemystowej Instytutu Medycyny Pracy w todzi

Promotor: prof. dr B. FILIPOWICZ

Uchwata Rady Wydzialu Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu tédzkiego
0 nadaniu stopnia doktora nauk przyrodniczych z dnia 30. 12. 1960

Gtdwnym celem pracy bylo opracowanie iloSciowego wskaznika wchtaniania
aniliny u ludzi, narazonych na ten zwiazek w przemys$le. Po przeprowadzeniu
badan wstepnych, w ktérych zbadano przydatnos$¢ trzech réznych wskaznikéw bio-
chemicznych, wybrano oznaczanie wydalania gtébwnego metabolitu aniliny, p-amino-
fenolu w moczu. Oznaczenia wykonano witasng modyfikacja metody indofenolo-
wej.

W celu uzyskania podstaw do ilosciowej interpretacji tych oznaczeh przeprowa-
dzono dosSwiadczenia na ludziach, ktérym podawano aniline naskérnie w sposéb
umozliwiajgcy ustalenie ilosci wchionietej.

Okreslono szybkos$¢ wchtaniania ciektej aniliny przez skére ludzi w zaleznosci od
temperatury skéry i jej zwilzenia.

Stwierdzono, ze u ludzi anilina ulega przemianie do p-aminofenolu z wydajno-
§cig wzrastajacg z wielko$ciag dawki, w granicach od okoto 20 do 50%> ilo$ci poda-
nej. Wydalanie tego metabolitu jest stosunkowo szybkim procesem | rzedu, ktére-
go poétokres wynosi okoto 3 — 4 godzin. W zwiazku z tym przy codziennym powta-
rzaniu ekspozycji na aniling nie zachodzi jej kumulacja w ustroju.

Miedzy wchtanianymi dawkami aniliny a wydalaniem p-aminofenolu w moczu
zachodzi bardzo wysoka korelacja, co pozwolito na opracowanie ilosciowego wskaz-
nika wchianiania. Wskaznik ten oparto na okres$laniu szybkosci wydalania p-ami-
nofenolu w moczu bezpos$rednio po zakonczeniu narazenia. Doktadno$é wniosko-
wania o ilosci wchitonietej aniliny — okoto + 10 mg. W przeprowadzonych dosSwiad-
czeniach nie stwierdzono wydalania niezmienionej aniliny w powietrzu wyde-
chowym.

Dla uzyskania peitnego obrazu przemiany niskich dawek aniliny przeprowa-
dzono badania na krdélikach, w ktérych zastosowano m. in. metode rozcienczen
izotopowych przy podawaniu i~C-aniliny. Stwierdzono, ze u krélikéw przy ni-

skiej dawce aniliny (0,1 — 5 mg/kg) p-aminofenol powstaje z duzg wydajnoscia
(75—80%>). Przy odzyskaniu okoto 90°/0 dawki podanej stwierdzono poza tym:
o-aminofenol 6,7%> m-aminofenol — 0,8%, niezmieniona anilina — 0,6%. W po-

wietrzu wydechowym nie stwierdzono wydalania 14C02, co wskazuje ze nie za-
chodzita w powazniejszym stopniu destrukcja pierscienia aromatycznego.

Przy podwyzszeniu dawek aniliny spada wydajno$¢ przemiany do p-aminofe-
nolu, natomiast czesto obserwuje sie zwiekszone wydalanie niezmienionej ani-
liny.

Czesci pracy byty publikowane w: Medycyna Pracy Nr. 4, 1954, J. Hyg. Epid.
Nr. 1, 1957, ostatnia cze$¢ ukaze sie w Medycynie Pracy Nr. 5 1961.
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Struktura peptydowa kwaséw proteinowych
Prace wykonano w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie

Promotor: prof. dr Bolestaw SKARZYNSKI

Uchwata Rady Wydzialu Matematyczno-Fizyczno-Chemicznego nadajgca stopien doktora nauk
przyrodniczych z dnia 23. 2. 1961 r.

Kwasy proteinowe wyizolowane po raz pierwszy w 1897 roku przez Bgdzyhn-
skiego i Gottlieba byly dotychczas traktowane w piSmiennictwie bioche-
micznym jako mieszanina zwigzkéw azotowych o nieokre$lonej blizej strukturze
chemicznej. Liczne prace, pochodzace z okresu 1897—1937 nie doprowadzity do
blizszego scharakteryzowania mieszaniny kwaséw proteinowych, jedynie niektére
z nich zawieraty przypuszczenie, ze w skilad tej mieszaniny wchodzg peptydy.

Badania nad kwasami proteinowymi podjeto celem ostatecznego wyjasnienia
ich natury chemicznej oraz spodziewajac sie znalezé w mieszaninie analizowa-
nej wydzielane przez ustr6j polipeptydy, bedace zwigzkami dotychczas prawie zu-
petnie niezbadanymi.

Do otrzymywania kwaséw proteinowych z moczu zastosowano klasyczng me-
tode Badzynskiego i wspoétpracownikéw, a do ich ilosciowego oznaczania — réw-
nolegle metode Kjeldahla i metode biuretowa, Mieszanine kwaséw proteinowych
rozdzielono na cztery frakcje przy uzyciu elektroforezy wysokonapieciowej, a na-
stepnie kazdg z frakcji elektroforetycznych poddano chromatografii bibutowej.

Stwierdzono, ze klasyczna metoda Badzynskiego otrzymywania kwaséw pro-
teinowych prowadzi do wyizolowania z moczu pewnej frakcji peptydéw, posiada-
jacej ogolne wtasnosci chemiczne zgodne z wtasnosciami opisywanymi przez daw-
nych autoréw. Mieszaniny kwaséw proteinowych, wyizolowane z kilku moczy
prawidtowych wykazaty powtarzalno$é¢ sktadu jakosciowego zawartych w nich
peptydéw. Stwierdzono, ze w moczach prawidtowych przypada na azot kw. pro-
teinowych 0,68—1,27% N calkowitego moczu. Peptydy zawarte w mieszaninie
kwasow proteinowych stanowig 16,1—20,9% og6tu zwigzkéw wystepujgcych w mo-
czu i reagujacych z odczynnikiem biuretowym. Kwasy proteinowe otrzymane
z moczy patologicznych wykazaty w poréwnaniu do moczy normalnych ilosciowe
réznice w zawarto$ci azotu i peptydow.

Zastosowanie elektroforezy wysokonapieciowej i chromatografii bibutowej
pozwolito na wyizolowanie z mieszaniny kwasow proteinowych 22 zwigzkéw
barwigcych sie ninhydryng i izatyng, 14 z nich zidentyfikowano jako peptydy,
i okreslono ich sktad aminokwasowy. Wydzielone peptydy charakteryzujg sie duzag
zawartoscig alaniny, glicyny, histydyny, kw. glutaminowego, kw. asparaginowego
i proliny. Jeden z peptydéw zbudowany jest prawie ze wytgcznie z histydyny
drugi gtéwnie z lizyny. W oSmiu peptydach oznaczono N- i C-koncowe aminokwa-
sy. Do oznaczenia C-koncowych aminokwaséw stosowano metode hydrazynolizy
Shiro Akabori i wspdtpracownikéw, zas N-koncowych — metode Edmana w mody-
fikacji Sjoguista. Stwierdzono, ze najczestszym N-koAcowym aminokwasem w zba-
danych peptydach jest glicyna. Dwie peptydy zbudowane prawie wytacznie z ami-
nokwasow zasadowych nie posiadajga wolnej koncowej grupy aminowej. Niektdre
peptydy wydaja sie by¢ powigzane z komponentem cukrowym.

Praca zostanie opublikowana w Acta Biochim. Polon.
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Enzymy proteolityczne soku trzustkowego i soku jelitowego psa
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Celem pracy byta identyfikacja enzymoéw wchodzacych w skiad aktywnosci
proteolitycznej soku trzustkowego i soku jelitowego psa. Wystepowanie tego typu
enzyméw w sokach trawiennych nie bylo dotychczas szczegétowiej analizowane
mimo licznych badan nad oczyszczonymi enzymami proteolitycznymi trzustki i in-
nych tkanek zwierzecych. Spos$réd niewielu opublikowanych w ciggu ostatniego
dziesieciolecia prac dotyczacych sktadu enzymatycznego sokéw trawiennych, tylko
jedna, ktérej autorami sg badacze amerykanscy — Keller, Cohen i Neurath,
przedstawia doktadne badania zawarto$ci enzyméw proteolitycznych w soku trzust-
kowym wotu. Odnosnie soku trzustkowego psa nie opublikowano do tego czasu
zadnego tego typu szczeg6towych badan, jak réwniez nie badano doktadnie enzy-
mow proteolitycznych soku jelitowego. W tym d$wietle podjecie przedstawionego
zagadnienia wydato sie celowe i interesujace.

Sok trzustkowy uzyty do badan pochodzit z przetok trzustkowych ostrych lub
przewlektych wedtug Thomasa, sok jelitowy z przetok Thiry-Vella wykonanych
u pséw. ldentyfikacje enzymoéw proteolitycznych w soku trzustkowym i jelitowym
przeprowadzono przy zastosowaniu szeregu roéznych substratéow specyficznych dla
poszczeg6lnych enzyméw oraz na podstawie rozdziatlu enzymoéw za pomoca elektro-
forezy w osSrodku agarowym zawierajgcym Hyflo super-cel. Stosowanymi substra-
tami byty rézne biatka, peptydy i estry aminokwaséw. Oznaczenia aktywnosci
enzymatycznej przeprowadzano mierzac szybko$¢ hydrolizy substratow w czasie
inkubacji z enzymem w $rodowisku zbuforowanym w temperaturze 37°. Ilo$¢ pro-
duktéw trawienia lub nieroztozonych substratéw oznaczano po okre$lonym czasie
trawienia, stosujagc odpowiednie metody analityczne, najczesciej kolorymetryczne.
W niektérych przypadkach produkty trawienia rozdzielano chromotograficznie na
bibule i wtasciwy skitadnik oznaczano po wyeluowaniu z chromatogramu.

Na podstawie wynikéw rozdziatu elektroforetycznego, réznic w szybkosci hy-
drolizy poszczeg6lnych substratéw dziatania czynnikow aktywujgcych i innych
wtasnosci stwierdzono, ze w soku trzustkowym psa wystepuje co najmniej sze$¢
enzymoéw proteolitycznych, a mianowicie: trypsynogen, chvmotrypsynogen, ela-
staza, karboksypeptydaza A, karboksypeptydaza B (protaminaza) i endopeptydaza
(ktorej nie udato sie zidentyfikowac). W soku jelitowym nie wystepuje, poza en-
terokinaza, zaden enzym z grupy endopeptydaz, natomiast znajduje sie tam
aminopeptydaza leucynowa, aminotréjpeptydaza, dwupeptydaza glicylo-glicyny
oraz prawdopodobnie kilka innych enzyméw rozkiadajgcych dwupeptydy.
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ANTONINA GRYSZKIEWICZ

Otrzymywanie amylazy osocza ludzkiego i niektore jej wihasciwosci
Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Instytutu Hematologii w Warszawie.

Promotor prof. dr Antoni DMOCHOWSKI, t6dz

Uchwata Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tddzkiego nadajaca
stopien doktora nauk przyrodniczych z dnia 16 maja 1961 roku

Zastosowano dwie metody izolowania amylazy z osocza ludzkiego. Jedna
z nich polegata na frakcjonowaniu osocza etanolem, druga — na selektywnej
adsorpcji amylazy za pomocag skrobi. Frakcjonowanie etanolem pozwala otrzymacd
preparat o aktywnos$ci wtasciwej okoto 0,08 mg maltozy/min/mg enzymu przy
Sredniej wydajnosci 26%. Selektywna adsorpcja dawata preparaty o aktywnosci
1,7—3,3 mg maltozy/min/mg enzymu ze $rednig wydajonscig 20%. Dwukrotne
chromatografowanie na kolumnie skrobiono-celitowej preparatow otrzymanych
powyzszymi metodami podnosito aktywnos$¢ wiasciwg do okoto 22 mg maltozy
/min/mg enzymu. Jest to oczyszczenie okoto 25000-krotne w stosunku do ma-
teriatu wyjsciowego.

Oczyszczony preparat jest bezbarwnym proszkiem rozpuszczalnym w wodzie,
zawierajacym 7% azotu. Jego obrazy elektroforetyczne wykazywaty jedynie frak-
cje Y-globulinowa. Aktywno$¢ witasciwa preparatu wynosita okoto 15% aktywno-
§ci amylazy trzustki czy S$liny w przeliczeniu na mg azotu, optimum dziatania
przy pH 6,7—7,3 i w temperaturze 40°. Jony chlorkowe aktywowaly ten enzym,
jony metali dwuwarto$ciowych (Co++, Mg++, Mn++) a w mniejszym stopniu
jony metali jednowartosciowych (K+, Na+) stabilizowaty jego roztwory, natomiast
jony metali ciezkich (Zn++, Cu++) — inaktywowaty. Powinowactwo do substratu
byto zalezne od stezenia substratu. Stata Michaelisa Km dla stezen skrobi 0,5% —
5% wynosita 0,9 g/l, podczas gdy dla stezen skrobi 0,001% — 0,01% rownata sie
0,06 g/l. Energia aktywacji pomiedzy 0° i 40° wynosita 11600 K.

Preparaty o réznym stopniu oczyszczenia wykazywaly jednakowe witasciwosci
enzymatyczne, lecz roéznity sie stabilnoscia. Amylaza osocza w miare oczyszczenia
stawata sie coraz bardziej wrazliwa na czynniki fizyczne i chemiczne. Obnizato
sie jej optimum dziatania temperatury, zawezat sie¢ po kwasnej stronie zakres sta-
bilnosci pH i tatwo spadata aktywno$¢ w rozcienczonych roztworach wodnych.

Cze$¢ wynikéw opublikowano w Acta Physiol. Polon. 8, 345 (1957).



HALINA SZAFRAN

Esterazy soku trzustkowego i soku jelitowego psa
Prace wykonano w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie

Promotor: Prof. Dr Bolestaw SKARZYNSKI

Uchwata Rady Wydzialu Farmaceutycznego Akademii Medycznej w Krakowie
nadajgca tytut doktora farmacji z dnia 30 czerwca 1961 r.

Przedmiotem pracy byly enzymy esterolityczne produkowane przez trzustke,
a takze bione Sluzowg jelita i wydzielane w postaci soku trzustkowego i soku
jelitowego do S$wiatta jelita.

Wystepowanie esteraz w sokach trawiennych nie byto dotychczas przedmiotem
szerszych badan. Jedynym enzymem z tej grupy, ktérego obecno$¢ w soku
trzustkowym znana byta od dawna, jest lipaza trzustkowa, a w soku jelitowym —
zasadowa fosfataza. Wymienione sg wprawdzie i inne enzymy z tej grupy wyste-
pujace w soku trzustkowym i jelitowym, dane te sg jednak fragmentaryczne
i czasem sprzeczne. Z tego wzgledu ponowne podjecie tego problemu wydato sie
celowe.

Badania prowadzone byty w dwéch kierunkach. Pierwszym z nich byfa cha-
rakterystyka poszczeg6lnych aktywnosci esterolitycznych obu sokéw trawiennych
na podstawie rozdziatu elektroforetycznego biatek oraz zastosowania réznych sub-
stratow i inhibitoréw pozwalajgca na zaliczenie badanych enzymoéw do ostatnio
przyjetych w literaturze typéw aktywnos$ci esterolitycznej. Drugim kierunkiem
byto okreslenie wptywu bodzcéw wydzielniczych na aktywno$¢ esteraz w soku
trzustkowym, wptywu potozenia odcinkéw jelita na aktywnos$¢ esterolityczng
soku jelitowego oraz poréwnanie tych enzyméw w obu sokach trawiennych.

Sok trzustkowy otrzymywano z przetok trzustkowych ostrych lub przewlektych
wedtug Thomasa, sok jelitowy z przetok Thiry-Vella zatozonych u pséw. Aktyw-
no$¢ enzymatyczng oznaczano bezpos$rednio w soku trzustkowym i po przeprowa-
dzeniu rozdziatu elektroforetycznego w eluatach z frakcji biatkowych. W dosSwiad-
czeniach z sokiem jelitowym aktywnos$¢ enzymatyczng oznaczano tylko bezpos$red-
nio. Stosowanymi substratami byty estry kwaséw karboksylowych i kwaséw nie-
organicznych. Z pierwszej grupy przebadano kilka tréjglicerydéw, estréw alkoholi
jednowartos$ciowych i fenoli, z drugiej — estry kwasu fosforowego i siarkowego.
Jako inhibitora uzywano ezeryny i DFP, przebadano réwniez wptyw EDTA oraz
niektdrych jonoéw na dziatanie esteraz kwas6w nieorganicznych.

Szybko$¢ hydrolizy tréjglicerydow i estrow alkoholi alifatycznych oznaczano
metoda miareczkowg, hydrolize pozostatych substratow — przy uzyciu metod
kolorymetrycznycn.

Na podstawie przeprowadzonych dos$wiadczen stwierdzono, ze w soku trzust-
kowym wystepuje siedem odrebnych enzyméw z grupy esteraz, rozmieszczonych
w czterech rdéznych frakcjach elektroforetycznych. Sg to: lipaza trzustkowa, este-
raza cholesterolowa, dwie esterazy cholinowe, dwie esterazy niespecyficzne i za-
sadowa fosfataza. W soku jelitowym stwierdzono obecno$¢ arylosulfatazy, zasado-
wej fosfatazy, esterazy cholinowej oraz esterazy niespecyficznej. Rodzaj bodzca
wydzielniczego nie wpitywa na rozmieszczenie enzyméw we frakcjach elektrofore-
tycznych i z wyjatkiem zasadowej fosfatazy nie wptywa réwniez na zmiane aktyw-
nosci wiasciwej enzymoéw wydzielanych do soku trzustkowego. Aktywnos$é¢ wiasciwa
esteraz w soku jelitowym pochodzacym z roéznych odcinkdw jelita utrzymuje sie
mniej wiecej na tym samym poziomie.
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Miedzynarodowa Unia Biochemiczna

W zwigzku z V Miedzynarodowym Kongresem Biochemicznym odbyty sie
w Moskwie: czwarte walne zebranie Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (General
Assembly of the International Union of Biochemistry) w dniu 14 sierpnia oraz dwa
zebrania Rady Unii w dniach 12 i 16 sierpnia 1961 roku.

Poprzednie walne zebranie i posiedzenie Rady Unii odbyly sie w Wiedniu we
wrze$niu 1958 roku (patrz Post. Biochem. 5, 135, 1959).

Walne zebranie Unii

Posiedzenie zagait przewodniczacy M. Flor kin poswiecajac kilka stéw pamieci
zmartego cztonka Rady Unii prof. K. Felix’a

Sekretarz Uniii R. S. H. Thompson przedstawil obszerne sprawozdanie
z dziatalnosci za przecigg ostatnich 3 lat. W okresie tym odbyly sie trzy sympozja:
we wrze$niu 1958 r. w Semmering (Austria), organizowane wsp6lnie z CIOMS
(Miedzynarodowa Organizacja Nauk Medycznych) sympozjum na temat: ,,Bioche-
miczne reakcje na uszkodzenie' (z udziatem 23 o0s6b); we wrze$niu 1959 r. w Can-
berra (Australia) organizowane wspélnie z Australijska Akademig Nauk sympozjum
na temat: ,,Enzymy hematynowe” z udzialem 42 os6b; we wrze$niu 1960 roku
w Sztokholmie (Szwecja), organizowane wspdlnie z IUBS (Miedzynarodowa Unia
Nauk Biologicznych) sympozjum na temat: ,Biologiczna struktura i funkcja”,
z udziatem 200 os6b. Materialy ze wszystkich trzech sympozjéw wydano drukiem.
Nastepnie sekretarz Unii omoéwit dziatalno$¢ Komisji Enzymoéw, powiadomit o kro-
kach podjetych w kierunku utworzenia Komisji Redaktoréw czasopism biochemicz-
nych oraz omoéwit wspdétprace Unii Biochemicznej z innymi uniami i organizacja-
mi naukowymi.

Miedzy innymi na czwartym walnym zebraniu CIOMS w Paryzu we wrze-
$niu 1958 zatwierdzone zostato przyjecie Unii Biochemicznej na cztonka CIOMS.
Powstat tez komitet koordynacyjny IUB — z IUPS <Miedzynarodowa Unia Nauk
Fizjologicznych). W skitad tego Komitetu weszli ze strony IUB M. Florkin,
R. S. H. Thompson i E. H. Stotz ze strony IUPS za§ W. O. Fenn,
C. Heymans i Sir Lindor Brown. Juz pracujgcy komitet koordynacyjny po-
miedzy IUB i IUPAC (Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej) odbyt
dwa posiedzenia w sierpniu 1959 w Starnberg i we wrze$niu 1960 w Cambridge.
Wyrazem S$cistej wspoétpracy miedzy IUB a IUBS jest wspoélnie zorganizowane
sympozjum w Canberra.

Skarbnik Unii E. H. Stotz przedstawit walnemu zebraniu krétkie sprawozda-
nie z sytuacji finansowej Unii oparte na szerszym materiale, przeznaczonym na
posiedzenie Rady Unii.

Walne zebranie zatwierdzito nastepnie proponowang przez Biuro Unii zmiane
w Statucie. Propozycja ta zostata uprzednio rozwazona i przyjeta przez Narodo-
we Komitety Biochemiczne. Obecnie pkt. 7 § VII Statutu Unii brzmi: ,,Rada wy-
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znacza sposréd swych cztonkéw przewodniczgcego, skarbnika i sekretarza gene-
ralnego. Poprzedni przewodniczacy wchodzi réwniez w skiad Rady”.

Prof. Florkin powiadomit walne =zebranie, Zze Rada Unii na posiedzeniu
odbytym w dniu 12 sierpnia 1961 wybrata na przewodniczacego Unii S. Och oa
a na skarbnika i sekretarza generalnego powtérnie wybrata E. H. Stotza
i R. S H Thompsona. Na tymze posiedzeniu Rada postanowita zasiegnaé
opinii walnego zebrania w sprawie utworzenia stanowiska u-przewodniczgcego
Unii. Poniewaz utworzenie takiego stanowiska wiaze sie ze zmiang Statutu,
zgodnie z przyjetym w Unii zwyczajem walne zgromadzenie zalecito sekretarzowi
rozestanie Komitetom Narodowym tre$ci proponowanej zmiany, tak by mogty one
zajg¢ stanowisko w tej sprawie.

Zgodnie ze statutem walne zebranie powinno dokona¢ wyboru Rady Unii.
W mysl statutu réwniez zaden z cztonkéw Rady nie moze petni¢ swych obowigz-
kéw dtuzej ,niz przez 12 lat. Aby zatem utrzyma¢ pewnag ciggto$¢ prac Rady,
postanowita ona na zebraniu odbytym w dniu 12VI11.1961 zaleci¢ walnemu ze-
braniu reelekcje 13 sposréd dotychczasowych oraz wybo6r 7 nowych cztonkéw
Rady. Rada podata tez nazwiska 7 cztonkéw na miejsce ktorych wybrani by¢
maja nowi cztonkowie; byli to profesorowie: Linderstrom-Lang i Felix,
zmarli w czasie trwania kadencji, Akabori i Hammarsten, ustepujacy na
wiasng prosbe oraz wylosowani: Nicolaysen, Peters i Roche. Wyznaczona
przez Rade Komisja-Matka w sktadzie: Peters, Engelhardt i Roche za-
proponowata walnemu zebraniu nastepujgcych kandydatéw na nowych cztonkow:
P. Desnuelle (Francja), H. Theorell (Szwecja), Y. L. Wang (Chiny),
F. G. Young (Anglia), J. Heller (Polska), F. Egami (Japonia) i C. Mar-
tius (Szwajcaria). Liste te walne zebranie zatwierdzito oraz dokonato reelekcji
13 cztonkéw Rady a mianowicie: J. Courtois (Francja). V. A. Engelhardt
(ZSRR), A. H. Ennor (Australia), M. Florkin (Belgia) — poprzedni przewod-
niczacy, O. Hoffmann-Ostenhof (Austria)) K. Lohmann (Niemcy),
S. Ochoa (USA) — przewodniczacy, A. I. Oparin (ZSRR) ewent. V-przewod-
niczacy, A. Ross i-Fanelli (Witochy), E. H. Stotz (USA) — Skarbnik,
R. HO S. Thompson (Anglia) — sekretarz generalny, A. Virtanen (Fin-
landia) i H. G. K. Westenbrink (Holandia).

W dalszym ciggu obrad przewodniczacy Komisji Enzyméw (powotanej w 1955 r.
w Brukseli), M. Dixon przedstawit obszerne sprawozdanie. Komisja ta, w sktad
ktérej powotano 9 specjalistbw z roznych krajow, wytonita 5 podkomisji. Zespot
ten odbyt 65 spotkan. Na ostatnim zebraniu w marcu 1961 r. w Cassis, Komisja
uznata, ze zakonczyta powierzone jej prace. Sprawozdanie i petlne materialy zo-
staly wydane w formie ksigzki, jako 20 tom serii sympozjow Unii. Kazdy z kra-
jow nalezacych do Unii otrzymat to wydawnictwo. Komisja wspdtpracowata Scisle
z komisjg stownictwa IUPAC. Opublikowane materialy obejmujag m. innymi: de-
finicje standardowej jednostki enzymu, umozliwiajgcej pordwnanie aktywnosci
réznych enzyméw, propozycje definicji najbardziej podstawowych symboli, uzy-
wanych w kinetyce, propozycje nomenklatury koenzyméw oparte w zasadzie na
ich budowie chemicznej, Wstepne propozycje nomenklatury cytochroméw oraz
zasady klasyfikacji i nomenklatury enzyméw wraz z dotgczong lista 700 opraco-
wanych enzymoéw. Konczac swe zadania Komisja zaproponowata utworzenie Sta-
tego Komitetu Enzymow, w szczuplejszym gronie, w celu kontynuacji niezbed-
nych prac.

Z kolei przedstawiciele Pergamon Press ztozyli sprawozdanie z dziatalnosci
wydawniczej obejmujagcej materialy z sympozjoéw, odbytych pod egidg Unii oraz
z Kongreséw w Wiedniu i Moskwie.

Dziatalno$¢ Komitetu Koordynacyjnego IUB — IUPAC byta przedmiotem osob-
nego sprawozdania. Komitet ten dyskutowat sprawe czestosci odbywania Kongre-
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sow Biochemicznych. Jednakze stanowisko jakie w tej sprawie zajmujg Unie
pokrewne (IUBS i IUPS) przemawia za utrzymaniem dotychczasowej praktyki
i tak tez zadecydowato walne zebranie.

Walne zebranie przyjeto tez do wiadomosci, ze Rada Unii na posiedzeniu
w dniu 12.VII1.1961 powotata na okres 3-letni Komisje Redaktoréw Czasopism
Biochemicznych. W Komisji tej beda reprezentowane redakcje: Biochemical
Journal, Biochimica and Biophys. Acta, Biokhimiya, Buli. Soc. Chim. Biol., Hoppe
Seyler Ztschr. i Journal of Biol. Chem. Osobowo skiad tej Komisji zatwierdzi
przewodniczacy Unii. Przewidziana zostala mozliwo$¢ rozszerzenia tej Komisji
przez powotanie przez nig przedstawicieli redakcji innych czasopism biochemicz-
nych. Wstepne rozmowy pomiedzy redakcjami wymienionych uprzednio czasopism
biochemicznych a Biurem Unii przeprowadzone zostaty na zebraniu odbytym
w Cambridge we wrzesniu 1960 roku.

Delegacja USA przedstawita oficjalne zaproszenie Przewodniczagcego Narodowej
Akademii Nauk St. Zjednoczonych Dr. D. Q. Bronka na odbycie w Nowym
Yorku od 24 lipca 1964 roku VI Miedzynarodowego Kongresu Biochemicznego
oraz pigtego walnego =zebrania Unii. Delegacja wreczyta przewodniczacemu
ozdobnie oprawng ksiege, dar miasta Nowy York, zawierajgca tekst zaproszenia
Akademii Nauk, oraz zaproszenia ze strony witadz miejskich Nowego Yorku
i gubernatora Stanu Nowy York. Liczne barwne fatografie przedstawiajg m. in-
nymi zdjecia makiet dwu hoteli, ktére zainaugurujg swojg dziatalno$¢, goszczac
uczestnikéw Kongresu. Zaproszenie to zostato przez Walne Zebranie przyjete.

Z kolei prof. Egami w imieniu Rady Naukowej Japonii powiadomit, ze
biochemicy japonscy sa gotowi zorganizowaé nastepny, VII Miedzynarodowy
Kongres Biochemiczny w Tokio. Walne zgromadzenie zaaprobowato te deklaracje.
Uczeni japonscy podejma kroki w celu uzyskania oficjalnego zaproszenia ze
strony swego rzadu.

Walne Zebranie zajeto sie nastepnie wspéipraca z innymi uniami i organiza-
cjami naukowymi. Ustalono, ze w lecie 1863 w Londynie odbedzie sie organizo-
wane wspolnie przez IUB i IUPS 3—4-dniowe sympozjum na temat ,, Tlen” z udzia-
tem ok. 100 oséb. Postanowiono tez ze IUB bedzie wspo6tpracowata nadal z IUBS
i ITUPS w ramach Miedzynarodowego Programu Biologicznego (IBP) realizowa-
nego pod egidg ICSU. Walne zebranie rozwazyto nastepnie projekt UNESCO
utworzenia Miedzynarodowego Instytutu Badania Komorki. Ostatecznie Unia Bio-
chemiczna potwierdzita stanowisko zajete juz w tej sprawie przez IUBS i uznala,
ze tworzenie takiego Instytutu nie jest. wskazane, natomiast poparto zasadniczo
utworzenie Miedzynarodowej Organizacji Badan Komoérki (ICRO). Zebranie przy-
jeto do wiadomosci osSwiadczenie sekretarza generalnego Unii, ze w toku sg roz-
mowy na temat wspdipracy Unii z wyodrebniajagcg sie miedzynarodowg organi-
zacjg biofizyczng. Postanowiono tez dalej, ze Unia bedzie brata udziat w pracach
Miedzynarodowego Komitetu do Spraw Zwierzat Laboratoryjnych, nie moze jednak
przyczyni¢ sie do tych prac finansowo.

Na zakonczenie obrad walne zebranie odilozyto rozpatrywanie wniosku Acade-
mia Sinica, Taiwan, o przyjecie do Unii do czasu uzyskania niezbednych wy-
jasnien merytorycznych i proceduralnych.

Czwarte posiedzenie Rady Unii

W zastepstwie nieobecnego prof. Ochoa, zebraniu temu przewodniczyt prof.
Florkin.

Skarbnik Unii E. H. Stotz przedstawit szczegétowe sprawozdanie finansowe
za ubiegte 3-iecie oraz preliminarz budzetowy na nastepne trzy lata.
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W ostatnim trzyleciu na dochody Unii ztozyty sie:

a) subwencje ICSU (Miedzynarodowej Rady Unii Naukowych), ktére wynosity
7.000 doi. w 1958 r. 5.000 doi. w 1959 r. 4.000 doi. w 1960 r. i 6.000 doi. w 1961 r.

b) wptywy od krajow — cztonkéw Unii z tytutu skiadek. W 1959 roku do
Unii nalezato 25 krajow, w 1960 roku przyjety zostat Iran. Wysokos$¢ sktadki rocz-
nej zostalta przez uprzednie walne zebranie Unii w Wiedniu podniesiona do
200 dolaréw. W drodze wyjatku 4 kraje ptacg skiadke obnizong w wysokosci
100 dolaréw rocznie (Butgaria, Wegry, Holandia i Portugalia). Cztery kraje
reprezentowane w Unii przez 2 przedstawicieli ptacg 400 dolaréw rocznie (USA,
Anglia, ZSRR i Niemcy). Wptywy z tytutu skladek w ostatnim trzyleciu wynosity
ok. 15.000 dolaréw z tym, ze do lipca 1961 nie wptacity sktadek za rok 1961
Austria, Belgia, Butgaria, Iran. lzrael, Witochy, Japonia, Szwecja i Stany Zjedno-
czone AP.

Subwencje ICSU zostaly wykorzystane na pokrycie kosztéw podrézy przedsta-
wicieli krajow cztonkowskich do Wiednia na Walne zebranie Unii oraz uczestni-
kéw sympozjum o enzymach hematynowych do. Canberra a ponadto koszty zwig-
zane z pracami Komisji Enzymoéw i Komisji Redaktorow. Wplywy z tytutu skiadek
cztonkowskich zuzyto na koszty utrzymania agend biurowych Unii, koszty podro-
zy zwigzane z udzialem przedstawicieli Unii w Komitetach Koordynacyjnych.
Sympozjach, na optaty z tytutu cztonkostwa Unii ICSU itp.

W budzecie preliminowanym na nastepne 3 lata ponad 12000 dolaréw prze-

znacza sie na finansowanie podrozy uczestnikow sympozjow i kogreséw Unii.
Rada Unii zatwierdzita zaréwno sprawozdanie skarbnika jak i preliminarz
budzetowy.

Nastepnie przedstawione zostato i przyjete przez Rade krdtkie sprawozdanie
sekretarza generalnego Unii.

Po wystuchaniu sprawozdania przewodniczacego Komisji Enzyméw M. Dixo-
na, Rada postanowita iz Komisja ta w zwigzku z wykonaniem zadan zostaje
rozwigzana, oraz powotata Staly Komitet Enzymoéw w skladzie S. P. Colowick,
A. L. Lehninger, O. Hoffman n-Ostenhof i E C. Webb (sekretarz).
Komitetowi temu powierzono biezgce sprawy wynikajgce z dotychczasowej dzia-
talnosci Komisji. Przedstawiciele poszczegélnych krajéow zadeklarowali, ze sg juz
podjete badz w najblizszym czasie rozpoczng sie prace nad ttumaczeniem spra-
wozdania Komisji Enzymoéw na jezyki: francuski, japonski, niemiecki, polski
i rosyjski. Ponadto powierzono Komisji Redaktoréw sprawe nawigzania kontaktu
z sekcja chemii biologicznej IUPAC w celu ewentualnego powotania Komitetu
do spraw nomenklatury cytochroméw, zagadnieniem nomenklatury izo-enzymow
za$ zaja¢ sie majg Staly Komitet Enzyméw i Komisja Redaktordw.

W zwigzku z zazakceptowaniem przez Walne Zebranie powotania Komisji
Redaktoréw czasopism biochemicznych przewodniczagcym tej Komisji mianowano
J. T. Edsalla a sekretarzem W. V. Thorpe’a Rada ustalita tez nastepujacy
terminarz posiedzen, sympozjéw i kongresow:

1962 — posiedzenie Komisji Redaktoréw:

1963 — sympozjum ,,Tlen”, wspélne IUB/IUPS

1963 — sympozjum ,Medyczne aspekty biochemii genetycznej”, wspo6lne

IUB/IUPAC, ktére ma sie odby¢ w Detroit lub Toronto réwnoczes$nie
z Miedzynarodowym Kongresem Chemii Klinicznej.

1963 — sympozjum ,,Genetyka biochemiczna”, wspélne I1UB/IUBS
1963 — posiedzenie Komisji Redaktoréw czasopism biochemicznych
1964 — VI Miedzynarodowy Kongres Biochemiczny w Nowym Yorku
1964 — posiedzenie Komisji Redaktoréw czasopism biochemicznych
1964 — posiedzenie stalego Komitetu Enzymoéw



[5] SPRAWOZDANIA | KOMUNIKATY 145

Sekretarz generalny powiadomit Rade, ze w przysztosci w wyniku porozumie-
nia podjetego w Komitecie Koordynacyjnym IUB/IUPAC, IUPAC nie bedzie
zwolywata Kongreséw o tematyce biochemicznej, a ograniczona ilo§¢ sympozjow
poswiecona bedzie przede wszystkim chemicznym aspektom zagadnieh biologicz-
nych. Z drugiej strony Kongresy i Sympozja IUB bedag przede wszystkim uwzgled-
nia¢ biologiczne aspekty poruszanych zagadnien.

Nastepnie Rada przyjeta do wiadomos$ni, ze 2 sierpnia 1961 na Miedzynarodo-
wym Kongresie Biofizycznym w Sztokholmie powstata Miedzynarodowa Organi-

zacja Biofizyki Czystej i Stosowanej (International Organisation of Pure and
Applied Biophysics — IOPAB). Organizacja ta zaproponowata powotania wspo6lnego
Komitetu z Unig Biochemiczng z udziatem 3 cztonkéw z IUB i 3 cztonkéw

z IOPAB. Ustalono, ze IUB bedzie w tym Komitecie reprezentowany przez prze-
wodniczacego, skarbnika i sekretarza generalnego Unii. Rada postanowita tez, ze
przedstawiciel Unii bedzie brat udziat w pracach Komitetu Badan Oceanicznych
powotanego przez ICSU. Poza tym Rada rozpatrywata przekazana jej przez walne
zebranie sprawe objecia przez Unig patronatu nad International Abstracts of Bio-
logical Science. Postanowiono, ze je$li IUPAC podjeta podobng decyzje w stosun-
ku do Chemical Abstracts, to IUB postapi analogicznie.

Zebranie zakonczono ustalajac, ze nastepne zebranie Rady odbedzie sie w lipcu
1964 r. w Nowym Yorku w zwigzku z VI Miedzynarodowym Kongresem Bioche-
micznym.

J. Heller

Sprawozdanie z Konferencji Chromatograficznej w Pradze

w dniach 21—24 czerwca 1961 roku

Czterodniowa konferencja zorganizowana przez Sekcje Chromatograficzng Cze-
chostowackiego Towarzystwa Chemicznego poswiecona byta zaréwno teorii jak
i praktyce chromatograficznej. Gléwnymi organizatorami i gospodarzami byli
dr K. Macek i dr I. Hais, redaktorzy czeskiej monografii chromatografii bibu-
towej, ktéra ukazata sie juz w drugim wydaniu tlumaczonym na kilka jezykéw.

Konferencja miata charakter miedzynarodowy. Wzieli w niej udziatl czotowi
specjalisci metod chromatograficznych i autorzy podrecznikéw i monografii, jak
prof. prof. Consden, Pollard, Smith, Edwards i Knight z Anglii,
prof. Raczynski z ZSRR, prof. Blasius, dr Matthias, dr Griune i dr
Wal di z Niemiec, prof. Marini-Bellolo i dr M. Lederer, redaktor perio-
dyku J. of Chromatography, z Witoch. Z Polski wzieli udziat w Konferencji: prof.
0 pienska-Blauth, doc. Ostrowski i dr Saktawsk a-Szymonowa
Niestety nie mogli przyby¢ prof. Waksmundzki i dr Soczewinski —
nasi teoretycy z zakresu chromatografii bibutowej. Z Czechostowacji byty reprezen-
towane gtéwne Instytuty Naukowe i Uczelnie Wyzsze w Pradze, Bratystawie, Par-
dubicach i innych os$rodkach naukowych i przemystowych. Problematyke pierw-
szych dwoéch dni Konferencji wypeinialy referaty wiodgce i komunikaty z teorii
1 praktyki chromatografii bibutowej. Referaty wiodace wygtosili:

prof. Consden — O pochodzeniu i rozwoju chromatografii bibutowej,

prof. Raczynski — O podstawach teoretycznych chromatografii bibutowej,

dr I. Hais — O generalnych problemach w technice chromatografii
bibutowej.

10 Postepy Biochemii
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Reszta referatdow i komunikatéw w sumie okoto 40 miescita sie w nastepujacych
grupach tematycznych:

A) Chromatografia bibutowa zwigzkéw nieorganicznych z referatem gtéwnym

prof. Pollarda.

B) Postepy w technice chromatograficznej z referatem Dr Macka.

C) Zastosowanie metodyki chromatografii bibutowej do badan niektérych

zwigzkoéw organicznych.

D) Zastosowanie chromatografii bibutowej do analizy produktéw mineralnego

pochodzenia i lekéw.

E) Zastosowanie chromatografii bibutowej do badan lipidow.

Z Polski byty zgtoszone 4 referaty i komunikaty, przez: prof. Opienska-
Blauth, proff. Waksmundzkiego i dr Soczewinskiego. Podczas Kon-
ferencji wyswietlono dwa barwne filmy z dziedziny techniki ogélnej chramoto-
grafii bibutowej i techniki specjalnej biatek i aminokwasow.

Trzeci dzien Konferencji poswiecony byt dla sympozjum na temat zaleznosci
miedzy wspoétczynnikami Rf a strukturg badanych zwigzkéw', ktére odbyty sie
w osrodku Czechostowackiej Akademii Nauk w pigknej miejscowosci w Libicach.

Zwiedzanie niektérych zaktadéw naukowych doskonale zaopatrzonych w nowo-
czesng aparature z wihasnych wytwdrni i importowa,, zajeto dzien czwarty.

Za zorganizowanie tak doskonatej i pozytecznej Konferencji nalezg sie organi-
zatorom i gospodarzom wyrazy uznania i podziekowania.

J. Opienska»-Blauth
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POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Wykaz Wiadz i Spis Czionkdéw
(stan w 1961 r.)

Zarzad Gtoéwny
Warszawa 40, ul. Freta 16

Prof. dr Bolestaw FILIPOWICZ — prezes

Doc. dr Kazimierz ZAKRZEWSKI — vice-prezes
Doc. dr Jerzy KRAWCZYNSKI — skarbnik

Dr Zofia LASSOTA — z-ca skarbnika
Doc. dr Zofia ZIELINSKA — sekretarz

Dr Tadeusz KEOPOTOWSKI — z-ca sekretarza
Dr Henryk PANUSZ — cztonek Zarzadu

Dyzury Zarzadu Gtoéwnego PTBioch odbywaja sie w pigtki, w godz.

w lokalu Towarzystwa.

Oddziat w Biatymstoku
20 cztonkoéw

Siedziba: Zaktad Chemii Fizjologicznej AM Biatystok, ul. Mickiewicza 2

Zarzad oddziatu:
Doc. dr Stefan NIEWIAROWSKI — Przewodniczacy
Dr Juliusz POPOWICZ — Sekretarz

Lista cztonkéw

BULUK Karol, Prof. dr, Zak}. Patologii Ogélnej i Dosw. AM
CZEREPKO Kazimierz, Mgr inz.,, Zakt. Chemii Ogdlnej AM
DANYSZ Andrzej, Doc, dr, Zakt. Farmakologii AM
GALASINSKI Wiadystaw, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol.
IWANOWSKI Henryk, Mgr, Wojsk. Szpital Ginekol. Potozn.
JANUSZKO Tadeusz, Dr, Zak}l. Patologii Ogdélnej i Dosw. AM
JAROSZEWICZ Kazimierz, Mgr, Zaki Chemii Ogélnej AM
JAROSZEWICZ Leokadia, Mgr, Zakt Chemii Fizjol. AM
JOZWIAK Michat, Lek., Zakt. Chemii Ogélnej AM

11—17,30
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KALICINSKI Andrzej, Dr, 1 Klin. Choréb Wewn. AM
MASEOWSKI Konstanty, Mgr, Zaki Chemii Fizjol. AM
NIEWIAROWSKI Stefan, Doc. dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM
POPOWICZ Juliusz, Dr, Zakt. Chemii Ogo6lnej AM
PROKOPOWICZ Jan, Lek., Zakt Chemii Fizjol. AM
ROSEAN Zenon, Lek., Zaki Chemii Fizjol. AM
ROZANSKI Andrzej, Lek., Zaki Chemii Og6lnej AM
SWIATECKI Lech, Lek., Szpital Powiat. Etk

TOMICKA Halina, Mgr, Zakt. Chemii Ogo6lnej AM
WARDZINSKA Halina, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. AM
WCDLOSOWICZ Nina, Mgr, Zakt Chemii Fizjol. AM

Oddziat w Gdansku
25 cztonkéw

Siedziba: Zaktad Chemii Fizjologicznej AMG Gdansk-Wrzeszcz, Al. Zwy-
ciestwa 42

Zarzad oddziatu: Doc. dr Mariusz ZYDOWO — Przewodniczacy
Dr inz. Karol TAYLOR — Sekretarz

Lista cztonkow

ANGIELSKI Stefan, Dr, Zaki Chemii Fizjol. AM

BIELAWSKI Wtodzimierz, Lek, I Klin. Choréb Wewn. AM

BOROWSKI Edward, Doc. dr, Zakt. Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej
CHYREK-BOROWSKA Sabina, Lek., I Klin. Choréb Wewn. AM
GRUDZINSKA Alicja, Lek., Zakik Chemii Fizjol. AM

GORSKI Marian, Prof. dr, 1 Klin. Choréb Wewn. AM

KOWALCZYK Jerzy, Mgr inz.,, Kat. Anal. Techn. Politechniki Gdanskiej
KUPRYSZEWSKI Gotfryd, Dr inz., Wyzsza Szkota Pedagogiczna
KURYLO-BOROWSKA Zofia, Dr inz., Inst: Medycyny Morskiej
LIBEREK Bogdan, Dr inz., Wyzsza Szkota Pedagogiczna

MANITIUS Andrzej, Dr, Il Klin. Choréb Wewn. AM

MOZOLOWSKI Wtiodzimierz, Prof. dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM
MAKAREWICZ W iestaw, Lek., Zakt. Chemii Fizjol. AM

NIEMIRO Ryszard, Dr, Zaki Fizjol. AM

PRZYJEMSKI Jan, Lek., Zakt. Chemii Fizjol. AM

PURZYCKA Jadwiga, Mgr, Zakt Chemii Biologicznej AM

ROGULSKI Jerzy, Dr, Zaki Chemii Fizjol. AIM

RZECZYCKI Wiktor, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM

SOKOLOWSKA Teresa, Dr inz., Zaki Chemii Ogo6lnej Politechniki Gdanskiej
SZABUNIEWICZ Bozydar, Prof. dr, Zakt Fizjol. AM

TASZNER Emil, Prof. dr, Zakt. Chemii Ogo6lnej Politechniki Gdanskiej
TAYLOR Alina* Mgr inz., Inst. Medycyny Morskiej

TAYLOR Karol, Dr inz., Inst. Medycyny Morskiej

ZELEWSKI Leon, Dr Zakt Chemii Biologicznej AM

ZYDOWO Mariusz, Doc. dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM
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Oddziat w Krakowie
42 cztonkéw

Siedziba: Zaktad Chemii Fizjologicznej AM Krakoéw, ul. Kopernika 7

Zarzad oddziatu: Doc. dr Wtodzimierz OSTROWSKI — Przewodniczacy
Dr Mirostawa WEBER — Sekretarz

Lista cztonkow

BOBEK Stanistaw, Mgr inz.,, WSR, ul. Mickiewicza 21
DWURAZNA Mieczystawa, Dr, Zakt Fizjol. Roélin PAN, ul. Mickiewicza 21
EWY Zygmunt, Prof. dr, Zakt Fizjol. Zwierzat WSR, ul. Mickiewicza 21
FRENDO Julian, Lek., Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
GABRYELSKI Wtadystaw, Dr | Klin. Wewn. AM, ul. Kopernika 7
GUMINSKA Maria, Dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
GUMINSKI Tadeusz, Lek., 1 Klin. Chor. Dzieci AM, ul. Strzelecka 2
GORSKI Franciszek, Prof. dr, Zakt Fizjol. Roélin UJ, ul. Grodzka 53
HALIKOWSKI Bogustaw, Prof. dr, Il Klin. Choréb Dzieci AM
KAMIENSKA-ZYLA Maria, Mgr, Zakt. Fizjol. Roélin PAN, ul. Mickiewicza 21
KLIMEK Rudolf, Lek., | Klin. Potozn. i Choréb Kobiecych, ul. Kopernika 23
KOJ Aleksander, Dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
KOZLOWSKA Aniela, Prof. dr, Zakt Botaniki WSR, ul. Mickiewicza 21
KONIECZNY Leszek, Lek. Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
KRAWCZYK Adam, Mgr, Zaki Chemii Fizjol. AM ul. Kopernika 7
KULCZYCKI Adam, Prof. dr, Zakt Fizjol. Zwierzat UJ, ul. Krupnicza 41
MANOWSKA Jadwiga, Mgr, Zakt Fizjol. Zwierzat UJ, ul. Krupnicza 41
MICZYNSKI Kazimierz, Dr, Zaki Botaniki WSR, ul. Mickiewicza 21
NOWORYTKO Jadwiga, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
NASK/CLSKI Jerzy, Mgr, IIl Klin. Choréb Wewn. AM, ul. Kopernika 17
NOWOTNY Franciszek, Prof. dr, Katedra Technol. Rolnej WSR, ul. Krupnicza 41
OSTROWSKI Wtodzimierz, Doc. dr, Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
PALASINSKI Mieczystaw, Mgr, WSR, ul. Mickiewicza 21
PIETRZYCKA Maria, Mgr, | Klin. Potozn. i Ginekol., ul. Kopernika 21
POJNAR Edward, Dr, Katedra Botaniki WSR, ul. Mickiewicza 21
RYS Rajmund, Doc. dr, Inst. Zootechniki, ul. Karmelicka 20
SAMOLUS Bogustaw, Mgr, Katedra Technologii Rolnej WSR, ul. Krupnicza 41
SARNECKA-KELLER Maria, Dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
SWIDERSKI Jan, Mgr, Klin. Neurochirurgii AM, ul. Botaniczna 3
SKARZYNSKI Bolestaw, Prof. dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
SMOLINSKI Stefan, Dr, Zakt. Chemii Organ. UJ, ul. Krupnicza 41
STELMASZYNSKA Teresa, Mgr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
SZAFRAN Halina, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
SZAFRAN Zdzistaw, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
SZCZEPKOWSKI Tadeusz, Dr, Zaki Chemii Fizjol. AM, uL Kopernika 7
SZURMAN Jan, Mgr inz. Zakt Mikrobiologii AM, Zabrze-Rokitnica
WALCZAK Zygmunt, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
WEBER Mirostawa, Dr, Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
WOJTASZEK Tadeusz, Mgr inz., Prac. Fizjol. Stosowanej PAN, ul. Mickiewicza 21
WIERNY Adam, Mgr inz., Zakk Hodowli Dosw. Zwierzat PAN, Grodziec Slaski,
pow. Bielsko
ZAWIELAK Janina, Mgr, Katedra Technologii Rolnej WSR, ul. Krupnicza 41
ZGLICZYNSKI Jan Maciej, Lek., Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
ZAK Zdzistaw, Mgr, Zaki. Chemii Fizjol. AM, ul. Kopernika 7
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Oddziat w Lublinie
51 cztonkow

Siedziba: Zaktad Chemii Fizjologicznej AM Lublin, ul. Lubartowska 85

Zarzad oddziatu: Prof. dr Janina OPIENSKA-BLAUTH — Przewodniczaca
Dr Henryk KRACZKOWSKI — Sekretarz

Lista cztonkéw

BASZYNSKI Tadeusz, Dr, Katedra Fizjol. Ros$lin UMCS, ul. Giowackiego 2
BLAIM Kazimierz, Dr, Laboratorium Biochemiczne IUNG, Putawy
BORKOWSKI Tomasz, Dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
CEGIELKA Marian, Lek., Kat. Fizjopatol. WSR, ul. Akademicka 11
CHAREZINSKI Marian, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
GAWRONSKI Eugeniusz, Mgr, Zak} Fizjol. Ro$lin UMCS, ul. Glowackiego 2
GASIOR Eugeniusz, Dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
ISKIERKO Jerzy, Dr, Zak}t. Chemii Ogé6lnej AM, ul. Staszica 4
JUSKO-GRUNDBOECK Jadwiga, Dr, Zaki Biochemii Inst. Weterynarii Putawy,
ul. Partyzantow 59
KANSKI Marek, Doc. dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
KOWALSKA Halina, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
KRACZKOWSKI Henryk, Dr, Katedra Chemii Fizjol. WSR, ul. Lubartowska 58a
KRYSTOSIK Jerzy, Lek., | Klin. Potozn. i Choréb Kobiecych AM, ul. Lubartow-
ska 81
KRZECZKOWSKA Irena, Doc. dr, Katedra Chemii Ogdlnej AM, ul. Staszica 4
KUJAWA Romuald, Lek., Centr. Laboratorium Klin. PSK, ul. Staszica 16
LEONOWICZ Andrzej, Mgr, Katedra Chemii Ogélnej WSR, ul. Akademicka 11
LIEBHART Stanistaw, Prof. dr, Klin. Potozn. i Choréb Kobiecych AM, ul. Lubar-

towska 81

LORKIEWICZ Zbigniew, Doc. dr, Katedra Mikrobiologii Ogélnej UMCS, al. Racta-
wickie 20

LOBARZEWSKI Jerzy, Mgr, Zaki Biochemii Wydz. Biologii i Nauk o Ziemi

UMCS, ul. Gtowackiego 2
MADECKA-BORKOWSKA Irena, Dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartow-
ska 85
MIECZYNSKA Anna, Prof. dr, Pracownia Fizjol. i Zywienia Roslin, IUNG, Putawy
MIERZEJEWSKI Jézef, Mgr, Katedra Chemii Ogélnej WSR, ul. Akademicka 11
MIERZEJEWSKI Tadeusz, Dr, Katedra Chemii Fizjol. WSR, ul. Lubartowska 58a
PRASAL Zbigniew, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
PIETRUSIEWICZ Maria, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
OPIENSKA-BLAUTH Janina, Prof. dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartow-
ska 85
RYCAJ Mieczystaw, Mgr, Zakt Analityki Wydz. Zdrowia, ul. Wréblewskiego 1
SAPIECHA Kazimierz, Mgr, Katedra Chemii Ogélnej WSR, ul. Akademicka 11
OBACZ-SANECKA Maria, Lek., Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
SKULMOWSKI Jézef, Prof. dr, Katedra Chemii Fizjol. WSR, ul. Lubartowska 58a
SYKUT Anna, Mgr, Katedra Chemii Og6lnej WSR, ul. Akademicka 11
SZWAJ Maria, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
SZYMONA Marian, Dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
SZYMONA Olga, Dr, Katedra Chemii Fizjol. AM, ul. Lubartowska 85
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TROJANOWSKI Jerzy, Doc. dr, Zakt Biochemii UMCS, ul. Glowackiego 2
WIERZCHOWSKI Zenon, Prof. dr, Katedra Chemii Ogdlnej WSR, ul. Akademicka 11
ZAJACZKOWSKA Anna, Mgr, Laboratorium Klin. Okulist. AM, ul. Chmielna 5
ZIELINSKI Henryk, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. WSR, ul. Lubartowska 58a
BIELECKA Waiestawa, Mgr, Zaki. Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
BOHYRYCZ-ZUDERA Maria, Lek., Zaki Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
CHORAZY Mieczystaw, Dr, Zakt. Biol. Nowotworéw Inst. Onkologii, Gliwice
ELBOWICZ-WANIEWSKA Zdzistawa, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-
Rokitnica
GRABECKI Jerzy, Lek., Zakt Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
GRABOWSKA Maria, Inz., Inst. Onkologii, Gliwice, ul. Wybrz. Armii Czerwonej 15
GRZESIK Jan, Dr, Inst. Med. Pracy w Przemysle Weglowym i Hutniczym, Zabrze
JOZKIEWICZ Stanistaw, Doc. dr. Zaki Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
SPETT Kazimierz, Doc. dr, Zakt. Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
STANOSEK Jo6zef, Dr, Zakl Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
URBANOWICZ Henryk, Lek., Zakt. Chemii Fizjol. SI. AM, Zabrze-Rokitnica
WARTERESIEWICZ Mariusz, Dr, Katedra Fizjol. Ros$lin WSR, ul. Akademicka
WILCZOK Tadeusz, Dr, Inst. Onkologii, Gliwice

Oddziat w todzi

33 cztonkow * e\

Siedziba: Zaktad Biochemii Uniwersytetu to6dzkiego, £6dz, ul. Lindleya 6

Zarzad oddziatu: Prof. dr Antoni DMOCHOWSKI — Przewoniczgcy
Dr Henryk PANUSZ — Sekretarz

Lista cztonkéw

BACHMAN Bolestaw, Doc, mgr inz. Zaki Technologii Spirytusu i Drozdzy PL,
ul. Wolczanska 171

BOBINSKI Henryk, Mgr, Il Klin. Choréb Wewn. WAM, ul. Zeromskiego 113

BRZEZINSKI Andrzej, Lek., Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68

DMOCHOWSKI Antoni, Prof, dr, Wydz. Biologii i Nauki o Ziemi U, ul. Lindleya 6

FILIPOWICZ Bronistaw, Prof. dr, Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68

GOLEWSKI Stanistaw, Dr Zaki Chemii Ogélnej AM, ul. Narutowicza 68

GREGER Janusz, Lek., Zakt. Chemii Ogélnej AM, ul. Narutowicza 68

GROSS Maria, Lek., Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68

IWINSKA Irena, Prof. dr, Zaki Towaroznawstwa WSE, ul. Potudniowa 20

KLYSZEJKO Leokadia, Dr, Zak} Biochemii UL, ul. Lindleya 6

KNYPL Stanistaw, Mgr, Zakt Fizjologii Roslin Uk, ul. Narutowicza 68

KRAJEWSKI Tadeusz, Mgr, Zakt Biochemii Uk, ul. Lindleya 6

LEYKO Wanda, Doc. dr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68

£OZA Emil, Doc. dr, Katedra Biochemii UL, ul. Lindleya 6

MARKIEWICZ Konstanty, Dr Il Klin. Choréb Wewn. WAM, ul. Zeromskiego 113

MOYCHO Wactaw, Prof. dr, Zakt Fizjol. Roslin UL, ul. Narutowicza 68

PILEK Kazimierz, Mgr, Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68

PANUSZ Henryk, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68

PIOTROWSKI Jerzy, Dr, Inst. Medycyny Pracy. ul. Wodna 40
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SALMOWA Jadwiga, Mgr, Inst. Medycyny Pracy, ul. Wodna 40
SEMPINSKA Elzbieta, Mgr, Zakt. Biochemii ULk, ul. Lindleya 6

SCHMIDT Marian, Mgr, Il Klin. Choréb Wewn. WAM, ul. Zeromskiego 113
SKARZYNSKI J6zef, Dr, Katedra Chemii Ogdlnej AM, ul. Narutowicza 68
SKOCZYLAS Bogna, Lek. Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68
SYSA Jozef, Prof. dr, Zak}t Fizjol. AM, ul. Lindleya 3

TOCZYSKI Tadeusz, Lek., Zakt Fizjol. AM, ul. Lindleya 3

URBANEK Henryk, Mgr, Zakt. Biochemii UL, ul. Lindleya 6

WALTER Zofia, Mgr, Zakt Biochemii Ut, ul. Lindleya 6

WIECKOWSKI Witadystaw, Mgr, Zaki. Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68
WISNIEWSKI Jerzy, Mgr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Narutowicza 68
WITKOWSKA Zofia, Mgr, Zakt. Chemii Ogdlnej AM, ul. Narutowicza 68
WITKOWSKI Stawomir, Mgr, Zaki. Chemii Ogo6lnej AM, ul. Narutowicza 68
WRONSKA Teresa, Mgr, Inst. Medycyny Pracy, ul. Wodna 40

Oddziat w Poznaniu
47 cztonkéw

Siedziba: Zaktad Chemii Fizjologicznej AM, Poznan, ul. Swiecickiego 8

Zarzad oddziatu: Prof. dr Zdzistaw STOLZMANN — Przewodniczacy
Prof. dr Jan WOJCIECHOWSKI — Viceprzewodniczacy
Dr Jan CHMIEL — Sekretarz

Lista cztonkéw

ADAM Wtiodzimierz, Mgr, Il Klin. Choréb Wewn. AM, ul. Przybyszewskiego

AUGUSTYNIAK Jacek, Mgr, Zakt Hodowli Roslin PAN* ul. Wojska Polskiego 71c

AUGUSTYNIAK Halina, Mgr, Zakt. Hodowli Ro$lin PAN, ul. Wojska Polskiego 71c

BARTOSINSKI Bogumit, Mgr, Katedra Biochemii WSR ul. Wojska Polskiego 71c

BLAWACKA Maria, Mgr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

BRATEK Maria, Dr, Zakt-Hodowli Ros$lin PAN,"trfr.--Wojska- Polskiego 71c

CHMIEL Jézef, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

FENRYCH Witadystaw, Mgr, 111 Klin. Chor. Wewn. AM, ul. Szkolna 8

FILIPEK-WENDER Helena, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

GOGOLEWSKI Marek, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

GUTOWSKI Jerzy, Lek. mgr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

HIEROWSKI Marian, Lek., Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

HORST Antoni, Prof. dr, Zaki Patologii Og. i Doéw. AM, ul. Swiecickiego 6

JANICKI Jézef, Prof. dr, Katedra Technologii Rolnej WSR, ul. Mazowiecka 48

JESKE Grzegorz, Dr, Katedra Fizjol. Roslin WSR, ul. Mazowiecka 48

KAMINSKI Edward, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

KARON Halina, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

KUHN Maria, Mgr, Il Klin. Choréb Wewn. AM, al. Przybyszewskiego 49

LUDWICZAK Rufina, Prof. dr, Zaki Chemii Organ, i Biolog. AM, al. Grun-
waldzka 6

MAGAS Stanistaw, Dr, Il Klin. Choréb Wewn. AM, al. Przybyszewskiego 49

MEISSNER Waitold, Dr, WSE, ul. Marchlewskiego 146

MIETKIEWSKI Kazimierz, Prof. dr, Zakt Histologii Prawidt. i Embriol. AM,

ul. Swiecickiego 6
MICHEJDA Jan, Dr, Zak}t Fizjol. Zwierzat UAM. ul. Fredry 10
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NIEWIAROWICZ Adam, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

PAWELKIEWICZ Jerzy, Prof. dr, Katedra Biochemii WSR, ul. W. Pola 71

PATELSKI Jerzy, Dr, Zakk Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

PEDZIWILK Franciszek, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

PIETZ Maria, Dr med., Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

ROTH Zofia, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

RUSZKOWSKI Marian, Dr, Il Klin. Choréb Wewn. al. Przybyszewskiego 49

SCHRAMM Ryszard, Dr, Zakt Fizjol. RoS$lin, ul. Stalingradzka 14

SKOLIK Jerzy, Mgr, Zakt Hodowli Rosélin PAN, ul. Wojska Peiskiegrr-"lc

SKUPIN Janusz, Dr, Katedra Biochemii WSR, ul. Mazowiecka 48 | |

SMOCZKIEWICZOWA Aleksandra, Doc. dr, Katedra Chemii Nieorgan. i Analit.
AM, ul. Grunwaldzka 6

SOBKOWSKA Eugenia, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

STOLZMANN Zdzistaw, Prof. dr, Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Swiecickiego 6

SZEBIOTKO Kazimierz, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

SZYMANSKI Stefan, Dr, WSR, ul. Mazowiecka 48

TOMASZEWSKI Mirostaw, Mgr, Zak}t. Dendrologii i Pomologii PAN, Kornik,
ul. Sredzka 16

WALERYCH Witold, Dr, Katedra Biochemii WSR, ul. Wojska Polskiego 71c

WIEWIOROWSKI Maciej, Prof. dr, Katedra Chemii Organicznej UAM, ul. Grun-

waldzka 6 ‘M)
WOJCIECHOWSKI Jan, Prof. dr, Katedra Fizjol. Roslin WSR, ul. Wojska Pol-
skiego 71c

WRONSKI Anastazy, Inz., Wojskowy Szpital

DASZYNSKI Janusz, Lek., Laboratorium Szpitala Wojsk, Zielona Goéra
PFEIFFER Jerzy, Dr, Zakl Medycyny Sadowej AM, ul. Swiecickiego 6

TYSPER Zofia, Mgr, Il Klin. Chirurgiczna AM, al. Przybyszewskiego 49
ZGORZALEWICZ Bozena, Lek. Woj. Szpital Dzieciecy, ul. Nowowiejskiego 56/58

Oddziat w Szczecinie
37 cztonkow

Siedziba: Katedra Chemii Ogé6lnej PAM Szczecin, ul. Powstancow 72

Zarzad oddziatu: Doc. dr Stefan KOTKOWSKI — Przewodniczacy
Lek. H. SLIWINSKA-PRZYJEMSKA — Sekretarz

Lista cztonkéw

CHMIELEWSKI Konstanty, Mgr, Katedra Chemii Ogélnej PAM

CHODKOWSKI1 Edward, Mgr inz., Zaki Technol. Org. I. P.

CIESLIK Elzbieta, Mgr inz., PAM

DOBROWOLSKI Jan, dr, Zakt. Biochemii, WSR

GERLACH Maria, Mgr inz.,, Laboratorium Centr. PSK nr 2, ul. Powstanséw 72
JACOBSON Ewa, Inz., Laboratorium Centralne PAM, ul. Unii Lubelskiej
KACZMAREK-KONIECZNA Danuta, Mgr, Wojsk. Szpital Zakazny, ul. Arkonska 4
KOTKOWSKI Stefan, Doc. dr, Zaki Chemii Ogélnej PAM, ul. Powstancéw 72
KUCHARSKI Waldemar, lek., OPL, DOKP

KUREK Marian, Mgr, Zakt. Biochemii WSR

LASSOCINSKA Aleksandra, Mgr, Katedra Chemii Ogdlnej PAM, ul. Powstancéw 72
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LEMPICKI Eugeniusz, Dr, Zakt. Chemii Fizjol. PAM, ul. Powstancow 78
MACHOY Zygmunt, Mgr, Katedra Chemii Ogé6lnej PAM, ul. Powstancow 72
MAKOWSKI Janusz, Doc. dr, Katedra Fizjopatologii PAM
MANDAT Alina, Lek., Katedra Chemii Fizjol. PAM
MATENKO Juliusz, Mgr inz., Katedra Chemii Og6lnej PAM, al. Powstancéw 72
MAZUR Mieczystaw, Doc. dr, Zaki Farmakologii PAM
MERECKA Krystyna, Lek.,, PSK nr 1
NIEWIAROWSKA-PAWLUS Alina, Mgr, Katedra Chemii Fizjol. PAM
NIRAZ Seweryn, Mgr inz.,, Katedra Biochemii WSR
PADEREWSKA Alina, Mgr inz., Klin. Choréb Zakaznych PAM, ul. Arkonska 7
PANOWICZ Halina, lek., Laboratorium Centr. PSK II. al. Powstancow 72
PETRUSEWICZ Wtadystaw, Mgr inz., Katedra Chemii Ogo6lnej PAN
PIETRZYK Czestaw, dr, Zakt Technologii
PTAK Wtiodzimierz, Lek., Zakl Patologii Og6lnej i Dosw. PAM
RINGEL Michat, Lek., Katedra Patologii PAM
ROMANOWICZ Jolanta, Mgr inz.,, Laboratorium Centralne PAM
SCHILLER Danuta, Mgr inz., Laboratorium Centr. PSK II, al. Powstancow 72
SEIDLER Stefan, Doc. dr, Katedra Zywienia Zwierzat WSR
' SEAWINSKI Piotr, Mgr, Zakt. Chemii Fizjol. AM

> CK%ZOTOMICKA Leokadia, Mgr inz, Katedra Patologii PAM

SLIWINSKA-PRZYJEMSKA Halina, Lek. Laboratorium Centralne PSK I
n SWIERCZEWSKA Maria, Mgr, Katedra Chemii Ogdélnej PAM

TRYSZKA Barbara, lek., Zakt. Patol. Og. i Dosw. PAM
WARZECHA Antoni, Dr, Katedra Technologii Rolnej WSR
WYSZYNSKI Norbert, Mgr, Katedra Chemii Ogélnej PAM, al. Powstancow 72
ZAJACZEK Stanistaw, Doc. dr, PAM

Oddziat w Warszawie
141 cztonkéw

Siedziba: Zaklad Biochemii Instytutu im. M. Nenckiego PAN, Warszawa, 22,
ul. Pasteura 3

Zarzad oddziatu: Dr Jan SZARKOWSKI — Przewodniczgcy
Doc. dr Lech WOJTCZAK — Sekretarz
Dr Krystyna MICHALSKA — Cztonek Zarzadu

Lista cztonkow

ADAMIEC Arnold, Dr, Instytut Antybiotykéw Zaki Chemii Organicznej AM,
ul. Krak. Przedm. 26/28

ALEKSANDROWICZ Janina, Mgr, Panstwowy Zaktad Higieny, Zaktad Badania
Surowic i Szczepionek, ul. Chocimska 24

BAGDASARIAN Grzegorz, Prof. dr, Inst. Matki i Dziecka, Zaki Biochemii,
ul. Kasprzaka 17

BAGDASARIAN Michat, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Krak. Przedm. 26/28

BARANOWSKA Joanna, Mgr, Panstwowy Zakt Higieny, Zakt. Biochemii, ul. Cho-
cimska 24

BEER Janusz, Mgr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

BELZECKA Krystyna, Dr, Zakt Chemii Fizjol. AM. ul. Krak. Przedm. 26/28
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BICZ Barbara, Mgr, Zak}. Patologii Dosw. PAN, ul. Dworkowa 3

BICZ Wtodzimierz, Dr, Zakt Patologii Dosw. PAN, ul. Dworkowa 3

BIELINSKA Maria, Dr, Inst. Sadownictwa, Pracownia Fizjol. Skierniewice

BIRECKA Helena, Prof. dr, Katedra Fizjol. Roslin SGGW, ul. Rakowiecka 8

BITNY-SZLACHTO Stanistaw, Dr, Wojsk. Centr. Lab. San.-Hig.

BOGUCKI Mieczystaw, Prof. dr, Zakt Biochemii Inst. Biologii Dosw. im. Nenckie-
go, PAN, ul. Pasteura 3

BRZESKI Witold, Doc. dr, Katedra Biochemii SGGW, ul. Rakowiecka 8

BUCHOWICZ Jerzy, Dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 8

BUDZYNSKI Andrzej, Mgr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

BULHAK Barbara, Mgr, Katedra Biochemii UW, ul. Zwirki i Wigury 6

BURACZEWSKA Lucyna, Mgr, Inst. Fizjol. i Zywienia Zwierzat PAN, Jablonna
k.Warszawy, ul. Modlinska 116a

BURACZEWSKI Stanistaw, Mgr, Inst. Fizjol. i Zywienia Zwierzat PAN, Jablonna
k.Warszawy, ul. Modlinska 116a

CHMIELEWSKA Irena, Prof. dr, Katedra Biochemii UW, ul. Zwirki i Wigury 6

CHOJNACKI Tadeusz, Dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Krak. Przedm. 26/28

CZARTORYSKA Barbara, Mgr, Panstwowy Szpital Kliniczny Nr 3, ul. Dziatldow-
ska 1/3

CZECH Wiodzimierz, Mgr, OS$rodek Ilzotopowy AM, Warszawa-Bielany, ul. Ce-
gtowska 80

DANCEWICZ Antoni, Dr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

DOMINAS Halina, Dr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zaki Bio-
chemii, ul. Pasteura 3.

DRABIKOWSKI Witold, Dr, Inst. Biologii Dosw. im. Nenckiego PAN, Zaki Bio-
chemii, ul. Pasteura 3

DYDYNSKA Maria, Dr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zaklad Bio-
chemii, ul. Pasteura 3

DZULYNSKA Janina, Doc. dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, Zaki. Mikrobio-
logii AM, ul. Chatubinskiego 5

GAJEWSKA Ewa, Mgr, Inst. Gruzlicy, Pracownia lzotopowa, ul. Ptocka 26

GAJZLER Regina, Mgr, Inst. Antybiotykéw, ul. Staroscinska 5

GOCH Halina, Mgr, Centr. Labor. Zarzadu Wytwérni Surowic i Szczepionek,
ul. Chetmska 30

GOLASZEWSKI Tomasz, Mgr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Krak. Przedm.
26/28

GRAJNERT Kazimierz, Mgr, Zaki Analityki Lekarskiej, Studium Doskonalenia
Lekarzy, Warszawa-Bielany, Ceglowska 80

GRUDA Julian, Mgr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zaki Biochemii,
Pasteura 3

GRYSZKIEWICZ Antonina, Dr, Inst. Hematologii, Zakt. Biochemii, ul. Chocimska 5

GRZELAKOWSKA Barbara, Mgr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN,
Zakt. Biochemii, ul. Pasteura 3

GUTNIAK Olga, Dr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

HELLER Jo6zef, Prof. dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Krak. Przedm. 26/28

HORODKO Janina, Mgr, Centr. Labor. Zarzadu Wytwoérni Surowic i Szczepionek,
ul. Chetmska 30

HULANICKA Danuta, Dr, Inst. Matki i Dziecka, ul. Kasprzaka 17

IGNATOWSKA Hanna, Mgr, Il Klin. Choréb Wewn. AM, Pracownia Biochemiczna,
ul. Nowogrodzka 59

JACHYMCZYK Witold, Mgr, Katedra Biochemii UW, ul. Zwirki i Wigury 6

JAMPOLER Irena, Dr, Panstw. Zak}l Higieny, Dziat Dezynsekcji i Deratyzacji,
ul. Chocimska 24
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JANCZURA Ewa, Mgr, Panstw. Zakt. Higieny, Zakt. Bakteriologii, ul. Chocimska 24

KANIUGA Zbigniew, Dr, Katedra Biochemii UW, ul. Zwirki i Wigury 6

KAROLCZYK Jan, Mgr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zaki Bio-
chemii, ul. Pasteura 3

KASPRZYK Zofia, Doc. dr, Katedra Biochemii UW, ul. Zwirki i Wigury 6

KAWIAK Jerzy, Dr, Zakt Histologii i Embriologii AM, ul. Chalubinskiego 5

KACZKOWSKI Jerzy, Dr, Katedra Biochemii SGGW ul. Rakowiecka 8

KAKOL Irena, Dr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zak} Biochemii,
ul. Pasteura 3

KIEPAL-KOCHANSKA Zofia, Mgr, Panstw. Zak}t Higieny, Zaki Wairusologii,
ul.. Chocimska 24

KLECZKOWSKI Kazimierz, Dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, Zaki Biochemii
Roélin, ul. Rakowiecka 8

KEOPOTOWSKI Tadeusz, Dr, Inst. Matki i Dziecka, Zakt. Biochemii, ul. Kasprza-
ka 17 e

KOPCZYNSKA-LAMBERT Iwona, Mgr, Inst. Matki i Dziecka, ul. Kasprzaka 17

KOPEC Maria, Dr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

KORNACKA Ludwika, Mgr, Inst. Hematologii, Zak}. Biochemii, ul. Chocimska 5

KORZYBSKI Tadeusz, Prof. dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Krak.
Przedm. 26/28

KOSCIELAK Jerzy, Dr, Inst. Hematologii, Zakt. Biochemii, ul. Chocimska 5

KOWALCZYK Jan, Mgr, Inst. Fizjol. i Zywienia Zwierzat PAN, Jabtonna k. War-
szawy

KOWALSKI Edward, Prof. dr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

KOZDROJ Helena, Mgr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, Zakt Mikrobiologii AM,
ul. Chatubinskiego 5

KRAUZE Robert, Mgr, Labor. Chemiczne Warszawskiej Wytwérni Surowic
i Szczepionek, ul. Chetmska 30

KRAWCZYNSKI Jerzy, Doc. dr, Inst. Doskonalenia i Specjalizacji Kadr Lekar-
skich, Zakt. Analityki, Warszawa-Bielany, ul. Cegtowska 80

KURATOWSKA Zofia, Lek., Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

KUROWSKI Czestaw, Mgr, Zakt. Hodowli Dosw. Zwierzat, ul. Nowy Swiat 72

LASKOWSKA Teresa, Mgr, Zaki Chemii Fizjol. AM, ul. Krak. Przedm. 26/28

LASSOTA Zofia, Dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Krak. Przedm. 26/28

LATALLO Zbigniew, Lek, Inst. Badan Jadr., ul. Dorodna 16

LENARTOWICZ Ewa, Mgr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zaki
Biochemii, ul. Pasteura 3

LEWAK Stanistaw, Dr, Katedra Biochemii UW, ul. Zwirki i Wigury 6

LIPINSKI Bogustaw, Mgr, Inst. Badan Jadrowych, ul. Dorodna 16

MALEC Janina, Lek., Inst. Hematologii, ul. Chocimska 5

MARKUZE Zofia, Doc. dr, PafAstw. Zakt. Higieny, Zakt. Badania Zywnosci, ul. Cho-
cimska 24

MAY Zofia, Mgr, Inst. Gruzlicy, Prac. Analityczna, ul. Ptocka 26

MICHALSKA Krystyna, Dr, Inst. Gruzlicy, Prac. Biochemii Pratka, ul. Ptocka 26

MICHALEK Hanna, Lek., Zakl Chemii Fizjol. AM, ul. Krak. Przedm. 26/28

MICHAJLIK A., Dr, Il Klin. Choréb Wewn. AM, ul. Nowogrodzka 59

MIGDALSKA Barbara, Lek., Inst. Doskonalenia i Specjalizacji Kadr Lekarskich,
Warszawa-Bielany, ul. Cegtowska 80

MOCHNACKA Irena, Prof. dr, Zakt Chemii Fizjol. AM, ul. Krak. Przedm. 26/28

MURAWSKI Krzysztof, Lek., Inst. Hematologii, Zakt. Biochemii, ul. Chocimska 5

MYSZKOWSKI Leopold, Dr, Il Klin. Potozn. i Choréb, Kobiecych AM, ul. Karowa

NIEMIERKO Stella, Doc. dr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Za-
ktad Biochemii, ul. Pasteura 3



[11] W YKA?Z W EtADZ I SPIS CZELONKOW 157

NIEMIERKO Wtodzimierz, Prof. dr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN,
Zakt. Biochemii, ul. Pasteura 3

NIEWIAROWSKA Marta, Mgr, Ill Klin. Potozn., ul. Karowa

NIZIOLEK Stanistaw, Mgr, Katedra Biochemii SGGW, ul. Rakowiecka 8

NYREK Stefan, Doc. dr, Katedra Chemii Fizjologicznej SGGW, ul. Grochowska 272

OBOJSKA Krystyna, Dr, Inst. Lekéw, Pracownia Kontroli Antybiotykéw, ul. Cho-
cimska 24

ODERFELD Barbara, Mgr, Inst. Biologii Dosw. im. M. Nenckiego PAN, Zakt Bio-
chemii, ul Pasteura 3

ODRZYWOLSKA Anna, Mgr, Inst. Gruzlicy, Zakt. Biochemii, ul. Ptocka 26

OLKOWSKA Danuta, Mgr, Panstw. Zaki Higieny, Zaki Wirusologii, ul. Cho-
cimska 24

OREOWSKA Barbara, Mgr, Panstw. Zaki Higieny, Zaki Biochemii, ul. Cho-
cimska 24

PAWELEC Jerzy, Mgr, Inst. Gruzlicy, Zakt Biochemii, ul. Ptocka 26

PIECHOWSKA Maria, Dr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Krak. Przedm. 26/28

PIEKARSKA Zofia, Mgr, Inst. Antybiotykow, ul. Staroscinska 5

PIETRZYKOWSKA Irena, Mgr, Inst. Biochemii i Biofizyki PAN, Zaki Mikrobio-
logii AM, ul. Chatubinskiego 5
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INFORMACJE | WSKAZOWKI DLA AUTOROW

1 Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich dziedzin bio-
chemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty drukowane w Postepach
Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji publikowane w innych czasopismach.

2. Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji w 2 egzemplarzach maszynopisu i wszel-
kich zalagcznikéw. Powinny one odpowiada¢ podanym dalej wskazéwkom.

Nieodpowiednio przygotowane maszynopisy lub zalgczniki nie beda rozpatry-
wane przez Redakcje i bedg odsytane Autorom.

3. Maszynopis powinien by¢ pisany jednocze$nie z podwojng interlinig, z mar-
ginesem okoto 4 cm po lewej stronie i okoto 1 cm po prawej stronie, oraz z numeracjga
stron. W tek$cie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych podkres$len na maszynie ani
atramentem. Po tytutach wydzielonych nie nalezy stawia¢ kropek.

4. Na pierwszej stronie maszynopisu nalezy zamie$ci¢ tylkcr informacje w na-
stepujacej kolejnosci: imiona i nazwiska autoréw, tytut pracy (w jezyku polskim
i angielskim), omoéwienie tematu pracy (w jezyku angielskim), stopnie i tytuty nau-
kowe autoréw wraz z nazwami placéwek naukowych.

Imiona nalezy podawaé¢ w petnym brzmieniu. Przy kazdym nazwisku powinien
znajdowac sie odsytacz gwiazdkowy do notki, tj. * ** itd. (bez nawiasu).

Omoéwienie tematu pracy maze obejmowa¢ najwyzej 5 wierszy maszynopisu.
Przektad na jezyk angielski moze by¢ dokonany w redakcji i w tym przypadku nalezy
pozostawi¢ wolne miejsce w maszynopisie, za$ na oddzielnej kartce dotgczy¢ polski
tekst omodwienia.

Na dole pierwszej strony maszynopisu nalezy zamie$ci¢ notki oznaczone odsyta-
czami gwiazdkowymi (jak przy nazwiskach). Tekst notki powinien by¢ podany na-
stepujaco. * Dr, adiunkt Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w ..

5. Witasciwy tekst pracy rozpoczyna sie od drugiej strony maszynopisu. W przy-
padku podziatu tekstu na rozdzialy i podrozdziaty nalezy ich tytuty oznaczy¢ od-
powiednio numeracjg rzymska I, Il. itd. oraz arabskg 1., 2. itd. Tekstowe tytuly
(tj. nie wydzielone z tekstu) nie powinny by¢ numerowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw ani schematow.
W tych przypadkach nalezy pozostawi¢ wolny wiersz maszynopisu w zadanym miejscu
i odpowiednio oznaczy¢, Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1

Ta sama wskazéwka odnosi sie do pojedynczych wzoréw chemicznych i innych.
Zadane miejsce w wolnym wierszu zaznacza si¢ woéwczas odpowiednim numerem
w nawiasach, do ktérego nalezy odwota¢ sie po odpowiednim stowie tekstu, np. kwas
glutaminowy ().

Odwolywanie sie w tekscie do notek wyjasniajagcych moze byé stosowane tylko
w wyjatkowych przypadkach.
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6. Cytowang literature nalezy wypisaé¢ oddzielnie na ostatniej stronie (stronach;
maszynopisu, wymieniajagc pozycje w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréow.
W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba porzadkowa, nazwisko autora,
pierwsze litery imion, skrécony tytut czasopism, tom (podkres$lony), stronica i rok
wydania o' nawiasach), np. 3. Bogorad L., Gramck S., J. Bioi. Chem. 202, 79 (Ibaa)
JMaiezy wymieni¢ nazwiska wszystkich wspoétautoréow w kolejnosci podanej w orygi-
nalnej pracy.

Wykaz stosowanych skrétéw czasopism podaja Post. Biochem. 7, 601 (1961).

Dia cytowanych ksigzek (nie czasopism) nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i p.erwsze
litery imion autora, tytut dzieta, miejsce i rok wydania, np. Przytecki S. J., Podrecznik
cnemii fizjologicznej, £6dz 1947. W przypadku odwotywania si¢ do artykutu w pracy
zo.orowej nalezy dodatkowo poda¢ tom i nazwiska wydawcéw (redaktoréw) dzieta
po tytule oraz na kohcu — stronice, np. Schneider W. C., Methods in Enzymology,
wuni iii, leJ. S. P. Coiowick i N. <1 Kaptan, JNiew \ork 1957, s>r. 6buU.

Powotywanie sie w tek$cie na odnosng pozycje cytowanej literatury nastepuje
przez wymienienie liczby porzadkowej pozycji w nawiasach, np. (10).

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

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

8 Wszelkie rysunKi, wykresy i fotografie nalezy dolgczyé do maszynopisu w po-
staci nadajacej sie do reprodukcji lub przerysowania. Wszystkie te zalgczniki nalezy
oznaczy¢ jako rysunki i zaopatrzy¢ u dotu kolejnym numerem arabskim z podaniem
wtasciwego ustawienia, np. Rys. 1 (dot).

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

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

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

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

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

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

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

12. Artykuty sa honorowane wedtug ustalonych stawek. Autorzy otrzymuja 25
bezplatnych odbitek pracy. Zadanie wiekszej ilosci odbitek (ptatnych) nalezy zglo-
si¢ pisemnie przy zwrocie korekty autorskiej.
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