
P O S T Ę P Y  
BIOCHEMII

P O L S K I E  T O W A R Z Y S T W O  B I O C H E M I C Z N E

1 9 6 7  
tom 13 
nr 3
K W A R T A L N I K

http://rcin.org.pl



IN FO R M A C JA  DLA AUTORÓW

P o stęp y  B io ch em ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być bez zgody R ed ak c ji 
p u b lik o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  są h o n o ro w an e  w g u s ta 
lonych  staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o db itek  p racy ; ż ą d a 
n ie  da lszych  o d b itek  (p łatnych) należy  zgłosić p isem n ie  n ad sy ła jąc  
p racę . A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  k o 
rekc ie , poza p o p ra w k a m i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzega  sob ie  m ożność w p ro w ad zen ia  sk ró tó w  i po p ro - 
w ek  n ie  w p ły w ający ch  n a  tre ść  p racy .
F orm a m a szyn o p isu . M aszynopis p racy  i w szelk ie  za łączn ik i należy  
n adsy łać  w  d w u  'egzem p larzach . M aszynopis p ow in ien  być n ap isan y  
jed n o s tro n n ie , z p o d w ó jn ą  in te r l in ią , z m arg in esem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok. 1 cm po p raw e j s tro n ie  o raz  z n u m e ra c ją  s tron . N a p ie rw sze j 
s tro n ie  należy  zam ieścić ty lk o : im iona  (w p e łnym  b rzm ien iu ) i n a 
zw iska  au to ró w , ich s topn ie  i ty tu ły  n au k o w e  w raz  z n azw am i p laców ek  
naukow ych , ty tu ł p racy  w języ k u  po lsk im  i ang ie lsk im  o raz  om ów ie
n ie  te m a tu  p racy  w  języ k u  ang ie lsk im  (najw yżej 5 w ierszy  m aszy n o 
p isu). •

R ozdziały  w tekście  należy  oznaczyć n u m e ra c ją  rzy m sk ą  a  pod ro z
d z ia ły — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydzie lone  z te k s tu  n ie  p o w inny  być n u 
m erow ane.

W tek śc ie  n ie  należy  zam ieszczać żadnych  tab lic , ry su n k ó w , sch e 
m ató w  i w zorów . W żądanym  m ie jscu  należy  pozostaw ić w olny  w iersz  
i oznaczyć: T ab lica  1, R ys. 1, S ch em at 1 lu b  liczbą rzy m sk ą  w  n a w ia 
sie — n u m er odpow iedniego  w zoru . W tek śc ie  należy  odw ołać się do 
n u m e ra c ji w zo ru  po słow nym  w y m ien ien iu  zw iązku , np .: k w as g lu ta 
m inow y (I).

P o w o łu jąc  się n a  li te ra tu rę  należy  podać w  tekście , w  naw iasie , 
ko le jn y  n u m er pozycji w  sp isie  li te ra tu ry .
Z a łą czn ik i do te k s tu . K ażdy  za łączn ik  należy  dołączyć na  oddzielnej 
k artce , op a trzo n y  k o le jn y m  n u m erem  od p o w iad a jący m  u ży tem u  w  te k ś 
cie np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em at 1. F o to g ra fie  i w yk resy  
należy  oznaczyć jak o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i należy  oznaczyć 
u góry  nazw isk iem  a u to ra  i początkow ym i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ierać  nag łów ek  op isu jący  je j treść , je j r u b r y 
ki pow inny  być zaopa trzone  w  odpow iedn i ty tu ł.

P odpisy  i o b jaśn ien ia  pod ry su n k a m i i sch em atam i pow inny  być 
dołączone na  oddzielnej k a rtce . O znaczenia , k tó ry ch  n ie  m ożna nap isać  
na  m aszy n ie  należy  w y raźn ie  nan ieść  czarn y m  tuszem . W fo to g ra fiach  
i w y k resach  należy  oznaczyć „g ó rę” i „dó ł” .
L itera tu ra . W ykaz l i te ra tu ry  należy  w yp isać  oddzieln ie, n a  o sta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w a lfab e ty czn e j ko le jności nazw isk  au to rów .
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Post. Blochem. 13, 311—333 (1967).

W A C Ł A W  HENDRICH*

Struktura chloroplastów a biochemia fotosyntezy 

Structure of Chloroplasts and Biochemistry of Photosynthesis

A re v ie w  concern ing  s t ru c tu r e  of ch lo ro p lasts , th e ir  com position , and  fu n c tio n  
of com ponen ts as w ell of th e  p h o to sy n th e tic  a p p a ra tu s  is p resen ted .

Fotosynteza jest złożonym zespołem procesów, w którym  energia 
prom ieniow ania widzialnego, absorbowana przez odpowiednie barw niki, 
jest zam ieniana w energię chemiczną i w ykorzystyw ana w reakcjach 
redukcji dw utlenku węgla do węglowodanów i u tlenienia wody do tlenu. 
W zespole tym  można, zgodnie z w ynikam i A r  n o n a (4, 124), wydzielić 
fazę fotochem iczną i enzym atyczną. W fazie fotochemicznej pow stają 
pewne ilości zredukow anego NADP oraz ATP. W fazie enzym atycznej 
te źródła elektronów  i energii są w ykorzystyw ane w reakcjach cyklu 
Calvina (rysunek 1) prow adzących do redukcji C 0 2 do węglowodanów.

R a c k e r  (96) wykazał, że sześć pierw szych reakcji cyklu Calvina 
można przeprow adzić in vitro. Zastosował on m ieszaninę enzymów za
w ierającą karboksylazę rybulozodw ufosforanu, kinazę rybulozofosfo- 
ranu, izom erazę i epim erazę pentozofosforanów, kinazę glicerofosforanu, 
dehydrogenazę i izomerazę triozofosforanów, transketolazę, transaldo- 
lazę i aldolazę. W prow adzając do tej m ieszaniny nadm iar ATP, NADH2 
(lub NAD i redukujący  go układ enzym atyczny) oraz rybozo-5-fosforan, 
H2 i C 0 2, Racker zaobserwował zużywanie się H2 i C 0 2 oraz gromadzenie 
się heksozodw ufosforanu. W ten sposób w bezpośrednim  doświadczeniu

* D r, a d iu n k t Z ak ład u  B iochem ii In s ty tu tu  Im m uno log ii i T e rap ii D ośw iad 
czalnej PA N , W rocław .

W ykaz sto so w an y ch  sk ró tó w : D P IP  i D P IP H 2 — 2 ,6 -dw uch lo ro feno lindo feno l 
i jego fo rm a  z red u k o w an a ; PQ, P Q A (= P Q 9), PQ B, PQC, PQD, PQ3 — p la s to c h i-  
nony ; a-T Q , (3-TQ, y -T Q  — to k o fe ry lo c h in o n y ; UQ6, UQ10 — ub ich in o n y ; CMU — 
3 -p -ch lo ro fe n y lo -l,I -d w u m e ty lo m o c z n ik ; DCM U — 3 ,(3 ,4 -dw uch lo ro feny lo )-I,J- 
d w u m ety lo m o czn ik ; NQNO — 2V-tlenek 2 -n -n o n y lo -4 -h y d ro k sy ch in o lin y ; BDHB — 
n -b u ty lo -3 ,5 -d w u jo d o -4 -h y d ro k sy b en zo esan ; p -C F sO -C C P — p -tró jf lu o ro m e to k sy -  
fen y lo h y d razo n  cy ja n k u  k a rb o n y lu ; TM Q i TM Q H 2 — tró jm e ty lo ch in o n  i jego 
fo rm a  z red u k o w an a ; TM PD  — te tra m e ty lo -p -fe n y le n o d w u a m in a ; PM S i P M S zred- 
— m e ty lo s ia rc z a n  ZV -m etylofenazyny i jego fo rm a  z red u k o w an a ; Ca — ch lo ro fil 
a (z p o d an y m  obok m ak s im u m  ab so rp c ji (w nm ) w  czerw onym  paśm ie).
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R ys. 1. C ykl C a lv in a  w g (27)
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[3] BIO C H EM IA  FO TO SY N T E Z Y 313

udowodniono, że redukcja C 0 2 do węglowodanów nie wym aga żadnej 
s tru k tu ry  nadm olekularnej. W ynik ten  potw ierdzili T r  e b s t i wsp. 
(124) w ykazując, że wiązanie C 0 2 może przebiegać w ciemności, w roz
puszczalnym  w wodzie w olnym  od chlorofilu w yciągu z chloroplastów.

Inaczej przedstaw ia się związek funkcji i s tru k tu ry  apara tu  foto- 
syntetycznego, odpowiedzialnego za absorpcję prom ieniow ania i' p rze
m ianę jego energii w energię chemiczną. W spółczesny stan  badań fo to
syntezy pozwala przypuszczać, że w arunkiem  przebiegu fazy fotoche
micznej jest zachowanie pełnej s tru k tu ry  odpowiedniej części komórki.

W artyku le  tym  zajm iem y się omówieniem stru k tu ry , składu i funkcji 
tej części komórki.

I. Struktura chloroplastów i chromatoforów

Pierw szych inform acji o s tru k tu rze  chloroplastów dostarczyły bada
nia, prowadzone przy  pomocy zwykłego m ikroskopu. M etodą tą u s ta 
lono, że: 1. cały chlorofil jest zgrom adzony w chloroplastach wyższych 
roślin lub chrom atoforach bakterii, 2 . n iektóre chloroplasty zaw ierają 
kuliste zagęszczenia — „grana”, 3. chloroplasty w ykazują ujem ną dw ój- 
łomność — charakterystyczną dla jednoosiowych kryształów , można 
więc przypuszczać, że istnieje w  nich subm ikroskopowa s tru k tu ra  lam i- 
narna, 4. chloroplasty w ykazują zjawisko osmozy, muszą więc posiadać 
na swej powierzchni błonę.

Dopiero jednak zastosowanie nowych m etod badania, głównie m ikro
skopii elektronow ej, umożliwiło dokładniejsze poznanie s truk tu ry . W y
niki tych badań przedstaw im y na przykładzie s tru k tu ry  chloroplastów 
glonu Chlamydomonas  (107).

Chloroplast jest otoczony podw ójną błoną, w k tórej nie ma żadnych 
kanałów  ani otworów. Do błony nie przylegają żadne elem enty s tru k 
turalne. W ew nątrz chloroplastów znajdują się zgrupow ania błon, zwa
nych lam ellam i. P a ry  lam elli połączone są ze sobą końcami tak, że każda 
para  tw orzy zam knięty dysk. W lam ellach zgrom adzony jest cały chlo
rofil. P rzestrzeń  na zew nątrz dysków  jest w ypełniona przez m atrix  
(dawniej zwaną stroma). W m atr ix  zawieszone są krople lipidów oraz 
pirenoid, otoczony ziarnkam i skrobi. P irenoid  jest zagęszczeniem pro- 
teidów o dużym  w spółczynniku załam ania św iatła.

W edług F r e n  c h a  (43) pirenoid jest połączony z otaczającym i go 
dyskam i siecią kanalików. Można przypuszczać, że kanalikam i tym i 
przenoszą się p ierw otne p rodukty  fo tosyntezy od dysków do pirenoidu, 
gdzie następuje synteza skrobi. Rozmieszczenie dysków  w chloroplaście 
może w ykazyw ać różny stopień uporządkow ania. U roślin wyższych 
często obserw uje się zespoły k ilku  do k ilkunastu  równolegle ułożonych 
dysków, zwane granam i. W takich chloroplastach zaobserwowano kana
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314 W . H EN D RIC H [4]

liki, łączące dyski jednego granum  z dyskam i drugiego, sąsiedniego 
granum .

W pływ braku  określonych składników na s tru k tu rę  oraz na funkcję 
fo tosyntetyczną komórki, pozwalają ocenić badania m utantów  szczepu 
Chlamydomonas:  żółtego i blado-zielonego (106). Zaw artość chlorofilu 
i karotenoidów  w norm alnych, zielonych kom órkach oraz w obu m u tan 
tach Chlamy domonas przedstaw ia tablica 1. Żółty m utan t jest pozba
w iony chlorofilu, zawiera natom iast norm alną liczbę drobin karo teno-

T a b l i c a  1

Zawartość chlorofilu i karotenoidów w normalnych komórkach oraz w mutantach
Chlamy domonas (wg 106)

normalna zielona komórka bladozielony żółty
która wyrosła mutant w mutant w

na świetle w ciemności ciemności ciemności

Liczba drobin chlorofilu
w 1 komórce 2,84X10» 1,85X10» 1,55 X 108 —
Liczba drobin karotenoi
dów w 1 komórce l,9 2 x  108 4,67 X108 8,7 Xl05 2,8X 108

Stosunek
chlorof i 1/karotenoidy 14,8 3,96 178 —
Stosunek
chlorof i 1/^-karoten 23,6 6,9 241 —

idów oraz wszystkich innych składników. W ciemności można go 
hodować na pożywce zaw ierającej octan. Na św ietle szybko przebiegająca 
synteza chlorofilu powoduje przejście żółtego m utan ta  w norm alną 
formę. Na elektronow ych m ikrofotografiach kom órek żółtego m utanta  
widoczne są pojedyncze, nieuporządkow ane banieczki, zaw ierające 
praw dopodobnie surow iec do budowy dysków. N orm alna s tru k tu ra  
dysków i gran pow staje dopiero po nagrom adzeniu chlorofilu, co w ska
zuje, że jest on istotnym  składnikiem  błon dysków.

Blado-zielony m utan t zawiera około 20 razy  m niej chlorofilu od nor
m alnego szczepu, przy  czym chlorofil a stanow i około 90°/o całkow itej 
zaw artości chlorofilu, podczas gdy w  norm alnej kom órce stanowi on 
około 62—68%. M utan t ten  zawiera też znacznie m niej karotenoidów  
(około O ^f/o  norm alnej zawartości karotenu) i jest zupełnie pozbawiony 
ksantofilu. Porów nanie ze szczepem norm alnym  wykazało, że blado-zie
lony m utan t ma norm alne dyski, ale jest ich znacznie m niej, oraz że 
kom órki m utan ta  zaw ierają znacznie więcej m itochondriów.

Blado-zielony m utan t jest zdolny do prow adzenia fotosyntezy: na 
świetle pochłania C 0 2 i wydziela 0 2. W przeliczeniu na jedną drobinę 
chlorofilu procesy te przebiegają in tensyw niej, niż w norm alnym  szcze
pie. Pod działaniem  św iatła, a także przy aeracji kom órek zachodzi u tle 
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[5] BIO C H E M IA  FO TO SY N T E Z Y 315

nianie nukleotydów  pirydynow ych oraz cytochrom ów b, c i f. Nie stw ier
dzono natom iast zmian absorpcji w  zakresie 510—520 nm  w ystępu ją
cych w  widm ach różnicowych (światło-ciemność) norm alnych kom órek. 
Zm iany te należałoby przypisać karotenoidom , k tó re  nie grają istotnej 
ro li w sam ym  procesie fotosyntezy.

Równolegle z badaniam i s tru k tu ry  chloroplastów  roślin wyższych 
badano s tru k tu rę  chrom atoforów  bak tery jnych , k tó rą  przedstaw im y na 
przykładzie chrom atoforów  Chromatium, opisanych przez B e r g e r o n a  
(13). Chrom atofory są s truk tu ram i hydrofilnym i, nie zm ieniającym i się 
w  czasie liofilizacji ani pod kró tkotrw ałym  w pływ em  ultradźw ięków . 
D ziałaniem  rozpuszczalników denaturu jących  można uwolnić z nich 
barw niki. Na podstaw ie gęstości i stałej sedym entacji chrom atoforów  
obliczono, że ich średnica wynosi około 320 A, a ciężar cząsteczkowy — 
około 13 000 000. Skład chrom atoforów  podano w  tablicy  2.

T a b l i c a  2
Skład chromatoforów po liofilizacji wg (13)

Składnik %
ciężar czą
steczkowy

ilość drobin 
na 1 chroma- 

tofor

stosunki
molowe

Karotenoidy 1,5 700 300 1
B akteriochlorof i 1 4,2 900 600 2
Fosfolipidy 22,3 900* 3000 10
Białko 61,0 120** 67000*** 220
DNA 0
RNA 0
Inne 11,0

* głównie kefaliny, zawierające kwas tłuszczowy Ci6 
*# w przeliczeniu na średnią resztę aminokwasową 

*** liczba reszt aminokwasowych

M inim alna jednostka, składająca się z 1 drobiny karotenoidu, 2 — 
bakteriochlorofilu , 10 — fosfolipidów i 220 reszt am inokw asow ych m ia
łaby  ciężar cząsteczkowy około 40 000. Jeśli założyć, że cytochrom y 
i nukleo tydy  pirydynow e są też sta łym i składnikam i m inim alnej jed 
nostki, byłaby ona jeszcze 5— 10 razy większa. Na podstaw ie e lek tro 
now ych m ikrofotografii ustalono, że średnica chrom atoforu isto tn ie w y
nosi około 300 A, oraz że środek chrom atoforu bardziej pusty  dla e lek tro 
nów, otoczony jest ciem niejszym  pierścieniem  grubości około 60 A. 
H ydrofilny charak te r chrom atoforu, jego wysoka aktyw ność enzym a
tyczna oraz stabilność względem  niedenaturu jących  rozpuszczalników 
w skazują na białkow y charak te r w arstw y zew nętrznej. Na podstaw ie 
tego m ateria łu  doświadczalnego Bergeron podał hipotetyczną s tru k tu rę  
chrom atoforów  (rysunek 2).
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316 W. H EN D RIC H [6]

W arstw a białkowa chrom atoforu zaw iera cząsteczki o form ie podwójnej 
a-spirali, zbudowane z 220 reszt aminokwasowych. S tru k tu ra  ta  jest 
usztyw niona wiązaniam i S-S. Za udziałem  tych w iązań w u trzym aniu

R ys. 2. S tr u k tu ra  ch ro m a to fo ru  w g (12):
A — monomolekularna warstwa fosfolipidów  
B — barwniki 
C — drobipy białka

s tru k tu ry  chrom atoforów przem aw ia rozpad chrom atoforu na m niejsze 
podjednostki pod działaniem  HCN, osłabiającego wiązania S-S oraz 
znikanie pasm 850 i 890 nm  pod działaniem  trypsyny  przy czym widmo 
s ta je  się podobne do widm a m ieszaniny barw ników  in vitro. Po kró tko
trw ałym  działaniu trypsyny  widmo barw ników  regeneru je  się pod w pły
wem  cysteiny.

II. Struktura lamelli

W ew nętrzną s tru k tu rę  'lamelli badano w m ikroskopie elektronow ym , 
jednakże m etody przygotow yw ania p reparatów  silnie zakłócały n a tu 
ra lną  struk tu rę . Dlatego też zastosowano inne m etody, głównie optyczne: 
badanie dwójłomności preparatów , anizotropii absorpcji i polaryzacji fluo- 
rescencji. Na podstaw ie uzyskanych tym i m etodam i w yników zapropo
nowano różne modele s tru k tu ry  lamelli.

Badania pod m ikroskopem  elektronow ym  i m etodą dyfrakcji prom ieni 
R ontgena w ykazały, że chloroplasty zaw ierają dyski grubości około 
200 A, złożone z dwóch lam elli. W arstw a zew nętrzna lam elli jest m niej 
przenikliw a, m a grubość około 50 A. Na podstaw ie danych o zaw artości 
chlorofilu  w chloroplaście oraz o geom etrii chloroplastu i drobiny chloro
filu  W o l k e n  i S c h w e r t z  (142) obliczyli rozmieszczenie drobin 
chlorofilu  i karotenoidów . W proponow anym  przez nich m odelu chloro
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plastu  (rysunek 3) cząsteczki chlorofilu ułożone są w arstw ą m onom oleku- 
larną  na  granicy faz m iędzy w arstw ą lipidową a wodno-białkową, p rzy  
czym skierowane są hydrofobowym i łańcucham i fitolow ym i do w arstw y 
lipidowej, a hydrofilnym i rdzeniam i porfiry  nowymi do w arstw y w odno- 
białkowej.

Rys. 3. S tr u k tu ra  ch lo ro p las tó w  wg (142)

Przestrzenie wolne m iędzy drobinam i chlorofilu są wypełnione cząstecz
kam i karotenoidów .

W edług obliczeń tych  autorów , h ipotetyczny ciężar cząsteczkowy 
kom pleksu chlorofilowego, zaw ierającego 1 drobinę chlorofilu powinien

!'

R ys. 4. S tru k tu ra  lam e lli w g (45)
A — proteinowe części lipoprotein 
B — monomolekularna warstwa chlorofilu  
C — warstwa wody 
1 — zorientowane swobodne lipidy
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wynosić 21 000—37 000. Kom pleks o podobnym  ciężarze (M =  40 000) 
i zawartości 1—2 drobin chlorofilu na drobinę białka wydzielił W o 1 k e n 
(141) z chloroplastów po działaniu digitoniną i w irow aniu. Kom pleks ten 
odbarw ia się zarówno w ciemności, jak i na świetle, przy czym  w obu 
w ypadkach suma energii jest rów na około 48,3 kcal/m ol, to znaczy jest 
w przybliżeniu równa energii denatu racji białka (143). Kom pleks ten 
jest zdolny do redukcji 2,6-dwuchlorofeno'lu indofenolu (DPIP) oraz 
(w obecności odpowiednich kofaktorów) do syntezy ATP.

G o e d h e e r  (45) przedstaw ił model u ltra s tru k tu ry  lam elli (rysu
nek 4) zakładając podstaw ową s tru k tu rę  podobną do proponow anej przez 
F r e y - W y s s l i n g a  i S t e i n m a n n a  (44).

Z badań anizotropii absorpcji i stopnia polaryzacji fluorescencji w zbu
dzonej św iatłem  spolaryzowanym  w ynika, że stopień uporządkow ania

a) b)

cząsteczek chlorofilu jest niższy niż przypuszczano. G o e d h e e r  w y
jaśnia to specyficznym  rozm ieszczeniem  chlorofilu w form ie monomo- 
lekularnej w arstw y na pow ierzchni ku listych  drobin białek.

Godny uwagi jest model, proponow any przez C a 1 v i n a (28) (rysu
nek 5). Calvin uwzględnił w yniki obserw acji Goedheera o niskim  stopniu 
uporządkow ania drobin chlorofilu w lam elli oraz założył półprzew odni
kowy m echanizm  działania kom pleksu chlorofilowego w  pierwszym  eta
pie fo tosyntezy (17). Proponow any przez niego model spełniałby rolę 
w arstw y półprzewodnikowej.

Równolegle z badaniam i nad s tru k tu rą  lam elli próbowano ustalić 
ciężar i skład tak  zwanej jednostki fo tosyntetycznej, to znaczy najm nie j
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szego funkcjonalnego fragm entu  ¡chloroplastu i w yjaśnić czy istn ieje  jakiś 
m orfotyczny odpowiednik takiej jednostki.

Stwierdzono, że wielkość jednostki zależy od funkcji, k tó rą  p rzy j
m uje się za podstawę wyznaczenia tej wielkości. Na przykład ustalono 
(33), że jedna drobina 0 2 pow staje na 2500 drobin chlorofilu, a zatem  
tyle drobin  chlorofilu powinna by zawierać jednostka fotosyntetyczna. 
N atom iast do w ykorzystania jednego kw antu  św iatła w procesie foto- 
redukcji potrzebny jest zespół 300 drobin chlorofilu (71). Zgadza się to 
z w yliczeniam i (114), opartym i o w ydajność fluorescencji w czasie foto
syntezy oraz szybkość przeniesienia energii m iędzy drobinam i chlorofilu, 
że przed reakcją  fotochem iczną zachodzi około 300 aktów  przeniesienia 
energii. Od w yników  tych  niew iele odbiegają dane otrzym ane przy  po
m ocy m ikroskopu elektronow ego: elem ent s tru k tu ra ln y  lam elli, zwany 
kw antasom em , zawiera około 230 drobin chlorofilu (89). H i 11 (53), ba
dając ilość cytochrom u /  stw ierdził, że jedna jego drobina przypada na 
około 400 drobin chlorofilu. T h o m a s  i wsp. (116) badając reakcję 
Hilla stw ierdzili, że fragm enty  chloroplastów, zaw ierające około 200 dro
bin chlorofilu zachow ują jeszcze zdolność redukcji utleniaczy i w ydzie
lania 0 2. P rzy  dzieleniu na m niejsze fragm enty  aktyw ność ich gw ałtow 
nie spada. P a r k  i P o n  (90) natom iast uzyskali pełną aktyw ność 
w procesie redukcji żelazicyjanków  tylko dla fragm entów , zaw iera ją 
cych nie m niej niż 1200 drobin chlorofilu (5— 6 kwantasom ów). W edług 
G r o s s a  i wsp. (50) praw ie pełną aktyw ność w reakcji H illa w ykazują 
fragm enty , zaw ierające 2—3 kw antasom y. Ostatnio ł z a w a  i G o o d  
(56) stosując selektyw ne inh ib ito ry  w ydzielania 0 2 w reakcji H illa usta
lili, że najm niejsza jednostka fotosyntetyczna zawiera około 2500 drobin 
chlorofilu. Aby w yjaśnić rozbieżności m iędzy swoimi pom iaram i i w yni
kam i innych autorów , przeprow adzili oni dodatkowe badania (57), w y
chodząc z założenia, że reakcja Hilla (podobnie jak  przeniesienie elek tro 
nu w m itochondriach przy oddychaniu) jest kontrolow ana przez m echa
nizm fosforylacji, oraz że sprzężenie to może u trudniać praw idłow ą in
terp re tac ję  wyników. Zastosowali zatem  odpowiednią substancję roz- 
sprzęgającą (chlorowodorek m etyloam iny) i stw ierdzili, że w tych  w a
runkach  m ałe fragm enty  chloroplastów, k tórym  P a r k  i P o n  oraz 
G r o s s  i wsp. przypisyw ali wysoką aktywność, w ykazują zaledwie kilka 
procent aktyw ności całych chloroplastów.

In teresu jące są również wyniki, otrzym ane przez B i g g i n s a  (14), 
k tó ry  wydzielił z chloroplastów  Spinacia óleracea podjednostki, aktyw ne 
w reakcji Hilla. Oznaczony m etodą sedym entacyjną ciężar cząsteczkowy 
tych fragm entów  wynosił 18X106, a zawartość chlorofilu — 2000 drobin. 
Obliczony stąd ciężar cząsteczkowy kw antasom u wynosił 2X 106. A na
liza chem iczna w ykazała, że p rep ara t zawiera dwa cytochrom y b i f, 
oraz 95% niehemowego, homogennego białka o ciężarze cząsteczkowym 
22X103, w ykazującego silną tendencję do asocjowania. P a r k  i P o n
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(91) przy jm ując za podstaw ę zaw artość Mn, obliczyli, że m inim alny  cię
żar cząsteczkowy podjednostki lam elli wynosi 0,9X106. W ynik ten  po
twierdzono obliczeniem ciężaru cząsteczkowego z gęstości i objętości 
kw antasom u: masa cząsteczkowa kw antasom u była 1— 2 razy większa 
od m inim alnego ciężaru cząsteczkowego podjednostki lam elli. A utorzy 
sądzą, że kw antasom  jest jednostką m orfotyczną, odpowiadającą jed
nostce fotosyntetycznej.

III. Składniki chloroplastów i ich rola

Jednym  z bardzo w ażnych i trudnych  do rozw iązania problem ów 
jest określenie stanu, w jakim  w ystępuje chlorofil w chloroplaście. W ie
le danych świadczy o tym , że istn ieje  kilka różnych form  chlorofilu. 
K r a s n o  w s k i  (77— 79) zaobserwował przesunięcie m aksim um  absorp
c ji chlorofilu w czasie zielenienia etiolow anych liści i rów noległą zmianę 
stabilności fotochem icznej; przypuszcza on, że z trzech  form  chlorofilu 
a, różniących się zapewne stopniem  asocjacji, p ierw otnie pow staje form a 
z m aksim um  absorpcji 684 nm Ca684, k tó ra  przechodzi w  Ca673, a możliwe 
jest, że i w Ca677. B u t l e r  (25) stw ierdził, że w pierw szym  okresie 
1,5 godz. oświetlenia etiolow anych liści w ystępuje tylko Ca670, zaś po 
dwóch godzinach oświetlenia w ystępuje także chlorofil b, a równocześnie 
pojaw ia się Ca680 i Ca705-

B r i g g s  i B u t l e r  (26) badali w pływ  uszkodzenia s tru k tu ry  pro- 
plastydów  na zm iany spektralne chlorofilu w  rosnących w ciemności 
liściach. Stwierdzili, że zamrożenie do — 196°C i rozm rożenie liści przed 
naśw ietleniem  powoduje przesunięcie m aksim um  absorpcji protochloro- 
filu z 650 do 635 nm, natom iast zam rożenie i rozm rożenie liści bezpośred
nio po naśw ietleniu powoduje przesunięcie m aksim um  absorpcji świeżo 
powstałego chlorofilu z 685 do 673 nm. Badania porównawcze w ykazały, 
że proplastydy  rosnącej w ciemności Eugleny  nie zaw ierają s tru k tu r  
zorganizow anych (na przykład ciał prolam elarnych), w ystępujących 
w etiolow anych liściach. Okazało się, że w  proplastydach  bez s tru k tu r  
zorganizow anych nie tw orzą się form y protochlorofilu  i chlorofilu absor
bujące przy dłuższych falach.

B r o d y  i R a b i n o w i t c h  (20) m ierzyli średni czas trw ania, 
a L a t i m e r  (82) — w ydajność kw antow ą fluorescencji chlorofilu in  
vivo. W yniki tych badań skłoniły R a b i n o w i t c h a  (95) do poglądu, że 
chlorofil w ystępuje in vivo  w dwóch form ach: 1/4 ogólnej zaw artości 
chlorofilu znajduje się w stanie zdolnym  do fluorescencji (z. w ydajnością 
około 10°/o), a pozostała część jest w  stanie n iefluoryzującym  dzięki 
czemu obserw uje się średnią w ydajność fluorescencji około 3%'. F r a n k  
(41) na podstaw ie badań kinetycznych fotosyntezy doszedł do podobnych 
wniosków: przypuszcza on, że fluoryzująca form a chlorofilu znajduje  się
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w kontakcie z wodą, natom iast niefluoryzująca jest połączona z n iepolar- 
nym i związkam i lipidowymi.

N ajdokładniejszych danych o w ystępow aniu różnych form  chlorofilu 
dostarczyła szczegółowa analiza zwykłych i różnicowych widm prepa
ratów  chloroplastów. Tą m etodą B r o w n  i F r e n c h  (21) stw ierdzili, 
że w e w szystkich zielonych roślinach w ystępują  form y Ca670 i Ca680; małe 
ilości Ca695 w ykry li w  szeregu preparatów  F r  e i (42) oraz B r o w n  
i F r e n c h  (22). K o k  (72) stw ierdził w ystępow anie m ałych ilości Ca700, 
k tó ry  nazwał P 70c- Ostatnio T h o m a s  i wsp. (117) analizując przegięcia 
czerwonego pasm a absorpcji chlorofilu a in vivo doszli do wniosku, że 
w ystępuje on przynajm niej w 6 form ach, przy czym dwom a dodatkow ym i 
są Ca667 i Ca673. N iektóre form y chlorofilu a różnią się szybkością ek stra 
howania m ieszaniną acetonu i buforu  (118), najw ażniejsze jednak różnice 
zauważyć m ożna przy badaniu ich funkcji.

Przez długi czas rola różnych barw ników  w fotosyntezie była zupełnie 
niew yjaśniona. Pierw szym  krokiem  w k ierunku  rozw iązania tego zagad
nienia były obserw acje E m e r s o n a  (34—36), że św iatło czerwone jest 
m ało ak tyw ne w procesie fotosyntezy, a jego aktyw ność silnie w zrasta, 
gdy uzupełnić je słabym  św iatłem  zielonym. Okazało się, że w różnych 
roślinach św iatło uzupełniające odpowiada m aksim um  absorpcji barw ni
ków tow arzyszących (chlorofilu b, fukoksantolu, fikocyjaniny, fikoery- 
tryny). Stwierdzono również, że św iatło o różnych długościach fal, chociaż 
w yw ołuje tę samą szybkość stacjonarną, wym aga różnych okresów 
indukcji (15), oraz że różne długości fali św iatła zm ieniają stan  oksydo- 
redukcyjny  barw nika P 700 (73 , 74).

Na tej podstaw ie zaproponowano m echanizm  oparty  na założeniu, 
że proces fo tosyntezy zawiera w sobie dw ie reakcje fotochemiczne. 
Zgodnie z propozycją Duysensa zespoły barw ników  steru jące tym i reak 
cjami, nazwano PSI i PS2 (ang. pigment system).  Dotychczas mimo 
in tensyw nych badań poznano tylko częściowo ich skład, własności 
i funkcje obu zespołów.

P S I — zespół reagujący na św iatło o długich falach zaw iera jako 
główny; czynny składnik — barw nik P 700 (identyczny z Ca703 (103)),
0 którego charakterze niew iele wiadomo. E kstrakcja  tego barw nika ace
tonem  daje tylko norm alny chlorofil a. Ze względu na ścisłe sprzężenie 
widma P 700 ze zmianami widma cytochrom u przypuszcza się, że P 700 jest 
kom pleksem  chlorofilu a i cytochrom u. Z drugiej strony  B r o d y
1 B r o d y  (18) wykazali, że chlorofil a w w iększych stężeniach (8X10~2M) 
daje w  różnych rozpuszczalnikach widmo wzbudzenia fluorescencji 
z m aksim um  przy 705 nm, co jest cechą charakterystyczną barw nika 
P 70o, barw nik ten  może być zatem  zasocjowanym  czystym  chlorofilem . 
Hipotezę tę częściowo potw ierdzili identyfikując przy  pomocy widm 
wzbudzenia fluorescencji i w idm  fluorescencji agregaty chlorofilu 
w Euglena  (19). Stosunek P 700 do całkow itej ilości chlorofilu a wynosi
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1 :400. P S I jest układem  dość stabilnym , w ytrzym uje bez znacznego 
rozkładu dłuższe przechow yw anie chloroplastów, ogrzewanie i działanie 
detergentów  (102).

U kład P S I, jak  w ykazali W i t t  i wsp. (103, 138), jest wzbudzany 
energią, pochłanianą przez Ca695, Ca682 oraz praw dopodobnie Cb650. Wzbu
dzenie P S I powoduje fotochem iczne odbarw ienie (fotoredukcję) P 700 przy 
równoczesnym  utlen ien iu  cytochrom u. Proces tak i zaobserwował W i t t  
(140) w  chloroplastach szpinaku. W roślinach wyższych donatorem  elek
tronu  jest cytochrom  f  (139), w  glonach — cytochrom  c o wysokim  poten
cjale oksydoredukcyjnym  (E¿ =  0,3 V). Rolę akceptora elek tronu  od PSI 
pełni ferredoksyna (55). P rzeniesienie elek tronu  na drodze cytochrom  
f  — P S I — ferredoksyna jest możliwe tylko dzięki energii prom ieniow a
nia, ponieważ przebiega przeciw  gradientow i potencjału  term odynam icz
nego (dla cytochrom u f  Eó =  0,365 V, a dla ferredoksyny Eó =  —0,420 V). 
K o k  (73) oznaczył dla P 700 Eó =  0,43 V, zaś H o r i o  i S a n  P i ę t r o  
(55) otrzym ali dla drugiego składnika P S I, Ca 683 w artość Eó== 0,55 V 
(PH =  8).

Drugi zespół PS2 zawiera chlorofil o m aksim um  absorpcji w zakresie 
fal krótkich. B r o y d e  i B r o d y  (23) w yodrębnili z preparatów  chloro
filu  barw nik, którego m aksim um  absorpcji (w acetonie) leży przy 675 nm, 
a m aksim um  fluorescencji (w acetonie w tem p. 77°K) przy 698 nm 
i nazwali go F698. Fluorescencję jego w ygaszają chinony (a-TQ, UQ10, 
UQ6 oraz PQ) praw dopodobnie dzięki tw orzeniu n iefluoryzujących kom 
pleksów. Przypuszcza się, że barw nik o podobnym  widm ie fluorescencji 
in vivo  wchodzi w skład PS2. Barw nik, pełniący rolę centrum  foto
chemicznego układu PS2 jest związany bezpośrednio z PQ (138).

Układowi PS2 przekazują absorbowaną energię barw niki: Cb650 oraz 
CaG74 (103, 138). Funkcja układu PS2 nie jest jeszcze znana. Wiadomo 
tylko, że jest on blisko związany z układem  w ydzielającym  0 2. Pośrednim  
donatorem  elektronu dla PS2 jest więc zapewne drobina wody, akcepto
rem  zaś — plastochinon. Zespół PS2 z pomocniczymi enzymami, potrzeb
nym i do wydzielania 0 2 jest w technice labora to ry jnej znacznie m niej 
stab ilny  od układu P S I (127).

Jak  w ynika z powyższego, rolę aktyw nego centrum  fotochemicznego 
w P S I odgrywa P 70o — jedna z form  chlorofilu a. Analogiczne centrum  
zespołu PS2 nie jest jeszcze znane, praw dopodobnie jest to również jedna 
z form  chlorofilu a. Czym te form y różnią się, czy różnym  stopniem  
zasocjowania, czy w iązaniem  z różnym i białkam i, czy z innym i sk ład 
nikam i apara tu  fotosyntetycznego, nie wiadomo.

Dotychczas podjęto tylko kilka prób rozdzielenia obu zespołów. 
W e s s e l s  (133) po działaniu digitoniną na chloroplasty oraz po różni
cowym w irow aniu otrzym ał dwie frakcje, z k tó rych  jedna w ykazyw ała 
aktyw ność tylko w  cyklicznej fosforylacji i fo toredukcji NADP, a więc 
ty lko  funkcje układu P S I. B o a r d m a n  i A n d e r s o n  (16) stosując
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taką  sam ą technikę, rozdzielili m ateria ł na pięć frakcji. Najcięższa frakcja  
(odwirowania przy 1000 g) zaw ierała chlorofil a i chlorofil b w  stosunku 2,4 
i w ykazyw ała aktyw ność w fotoredukcji o-chlorofenolo-2,6-dw uchloro- 
indofenolu. N atom iast najlżejsza (odwirowana przy 50 000 — 144 000 g) 
zaw ierała chlorofil a i chlorofil b w  stosunku 6,2 i była ak tyw na w pro
cesie fo toredukcji NADP w obecności askorbinianu i o-chlorofenolo-2,6- 
dw uchloroindofenolu jako donatorów  elektronów . Ciężka frakcja  w yka
zywała więc funkcje  PS2, lekka natom iast — P S I.

O statnio nową próbę rozdziału podjęli O g a w a i wsp. (88). Chloro
p lasty  rozpuszczone w siarczanie sodowo-laurylow ym  poddali oni e lek
troforezie na żelu poliakryloam idow ym  i otrzym ali trzy  frakcje, w szystkie 
w ędrujące w stronę anody. Najszybsza frakcja  III zaw ierała tylko wolne 
barw niki, przy czym uzyskiwano ich tym  więcej, im większe stosowano 
stężenie detergentu . Pozostałe dwie frakcje  zaw ierały w yłącznie barw niki, 
związane w kom pleksach lipoproteidowych. F rakcja  I, najw olniejsza, za
w ierała dużo chlorofilu a (stosunek chlorofilu a do chlorofilu b rów nał 
się 7), chinony oraz więcej (5-karotenu niż frakcja  II. W frakcji II s tw ier
dzono w ystępow anie chlorofilu a i chlorofilu b w stosunku 1,9 oraz wiolo- 
k san tyny  i neoksantyny (których nie było w frakcji I), chinonów a także 
lu te iny  w ilości w iększej niż we frakcji I.

Przeprowadzono również badania nad rozdzieleniem  funkcji obu ukła
dów P S I i PS2 w całych chloroplastach lub ich fragm entach. Obszerne 
zestawienie różnych przeciw staw nych funkcji zespołów P S I i PS2 podali 
V e r  n o n i A v r  o n (128). Do omówienia n iek tórych  funkcji tych zespo
łów powrócim y w  następnym  rozdziale, a obecnie przedstaw im y rolę 
pozostałych składników  apara tu  fotosyntetycznego.

Jedną z grup tych  składników  stanow ią cytochrom y. Przegląd różnych 
typów cytochromów, znalezionych w kom órkach fotosyntezujących podali 
P e r i n i ,  K a m e n  i S c h i f f  (93). W ykazali oni również (94), że inne 
cytochrom y uczestniczą w transporcie elektronów  w fotosyntezie, a inne 
w oddychaniu. Omówimy tylko cytochrom y, uczestniczące w fotosyntezie.

Rośliny zielone zaw ierają cytochrom  f  (odmianę cytochrom u c). F o r t  
i wsp. (40) w ydzielili czysty cytochrom  f  z liści pietruszki, oznaczyli jego 
ciężar cząsteczkowy (M =  245 000) i widmo form y zredukow anej. W glo
nach cytochrom  ten  jest zastąpiony innym , specjalnym  cytochrom em  
c (61). Oba te  cytochrom y charak te ryzu ją  się wysokim  potencjałem  oksy- 
doredukcyjnym  (Eq !> 0,3 V przy pH =  7), w ystępują w kom órkach 
w form ie zredukow anej i nie u tlen ia ją  się sam orzutnie. Niższy potencjał 
oksydoredukcyjny ma cytochrom  b6. W ystępuje on tylko w zielonych 
kom órkach roślin (109), w form ie utlenionej. W przeciw ieństw ie do cyto
chromów c oraz /  u tlen ia się on tlenem . Cytochrom y f  i b6 pełnią rolę 
przenośników elektronów  w procesie św ietlnym  fotosyntezy. Cytochrom  
/  jest ściśle związany z barw nikiem  P 700, a jego fotoutlenienie obserw uje 
się naw et w temp. 77°K (101, 105).
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Udział cytochrom u b6 w przenoszeniu elektronów  w ykazali O 1 s o n 
i S m i 11 i e (87). W chloroplastach Eugleny, z k tórych usunięto cyto- 
chrom  552 (analog cytochrom u f), zachodzi redukcja cytochrom u b6. 
Proces ten  można odwrócić w w arunkach  aerobow ych przy słabym  oświe
tleniu . Cytochrom  b6 reaguje na światło, absorbowane zarówno przez PSI 
jak  i PS2, pośredniczy więc w przeniesieniu  elektronów  m iędzy tym i 
dwoma zespołami. Jego bezpośredni udział w fotosyntezie udowodnił 
R u m b e r  g (103). W widm ie różnicowym  otrzym anym  przy przem ien
nym  oświetleniu czerwonym  krótko- i długofalowym  św iatłem  wzbudza
jącym  wyróżnił on trzy  składowe w yw ołane: utlenieniem  Ca703, u tlen ie
niem  cytochrom u f  oraz redukcją utlenionego cytochrom u b6. Świadczy 
to, że cytochrom  b6 jest akceptorem  elek tronu  od zespołu PS2, oraz że 
przeniesienie elektronu od cytochrom u b6 do utlenionego cytochrom u f  
jest najw olniejszym  stadium  na drodze od PS2 do PS I.

N iektóre wyizolowane cytochrom y cechują się tak  niskim i potencja
łam i oksydoredukcyjnym i, że nie można im przypisać roli przenośników 
elektronów  m iędzy PS2 i PS I. Do nich należy w yizolow any (54) z nie- 
biesko-zielonych glonów Anacystis nidulans  cytochrom  o Eó =  —0,26 V. 
Praw dopodobnie uczestniczy on w reakcjach układu  P S I, prowadzących 
do redukcji NADP. Niskim potencjałem  (EÓ — 0,01 V) cechuje się również 
cytochrom  c w ydzielony z Cliromatium  (11). Z Monostroma nitidum  
wydzielono cytochrom  b o potencjale redoksowym  0 <C Eó <  0,25 V (63).

W przenoszeniu elektronów  od PS2 do P S I pośredniczą, prócz cyto- 
chromów, plastocyanina i chinony. P lastocyaninę wydzielono z w ielu 
kom órek roślinnych (62, 64). Jest to białko, zaw ierające dw a atom y Cu 
w cząsteczce i w ystępujące w ilości 1 cząsteczki na 30 drobin chlorofilu. 
P lastocyanina nie u tlenia się bezpośrednio tlenem , może natom iast być 
utleniona fotochemicznie przez chloroplasty, poddane działaniu digitoniny 
(75). Chloroplasty takie po dodaniu plastocyaniny u tlen ia ją  na św ietle 
szybko cytochrom  c lub j. Okazało się, że p lastocyanina stym ulu je  foto- 
utlenienie cytochrom u c znacznie silniej, niż cytochrom  f. F ragm enty  
chloroplastów, otrzym ane po działaniu digitoniną i pozbawione plasto
cyaniny  (134) lub otrzym ane po działaniu u ltradźw iękam i (65) tracą  zdol
ność fotoredukcji NADP przez donator askorbinian-D PIP. Tę zdolność 
regeneru je  w obu przypadkach dodanie plastocyaniny. S tan  oksydoreduk- 
cyjny plastocyaniny w  glonach można oznaczać spektrofotom etrycznie: 
naśw ietlenie prom ieniow aniem  czerwonym  krótkofalow ym  powoduje 
redukcję, a prom ieniow aniem  czerwonym  długofalowym  — utlenienie 
plastocyaniny. W szystkie te dane świadczą, że plastocyanina pośredniczy 
w przeniesieniu elektronów  od PS2 do P S I poprzez cytochrom  f.

Chinony są jedną z głównych grup związków, w ystępujących w chlo
roplastach. W chloroplastach w ystępują cztery  związki typu  plasto- 
chinonu (PQ), trzy  tokoferylochinony (TQ) oraz w itam ina K x (31). 
T h r e l f a l l  i wsp. (119) wydzielili z liści ty ton iu  dwa plastochinony,
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które oznaczyli jako PQ C’ i PQ D ’, jednak D a s i wsp. (29) w ykazali, że 
są one identyczne z wcześniej poznanym i plastochinonam i PQC i PQD. 
M etodą spektroskopii m asowej stw ierdzili oni, że s tru k tu ra  plastochino- 
nów PQB, PQC i PQD jest bardzo podobna do plastochinonu PQA 
(=PQ 9), pochodnej 2,3-dwum etylo-2,4-benzochinonu, zaw ierającej w  po
łożeniu 5 łańcuch złożony z dziewięciu jednostek izoprenowych. M i s i t i 
i wsp. (84) wydzielili z chloroplastów jeszcze jeden plastochinon, k tó ry  
zidentyfikow ali jako PQ3.

Chloroplasty szpinaku zaw ierają najw ięcej PQA (0, 079 mg/mg chlo
rofilu), dość duże ilości PQB i PQC (0,015 i 0,016 m g/m g chlorofilu), 
a znacznie m niej tokoferylochinonów , szczególnie P-TQ (0,0002 m g/m g 
chlorofilu) oraz Y-TQ (ślady) (51). Conajm niej 95% całej zaw artości PQ 
i TQ znajduje się w  lam ellach, a w  m łodych liściach około 60°/o całej 
zawartości TQ w ystępuje w form ie zredukow anej (24).

Tem atem  w ielu prac było ustalenie roli chinonów w fotosyntezie. 
K r o g m a n n  (80) stw ierdził, że jednym  z katalizatorów  cyklicznej fosfo
ry lacji jest plastochinon. T r e b s t  i E c k  (122) badali działanie egzo
gennych chinonów na chloroplasty i doszli do następujących wniosków:
1) fo toredukcja w szystkich chinonów jest sprzężona z tw orzeniem  ATP,
2) w szystkie chinony są kofaktoram i pseudocyklicznej fotofosforylacji, 
to  znaczy, hydrochinony są u tlen iane  przez tlen  (z utw orzeniem  H 2Oz), 
dzięki czemu obserw uje się cykliczny przebieg reakcji Hilla, 3) chinony
o Eó <  0 V stym ulu ją  rzeczyw istą cykliczną fosforylację, niezależną od 
obecności tlenu, praw dopodobnie w spółdziałając z jakim ś składnikiem  
kom pleksu przenoszącego elektrony, o i i ^ O V .

B e c k e r ,  G r o s s  i S h e f n e r  (12) rozdzielili fragm enty  chloro
plastów  przez w irow anie różnicowe na kilka frakcji i stw ierdzili, że 
aktyw ność fragm entów  w reakcji H illa rośnie ze w zrostem  stosunku 
molowego Chl/PQ, praw dopodobnie jednak  zależy ona również od s tru k 
tu ry  fragm entów .

H e n n i n g e r  i wsp. (51) badali w pływ  różnych chinonów na regene
rację zdolności ekstrahow anych acetonem  chloroplastów, do fotochemicz
nej redukcji żelazicyjanku. Największą aktyw ność w tym  procesie w y
kazyw ał (3-TQ, m niejszą PQA i PQB oraz Y-TQ, natom iast PQC i w itam ina 
K x były inhibitoram i. P rzy  m ałych stężeniach działania P-TQ i y_TQ (lub 
PQA) sum ują się, praw dopodobnie więc te  dw a chinony działają w  dwóch 
różnych m iejscach łańcucha przenoszenia elektronów  na żelazicyjanek. 
D i l l e y  i C r a n e  (30) stw ierdzili, że cc-, (3- i 7-TQ regeneru ją  również 
zdolność ekstrahow anych chloroplastów  do fotoredukcji cytochrom u c. 
V e r n o n  i S h a w  (130) badając stym ulu jący  w pływ  różnych chinonów 
na fotoredukcję cytochrom u c i działanie inhibitorów  na ten  proces doszli 
do wniosku, że zredukow ane chinony mogą być donatoram i elektronów  
dla PSI.
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IV. Schemat fotoindukowanego przepływu elektronów 
i funkcja aparatu fotosyntetycznego

Badania nad rolą poszczególnych składników  apara tu  fotosyntetycz
nego w ykorzystano do opracow ania schem atu przepływ u elektronów  indu
kowanego światłem . Większość schem atów  proponow anych przez różnych 
autorów  jest bardzo podobna do podanego na rysunku  6 schem atu w ukła
dzie V e r n o n a  i A v r o n a  (128). Odbiega od nich znacznie jedynie 
schem at, proponowany przez A r  n o n a i wsp. (6). Na podstaw ie badań 
m echanizm u różnych typów  fosforylacji oraz wydajności kw antow ej foto
syntezy przyjęli oni istn ienie tylko jednego zespołu barw ników  i tylko 
jednej reakcji fotochemicznej.

R ys. 6. S ch em at p rzep ły w u  e lek tro n ó w  w  c h lo ro p la s ta c h  w g (128) (ob jaśn ien ia
w  tekście)

W schem acie V e r n o n a  i A v r o n a  (rys. 6) strzałk i w skazują k ie
runek  przepływ u elektronów . Dla term icznych reakcji są one zgodne 
z k ierunkam i sam orzutnych procesów term odynam icznych (wzrost po
tencjału  oksydoredukcyjnego czyli zm niejszenie potencjału  term odyna
micznego). W k ierunku  przeciw nym  przebiega przeniesienie elektronów , 
indukow ane św iatłem , oznaczone na schem acie grubym i strzałkam i. 
K w ant św iatła, zaabsorbow any przez drobinę chlorofilu powoduje prze
niesienie elek tronu  na singletow y poziom wzbudzony. Jonizacja w zbu
dzonej drobiny powoduje rozdzielenie ładunku ujem nego (elektronu) 
i dodatniego („dziury”), przy  czym elektron, przeniesiony do układu odpo
w iednich enzymów, zostaje w ykorzystany do redukcji C 0 2, a „dziura” 
(w m echanizm ie jeszcze nie znanym) — do u tlen ien ia wody do tlenu.

Za przyjęciem  tego m odelu półprzewodnikowego przem aw ia foto- 
przew odnictw o chloroplastów (2), chlorofilu (85, 98, 115) i karo tenu  (97). 
Ostatnio do zagadnienia półprzewodnikowego m echanizm u fotosyntezy 
wrócili A r n o l d  (1) oraz E l e y  i S n a r t  (32). W łasności półprzew od
nikowe chlorofilu, P-karotenu oraz ich m ieszanin z album iną oraz P-m ety-
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lonaftochinonem  (związek m odelowy dla plastochinonu) w skazują na 
powstanie określonych kompleksów oraz przem aw iają za hipotezą o foto- 
aktyw ow anym  rozdziale ładunków  w  poczwórnym  kompleksie: +albu- 
m ina-chlorofil-P-karoten-P-m etylonaftochinon_ (32).

N ajm niej poznanym  procesem  składow ym  fotosyntezy jest u tlenienie 
wody i w ydzielenie tlenu. W procesie w ydzielania tlenu  uczestniczą m an
gan (38, 68) i chlorki (5). Niedobór m anganu powoduje: 1. zaham owanie 
fotosyntetycznej fosforylacji, dla k tó re j kofaktorem  jest FMN (112),
2 . wzrost intensyw ności fluorescencji i obniżenie intensyw ności fluo re
scencji długotrw ałej (69), 3. zm niejszenie zmian absorpcji, zależnych od 
tem pera tu ry  (70), 4. zanik w yw oływ anych św iatłem  sygnałów EPR (126).

Niedobór m anganu nie wpływa natom iast na następujące procesy nie- 
związane z wydzielaniem  tlenu: 1. fotoredukcję przez adaptow ane do 
wodoru glony, w k tórych układ wydzielający tlen jest nieczynny i za
stąpiony reakcją prekursora tlenu  z wodorem (68), 2. fotoredukcję NADP 
z askorbinianem  i D PIP jako układem  donatorowym , 3. fotosyntetyczną 
fosforylację katalizow aną przez pyocyaninę (122), 4. zmiany absorpcji, 
wywołane fotoreakcjam i, niew rażliw ym i na tem pera tu rę  (70).

M echanizm działania m anganu w procesie w ydzielania tlenu  nie jest 
znany; możliwe, że działa on katalitycznie w reakcjach nadtlenków , ka ta 
lizowanych przez peroksydazę.

W procesie wydzielania tlenu, prócz M n2+ i Cl~, uczestniczą też p raw 
dopodobnie hydrochinony o wysokich potencjałach oksydoredukcyjnych 
(o-hydrochinony) (125).

Akceptorem  elektronu od zespołu PS2 jest plastochinon. N astępnym  
etapem  jest przeniesienie e lek tronu  przez kompleks, zaw ierający plasto- 
cyaninę i cytochrom  b6 do cytochrom u f. Z etapem  tym  sprzężona jest 
reakcja tw orzenia ATP z ADP i P n.

Druga reakcja fotochem iczna powoduje przeniesienie elek tronu  ze 
zredukow anej form y cytochrom u /  do ferredoksyny za pośrednictw em  
zespołu P S I. W ystępowanie, własności i rolę ferredoksyny w fotosyntezie 
omówił T o c z k o  (120) oraz S a n  P i e t r o  i B l a c k  (108). O w ydzie
leniu z zielono-niebieskich glonów dwóch białek o aktyw ności ferredo
ksyny doniósł ostatnio S m i l  l i e  (111). Ferredoksyna w  zredukow anej 
form ie uczestniczy w syntezie NADH2, a pośrednio w syntezie pirogro- 
n ianu  z C 0 2. Przebieg tych  reakcji badali B u c h a n a n  i wsp. (9, 37), 
a m echanizm  redukcji NAD i NADP — W e a v e r  i wsp. (132).

W ustalen iu  podanego wyżej schem atu oraz w poznaniu dokładniej
szego m echanizm u działania apara tu  fotosyntetycznego isto tną rolę ode
grały badania prowadzone techniką błyskow ą (100, 103, 136, 137) oraz 
badania nad różnym i donatoram i i akceptoram i elektronów , inhibitoram i 
i związkam i o działaniu rozsprzęgającym .

N ajdaw niej poznaną reakcją  fotochem iczną w ykazyw aną przez chloro-
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piasty  i ich fragm enty  w obecności dodanych akceptorów  elektronów , 
jest reakcja Hilla. A kceptory reakcji H illa są oznaczone na schem acie 
(rysunek 6) symbolami A l i A l'. Je s t ona fotochemicznym  procesem 
redukcji akceptorów  przy równoczesnym  w ydzieleniu tlenu  z wody. 
Dokładne m iejsce reagow ania akceptorów  z łańcuchem  przenoszenia e lek
tronów  apara tu  fotosyntetycznego nie jest znane. Praw dopodobnie żelazi- 
cyjanek (39, 48, 55) i D PIP  (83) są redukow ane bezpośrednio przez PS2. 
W edług R u m b e r g a  i wsp. (104) akceptoram i elektronów  od PS2 mogą 
być też: błękit toluilenowy, tionina i błękit m etylenow y. Związki te ozna
czono na schemacie (rysunek 6) symbolem A2. Ich redukcja przez PS2 jest 
sprzężona z fosforylacją.

Natom iast utleniaczam i dla P S I mogą być: żelazicyjanek, p-benzo- 
chinon, m etylosiarczan N -m etylofenazyny (PMS), karm in indygo, ben- 
zylowiologen, m etylowiologen i ferredoksyna. Do grupy utleniaczy Hilla 
należą też: chrom iany, azotyny, azotany, FMN i chinony. W przypadku 
tych ostatnich stw ierdzono (47), że reakcja Hilla w ykazuje efekt Em er- 
sona, uczestniczą w  niej więc oba układy P S I i PS2. N iektóre z utleniaczy 
cechują się niskim  potencjałem  oksydoredukcyjnym ; są to DPIP, PMS, 
FMN, w itam ina K 3, ferredoksyna i chinony o Eó <  0 V. Związki te ka ta 
lizują cykliczną fosforylację. Ich zredukow ane form y mogą być donato
ram i elektronów  w m iejscu łańcucha położonym poniżej m iejsca tw orze
nia ATP i powodować cykliczny przepływ  elektronów  przez PS I.

Pew ne związki mogą pełnić funkcję donatorów  elektronów  dla P S I, 
na przykład D PIP (129, 131), szczególnie w połączeniu z askorbinianem , 
k tó ry  u trzym uje D PIP  w  zredukow anej form ie. Te sam e właściwości 
w ykazuje PMS z askorbinianem  (60), zredukow any trójm etylochinon 
(TMQH2) (130) i te tram etylo-p-fenylenodw uam ina (TMPD) (121). U tle
nienie D PIPH 2 (w  stężeniach większych niż 10-5 M) jest sprzężone z fos
forylacją, zaś przy m niejszych stężeniach przebiega bez tworzenia ATP. 
Można stąd wnosić, że D PIPH 2 m eże reagować z łańcuchem  przenoszenia 
elektronów  w dwóch m iejscach. Jedno z nich leży przed m iejscem  tw o
rzenia ATP, drugie — przed cytochromem  f. Stwierdzono, że D PIPH 2 nie 
reaguje bezpośrednio z P S I (66). TMPD i PM SH 2 reagują  z P S I (bez
pośrednio lub za pośrednictw em  cytochrom u /) bez tworzenia ATP.

Tworzenie ATP jest jedną z głównych funkcji chloroplastów. Synteza 
ATP przebiega w chloroplastach w  specyficzny sposób, różny od fosfo
ry lac ji oksydacyjnej, w m itochondriach w tej ostatniej ATP tw orzy się 
kosztem  NADH2, 0 2 i ADP w reakcji:

NADH2 + 1/202 +  3A D P+ 3P„ -> NAD+ H20  +  3ATP 
Chloroplasty natom iast, zależnie od w arunków , mogą syntezować ATP na 
jednej z trzech dróg. Są to:

1. fotofosforylacja niecykliczna, przebiegająca w obecności dużych 
stężeń akceptorów  elektronów , k tó ra  prowadzi do równoczesnego pow sta
w ania trzech produktów : tlenu, zredukow anej form y akceptora i ATP.
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Akceptoram i elektronów  mogą być: żelazicyjanek (7), D PIP (48, 67) oraz 
NADP (7). Ta osta tn ia  reakcja  jest według A rnona na tu ra lną  drogą 
syntezy NADPH2 i A TP w chloroplastach przy czym pow stają produkty  
w stosunku: NA DPH 2 : ATP : O =  2 : 2 : 2. Natom iast J  a c o b i (58) 
stw ierdził w izolow anych chloroplastach, że stosunki te są równe 2 : 1 : 2, 
przy  czym m niejszej ilości ATP nie można przypisać działaniu ATP-azy.

2 . fosforylacja pseudocykliczna, przebiegająca w obecności tlenu  i k a 
talitycznych  stężeń przenośników  elektronów . W procesie tym  zreduko
w ana form a przenośnika elek tronu  u tlen ia się cząsteczkowym  tlenem , 
dzięki czemu produktem  reakcji jest tylko ATP (nie obserw uje się tw o
rzenia tlenu, ani zm iany oksydoredukcyjnego stanu  układu).

3. fosforylacja cykliczna — przebiegająca w ściśle anaerobow ych 
w arunkach, w obecności ka ta litycznych  ilości przenośników  elektronów . 
W procesie tym  rów nież obserw uje się tylko syntezę ATP, bez żadnych 
zmian oksydoredukcyjnego stanu  układu  oraz bez w ydzielania tlenu.

Przenośnikam i elektronów , katalizującym i fosforylację pseudocyklicz- 
ną i cykliczną są: PM S (59, 76), a w odpowiednich w arunkach  D PIPH 2 
(48 ,123), m enadion (123), FMN (5), ferredoksyna (113) i chinony (122).

Różnice m iędzy tym i typam i fosforylacji w ystępują w yraźnie przy 
badaniu w pływ u inhibitorów . Inhibitoram i, które w tym  sam ym  stopniu 
ham ują przepływ  elektronów  i fosforylację, są d la fosforylacji niecy
klicznej i pseudocyklicznej — 3-p-chlorofenylo-2,2-dw um etylom ocznik 
(CMU), 3,(3,4-dw uchlorofenylo)-l,2-dw um etylom ocznik (DCMU) oraz 
n-butylo-3,5-dw ujodo-4-hydroksybenzoesan (BDHB). CMU i DCMU są 
też silnym i inhibitoram i reakcji H illa (135). H am ują one silniej fosfory
lację niecykliczną i pseudocykliczną, niż cykliczną (60). Ham ow aniu foto- 
redukcji NADP przez CMU i DCMU przeciw działa dodatek askorbinianu 
i D PIP (131) lub askorbinianu i PM S (60). Można więc przypuszczać, że 
inhibitory  działają na łańcuch przenoszenia w m iejscu położonym m iędzy 
H 20  i D l. Ciekawych wniosków dostarczyły badania R u b i n s t e i n a  
(99) nad wpływem  DCMU na zm iany absorpcji w paśm ie 520 nm. W w a
runkach  aerobowych, przy słabym  ośw ietleniu prom ieniow aniem
o A >  680 nm, zm iany te zależą od wzbudzenia krótkofalow ym  prom ie
niowaniem  i są całkowicie ham ow ane przez DCMU. N atom iast w w aru n 
kach anaerobow ych zm iany w  paśm ie 520 nm zależą od wzbudzenia pro
m ieniow aniem  długofalowym  i nie są ham ow ane przez DCMU. A utor 
w nioskuje stąd, że zm iany absorpcji w paśmie 520 nm są złożone, w yni
kają  częściowo z działania zespołu P S I, a częściowo PS2. Działanie, 
podobne do w ym ienionych wyżej inhibitorów , w ykazują: o -fenantrolina 
(59) i N -tlenek-2-n-nonylo-4-hydroksychinoliny (NQNO) (8). BDHB 
ham uje fosforylację niecykliczną i pseudocykliczną, ale nie ham uje 
cyklicznej (110).

Oddzielną grupę inhibitorów  stanow ią kw asy tłuszczowe i ich estry. 
Kwasy lipoinowy i kapry low y oraz ester m etylow y kw asu kaprylowego
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ham ują reakcję karboksylacji w cyklu węglowym, fosforylację oraz prze
m iany fruk tozo-l,6-dwufosf oranu w fruktozo -1 -fosforan i sedoheptulozo- 
2,7-dwufosforan w sedoheptulozo-7-fosforan (92).

Związki rozsprzęgające w  układzie, w k tórym  przebiega wyłącznie 
niecykliczna fotofosforylacja, ham ują szybkość fosforylacji, nie w pły
w ając na szybkość przepływ u elektronów . W tych sam ych w arunkach, 
lecz przy  braku  składników  potrzebnych do fotofosforylacji (Mg2+, fos
foran lub ADP), stym ulu ją  one szybkość przepływ u elektronów  p rzynaj
m niej do w artości otrzym anej po dodaniu brakującego składnika.

Związkam i rozsprzęgającym i fotofosforylację są jony amoniowe (81), 
a tebryna (3), chloroprom azyna, oktylo-guanidyna i gram icydyna (110), 
p-tró jfluorom etoksy fenylohydrazon cyjanku karbonylu  (p-CF30-CCP) 
(10, 52) oraz T PIP  (49), k tó ry  jest doskonałym  akceptorem  elektronu 
w fosforylacji niecyklicznej. Typowe efekty  rozsprzężenia pow stają też 
pod wpływem  arsenianów  (81) i tiofosforanów (46), k tó re  zastępując P n, 
tw orzą n ietrw ałe analogi norm alnych fosforylow anych związków po
średnich. E fekty  rozsprzężenia w yw ołuje również działanie detergentam i 
(86), k tóre w stężeniach 0,005—0,01% przy pH 7,7 ham ują fotofosfory
lację i stym ulu ją  reakcję Hilla.

Badania nad specyficznym  działaniem  różnych związków rozsprzęga- 
jących doprowadziły A v r o n a  i S h a  v i t a  (110) do wniosku, że w łań 
cuchu przenoszenia elektronów  m uszą występować dwa różne m iejsca 
syntezy ATP.

L IT E R A T U R A

1. A r n o l d  W., J . P hys. C hem . 69, 788 (1965).
2. A r n o l d  W. ,  S h e r w o o d  H. K ., Proc. N at. A cad . Sci. U .S. 43, 105 (1957).
3. A r  n o n  D. I., F edera tion  Proc. 20, 1012 (1961).
4. A  r  n o n D. I., w  B ro o k h av en  S ym posia  in  B iology, No 11, tłum . ros. Izd . 

In o s tr . L ite r ., M oskw a 1962, s tr. 181.
5. A r n o n  D.  I., L o s a d a  M. ,  W h a t l e y  F.  R.,  T s u j i m o t o  H.  Y.,  H a l l  

D. O., H o r  t o n A. A., Proc. N a t. A cad . Sci. U.S. 9, 1314 (1961).
6. A r n o n  D.  I., T s u j i m  o t o H.  Y.,  Me  S w a i n  B. D., N a tu re  207, 1367 (1965).
7. A r n o n  D. I., W h a 1 1 e y F. R., A  11 e n  M. B., S cience  127, 1026 (1958).
8. A v r o n  M., B iochem . J, 78, 745 (1961).
9. B a  c h  o f e n  R., B u c h a n a n  B.  B., A r n o n  D. I., Proc. N a t. A cad . Sci. U .S.

51, 690 (1964).
10. B a m  b e r  g e r  E. S., B 1 a  c k  C. C , , F e w s o n  C. A. ,  G i b b s  M., P la n t P hysio l.

38, 483 (1963).
11. B a r t s c h  R.  B, ,  K a m e n  M. D., J. B iol. C hem . 235, 825 (1960).
12. B e c k e r  M. ,  G r o s s  J. ,  S h e f n e r  A., B ioch im . B io p h ys . A c ta  64, 579 (1962).
13. B e r g e r o n  J . A., B ro o k h av en  S ym posia  in  B iology, No 11, tłu m  z ro s . 

Izd . In o s tr . L ite r ., M oskw a 1962, s tr . 131.
14. B i g g i n s J., US A t. E n e rg y  Com m . UCRL-11863, 144 (1965), w g C hem . A b s tr .

63, 7238 (1965).
15. B l i n k s  L. R., w  R esea rch  in  P h o to sy n th esis , In te rsc ie n c e  P u b lish e r, N ew  

Y ork , 1957, s tr . 444.

http://rcin.org.pl



[21] BIO C H E M IA  FO TO SY NTE ZY 331

16. B o a r d  m a n  N.  K. ,  A n d e r s o n  J . M., N a tu re  293, 166 (1964).
17. B r  a d 1 ey D. F., C a 1 v  i n  M., Proc. N a t. A cad . Sei. U .S. 41, 563 (1955).
18. B r o d y  S. S., B r o d y  M., A rch . B iochem . B iophys. 110, 583 (1965).
19. B r o d y  S. S., B r o d y  M., B ioch im . B io p h ys. A c ta  112, 54 (1966).
20. B r  o d y S. S., R a b i n o w  i t c h  E., Science  125, 555 (1957).
21. B r  o w  n J. S., F  r  e n  c h  C. S., P la n t P hysio l. 34, 305 (1959).
22. B r  o w  n  J . S., F  r  e n  c h  C. S., B io p h ys.  J . 1, 539 (1961).
23. B r  o y d e S. B., B r  o d y S. S., B iochem . B io p h ys. R es. C om m . 19, 444 (1965).
24. B u c k  e C., L  e e c h  R. M., H a l l a w a y  M., M o r  t o n  R. A., B ioch im . B io p h ys. 

A cta  112, 19 (1966).
25. B u 1 1 e r  W. L., B ioch im . B io p h ys . A c ta  102, 1 (1965).
26. B u t l e r  W.  L. ,  B r i g g s  W. R., B io ch im . B iophys. A c ta  112, 45 (1966).
27. C a l v i n  M., A n g ew . C hem . 68, 253 (1956).
28. C a l v i n  M., w  B ro o k h av en  S ym posia  in  B iology, No 11, tłum . ros. Izd. In o s tr . 

L ite r., M oskw a, 1962, s tr . 161.
29. D a s B. C., L  o u n  a s m  a a  M., T e n d i l l e  C., L e d e r e r  E., B iochem . B io 

p h ys. R es. C om m . 21, 318 (1965).
3i0. D i l l e y  R.  A. ,  C r a n e  F . L., B ioch im . B iophys. A c ta  75, 142 (1963).
31. D i l l e y  R.  A. ,  H e n n i n g  e r  M.  D.,  C r a n e  F. L., N at. A cad . Sei. —  N at. 

R es. C ouncil P ub l. 1145, 273 (1963) w g V ernon  L. P., A v ro n  M., A n n . R ev . 
B iochem . 34, 269 (1965).

32. E 1 e y D. D., S n a r  t  R. S., B ioch im . B io p h ys. A c ta  102, 379 (1965).
33. E m e r s o n  R., A r n o l d  W., J. G en. P hysio l. 16, 191 (1932).
34. E m e r s o n  R.,  C h a l m e r s  R.,  C e d e r s t a n d  C., B r o d y  M., Science

123, 673 (1956).
35. E m e r  s o n R., Science  125, 746 (1957).
36. E m e r s o n  R., A n n . R ev . P la n t P h ysio l. 9, 1 (1958).
37. E w a n s  M. C. W., B u c h  a n an  B. B., Proc. N a t. A cad . Sei. U .S. 53, 1420 (1965).
38. E y s t e r  H. C., B r o w n  T.  E., T a n n e r  H . A., A rch . B iochem . B iophys.

64, 240 (1956).
39. F  o r  k  D. C., P la n t P h ysio l. 38, 323 (1963).
40. F  o r  t  i G., Be r  t o 1 e M. L., Z a n e 11 i G., B ioch im . B io p h ys. A c ta  109, 33 (1965).
41. F r a n k  J., Proc. N at. A cad . Sei. U .S. 44, 527, 941 (1958).
42. F r  e i Y. F., B ioch im . B io p h ys. A c ta  57, 82 (1962).
43. F r e n c h  C. S., w  B ro o k h av en  S ym posia  in  B iology, No 11, tłu m . ro s . Izd. 

In o s tr . L ite r., M oskw a 1962, s tr . 82.
44. F r e y - W y s s l i n g  A.,  S t e i n m a n n  E., V ie r te lja h re ssh u . N a tu rfo rsc h . 

G es. Z ü rich  98, 20 (1953), w g R ab in o w itch  E., P h o to sy n th e s is , In te rsc ie n c e  
P u b lish e rs , N ew  Y ork , 1956, II  (2), s tr .  1727.

45. G o e d h e e r  J . C., T hesis, U trech t, 1957.
46. G o o d N. E., B ioch im . B io p h ys . A c ta  40, <502 (1960).
47. G o v i n d j e e R., T h o m  a s J . B., R a b i n o w  i t  c h  E., Science  132, 421 (1960).
48. G r o m e t - E l h a n a n  Z., A v r o n  M., B iochem . B io p h ys. R es. C om m . 10, 

215 (1963).
49. G r o m e t - E l h a n a n  Z., A v r o n  M., B io c h e m is try  3, 365 (1964).
50. G r o s s  J.  A. ,  B e c k e r  M. J., S h  e f n e r  A. M., N a tu re  203, 1263 (1964).
51. H e n n i n g  e r  M .  D., D i l l e y  R.  A. ,  C r a n e  F. L., B iochem . B io p h ys. Res. 

C om m . 10, 237 (1963).
52. H e y 1 1 e r  P. G., B io ch em is try  2, 357 (1963).
53. H  i 11 R., H  a r  t  r  e e E., A n n . R ev . P la n t P hysio l. 4, 115 (1953).
54. H o 1 1 o n R., W., M y e r s  J., Science  142, 234 (1963).
55. H o r  i o  T., S a n  P i e t r o  A., Proc. N a t. A cad . Sei. U .S. 51, 1226 (1964).
56. I z a w  a S., G o o d N. E., B io ch im . B io p h ys. A c ta  102, 20 (1965).

http://rcin.org.pl



332 W. H E N D R IC H [22]

57. I z a w  a S., G o o d N. E., B ioch im . B iophys. A c ta  109, 372 (1965).
58. J  a c o b i G., Z. N a tu rfo rsch . 18b, 711 (1963).
59. J a g e n d o r f  A.  T, ,  A v r o n  M,, A rch . B iochem . B io p h ys. 80, 246 (1959).
60. J a g e n d o r f  A.  T., M a r g u l i e s  M. M., A rch . B iochem . B io p h ys . 90, 184 (1960)
61. K a t  o h  S., N a tu re  186, 138 (1960).
62. K a t  o h  S., N a tu re  186, 533 (1960).
63. K a t  o h  S., S a n  P i e t r o  A., B iochem . B iophys. Res. C om m . 20, 406 (1965).
64. K  a t o h  S., S u g a I., S h  i r  a t o r i  I., T a k a m  i y a A., A rch . B iochem . B io 

p h ys . 94, 136 (1961).
65. K a t  o h  S., T a k a m i y a  A., B ioch im . B iophys. A c ta  99, 156 (1965).
66. K e  B., B ioch im . B io p h ys. A c ta  88, 297 (1964).
67. K e i s t e r  D. L., J. B iol. C hem . 238, P C  2590 (1963).
68. K e s s l e r  E., A rch . B iochem . B io p h ys. 59, 527 (1955).
69. K e s s l e r  E., A r t h u r  W., B r u g g e r  J . E., A rch . B iochem . B iophys. 71, 

326 (1957).
70. K e s s l e r  E., M o r a w  R.,  R u m  b e r  g B.,  W i t t  H. T., B io ch im . B io p h ys. 

A c ta  43, 134 (1960).
71. K o k  B., B ioch im . B io p h ys. A c ta  21, 245 (1956).
72. K o k  B., P la n t P hysio l. 35, 802 (1960).
73. K o k  B., B ioch im . B iophys. A c ta  48, 527 (1961).
74. K o k  B., P roc . V. In te rn . C ongr. B iochem . 1961, V I, 73.
75. K o k  B., R u r a i n s k i  H.  J. ,  H a r m o n  E. A., P la n t P h ysio l. 39, 513 (1964).
76. K r a l l  A.  R.,  G o o d  N.  E., M a y n e  B. C., P la n t P hysio l. 36, 44 (1961).
77. K r a s n o w s k i  A . A., B r  i n  G. P ., D okł. A k a d . N a u k  S S S R  62, 163 (1948).
78. K r a s n o w s k i  A.  A. ,  K o s o b u c k a j a  L . M., D oki. A k a d . N a u k  S S S R  

91, 343 (1953).
79. K r a s n o w s k i  A.- A.,  K o s o b u c k a j a  L.  M. ,  Wo j a n o w s k a  j a  K . K., 

D okł. A ka d . N a u k  S S S R  92, 1201 (1953).
80. K  r  o g m  a n  n  D. W., B iochem . B io p h ys. R es. C om m . 4, 4 (1961).
81. K r o g m a n n  D.  W. ,  J a g e n d o r f  A.  T., A v r o n  M., P la n t P hysio l. 34, 

272 (1959).
82. L a t i m e r  P., B a n n  i s t e r  T. T., R a b i n o w  i t c h  E., Science  124, 585 (1956).
83. L e v i n e  P.  R. ,  S m i l l i e  R. M., Proc. N a t. A cad . Sei. U .S. 48, 417 (1962).
84. M i s i t  i D., M o o r  e H. W., F o l k e r s  K., J . A m . C hem . Soc. 87, 1402 (1965).
85. N  e 1 s o n  R. C., J . C hem . P hys. 27, 864 (1957).
86. N e u m a n n  J. ,  J a g e n d o r f  A., B ioch im . B io p h ys. A c ta  109, 382 (1965).
87. 0 1 s o n J . M., S m i l l i e  R. M., N at. A cad . Sei. — N a t. R es. C ouncil, P ubl. 

1145, 56 (1963), w g V ernon  L. P., A v ro n  M., A n n . R ev . B iochem . 34, 269 (1965).
88. O s a w a  T,, O b a t a  F. ,  S h i b a t a  K ., B iochim . B io p h ys. A c ta  112, 223 (1966).
89. P  a r  k  R. B., B i g g i n s J., Science  144, 1009 (1964).
90. P a r k  R. B., P o n  N. G., J . M ol. B iol. 3, 1 (1961).
91. P a r k  R. B., P o n  N. G., J. M ol. B iol. 6, 105 (1963).
92. P e d e r s e n  T.  A. ,  K i r k  M. ,  B a s s h a m  J . A., B io ch im . B io p h ys. A c ta

112, 189 (1966).
93. P  e r  i n  i F ., K  a m  e n M. D., S c h i f f J . A., B ioch im . B iophys. A c ta  88, 74 (1964).
94. P  e r  i n i F., S c h  i f  f J . A., K  a m  e n M. D., B ioch im . B io p h ys . A c ta  88, 91 (1964).
95. R a b i n o w i t c h  E., D iscuss. F araday  Soc. 27, 161 (1959).
96. R a c k e r  E., N a tu re  175, 249 (1955).
97. R o s e n b e r g  B„ J . C hem . P h ys. 31, 238 (1959); 34 812 (1961).
98. R  o s e n b e r g  B., C a m i s c o l i  J . F., J. C hem . P hys. 35, 982 (1961).
99. R u b i n s t e i n  D., B ioch im . B iophys. A c ta  109, 41 (1965).

100. R u m b e r g  B., N a tu re  204, 860 (1964).
101. R u m b e r g  B., Z .N a tu rfo rsch . 19b, 707 (1964).

http://rcin.org.pl



[23] B IO C H E M IA  FO TO SY N T E Z Y 333

102. R u m b e r g  B., N a tu re  201, 466 (1964).
103. R u m b e r g  B., B io ch im . B io p h ys. A c ta  102, 354 (1965).
104. R u m b e r g  B.,  S c h m i d t - M e n d e  P. ,  W e i k a r d  J., W i t t  H. T., N at. 

A cad. Sei. —N at. R es. C ouncil P ubl. 1145, 18 1963. w g V ernon  L. P., A v ro n  M., 
A n n . R ev . B iochem . 34, 2691 (1965).

105. R u m b  e r g  B. ,W  i 11 H. T., Z. N a tu rfo rsch . 19b, 693 (1964).
106. S a g e r  R., w  B ro o k h a v e n  S ym posia  in  B iology No 11, tłu m . ros., Izd . In o s tr . 

L ite r ., M oskw a, 1962, s tr . 122.
107. S a g e r  R. ,  P a l a  d e  G. E., J. B iophys. B iochem . C yto l. 3, 463 (1957).
108. S a n  P i e t r o  A.  S., B l a c k  C. C., A n n . R ev . P la n t P hysio l. 16, 155 (1965).
109. S a r  c i  o n e  E. J., B io c h e m is try  1, 1132 (1962).
110. S h a v i t  N.,  A v r o n  M., B io ch im . B io p h ys. A c ta  109, 317 (1965).
111. S m i l  l i e  R. M., B iochem . B io p h ys. R es. C om m . 20, 621 (1965),
112. S p e n c e r  D., P o s s i n g h a m  J. V., B ioch im . B io p h ys. A c ta  52, 379 (1961).
113. T a g a w a  K. ,  T s u j i m o t o  H.  Y. ,  A r o n  D. I., Proc. N a t. A cad . Sei. 

U .S. 50, 544 (1963).
114. T e a l l e  F . W. J., B io ch im . B io p h ys. A c ta  42, 69 (1960).
115. T e r e n  i n  A.  N. ,  P u t s e i k o  E., A k i m o w  I., D iscuss. F araday Soc. 27, 

83 (1959).
116. T h o m a s  J.  B.,  B l a a u w  O.  H. ,  D u  y s e n s  L. N. M., B ioch im . B io p h ys. 

A c ta  10, 230 (19i53).
117. T h o m a s  J.  B.,  K l e i n e n  H a m m a n s  J.  W. ,  A r n o l d s  W. J., B ioch im . 

B iophys. A c ta  102, 324 (1965).
118. T h o m a s  J . B., V a n  d e r  W a l  U. P., B ioch im . B io p h ys. A c ta  79, 490 (1964).
119. T h r e f a l l  D. R. ,  G r i f f i t h s  W.  T., G o o d w i n  T. W., B ioch im . B iophys. 

A c ta  102, 614 (1965).
120. T o c z k o  K ., P ost. B iochem . 10, 325 (1964).
121. T r e b s t  A., Z. N a tu r fo rsch . 19b, 418 (1964).
122. T r e b s t  A., E c k  H ., Z . N a tu rfo rsch . 16b, 44 (1961).
123. T r e b s t  A., E c k  H., Z. N a tu r fo rsch .  16b, 455 (1961).
124. T r e b s t  A.,  T s u j i m o t o  H . Y., A r  n  o n  D. I., N a tu re  182, 351 (1958).
125. T r e b s t  A. ,  W a g n e r  S., Z. N a tu rfo rsch . 17b, 396 (1962).
126. T r e h a r n e  R.  W. ,  B r o w n  T.  E., E y s t e r  H.  C., T a n n e r  H. A., B iochem . 

B io p h ys. Res. C om m . 3, 119 (1960).
127. V e r n o n  L. P., A ero sp a ce  M ed. R es. Lab. TD R  N o  A M R L -T D R -6 2  116, 131 

(1962), w g V ernon  L. P., A v ro n  M., A n n . R ev . B iochem . 34, 269 (1965).
128. V e r n o n  L.  P. ,  A v r o n  M., A n n . R ev . B iochem . 34, 269 (1965).
129. V e r n o n  L.  P. ,  K a m e n  M. D., A rch . B iochem . B io p h ys. 51, 122 (1954).
130. V e r n o n  L.  P. ,  S h a w  E. R ., B io ch em is try  4, 132 (1965).
131. V e r n o n  L. P., Z a u  g g W. S., J. B iol. C hem . 235, 2728 (1960).
132. W e a v e r  P., T i n k e r  K., V a  1 e n t  i n e R. C., B iochem . B iophys. R es. C om m .

21, 195 (1965).
133. W e s s e l s  J . S. C., B io ch im . B io p h ys. A c ta  65, 561 (1962).
134. W e s s e l s  J . S. C., B io ch im . B iophys. A c ta  109, 614 (1965).
135. W e s s e l s  J.  S. C., V a n d e r  W e n n  R., B ioch im . B iophys. A c ta  19, 548 (1956).
136. W i t t  H. T., B er. B u n sen g es . P h y s ik . C hem . 68, 727 (1964).
137. W i t t  H.  T., M ü l l e r  A.,  R u m b e r g  B., N a tu re  191, 194 (1961).
138. W i t t  H.  T.,  M ü l l e r  A.,  R u m b e r g  B., N a tu re  197, 987 (1963).
139. W i t t  H. T., Proc. R oy. Soc. L o n d o n  B 160, 13 (1964).
140. W i t t  H.  T., M ü l l e r  A. ,  R u m b e r g  B., N a tu re  192, 967 (1961).
141. W o l k e n  J . J ., J. C e llu la r C om p. P hysio l. 48, 349 (1956).
142. W o l k e n  J.  J.,  S c  h  w e r t z  F . A., J. G en. P h ysio l. 37, 111 (1953).
143. W o l k e n  J.  J.,  M e l l o n  A. D., B ioch im . B io p h ys. A c ta  25, 267 (1957).

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl
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D A N U T A  FRĄCKO W IAK*

Fizyczne badania procesu fotosyntezy 

The Physical Research in Photosynthesis

T he ph y sica l m e th o d s of in v es tig a tio n  of p h o to sy n th es is  a re  rev iew ed .

W badaniach procesu fotosyntezy fizyka odgrywa niepoślednią rolę: 
z jednej strony  proponuje ona cały szereg m echanizm ów do w ytłum a
czenia procesów zachodzących na poziomie m olekularnym  w kom órkach 
fotosyntetyzujących, z drugiej — dostarcza wiele niezastąpionych w prost 
m etod do śledzenia nie tylko tych  procesów, ale i takich, k tó re  zalicza 
się zwykle do zakresu biochem ii lub biologii. W badaniach procesu foto
syntezy, jak  zwykle zresztą w  badaniach organizmów żywych na po
ziomie m olekularnym  podział na specjalności jest raczej zwyczajowy, 
toteż jeśli jakiś typ  rozw ażań w ystępuje również w dziedzinach upraw ia
nych w naszym  k ra ju  przez fizyków (na przykład o optyce atom owo-m o- 
lekularnej lub fizyce ciała stałego) będę tego typu  rozważania kw alifi
kować jako fizyczne.

I. Procesy fizyczne w fotosyntezie

K a m e n  (52) w swej książce o p ierw otnych procesach w fotosyntezie 
proponuje podział zjaw isk zachodzących w kom órkach żywych na zja
w iska fizyczne, fotochem iczne i biologiczne na podstaw ie ich czasu trw a
nia (rysunek 1). Czasy trw an ia  zjawisk w ystępujących w procesie foto
syntezy różnią się m iędzy sobą o wiele rzędów wielkości. A utor w pro
wadza więc dla w ygody jednostkę „p ts„ zdefiniow aną jako logarytm  
odwrotności wyrażonego w sekundach czasu trw ania  danego procesu. 
Zjawiska zachodzące w zakresie od + 1 5  do + 9  p ts uw ażane są za fizyczne. 
W tym  zakresie czasów następuje absorpcja kw antu  wzbudzenia przez 
drobiny chlorofilu lub inne drobiny barw ników  organizm u. Należą do 
tego zakresu czasów również dalsze losy energii wzbudzenia aż do chwili,

* Doc. d r, k ie ro w n ik  K a te d ry  F izyk i W yższej Szkoły  R oln iczej w  P o zn an iu .
W ykaz sto sow anych  sk ró tó w : S — poziom  sing le tow y , T  — poziom  tr ip le to w y , 

n  — e lek tro n y  n iew iążące , x  — e lek tro n y  w iążące , o rzu c ie  m om en tu  pędu  na k ie ru 
n e k  w iązan ia  =  1; o — e le k tro n y  o ty m  rz u c ie  =  0.
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336 D . FR Ą C K O W IA K [2]

gdy zajdzie pierwsza reakcja  fotochem iczna. Średni czas życia wzbudzo
nej drobiny  chlorofilu  in  v i v o  jest rzędu  10~9 s, toteż proces fotochemicz
ny  m usi zajść przed upływ em  tego czasu, jeśli ma skutecznie konkurować 
z reem isją kw antu  w zbudzenia w  postaci św iatła fluorescencji. Procesom

-c------------Era fotochemii----------
-Era fizyki promieniowania-------------- ►

~*-Era fizjologii-» 
-Era biochemii-------*-

Absorpcja kwantu 
i  procesy konwersji

\ t-
[ c h L + h v - C h l .  + Chi 

ty v t L
Chf

Nagromadzanie i  sta
bilizacja produktów 

fotochemicznych

[chl*-D — Chl + D ]

Ol'-*- układy utleniające 
i redukujące

Przyswajanie C 0 2

hv
C02 + 2H2A — CH20  

+ 2A + H20

( Wydzielanie tlenu) 
_ J ____ I_____I------- L

Wzrost 
i podział 
komórek

hv
CH20 —
składniki
komórek
—*- eko- 

iogia

15 +14 13 12 11 10 9 2 + 1  0 - 1  ~2 ~37 6 5 4 3 
P*s

R ys. 1. C zas p rzeb ieg u  różnego  ty p u  p rocesów  w g (52).

fotochemicznym , biochem icznym  i fizjologicznym  odpowiadają odpowied
nio coraz dłuższe czasy trw ania. Na w ykresie nie zamieszczono jeszcze 
dłuższych czasów odpow iadających procesom  ekologicznym  i biologicz
nym. Taki podział procesów z pewnością jest nieco sztyw ny i dowolny. 
Bardzo słuszne jest natom iast tw ierdzenie autora, że najm niej znanym  
zakresem  czasowym jest pogranicze pomiędzy obszarem  procesów fi
zycznych i fotochem icznych, pogranicze, na k tórym  w ystępują  oba typy 
procesów: zarówno konw ersja kw an tu  wzbudzenia należąca w edług sys
tem atyk i (rysunek 1) do fizyki prom ieniow ania, jak  i proces nagrom a
dzenia i stabilizacji p roduktów  fotochem icznych. Nic więc dziwnego, 
że w łaśnie ten  typ  procesów, k tó ry  zwykło się określać jako m agazyno
w anie energii wzbudzenia na potrzeby reakcji fotochem icznych, jest 
obecnie intensyw nie badany zarów no w  układach żywych, jak  i na m o
delach (40). ^

1. Schemat procesu fotosyntezy

Potocznie za fotosyntezę uważa się proces zachodzący w żywych 
organizam ch, w k tó rych  p rzy  pom ocy św iatła i chlorofilu  pow stają w ę
glowodany i tlen  drobinow y z dw utlenku węgla i wody. Rzadziej zwraca 
się uwagę na fakt, że pow staw anie tlenu  drobinowego jest w tym  procesie 
reakcją  uboczną i że w  n iek tó rych  bak teriach  synteza węglowodanów 
odbywa się przy pomocy innego niż woda donatora wodoru, bez w ydzie
lania tlenu, na przykład w edług:

nC 02+ 2nH2S ( C H aO)n+  2nS + nHaO
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Proces fotosyntezy można podzielić na trzy  części:
1. Odłączenie w odoru od donatora wodoru. Jest to cała seria przem ian 

z udziałem  wielu enzymów. W edług schem atu  K a m e n a  (rysunek 1) 
reakcje  te należą do obszarów biochemii i częściowo fotochemii. W rośli
nach zielonych następuje  w tej części procesu w ydzielanie tlenu  m oleku
larnego.

2. P rzekazanie w odoru od donatora z pierw szej części procesu do ak
ceptora w trzeciej części procesu. W edług schem atu Kam ena — procesy 
odpowiedzialne za to  przekazanie leżą na styku  obszaru zjawisk fizycz
nych i fotochem icznych. W tej części procesu następuje przekazyw anie 
energii wzbudzenia do centrów  reakcji fotochem icznych i m agazynow a
nie tej energii na potrzeby reakcji fotochem icznych. Światło absorbo
wane przez barw nik i ap ara tu  fotosyntetyzującego organizmu, dosta r
cza energii na przeprow adzenie atom u w odoru z trw ałego połączenia 
w wodzie do m niej trw ałego — w organicznych związkach.

3. W ytw arzanie węglowodanów z COz i w odoru dostarczonego po
przez drugą część procesu. Ta część procesu fo tosyntezy jest dzięki p ra 
com C a l v i n a  i jego współpracow ników  najlepiej zbadana. Są to  re 
akcje czysto biochemiczne, zachodzące bez udziału św iatła, choć p rzy  w y
korzystaniu  energii chemicznej pow stałej na jego koszt.

W szystkie trzy  części procesu zaznaczone są na bardzo uproszczonym 
schem acie przedstaw iającym  fotosyntezę z w ydzieleniem  tlenu  (rysu
nek 2).

R ys. 2. U proszczony  sch em a t fo to sy n tezy .
X — akceptor wodoru, P700, P#so — pułapki, C — cytochromy, białe kółka — chlorofil a, za- 
kreskowane — inne barwniki. Na osi rzędnych — potencjały elektrochemiczne w woltach. 

Strzałki pionowe odpowiadają reakcjom świetlnym.
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Widać, że dostarczenie energii św ietlnej następuje w  dwóch por
cjach, zachodzą dwie różne reakcje fotochemiczne, k tórych  współdzia
łanie jest konieczne do zajścia całego procesu. Dwa rodzaje kw antów  
św iatła są absorbow ane przez dw a różne układy  barw ników  (tak zwany 
układ  I i II). W skład każdego z układów  oprócz innych barw ników  wcho
dzi chlorofil a, k tó ry  jednak, w zależności od przynależności do I lub II 
układu, w ykazuje różne własności optyczne i fotochemiczne (do spraw y 
tej powrócim y w dalszej części artykułu). Każdy z układów  ma w łasne 
cen tra  reakcji, zwane często na podstaw ie analogii zaczerpniętej z mo
delu pasmowego ciała stałego, pułapkam i. W centrach, k tóre stanow ią 
nieliczną część drobin wchodzących w  skład układu, zachodzą reakcje 
fotochemiczne po dostarczeniu do nich energii absorbowanej przez po
zostałe drobiny barw ników . C entrum  układu I zawiera oprócz barw nika 
P 7oo, który  przypuszczalnie jest odm ianą chlorofilu a — cytochrom y /, 
a cen trum  układu II oprócz barw nika P 6so — cytochrom y b6.

Schem at przedstaw iony na rysunku 2 jest obecnie praw ie ogólnie 
p rzy ję ty  dla fotosyntezy zachodzącej w roślinach zielonych. W prawdzie 
szkoła A r  n o n a (8) proponuje inny schem at, w k tórym  w ystarcza jeden 
rodzaj reakcji fotochem icznej do przetransportow ania  wodoru z wody 
do trzeciej części procesu, ale jest to pogląd raczej odosobniony.

2. D w a typ y ch lorofilu  a

Jeśli przyjąć schem at z dwoma reakcjam i św ietlnym i nasuw ają się 
dwie możliwości: bądź jeden rodzaj drobin może być w zbudzany na dwa 
różne sposoby (do dwóch różnych stanów  elektronow ych), bądź też istn ie
ją  dwa rodzaje drobin, k tó rych  wzbudzenie dostarcza energii do dwóch 
reakcji.

W iele faktów  w skazuje na to, że w obu reakcjach  bierze udział chlo
rofil a, k tórem u inne barw niki chloroplastów  przekazują swą energię 
wzbudzenia. Na przykład badania fluorescencji kom órek fo tosyn tetyzu- 
jących w ykazują, że fluoryzuje w nich przede w szystkim  chlorofil a, 
aczkolwiek większość pozostałych barw ników  fluoryzuje po w yosobieniu 
ich z kom órek (29). A więc w  kom órkach przekazują one swą energię 
wzbudzenia chlorofilowi. Rola tych  barw ników  ogranicza się przede 
w szystkim  do w ykorzystania tych  długości fal w idm a słonecznego, k tó re  
nie są bezpośrednio absorbow ane przez chlorofil a.

Mimo to reakcje w ydają się przebiegać p rzy  udziale dwóch różnych 
odm ian drobin wzbudzonych. W yniki badań (15, 31, 33) zależności 
w ydajności fotosyntezy od długości fal dwóch wiązek m onochrom atycz
nego św iatła (tak zwany efekt Emersona) w ydają się wykluczać m ożli
wość, że św iatło absorbow ane przez jeden rodzaj drobin jest następnie 
przekazyw ane do dwóch różnych centrów  reakcji. W badaniach tych  
okazało się, że wydajność fo tosyntezy nie zależy od długości fali użytego
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św iatła dla praw ie całego obszaru w idm a widzialnego, ale gwałtownie 
spada w obszarze czerw ieni (przy 680 nm dla roślin zielonych). D ostar
czenie dodatkowo św iatła o krótszej fali pozwala lepiej w ykorzystać 
wzbudzenie, naw et jeśli św iatło krótkofalow e zostanie dostarczone nieco 
później (11). M am y więc do czynienia z współdziałaniem  wzbudzeń
o różnych długościach fal, przy czym produkty  pow stałe w w yniku w zbu
dzenia układu I są stosunkowo długo żyjące.

W yjaśnienie w jak i sposób chlorofil a bierze udział w obu reakcjach  
wym aga poznania jego własności w idm owych i fotochem icznych w ko
m órkach i roztw orach. Chlorofil a, w yosobniony chrom atograficznie 
z wyciągów z roślin, w ystępuje w roztw orach w  jednej postaci. N ato
m iast w organizm ach w ystępuje w dwóch odm ianach o nieco innym  
widm ie absorpcji, innej w ydajności fluorescencji itp. (tak zw any chlo
rofil a x i a 2).

Nie rozstrzygnięto jeszcze co w arunku je  różne zachowanie się drobin 
chlorofilu a w kom órkach: różne sąsiedztwo innych drobin, inny  sposób 
ułożenia, czy też może inny  sposób agregacji tych  drobin m iędzy sobą. 
W celu w yjaśnienia tego problem u bada się uk łady  modelowe konstruo
w ane w różny sposób, z chlorofilem , lub drobinam i do niego podobnym i 
(40).

Wiele wątpliwości nasuw a też budowa i działanie sam ych centrów  
reakcji. Wchodząc w ich skład barw nik i P 700 i P 6so stanow ią m ałą część 
odpowiedzialnych za absorpcję odmian chlorofilu ax i a 2. W ysuwano 
szereg hipotez tłum aczących osobliwą sytuację drobin centrum . W czasie, 
gdy w rozw ażaniach pierw otnego stadium  fotosyntezy królow ał pasmowy 
model ciała stałego, w ielu autorów  jako isto tną przyczynę tej osobliwości 
proponowało odchylenia od regularności k rysz ta łu  dwuw ym iarow ego 
utworzonego przez resztę drobin chlorofilu. Obecnie są wskazówki, że 
drobiny centrum  w ykazują naw et wyższy stopień uporządkow ania niż 
reszta drobin chlorofilu in vivo. Toteż bardziej popularny  jest pogląd 
F r a n c k a  (38), że osobliwe zachowanie się drobin centrów  reakcji spo
wodowane jest ich bezpośrednim  sąsiedztwem . W ostatn ich  latach  zw ró
cono też uwagę na rolę cytochrom ów  w procesach redukcji i u tlenienia 
chlorofilu, w  w yniku k tó rych  pow stają wolne rodniki potrzebne do dal
szych reakcji biochemicznych.

3. Jednostki fotosyntetyczne

Badanie tak  zw anych krzyw ych natężeń, to jest zależności w ydajności 
fotosyntezy od natężenia św iatła, naprow adziło E m e r s o n a  (32) na trop 
istnienia jednostek fo tosyntetycznych  — najm niejszych elem entów, 
w których może przebiegać proces fotosyntezy. Gdy ośw ietlam y układ 
fo tosyntetyzujący w ydajność fotosyntezy początkowo rośnie (okres 
indukcji), przy dalszym ośw ietleniu zaś ustala się na stałym  poziomie.
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W tym  stanie równowagi w ydajność zależy od natężenia św iatła. Zw ięk
szając je, nadspodziewanie łatwo osiągamy nasycenie — dalszy wzrost 
natężenia św iatła nie powoduje w zrostu w ydajności fotosyntezy. Z pros
tych  oszacowań w ynika, że nasycenie następuje przy natężeniu  św iatła, 
k tó re  wzbudza średnio jedną na k ilkaset obecnych w preparacie drobin 
chlorofilu a. Dziwny ten  fak t można w yjaśnić zakładając, że k ilkaset 
drobin chlorofilu a w spółpracuje ze sobą w dostarczeniu energii w zbu
dzenia do jednego centrum  reakcji; jeśli jedna z nich dostarczy już kw ant 
wzbudzenia, cen trum  jest przez jakiś czas zajęte jego zużyciem  tak , że 
w zbudzenie w tym  czasie następnych drobin  nie powoduje w zrostu  w y
dajności fotosyntezy.

Przyjęcie dwóch rodzajów  reakcji św ietlnych w ym aga wprow adzenia 
dwóch typów układów  składających się z dużej ilości drobin absorbują
cych i centrum , w k tórym  absorbow ana energia jest w ykorzystyw ana. 
Dopiero dwa takie układy (I i II z ry sunku  2) tw orzą jednostkę fo tosynte- 
tyczną. (Nie zakładam y nic jeszcze o w zajem nym  przestrzennym  ułożeniu 
obu układów).

W iele niezależnych faktów  popiera hipotezę jednostek fo tosyntetycz- 
nych. Rozdrabnianie fragm entów  kom órek doprowadza do zaniku ich 
zdolności fo tosyntetycznych zawsze przy przekroczeniu ich pewnego 
m inim alnego w ym iaru. F ragm enty  te zaw ierają około 300 drobin chloro
filu  — jeśli rozdrabniam y rośliny zielone lub algi i około 40 drobin 
bakteriochlorofilu  w przypadku fotosyntetyzujących bak terii (23, 53, 80). 
Również z badań m ikroskopii elektronow ej w ynika istn ienie pewnej 
u ltra s tru k tu ry , k tó rą  można wiązać z jednostkam i fo tosyntetycznym i (74).

Przekazyw anie energii wzbudzenia w ew nątrz jednostek fo tosynte
tycznych — to problem  napraw dę frapu jący  fizyka. By go jednak roz
wiązać trzeba znać nie ty lko  własności widmowe drobin biorących udział 
w absorpcji i przekazyw aniu energii, a le i ich w zajem ne ułożenie, a więc 
s tru k tu rę  chloroplastów na poziomie m olekularnym . Pom im o olbrzym iego 
rozw oju techniki nie jest to spraw a łatw a, choćby dlatego, że wiele m etod 
badania narusza znacznie badaną struk tu rę . Badania przy  pomocy m ikro
skopu elektronow ego dostarczają przede w szystkim  inform acji o w ars
twowym  — lam ellarnym  ułożeniu białek i lipidów w chloroplastach
i o w ystępow aniu na tle tych  w arstw  tworów m ogących wiązać się z jed
nostkam i fotosyntetycznym i. Inform acji o w zajem nych odległościach 
w arstw  dostarczają badania rentgenograficzne (61). O sposobie ułożenia, 
in teresu jących  nas z p u n k tu  w idzenia przekazyw ania energii, drobin 
barw nika możemy sądzić jedynie z pom iarów optycznych: dwójłomności, 
anizotropii absorpcji i polaryzacji fluorescencji (46, 60, 71).
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4. Kwantowa wydajność procesu fotosyntezy

Świadomie pom inęłam  dotychczas zagadnienie kw antow ej w ydajności 
procesu fotosyntezy (zwanego często zapotrzebow aniem  kwantowym ), 
aby  nie rozpoczynać tego z konieczności bardzo uproszczonego przeglądu 
sy tuac ji w  badaniach fotosyntetycznych od referow ania zadawnionego 
sporu  pomiędzy szkołą W a r b u r g a  (84) i szkołą E m e r s o n a  (24, 29), 
lub  słuszniej — praw ie całą resztą specjalistów  z tej dziedziny. Z w ięk
szości pom iarów w ydajności kw antow ej w ynika, że jest ona zawsze 
w iększa niż 8 kw antów  św iatła na jedną zsyntetyzow aną grupę CHzO. 
W yjątek  stanow ią pom iary szkoły W arburga, z k tó rych  w ynika m ini
m alne zapotrzebow anie kw antow e około dw ukrotnie niższe. Na redukcję 
jednej drobiny C 0 2 do CHaO trzeba dostarczyć 4,8 eV energii, p rzenie
sienie jednego atom u w odoru (lub elektronu, co w w arunkach  panujących  
w kom órkach, w k tó rych  jes t pod dostatkiem  jonów wodorowych jest 
właściwie równoważne) ze stad ium  I do III (rysunek 2) wym aga 1,2 eV. 
A więc, aby nazbierać w ystarczającą do redukcji ilość energii trzeba 
„przepom pow ać” z I części procesu do III, aż cztery  atom y wodoru. 
Z założenia w spółdziałania dwóch reakcji fotochem icznych, w ynika więc 
m inim alne zapotrzebow anie kw antow e rów ne 8 kw antów  na jedną CH20 . 
Zw olennicy w ystępow ania jednego typu  reakcji fotochemicznej, będą 
oczywiście popierali dane świadczące o dw ukrotnie niższej w ydajności 
kw antow ej fotosyntezy. Spraw a nie jest łatw a do ostatecznego rozstrzyg
nięcia, ponieważ poszczególne laboratoria  o trzym ują dość różne wyniki, 
co nie sprzyja zakończeniu sporu.

U. Rola badań fizycznych procesu fotosyntezy

Ten uproszczony przegląd nasuw a pew ne wnioski co do roli fizyka 
w badaniach procesu fotosyntezy:

1. Szczególnym zainteresow aniem  fizyka cieszą się procesy przekazy
w ania energii w aparacie fotosyntetyzującym . W tej dziedzinie nie tylko 
m etody badań doświadczalnych są fizyczne, ale w celu w yjaśnienia obser
wow anych zjawisk konieczne jest proponowanie m echanizm ów poznanych 
w  optyce m olekularnej i fizyce ciała stałego.

2. By w yjaśnić procesy przekazyw ania energii fizyk m usi w pierw  
poznać możliwie dokładnie układ  oraz charak te r poziomów energetycz
nych drobin biorących udział w  tych  procesach. Poznaje je przez system a
tyczne badania widma i porów nanie w yników  tych badań z rachunkam i 
chem ii kw antow ej.

3. Isto tny  w pływ  na procesy przekazyw ania energii ma w zajem ne 
położenie drobin. Trzeba więc poznać u ltra s tru k tu rę  apara tu  fo tosynte-
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tyzującego stosując m etody, z k tó rych  większość zwyczajowo uw ażana 
jest za fizyczne. H ipotetyczne s tru k tu ry  spraw dza się też tw orząc podobne 
do nich układy modelowe.

1. Procesy przekazywania energii

Problem  w jaki sposób energia w zbudzenia dostarczana jest w ew nątrz 
jednostek fotosyntetycznych do centrum  reakcji rozważało w ielu autorów  
(24, 29, 40).

Wobec dużych stężeń chlorofilu w  jednostkach fotosyntetycznych 
trudno  rozpatryw ać kolejne przekazyw anie pomiędzy drobinam i zlokali
zowanej w nich energii wzbudzenia. Trzeba raczej stosować teorię zdelo- 
kalizowanego ekscytonu (26, 45, 77). Szczególnie ciekawe w yniki otrzym ał 
K a s h a i wsp. (53) rozw ażając wzbudzenia silnie ze sobą oddziaływ ują
cych drobin w  polim erach. Położenie i rozszczepienie poziomów w zbu
dzonych takiego polim eru zależy w isto tny sposób od ustaw ienia względem 
siebie dipoli przejść elektronow ych drobin, które wchodzą w jego skład. 
Proponow any przez K ashę m echanizm  można stosować, jeśli oddziały
w anie pomiędzy drobinam i jest silne, to jest gdy sąsiednie drobiny są 
ułożone blisko i ich dipole przejść nie są w zajem nie prostopadłe. Aczkol
wiek energia w zbudzenia przynależy w  tym  przypadku do całej grupy 
drobin mieszczącej się w obszarze m ałym  w porów naniu z długością fali 
św iatła wzbudzającego, to jednak czasem wygodnie jest myśleć o p rzeka
zyw aniu ekscytonu od drobiny do drobiny. Dla przypadku silnego sprzę
żenia stopień delokalizacji energii wzbudzenia odpowiada 1012 do 1016 
„przekazyw ań” na sekundę (37). Jest to w ystarczająco dużo, aby energia 
wzbudzenia dotarła  do centrum  reakcji w okresie średniego czasu życia 
w stanie wzbudzonym  drobiny chlorofilu in vivo  (jest on rzędu 10-19 s). 
Dla silnego sprzężenia efektywność przekazyw ania energii jest proporcjo
nalna do pow ierzchni pasma absorpcji i do r -3 (gdzie r  jest odległością 
pomiędzy sąsiednim i dipolami przejść). Nie zależy natom iast od tem pe
ra tu ry . K onkurencyjnym  m echanizm em  do opisanego powyżej jest w pro
wadzenie tak  zwanego przekazyw ania rezonansowego,, pochodzącego 
z rozważania nad roztw oram i drobin fluoryzujących. W roztw orach takich 
oddziaływanie pomiędzy najbliższym i dipolami przejść drobin jest zwykle 
słabe, a przy założeniu słabego oddziaływania efektyw ność przekazyw a
nia jest proporcjonalna do r -6 i do pow ierzchni pokryw ania się pasm  
absorpcji i fluorescencji.

W ydaje się, że w  przypadku jednostek fo tosyntetycznych należy p rzy 
jąć oddziaływanie pośrednie pomiędzy tym i dwoma skrajnym i p rzypad
kam i (37).

W spomnieć trzeba, że są też zwolennicy teorii w ytw arzania przez 
energię wzbudzenia chlorofilu nośników ładunku i ich przem ieszczania 
się w ew nątrz jednostek fotosyntetycznych (3). W olne rodniki byłyby
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w ytw arzane ^rzez te  nośniki, k tó re  tra f iły  do pułapek. Pogląd ten  był 
dość popularny  kilka la t tem u, gdy C a l v i n  (19) proponował fotojoni- 
zację za pośrednictw em  energii wzbudzenia chlorofilu. W prawdzie C a l 
v i n  w  dalszych swych pracach odstąpił od tak  bezpośredniego stosowania 
modelu pasmowego ciała krystalicznego do fotosyntezy (21), trzeba jednak 
przyznać, że zwolennicy stosowania półprzewodnikowego m echanizm u 
m ają cały szereg argum entów  na poparcie swego punktu  widzenia. Są to: 
występowanie opóźnionego świecenia i term olum inescencji po ośw ietleniu 
suchych chloroplastów, zm iany pod w pływ em  św iatła stałej d ielektrycznej 
filmów z chrom atoforów  (4, 6) oraz w yniki badania wolnych rodników  
m etodą elektronowego rezonansu spinowego. Pomimo tych bezspornych 
dowodów istnienia charak te ru  półprzewodnikowego kom órek fotosynte- 
tyzujących, w ydaje się, że przekazyw anie energii do centrum  następuje 
w przew ażającej części poprzez m igrację ekscytonu, a nie poprzez foto- 
jonizację i wędrów kę oddzielonych elektronów  i „dziur”.

Rozstrzygnięcie pom iędzy proponow anym i m echanizm am i będzie 
możliwe dopiero po poznaniu własności spek tralnych  chlorofilu, jego 
reakcji fotochem icznych, oddziaływania z sąsiadam i i po dokładnym  po
znaniu ośrodka, w k tó rym  jest on rozmieszczony in vivo.

Każdy organizm  fo tosyntetyzujący  zawiera przynajm niej jedną z od
m ian chlorofilu. W roślinach zielonych najw ażniejszą rolę gra chlorofil 
a (rysunek 3).

2. Własności optyczne drobin chlorofilu

R ys. 3. C ząsteczka  ch lo ro filu  a.

3* http://rcin.org.pl
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Cząsteczka chlorofilu m a długi układ wiązań sprzężonych oraz atom y 
N i O, na k tó rych  w ystępują  e lek trony  niewiążące (n). Chlorofil m a zatem  
singletow y i trip letow y układ poziomów elektronow ych związanych 
z wzbudzeniem  elektronów  n, oprócz k tórych występować mogą układy 
poziomów związane odpowiednio z obu typam i elektronów  n. W szelkie 
zm iany długości i k sz ta łtu  układu w iązań sprzężonych m ają dużo większy 
w pływ  na własności widm  tej drobiny, niż przyłączenie, lub odłączenie 
dużych naw et grup, nie zm ieniających układu w iązań sprzężonych. (Po
dobne są na przykład własności w idm  chlorofilu i chlorofilidu, choć ten 
ostatn i pozbawiony jest grupy fitolowej, a dość różne — protochlorofilu
i chlorofilu a, choć protochlorofil różni się jedynie dwoma wodorami 
w pozycjach 7 i 8).

Chlorofil jest pochodną dw uhydroporfiny. W ystępujące w porfinie 
pomiędzy pozycją 7 i 8 półizolowane wiązanie podwójne jest w nim 
nasycone przez przyłączenie dwóch wodorów. Bakteriochlorofil jest 
pochodną te trahydroporfiny , pow stałej z porfiny przez przyłączenie dal
szych dwóch atom ów wodoru w pozycjach 3 i 4. K ształt układu wiązań 
protochlorofilu, chlorofilu i bakteriochlorofilu  przedstaw ia rysunek 4.

A

B

C
R ys. 4. U k ład  w iązań  sprzężonych  d la : A. p ro to ch lo ro filu , B, ch lo ro filu , C. b a k te 

rio ch lo ro filu .

Cząsteczka protochlorofilu m a sym etrię D4h, cząsteczka bakteriochlo
ro filu  — D2h, a najm niej regu larny  jest kształt uk ładu  wiązań sprzężo
nych chlorofilu. Z położenia m aksim ów absorpcyjnych odpowiadających 
poszczególnym przejściom  elektronow ym  można wnioskować, że własności
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widm  chlorofilu są pośrednie pomiędzy własnościam i dwóch pozostałych 
drobin.

Z teoretycznych  prac dotyczących widm  porfiryn  wym ienić trzeba 
przede wszystkim  prace P  1 a 11 a i wsp. (67, 72) oraz G o u t e r m a n a  
(47, 48). Z rachunków  przeprow adzonych m etodam i chemii kw antow ej 
w ynika, że oba pasm a absorpcyjne chlorofilu (pasmo Soreta i pasmo 
leżące w czerwieni) składają się z przyczynków  od dwóch przejść e lek tro 
nowych o w zajem nie prostopadłych k ierunkach  polaryzacji. Co praw da 
już na podstaw ie rysunku  4, opierając się na najprostszym  modelu elek
tronów  swobodnych zam kniętych w pudłach potencjału  o kształcie wiązań, 
można przewidzieć, że każde przejście elektronow e typu  Jt—ji* dla por- 
finy (protochlorofilu) będzie podwójnie zdegenerowane, bo obu składo
wym  o w zajem nie prostopadłych k ierunkach  polaryzacji odpowiada ta 
sama energia. Dla tetrahydroporfiny  degeneracja ta znosi się, drganiom  
wzdłuż dwóch w zajem nie prostopadłych boków prostokątnego pudła 
potencjału  odpowiadają inne częstości. W szyscy autorzy zgodnie p rzy
znają, że położone w czerwieni pasm o absorpcyjne chlorofilu związane 
jest z singletow ym  wzbudzeniem  elektronów  Jt; podobny charak ter m a też 
pasmo Soreta, odpowiada jedynie w zbudzeniu do wyższego poziomu 
elektronowego. Co do charak teru  pozostałych m aksimów absorpcyjnych 
nie ma już takiej jednom yślności. Aby przyporządkować obserwowane 
m aksim a przejściom  elektronow ym  lub oscylacyjnym  S e v ć e n k o
i wsp. (76) podjęli system atyczne badania w idm owych własności porfiryn. 
A utorzy ci opierając się jedynie na w ynikach pom iarów (w szczególności 
pom iarów stopni polaryzacji fluorescencji) oraz na w łasnościach sym etrii 
badanych drobin, dochodzą do wniosku, że dla porfiryn  o sym etrii D4h 
pierwsze od strony  długofalowej pasmo absorpcji odpowiada podwójnie 
zdegenerow anem u przejściu elektronow em u ze stanu  podstawowego do 
wzbudzonego, drugie pasmo — nałożeniu oscylacji na stan  wzbudzony 
(stany oscylacyjne). W widm ie fluorescencji długofalowe m aksim um  
pow staje przez nałożenie oscylacji na stan  podstawowy. Dla porfiryn
0 niższej sym etrii (D2h) ch a rak te r czysto elektronow y m ają pierwsze
1 trzecie pasma absorpcji, oscylacyjny zaś — drugie i czwarte. W podobny 
sposób otrzym ano też (56, 57) inform acje o lokalizacji wodorów przy 
odw racalnej redukcji chlorofilu (reakcji Krasnowskiego).

Badania tego typu  dają możliwość zlokalizowania w drobinie oscylatora 
absorpcji lub em isji św iatła, co częściowo pozwala również wyciągnąć 
wnioski o charakterze przejścia elektronowego, którem u odpowiada dany 
oscylator.

O charakterze przejścia elektronow ego (jt— Jt* czy n— J t* ) wnioskować 
można również z przesunięć m aksim ów absorpcji przy  zmianie polarności 
rozpuszczalnika. Położenie poziomu m etatrw ałego chlorofilu i jego wpływ 
na lum inescencję silnie zależy od polarności ośrodka. W m iarę w zrostu 
polarności przejścia Jt—jt* przesuw ają się w  stronę fal długich, podczas
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gdy przejście typu  n—ot* jeszcze silniej w stronę fal krótkich . W edług 
F r  a n c k a (38, 39) w ośrodkach polarnych singletow y poziom ln—ot* 
jest nieco wyżej położony niż 1ot—ot* i następuje z dużą w ydajnością kon
w ersja  z *n—ot* na xot—ot*, z  którego obserw ujem y fluorescencję. N ato
m iast w rozpuszczalnikach niepolarnych poziom xn—ot* leży poniżej 
ijt—ot*, tak  że następuje nieprom ieniste przejście z xot—ot* na *n—ot* i dalej 
z dużym  praw dopodobieństwem  konw ersja na 3n—ot*. W w yniku nie obser
w ujem y fluorescencji, a jedynie w sprzyjających  w arunkach  (na p rzy 
kład w niskich tem peraturach) możemy zaobserwować długotrw ałe św ie
cenie pochodzące z poziomu tripletow ego (rysunek 5) (36).

1n-?r

1 2
R ys. 5. Z m iana po łożeń poziom ów  ch lo ro filu , ze zm ianą  p o la rnośc i o śro d k a  (wg 38).

I — ośrodek niepolarny, 2 — ośrodek polarny, F — fluoroscencja

Schem at z rysunku  5, choć bardzo często cytow any, ma swoich p rze
ciwników. O trzym anie długotrw ałego świecenia w ym aga niezw ykłej 
w prost suchości w szystkich rozpuszczalników i nie we w szystkich labo
ra to riach  udało się je uzyskać. Nie udało się też n ieste ty  zaobserwow ać 
przejścia w absorpcji S -> T, k tó re  powinno leżeć w  bliskiej podczerwieni. 
W prawdzie K r a s n o w s k i  (58), zaobserwował absorpcję w obszarze 
720—850 nm, ale przypisuje ją raczej zagregowanej postaci barw nika niż 
przejściu S -> T. Zw raca on też uwagę, że niepolarne rozpuszczalniki 
sp rzy ja ją  agregacji barw nika, więc pasm a przypisyw ane przejściom  
n—ot* mogą być związane z absorpcją na przykład dim erów  (59).

Dużo ciekawych inform acji o układzie poziomów trip le tow ych  chloro
filu  dostarczyły badania m etodą analizy błyskowej, k tórej tw órcą jest 
P o rte r. P rzy  pomocy błysku o dużym  natężeniu można przeprow adzić 
około 90°/o drobin chlorofilu do s tanu  tripletow ego (65). Badanie absorpcji 
po wzbudzeniu błyskow ym  daje więc odległość pomiędzy niższym i pozio
m am i tripletow ym i.

W pracow ni Terenina badano świecenie w ysyłane przez roztw ór 
chlorofilu naśw ietlany wiązką laserową. P rzy  w zbudzeniu laserow ym  
obserwowano w k ierunku  prostopadłym  do wiązki w zbudzającej świecenie
o m aksim um  około 480 nm. A utorzy rozpatru jąc szereg m ożliw ych m e
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chanizm ów odpow iedzialnych za pow stanie tego świecenia najbardziej 
sk łan ia ją  się do poglądu, że jest to  przejście S2 -> S1# P rzy  w zbudzeniu 
m niej in tensyw nym , przejścia tego typu  obserwowane są ty lko  dla barw 
ników  nie w ykazujących fluorescencji z gdyż są o parę rzędów w iel
kości m niej praw dopodobne niż Sx -> S0. Ze względu na długość użytej 
fali nie w ydaje się, aby tak  efektyw ne w zbudzenie do poziomu S2 nastę
powało za pośrednictw em  Sx. A utorzy w ysuw ają hipotezę, że przy w zbu
dzeniu laserow ym  bardzo dużo drobin  chlorofilu zostaje wzbudzonych 
do poziomu tripletow ego i że przy dezaktyw acji dwóch takich drobin 
pow staje energia w ystarczająca do w zbudzenia do S2.

Inform acje o stanach  trip letow ych otrzym uje się również z pom iarów 
w ygaszania — po dodaniu wygaszacza czas życia w stanie tripletow ym  
skraca się (66).

Cały szereg prac zajm uje się przekazyw aniem  energii wzbudzenia 
w układach sk ładających  się z trzech typów  drobin absorbujących, z któ
rych  jednym  jest chlorofil. Są to na przykład badania uczulonej przez 
chlorofil fluorescencji (59).

Tylko w yjątkow o kapryśnym  własnościom cząsteczki chlorofilu (łatwe 
uleganie przem ianom  fotochemicznym , agregacji itp.) trzeba przypisać 
fak t, że mimo bardzo obszernej lite ra tu ry  dotyczącej jej własności w  roz
tw orach i badania tych  własności wieloma nowoczesnymi m etodam i nie 
udało się dotychczas w yjaśnić w szystkich w ątpliwości dotyczących cha
rak te ru  poszczególnych pasm.

3. Chlorofil in vivo

Jeszcze bardziej zawiła jest spraw a własności chlorofilu in vivo. W ko
m órkach tow arzyszą m u liczne barw nik i absorbujące światło w podobnym 
zakresie w idm a i również em itujące światło fluorescencji. Ośrodek n a tu 
ra lny  nie jest dogodny do badań optycznych, ponieważ rozprasza światło. 
W kom órkach pod w pływ em  św iatła zachodzi wiele reakcji, n iektóre 
w bardzo k ró tk im  czasie. W spom niane już dwojakie własności chlorofilu 
in v ivo , mogą być spowodowane całym  szeregiem  przyczyn. Rozdzielenie 
przyczynków  pochodzących od każdego z układów  barw nikow ych (I i II) 
jest możliwe po zaham ow aniu jednej z części procesu (30). Celowe wydaje 
się prześledzenie m etod obecnie używ anych w tych badaniach i poinfor
mowanie jak ich  wiadomości dostarczyć może dany typ  pom iaru.

III. Metody fizyczne stosowane w badaniach in vivo

W śród fizycznych m etod badania procesu fotosyntezy, na pierwszym  
m iejscu wym ienić trzeba m etody optyczne. Większość barw ników  odpo
w iedzialnych za absorpcję św iatła na potrzeby fotosyntezy fluoryzuje.
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B adania absorpcji św iatła przez organizm y fotosyntetyzujące lub ich 
fragm en ty  i własności w ysyłanego przez nie św iatła fluorescencji s ta 
nowią od la t źródło cennych inform acji.

1. Absorpcja światła

W badaniach in vivo  zjawisko rozproszenia św iatła oraz nierów no
m ierne rozłożenie barw ników  zniekształcają widmo absorpcji i u tru d 
n iają  identyfikację poszczególnych absorbentów. Trudno na przykład roz
strzygnąć, czy obserw owany efek t przesunięcia i rozszerzenia pasm a 
chlorofilu  a in vivo, jest spowodow any specyficzną sy tuacją  barw nika 
w  organizmie, czy poprostu jest w ynikiem  rozproszeń. W prowadzenie 
teoretyczne popraw ek na rozproszenie nie jest proste, w tym  celu trzeba 
znać w ym iary  cząstek rozpraszających, ich współczynnik załam ania itp. 
W sąsiedztw ie pasm a absorpcyjnego, w  obszarze anom alnej dyspersji, 
zm iana współczynnika załam ania z długością fali jest na przykład  funkcją  
k sz ta łtu  i natężenia pasm a absorpcyjnego (zob. np. (1, 29) itp.). Toteż 
efek t rozproszeń usuwa się częściej przez stosowanie urządzeń pozwala
jących zbierać światło z dużego kąta  bryłow ego (płytki opalizujące, roz
tw ory  pomocnicze rozpraszające, ku le  całkujące itp. zob. np. (1)), niż 
przez popraw ki rachunkow e.

2. Pomiary szybkich zmian absorpcji

Dużą trudność w badaniach absorpcji układów  fo tosyntetyzujących  
stanow i szybki przebieg w ystępujących w  nich reakcji fotochem icznych. 
P rzebieg reakcji fotochem icznej można badać bezpośrednio śledząc jakiś 
p a ram etr fizyczny ulegający zm ianie w czasie jej przebiegu; bardzo 
często jest to absorpcja św iatła. Do badania szybkich zmian absorpcji 
stosuje się przede w szystkim  wspom niane już m etody analizy błyskowej. 
S tężenie cząstek podlegających fotoreakcji są m ałe (oczekujem y zmian 
absorpcji rzędu 0 ,l°/o), toteż m etody pom iaru muszą być nie tylko szybkie, 
ale i czułe. Stosuje się zarówno m etodę jednego błysku, po k tó rym  m ierzy 
się absorpcję w możliwie k ró tk im  czasie, jak  i periodyczne błyski św iatła 
w yw ołujące reakcję, przy czym pom iar następuje w znanym  kró tk im  
czasie po przerw aniu  oświetlenia (86).

3. Absorpcja różnicowa

Absorpcja różnicowa pozwala m ierzyć m ałe zm iany absorpcji. Dzieli 
się ją  na dwa typy: przy  użyciu wiązki rozszczepionej (27, 28), przy  użyciu 
podw ójnej wiązki św iatła (22).

W pierw szym  przypadku (rysunek 6) św iatło wychodzące z m onochro-
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m atora jest podzielone przez w irujące lustro  lub dysk z odpowiednim i 
wycięciami, na dwie wiązki zm odulowane w fazach przesuniętych w zglę
dem siebie o 180°

R ys. 6. Z es taw  a p a ra tu ry  do p o m ia ru  zm ian  ab so rp c ji z w iązk ą  rozdz ie loną .
Zu Z2 — źródła światła, D — sektor wirujący, M — monochromator, A — preparat, F — filtry,

FP — fotopowielacz.

Jedna z wiązek (pomiarowa), przechodzi przez kiuw etę z zaw iesiną 
fo tosyntetyzującą, d ruga  jest w iązką kom pensacyjną. Obie padają na ten  
sam  fotopowielacz połączony z samopisem, powodując przeciw ne w ychy
lenia samopisu. W ychylenia te  kom pensuje się przez osłabienie w iązki 
kom pensacyjnej. Zm iany absorpcji w yw ołane przez trzecią niezm odulo- 
w aną wiązkę, są rejestrow ane na samopisie. Bada się na przykład zm iany 
absorpcji dla ustalonej długości fali w iązek zm odulowanych w zależności 
od długości fali w iązki niezm odulow anej. D ruga m etoda przedstaw iona 
jest na rysunku  7.

R ys. 7. A p a ra tu r a  d w u w iązk o w a  do p o m ia ru  zm ian  ab so rp c ji.
Mt, M2 — monochromatory, — lustro półprzezroczyste, L3 — lustro wirujące, P — preparat,

F — fotopowielacz.
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Stosuje się w niej św iatło  chemicznie czynne w postaci wiązki zmo
dulow anej. Samopis zapisuje zmianę absorpcji przed i po błysku (średnią 
w artość z pom iarów na przykład w  ciągu m inuty). W ten  sposób można 
rejestrow ać szybkie i szybko zanikające zm iany absorpcji. Duże natężenia 
w iązki pomiarowej często zakłócają doświadczenie. Nieco zmodyfikowany 
przyrząd (55) tego typu  jest używ any do re jestrac ji powolniejszych zmian 
absorpcji.

W i t t  i wsp. (85) opracow ali p rzyrząd do re jes trac ji zmian absorpcji 
zachodzących w czasach rzędu 10-4  s. W najprostszej w ersji tego p rzy 
rządu wiązka pom iarowa poprzez kiuw etę pada na fotopowielacz. P rąd 
fotopowielacza jest kom pensow any prądem  stałym . Zm iany absorpcji 
wyw ołane przez lam pę błyskową są fotografow ane z ekranu  oscylografu 
połączonego z fotopowielaczem. Odpowiedni układ filtrów  osłania po
wielacz przed rozproszonym  św iatłem  czynnym.

4. Fotometria różniczkowa

Dla szerokich pasm  absorpcyjnych trudno często rozstrzygnąć, czy 
składają się one z przyczynków  od dwóch przejść elektronow ych czy od 
jednego. Często mogą też być superpozycją przyczynków  od różnych 
odm ian barw nika. W celu analizow ania tego typu  pasm  F r  e n c h w pro
wadził spektrofotom etrię różniczkową (43). P rzyrząd  k reśli odrazu po
chodne przepuszczalności względem długości fali dla różnych długości fal. 
Z ksz ta łtu  tych krzyw ych łatw iej niż z w idm  absorpcji wnioskować 
można o ilości nałożonych na siebie pasm  składowych. Tą właśnie m etodą 
udało się F r e n c h o w i  zdobyć przekonyw ujące argum enty  o istnieniu 
dwóch odmian chlorofilu w organizm ach (44).

5. Badania luminescencji

Energia absorbow ana przez barw niki organizmów fotosyntetyzujących 
może być w ysyłana w postaci św iatła lum inescencji. Zgodnie ze schem a
tem  Jabłońskiego — może to być światło fluorescencji jeśli proces za
chodzi bez udziału energii cieplnej, lub też proces fosforescencji, jeśli 
wyśw iecanie zachodzi za pośrednictw em  poziomu m etatrw ałego z udzia
łem  energii cieplnej. W szystkie te  procesy są konkurency jne w stosunku 
do procesu fotosyntezy. Badanie ich przebiegu w zależności od szeregu 
param etrów  pozwala prześledzić losy energii wzbudzenia. Badanie w łas
ności św iatła fluorescencji (stopnia polaryzacji, wydajności) pozwala 
wnioskować o sytuacji, w  k tórej znajduje się drobina lum inezująca 
(o uporządkow aniu tych drobin, o ich sąsiedztw ie, agregacji itp.).

Trudności w ystępujące p rzy  pom iarach absorpcji układów  żywych 
potęgują się jeszcze przy pom iarach ich widm fluorescencji. Małe stężenia 
substancji powodują m ałe natężenia św iatła fluorescencji, nakładanie się
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przyczynków  od szeregu drobin fluoryzujących u trudn ia  identyfikację 
pasm, a zjaw iska rozproszenia św iatła i reabsorpcji powodują konieczność 
w prow adzania kłopotliw ych popraw ek.

N ajbardziej użytecznym  typem  ap a ra tu ry  do badań widm fluore- 
scencji są zestaw y składające się z dwóch ruchom ych m onochrom atorów 
siatkowych, jednego w  wiązce w zbudzającej, drugiego w  wiązce św iatła 
fluorescencji. Za szczeliną tego drugiego m onochrom atora ustaw ia się 
czuły fotopowielacz połączony z samopisem  (rysunek 8).

R ys. 8. A p a ra tu ra  do re je s tr a c j i  w id m  flu o re scen c ji i w idm  w zbudzen ia .
Mj, M2 — monochromatory, Pr — preparat, P — powielacz, R — samopis.

A paratu ra  taka pozwala m ierzyć zarówno widm o fluorescencji przy 
ustalonej długości fali św iatła wzbudzającego, jak  i tak  zwane widmo 
w zbudzenia (działania) przy ustalonym  przedziale widm a lum inescencji,
0 zm iennych długościach fal w zbudzających. Całość ap ara tu ry  m usi być 
wycechowana: 1. na rozkład energii w wiązce wzbudzającej, 2 . na charak
terystykę  spek tralną odbiornika św iatła.

Dla preparatów  żyw ych stosuje się przew ażnie w zbudzenie „od czoła” 
k iuw ety  (z tej samej strony, z k tórej następuje obserwacja) i to w zbu
dzenie wiązką zbieżną, w celu uzyskania większych natężeń fluorescencji. 
Pow oduje to jednak szereg dodatkow ych trudności (przenikanie części 
św iatła wzbudzającego do powielacza, kłopotliw e popraw ki na reabsorpcję
1 w tórną fluorescencję, niemożność stosow ania takich ustaw ień do pom ia
rów anizotropii em isji itp.). Toteż na rysunku  8 przedstaw ione jest dogod
niejsze prostopadłe ustaw ienie w iązki wzbudzającej i k ierunku  obser
wacji.

6. Anizotropia emisji i absorpcji. Dwójlomność

W w ielu teoriach fo tosyntezy zakłada się dw uw ym iarow e uporządko
wanie cząsteczek chlorofilu w  w arstw ach  białkow ych i lipidowych. Spo
sób tego uporządkow ania jest isto tny  w  procesie przekazyw ania energii. 
Jak  wspom niano (14, 69) wysoki stopień uporządkow ania w ykazuje nie 
tyle większość drobin chlorofilu odpowiedzialna za absorpcję, ile nie
liczne znajdujące się w centrach  reakcji. Inform acje o stan ie uporządko
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w ania otrzym uje się z pom iarów  stopnia polaryzacji św iatła fluorescencji

(p =  " ■ -—, gdzie I^ i 1 1 są odpowiednio natężeniam i dwóch w zajem nie
II ' x

prostopadłych składow ych św iatła  fluorescencji). Pom iary takie prowadzi 
się dla organizmów fo tosyntetyzujących, ich fragm entów  lub też sztucznie 
uporządkow anych drobin chlorofilu (42, 46, 82). Oprócz prostych przy
rządów polegających na uzupełnieniu  schem atu z rysunku  8 polaryza- 
torem  i analizatorem  (46, 63) konstruow ane są specjalne precyzyjne 
przyrządy, pozwalające dokładnie m ierzyć m ałe stopnie polaryzacji (9, 87).

Pom iary  zależności stopnia polaryzacji od długości fali św iatła w zbu
dzającego pozwalają wnioskować o charakterze poszczególnych pasm  
absorpcji (41).

W tym  sam ym  celu m ierzy się też zależność dwójłom ności p rep ara 
tów żywych i m odelowych od długości fali i to zarówno w  obszarze no r
m alnej jak i anom alnej dyspers ji (46, 71). Z pom iarów podwójnego zała
m ania w ynika również w arstw ow e uporządkow anie w  chloroplastach 
(46, 68).

7. Pomiary średnich czasów życia w stanie wzbudzonym
W badaniach m echanizm u przekazyw ania energii w chloroplastach 

istotne jest ustalenie czasu życia drobin chlorofilu w stan ie wzbudzonym . 
Pom iary  takie prow adzili liczni au to rzy  (17, 18, 81). Ustalono, że czas 
życia chlorofilu in vivo  w ynosi około 1,5X10~9 s (17, 81). S taw ia to 
pewne wym agania w stosunku  do teorii, k tó ra  ma w ytłum aczyć p rzeka
zywanie energii w ew nątrz jednostek fotosyntetycznych. Proces p rzeka
zywania musi być k ró tko trw ały  w  porów naniu z czasem życia w stan ie  
wzbudzonym, jeśli w grupie kilkuset drobin energia wzbudzenia z dużą 
w ydajnością przekazyw ana do centrum  reakcji. W przeciw nym  razie 
em isja kw antu  fluorescencji stanow iłaby groźną konkurencję  dla procesu 
fotochemicznego. Badanie czasów życia w skazują rów nież na w ystępo
w anie in vivo  dwóch odm ian chlorofilu.

Są dwa typy  aparatów  do pom iarów czasu życia. P ierw szy pochodzi 
od klasycznego już fluo rom etru  G a v i o 1 i (73). Isto tną jego część s ta 
nowią układy m odulujące św iatło  w ta k t przyłożonego do nich napięcia. 
Jeśliby  em isja św iatła następow ała natychm iastow o, to przy  rów nej 
odległości obu układów  od k iuw ety  św iatło  wzbudzające i św iatło fluo re
scencji trafiałoby na tą  sam ą fazę m odulacji. Skończony czas życia flu o re 
scencji powoduje konieczność przesunięcia drugiego układu  m odulu ją
cego, tak  by św iatło fluorescencji przez niego się przedostaw ało. Teorię 
fluorom etru  opracował S z y m a n o w s k i  (73), a współczesne rozw ią
zanie tego typu  przyrządu  przedstaw iali B a u e r  i R o z w a d o w s k i  
(10). i ' ' f i l

Inny  typ  przyrządu opracow ali niezależnie od siebie B r o d y  (17)
i B i r k s  (13). Opiera się on na w ykorzystaniu  bardzo k ró tko trw ałych
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błysków  światła. N atężenie św iatła fluorescencji po błysku fotografo
w ane jest na ekranie oscylografu. M etoda ta  wym aga w praw dzie n ie
zw ykle precyzyjnej ap a ra tu ry  (na p rzykład  fotopowielacza o specjalnie 
kró tk im  czasie przebiegu elektronów ), ale jest w ygodniejsza w  użyciu. 
M etodą błyskową w ykonano większość prac nad chlorofilem  w kom ór
kach. Były również próby określania czasów życia stanów  wzbudzonych 
przy  pomocy laserów  im pulsowych (49).

8. Pomiary przewodnictwa

W procesie fo tosyntezy chlorofil podlega redukcji i u tlenieniu. Cie
kaw e jest więc śledzenie pow staw ania nośników elektrycznych m etodam i 
elektrom etrycznym i. P race  takie prowadzono dla układów  modelowych 
zbudowanych z w arstw  barw nika naniesionych na elektrody zanurzone 
w roztw orze elektrolitu . Badanie zmian przew odnictw a takich układów, 
po oświetleniu jednej z elektrod, lub też pom iar potencjału  jednej z elek
trod, dostarcza inform acji o zachodzących w układzie reakcjach foto- 
redukcji i fotoutlenienia. O bszerny przegląd tego typu  badań ogłosił 
E v s t i g n e j e v  (35). A utor ten  lansuje pogląd, że chlorofil, zależnie 
od ośrodka, w k tórym  się znajduje, zachow uje się jako uczulacz reakcji 
u tlen ien ia bądź też redukcji. Dwa typy  chlorofilu  in vivo  pow stają w edług 
niego poprzez rozłożenie chlorofilu w dwóch sąsiednich w arstw ach — 
jednej sąsiadującej z donatorem , drugiej z akceptorem  elektronów , 
a różne sąsiedztwo pow oduje różne w łasności fotochemiczne.

C a l v i n  (19) m ierzył przew odnictw o m odelowych kom órek, w  k tó
rych  rolę donatora elektronów  pełniła w arstw a cząsteczek podobnych 
nieco do chlorofilu (ftalocjanina) i stw ierdził, że po ośw ietleniu przew od
nictwo rosło o wiele rzędów (107 razy). Inni autorzy (5, 51) obserwowali 
in vivo  zm iany przew odnictw a po ośw ietleniu.

9. Rezonans elektronowy (ESR)

W edług sugestii w ielu autorów  (7, 19, 64) przy zamianie energii 
św ietlnej na chemiczną w procesie fo tosyntezy  następuje oderw anie od 
drobiny chlorofilu uprzednio wzbudzonego elektronu. To oderw anie po
woduje w ytw orzenie w olnych rodników. Chlorofil nabiera własności p a ra 
m agnetycznych, k tó rych  nie posiadał poprzednio, gdy sparow ane spiny 
w zajem nie się kom pensowały. W łasności param agnetyczne m ają też dro
biny wzbudzone do stanów  trip letow ych, w  k tó rych  m am y dwa niesparo- 
wane spiny. Niesparowane elek trony  mogą orientow ać się równolegle lub 
przeciw równolegle do silnego zew nętrznego pola m agnetycznego. Tym 
dwura ustaw ieniom  odpow iadają nieco różne energie, a różnica energii 
wynosi:

E =  g ¡X H
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gdzie — m agnetyczny m om ent elektronu, g — stała Landego, H — natę
żenie pola magnetycznego. Z powodu oddziaływania spinowego m om entu 
m agnetycznego elek tronu  z orbitalnym  m om entem  m agnetycznym  elek
tronu  i m agnetycznym i m om entam i jąder wartości g dla wolnego rodnika 
jest inna niż dla swobodnego elektronu. D ostarczenie kw antu  o energii 
rów nej odległości pomiędzy dwoma spinowymi poziomami niesparowanego 
elek tronu  powoduje przejście pom iędzy poziomami (rezonans). Zwykle 
do stałej częstości m ikrofalowej dopasowuje się odległość poziomów przez 
zmianę pola H i re jes tru je  się pierwszą pochodną absorpcji energii m ikro
falowej jako funkcję natężenia pola m agnetycznego H. W ystąpienie 
sygnału ESR świadczy o obecności w olnych rodników. Po odpowiednim 
w ykalibrow aniu apara tu ry  można na podstaw ie wysokości sygnału otrzy
mać inform acje o ilości rodników. Inform acje o ich charak terze uzyskuje 
się z badania nadsubtelnej s tru k tu ry  linii rezonansowej. W olny spin 
elek tronu  rodnika oddziałuje nie ty lko z polem zew nętrznym , ale i z po
lam i m om entów m agnetycznych jąder wchodzących w skład danej dro
biny. Stąd powstaje nadsubtelna s tru k tu ra , z k tórej w nioskujem y
o sąsiedztw ie niespraw nego elektronu. Bardziej skom plikowaną sytuację 
otrzym uje się dla podw ójnych rodników  (na przykład drobin wzbudzo
nych do stanów  tripletow ych). Obserw acja stanów  trip le tow ych w p re 
para tach  organicznych przy  pomocy ESR jest doświadczalnie trudna  i nie 
łatw a do zin terpretow ania.

Dla m ateria łu  fotosyntetyzującego większość doświadczeń polega na 
pom iarze sygnału p repara tu  nieoświetlonego i oświetlonego. W zrost 
sygnału  świadczy o pow staniu w olnych rodników. C o m m o n e r  (25) 
w yróżnia dla zawiesiny chloroplastów  szpinaku dwie składowe sygnału 
ESR: powolną (S) i prędką (R). Stosunkowo mało poznany powolny sygnał 
w ystępuje naw et pociem ku, lecz w zrasta po oświetleniu. Z jego nadsub
telnej budowy wynika, że pochodzi od elektronów , w k tó rych  sąsiedztw ie 
znajdują się dwa chemicznie równoważne atom y azotu. Po przerw aniu  
ośw ietlenia znika on powoli przez k ilka sekund. B rak go w układach nie 
w ydzielających tlenu, w ystępuje w zielonych bakteriach  i roślinach. Po
chodzenie tego sygnału wiązane jest często z plastochinonem.

Więcej inform acji m am y o sygnale R. Pochodzi on od niesparow anych 
elektronów  nie oddziaływ ujących z jądram i w swym  sąsiedztw ie. Zwykle 
przypisuje się go kom pleksom  chlorofilu z białkam i, przy czym elektron 
pochodzący z tych kom pleksów jest przypuszczalnie użyty  w dalszych 
ciem nych reakcjach, k tórym  zawdzięczamy sygnał S. O związku sygnału 
R z chlorofilem  świadczą następujące obeserwacje: pozbawione chlorofilu 
m utan ty  i liście hodowane w ciemności nie w ykazują tego sygnału (12); 
sygnał typu  R obserw uje sie w roztw orach chlorofilu (20), jego k ry sz ta 
łach (18) i suszonych chloroplastach, a także udało się go otrzym ać dla 
roztw oru chlorofilu b w  niskiej tem peraturze (75) (w tym  przypadku 
autorzy przyporządkow ują go częściowo stanow i tripletow em u). M aksi
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m um  widma działania dla sygnału R przypada w okolicy pasma absorp
cyjnego chlorofilu.

Podobne dwa typy  sygnału obserw owali też inni autorzy (2, 78), nie 
m a jednak  jednom yślności co do ich in terp re tac ji. Są na przykład su
gestie, że sygnał R jes t związany nie ze wszystkim i, a tylko z nielicznym i 
drobinam i chlorofilu należącym i do centrów  reakcji. Inni au torzy  tw ier
dzą, że możliwe jest otrzym anie praw ie w szystkich drobin chlorofilu 
w preparacie w postaci rodników  param agnetycznych. B r o d y  wiąże 
sygnał R z dim eram i chlorofilu (16), A l l e n  (2) z chlorofilem  b. Z ba
dań k inetyki sygnału R w ynika zresztą, że składają się na niego niespa- 
row ane elektrony pow stające poprzez kilka różnych mechanizmów.

W ynik badań ESR zależy od w ieku i przygotow ania m ateria łu  do
świadczalnego, natężenia św iatła itp . Toteż pomimo bezspornej koniecz
ności kontynuow ania tych  badań dotychczasowe w yniki nie są jeszcze 
zbyt pewne.

Celem tego a rty k u łu  było zasygnalizowanie ogromnego „ufizycznie- 
n ia” badań biologicznych w dziedzinie fotosyntezy oraz krótkie przedsta
wienie przeglądu m etod badawczych. W arto podkreślić, że inform acje 
otrzym ane tak  różnym i m etodam i zaczynają się pom ału układać w coraz 
jaśniejszą całość.
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WOJCIECH TURSKI*, M A R IA  GROSS**

Kwasy nukleinowe i biosynteza białka w mitochondriach

Nucleic Acids and Protein Biosynthesis in Mitochondria

T he c o n ten t of b o th  DNA an d  R N A , th e ir  p ro p e r tie s  an d  m e tab o lism  in  m ito 
ch o n d ria  a re  described . T he ro le  of th e se  nucle ic  ac ids in  p ro te in  b io sy n th esis  is

d iscussed .

Stwierdzenie w m itochondriach kom órek zwierzęcych i roślinnych 
obecności kwasu dezoksyrybonukleinowego, różniącego się własnościam i 
od DNA chrom atyny jądrow ej, wywołało żywe zainteresow anie, połą
czone z dużą dozą sceptycyzm u. Przypom niało ono znane od szeregu lat 
spostrzeżenie o biosyntezie białka w  tych  organellach. Spostrzeżenia te 
zm uszają do zastanow ienia się nad  koncepcją genów cytoplazm atycznych 
(10), nad zagadnieniam i pochodzenia m itochondriów i ich autonom ii (107) 
oraz istnienia i heterogenności ich RNA, a także nad spraw ą źródeł energii 
potrzebnej do syntezy białek. Obok procesów egzoergicznych w  m itochon
driach przebiegają też procesy związane z w ykorzystyw aniem  energii 
(136), a wśród nich określone m iejsce znaleźć może również biosynteza 
białka zależna od m itochondrialnego DNA i RNA.

Pew ną zbieżność dostrzec m ożna m iędzy biosyntezą białka w m ito
chondriach a podobnym  procesem  w chloroplastach kom órek roślinnych 
(150, 160), a także w bogatej w  lipidy frak c ji błon u bak terii (17, 22, 56) 
i drożdży (58).

Mimo, że doniesienia na tem at kwasów nukleinow ych i biosyntezy 
białka w  m itochondriach spo tykają  się ze sceptycyzm em , a często są 
kontrow ersyjne, powszechność tych  zjaw isk i duża liczba nagrom adzo
nych faktów  sk łan iają  do rozpatrzenia tego zagadnienia.

I. Kwas dezoksyrybonukleinowy mitochondriów

Zagadnienie to było przedm iotem  osobnego a rty k u łu  w poprzednim  
tomie Postępów Biochemii, ograniczym y się zatem  do podkreślenia od-

* M gr, st. a sy s te n t Z ak ład u  C hem ii F iz jo log icznej A kad em ii M edycznej w  Łodzi
** D r m ed., a d iu n k t Z ak ład u  C hem ii F iz jo log icznej A kad em ii M edycznej w  Łodzi
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rębności DNA m itochondriów  od DNA jądrowego, jak również jego roli 
w kierow aniu biosyntezą RNA i białka.

W 1961 roku N o v i k o f f  (107) w artyku le  przeglądow ym  poświę
conym m itochondriom  pisał, że nie zaw ierają one DNA. H o g e b o o m  
i wsp. (62) stw ierdzili, że frakcja  m itochondrialna zawiera 12°/» fosforu 
DNA w ątroby  (około 5 n-g DNA/mg białka) uważali jednak to za zanie
czyszczenie jądrow ym  DNA. M a r t i n  i M o r t o n  (95) w ykazali w m ito- 
chondriach w ielu roślin obecność DNA nie dającego się usunąć przez p łu
kanie, uznali to  jednak także za zanieczyszczenie. Doniesienie B r a n d a  
i wsp. (13) o istn ieniu  w  m itochondriach trzydniow ego em brionu kurzego 
aż 34,5°/o całego DNA kom órki w ydaje się nieprawdopodobne, mimo że 
sposób ich w yodrębniania nie naruszał jąder, a DNA oznaczano czterem a 
różnym i m etodami. A utorzy nie w ykluczają w praw dzie zanieczyszczenia 
jądrow ym  DNA, lecz podkreślają także możliwość innego rozmieszczenia 
DNA w tkankach em brionalnych. W edług R u t m a n a i wsp. (132) 
w  m itochondriach w ątroby  szczurów w czasie kancerogenezy znajduje się 
około 10% całego DNA kom órki, zaś N e u b e r t  (104) stw ierdził, że 
w guzach litych zawartość m itochondrialnego DNA była wyższa niż 
w tkankach zdrowych, zwraca jednak uwagę, że z tkanki nowotworowej 
trudno jest otrzym ać m itochondria nie zanieczyszczone jądram i.

Obecność DNA w m itochondriach stw ierdzono m etodam i m ikroskopii 
elektronow ej, chem icznym i i autoradiograficznym i (wbudowywanie 
3H -tym idyny) u pleśni (44, 92), drożdży (30, 68, 138), glonów (40) i p ier
wotniaków (157), u roślin wyższych (157) oraz w em brionalnych i do jrza
łych tkankach  ptaków  i ssaków (101, 102). N a s s  i N a s s  (101, 102) 
zaobserwowali w  m ikroskopie elektronow ym  w m itochondriach em brio
nów w łókna bardzo zbliżone wyglądem  do DNA, a znikające po trak to 
w aniu preparatów  DN-azą. W ykazali oni obecność DNA w m ito
chondriach również m etodam i chem icznym i (103). Za pochodzeniem  tego 
DNA z m itochondriów przem aw iają następujące argum enty:

1. jąd ra  osadzono przy 2500 g (zwykle 700 do 1000 g), aby tracąc 
naw et dużą część m itochondriów, pozbyć się jąder.

2. przem yw anie m itochondriów  nie zmieniało zaw artości DNA,
3. w ysokospolim eryzowany DNA dodany do zawiesiny m itochondriów  

nie absorbow ał się na ich powierzchni.
4. ilość DNA pochodzącego z zanieczyszczeń jądrow ych, obliczona na 

podstawie liczenia jąder w ybarw ionych m etodą Feulgena, stanowić mogła 
m niej niż jeden procent DNA znalezionego w m itochondriach.

Posługiw anie się m etodą Feulgena może nasuw ać wątpliwości. 
C h e v r e m o n t  (26) tą  w łaśnie m etodą obok m etod radiograficznych 
w ykazał obecność DNA w m itochondriach fibroblastów  kurczęcia, zaś 
P  o 11 i s t e r  (113) stw ierdził brak  powinowactwa barw ników  zasadowych 
do olbrzym ich m itochondriów  sperm atydów  i tę obserw ację oraz brak
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absorpcji w ultrafiolecie uznał za dowód, iż nie zaw ierają one DNA ani 
RNA.

W edług Nassów DNA m itochondriów  różni się od jądrowego przede 
w szystkim  znacznie większą opornością na działanie DN-azy dodanej do 
zawiesiny m itochondriów. Podatność wobec DN-azy w zrasta po rozbiciu 
m itochondriów  ultradźw iękam i, zam rożeniu i rozm rożeniu lub trak tow a
niu mocznikiem, jednakże DNA w yodrębniony m etodą Schm idta—Thann- 
hausera  jest rozkładany ty lko w 30%. Ta oporność jest w pew nej m ierze 
sprzeczna ze znikaniem  pod wpływ em  DN-azy włókien DNA-podobnych 
z preparatów  m itochondriów  em brionalnych. N a s s  i N a s s  (103) pod
kreślają , że w łókna te są dużo lepiej widoczne w m itochondriach em brio
nalnych, co można kojarzyć z w ynikam i badań B r a n d a  i wsp. (13). 
Być może w m itochondriach em brionalnych jest więcej DNA i jest on 
łatw iej rozkładany przez DN-azę. Oporność w ew nątrzm itochondrialnego 
DNA na DN-azę pozwala na oczyszczenie m itochondriów od DNA jądro
wego przez ich inkubację z DN-azą (25„ 114). Ten sam skutek co działanie 
DN-azą daje k ilkakro tne przem ycie m itochondriów (25). Oporność DNA 
wobec DN-azy w  n ietkniętych  m itochondriach tłum aczy K r o o n (85) 
barierą  przepuszczalności, k tó ra  nie pozwala enzymowi na dotarcie do 
substra tu . Częściowa oporność na DN-azę w yodrębnionego z m ito
chondriów DNA nie jest cechą ogólną ponieważ DNA z m itochondriów  
roślin traw i się DN-azą całkowicie (25). Oporność ta nie jest praw do
podobnie związana z obecnością białek m itochondrialnych, wiadomo 
bowiem, że DNA jądrow y wobec znacznego ich nadm iaru  jest całko
wicie traw iony (103), może ona natom iast w ynikać z odrębności drugo- 
rzędowej s tru k tu ry  tego DNA. Badania w m ikroskopie elektronow ym  
wykazały, że m itochondrialny DNA z w ątroby kurczęcia i m yszy oraz 
z serca wołu, zawiera głównie cząsteczki silnie skręcone i zam knięte 
w koło (19). Przypom ina to „rep likacy jną” form ę DNA wirusów i fagów 
(152).

Zawartość DNA w m itochondriach określano m etodą Schm idta— 
Thannhausera—Schneidera (57, 85). Ilości DNA w m itochondriach w ątro 
by szczura podawane przez N a s s ó w  <103) oraz S c h a t z a  i wsp. (138) 
(0,4—0,8 M-g/mg białka) są najm niejszym i z cytow anych w dostępnej nam  
literatu rze. S c h a t z  i wsp. (138) oczyszczali m itochondria z drożdży 
przez w irowanie w  gradiencie gęstości sacharozy, jednak aby DNA był 
skupiony tylko w paśmie oczyszczonych m itochondriów w yodrębniali je 
przez tzw. flotację z zastosowaniem  gradien tu  stężeń urografiny  (N,NX- 
dwuacetylo-S,5-dwuam ino-2,4,6-trójjodobenzoesanu) i stw ierdzili, że m ito
chondria te zaw ierają 1,1—4,3 iag DNA na mg białka. DNA z m itochon
driów  wyizolowano za pomocą m etody detergentow ej (19, 25, 30, 44, 114).

Ostatnio w pracow ni M arm ura oczyszczono m itochondria z drożdży, 
serca i w ątroby za pomocą nieciągłego g radien tu  fikolu (Ficoll) i w yod
rębniono z nich DNA, k tó ry  następnie oczyszczano z RNA przez trak to 
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w anie RN-azą (30). DNA z oczyszczonych m itochondriów  w ątroby  otrzy
m ali także B o r s t  i R u t t e n b e r g  (19), a z pleśni Physarum  poly-  
cephalum  — E v a n s (44).

W celu stw ierdzenia odrębności DNA m itochondrialnego od DNA 
jądrow ego porównywano zależność absorpcji w  ultrafiolecie od tem pera
tu ry , a także rozdział przez w irow anie w gradiencie gęstości CsCl. 
Okazało się, że gęstość pozorna (ang. buoyant density) m itochondrialnego 
DNA z serca em brionu kurzego (1,707) jest wyższa niż jądrowego DNA 
(1,698). W skazuje to na większą zaw artość guaniny i cytozyny w DNA 
m itochondrialnym  (47,5%) niż w DNA jądrow ym  (40%) i wiąże się z wyż
szą tem pera tu rą  przejścia (Tm) (66°C dla DNA m itochondrialnego i 61°C 
dla DNA jądrowego). Podobne dane uzyskano w pracow ni M arm ura (30): 
gęstość pozorna dla DNA z m itochondriów  serca owcy wynosi 1,714 (dla 
DNA jądrowego 1,704) a z w ątroby  kurczęcia 1,707 (dla jądrowego 1,701). 
Dowodzenie odrębności DNA na podstaw ie gęstości pozornej nie jest 
wolne od pew nych zastrzeżeń. Jednym  z nich jest w ystępow anie tak  zwa
nego satelitarnego DNA (ang. satelite DNA). F rakcja  ta  o gęstości pozor
nej wyższej niż DNA jądrow y pojaw ia się p rzy  rozdziale DNA całych 
kom órek w gradiencie chlorku cezu. S a te lita rn y  DNA w ystępuje jednak 
również w prepara tach  z oczyszczonych jąder, a ponadto nie ulega „wzbo
gaceniu” we frakcji m itochondrialnego DNA. Być może jest to zdenatu- 
row any DNA jądrowy, jakkolw iek jego gęstość pozorna (1,718) jest bliska 
w artości dla zdenaturow anego m itochondrialnego DNA (1,721). R ą b i 
n o  w  i t z (114), C o r n e o i wsp. (30) oraz B o r s t  i wsp. (19) nie uzy
skali w ogóle DNA satelitarnego z wysoce oczyszczonych m itochondriów. 
Drugie zastrzeżenie wiąże się z tym , że DNA m itochondrialny u pewnych 
gatunków  ssaków ma tę sam ą gęstość pozorną co jądrow y, zaś DNA 
z m itochondriów  drożdży i pleśni ma m niejszą gęstość pozorną niż jądro
wy (30). Należy dodać, że. DNA z m itochondriów  różnych organizmów (za 
w yjątk iem  pierwotniaków ) m ają bardzo podobną gęstość pozorną (17). 
C o r  n e o (30) sugeruje, że różnice w gęstości pozornej mogą w ynikać nie 
tylko z innej proporcji guaniny i cytozyny, ale i z różnej zawartości nie
typow ych m etylow anych zasad, na p rzykład  DNA z chloroplastów 
Euglena gracilis zawiera m niej m etylocytozyny niż jądrow y DNA (117).

Czy wobec tego ta  sama gęstość pozorna m itochondrialnego i jąd ro 
wego DNA nie świadczy o b raku  odrębności? Na to py tan ie  odpowie
działy badania, w  k tó rych  w ykazano (16, 18, 19, 30), że DNA m itochon
d ria lny  zdenaturow any alkaliam i i renatu row any  przez dwugodzinne 
ogrzewanie zobojętnionego roztw oru w  70°C odzyskuje praw ie całkowicie 
p ierw otną gęstość pozorną. Ta zdolność do ren a tu rac ji różni DNA m ito
chondrialny od DNA jądrowego, a także od DNA bakteryjnego, naw et 
jeżeli ich pierw otne gęstości pozorne są jednakowe.

S tała sedym entacji DNA m itochondrialnego wynosi 39—42 S 20w, zna
leziono jednak również składnik o S20w od 27 do 29 stanow iący, być może,
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połówkę dwułańcuchow ej spirali (19). DNA m itochondriów siewek grochu 
m a stałą  sedym entacji rów ną 14 S 20 (25).

DNA m itochondriów  jest syntetyzow any w tych  organellach na co 
w skazuje znakowanie try tow aną tym idyną in vivo  i in vitro. Podkreślić 
należy pewne odrębności tej syntezy:

1. A ktywność właściwa DNA z m itochondriów  zwierzęcych jést do 
30 razy większa niż DNA jądrowego (6, 103), u Physarum polycephalum  
zaś — 80 razy.

2. W budowywanie tym idyny w DNA m itochondriów  zwierzęcych nie 
jest równoległe do podziałów kom órkow ych (6) jak w przypadku DNA 
jądrowego. U Physarum  polycephalum  DNA w ew nątrz m itochondriów 
syn tetyzu je  się w  fazie G2, podczas gdy DNA jądrow y jest całkowicie 
syntetyzow any w  fazie S, w ciągu 2— 3 pierw szych godzin in terfazy  (44). 
Synteza DNA w m itochondriach Tetrahym ena pyrijormis  odbywa się 
w fazie Gi i G2 (109, 134).

3. Okres połowicznego rozpadu biologicznego, m ierzony przez retencję 
tym idyny, wynosi d la DNA m itochondriów  zwierzęcych około 9 dni, nato
m iast dla DNA jąder przew yższa 100 dni (6).

Ciekawe są prace (1) nad nisko spolim eryzow anym  DNA, bardzo silnie 
związanym  z cytochrom em  b2 u drożdży. W iązanie to jest tak  silne, że 
cały kom pleks ten  krysta lizu je , a jeżeli DNA zostanie zniszczony trzu s t
kową DN-azą, to cytochrom u b2 nie można w ykrystalizow ać. S y m o n s  
(158) badał trw ałość połączeń tego DNA z  flaw ohem oproteidem  i sugeruje 
obecność słabych wiązań, gdyż ulegają one rozerw aniu przy eluow aniu 
z DEAE-celulozy  liniowym  gradientem  NaCl (pH  7), a częściowo i przy 
w irow aniu w gradiencie gęstości sacharozy. Ten DNA różni się drastycz
nie składem  nukleotydow ym  od całkowitego DNA drożdży. Jest on dw u- 
łańcuchowy a jego m asa cząsteczkowa wynosi około 100 000. Jest to DNA
o najniższej masie cząsteczkowej z dotąd poznanych, znacznie niższej od 
wartości dla „małego” jednołańcuchowego DNA faga <&X 174 (1,7X106) 
(148), jeżeli nie brać pod uwagę wzm ianki o DNA z kiełków  żyta o masie 
cząsteczkowej 200—300 tysięcy (136). Nisko spolim eryzow any DNA 
z drożdży jest prawdopodobnie heterogenny i może służyć jako „prim er” 
dla polim erazy DNA z E. coli (67). A p p l e b y  i M o r t o n  (2) sugerują 
iż jest on w jakiś sposób związany z syntezą cytochrom u b2.

Zawartość DNA wszystkich m itochondriów  kom órki (w większości 
tkanek) wynosi średnio 1X 10-16 g, a więc jest w przybliżeniu równa 
zawartości DNA przypadającej na jeden chloroplast (103). Sum aryczna 
ilość inform acji genetycznej „niesionej” przez m itochondria stanow iłaby 
zatem  0,5 do 1% inform acji genetycznej jądra  (patrz także (64)). Biorąc 
pod uwagę, że DNA m itochondriów  syn tetyzu je  się dużo szybciej niż 
jądrow y oraz zakładając, że większa część łańcucha jest niezablokowana, 
nie można pominąć jego udziału w przekazyw aniu inform acji genetycznej.
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Być może w ystarcza on do kierow ania autonom iczną syntezą przynajm niej 
części składników  łańcucha oddechowego (66, 100).

U. Kwas rybonukleinowy mitochondriów

Obecność RNA w m itochondriach sugerow ał C 1 a u d e (28) w 1946 
roku. H o g e b o o m  i S c h n e i d e r  (61) w artyku le  przeglądow ym  
z 1951 roku podali, że m itochondria zaw ierają 18,4 i^g P-RNA na m iligram  
azotu białkowego, co stanow i 16,8% P-RNA pełnego hem ogenatu. Próby 
usunięcia tego RNA przez pow tórną sedym entację m itochondriów  nie 
daw ały rezultatów  (43), rosła natom iast ilość doniesień o obecności RNA 
w tych organellach. RNA we frakcji m itochondrialnej stw ierdzili między 
innym i S i e k e w i t z  i W a t s o n  (142) oraz R e n d i  i wsp. (121), 
a M c L e a n  i wsp. (98) znaleźli 10 ng RNA na mg białka m itochondriów. 
R u t m a n i wsp. (131) stw ierdzili, że w czasie kancerogenezy u szczurów 
m aleje zaw artość RNA i białka we frakcji m itochondrialnej, osiągając 
najniższe w artości dla dojrzałej hepatom y.

R i c h t e r  (122) zaobserwował, że przy eksperym entalnym  zatruciu  
CC14 m yszy zawartość RNA we frakcji m itochondrialnej w ątroby  m aleje 
z 4,47% do 2,1% RNA pełnego hom ogenatu. Obniżenie zaw artości RNA 
(z 15,6 do 10% RNA hom ogenatu) w ystępowało również we frakcji, 
k tó rą  sądząc z szybkości sedym entacji, można uważać zgodnie z danym i 
szkoły D e D u v e (37) za tak  zwane lekkie m itochondria, to znaczy 
frakcję bogatą w  lizosomy (107). B o r k o w s k i  i wsp. (14) znaleźli RNA 
w m itochondriach z poszczególnych odcinków centralnego układu  nerw o
wego u szczurów. Zdaniem  S z a b a d a s z a  (159) ilość RNA m itochon- 
drialnego jest charakterystyczna dla poszczególnych rodzajów tkanek.

Z drugiej strony  N o  v i k o f  f (107) w 1961 roku próbow ał zebrać do
wody, iż większość (jeżeli nie cały) RNA m itochondriów  pochodzi z zanie
czyszczeń mikrosomami. W edług jego w łasnych badań przem yw anie m ito
chondriów z  w ątroby zm niejsza tak  ilość RNA, jak  i aktyw ność esterazy, 
przyjętej za w skaźnik obecności mikrosomów. C ytuje on również innych 
autorów  (99, 113, 130), k tórzy badając absorpcję św iatła ultrafioletow ego 
i powinowactwo m itochondriów  do barw ników  zasadowych doszli do 
wniosku, że stężenie RNA (jeżeli jest on wogóle) wynosić może zaledwie 
0,1%. B i r b e c k  i R e i d  (12) otrzym ali podfrakcję m itochondriów  za
w ierającą 8—9%RNA hom ogenatu, ale i tyleż procent aktyw ności glu- 
kozo-6-fosfatazy, a ponadto w  m ikroskopie elektronow ym  wykazano 
obecność granulek rybonukleoproteidow ych, co w skazuje na zanieczysz
czenie m ikrosomami. K u f f  i D a l t o n  (87) oznaczali w  m itochondriach 
pozbawionych tych  granulek  5%  całkowitego RNA. P  a i g e n (108) 
frakcjonując m itochondria zaobserwował, że zaw artość fosforu RNA 
(6—20 M-g P  na mg azotu) w zrasta odw rotnie proporcjonalnie do rozm iaru
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cząsteczek (167), mimo iż nie zmienia się aktyw ność oksydaz cytochro- 
mowej i bursztynianow ej, ani też fosfor lipidowy i białkowy. K u f  f 
i S c h n e i d e r  (86) stw ierdzili, że frakcja  m itochondriów najbogatsza 
w dehydrogenazę bursztynianow ą zawiera najm niej RNA.

M a r t i n  i M o r t o n  (95) badali m itochondria roślin i znaleźli 
w niepłukanych m itochondriach bulw ziem niaka 136—207 ia-g P-RNA na 
mg całkowitego azotu (w m ikrosom ach 198—243), a w płukanych m ito
chondriach łodyg buraka i kiełków żyta 6,8— 9,5 M-g P-RN A na mg N biał
kowego. Stw ierdzili też, że p łukanie m itochondriów  z siewek grochu 
obniża zawartość RNA z 27 do 10,5 (¿g P-RNA/m g N białkowego. K ontro
w ersy jna w ydaje się praca B r a n d a  i wsp. (13) k tó rzy  znaleźli u trzy 
dniowego em brionu kurzego 48,1°/» całego RNA kom órki w m itochon
driach, 40°/o w jądrach, a tylko 3,3'% w m ikrosom ach. Być może przy
czyną takich w yników  było w stępne w irow anie m itochondriów przy 
znacznej sile odśrodkowej (30 000 g, 10 m inut).

W yniki badań wielu autorów  w skazują jednak, że RNA we frakcji 
m itochondrialnej nie pochodzi z zanieczyszczeń mikrosomami. S taranne 
frakcjonow anie hom ogenatów  kom órek nie prow adzi do uzyskania m ito
chondriów w olnych od RNA (117). Obecność RNA stw ierdzono w m ito
chondriach w ielokrotnie przem ytych (127), oczyszczonych za pomocą 
w irow ania w gradiencie gęstości sacharozy (35) lub flo tacji w urografinie 
(138, 172). W m itochondriach inkubow anych z rybonukleazą trzustkow ą 
również znaleziono RNA (82, 115), co w ynika zapewne stąd, że enzym ten  
nie jest w stanie dotrzeć do su b stra tu  znajdującego się w ew nątrz organelli 
(71, 83, 124).

Inną grupą dowodów na to, że RNA jest in tegralną  częścią m ito
chondriów stanow i stw ierdzenie jego obecności we fragm entach  subm ito- 
chondrialnych. Już w 1957 roku  H a r e l  i wsp. (57) wykazali, że jeśli 
m itochondria w ątroby szczura zamrożone i następnie rozm rożone wirować 
przez 30 m inut p rzy  40 000 g, to  w supernatancie nie ma ani RNA, ani 
lipidów, natom iast osad zaw ierający RNA w ykazuje obecność fosfolipidów 
i dehydrogenazy bursztynianow ej. R o o d  y  n i wsp. (123) rozbijali pięcio
krotnie przem yte m itochondria w ątroby szczura Tritonem  X-100 i stw ier
dzili, że frakcja  o trzym ana przez 1-godzinne w irow anie przy 105 000 g 
zaw ierająca najw ięcej RNA i fosfolipidów, w ykazuje też najw iększą 
aktyw ność oksydazy bursztynianow ej. Stosunek RNA do białka i fosfoli
pidów w osadzie wynosił 5 : 100 : 32, co nie odpowiada składowi ani pełnej 
frakcji m ikrosomowej ani rybosom ów cytoplazm atycznych. Podobne 
obserwacje poczynił K r o o n  (80, 85) dla fragm entów  uzyskanych przez 
działanie digitoniny z m itochondriów  serca wołu uprzednio inkubow a
nych z RN-azą W yniki te  są zgodne z obserw acją S c h a t z a (138), że 
frakcja  m itochondriów  oczyszczana przez flo tację w urografin ie wzbogaca 
się zarów no w  kw asy nukleinow e jak  i w enzym y m itochondrialne.

Spraw a heterogenności RNA w m itochondriach, w ystępow ania w nich
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rybosomów i ich odrębności w stosunku do rybosomów cytoplazm atycz- 
nych jest sporna. W 1959 R e n d i (120) sugerował, że m itochondria zawie
ra ją  rybosom y, ale s tru k tu r  tych  nie dostrzeżono za pomocą m ikroskopii 
elektronow ej (142). K r  o o n (84) próbował uzyskać wysokospolim eryzo- 
w any RNA z m itochondriów  m etodą fenolową dodając siarczanu dodecylu 
i bentonitu  (inhibitora RN-azy). W tem peraturze 0 do 5 stopni większość 
RNA uległa ekstrakcji, przy czym jego stała sedym entacji była podobna 
do w artości dla rozpuszczalnego RNA z cytoplazm y (4S), a nie znaleziono 
typow ych RNA rybosom owych o 16S i 23S. R o o d y n (129) również 
tw ierdzi, że w m itochondriach nie daje się w ykryć ani rybosomów, ani 
polisom ów. Jego zdaniem  większość RNA ekstrahu je  się z trudem  i jest 
związana z błonam i m itochondriów, natom iast poziom rozpuszczalnego 
RNA jest bardzo niski (do 1 M-g/mg białka). T r u m a n  i K o r n e r  (162) 
działając dezoksycholanem  na oczyszczone m itochondria otrzym ali zawie
rające do 15°/o RNA fragm enty  o stałej sedym entacji 77S (obok m ałych 
ilości cząsteczek 120S i 45«S). W yodrębniony z nich RNA charakteryzow ał 
się sta łą  sedym entacji 8,39, a więc pośrednią m iędzy w artościam i dla roz
puszczalnego i rybosomowego RNA. T r u m a n  (166) frakcjonując m ito 
chondria różnym i stężeniam i etanolu otrzym ał cząstki wzbogacone 
w RNA, fosfolipidy, oksydazę bursztynianow ą i NADH2-dehydrogenazę, 
przy czym, w przeciw ieństw ie do rybosomów, trw ałość tych  fragm entów  
nie zależała od stężenia jonów m agnezu. W i n t e r s b e r g e r  i T u p p y  
(173) stosując m etodę fenolow o-detergentow ą H i a t t a  (60), uzyskali 
z m itochondriów  drożdży RNA składający się z trzech frakc ji 4S, 16S 
i 23S, co potw ierdzałoby sugestie R e n d i e g o  (120) o istn ien iu  w m ito
chondriach w szystkich frakcji RNA niezbędnych do biosyntezy białka. 
Jednakże RNA 4S z m itochondriów w porów naniu z cytoplazm atycznym  
miał znikom ą zdolność do łączenia się z am inokwasam i. O statnio 
w oczyszczonych m itochondriach preinkubow anych z RN -azą i, w edług 
danych m ikroskopii elektronow ej wolnych od mikrosomów, R ą b i n o -  
w i t z i wsp. (115) stw ierdzili obecność rybosomów. M iały one identyczną 
stałą sedym entacji i skład nukleotydow y RNA jak rybosom y cytoplaz- 
m atyczne i były  aktyw ne w  procesie biosyntezy białka. Również E 1 a e v
(42) znalazł rybosom y w  oczyszczonych m itochondriach serca w ołu 
i szczura. Z m itochondriów tych zhomogenizowanych w 1,25— l,5fl/o> dezo- 
ksycholanie sodu przy stężeniu m agnezu 0,01M uzyskał on przez w iro
wanie przy 110 000 g przez 1,5 godziny w tym  sam ym  m edium  cząstki
0 stałej sedym entacji 83S  i 63S, zaw ierające około 35—40%  RNA. Drogą 
wirowania przez 3 godziny przy 135 000 g uzyskał cząstki o stałej sedy
m entacji 46S, k tó re  przez pow tórne w irow anie oczyścił częściowo od osa
dzających się razem  białek balastowych. Zdaniem  Elaeva rybosom y m ito- 
chondrialne m ają stałą  sedym entacji 83S i sk ładają się z podjednostek 63S
1 46S, natom iast frakcja  błon m itochondriów  zawiera jedynie 4% RNA 
tych organelli i nie ma nic wspólnego z ich rybosonam i. E laev stw ierdził,
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że 80—90% całego RNA m itochondriów przypada na rybosom y m ito- 
chondrialne, a reszta — na niskospolim eryzow any RNA, być może o w łas
nościach RNA przenoszącego. Rybosomy w m itochondriach stanow ią 
1— 1,4%, we frakc ji m ikrosomów zaś 18 do 32% suchej masy.

Na tem at składu nukleotydowego RNA m itochondrialnego nie wiele 
wiadomo. Z daw niejszych danych, dotyczących składu nukleotydowego 
RNA izolowanego m etodą Schm idta—Tannhausera z m itochondriów  nie- 
oczyszczonych wspom nieć można w yniki C r o s b i e g o  (32), k tó ry  
tw ierdził, że skład nukleotydow y RNA frakcji m itochondrialnej zasad
niczo nie różni się RNA mikrosomów oraz E l  s o n a  i C h a r g a f f a
(43), k tórzy zanotow ali pewne różnice w składzie nukleotydow ym . Z now
szych prac wym ienić należy badania B o r k o w s k i e g o  (15) nad RNA 
m itochondriów z centralnego układu nerwowego szczura. Skład nukleoty
dowy RNA m itochondriów  pochodzących z różnych odcinków tego układu 
był praw ie jednakow y i dla RNA kory  mózgowej przedstaw iał się nastę
pująco: kwas cytydylow y 36,6%, adenylow y 14,9%, guanylow y 28,1%, 
urydylow y 20,4%. Stosunek pu ryn  do pirym idyn w ahający się od 0,8 do
0,9 z w ybitną przew agą typu  GC i kolejność nukleotydów  w edług m ale
jącego udziału (C G U A) w skazują na podobieństwo tego RNA do RNA 
rybosomów z tym , że cechuje go szczególnie niska zawartość kw asu ade- 
nylowego.

Wiele przem aw ia za tym , że RNA m itochondrialny jest syntetyzow any 
in situ  na m atrycy  m itochondrialnego DNA. Z obserw acji S c h n e i 
d e r a  (140), że w m itochondriach, inkubow anych in vitro  wobec jąder, 
znakow anych in vivo  kwasem  6-14C orotowym, odnaleźć można tylko 
bardzo mało radioaktyw nego RNA, w ynikałoby iż RNA, zsyntetyzow any 
w jądrze, nie w nika do s tru k tu r  m itochondrialnych. Szybkie w budow y
wanie znakow anych prekursorów  w RNA m itochondriów, ham ow ane 
przez aktynom ycynę, zaobserwowano u Neurospora crassa (92) u drożdży 
i w  w ątrobie szczura (172), a także w innych kom órkach ssaków (105). 
W i n t e r s b e r g e r  (172) w ykazał, że wbudow yw anie try tow anej u ry - 
dyny in vitro do m itochondriów  w ątroby  szczura jest ham ow ane przez 
aktynom ycynę D, co w skazuje na w ystępow anie w tych  organellach 
zależnej od DNA polim erazy RNA (174). Donosi on też (174) o wbudow y
w aniu irytow anego ATP i UTP do m itochondriów  drożdży in vitro. 
Szybkie wbudow ywanie prekursorów , proporcjonalne do ilości białka 
m itochondrialnego i czasu, uw arunkow ane było obecnością wszystkich 
czterech 5’-nukleozydotrójfosforanów  oraz jonów magnezu, a obecność 
ATP i układu regenerującego ATP wzm agała wbudowywanie. Natom iast 
R o o d y n (129) sugeruje, że ilość mRNA, jeżeli w ogóle jest on w m ito
chondriach, jest znikomo m ała i m askow ana przez pozostałe frakcje  RNA. 
S tym ulując horm onem  tarczycy  wbudow ywanie am inokwasów do białka 
w m itochondriach nie stw ierdził on jakichkolw iek zmian w zawartości 
RNA lub w jego absorpcji w ultrafiolecie w środow isku kw aśnym  i zasa
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dowym. Działanie tego horm onu sprow adza się do w pływ u na ilość mRNA 
poprzez stym ulację zależnej od DNA polim erazy RNA (115). Nie w ydaje 
się jednak, aby synteza mRNA m usiała pociągać za sobą tak ie  zm iany 
w obrazie całkowitego RNA jakich spodziewał się Roodyn. K r  o o n (84) 
również nie zdołał w ykryć mRNA, aczkolwiek wnioskuje on o jego obec
ności z dowodów pośrednich, zw iązanych z biosyntezą białka. Zdaniem  
L u c k a  i R e i c h a  (92) biosynteza RNA, śledzona przez w budow yw anie 
irytow anego GMP, nie zależy od RN -azy i DN-azy i osiąga m aksim um  
już po 5 m inutach. Trudno jest wobec tego zrozumieć liniową zależność 
wbudow ywania aminokwasów od czasu, u trzym ującą się przez 1— 3 godzin 
in vitro, jeżeli by synteza białka w  m itochondriach w ym agała nie trw a 
łego mRNA ale mRNA ciągle pow stającego na m atrycy  DNA. Tym czasem  
za tą  drugą ew entualnością przem aw ia ham ow anie przez aktynom ycynę 
biosyntezy nie tylko RNA ale i białka.

W edług N e u b e r t a  i wsp. (105) zależna od DNA polim eraza RNA 
m itochondrialna różni się tym  od jądrow ej, że ma niższą stałą  M ichaelisa 
w stosunku do substratów  i znajduje się w ew nątrz bariery  przepuszczal
ności m itochondriów. W budowuje ona w łańcuch RNA (a nie na jego 
końcu) tylko 5’-tró jfosforany  nukleozydów, przy czym m uszą być obecne 
pochodne wszystkich czterech zasad. Reakcja ham ow ana jest przez 
aktynom ycyny C i D, cinerubinę A, proflaw inę, akryflaw inę i pirofos- 
foran. A ktynom ycyna C in vivo  ham uje tylko jądrow ą polim erazę RNA, 
a cyklofosfoam id przy k ró tk im  czasie działania ham uje tylko zależną od 
DNA polim erazę RNA m itochondriów. Zdaniem  N e u b e r t a  (154) 
rozdział na frakcje  w  gradiencie sacharozy jak  i rozłożenie rad ioak tyw 
ności w tych frakcjach  są inne dla m itochondrialnego RNA (izolowanego 
m etodą fenolow o-detergentow ą (139)) niż dla RNA rybosomowego i cyto- 
plazmatycznego. Synteza RNA o wysokiej aktyw ności właściwej, uzależ
niona od DNA czystych m itochondriów, i to RNA stym ulującego w budo
w yw anie aminokwasów do białka w układzie rybosomów (105), świadczy, 
iż ma on pewne właściwości mRNA.

Obserwacje, że m itochondrialny RNA hybrydyzuje  zarówno z DNA 
m itochondrialnym  jak i z DNA jądrow ym  (66), nie w yjaśnia, k tó ry  z nich 
służy jako m atryca, tym  bardziej, że na przykład rybosom owy RNA 
z cytoplazm y hepatom y hybrydyzuje  z DNA jąder zarówno hepatom y 
jak  i zdrowej w ątroby  (70). G i e o r g i e w  i wsp. (50a) wykazali, że 
aktynom ycyny C i D, podane w m ałych ilościach, blokują przede w szyst
kim  syntezę RNA typu  rybosomowego a nie typu  inform acyjnego, to też 
w obecności m ałych dawek aktynom ycyny syn tetyzu je  się głównie mRNA. 
S a m a r i n a  (135) zaś stw ierdziła, że in vivo  w m itochondriach w ątroby  
szczura skład nowopowstającego RNA zmienia się w  zależności od dawki 
aktynom ycyny i p rzy  m ałej dawce zwiększa się synteza RNA o składzie 
podobnym  do DNA jądrowego. M aksym alny udział tego RNA sięga 44°/o 
całego nowopowstającego RNA m itochondriów. Być może aktynom ycyna
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blokuje syntezę rybosomowego RNA m itochondriów  na m atrycy  ich DNA. 
M ożna tu  rozważać, że: a) część mRNA m itochondrialnego pochodzi 
z jądra , b) skład nukleotydow y odcinków DNA, na k tó rych  syn tetyzu je  
się mRNA w jąd rach  i m itochondriach jest tak i sam. Należałoby zatem  
porów nać skład nowopowstającego RNA w  m itochondriach ze składem  
m itochondrialnego DNA.

Pew ne dane w skazują na istn ienie w  m itochondriach m ałej ilości 
hyb rydu  DNA i RNA. W edług danych N a s s  i N a s s  (103) we frakcji 
DNA z m itochondriów  znajduje się praw ie ty le  RNA (0,53 !¿g/mg białka) 
co DNA (0,65 M-g/mg białka). Stanow i to około 6% całego RNA m ito
chondriów. Ten RNA jest oporny na alkalia, tylko w niew ielkim  stopniu 
uw alnia się pod w pływ em  RN-azy, czy DN-azy i daje nieco inną reakcję 
barw ną z cysteiną i H 2S 0 4 niż wzorcowy RNA. C h a t t e r j e e  i wsp. 
(25) stw ierdzili, że również w siewkach grochu nie można usunąć około 
5%  RNA z p reparatów  DNA działaniem  RN-azy.

W pływ horm onów na biosyntezę RNA m itochondrialnego jest bardzo 
mało zbadany. T a t a  i wsp. (161) stw ierdzili, że in vivo  tró jjodotyronina 
zwiększa o koło 40% znakowanie RNA m itochondrialnego kw asem  14C 
orotowym, jednakże aktyw ność właściwa tego szybko znakującego się 
RNA była około trzech  razy  niższa niż RNA rybosomów i supernatan tu , 
a blisko 100 razy niższa niż RNA jądrowego. W budowanie 32P  pod w pły
wem  tego horm onu zwiększa się o praw ie 100% w m itochondriach, ale 
w  innych frakcjach  (szczególnie w jądrach) wzrost ten  jest dużo wyższy. 
O statnio C i v e n i wsp. (27) stw ierdzili zwiększone w budow ywanie 14C 
u rydyny  do RNA skraw ków  jajn ika  królika pod w pływ em  horm onu 
luteinizującego, stym ulacja była jednak m niejsza w m itochondriach niż 
w  jądrach  i we frakcji „pom itochondrialnej”. L o w e i wsp. (89) zaobser
wowali, że duże daw ki kortyzonu powodują w m itochondriach szczura 
obok innych  zmian, całkow ity zanik RNA dającego się w ytrącić alkoholem 
(prawdopodobnie wysoko spolimeryzowanego). F e i g e l s o n  i wsp. (47) 
stw ierdzili w yraźny w zrost w łączania 32P do m itochondrialnego RNA pod 
w pływ em  m ałej pojedynczej daw ki kortyzonu. W zrost ten  był szybszy niż 
dla frakcji m ikrosomowej, a naw et jądrow ej. Po podaniu kortyzonu szyb
kość syntezy m itochondrialnego RNA była większa i w zrastała szybciej 
w w ątrobie regenerującej niż w  w ątrobie norm alnej. W edług daw niej
szych prac, między innym i S m e 11 i e (151), szybkość w łączania pre- 
kusorów  do m itochondrialnego RNA jest rów na lub naw et wyższa (76) od 
w artości dla RNA m ikrosomów, niższa niż dla RNA superna tan tu  cyto- 
plazm atycznego, a dużo niższa niż dla RNA jądrowego. Należy dodać, 
że według W e r k h e i s e r a  (171) m itochondria są nieprzepuszczalne dla 
nukleotydów . T a t a  i W i d n e l l  (161) doszli do wniosku, że w yniki 
badań nad wpływ em  horm onu w zrostu na w łączanie prekursorów  do RNA 
m itochondriów w ątroby u szczurów z usuniętą przysadką są niejedno
znaczne. Badania w ykonane w naszej pracow ni (4) w skazują, że horm on
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wzrostu działając przez bardzo kró tk i okres czasu wyw ołuje praw ie całko
w ite zaham owanie w łączania 32P-ortofosforanu do m itochondrialnego 
RNA, przy jednoczesnym  obniżeniu aktyw ności właściwej RNA jądro
wego do połowy. P rzy  dłuższym  działaniu horm onu zaobserwowano 
wzrost aktyw ności właściwej RNA m itochondrialnego. RNA w yodręb
niono m etodą fenolow o-detergentow ą (170) i oczyszczono z niskospolim e- 
ryzow anych związków fosforowych przez w ytrącenie cetavlonem  (116).

III. Biosynteza białka w mitochondriach

Już od roku 1950 wiedziano, że w  m itochondriach może zachodzić 
zużywająca ATP synteza związków m ających wiązanie peptydow e na 
przykład kw asu hippurow ego (88) i p-am ino-hippurow ego (77). W 1952 
roku S i e k i e v i t z  (141) doniósł o znikom ym  w łączaniu 14C -alaniny do 
izolowanych m itochondriów w ątroby. W m ieszaninie m itochondriów 
z m ikrosom am i włączanie było znacznie intensyw niejsze, a rodzaj czyn
ników ham ujących tę reakcję w skazywał, że m itochondria były  tu  przede 
wszystkim  (jeżeli nie jedynie) źródłem  energii niezbędnej do syntezy 
białka w mikrosomach.

W edług K e l l e r a  i wsp. (75) w łączanie 14C -leucyny do m ito
chondriów w ątroby  szczura in vivo  było o 25% niższe niż do frakcji 
mikrosomowej. Potw ierdzili to S i m p s o n  i wsp. (143), k tó rzy  zaobser
wowali jednak, że m itochondria m ięśni szczura in vivo  w łączały 14C-leu- 
cynę i fenyloalaninę niewiele słabiej niż mikrosomy. A utorzy ci podkreślili 
jednak możliwość niew ielkich zanieczyszczeń mikrosomami. M c L e a n  
i S i m p s o n  (97) donieśli, że wbudow yw anie aminokwasów do izolo
wanych m itochondriów  jest niew rażliw e na działanie RN-azy. Pracę 
S i m p s o n a  i wsp. (144) o w łączaniu in vitro  leucyny do białek m ito
chondriów z m ięśni można uważać za początek w łaściw ych badań nad 
biosyntezą białka w tych  organellach. W badanym  układzie w łączanie 14C 
leucyny do m itochondriów osiągało 20% w artości dla frakcji m ikroso
mowej. Inkubacja nieznakow anych m itochondriów  z m ikrosom am i zna
kowanym i uprzednio 14C am inokwasam i nie prow adziła do pojaw ienia się 
piętna w m itochondriach, co wskazywało, że znakowane białka, zsynte- 
tyzowane na podłożu rybosomów nie są przenoszone do m itochondriów. 
Jest to sprzeczne z poglądam i P  e n n a (111, 112) o katabolizow aniu przez 
m itochondria egzogennej album iny surow icy bez udziału frakcji m ikro- 
somów, przy  czym pow stające ak tyw ne pośredniki (peptydy?) mogą być 
używane do syntezy białka w m itochondriach. Jak  wiadomo jednak (37) 
katepsyna, powodująca rozkład białek, w ystępuje nie w  m itochondriach, 
lecz w  lizosomach, k tóre zapewne znajdow ały się we frakc ji m itochon- 
drialnej badanej przez P  e n n a (112). S i m p s o n  i wsp. (144) zaobser
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wowali ponadto, że rybonukleaza, k tó ra  całkowicie ham uje włączanie 
aminokwasów do białka m ikrosomów, w m itochondriach nie tylko nie 
ham uje, lecz naw et stym ulu je  ten proces. W roku 1958 F r a z e r  i G u t -  
f r  e u n d (48) stw ierdzili, że szybkość w łączania aminokwasów do frakcji 
m itochondrialnej i m ikrosomowej gruczołu mlecznego była jednakowa.

W yniki badań nad m itochondriam i zależą w  dużej m ierze od doboru 
m ateria łu . Na przykład w w ątrobie szczura włączanie aminokwasów do 
białka w  m ikrosomach, determ inow ane przez DNA chromosomów, domi
nuje, nad układem  m itochondrialnym . Dogodniejsze są mięśnie, gdzie 
siateczka endoplazm atyczna nie jest tak  rozbudow ana, a ilość RNA 
i aktyw ność enzymów utleniających są w przeliczeniu na białko sarko- 
somów większe niż w w ątrobie (65).

P race nad w łączaniem  aminokwasów in vitro  do m itochondriów  zwie
rzęcych kontynuow ali T r u m a n  i K o r n e r  (79, 162, 163, 164, 165, 166), 
zespół z laboratorium  Mill H ill w Anglii (2, 123, 124, 125, 126, 127), R e i s 
i wsp. (118, 119) S u t t i e  (156), a później F r e e m a n  i T a t a  (49,50, 
128), zespół S i m p s o n a i (7, 8, 9, 31, 71, 72, 73, 74, 98, 145), G r e e n -  
g a r d  i C a m p b e l l  (53, 54, 55), R e n d i  (120, 121), F e i g e l s o n  
(46), a ostatnio, bardzo aktyw nie, badacz holenderski K r o o n  (80, 81,
82, 83, 84, 85).

W budowywanie aminokwasów do m itochondriów roślin wyższych 
stw ierdził w roku 1954 W e b s t e r  (168), ale właściwe badania zapocząt
kowali w 1961 roku  D a s i R o y (33), wykazując, że m itochondria siewek 
grochu aktyw niej niż m ikrosom y włączają kwas glutam inowy. Zagad
nienia te badano u roślin (110, 149), pierw otniaków  (93) oraz drożdży 
(29, 58). Obecnie w ybijają  się na p lan  pierw szy prace grupy Roodyna 
oraz Kroona nad m itochondriam i kom órek zwierzęcych oraz badaczy 
hinduskich ( C h a t e r j e e ,  D a s  i R o y  <25, 33, 34, 35)) nad m ito
chondriam i roślin. Badania nad problem em  rybosomów m itochondrial- 
nych prowadzą ośrodek R a b i n o w i t z a  w USA (115) oraz radziecki 
badacz E l a e v  (41, 42), k tó ry  w stępne prace z tej dziedziny wykonał 
w laboratorium  Sorm a w Pradze.

W ykazano, że w łączanie aminokwasów zachodzi istotnie w m itochon
driach, a nie w zanieczyszczających je m ikrosom ach (98, 118, 124, 163), że 
wbudow yw ane am inokwasy tw orzą w iązania peptydow e (98, 124, 126) oraz 
że proces wbudow ywania w  m itochondria w odróżnieniu od m ikro
somów (146) nie w ym aga sRNA, ani frakcji enzymów pH 5 z supernatan tu  
cytoplazm atycznego i nie jest ham ow any przez RN-azę. Dalsze badania 
podkreślały rolę m itochondrialnego RNA w tym  procesie, a R e n d i  
(120) po w ykryciu  m itochondrialnych fragm entów , bogatych w RNA, 
wręcz nazwał je rybosom am i m itochondrialnym i.

Pew ne załam anie się tych poglądów, co podkreślił R o o d y n (129) na 
sym pozjum  w Bari nastąpiło w  związku z zagadnieniem  roli tej syntezy 
w komórce. Po doniesieniach (7, 8, 9) o w łączaniu znakow anych am ino
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kwasów do charakterystycznego białka łańcucha oddechowego — cyto
chrom u c, nastąpiły  dalsze w ykazujące, że ani cytochrom  c (126, 145), 
ani dehydrogenaza jabłczanowa i katalaza (126) nie ulegają znakowaniu. 
Pow stało więc pytanie, jakie znaczenie może mieć biosynteza białka 
w m itochondriach zwłaszcza, gdy R o o d y n  (124, 126) stw ierdził, że 
am inokw asy wbudow ywane są przede wszystkim  do nierozpuszczalnych 
lipoproteidów błon m itochondrialnych. Powszechność zjaw iska wbudo
w yw ania am inokwasów do m itochondriów  zwierzęcych i roślinnych (128) 
nie ulega jednak wątpliwości.

O statnio bada się biosyntezę białka w m itochondriach z punk tu  
widzenia: 1) w pływ u fosforylacji oksydacyjnej, 2) udziału m itochondrial
nych RNA, 3) w pływ u substratów  u tlen iających  się, 4) w pływ u horm onów 
tarczycy i przysadki, 5) odrębności i m echanizm u działania tej syntezy 
oraz 6) jej lokalizacji we frakcjach  subm itochondrialnych.

W yjaśnienia wym aga też spraw a, czy biosynteza białka w m itochon
d riach  nie jest w ynikiem  zanieczyszczeń bakteriam i z zew nątrz lub 
w ew nątrz tych organelli, na co zwrócili uwagę badacze szwedzcy (137, 
175), k tórzy wręcz negują istnienie syntezy białka w  stery ln ie  o trzym a
nych m itochondriach i podkreślają podobieństwo m iędzy syntezą białka 
w m itochondriach i rybosom ach bak tery jnych  (wpływ chloram fenikolu).

Schem at m echanizm u syntezy białka w m itochondriach nie jest znany, 
toteż można jedynie opisywać go na podstaw ie w pływ u różnych czyn
ników na proces syntezy.

Nukleazy.  RN-azy i DN-azy nie w pływ ają, lub naw et słabo stym u
lu ją  biosyntezę białka w m itochondriach (34, 54, 73, 125, 144, 145, 164). 
T r u m a n  i K o r n e r  (163) donoszą o znacznej stym ulacji w budow y
w ania 'am inokw asów  w m itochondriach w ątroby szczura przez preinku- 
bowanie z RN-azą. Inn i autorzy obserwowali niew ielką stym ulację (54, 
98), przy  czym jeśli m itochondria inkubow ano bez soku kom órkowego 
RN-aza stym ulowała, natom iast z jego dodatkiem  — ham ow ała w budo
wyw anie am inokwasów (54). R o o d y n  i wsp. (124) nie zauw ażyli w pły
wu RN-azy na ten proces mimo, iż degradow ała ona część m itochondrial- 
nego RNA. W ocenie w pływ u rybonukleazy na biosyntezę białka we frag 
m entach m itochondrialnych obserw ujem y pewne rozbieżności. K r  o o n 
nie zaobserwował w pływ u RN-azy (nawet w dość dużym  stężeniu) na 
wbudow ywanie aminokwasów do białka przez fragm enty  uzyskane z m ito
chondriów przez działanie digitoniną (85) lub u ltradźw iękam i (81). N ato
m iast R e n d i (120) doniósł o ham ow aniu przez RN-azę tego procesu 
w cząstkach subm itochondrialnych uzyskanych przez działanie lubrolu 
i dezoksycholanu. Podobne działanie zaobserwowali K a l f  i S i m p s o n  
(71) dla rozpuszczalnego układu z m itochondriów  serca wołu. DN-aza nie 
w pływ a na biosyntezę białka w m itochondriach (73, 85).

Antyb io tyk i .  A ktynom ycyna D ham uje włączanie am inokwasów do 
białka m itochondrialnego in vitro. K r o n  (80, 85) doniósł, że naw et
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w stężeniu 80 ixg na ml ham uje ona najw yżej w 50% ten proces m ito
chondriach serca w ołu i w ątroby  szczura i ich fragm entach  uzyskanych 
przez działanie digitoniną. K a 1 f (74) natom iast stw ierdził przy  takim  
stężeniu zaham ow anie 25°/o w łączania (fenyloalaniny), a przy stężeniu 
150 n-g na ml — 80%  (proliny i leucyny). W łączanie aminokwasów do 
sarkosom ów m uchy domowej jest ham ow ane w 50% przez dużo m niejsze 
stężenia (10 ^g na ml) ak tynom ycyny D, k tó ra  ham uje również biosyntezę 
białka w m itochondriach tarczycy owcy (147) i roślin (25, 35).

Chloram fenikol całkowicie ham uje wbudow ywanie am inokwasów do 
białka n ietkn iętych  m itochondriów  zwierzęcych i ich fragm entów  (73, 81,
83, 85, 120), a także do m itochondriów  roślin (34, 35) i pierw otniaków  (93). 
Jednakże T r u m a n  i K o r n e r  (163) podali że chlorom fenikol w  stę
żeniu 18 ixg na ml nie ham uje tego procesu w m itochondriach w ątroby 
szczura, co uznali za dowód, że włączania aminokwasów nie powodują 
bakterie, ponieważ synteza białka w rybosom ach bak tery jnych  jest w ra
żliwa na chloram fenikol. M a g e r  (93) stw ierdził u Tetrahym ena pyri-  
jormis, że w  obecności chloram fenikolu leucyna jest wbudow ywana do 
związków, k tó re  ekstrahu ją  się kwasem  trójchlorooctow ym  na gorąco 
(wg Schneidera). Być może w m itochondriach pierw otniaków  antybio tyk  
ten nie ham uje in vitro  biosyntezy białek zasadowych towarzyszących 
frakcji kwasów nukleinow ych. C hlorotetracyklina daje ten  sam efekt co 
chloram fenikol (93).

P urom ycyna w stężeniu 100 ng/m l ham uje o około 50% wbudow ywa
nie am inokwasów do n ietkn ię tych  m itochondriów  (82) z serca wołu 
i w ątroby szczura i do fragm entów  subm itochondrialnych uzyskanych 
działaniem  digitoniny (85). N atom iast w kom órkach roślinnych purom y
cyna nie ma żadnego wpływ u, naw et w pięciokrotnie wyższym stężeniu 
(25).

Penicylina nie ma żadnego w pływ u na w budow yw anie aminokwasów 
do białek m itochondrialnych (35, 73, 83, 124, 163).

S treptom ycyna nie ma żadnego w pływ u na biosyntezę białek w m ito
chondriach zw ierzęcych in vitro  (73, 124). N atom iast w m itochondriach 
grochu siarczan strep tom ycyny znacznie ham uje w budow ywanie am ino
kwasów do białka, a także łączenie się am inokwasów z m itochondrialnym  
RNA, z k tó rym  tw orzy kom pleks (34).

M itom ycyna C ham uje o praw ie 80°/o wbudow yw anie am inokwasów 
do białka m itochondriów  roślinnych (25). W arto też dodać, że akryflaw ina, 
która jak  wykazał N e u b e r t  i wsp. (105) jest inhibitorem  m itochon- 
drialnej polim erazy RNA zależnej od DNA, a jednocześnie silnie ham uje 
adaptację anaerobow ych drożdży do w arunków  tlenow ych, ham uje też 
w tych kom órkach in vivo  biosyntezę cytochrom ów a i b, nie w pływ a 
natom iast na biosyntezę cytochrom u c (159).

Składniki środowiska potrzebne dla syn tezy  białka mitochondrialnego  
in vitro. R o o d y n (127, 129) za niezbędne uważa jedynie fosforan, jony
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Mg2+ i AMP, przy czym wpływ  tych  czynników ma swoje optim um  przy 
odpowiednim ich stężeniu. Zaobserwował on brak  w pływ u m erkaptoeta- 
nolu, album iny surow icy wołu, cytochrom u c oraz nukleozydotrójfosfo- 
ranów, bardzo niew ielki w pływ  am idu kwasu nikotynowego (124) oraz 
stym ulujące działanie EDTA, k tóre jest mało pow tarzalne. Nie stw ierdził 
również konieczności dodawania NAD prawdopodobnie z uwagi na obec
ność endogennego NAD (127).

W edług K r  o o n a (82) pominięcie jonów Mg2+, KC1 lub kom pletu 
aminokwasów obniża w budow yw anie 14C leucyny o 40 do 50%, brak  
fosforanu w yw ołuje obniżenie tylko o około 10°/o, a brak  ADP nie m a 
wpływu.

K a 1 f (37) stw ierdził dla sarkosomów szczura, że pom inięcie kom pletu 
L-aminokwasów ham uje w budow ywanie w 20%, natom iast jony Ca2+ — 
praw ie w 60%, brak NAD praktycznie nie ma wpływu. ADP w obecności 
a-ketoglu taranu  jako źródła energii może być zastąpiony przez AMP, 
ale nie przez ATP. T r u m a n  i K o r n e r  (163) potw ierdzili ham ujące 
działanie jonów Ca2+ i zauważyli, że w arunkiem  m aksym alnego włączania 
aminokwasów jest 9-krotnie wyższe stężenie jonów K + niż jonów N a+, że 
ze wszystkich nukleotydów  adeninow ych najw iększą stym ulację przy 
optym alnym  stężeniu jonów Mg2+ w yw ołuje AMP, a jony Mg2+ działają  
ham ująco w obecności ATP, a stym ulująco w obecności AMP. K r  o o n 
(85) zaobserwował, że dodatek UTP, GTP i CTP nie w pływ a na w budo
w yw anie aminokwasów do m itochondriów serca wołu i w ątroby  szczura, 
natom iast w sarkosom ach m uchy domowej ma on niew ielkie, ale pow ta
rzalne działanie stym ulujące. M a g e r  (93) u Tetrahym ena pyriformis  
stw ierdził zaham owanie o około 75% przy pom inięciu w szystkich czterech 
nukleozydotrójfosforanów , a T r u m a n  i wsp. (164) w m itochondriach 
zwierzęcych — działanie stym ulujące GTP i brak w pływ u CTP i UTP.

Pobudzający w pływ  album iny surowiczej jest najw iększy (do 80% 
stym ulacji), jeśli bada się świeże m itochondria, dla m itochondriów  prein - 
kubow anych w 37°C przez 30 m inut jest on daleko m niejszy, a nie 
obserw uje się go wcale dla m itochondriów przechow yw anych w 0°C (163).

Nieco inaczej zachow ują się m itochondria z siewek grochu. Usunięcie 
jonów Mg2+ lub ATP nie m a żadnego wpływu, podczas gdy usunięcie 
kom pletu aminokwasów w yw ołuje naw et stym ulację o 25%. Jeżeli m ito
chondria uprzednio dializowano, wówczas usunięcie kom pletu am ino
kwasów, ATP i jonów Mg2+ ham uje biosyntezę białka o 12—30%. O pty
m alny układ stosowany przez tych  badaczy odznacza się wysokim  stęże
niem  sacharozy (0,4M) a także białka m itochondrialnego (do 16 mg 
białka/m l).

Ogólne warunki  biosyntezy in vitro  zwłaszcza tem pera tu ra , pH  i s tę 
żenie białka m itochondrialnego w  większości prac było podobne, stoso
wano natom iast dość różne czasy inkubacji i stężenia am inokwasów. 
W edług R o o d y  n a  (127) na szybkość biosyntezy białka in vitro m ają
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w pływ  naw et takie czynniki jak k sz ta łt naczynia (127), wysokość słupa 
cieczy w  naczyniu oraz szybkość przepuszczania tlenu. Najlepsze rezul
ta ty  osiąga się w naczyniach płaskodennych, kiedy wysokość słupa cieczy 
nie przekracza 3 mm. R o o d y n (129) podaje, że optym alne pH  wynosi 
7,2, ale różnica pH  o 0,2 a naw et o 0,4 nie w yw iera praw ie żadnego 
wpływ u. Inni autorzy stosow ali jako optym alne pH  7,4 (73, 74, 82, 83, 84, 
93, 163) pH  7,0 (34, 81) lub pH  7,8 (53). T em peratura  w większości p rzy 
padków w ynosiła 37°C. Jednakże R o o d y n  (129) u trzym uje, że opty
m alna tem pera tu ra  wynosi 30°C i dodaje, że naw et w 15°C m itochondria 
zachow ują 75—85°/o aktyw ności. Zwiększenie stężenia białka m itochon
drialnego obniża w łączanie aminokwasów (73). Większość autorów  uważa 
za optym alne stężenie 4—6 mg białka na 1 ml., jednakże D a s i wsp. (35) 
stosują 16 mg na ml.

Do białka m itochondriów  w ybudow yw ane są jedynie L-aminokwasy, 
natom iast D-aminokwasy ham ują w łączanie L-aminokwasów. Zwrócili na 
to uwagę D a s i wsp. (34) w doświadczeniach z kwasem glutam inowym . 
Stosunki ilościowe dodaw anych aminokwasów różnie w pływ ają na w bu
dowywanie poszczególnych aminokwasów. Jeżeli zwiększy się ilość doda
w anej w aliny, ale ogólna ilość dodawanych am inokwasów pozostanie bez 
zmian, to  jej w łączanie nie zmieni się. Gdy natom iast zwiększy się ogólną 
ilość aminokwasów w m ieszaninie — przy stałej ilości w aliny — wówczas 
szybkość jej w budow yw ania w zrasta. Dla leucyny natom iast obserw uje 
się wzrost wbudow yw ania w raz ze w zrostem  jej ilości mimo stałej ogólnej 
ilości dodawanych aminokwasów (129). Tego rodzaju obserwacje skiero
w ały uwagę na endogenną pulę am inokwasów w m itochondriach. W edług 
badań D a s a i wsp. (35) zaw ierają one znaczne ilości wolnych am ino
kwasów, na przykład w m itochondriach siewek grochu znaleziono: kwasu 
glutaminowego — 30,1, arg in iny  — 15,3, alaniny — 15,7 tryp to fanu  — 
1,5 i m etioniny — 1,0 MM/mg białka.

C harakterystyczną dla układu biosyntetyzującego białka w m ito
chondriach in vitro jest jego trw ałość i możliwość działania przez dłuższy 
okres czasu w porów naniu z układem  mikrosomowym. W edług T r u -  
m a n a  i K o r n e r a  (163) wbudow ywanie 14C leucyny zwiększa się 
przez 1,5 godziny, po czym szybkość procesu ustala się. D a s  (33) obser
wował liniowość do 5 godzin, a naw et dłużej. K r  o o n (85) stw ierdził 
liniowy w zrost w łączania przez 3 godziny zarówno dla n ietkniętych  m ito
chondriów w ątroby szczura i serca wołu, jak  i dla fragm entów  uzyska
nych działaniem  digitoniny. B a t e s  i S i m p s o n  (7) otrzym ywali 
liniowy w zrost w łączania 14C w aliny do sarkosom ów wołu aż przez 12 go
dzin. R o o d y n  i wsp. (123) stw ierdzili, że po jednogodzinnej inkubacji 
pożądana jest zmiana środow iska i wówczas można zachować liniowy 
przebieg włączania w czasie przez 4 godziny.

W budowywanie am inokwasów do m itochondriów  jest sprzężone 
z oksydacyjną fosforylacją, k tó ra  w m iarę upływ u czasu sta je  się in vitro
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coraz m niej intensyw na, zatem  im dłużej trw a  preinkubacja  m itochon
driów z bursztynianem , jako „źródłem ” energii, tym  m niejsze jest potem  
wbudow ywanie aminokwasów (127).

W edług R o o d y  n a  (127) hom ogenizacja m itochondriów w hom oge- 
nizatorze nożowym, lub przez k ilkakro tne  zam rażanie i rozm rażanie, 
a także inkubacja m itochondriów z niejonowym  detergentem  Triton  X-100 
praw ie całkowicie ham ują biosyntezę białka. T r u m a n  i K o r n e r  (163) 
natom iast donoszą, że silna homogenizacja nie m a żadnego w pływ u na 
w budow ywanie aminokwasów. W ielokrotne przem ycie m itochondriów  nie 
w pływ a na poziom włączania aminokwasów, a naw et nieco go podwyższa 
(35, 163). Dializa m itochondriów  także lekko wzmaga ten  proces (35). 
Przechow yw anie m itochondriów przez 24 godziny w 0° nie powoduje 
żadnej s tra ty  aktyw ności w łączania am inokwasów (129).

Badając zakres sił odśrodkowych, przy  k tó rych  opadają cząstki m ito- 
chondrialne aktyw ne w procesie biosyntezy białka, R o o d y n (127) 
zaobserwował, że 50% aktyw ności przechodzi do osadu po 10 min. w iro 
w ania przy 4 000 g. N ajwiększą aktyw ność m ają cząstki opadające w ciągu 
10 min. przy 3 000 g, pew ną aktyw ność m ają też cząstki lżejsze (do 
20 000 g (35). R o o d y n (127) nie stw ierdził różnic w aktyw ności m ito
chondriów w ątroby w zależności od płci zwierząt. W ydaje się, że ak tyw 
ność m itochondriów  zw ierząt głodzonych przez 24 godziny jest m niejsza, 
ale w yniki te nie były pow tarzalne. Zdolność w łączania am inokwasów 
w  m itochondriach noworodków szczurzych była dwa razy  większa niż 
u dorosłych zwierząt, jednakże od 6 tygodni do jednego roku  życia w iek 
zwierzęcia nie ma już żadnego wpływu. Szybkość w budow yw ania am ino
kwasów w m itochondria w ątroby  była u k ijanki praw ie cztery razy 
wyższa niż u żaby.

Środki hamujące oddychanie i rozkojarzające fosforylację  w pływ ają 
w ybitnie ham ująco na włączanie aminokwasów do m itochondrialnego 
białka. S tw ierdzają to wszyscy badacze tego zagadnienia poczynając od 
S i m p s o n a  i w sp.(144). W ymienić tu  należy KCN, CO, azydek sodu, 
a ze środków rozkojarzających utlenianie substratów  od fosforylacji — 
dw unitrofenol, oligomycynę, arsenin sodu, a także antym ycynę, rotenon 
i dw ukum arol. W atm osferze azotu, czy też azotu z dw utlenkiem  węgla, 
w łączanie jest również praw ie całkowicie zaham owane. F ak ty  te w skazują 
na ścisły związek syntezy białka w m itochondriach z utlenianiem  i fosfo- 
ry lac ją  ADP. Znikomą zdolność ham ow ania ma oligom ycyna, k tóra jest 
silnym  inhibitorem  ATP-azy indukowanej przez dw unitrofenol. Oligo
m ycyna nie ma jednak żadnego w pływ u na ham ow anie w yw oływ ane przez 
2,4-dwunitrofenol, co wskazuje, że nie polega ono na indukow aniu 
aktyw ności ATP-azowej.

Środowiska stosowane w doświadczeniach nad biosyntezą białka w m ito
chondriach można podzielić w zależności od użytego źródła energii na dwa 
rodzaje. Jedne z nich zaw ierają jeden z substratów  u tlen ian ia  tkankow ego
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na przykład bursztynian , niezależnie od tego, czy jednocześnie stosuje się 
A TP i układ regeneru jący  ATP, czy też nie. W środow iskach drugiego 
rodzaju  jedynym  źródłem  energii jest endogenny ATP w obecności 
układu regenerującego; środowiska te stosowano w w arunkach beztleno
w ych (53, 54, 55) i tlenow ych (93), przy czym w tych ostatnich usunięcie 
układu regenerującego ATP zmniejszało włączanie aminokwasów o 90%.

W szelkie układy  w budow ujące am inokw asy bez dodania substra tu  
u tlen ian ia tkankow ego są m ało w ydajne, a jednocześnie znacznie m niej 
trw ałe, na p rzykład  w obecności fosfokreatyny i kreatynofosfokinazy 
oraz ATP bez dodatku bu rsz tyn ianu  stw ierdzono bardzo niew ielkie w łą
czanie aminokwasów, zachow ujące przebieg liniowy tylko przez 15 m inu t 
(163). Jako źródło energii dla  procesu wbudow yw ania aminokwasów może 
służyć zarówno bursztynian  jak  i glu tam inian (73, 163), k tó ry  jest jednak 
m niej w ydajny; w edług T r u m a n a  i K o r n e r a  (163) układ u tle 
niania glutam inianu jest bardziej podatny na zniszczenie podczas o trzy
m yw ania m itochondriów. Zredukow any NAD jest również mało w ydaj
nym  źródłem  energii dla tego procesu (73).

Rolę oksydacyjnej fosforylacji dla wbudow ywania am inokwasów 
w m itochondriach in vitro  podkreślali liczni autorzy (20, 38, 73, 85, 118). 
K r  o o n (85) stw ierdził, że w arunk i optym alne dla przebiegu procesu 
oksydacyjnej fosforylacji nie są niezbędne dla optym alnego wbudow y
w ania aminokwasów. Dodanie dawców elektronów  na przykład a-keto- 
g lu taranu , (3-hydroksymaślanu, g lutam inianu, p irogronianu z jabłczanem , 
bursztyn ianu  oraz izocytrynianu ham uje włączanie aminokwasów
o 30—65%, mimo że ilość ATP jaka pow staje podczas inkubacji z tym i 
substra tam i jest znaczna. K r  o o n (85) uważa, że energia dostarczana 
jest częściowo przez ATP, a w głównej mierze — przez wysokoenerge
tyczne pośredniki. Sugeruje on, że synteza białka przebiega najlepiej 
w w arunkach  optym alnych dla odwrócenia łańcucha u tleniania tkanko
wego, bowiem dodanie am oniaku (szczególnie w m itochondriach w ątroby 
szczura) znosi zaham owania wyw ołane przez a-ketoglutaran, co pozwala 
przypuszczać, że bardzo aktyw ona w m itochondriach dehydrogenaza g lu ta- 
m inianowa katalizu je  przebiegający ze zużyciem energii proces redukcyj
nej am inacji ketog lu taranu  do glutam inianu. Jednakże biosynteza białka 
w m itochondriach nie wym aga prawdopodobnie tak  dużych ilości energii, 
aby mogło to doprowadzić do odwrócenia łańcucha u tlen ian ia tkanko
wego. Praw dopodobnie jest ono w yw ołane innym i przyczynam i, a ty lko 
w tórnie sprzyja biosyntezie białka. K r  o o n (85) doszedł do wniosku, że 
dla włączania aminokwasów optym alne są w arunki, w k tórych stosunek 
stężeń NADP do NADPH jest wysoki. Zdaniem  B r o n k a  (20) ATP 
wogóle nie jest potrzebny do przebiegu biosyntezy białka, a dawcą energii 
są jedynie w ysokoenergetyczne pośredniki tlenow ej fosforylacji.

W brew wynikom  K r o o n a  (85) oraz T r u m a n a  i L o w  (165), 
a częściowo zgodnie z danym i innych autorów  (73, 144, 168) R o o d y n
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(127) uważa, że obecność utlenionego su b stra tu  jest niezbędna, jednakże 
dla każdego nieomal substra tu  istnieje optym alne stężenie, po przekro
czeniu którego następuje ostry  spadek lub praw ie płaski przebieg krzyw ej 
w łączania aminokwasów. Źródłam i energii w procesie biosyntezy białka 
mogą być m etabolity  cyklu Krebsa, kw asy (3-hydroksymasłowy i pirogro- 
nowy, glicero-2-fosforan, kwas kapronow y, a naw et sam e am inokwasy. 
Największe wbudow ywanie aminokwasów obserwował Roodyn w obec
ności szczawiooctanu i jabłczanu w stężeniu  5—7 mM. P rzy  stężeniu 
10 mM substra tu  względne szybkości w łączania aminokwasów w optym al
nych w arunkach były następujące: dla bursztyn ianu  1,0, d la a-ketoglu- 
ta ra n u  0,99, dla glutam iny 1,21, dla pirogronianu 0,23, seryny  0,44 i dla 
P-hydroksym aślanu 0,19. A z z o n e (3) podkreśla brak  zbieżności m iędzy 
pobudzaniem  włączania aminokwasów, a łatwością u tlen ian ia substra tu  
w m itochondriach.

Supernatant cytoplazmatyczny. F rakcja  ta  i pochodzące z niej enzym y 
pH  5, niezbędne do biosyntezy białka w  m ikrosom ach cytoplazm atycz- 
nych (a także i w  jądrach), nie są potrzebne do syntezy białka w m ito
chondriach (21, 73, 83, 124, 163). O aktyw acji w łączania am inokwasów 
przez sok kom órkowy donosili w 1957 r. S i m p s o n  i wsp. (144). 
H o a g l a n d  (63) przypuszczał, że pew ną stym ulację w yw ołuje sRNA, 
k tó ry  podczas inkubacji m itochondriów z supernatan tem  cytoplazm atycz- 
nym  może w niknąć do ich w nętrza. T r u m a n  i K o r n e r  (163) uzy
skali pew ną stym ulację pod wpływ em  su p ern a tan tu  komórkowego, 
otrzym anego przez w irow anie hom ogenatu przy  105 000 g przez godzinę, 
jednak  przy optym alnym  stężeniu jonów, w obecności NAD i am idu 
kw asu nikotynow ego efekt ten  zanikał. R o o d y n  i wsp. (124) przypusz
czają, że stym ulację biosyntezy białka w yw ołują zaw arte w soku kom ór
kowym  wolne am inokwasy, a nie enzym y pH  5 lub sRNA, bowiem takie 
sam e w yniki osiąga się dodając sok cytoplazm atyczny świeży, p reinku- 
bow any z RN-azą lub zagotowany, a także otrzym ane z niego wolne 
am inokwasy.

M a g e r  (93) stw ierdził dla Tetrahym ena pyriformis, że om inięcie 
soku kom órkowego obniża włączanie am inokwasów do m itochondriów  
ty lko  o 15°/o zaś do m ikrosomów aż o 85%. W edług badaczy hinduskich 
(35) dodatek soku komórkowego, frakcji enzymów pH  5, m ikrosom ów 
lub m ieszaniny mikrosomów i soku kom órkowego nie tylko nie pobudza 
lecz naw et ham uje o blisko 50% włączanie am inokwasów do m itochon
driów. G r e e n g a r d  (53) stw ierdził, że ich włączenie bez dodania soku 
i po dodaniu zagotowanego soku jest wyższe w  m itochondriach niż 
w m ikrosom ach (w w arunkach  beztlenow ych, wobec ATP i uk ładu  re 
generującego). Dodanie soku wzm aga w łączanie w  m itochondriach
o 120— 150%, w m ikrosom ach zaś — 15-krotnie. F rakcja  enzymów pH 5 
jest dla m ikrosomów tak  samo aktyw na jak  cały sok, natom iast dla 
m itochondriów  stym ulacja wynosi jedynie 30—50%. Świadczyło by to,
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że dla optym alnego w łączania w m itochondriach konieczne są inne sk ład
niki soku poza frak c ją  enzym ów pH 5.

Hormony. F r e e m a n  i wsp. (49) oraz R o o d y n  i wsp. (128) s tw ie r
dzili pobudzanie włączania am inokwasów in vitro  przez horm on tarczycy  
podany zw ierzęciu in vivo. O ptym alna stym ulacja następow ała wcześ
niej niż w zrost podstawowej przem iany m aterii. W zrost w łączania 14C 
w aliny (49) (o przeszło 100%) do m itochondriów  był tego samego rzędu 
co i we frak c ji m ikrosomowej i występow ał w tym  sam ym  czasie (39 
godzin od podania horm onu). Jednakże ilość RNA m ikrosomów rosła
o około 40%, podczas gdy ilość RNA w m itochondriach nie ulegała 
zmianom. K ortyzon stym ulu je  nieznacznie włączanie glicyny do białka 
m itochondrialnego in vivo  (podobnie jak do mikrosomów), w yw ołuje na 
tom iast w zrost w łączania prekursorów  do RNA w m itochondriach (47). 
Pew ien w pływ  w yw ierał także horm on w zrostu (STH) (79) i horm on 
lu tein izu jący  (27).

Między m ikrosom ow ym  i m itochondrialnym  układem  w budow yw ania 
am inokwasów in vitro  w ystępują znaczne różnice:

1) RN-aza, k tó ra  całkowicie blokuje biosyntezę białka w m ikroso
m ach nie w pływ a na przebieg tego procesu w m itochondriach. Za p rzy 
czynę tego uważa się fakt, że enzym  ten nie jest w stanie w niknąć do 
w nętrza n ietkn ię tych  m itochondriów  (73, 83, 124), ani też do dz ia ła ją 
cych w procesie oksydacyjnej fosforylacji fragm entów  subm itochondrial- 
nych (85).

2) A ktynom ycyna D nie ham uje syntezy białka w m ikrosom ach in 
vitro, jeżeli środowisko zaw iera aktyw ne polisomy lub jeżeli wprowadzi 
się sztuczny mRNA, na przykład poli U. Ham owanie (aczkolwiek nie
całkow ite) biosyntezy m itochondrialnego białka in vitro przez ten  a n ty 
biotyk i przez m itom ycynę w skazuje na ścisłą zależność tego procesu 
od m itochondrialnego DNA, przy  czym synteza mRNA na tym  DNA 
jest ciągła, a „obró t” mRNA szybki.

3) Chloram fenikol ham uje biosyntezę białka w m itochondriach, a nie 
w pływ a w cale na ten  proces w m ikrosom ach kom órek zwierzęcych. 
A zatem  układ m itochondrialny w ykazuje pewne podobieństwo do ry 
bosomów bak tery jnych . Przypuszcza się, że ten  antybio tyk  uniem ożliwia 
łączenie się mRNA z rybosom am i (69). Jeżeli jednak zachodzi ciągła 
synteza nowego mRNA (indukow ana na przykład przez ACTH w kom ór
kach nadnerczy), wówczas chloram fenikol ham uje biosyntezę białka (45). 
A ntybiotyk ten  nie działa na rybosom y kom órek zwierzęcych już zw ią
zane z poli U, natom iast ham uje jeśli poli U w prowadza się po dodaniu 
chloram fenikolu (169). Być może chloram fenikol ham uje te układy bio
syntezy białka, k tó re  charak teryzu ją  się ciągłym dopływem syn te tyzu 
jącego się mRNA.

4) Obecność superna tan tu  cytoplazm atycznego, frakcji enzym ów
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pH  5, sRNA i GTP niezbędnych do syntezy białka w m ikrosom ach, nie 
jest konieczna do biosyntezy białka w m itochondriach. Układ m ikroso- 
mów czerpie energię z dodanego ATP i układu regenerującego ATP, 
natom iast w m itochondriach to  źródło energii jest jednym  z najuboż
szych (przy pom inięciu substra tu  u tlen ian ia  tkankowego).

5) Układ m itochondrialny in vitro  jest dużo bardziej trw ały  niż układ 
zaw ierający rybosom y cytoplazm atyczne, co pozwala na dłużej trw a ją 
ce inkubacje. Dlatego w edług M a t t h a e i  (96) szczególną wagę będą 
m iały dalsze prace porównawcze nad m itochondriam i i nad rybosom am i 
pozbawionymi aktyw ności RN-azowej.

Odnotować należy też różnice m iędzy biosyntezą białka w m itochon
driach  kom órek zwierzęcych i roślinnych. Biosynteza białka w tych  osta t
n ich nie jest ham ow ana (34) przez purom ycynę i nie wym aga obecności 
jonów magnezu, natom iast ham uje ją streptom ycyna, podobnie jak bio
syntezę białka w rybosom ach bak terii i kom órek zwierzęcych. Dodanie 
glukozy i heksokinazy ham uje biosyntezę białka w m ikrosom ach w skutek 
zużyw ania ATP, podczas gdy na m itochondrialny proces w ydaje się mieć 
niew ielki wpływ  (123). To samo można powiedzieć o w pływ ie oligomy- 
cyny jako czynnika ham ującego aktyw ność ATP-azową (85).

Duże perspektyw y m ają badania nad rybosom am i m itochondrialnym i. 
R a b i n o w i t z  i wsp. (114) stw ierdzili niezw ykle ważny fak t, że róż
nice pom iędzy układam i biosyntezy białka w m itochondriach i w m ikro
som ach są znacznie m niejsze, jeżeli porów nuje się przebieg tej biosynte
zy w rybosom ach m itochondrialnych i cytoplazm atycznych. I tak  bio
synteza białka w rybosom ach m itochondrialnych jest w rażliw a na RN-azę, 
zależy od soku komórkowego i poli U, nie jest ham ow ana przez chloram 
fenikol, a 14C-fenyloalanylo-sRN A jest włączany. Zdaniem  E l a e v a  (43) 
główną różnicą m iędzy rybosom am i cytoplazm atycznym i a m itochon
drialnym i jest brak  w pływ u jonów Mg2+ na trw ałość tych  ostatnich. 
A utor ten  porównał aktyw ność rybosomów m itochondrialnych, cytoplaz
m atycznych i jądrow ych w obecności supernatan tów  (105 000 g) i frakcji 
pH  5 różnych frakcji subkom órkowych i doszedł do wniosku, że rybo
somy m itochondrialne są bardziej podobne do jądrow ych niż do cyto
plazm atycznych.

Obecność enzymów aktyw ujących am inokwasy stw ierdzono w m i
tochondriach zwierzęcych (34, 36, 31, 119). C r a d d o c k  i S i m 
p s o n  (31) badając aktyw ność tych  enzymów w m itochondriach w ątroby  
szczura stw ierdzili, że leucyna i tryp to fan  szczególnie ak tyw nie stym ulu
ją w ym ianę pom iędzy ATP i pirofosforanem  i wykazali, że w ym iana ta  
nie jest artefak tem . D a s i wsp. (34) potw ierdzili te obserw acje w w a
runkach  w ykluczających nie tylko udział A TP-azy ale i w ychw ytyw anie 
podczas oksydacyjnej fosforylacji 32P-ortofosforanu, k tó ry  mógł powstać 
w skutek hydrolizy 32P-pirofosforanu. W edług K r  o o n a (84) k tó ry  stw ier
dził podobną w ym ianę między znakow anym  ATP a AMP, ATP nie musi
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być, a w edług B r o n k a  (20) wręcz nie jest źródłem  energii dla procesu 
biosyntezy białka. Czy wobec tego ATP bierze udział w aktyw acji am i
nokwasów? K r  o o n (84) uważa, że ATP może brać tu  udział, gdyż może 
on powstawać w  m ałych ilościach dzięki działaniu kinazy adenylanu 
(E.C.2.7.4.3), a także na niew rażliw ym  na działanie oligom ycyny etapie 
łańcucha u tleniania. W spomnieć tu  trzeba jednak, że mogą istnieć enzy
m y aktyw ujące am inokwasy, które nie ka ta lizu ją  w ym iany A T P-PP 
(na przykład układ  B e l j a n s k i e g o  i O c h o a  (11)) z mikrosomów.

M itochondria dysponują nie tylko znaczną pulą endogennych am ino
kwasów, ale rów nież enzym am i niezbędnym i do ich biosyntezy i przem ian. 
K l i n g e n b e r g  78) sugeruje, że stężenie aminokwasów dodanych 
z zew nątrz w pływ a na w ew nątrzm itochondrialną pulę aminokwasów 
w skutek przesuw ania równowagi n iek tórych  reakcji transam inacji.

B a r n a b e i  (5) sugeruje, że pośrednikiem  pomiędzy am inokwasam i 
a białkiem  w procesie jego biosyntezy nie są połączenia aminoacylo-sRNA, 
ale tak  zwane fosfatydopeptydy, k tóre bardzo aktyw nie w łączają 14C-am i- 
nokwasy. Jeżeli znakowane fosfatydopeptydy irikubuje się in vitro z m i- 
tochondriam i w ątroby  szczura, to piętno przechodzi do frakcji białek 
błon m itochondrialnych. Przypom inało to podobny przebieg zjawisk 
w zdolnej do biosyntezy białek, a bogatej w fosfolipidy frakcji błon bak
te rii (51, 106), drożdży, i w pew nych tkankach  zwierzęcych (59). Sugestie 
B arnabei nie m ają w ielu zwolenników, nie można jednak pom inąć pew 
nych danych, k tó re  w skazyw ałyby na możliwość udziału peptydów , jako 
stadiów pośrednich w biosyntezie białka w m itochondriach. We wczes
nych pracach grupy Simpsona podkreślano, że aktyw ność właściwa 
14C-w aliny w różnych m iejscach cząsteczki cytochrom u c była różna, 
a w jednym  z peptydów  uzyskanych przez częściowy rozkład cytochrom u 
c była 10-krotnie większa niż w innych (123). Jest to niezgodne z m atry 
cową teorią  syntezy białka, a mogłoby natom iast sugerować udział pep
tydów jako pośredników. Podobne przesłanki z p rac  S t e i n b e r g a  
i A n f i n s e n a  (153) nad biosyntezą owoalbum iny i rybonukleazy oraz 
C a m p b e l l a  i W o r k a  (23) doprow adziły do w ysunięcia takej możli
wości. Należy jednak podkreślić, że cytochrom  c w norm alnych w arun 
kach nie ulega znakow aniu w  m itochondriach in vitro.

S u t t i e  (156) stw ierdził, że jeżeli izolowane, przem yte m itochondria 
preinkubuje  się zm ieniając k ilkakro tn ie  podłoże optym alne dla wbudo
w yw ania aminokwasów, to wówczas układ sta je  się niezależny od oksy
dacyjnej fosforylacji, nie jest ham ow any przez purom ycynę i chloram fe
nikol, natom iast silnie ham uje go hydroksyloam ina, a znakowaniu ule
gają C-końcowe grupy białek m itochondrialnych. A utor przypuszcza, 
że zachodzi tu  transpep tydacja  katalizow ana przez katepsynę. Enzym  
ten  pochodzi z lizosomów (6), k tó rych  otoczki w tych  w arunkach  ulegają 
częściowemu zniszczeniu.

Jednakże inni autorzy (35, 73) wykazali, że włączenie am inokwasów
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zachodzi z całą pewnością w ew nątrz łańcucha peptydowego, a nie na jego 
końcach. Stwierdzono (34), że w m itochondriach L-glutam inian i L-glu
tam ina są niezależnie od siebie wbudow ywane do białek, a kwas g lu ta
minowy nie jest w łączany w form ie g lutationu wiążącego się z białkiem  
wiązaniam i -S-S. Podobnie 14C-glicyna nie przechodzi do białek via glu- 
tation. W ielu autorów  stoi na stanow isku, że m echanizm  m itochondrial- 
nej syntezy białka (pomijając ciągłe powstawanie mRNA) jest zasadni
czo podobny do jej przebiegu w rybosom ach cytoplazm atycznych. Jed 
nakże tacy znani badacze jak K r  o o n  (84, 85), R o o d y n  (129) czy 
C h a t t e r j e e  (25) nie widzą podstaw  aby przyjąć, że w biosyntezie 
białka w m itochondriach są zaangażowane m itochondrialne rybosomy.

Rola biosyntezy białka w m itochondriach nie jest jasna, zwłaszcza 
po stw ierdzeniu (126, 145), że m itochondrialny cytochrom  c, dehydroge
naza jabłczanowa i katalaza nie są in vitro  znakowane. Z drugiej strony  
wiadomo, że synteza cytochrom u c zwiększa się podczas regeneracji w ą
troby  (39), a wbudow ywanie aminokwasów do m itochondriów  regeneru 
jącej w ątroby jest wyższe w  porów naniu z w ątrobą norm alną zarówno 
in vitro (21) jak też in vivo  (24). Kom promisowym  rozw iązaniem  proble
m u biosyntezy cytochromów jest sugestia N a g a o i wsp. (100), według 
k tórej synteza cytochrom ów a i b zależy od pozajądrow ych genów cy
toplazm atycznych, a więc od DNA m itochondriów, natom iast cytochrom  
c jest syntetyzow any w oparciu o inform ację genetyczną zaw artą w ją 
drowym  DNA. Przem aw ia za tym  działanie proflaw iny, k tóra ham uje 
zależną od DNA polim erazę RNA w m itochondriach (105) i biosyntezę 
cytochrom u a i b, a nie wpływa na biosyntezę cytochrom u c. W skazy
wałoby to, że część mRNA m itochondrialnego syn tetyzu je  się na m atrycy  
DNA m itochondriów, a część pochodzi z jądra.

H u m m  i H u m m  (66) wykazali, że m itochondrialny mRNA h y b ry 
dyzuje zarówno z jądrow ym  jak i z m itochondrialnym  DNA, k tóre róż
nią się m iędzy sobą sekw encją zasad, ponieważ hybrydyzu ją  z sobą w zni
kom ym  procencie. Obserwacje H u m m ó w (66) są zgodne z w ynikam i 
N a g a o (100) i w yjaśn iają niepowodzenia prac nad syntezą cytochrom u 
c w izolowanych m itochondriach in vitro.

M a r s h  i D r a b k i n  (94) sugerują, że m itochondria syn te tyzu ją  
białka wyłącznie na w ew nętrzny użytek komórki. U szczurów z ekspe
rym entalną  nerczycą wzrostowi biosyntezy białek surow icy krw i tow a
rzyszy wzrost aktyw ności mikrosomów w ątroby, natom iast nie zmienia 
się aktyw ność biosyntezy białek m itóchondrialnych tej tkanki. R o o d y n  
(129) opierając się na tym, że najak tyw niej włącza am inokw asy bogata 
w lipidy frakcja  błon m itochondrialnych sugeruje, że biosynteza białka 
jest niezbędna do odtworzenia łańcucha oddechowego. Przypuszcza on, 
że biosynteza białka błon prowadzi do przekształcania się prom itochon- 
driów w m itochondria funkcjonalne. Błony prom itochondrialne tw orzy
łyby się przez podział elem entów  m acierzystych. O pow staw aniu m ito-
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chondriów poprzez podział już istn iejących organelli świadczą prace 
L u c k a  (90, 91). Obok tej istn ieją  oczywiście i inne teorie  powstawania 
m itochondriów  (10, 64, 107).

Badania S t r  a u b a i wsp. (154, 155) nad biosyntezą am ylazy zw ra
cają uwagę na w ażną rolę m itochondrialnego RNA w tym  procesie. Po
czątkowo pow staje (prawdopodobnie w rybosomach) nieczynny prekursor 
am ylazy, k tó ry  przechodzi w czynny enzym  po inkubacji ze specyficz
nym  RNA. Ten RNA pow staje jedynie z m itochondrialnego RNA w obec
ności ATP, arg in iny  i treoniny. Chloram fenikol nie w pływ a na proces 
m odyfikacji m itochondrialnego RNA, ham uje natom iast etap aktyw acji 
p rekursora .

Mówiąc o roli m itochondrialnej syntezy białka wspom nieć trzeba też 
prace R z e c z y c k i e g o  i wsp. (133) świadczące, iż zasadowe białko 
m itochondriów  może wykazywać, słabe wprawdzie, działanie depolime- 
ryzacyjne na RNA. Może to być jednak zjawisko niespecyficzne, wspólne 
dla w ielu zasadow ych białek (133).

In teresu jące są obserw acje G r a f f i e g o  i wsp. (52), że w budow yw a
nie argininy (a szczególnie stosunek włączanych 14C argininy do 14C 
leucyny) do m itochondriów  jest wyższe w now otw orach sam oistnych
i przeszczepialnych, niż w  tkankach  zdrow ych nie w yłączając tkanek 
em brionalnych lub regenerujących. Jest to jedna z niew ielu cech odróż
niających przem iany tkanek  nowotworowych od norm alnych tkanek  
szybko rosnących. Zwiększone w łączanie arg in iny  nie jest wyrazem  
wzmożonej syntezy białek zasadowych ty p u  histonów, ale zmian w  sprzę
żeniu cyklu ornitynow ego z biosyntezą kwasów nukleinow ych.

W rozw ażaniach nad biosyntezą białka w  m itochondriach nie można 
pominąć stanow iska jakie badacze szwedzcy Von der D e c k e n ,  L ö w
i S a n d e l l  zajęli na sym pozjum  w Bari (1965 r.). Przedstaw ili oni dane 
świadczące, że m itochondria pozbawione zanieczyszczeń bak tery jnych  
nie w budow ują w  ogóle 14C leucyny do białka i wypowiedzieli pogląd, 
że obecność bak terii jest zapew ne przyczyną obserwowanego przez in
nych badaczy w łączania am inokwasów w m itochondria in vitro. W ywo
łało to burzliw ą dyskusję, w  k tó re j oponentam i byli głównie Roodyn 
oraz Kroon. P rzytaczano następujące kon trargum enty :

1) b rak  jakiejkolw iek zależności w łączania aminokwasów od ilości 
bak te rii (między innym i przy  ilościach bak terii różniących się tysiąc
kro tn ie obserwowano takie samo włączanie; zresztą w edług danych ba
daczy szwedzkich przy  tysiąckro tn ie  większej ilości bak terii włączanie 
było ty lko  16 razy  większe).

2) P raw ie całkow ite ham ow anie w łączania w m itochondria przez dw u
nitrofenol, przy czym układ ten  nie może w ykorzystyw ać glukozy jako 
źródła energii, a dla osiągnięcia m aksym alnego włączania wym aga do
datku  jonów magnezu, fosforanów  i AMP, zachow uje się zatem  inaczej 
niż bakterie.

http://rcin.org.pl



384 W . T U R S K I, M . GROSS [26]

3) Hamowanie włączania przez łagodną hom ogenizację m itochon
driów wobec detergen tu  Tritón  X-100; przypuszczenie, że w tych w arun
kach bakterie  mogą również ulec rozbiciu jest nieprawdopodobne.

4) Brak nagłego w zrostu aktyw ności związanego z logarytm iczną fa
zą podziału bakterii w czasie procesu w łączania aminokwasów.

5) Znaczny w pływ  hormonów tarczycy na w łączanie am inokwasów 
do m itochondriów  in vivo. Przypuszczenie, że synteza białka w  kom ór
kach  bak tery jnych  zależy od stanu  fizjologicznego gruczołów żywego 
zwierzęcia jest nieprawdopodobne.

Mimo to badacze szwedzcy zachowali swój pogląd i podczas III Zjaz
du FEBS w W arszawie podali, że w stery ln ie  wyizolow anych m itochon
driach  w ątroby szczura nie przebiega zupełnie włączanie aminokwasów, 
a dodanie m itochondriów  do bak terii (zidentyfikow anych w  n iestery l- 
nych m itochondriach) znacznie podwyższa w łączanie am inokwasów do 
białka bakterii.
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A L IC JA  BARDOŃ*

Wewnątrzkomórkowe rybonukleazy zwierzęce i ich naturalny 
inhibitor

Intracellular Animal Ribonucleases and Their Natural Inhibitor

T he occurence, p ro p e r tie s  an d  d is tr ib u tio n  of in tra c e l lu la r  acid  and  a lk a lin e  
rib o n u c lea se s  as w ell as of th e ir  n a tu ra l  in h ib ito r a re  rev iew ed .

R ybonukleazy katalizu ją  rozbicie wiązania fosfodwuestrowego w RNA, 
w w yniku czego pow stają mono- oraz oligonukleotydy.

W ewnątrzkom órkowym i rybonukleazam i nazyw am y te, dla k tórych 
substra tem  są endogenne (w ewnątrzkom órkow e) kw asy rybonukleinowe. 
W cytoplazm ie w ielu tkanek  zwierzęcych wykazano obecność term ola- 
bilnego, niedializującego inhib itora  tych rybonukleaz (13, 50, 54, 60). 
Układ w ew nątrzkom órkow ych rybonukleaz i ich naturalnego inhibitora 
może być isto tnym  m echanizm em  regulującym  m etabolizm  kwasów rybo
nukleinow ych w komórce.

W artyku le  tym  zebrano dane o zwierzęcych rybonukleazach w ew nątrz
kom órkow ych i ich na tu ra lnym  inhibitorze. Inform acje o rybonukleazie 
trzustkow ej działającej pozakomórkowo na RNA, zawiera a rtyku ł 
S h u g a r  a (63), a o rybonukleazach roślinnych — G o ł a s z e w s k i e 
g o  (16), oba ogłoszone w Postępach Biochemii.

I. Własności wewnątrzkomórkowych rybonukleaz

Badając hom ogenaty tkanek  zwierzęcych stw ierdza się dwa optima 
aktyw ności rybonukleolitycznej. Jedno z nich leży w zakresie kwaśnym  
od pH  5,2—5,8, a drugie po stronie zasadowej przy pH  7,8—8,2 (39, 40, 
48, 68, 73). Aktywność „kw aśnych” rybonukleaz w w ielu tkankach  zwie
rzęcych jest niższa (2 do 4 razy) w  porów naniu z aktyw nością rybonu
kleaz „alkalicznych” (11, 66). Obie w ew nątrzkom órkow e RN-azy znacznie 
różnią się od siebie właściwościam i fizykochem icznym i i m echanizm em  
działania na RNA.

* D r m ed. storn., a d iu n k t Z a k ła d u  C hem ii F iz jo log icznej A k ad em ii M edycznej 
w  G dańsku .
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Oprócz rybonukleaz kw aśnych i alkalicznych niektórzy au torzy  znaj
du ją  jeszcze rybonukleazy o optim um  pH  leżącym w pobliżu oddziaływ a
nia obojętnego (1, 34).

1. Rybonukleazy kwaśne

Są one wrażliw e na tem pera tu rę  zarów no w hom ogenatach tkanko
w ych jak  i częściowo oczyszczonych p repara tach  (38, 40, 73). Ich p repa
ra ty  ogrzane przez k ilka m inut w  tem pera tu rze  100° lub nieco niższej 
tracą  od 70°/o—85% swojej aktyw ności (40, 73). Tę właściwość w yko
rzystu je  się dla oddzielenia RN-azy kw aśnej od alkalicznej, k tó ra  w tych 
w arunkach  nie ulega zniszczeniu. Do ekstrakcji kw aśnej RN-azy nie 
można użyć rozcieńczonych kwasów (jak to ma m iejsce dla rybo
nukleazy trzustkow ej), ponieważ trac i ona wówczas aktyw ność. Stosuje 
się zatem  zwykle frakcjonow anie siarczanem  am onu (3, 51, 73) oraz 
chrom atografię na celulozach jonowym iennych. Dotychczas zdołano 
oczyścić ten  enzym blisko 60-krotnie, jednak tylko z około 10% w ydaj
nością (3, 40, 73). Mało wiadomo o produktach  rozkładu kwasów rybo
nukleinow ych przez tę RN-azę. W w yniku  hydrolizy RNA z drożdży przez 
kw aśną RN-azę ze śledziony i w ątroby  wołu p roduktam i końcowym i są 
wyłącznie m ononukleotydy purynow e i pirym idynow e zarówno cykliczne 
jak i nie cykliczne (40). K w aśna RN-aza z w ątroby  szczura rozkłada 
kwas 2’,3’-urydylow y, nie udało się jednak stwierdzić, czy pow staje 2’- lub 
3’-nukleotyd urydylow y, natom iast kwas 2’,3’-adenylow y hydrolizuje 
do kw asu 2’-adenylowego (73).

Jony  Mg2+w stężeniu 2X 10-3M zwiększają aktyw ność kw aśnej RN-azy
o około 25% (11). H eparyna w  stężeniu 0,25 mg/ml p łynu  inkubacyjnego 
inak tyw uje tę rybonukleazę w około 60% (11).

2. Rybonukleazy alkaliczne

N ajlepiej poznaną z pośród tych  enzymów jest rybonukleaza z trzustk i 
wołu. Jest to białko o stosunkowo prostej budowie i masie cząsteczkowej 
około 13 000. Znana jest jego sekw encja aminokwasów a także centrum  
aktyw ne i jego konform acja (9, 23, 29, 67). Enzym ten  w ydzielany przez 
trzustkę  do przew odu pokarm owego działa pozakomórkowo — na RNA 
dostarczane w pokarm ach.

W ewnątrzkom órkow e rybonukleazy alkaliczne są bardzo zbliżone 
w łasnościam i do RN-azy trzustkow ej. W szystkie one są stosunkowo 
odporne na ogrzewanie (40, 53, 73). Ogrzewanie częściowo oczyszczonych 
p repara tów  w  100° przez 5 m inu t powoduje spadek aktyw ności ty lko
o 10% (40, 73). R ybonukleazy alkaliczne są odporne na działanie roz
cieńczonych kwasów na przykład 0,25 N H2S 0 4 (28, 50, 51). Tkankowe
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RN-azy alkaliczne ekstrahu je  się zwykle rozcieńczonymi roztw oram i 
kw asu solnego i siarkowego (2, 17, 37, 45, 51). Dalsze oczyszczanie polega 
na chrom atografii na celulozach jonow ym iennych oraz Sephadexach, 
na k tó rych  uzyskano najbardziej oczyszczone p repara ty  (2, 17), na 
p rzykład  oczyszczony około 6 600 razy p repara t RN-azy alkalicznej 
z w ątroby  szczura (17).

Powinowactwo rybonukleaz alkalicznych do substra tu  jest około 5 razy  
m niejsze niż rybonukleaz kw aśnych (11).

N ajlepiej poznano produk ty  rozkładu RNA pow stające pod działaniem  
RN -azy trzustkow ej. P roduktam i tym i są: m ononukleotydy (kwasy 
3’-cytodylow y i 3’-urydylow y) oraz znaczna ilość cztero i pięcionukleoty- 
dów granicznych (ang. core) stanow iących niestraw ioną resztę. Końco
wym  nukleotydem  w tych oligonukleotydach jest zawsze nukleotyd 
3’-pirym idynow y (7, 36). RN-aza trzustkow a zaliczana do grupy transferaz  
(pirym idyno-nukleotydo-2’-transferaza rybonuklein ianu  cyklizująca E.C. 
2.7.7.16) rozbija w iązania pomiędzy nukleotydem  3’-pirym idynow ym
i 5’-purynow ym  lub pirym idynow ym . Podczas tego rozkładu jako stadium  
przejściowe pow stają cykliczne 2’,3-nuk leo tydy  pirym idynowe.

W ew nątrzkom órkow e rybonukleazy  alkaliczne również pozostaw iają 
niew ielką ilość oligonukleotydów  granicznych (40); oprócz cyklicznych
i niecyklicznych nukleotydów  pirym idynow ych pow staje także nukleotyd 
gwanylowy, którego nie stw ierdza się w  produktach  działania RN-azy 
trzustkow ej na RNA. Z syntetycznych polinukleotydów  rozkładowi ulega

T a b l i c a  1

Zestawienie własności kwaśnych i alkalicznych rybonukleaz wewnątrzkomórkowych

Rybonukleazy kwaśne Rybonukleazy alkaliczne Literatura

Zakres optimum pH 5,2—5,8 7,8—8,2 39, 40, 48, 
68, 73

Odporność na termolabilne termostabilne 38, 40, 53,
ogrzewanie 73
Ekstrakcja kwasem nie ekstrahują się ekstrahują się 2, 17, 37, 

51
Odporność na całkowita inaktywacja nie ulegają zmianie 50, 51
kwasy
Mg2+ aktywacja zahamowanie 11, 41, 48
Heparyna silne zahamowanie słabsze zahamowanie 11, 47, 70
Naturalny inhibitor bardzo słabe zahamowanie silne zahamowanie 15, 33, 50,
cytoplazmatyczny 54, 62
Produkty trawienia nie powstają oligonukleo- powstają oligonukleotydy 27, 40
RNA tydy graniczne „core”. 

Powstają cykliczne i nie
cykliczne nukleotydy pu- 
rynowe i pirymidynowe

graniczne „core”. Pow
stają cykliczne i niecykli
czne nukleotydy pirymi
dynowe i nukleotyd gwa
nylowy
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kwas policytydylowy, natom iast kwas poliadenylow y nie jest rozkładany 
(40). Oczyszczony p rep ara t RN-azy alkalicznej z w ątroby szczura nie 
działa na cykliczne kw asy adenylow e i urydylow e (73). Na podstaw ie 
tych badań trudno  jeszcze ustalić m echanizm  działania alkalicznych rybo
nukleaz wew nątrzkom órkow ych.

Jony dwuwartościowe, a szczególnie Mg2+ i Ca2+, znane inhibitory 
RN-azy trzustkow ej, ham ują również aktyw ność alkalicznych rybo
nukleaz (11, 48). H eparyna jest około cztero-krotnie słabszym  inhibitorem  
RN-az zasadowych aniżeli kw aśnych (11, 70).

W cytoplazm ie w ielu tkanek zwierzęcych w ystępuje term olabilny 
niedializujący inh ib itor rybonukleaz alkalicznych; jest on praw ie bez 
wpływ u na rybonukleazy kwaśne (33, 50, 54, 62). O statnio przypisuje się 
m u rolę chronienia kwasów rybonukleinow ych przed działaniem  rybo
nukleaz.

W tablicy 1 zebrano własności rybonukleaz kw aśnych i alkalicznych.

3. Inne rybonukleazy

K a p ł a n  i H e p p e l  (34) w yodrębnili ze śledziony cielęcej i oczyś
cili około 700 razy p repara t rybonukleazy, k tóra w ykazuje optym alne 
działanie przy pH  6,0—6,5. Jest ona względnie term ostabilna. Podobnie 
jak RN-aza z trzustk i nie rozkłada ona całkowicie kw asu rybonukleino
wego, pozostawiając oligonukleotydy graniczne. H ydrolizuje ona nukleo- 
tydy cykliczne cytydylowe i urydylow e, natom iast nie działa na 2’,3’-ade- 
nozynofosforan. B a r d o ń  i R z e c z y c k i  (1) stw ierdzili, że zasadowe 
białko m itochondrialne z nerek w ieprza ma zdolność depolim eryzacji 
kwasów rybonukleinow ych. Optim um  pH  dla jego enzymatycznego dzia
łania leży przy pH  6,7—7,0. Białko to zaw iera około 30% aminokwasów 
zasadowych (głównie lizyny), ekstrahu je  się z m itochondriów  kwasem 
sulfosalicylowym  (57, 58) i jest względnie term ostabilne. M a v e r
i G r e c o (40) oczyściły rybonukleazę z w ątroby wołu. Oczyszczony 
prepara t w ykazyw ał dwa optima działania: przy pH  6,7 i 7,8, w obecności 
jonów Mg2+ zaś stw ierdzono tylko jedno optim um  przy pH 7,3 (40).

4. W ystępow anie oraz rozm ieszczenie w ew nątrzkom órkow ych rybonukleaz

Rybonukleazy w ystępują powszechnie we w szystkich dotąd badanych 
tkankach  zwierzęcych oraz w ielu płynach ustrojow ych jak: krew  (8, 20, 
31, 44), ślina (14), pot (30), mocz (21), płyn m ózgowo-rdzeniowy (32), płyn 
otrzewnow y (69).

W grasicy i śledzionie cieląt stw ierdzono jedynie obecność RN-azy 
kwaśnej o optim um  działania w pH  4,5—5,5 (6, 38). N atom iast w innych 
tkankach  stw ierdza się na ogół zarówno rybonukleazę kw aśną jak i a lka
liczną (39, 40, 48, 68, 73).
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Porów nyw anie aktyw ności podaw anych przez różnych autorów  jest 
najczęściej niemożliwe, ponieważ używane m etody oznaczania są bardzo 
różne. Pew ien pogląd na rozm ieszczenie RN-az w tkankach  szczura daje 
zestawienie podane przez R o t h a  i M i l s t e i n ’a (46) (tablica 2).

T a b l i c a  2 

Aktywność rybonukleazy w tkankach szczura (wg 46)

Tkanka Liczba
zwierząt

Fosfor uwolniony w mg/mgN/godz.

Nerka 8 0,321 (0,250—0,420)*
Śledziona 8 0,258 (0,168—0,347)
Jelita 8 0,223 (0,175—0,284)
Płuca ■ 5 0,193 (0,171—0,222)
Wątroba 8 0,047 (0,040—0,069)
Mózg 5 0,04f (0,032—0,050)
Surowica 11 0,039 (0,019—0,091)
Serce 4 0,016 (0,013—0,017)
Mięśnie 3 0,011 (0 009—0,012)
Krwinki czerwone 4 0,001 (0,000—0,001)

* Podano średnie, a w nawiasach skrajne wartości. Inkubowano znakowany 32P R N A  drożdżowy 
z homogenatami poszczególnych tkanek w p H  5,5. Po inkubacji nierozłożony R N A  wytrącano kwaśnym 
alkoholem, a w płynie znad osadu mierzono ilości 32P.

N ajwiększą aktyw ność rybonukleolityczną w ykazuje nerka, w śle
dzionie, jelitach  i p łucach aktyw ność jest nieco m niejsza, natom iast 
w w ątrobie, mózgu i surow icy jes t ona około ośmiokrotnie, a w sercu
i m ięśniach około dw udziestokrotnie m niejsza niż w  nerce. W yniki te 
jednak należy trak tow ać jako przybliżone, nie odzw ierciedlają one

T a b l i c a  3
Wewnątrzkomórkowe rozmieszczenie aktywności kwaśnej i alkalicznej rybonukleazy

w wątrobie szczura (wg 11)

Kwaśna RN-aza Alkaliczna RN-aza

Aktywność* 
na gram 
tkanki

Procent
Aktywność* 

na gram 
tkanki

Procent

1. Homogenat 410,0±62,0 100 786,0±92,0 100
2. Jądra 46 ,8± 20,0 11,3 ± 3 ,9 106,5 ±25,0 13,8±4,3
3. Mitochondria 222,2 ± 40 ,0 54 ,2± 3 ,6 368,2±46,0 46 ,8± 1 ,7
4. Mikrosomy 63,1 ±13,0 15,5 ± 3 ,4 146,2±33,0 18,6 ±4,1
5. Supernatant 53,5±14,0 13,1 ± 3 ,4 131,2±22,0 16,7 ±2,5
6. Odzyskano 

. ( 2 ± 3 ± 4 ± 5 ) 385,6±55,0 94 ,0± 2 ,4 752,1 ±58,0 96,0±3,9

Podane wartości są średnimi z 4 różnych doświadczeń 
±  średnie odchylenie standardowe
• Aktywność wyrażona w umownych jednoskach przyrostu Emo na gram tkanki
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bowiem w pełni aktyw ności rybonukleazy alkalicznej i w innym  pH roz
mieszczenie aktyw ności mogłoby się okazać odmienne.

Rozmieszczenie rybonukleaz w poszczególnych frakcjach  podkom ór- 
kowych badało w ielu autorów  (6, 11, 59). N ajbardziej w yczerpujące w y
niki przedstaw ili L a m i r a n d e  i wsp. dla w ątroby  szczura (11). Z ich 
danych (tablica 3) w ynika, że około 50% aktyw ności zarówno kwaśnej 
jak  i alkalicznej rybonukleazy przypada na m itochondria, w jądrach, 
m ikrosom ach i supernatancie zaś jest ty lko po kilkanaście procent tej 
aktywności. W yniki te  uzyskano przed w ykryciem  inhib itora cytoplazm a- 
tycznego RN-azy alkalicznej, faktyczne rozm ieszczenie aktyw ności tej 
rybonukleazy może być zatem  nieco inne, bowiem inhib itor ten  częściowo 
ham uje aktyw ność cytoplazm atycznej RN -azy (13, 50, 54, 60). W grasicy 
cielęcej, gdzie w ystępuje tylko RN-aza kw aśna, około 50% aktyw ności 
stwierdzono w  jądrach  (6).

II. Naturalny inhibitor wewnątrzkomórkowych rybonukleaz

Obecność naturalnego inhibitora rybonukleaz w cytoplazmie w ątroby 
świnki m orskiej pierw si stw ierdzili P i r o t t e  i D e s r e u x  (cyt. wg 33). 
N astępnie pojaw iły się inne doniesienia o jego w ystępow aniu (13, 15, 33). 
R o t h (50, 54) wykazał obecność inh ib itora  we frakcji cytoplazm atycznej 
tkanek szczura i innych ssaków, a także oczyścił go częściowo z superna- 
tan tu  w ątroby szczura (52).

Stw ierdził on, że inh ib itor z cytoplazm y w ątroby  szczura ham uje 
rybonukleazę z trzustk i wołu, jak również RN-azy alkaliczne pochodzące 
z tkanek  innych ssaków (50, 54), a praw ie nie działa na RN-azy kwaśne. 
S h o r t m a n  (60) otrzym ał inhibitor z w ątroby  szczura w stanie znacznej 
czystości (zagęszczony około 6000 razy) stosując chrom atografię na DEAE-  
celulozie oraz na żelu z fosforanu wapnia i stw ierdził, że inh ib itor ten 
jest białkiem  złożonym. Jego kom ponenta niebiałkow a jest praw dopo
dobnie węglowodanem, ponieważ nadjodan już w stężeniu 10~4M powo
duje  zupełną inaktyw ację inhibitora. Nie można jednak  wykluczyć, że 
nadjodan utlenia końcowe am inokw asy łańcucha peptydowego, k tóre 
m ogłyby w arunkow ać jego aktyw ność (61). Inh ib itor jes t bardzo w rażliw y 
na ogrzewanie.

Zarówno oczyszczony jak i nieoczyszczony inh ib ito r jest całkowicie 
inaktyw ow any przez związki w iążące grupy -SH takie jak: m ersalyl, kwas 
p-chlorortęciobenzoesow y oraz jony P b 2+, co wskazywałoby, iż wolne 
grupy -SH są potrzebne dla jego aktyw ności (50, 52, 61). Tworzenie dwu- 
siarczkow ych wiązań pomiędzy rybonukleazą a inh ib itorem  jest n ie
możliwe, ponieważ RN-aza z trzustk i nie ma wolnych grup -SH. G rupy 
-SH w inhibitorze spełniają zatem  jakąś inną rolę niż tw orzenie wiązań 
w kom pleksie RN-aza — inhibitor.
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Inhib itor rybonukleaz ma względnie silne powinowactwo do DEAE  
celulozy, a p ro tam ina unieczynnia go, co w skazywałoby na jego polia- 
nionowy charak ter. Jeżeli przyjąć, że alkaliczne rybonukleazy w ew nątrz
kom órkowe m ają  podobną budowę do RN-azy z trzu stk i wołu, o której 
wiadomo, że jest białkiem  zasadowym, to inaktyw acja mogłaby polegać 
na elek trostatycznym  łączeniu inh ib itora (polianionu) z RN-azami (poli- 
kationam i).

Rozmieszczenie inh ib itora w tkankach  szczura badał R o t h (49) 
(tablica 4).

T a b l i c a  4
Rozmieszczenie inhibitora rybonukleazy w tkankach szczura (wg 49)

Tkanka
Ilość

oznaczeń
Jednostki inhibitora/mg azotu*

Wartości średnie Wartości skrajne

Mózg 6 17,2 28,4— 11,3
Wątroba 8 ' 15,2 17,0— 13 2
Płuca 6 11,7 16 5— 5,5
Śledziona 6 9,6 14,8—4,5
Serce 6 8,2 11,4—4,7
Nerka 7 7,5 13,6— 4,8
Mięśnie 6 4,6 6,2—2,2
Surowica 6 1,5 2,7—0,0

* Za jednostkę inhibitora przyjęto taką jego ilość., która w temp. 37° w czasie 30 minut powoduje 
50% zahamowanie 0,015 ng krystalicznej RN-azy z trzustki

Największe stężenie inhibitora jest w mózgu, w ątrobie i płucach, n a j
m niejsze zaś w  surow icy i m ięśniach. Zaw artość inh ib itora w tych 
sam ych tkankach  z różnych szczurów waha się w szerokich granicach, 
stosunkowo najw ęższych dla w ątroby.

Porów nując rozm ieszczenie aktyw ności rybonukleolitycznej w tk an 
kach szczura (tablica 2) oraz rozm ieszczenie inhibitora (tablica 4) w ydaje 
się, że tam  gdzie jest duża aktyw ność inh ib itora aktyw ność rybonukleazy 
jest stosunkowo m ała i odw rotnie, na przykład w mózgu i w ątrobie jest 
dużo inhibitora a aktyw ność RN-azy jest mała, natom iast w nerce gdzie 
jest najw yższa aktyw ność rybonukleazy ilość inhibitora jest niewielka.

Ze względu na obecność inhibitora w cytoplazm ie przy oznaczaniu 
aktyw ności rybonukleolitycznej w homogenacie lub frakcji supernatan tu  
w prowadzono pojęcie „aktyw ność w olna” i „u ta jona”. Pod pojęciem  
aktyw ności „w olnej” rozum iem y aktyw ność RN-azy, k tó rą  w ykazują te 
frakcje  bez dodania czynników  inaktyw ujących  inhibitor. „U tajoną” 
aktyw ność RN-azy oznaczamy po dodaniu do m ieszaniny inkubacyjnej 
czynnika inaktyw ującego inhibitor, najczęściej kw asu p-chlorortęcioben- 
zoesowego (33, 53). W niek tó rych  tkankach  zwierzęcych nie stw ierdza się 
„w olnej” aktyw ności rybonukleazy, a ty lko aktyw ność „u ta joną” co
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oznacza, że cała RN-aza alkaliczna cytoplazm y jest zinaktyw ow ana przez 
inhibitor (33).

HI. Biologiczna rola rybonukleaz wewnątrzkomórkowych
i ich naturalnego inhibitora

M echanizm rozkładu kwasów rybonukleinow ych przez w ew nątrz
komórkowe rybonukleazy jes t stosunkowo m ało poznany. W iadomości
0 nim  czerpiem y z nielicznych prac przeprow adzonych na m niej lub 
więcej oczyszczonych p repara tach  enzym ów lub poszczególnych frakcjach  
podkom órkowych, w k tórych  podczas inkubacji z RNA pow stają oligo- 
nukleotydy i m ononukleotydy (27, 34, 40, 42).

Ponieważ rybonukleazy w ystępują  we w szystkich dotychczas bada
nych tkankach  zwierzęcych jak i w poszczególnych frakcjach  podkom ór
kowych, należy przypuszczać, że spełniają one isto tną rolę w m etabolizm ie 
kwasów rybonukleinow ych. Poziom kwasów rybonukleinow ych jest uw a
runkow any z jednej strony  szybkością ich biosyntezy, z drugiej zaś szyb
kością rozkładu. O udziale RN-az w ew nątrzkom órkow ych w biosyntezie 
RNA nic nie wiadomo. In  vitro  jednak przy użyciu rybonukleazy z trzustk i 
wołu udało się zsyntetyzow ać oligonukleotydy z cyklicznych fosforanów  
cy tydyny (24). W ydaje się, że ta  aktyw ność nie jest związana z centrum  
aktyw nym  RN-azy niezbędnym  do rozkładu kwasu rybonukleinow ego. 
RN-aza trzustkow a pozbawiona zdolności rozkładu RNA zablokow aniem  
histydyny w pozycji 119 przez przyłączenie grupy karboksym etylow ej
1 zablokowaniem lizyny w pozycji 41 przez przyłączenie reszty  dw unitro- 
fenolowej, w dalszym  ciągu katalizu je  syntezę oligonukleotydów 
z cyklicznych fosforanów cytydyny (4). Synteza ta  jednak nie m a zapewne 
większego znaczenia in vivo  ponieważ zachodzi ona przy  wysokim  stę 
żeniu substratów  i enzym u nie spotykanym  w ew nątrz kom órki. N ato
m iast w ydaje się, że isto tny  udział RN-az polega na rozkładzie kwasów 
rybonukleinow ych. Dodatkowym  czynnikiem  regulującym  poziom RNA 
w komórce obok rybonukleaz byłby ich inh ib itor znajdujący  się w cyto- 
plazmie.

Jeżeli układ RN-aza i jej inh ib ito r jes t układem  regulu jącym  poziom 
kwasów rybonukleinow ych, to pośrednio wpływa on też na biosyn
tezę białka. W ydaje się, iż w  tkankach  powinna w ystępow ać odw rotna 
zależność pom iędzy poziomem RNA, a aktyw nością rybonukleazy. Nie 
zawsze jednak w yniki doświadczeń są zgodne z tym  przypuszczeniem . 
Na przykład w nadnerczach szczura zwiększonemu poziomowi RNA tow a
rzyszył spadek aktyw ności RN-azy, a w zrost poziomu inhibitora; taką  
sam ą zależność stw ierdzono w  now otw orach w szczepiennych u szczurów 
(33, 71, 72). N atom iast przeciw ne w yniki otrzym ano w  rozw ijającym  się 
łożysku ludzkim. W m iarę rozw oju łożyska spada poziom RNA jak
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również zmniejsza się aktyw ność RN-azy. Również w gruczole sutkow ym  
szczura w różnych okresach lak tacji i w  innych zdrowych tkankach  
zm niejszonem u poziomowi RNA tow arzyszyła obniżona aktyw ność 
RN -azy (5, 35, 65). F a k t ten  nie przeczy jednak możliwości udziału RN-az 
w regulacji poziomu kwasów rybonukleinow ych w  komórce, ponieważ 
poziom ten  zależy nie tylko od aktyw ności enzymów rozkładających RNA, 
ale i od układów  biosyntetyzujących ten  związek.

W ydaje się, że istn ieje  odw rotna proporcjonalność pom iędzy pozio
m am i „w olnej” aktyw ności RN-az i ich inhibitora. Z porównania tablic
2 i 4 w ynika, że tam  gdzie jest duża aktyw ność inhibitora, aktyw ność 
rybonukleaz jest stosunkow o mała. P rzem aw ia to za isto tną rolą inhibi
to ra  jako czynnika regulującego aktyw ność RN-az.

Nie w yjaśniono dotychczas zachowania się rybonukleaz w nowotwo
rach. Istn ieją  dwa d iam etraln ie  różne poglądy. Badania jednych autorów  
w skazują na znaczny w zrost aktyw ności rybonukleaz w  nowotworach 
wszczepialnych u szczurów  w porów naniu z analogicznym i zdrowymi 
tkankam i (55, 56), inn i au torzy  zaś w ogóle nie stw ierdzają obecności 
rybonukleaz w now otw orach (10, 18, 19).

Stw ierdzone przez w ielu autorów  działanie RN-azy trzustkow ej jako 
inhibitora układu W arburga-K eilina oraz jako czynnika rozkojarzającego 
oksydacyjne fosforylacje (22, 26, 43) w ydaje się być nieswoiste. Związane 
jest ono praw dopodobnie z zasadowym  charak terem  RN -azy trzustkow ej. 
Inne białka zasadowe jak: h istony i pro tam ina ham ują te procesy znacz
nie silniej. Trudno jest przenosić w yniki tych  doświadczeń przeprow a
dzonych in vitro  na w arunk i in vivo, poniew aż nie w ydaje się, żeby 
stężenia RN-azy in vivo  były  tak  duże, aby mogła ona wpływać na czyn
ności oddechowe m itochondrium .

Na podstaw ie dotychczasow ych danych dośw iadczalnych należy zatem  
przyjąć, że najisto tn iejszą rolą rybonukleaz w ew nątrzkom órkow ych jest 
ich udział w rozpadzie kwasów rybonukleinow ych. W ażnym czynnikiem  
regulującym  ten  proces może być inh ib itor RN-az w ystępujący w cyto- 
plazm ie różnych narządów  i tkanek  zwierzęcych.
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Komunikat

W dniach 19—20 w rześnia 1968 roku odbędzie się we W rocławiu II Ogólnopolski 
Zjazd Genetyków, organizow any przez Polskie Tow arzystw o Genetyczne.

W program ie przew idziane są obrady p lenarne oraz obrady w  sekcjach:
a) genetyki drobnoustrojów
b) genetyki roślin
c) genetyki zw ierząt
d) genetyki człowieka

K om itet O rganizacyjny prosi o nadsyłanie w stępnych zgłoszeń uczestnictw a 
w  Zjeździe oraz o nadsyłanie tytułów  refera tów  i doniesień do 1-go grudnia bieżą
cego roku na adres: Oddział W roc ław ski PTG , W rocław , ul. Chałubińskiego  4.

http://rcin.org.pl



Post. Błochem. 13, 401—406 (1967).

M A R IA  K A M IE Ń S K A -Z Y Ł A *

Zastosowanie warstw jednomolekularnych w badaniu 
kwasów nukleinowych

Application of Monomolecular Films in the Investigation of Nucleic Acids

T he p re p a ra tio n  of nucleic  a c id s  m o no layers  fo r  e lec tro n  m icroscopy  has been
described .

Problem  współzależności m iędzy s tru k tu rą  kwasów nukleinow ych 
a ich funkcją stanow i dzisiaj jeden z najbardziej in teresu jących  tem a
tów w biochemii, genetyce i biologii m olekularnej. Zm iany w stanie 
fizykochem icznym  kwasów nukleinow ych oznaczają również pew ną 
zmianę ich funkcji. Nasuwa się pytanie w jakim  stopniu narusza się 
całość m akrocząsteczek kw asów  nukleinow ych przy ich izolowaniu z m a
teriału  wyjściowego, charakteryzow aniu  i uw alnianiu  od ciał tow arzy
szących, kom pleksowo z nim i związanych. P rzy  usta lan iu  ciężaru cząs
teczkowego posługiwano się dotychczas takim i m etodam i, jak  u ltraw i- 
row anie, w iskozym etria i rozpraszanie św iatła. Obecnie m ikroskopia 
elektronow a pozwala poznać nie tylko wielkość cząsteczek ale i zm iany 
budowy przestrzennej n itek  m olekularnych kwasów nukleinowych. 
W lite ra tu rze  najczęściej spotyka się zdjęcia DNA, natom iast bardzo 
rzadko — RNA. W artyku le  tym  przedstaw iono krótko stronę m eto
dyczną przygotow yw ania p repara tów  kwasów nukleinow ych do badań 
w m ikroskopie elektronow ym .

K w asy nukleinowe są polim eram i o długich łańcuchach i dużej masie 
cząsteczkowej, na przykład dla DNA wynosi ona 7X106 (28), co znacznie 
u trudn ia  w yodrębnianie ich z m ateria łu  biologicznego. Za pomocą sto
sowanych m etod (6, 13, 23, 24, 26)f otrzym uje się kw asy nukleinow e 
w stanie dość oczyszczonym, jednak  mogą one zawierać jeszcze poli
sacharydy, białka, pek tyny  itp . Często podczas w yodrębniania kw asy 
nukleinow e ulegają pewnej degradacji. Na przykład procedura K i r - 
b y ’e g o (13) dwufazowego rozdziału w układzie fenol—w arstw a wodna 
skutecznie oddziela kwas rybonukleinow y od obojętnych i kw aśnych 
polisacharydów, ale rów nocześnie doprowadza do znacznej degradacji

* D r, a d iu n k t P raco w n i W iru so lo g ii Z a k ła d u  F iz jo log ii R oślin  PA N  w  K ra 
kow ie.
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RNA. W ytrącanie RNA z wodnej w arstw y  (metoda K irby’ego) brom kiem  
cetylotrójm etyloam oniow ym  (4, 11, 25) pozwala ominąć długi proces 
dializy, co ogranicza szkodliwe działanie rybonukleazy. Tak zm odyfi
kowana m etoda pozwoliła na otrzym anie bardziej oczyszczonych p re 
paratów  RNA.

P rep ara ty  kwasów nukleinow ych przeznaczone do fotografow ania 
w m ikroskopie elektronow ym  m uszą być odsalane m etodą agarow ej 
filtrac ji według K e l l e n b e r g e r a  i A r b e r a  (12). P rzy  fo togra
fowaniu duże znaczenie ma sposób nałożenia oczyszczonego p repara tu  
kwasów nukleinow ych wraz z białkam i i octanem amonu na folie nośne 
(ang. grids). Konieczne jest m ianowicie uzyskanie jednom olekularnej 
w arstw y, czyli m onowarstwy.

H u g h e s  i R i e d e a l  (10), B u l i  (2) i K l e i n s c h m i d t  (14, 
15, 16, 17, 18, (19, 20, 21) podali szczegółową procedurę sporządzania 
jednom olekularnych filmów białkowych.

Przygotow yw anie p reparatów  kwasów nukleinow ych według 
K l e i n s c h m i d t a  jest dotychczas jedyną drogą prowadzącą do 
otrzym ania ich fotografii w m ikroskopie elektronow ym . W ielu badaczy 
(1, 5, 8 , 9, 22, 29, 30) stosowało tę  m etodę do przygotow yw ania p repa
ratów  DNA pochodzenia przeważnie bakteryjnego. S e n s e n e y  i wsp. 
(27) zastosowali technikę m onow arstw ow ych film ów białkow ych przy 
fotografow aniu w irusa pom idora (tomato ringspot).

Film  jednom olekularny tw orzy się na pow ierzchni swobodnej m iędzy 
ośrodkiem wodnym  a pow ietrzem  dzięki działaniu sił m iędzyfazowych. 
Do w ytw orzenia jednom olekularnego nierozpuszczalnego film u na w od
nym  podłożu nadają się roztw ory licznych białek globularnych. W w ięk
szości prac jako białkowy składnik film ów stosowano cytochrom  c.

W e i l  i V i n o g r a d  (30) zastąpili cytochrom  c dw uizopropylo- 
fosforylową trypsyną. Stężenia trzech zasadniczych składników  film u: 
kwasów nukleinowych, białka i octanu amonu są różne, indyw idualnie 
dobierane przez badaczy. Film y białkowe na pow ierzchni wodnej określa 
się podając stopień obsadzenia pow ierzchni A w m2/m g i ciśnienie w y
w ierane przez film  w dynach/cm 2. W ielki wpływ  na tw orzenie się film ów 
białkow ych ma pH  rozpuszczalnika i zaw artość soli. S tosunek stężenia 
kwasów nukleinow ych do cytochrom u c regulu je  się sam oczynnie dzięki 
działaniu sił m iędzycząsteczkowych, a jedynym  sposobem jego kon tro 
lowania jest regulow anie ciśnienia film u za pomocą na przykład wagi 
W ilhelmiego. Urządzenie to  pozwala uzyskać właściwe stężenie kwasów 
nukleinow ych, które może się zmieniać w dosyć szerokich granicach. 
Do pom iarów powierzchni film u używa się tak  zwanego kory tka Lang- 
m uira o rozm iarach 600X100X10 mm (17). K orytko to  pozwala re jes tro 
wać przesuw  film u przez zastosowanie odpowiedniej podziałki, przy  
czym specjalna bariera  (a na rysunku  1) może film  ściskać i rozprężać. 
Chcąc się przekonać, k iedy  w arstw a film u stan ie się m onow arstw ą n a 

http://rcin.org.pl



[3] W A R STW Y  JE D N O M O L E K U L A R N E 403

leży zastosować zm odyfikow aną przez D e r v i c h i a n a  (3) i H a r k i n -  
s a (7) wagę W i l h e l m i e g o  (31), używ aną do pom iarów napięcia 
powierzchniowego cieczy. M odyfikacja ta polega na dołączeniu do wagi 
W ilhelmiego urządzenia samopiszącego, dzięki którem u można w spo
sób ciągły notować na papierze fotograficznym  ciśnienie film u i po-

R ys. 1. S ch em at p rzy g o to w an ia  p re p a ra tó w  k w asu  n uk le inow ego  do m ik roskopu  
e lek tro n o w eg o : a — b a r ie ra , b — p o ch y ln ia  (szkiełko p rzedm io tow e), c — n aczy 

n ie zapasow e (s trzy k aw k a), d — fo lia  nośna . Wg (18).

wierzchnię, k tórą on zajm uje. K leinschm idt zastosował m etodę W ilhel
miego z pływ akiem  zanurzonym  pionowo w stosunku do powierzchni 
wodnej w kory tku  L angm uira. P ływ ak może być w ykonany ze szkła, 
lub p latyny  w postaci bardzo cieniutkiej blaszki. Jest on zawieszony 
na jednym  ram ieniu  wagi analitycznej lub torsyjnej specjalnie przysto
sowanej do tego celu. P ływ ak musi być zrównoważony w stosunku do 
drugiego ram ienia wagi i szalki. Po zanurzeniu pływ aka do wody, 
względnie zetknięciu go z  powierzchnią wody, w skutek działania napię
cia powierzchniowego na płytkę, równowaga wagi zostaje zachwiana. 
Różnica obciążenia szalki po ponownym  zrów noważeniu wagi jest m ia
rą  napięcia powierzchniowego. Jeżeli korytko w ypełnione jest wodą, 
napięcie powierzchniowe powinno wynosić w tem peraturze pokojowej 
około 73 dyn/cm. Napięcie powierzchniowe wody, względnie roztw oru 
stanowiącego podłoże m ierzy się dw ukrotnie — przed i po wprowadze
niu film u na powierzchnię w odną w  kory tku . B ariera (o której była 
mowa uprzednio) da je  możność ściskania, lub rozprężania film u do mo
m entu  ustalenia żądanego napięcia powierzchniowego. Po ustaleniu  się 
napięcia powierzchniowego przy jm uje się, że film  utw orzył w arstw ę 
jednom olekularną. Szybkość przesuw ania bariery  można regulować 
w granicach od 0,05 cm/s, aż do 10 cm/s. Do m ierzenia napięcia po
wierzchniowego (ciśnienia) film u można używać w edług K leinschm idta
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pływ aka z bibuły filtracy jne j, którego górny brzeg zabezpiecza się przed 
wodą podłoża przez naparafinow anie.

Jeżeli pływak z bibuły pozostaje na stałej wysokości, wówczas uprasz
cza się oznaczanie napięcia powierzchniowego (ciśnienia filmu) stosując 
ważenie różnicowe za pom ocą wagi torsyjnej z u trw alonym  punktem

Powierzchnia 
fazy wodnej

R ys. 2. P ły w a k  z p a p ie ru  filtra c y jn e g o  do m ie rzen ia  n ap ięc ia  pow ierzchn iow ego .
Wg (17).

zerowym  belki wagi. D ziałanie kapilarne papieru  filtracyjnego pozwala 
za punk t zerowy przyjąć kąt, k tó ry  tw orzy powierzchnia wody z po
w ierzchnią pływ aka, tak  że pływ ak m ierzy bezpośrednio napięcie po
w ierzchniow e filmu. Zakłada się, że pływ ak może swobodnie przejść 
przez powierzchnię wody i że pęcznienie celulozy, k tó re  można obser
wować przez zmianę ciężaru jest zakończone. Napięcie powierzchniow e 
(ciśnienie filmu) definiuje się (17):

(a —b) • 0,981
TC — dyn/cm

gdzie: a — pozorna waga bez film u w mg 
b — waga z film em  w mg 
u — w ym iary  pływ aka 

Dokładność dynam icznego pom iaru wynosi ±1/10 dyn/cm . Czułość m e
tody W ilhelm iego jest odw rotnie proporcjonalna do grubości płytki. 
G ranicznie cienką płytkę p latynow ą można użyć w w ypadku, gdy dąży 
się do otrzym ania ciśnienia film u równego 0,001 dyn/cm . W w ypadku 
kwasów nukleinow ych ciśnienie film u powinno wynosić ± 0,1 dyn/cm , 
a zatem  dopuszczalna jest dużo m niejsza dokładność, niż przy cienkich 
blaszkach platynow ych.

M ieszaninę cytochrom u c i kw asu nukleinowego w  octanie am onu
0 pH  7 przenosi się na pow ierzchnię wodnego roztw oru octanu am onu 
w kory tku  Langm uira. Tylko roztw ory o niskich stężeniach można roz
ciągnąć w film  jednom olekularny. K orytko Langm uira może być w y
konane z w iniduru, lub plexiglasu, a dno jego m usi być przy każdym  
pom iarze powlekane parafiną, k tórej pow ierzchnia powinna być gładka
1 wypolerow ana. W prow adzenie roztw oru tworzącego film  do ko ry tka  
i właściwe rozpościeranie film u polega na w ypływ aniu bardzo m ałych 
ilości cieczy z naczynia zapasowego (c — rysunek  1); urządzeniem  w pro
w adzającym  film  do ko ry tka  może być na przykład strzykaw ka, z k tó -
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R ys. 3. K w as d ezo k sy ry b o n u k le in o w y  z b a k te r ii  S ta phy lococus S A B . W g (18).
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rej roztw ór powinien spływać po pochylni sporządzonej ze szkiełka 
przedmiotowego kom pletnie zwilżonego podłożem film u (b — rysunek 1 
góra). Całkowite rozpostarcie film u na powierzchni trw a około 15 m i
nut. Korytko Langm uira jest umocowane na m asyw nej podstawie dla 
uniknięcia wszelkich w strząsów oraz wyposażone w urządzenie, które 
pozwala przesuwać barierę (a — na rysunku 1) ograniczającą film. Do 
każdego rozpościerania film u korytko napełnia się na nowo roztworem  
wodnym  octanu amonu.

Po utw orzeniu w arstw y jednom olekularnej film u i ustaleniu się 
napięcia powierzchniowego film  przenoszony jest (przez zetknięcie) na 
folię nośną pokry tą  w arstw ą węgla (d —  rysunek  1). Folię tę należy 
trzym ać poziomo, a następnie natychm iast przenieść wraz z przylega
jącą kropelką substra tu  na 30 sekund na pow ierzchnię absolutnego 
alkoholu, a bezpośrednio potem  do 10°/o izopentanu. Następnie folię 
suszy się na pow ietrzu. Łańcuchy kwasów nukleinow ych nie byłyby 
dostrzegalne w m ikroskopie elektronow ym  bez pokrycia ich w arstew ką 
odpowiedniego m etalu. Dlatego też po spreparow aniu  film u napyla się 
je w próżni. N ajpierw  napyla się m etalem  (platyna, u ran, lub tlenek 
wanadu), a następnie węglem w bardzo cienką warstw ę. Przy napyla
niu m etalem  folii nośnych pokry tych  już film em  białkowym  konieczne 
jest napylanie skośne pod kątem  6°— 10°. Tylko przy bardzo skośnym 
cieniowaniu obiektu jego obraz w m ikroskopie elektronow ym  jest dosta
tecznie szczegółowy (32). Przedm iot napy lany  powinien obracać się tak, 
aby napylenie m etalem  następowało ze w szystkich stron  (napylenie 
stożkowe). W oparciu o fotografie można p rzy  pomocy odpowiedniego 
urządzenia zmierzyć długość nitkow atych cząstek kwasów nukleino
wych. (Fotografia DNA z bakterii).

Przedstaw iona m etoda jest w praw dzie długa i żm udna, jest to jed
nak jedyna droga pozwalająca umieścić kw asy nukleinow e w ognisku 
m ikroskopu elektronowego. M ikroskopia elektronow a w  oparciu o m e
todę K leinschm idta rokuje nadzieję rozw iązania w ielu jeszcze niedo
kładnie zbadanych zagadnień dotyczących kwasów nukleinow ych. L u c k 
i R e i c h  (22) dzięki zastosowaniu tej m etody śledzili pojedyncze dro
biny DNA w yodrębnionego z m itochondriów, a B a s s e l ,  H a y a s h i  
i S p i e g e l m a n n ( l )  badali syntezę RNA na pojedynczej nici DNA.

Urządzenie do sporządzania w arstw  jednom olekularnych jest tylko 
pozornie nieskom plikowane. W ymaga ono niezw ykłej precyzji i czys
tości. Siady lotnych związków chem icznych (na przykład dym u z pa
pierosa) które dostaną się na pow ierzchnię wodną tw orzą natychm iast 
nowe film y powierzchniowe, zakłócając stan  równowagi filmów ba
danych, a przez to uniem ożliw iają właściwe w ykonanie pomiarów. 
W insty tu tach  fizykochem icznych zazwyczaj kilku specjalistów  zajm u
je się wyłącznie tego rodzaju  urządzeniam i.
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M A R T A  STAHL*

Oznaczanie ciężaru cząsteczkowego białek przy pomocy 
sączenia molekularnego

Determination of Molecular Weight of Proteins by Molecular Sieving on Gels

T he gel f i l t r a t io n  b e h a v io u r of p ro te in s  re la te d  to  th e ir  m o lecu la r w eig h t
is  p re sen ted

We w szystkich rodzajach chrom atografii podziałowej wielkość czą
steczek rozdzielanych substancji w pływ a w pew nym  stopniu na rozdział, 
ale tylko w  jednym  przypadku m asa cząsteczkowa jest zasadniczą pod
staw ą rozdziału. Ten rodzaj chrom atografii nazwano sączeniem  m ole
ku larnym  (molecular sieving). Używa się też nazwy filtracja  na żelu 
(gel filtration).

Próby w ykorzystania różnic ciężarów cząsteczkowych badanych 
substancji do ich rozdziału przeprow adzano od dawna. W 1950 roku 
S y n g e  i T i s e l i u s  (28) rozdzielali na kolum nie w ypełnionej aga
rem  produkty  hydrolizy  amylozy. W 1956 roku L a t h e  i R u t h v e n  
(16) jako sita m olekularnego użyli skrobi. Objętość e luatu  potrzebna 
do w ym ycia m ateria łu  z kolum ny związana była bezpośrednio z cięża
rem  cząsteczkowym  — jako pierw sze w ym yw ane były białka, następnie 
peptydy, a na końcu am inokwasy. Obecnie skrobia jako sito m olekular
ne ma już ty lko  znaczenie historyczne. Zastąpiono ją syntetycznym  
produktem  o ściśle określonych właściwościach. Nowy m ateria ł uzyska
no przez poprzeczne usieciowanie (cross-linking) frakcji dekstranu
o określonej długości łańcucha i nazw ano Sephadexem. Sposób przyrzą
dzania tego żelu jak  również jego praw dopodobny wzór podano w 1963 
roku w Postępach Biochemii (20).

Pierw sze doświadczenia na nowym  m ateria le  przeprow adzili P  o - 
r a t h  i F l o d i n  (21). Stw ierdzili oni, że Sephadexy  są nierozpusz
czalne w wodzie i solach, stabilne w  słabych kw asach i zasadach (ule- 
gają jednak hydrolizie w silniejszych kwasach, szczególnie w podwyż
szonej tem peraturze), nie m ają  własności adsorbujących, a ich hydro- 
filny  ch arak te r spowodowany jest obecnością grup hydroksylow ych.

* M gr, I n s ty tu t  B ad ań  Jąd ro w y ch , Z ak ład  R ad iob io log ii i O ch rony  Z d row ia
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Usieciowany poprzecznie dekstran  tw orzy tró jw ym iarow ą sieć. 
D yfuzja do w nętrza s tru k tu ry  żelu ograniczona jest rozm iarem  wol
nych przestrzeni pom iędzy łańcucham i dekstranu . Sephadexy  cha
rak te ryzu ją  się tym , że w  przestrzenie te  mogą stosunkow o łatwo w ni
kać związki o m ałych w ym iarach, a szczególnie cząsteczki wody. Dla 
dużych cząsteczek przestrzenie te  są niedostępne. Związki o dużym 
ciężarze cząsteczkowym  przechodzą zatem  przez kolum nę bez zatrzy
m ania, natom iast w m iarę zm niejszania się ciężaru cząsteczkowego co
raz w yraźniej w ystępuje  zjawisko opóźniania przejścia przez kolumnę. 
Na tym  polega funkcja  Sephadexów  jako sita m olekularnego.

Na rysunku  1 przedstaw iono schem atycznie obraz stosunków  panu
jących w  kolum nie z Sephadexem, do k tórej wprowadzono m ieszaninę 
substancji o różnym  ciężarze cząsteczkowym.

R ys. 1. S ch em at sączen ia  m o lek u la rn eg o .
Na rysunku b i c widać efekt opóźnienia przejścia cząsteczek o małych rozmiarach spowo

dowany przez ich dyfuzję do wnętrza ziarna żelu.
1 — cząsteczki o dużych rozmiarach, 2 — cząsteczki o małych rozmiarach, 3 — powierzchnia 

ziarna żelu, 4 — przestrzeń w żelu dostępna dla wnikających substancji.

Żel umieszczony w wodzie pęcznieje do określonych granic, zależ
nie od stopnia usieciowania dekstranu. Ilość wody (w gram ach) jaką 
może związać 1 g Sephadexu  pozostawiony do pęcznienia określona 
jest przez w spółczynnik Wr. Czym większy jest ten  wskaźnik, tym  luź
niejsza, m niej zbita jest s tru k tu ra  żelu, tym  większe cząsteczki mogą 
przez niego penetrow ać.

T a b l i c a  1 
Zakres zastosowania różnych typów Sephadexów

Typ
Sephadexu

Granice ciężarów cząsteczkowych 
rozdzielanych substancj i

Literatura

G-75 3 000— 130 000 (1)
G-100 5 000—300 000 (1)
G-200 5 000— 1 000 000 (2)
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Zdolność pęcznienia, a tym  samym  zakres stosow ania danego żelu 
przedstaw iono w Postępach Biochemii w 1963 r. (20). Jednak  okazało 
się, że zakres stosow ania jest znacznie szerszy, niż podany przez pro
ducenta Sephadexu. Tablica podaje zakres stosowania różnych typów 
Sephadexów  na podstaw ie danych eksperym bentalnych (1, 2).

1. Teoria sączenia molekularnego

K olum na w ypełniona spęczniałym  żelem stanow i układ dwóch faz. 
Jedną z nich jest woda zatrzym ana przez ziarna żelu, tak  zwana woda 
w ew nętrzna, k tó re j objętość oznaczono V j.  Je st to faza stacjonarna. 
Fazą ruchom ą jest woda w ypełniająca p rzestrzenie m iędzy ziarnam i 
żelu. Jej objętość V0 równa jest objętości swobodnej kolum ny.

Substancja w prow adzona na kolum nę ulega podziałowi między obie 
fazy, tak, że przy dostatecznie wolnym przepływ ie ustala się równowaga 
pomiędzy jej stężeniem  w fazie ruchom ej i nieruchom ej. Jeżeli współ
czynnik podziału (Kd) danej substancji rów na się 0, to znajduje się ona 
tylko w  fazie ruchom ej i przechodzi swobodnie bez zatrzym ania przez 
sieć żelu. Pojaw ia się ona w w ycieku w objętości V0, to znaczy w tedy 
gdy objętość e luatu  rów na V0 osiągnie dolny koniec kolum ny. W przy
padku substancji o Kd rów nym  1, elucja jej nastąp i dopiero w tedy, gdy 
przez kolum nę przejdzie eluent o objętości rów nej V 0 +  V i .  Dla sub
stancji o Kd m ającym  w artości pośrednie m iędzy 0 i 1, objętość e luatu  
(Ve) wyniesie więc

V . = V o  +  V i * *  1

stąd

Pierw szym  czynnikiem , k tó ry  determ inu je  współczynnik podziału — 
jest rozm iar cząsteczek. Duże cząsteczki, (na przykład  cząsteczki b iał
ka) m ają Kd około 0, cząsteczki o m ałych rozm iarach (na przykład NaCl, 
glukoza) m ają współczynnik podziału około 1. Ogólnie biorąc, cząsteczki
0 dużych rozm iarach pojaw iają się wcześniej w w ycieku z kolum ny 
w ypełnionej m ateriałem , k tó ry  działa na zasadzie sita m olekularnego, 
a cząsteczki drobne przechodzą przez kolum nę z pew nym  opóźnieniem
1 pojaw iają się w wycieku później. Znajomość Kd ma duże znaczenie, 
gdyż określa on położenie substancji na diagram ie elucji. Pozycja zaś 
danej substancji w  diagram ie elucji jest bezpośrednio związana z jej 
ciężarem cząsteczkowym. Przykładow y diagram  elucji podano na ry 
sunku 2 .

Żele Sephadexy  służyć mogą, jak  z powyższego widać, nie tylko do 
frakcjonow ania, ale i do oznaczania ciężaru cząsteczkowego. M atem a
tyczne podstaw y oznaczania ciężaru cząsteczkowego na Sephadexach
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podał P  o r  a t h (22). W m yśl jego m odelu należy przyjąć, że przestrze
nie w  żelu dostępne dla cząsteczek m ają ksz ta łt stożkowy, same zaś 
cząsteczki są k sz ta łtu  kulistego. Jeżeli średnicę podstaw y takiego stożka 
oznaczyć jako A, a jego głębokość jako H, to objętość stożka V wyniesie

Htt
V =

12
A2

Jeżeli przyjąć, że prom ień kulistej cząsteczki rów na się R i jest m niej
szy od prom ienia podstaw y stożka, to cząsteczka taka łatwo mieści 
się w otw orku i w nikać może w głąb stożka do wysokości h.

60 100 140
Frakcja N r(1,0ml)

R ys. 2. D iag ram  e lu c ji b ia łek  z k o lu m n y  w y p e łn io n e j S e p h a d e x e m  G-100 (w e
d ług 30).

Środek cząsteczki może w tym  otw orku zajm ować różne położenia, 
a ściśle biorąc może lokować się w  tej części objętości stożka (v), k tó rą  
określa wzór

v =  —  (A—2R)2 4
12

Jeżeli pom iędzy badaną substancją a żelem nie zachodzi adsorpcja ani 
inne w zajem ne oddziaływanie, to współczynnik podziału (Kd) jest pro
porcjonalny do stosunku v i V.

K„
k v = k h / A - 2 R  V»

V H \  A /
gdzie k oznacza w spółczynnik proporcjonalności.

Głębokość h, na k tó rą  może wnikać cząsteczka, zależna jest od wza
jem nego stosunku prom ienia podstaw y stożka i prom ienia cząsteczki, 
tak  że

h A— 2R 
H ~  A
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stąd

Kd= k | 1 —
2R
A

6

Objętość rozpuszczalnika w  żelu (Wr) i A3 są przypuszczalnie ze sobą 
ściśle powiązane. P  o r  a t h przyjm uje, że A3 jest proporcjonalne do 
Wr- a

A3 ~  Wr -  a 7

gdzie a jest popraw ką określającą część rozpuszczalnika tak  zwią
zaną z żelem, że jest niedostępna dla substancji. Zakłada on też, że cię
żar cząsteczkowy jest proporcjonalny do prom ienia kulistej cząsteczki

R ~ M S 8

Podstaw iając w yrażenia 7 i 8 do w zoru (4) o trzym uje się

[ M‘/2 l 3
l - k x ----- -----------  9

(Wr - a y / a J

Tak więc w artości R, A, H  i h m ające charak ter raczej um owny zostały 
zastąpione we wzorze 9 innym i, bardziej konkretnym i wielkościami. 
Jak  widać z rów nania 9 między K d i M istn ieje ścisła zależność, w ykres 
jej jest linią prostą (rysunek 3). Identyczną zależność otrzym ał W i e - 
l a n d  (29).

R ys. 3. Z ależność m iędzy  w sp ó łczy n n ik iem  p o dz ia łu  (Kd), a c iężarem  cząsteczk o 
w ym  M (w edług 22).

W ielu badaczy (1, 2, 30) wykazało, że podobnego typu  zależność zacho
dzi pom iędzy ciężarem  cząsteczkowym  i(M) i objętością elucji (Ve). 
Jeżeli do w zoru 1 wprowadzim y zależność V ; =  aWr, gdzie a — ozna
cza wagę suchego żelu, to różnicę m iędzy objętością elucji (Ve), a obję
tością swobodną (V0) można przedstaw ić:

AV =  Ve- V 0 =  V1Kd =  aW rKd 10

Podstaw iając w m iejsce Kd we wzorze 10 w yrażenie 9 otrzym ujem y

[ M ‘/i l 3
1—k i -----—-------

(Wt — «)■/> |

11
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Również z tego wzoru widać, że w artość Ve i M są ze sobą powiązane. 
Doświadczalne dane uzyskane przez w ielu badaczy (18, 22, 30) w ska
zują, że pomiędzy objętością elucji Ve i logarytm em  ciężaru cząsteczko
wego istn ieje  zależność liniowa. Ponieważ jednak objętość elucji tego 
samego białka zmierzone na kolum nach o różnej długości i p rzekro ju  
są różne — nie można wartości Ve stosować jako podstawy do obli
czania ciężaru cząsteczkowego. Nie ulega natom iast zm ianie stosunek 
objętości elucji danej substancji do objętości swobodnej kolum ny (VG), 
uzyskany na różnych kolum nach. Tak więc w łaśnie stosunek tych 
dwóch objętości, ponieważ jest stały, służy jako podstaw a dla doświad
czalnego oznaczania ciężaru cząsteczkowego. W ykres zależności log M 
od Ve/V0 uzyskany przez W h i t a k e r a  (30) podano na rysunku  4 . 
Podobne w ykresy  przedstaw iają w swych pracach A n d r e w s  (1, 2) 
i L e a c h (18).

Log ciężaru cząsteczkowego

R ys. 4. Z ależność m iędzy  ob ję to śc ią  e lu c ji w y rażo n ą  s to su n k iem  Ve/V 0, a c ięża
re m  cząsteczkow ym  b ia łek  (w edług 30).

O — kolumna wypełniona Sephadexem  G-75
0  — kolumna wypełniona Sephadexem  G-100
1 — cytochrom c, 2 — rybonukleaza, 3 — mioglobina, 4 — a-chymotrypsyna, 5 — trypsyna, 6 — 
pepsyna, 7 — peroksydaza, 8 — albumina jaja kurzego, 9 — albumina surowicza wołu, 10 —

konalbumina.

Ze względów praktycznych łatw iej jest posługiwać się oczywiście w iel
kością V e niż K d , gdyż dla znalezienia V e w ystarczy zmierzyć 
absorpcję kolejnych frakcji e lua tu  i sporządzić diagram  elucji; obję
tość w ycieku w ml od początku prowadzenia elucji do m om entu w ym y
w ania frakc ji o najw iększym  stężeniu białka stanow i w łaśnie objętość 
elucji V e. Dla znalezienia zaś ciężaru cząsteczkowego badanej substancji 
należy oznaczyć V c danej kolum ny oraz V e dla k ilku  substancji o zna
nym  ciężarze cząsteczkowym  i sporządzić w ykres zależności log M 
od V e/ V 0. Znając zaś V e dla substancji o nieznanym  ciężarze cząstecz
kowym  można przez in terpolację z tej krzyw ej ka lib racy jnej odczytać 
odpowiadający danej wartości V e ciężar cząsteczkowy.
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2. Zastosowanie sączenia molekularnego

W ielu badaczy zajęło się praktycznie w ykorzystaniem  Sepehadezów  
do oznaczania ciężaru cząsteczkowego. Zbadano szereg białek, których 
ciężar cząsteczkowy oznaczony został innym i m etodam i i dla w ielu 
z nich uzyskano w yniki zgodne, dla innych natom iast w yniki odbie
gały znacznie od dotychczas podawanych wartości (Tablica 2). P rzyczyny

Ta b l i c a  2 
Ciężar cząsteczkowy białek oznaczony metodą 
filtracji na żelu (A) i innymi metodami (B)*.

Białko
Ciężar cząsteczkowy

A B

Ren i na 32 000 (1) 32 000 (7)
Ceruloplazmina 155 000 (2) 160 000 (14)
Dehydrogenaza alkoholowa 126 000 (2) 129 000 (11)
drożdży •
Albumina jaja kurzego 44 000 (18) 45 000 (3)
Albumina surowicza wołu 69 000 (18) 70 000 (24)
Hemoglobina 40 000 (30) 68 000 (12)
Owomukoid 38 000—45 000 (30) 27 000 (6)
Lizozym 7 000 (30) 14 000 (13)
y-globulina 105 000 (2) 160 000 (19)
Fibrynogen 733 000 (2) 330 000 (25,26)
Tyroglobulina 1 330 000 (2) 670 000 (4)

* W  nawiasie podano odnośniki do literatury

niezgodności mogą być różne, na przykład adsorpcja na żelu, dysocjacja 
na podjednostki, obecność węglowodanów, n ieregu larny  kształt czą
steczki, względnie tworzenie kom pleksów m iędzy żelem a białkiem .

W śród białek, dla k tó rych  pom iary ciężaru cząsteczkowego poprzez 
filtrac ję  na żelu nie dają praw idłow ych w yników  jest wiele glikopro- 
teidów. B iałka zaw ierające węglowodany m ają luźniejszą s tru k tu rę  
i zachow ują się jakby m iały większą objętość niż białka globularne
o odpow iadającym  im ciężarze cząsteczkowym . Dla prostych białek 
objętość zajm owana przez 1 gram  białka, jak  również stopień hy d ra 
tacji w  roztw orach w odnych waha się w w ąskich granicach (około
0,73 m l/g i około 0,3 g H20  na gram  białka), dlatego też można przyjąć, 
że cząsteczki białek o podobnych rozm iarach m ają  podobny ciężar 
cząsteczkowy. Być może łańcuchy węglowodanowe ulegają w większym 
stopniu hydratacji niż łańcuchy peptydow e i dlatego białka zaw ierają
ce węglowodany zachowują się w filtrac ji na żelu jakby  m iały większy 
ciężar cząsteczkowy (Tablica 3). Jednakże, jak  widać z tablicy 3, a lbu
m ina ja ja  kurzego i tran sferyna  pomimo zaw artości węglowodanów 
dają  stosunkow o nieduże odchylenia ciężarów cząsteczkowych. Podob-
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nie ceruloplazm ina pomimo zaw artości 7%  cukrowców zachow uje się 
w sączeniu na żelu jak typowe białko globularne. Widocznie nie we 
w szystkich przypadkach obecność węglowodanów powoduje zmiany 
gęstości białek, a co za tym  idzie — odchylenia w oznaczaniu ciężarów 
cząsteczkowych w sączeniu na żelu. Jako  potw ierdzenie służyć mogą 
fibrynogen i 7-globulina, k tóre pomimo praw ie jednakow ej zawartości 
węglowodanów (tablica 3) w ykazują w sączeniu m olekularnym  zupeł-

T a b l i c a  3
Ciężary cząsteczkowe glikoproteidów oznaczone 

metodą filtracji na żelu (A) i innymi metodami (B)*

Białko %
cukrowców

ciężar cząsteczkowy 

A | B

% odchylenia 
(B-A)/AX 100

Transferyna 3,9 41 000 45 000 (14) - 1 0
Albumina jaja 3,5 74 000 68 000 (3) +10
kurzego .
Ceruloplazmina 7,1 155 000 160 000 (14) 0
Fetuina 22,5 115 000 46 000 (27) +  150
Owomukoid 21,0 55 000 28 000 (6) +  100
Fibrynogen 2,3 733 000 330 000 (25) +  120
y-globulina 2,2 205 000 160 000 (16) +  30

* W  nawiasach podano odnośniki do literatury

nie różne odchylenia od ciężarów cząsteczkowych przy jętych  dla tych 
białek. Dla fibrynogenu odchylenie to wynosi + 120% , a d la Y_gl°buliny 
tylko + 30% . W edług A n d r e w s a  (2) spowodowane to może tbyć 
kształtem  cząsteczki; cząsteczki fibrynogenu m ają dużo większy sto
sunek osiowy niż "/-globulina (25, 27). Podobnie cząsteczka fetu iny  ma 
bardziej w ydłużony kształt niż owomukoid i pomimo podobnej zaw ar
tości cukrow ców w ykazuje dużo większe odchylenie. Im bardziej zaś 
jest w ydłużony kształt cząsteczki tym  gorzej spełnia się rów nanie 
P o r a t h a  (rów nanie 8), k tó re  dotyczy tylko cząsteczek kulistych.

Ale nie tylko ksz ta łt i obecność cukrow ców  w pływ ają na praw idło
wość wyników. Na przykład dla lizozymu otrzym uje się w yniki praw ie
o połowę niższe od spodziewanych. W przypadku tego białka nie można 
mówić o absorpcji, gdyż nie zaobserwowano w pływ u siły jonowej bu
foru  użytego do elucji, na w artość V e. Nie ma tu  też m iejsca dysocjacja 
na podjednostki, gdyż wiadomo, że białko to  zbudowane jest tylko 
z jednego łańcucha polipeptydowego (13). W edług W h i t a k e r a  (30) 
przyczyną uzyskiw ania zbyt niskich w artości ciężaru cząsteczkowego 
dla lizozymu jest tw orzenie się słabego kom pleksu pom iędzy tym  biał
kiem  a żelem. Lizozym, m ukopolisacharydaza, tw orzy być może, z że
lem połączenie, w którym  dekstran  służy jako substra t lub inh ib itor 
dla enzymu. Na poparcie tej hipotezy można przytoczyć obserw acje
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G e 1 o 11 e (8), że a-am ylaza trzustkow a eluuje się z Sephadexu  G-75 
dużo później niż się tego oczekuje.

Przyczyną oznaczania m etodą sączenia na żelu zbyt niskiego ciężaru 
cząsteczkowego dla hemoglobiny jest praw dopodobnie jej dysocjacja na 
podjednostki. Z prac A n d r e w s a  (1, 2) w ynika, że oznaczane tą  m e
todą w artości ciężaru cząsteczkowego hem oglobiny w zrasta ją  w raz ze 
stężeniem  nałożonej próbki, co w skazuje na dysocjację. W h i t a k e r  
(30) oznaczał ciężar hem oglobiny na Sephadexie  G-75 i G-100. Na Sepha-  
dexie  G-75 oznaczył on ciężar hem oglobiny jako 40 000, a na Sepha-  
dexie  G-100 rozdzielił on hemoglobinę na dwa sk ładnik i o ciężarze 
cząsteczkowym  43 000 i 55 000. Ponieważ w bardzo rozcieńczonych roz
tw orach zachodzi dysocjacja hem oglobiny na dwie podjednostki o cię
żarze 34 000 (10) postu lu je  się, że to w łaśnie zjaw isko m a m iejsce pod
czas f iltrac ji hem oglobiny przez żel i jest przyczyną otrzym yw ania 
zbyt niskich w artości ciężaru cząsteczkowego.

W edług G e l o t t e  (8) i P o r a t h a  (21) fenyloalanina, ty rozyna 
i try p to fan  adsorbują się silnie na żelach dekstranow ych. Powodować 
to może nienorm alne zachowanie się w  sączeniu m olekularnym  białek
o dużej zaw artości tych aminokwasów.

Jak  widać z powyższego przeglądu nie d la w szystkich białek pom iar 
ciężaru cząsteczkowego m etodą sączenia m olekularnego daje  w yniki 
porów nyw alne z ciężarem  oznaczonym innym i m etodam i. Z tego też 
w zględu w ybór białek, k tóre m ają służyć do sporządzania krzyw ej ka-.- 
lib racyjnej m a bardzo duże znaczenie. Polecić można do tego celu a lbu
m inę surowiczą wołu, album inę jaja  kurzego, ceruloplazm inę, reninę.

Rys. 5. Zależność m iędzy objętością elucji (Ve) a w spółczynnikiem  dyfuzji (D), 
badana na kolum nie w ypełnionej S ep h a dex em  G-200, w pH  7,5 (według 2).
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O trzym ane z filtrac ji na żelu dane można w ykorzystać nie ty lko  do 
obliczenia w spółczynnika podziału i ciężaru cząsteczkowego, co omó
wiono powyżej, lecz również do obliczania współczynnika dyfuzji (D). 
Jak  wykazał L a u r e n t  i K i l l a n d e r  (17) oraz A n d r e w s  (2) 
istnieje prosta zależność pomiędzy objętością elucji (Ve) a odw rotnoś
cią w spółczynnika dyfuzji. Z prac A ndrew sa wynika, że glikoproteidy, 
k tó re  w ykazyw ały duże odchylenie od krzyw ej zależności log M i V e, 
układają się bardzo dobrze na krzyw ej zależności Ve i 1/D (rysunek 5).

Jak  wykazali W h i t a k e r  i A n d r e w s  (1) wartość Ve nie zależy 
od siły jonowej buforu użytego do elucji ani, co ważniejsze, od stężenia 
użytego do badania białka. Ilość wprowadzonego na kolum nę białka 
zależy ty lko od czułości m etody w ykryw ania go w wycieku. N ajm niej
sze stosowane przez A ndrew sa ilości to 0,2— 0,3 mg białka. Nie zaobser
wowano również w pływ u pH  na zależność pomiędzy Ve i log M. Dla 
przebadanych białek — Y-globuliny, album iny jaja  kurzego, album iny 
surow iczej wołu, inhibitora sojowego trypsyny  — w ykres tej zależności 
w zakresie pH  1,3— 10,7 jest taki sam (1), co w ydaje się dosyć zaska
kujące wobec fak tu , że większość białek w kw aśnych pH  ulega denatu- 
racji, bądź przynajm niej zmianom konform acji cząsteczek.

W artości Ve m ierzone w tych sam ych w arunkach, w  kolejnych iden
tycznie prow adzonych doświadczeniach, na  tej samej kolum nie, w ahają 
się dla białek globularnych, w olnych od węglowodanów, w  granicach 
10% , dla glikoproteidów błąd oznaczeń może być większy (1).

3. Oznaczanie ciężaru cząsteczkowego białek metodą sączenia molekularnego

Oblicźanie objętości swobodnej ko lum ny  (Vc). W artość VG można 
obliczyć znając całkow itą objętość kolum ny (Vt), współczynnik pęcz
nienia (Wr), ciężar suchego żelu (a) i wilgotność żelu (d) na podstaw ie 
wzoru podanego przez F a s o l d a  i wsp. (5), gdzie Vt =  V0 +  V j +  Vg, 
a Vg — oznacza objętość suchego żelu.

Rys. 6. Schem atyczny d iagram  elucji. S trzałka  w skazuje na objętość elucji, k tó ra  
, w  tym  w ypadku wynosi 50 ml.
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Teoretycznie po nałożeniu na kolum nę substancji o w spółczynniku 
podziału Kd =  0 znajdow ać się ją  powinno w w ycieku w tedy, gdy po 
swobodnym  przejściu przez kolum nę osiągnie ona jej dolny koniec. 
W prak tyce  jednak nie o trzym uje się takiej punktow ej elucji. Ja k  obra
zuje rysunek  6 elucja przebiega w  czasie i próba na obecność białka 
jest pozytyw na w  k ilku  kolejnych frakcjach. Jako objętość elucji p rzy j
m uje się więc p rak tyczn ie  tę  objętość eluatu, przy k tórej w ym yw a się 
m aksym alna ilość nałożonego m ateriału . Dotyczy to  również białek
0 K d >  0.

Dla doświadczalnego oznaczenia objętości swobodnej danej kolum ny 
(V0) należy zaobserwować m om ent, w  k tórym  wym yw a się białko lub 
inna substancja o K d =  0 (na przykład tyreoglobulina lub tusz chiński).

Obliczanie objętości wew nętrznej ko lum ny  (V¡). Objętość w ew nętrz
na kolum ny rów na jest iloczynowi w spółczynnika pęcznienia (Wr) i wa
gi suchego żelu (a)

Vt =  aW r 12
Jeżeli (a) jest nieznane to Vj można obliczyć na podstawie w zoru po
danego przez F a s o l d a  i wsp. (5)

W d
V1 =  (Vt - V 0)~  r ■ 13v '  1 +  Wr

(objaśnienia jak wyżej).
Ilość nałożonej na kolum nę próbki badanej substancji. Aby uzyskać 

praw idłow e w yniki oznaczeń objętości elucji, a więc i ciężaru cząstecz
kowego, objętość nałożonej próbki nie pow inna być zbyt duża. W prze
ciwnym  w ypadku szczyty w diagram ie elucji będą rozm yte, niesym e
tryczne i zachodzące na siebie. W praw idłow ym  diagram ie elucji szczy
ty  pow inny być ostre i sym etryczne, gdyż ty lko  w tedy możliwa jest 
dokładna in te rp re tac ja  wyników.

Kolum na w ypełniona żelem nadaje się do w ielokrotnego użycia, 
można na niej kolejno oznaczać ciężary cząsteczkowe różnych białek. 
Gdy po przejściu przez kolum nę pierwszego białka przem yje się ją 
buforem , to na w ierzch kolum ny można już nakładać następną badaną 
substancję. Jest to ogromna zaleta tej m etody, gdyż ułatw ia stronę 
techniczną oznaczeń.

W doświadczeniu, k tóre przeprow adzono w naszej pracow ni, na ko
lum nę o w ym iarach 1,9X50 cm w ypełnioną spęczniałym  żelem Sepha-  
dex  G-100 nanoszono 1 ml próbkę 1% białka. Do kalibrow ania kolum 
ny użyto: cytochrom  c, m ioglobinę, album inę jaja  kurzego, album inę 
surowiczą wołu i ceruloplazm inę. Objętości elucji w ynosiły kolejno 36,5, 
35,1, 32,1, 23,0 i 20,6 ml. Na podstaw ie tych liczb sporządzono w ykres 
zależności objętości elucji od logarytm u ciężaru cząsteczkowego tych 
białek (rysunek 7). N astępnie na w ykalibrow aną kolum nę nałożono
1 ml badanego białka (produkt proteolitycznej degradacji fibrynogenu,
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k tó ry  jest przedm iotem  badań w  naszej pracowni). E lucję prowadzono 
identycznie jak dla białek wzorcowych — płynem  elującym  był 0,05M 
bufor Tris zaw ierający 0,1M NaCl, pH  7,4. Zbierano frakcje  po 2 ml co 
5 min. i m ierzono ich gęstości optyczne przy  280 mj-i. W opisanym  do-

Rys. 7. W ykres zależności objętości elucji badanych białek od logary tm u ich cię
żaru cząsteczkowego.

1 — cytochrom c, 2 — mioglobina, 3 — albumina jaja kurzego, 4 — albumina surowicza wołu,
5 — ceruloplazmina, X — badane białko.

świadczeniu nie m ierzono objętości swobodnej kolum ny. Dla badanego 
białka uzyskano objętość elucji 22,4 m l co na podstaw ie krzyw ej kali- 
b racy jnej odpowiada ciężarowi cząsteczkowem u 113 000.

Ze względu na niew rażliwość na zm iany pH, siły  jonowej buforu  
użytego do elucji, stężenia badanej substancji, a rów nież ze względu 
na brak chemicznego oddziaływania stosowanie Sephadexów  do ozna
czania ciężaru cząsteczkowego nabiera coraz szerszego zasięgu i jest 
cytow ane w lite ra tu rze  jako nowa, szybka i dostatecznie dokładna m e
toda oznaczania ciężaru cząsteczkowego białek (15). Za pomocą tej m e
tody oznaczono nieznane dotąd ciężary cząsteczkowe kilku białek. I tak  
w edług A n d r e w s a  (1) ciężar cząsteczkowy fosfatazy alkalicznej 
m leka wynosi 148 000, dezam inazy adenozyny — 34 000, dehydrogena
zy 6-fosfo-glukozy z drożdży — 110 000 i dehydrogenazy glicerolu 
z Aerobacter aerogenes — 120 000

O statnio wszedł na rynk i nowy syntetyczny  żel -— poliakrylam id, 
stosow any szeroko dla sw ych zalet w chrom atografii i elektroforezie. 
Żel ten  pow staje w  w yniku polim eryzacji dwóch składników  — ak ry - 
lam idu i m etylenobisakrylam idu w  obecności czynników polim eryzują
cych. W zależności od proporcji obu składników  jest on w różnym  stop
niu  usieciowany — im więcej dodaje się m etylenobisakrylam idu tym  
m niejsze są oka sieci polim eru. W ydaje się, że ze względu na możliwość 
otrzym ania dowolnie usieciowanego żelu będzie on jeszcze lepszym  śro
dowiskiem  dla sączenia m olekularnego niż Sephadexy.
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Metabolizm trójglicerydów tkanki tłuszczowej 

The Metabolism of Adipose Tissue Triglycerides

The m echanism s of trig lycerides biosynthesis and degradation  are  surveyed 
w ith  special em phasis on adipose tissue m etabolism  and horm onal influences on it.

Podstaw ow ym  substra tem  procesów u tlen ian ia  kom órkowego u ssa
ków są kw asy tłuszczowe i glukoza. Zapasy węglowodanów są jednak 
bardzo m ałe, toteż z w yjątkiem  okresów bezpośrednio po posiłkach 
ustró j korzysta przede wszystkim  z energii zm agazynowanej w tró j-  
g licerydach tkank i tłuszczowej. M etabolizm  trójglicerydów  można om a
wiać ty lko w  ścisłym  powiązaniu z m etabolizm em  tkank i tłuszczowej.

T kanka tłuszczow a była przez długi czas swego rodzaju  Kopciusz
kiem  w śród innych  tkanek  ustro ju , nazyw ana była „tkanką bez zna
czenia” lub „biernym  m agazynem  tłuszczu”. K ariera  tkank i tłuszczowej 
rozpoczęła się w  roku  1937, kiedy t o R i t t e n b e r g  i S c h o e n h e i -  
m e r  (46) używ ając kwasów tłuszczow ych znakow anych deuterem  w y
kazali, że tró jg licerydy  depot tłuszczowego m yszy m ają czas półtrw ania 
jedynie  7 dni. P ierw szy  a rtyku ł poglądowy o tkance tłuszczowej opu
blikow ali w  r. 1948 W e r t h e i m e r  i S h a p i r o  (65). P raca ta  przy
czyniła się znacznie do zainteresow ania m etabolizm em  tkanki tłusz
czowej.

Tkanka tłuszczow a jest niezbędna do życia. Aby istnieć bez niej, 
organizm  m usiałby  przystosowywać szybkość w chłaniania z przewodu po
karm ow ego do różnych szybkości zużywania energii. Absorpcja z prze
wodu pokarm owego zachodzi jednak szybko i nie może być dowolnie 
regulow ana. P rzy  b raku  tkanki tłuszczowej nie byłoby możliwe naw et 
k ró tko trw ałe  głodzenie, ponieważ węglowodany i białka nie mogą być 
w ydajnym  źródłem  energii (całkowite zasoby węglowodanów w tk an 
kach i p łynach  ustro jow ych wynoszą zaledwie około 75 g, co odpowiada

* I K lin ika P ed ia tryczna A kadem ii M edycznej i II K lin ika Chorób W ew nętrz
nych S tud ium  D oskonalenia Lekarzy w W arszawie.

W ykaz stosow anych skrótów : FFA  — wolne kw asy tłuszczowe, TG — tró j
glicerydy, L P  — lipoproteidy, CH — cholesterol, FL  —fosfolipidy, a-FG  — 
a-fosfoglicerol, ACP — białko tran sp o rtu jące  rodnik i acylow e (ang. A c y l  Carrier  
Protein).
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300 kaloriom). Zdolność m agazynowania tró jglicerydów  w depot jakim  
jest tkanka tłuszczow a zapewnia elastyczność m etaboliczną i zdolność 
adaptacji, k tó re  m usiały decydować o większej zdolności przeżycia 
w przebiegu ewolucji.

Dawniejsze obserw acje w ykazujące niew ielkie zużycie tlenu  i słabe 
unaczynienie tkanki tłuszczowej były m ylne. Nie uwzględniano bowiem 
fak tu , że aktyw na m etabolicznie m asa tkank i tłuszczowej reprezentu je  
m ałą część jej całkow itej wagi. W łaściwą ocenę uzyskuje się dopiero 
odnosząc przepływ  k rw i przez sieć kap ilar i m etabolizm  całej tkanki 
do tej m ałej wagowo ale niezw ykle aktyw nej części. Zm agazynowane 
w w akuolach kom órek tkank i tłuszczowej tró jg licerydy są praw dopo
dobnie m etabolicznie „bezw ładne”, ale cienka w arstw a cytoplazm y ota
czającej w akuole jest bardzo aktyw na. Może ona szybciej przekształcać 
substra ty  na przykład glikozę lub kwas octowy w długołańcuchow e 
kw asy tłuszczowe niż kom órki w ątroby. Kom órki tkanki tłuszczowej 
oglądane w m ikroskopie elektronow ym  w ykazują w cytoplazm ie ota
czającej zmagazynowane kulki tłuszczu, m itochondria, siateczkę endo- 
plazm atyczną i inne wyposażenie komórkowe świadczące o w ielkiej 
aktyw ności m etabolicznej. Badania enzym atyczne dowodzą istn ienia w ie
lu układów. N ajw ażniejsze z nich to: 1) cykl Em bdena—M eyerhoffa, 
2) cykl pentozowy, 3) cykl Krebsa, 4) układy przenoszenia elektronów , 
5) układy syntezy kwasów tłuszczowych, 6) układy syntezy  fosfolipi
dów, 7) układy u tlen ian ia  kwasów tłuszczowych, 8) uk łady  rozkładu 
fosfolipidów, 9) swoiste lipazy, 10) układy syntezy glikogenu przez u ry - 
dynodwufosfo-glikozę, 11) układy syntezy białek i inne.

N ajw ażniejsze etapy w m etabolizm ie trójglicerydów  to: synteza 
kwasów tłuszczowych, synteza tró jglicerydów  i lipoliza. Zostaną one 
kolejno omówione.

I. Synteza kwasów tłuszczowych

Przez długi czas uważano, że synteza kwasów tłuszczow ych może być 
ty lko  odwróconym  procesem  ich utleniania. W edług tych poglądów pod
staw ow ym  elem entem  jest acetylo-CoA, a pierw szym  produktem  syn
tezy — aceto-acetylo-CoA. W obecności NADH2 ulega on redukcji do 
p-hydroksybutyrylo-C oA , a ten  z kolei (po odłączeniu cząsteczki H20 ) 
przekształca się w kwas P-nienasycony-krotonylo-CoA. W obecności 
NADPH2 zostaje on zredukow any, tworząc butyrylo-CoA. W ielokrotne 
pow tórzenie tego procesu powoduje pow staw anie pochodnych CoA coraz 
to w yższych kwasów tłuszczow ych o parzystej liczbie atom ów węgla. 
W edług obecnych poglądów ten  tor syntezy w ydaje się jednak mieć 
m ałe znaczenie i zachodzi praw dopodobnie ty lko  w m itochondriach. 
Przed kilkom a la ty  zaproponowano inny schem at syntezy kwasów
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tłuszczow ych (62). Uw zględniał ona fak t, że do syntezy niezbędny jest 
COz. Pierw szą reakcją  jest kondensacja COz z acetylo-CoA na m alo- 
nylo-CoA. K arboksylacja ta  przebiega w dwóch etapach (33):

ATP +  HCOo+ „enzym biotynowy” C 02-„enzym biotynowy” 4 -
+  A D P + P  1

C 02-„enzym biotynowy” + C H 3-CO-SCoA^„enzym  biotynowy” +
-f HOOC-CH2-CO-SCoA 2

M alonylo-CoA łączy się z acetylo-CoA, ulega pod wpływem  NADPH 2 
redukcji a następnie trac i C 0 2 tw orząc butyrylo-CoA. W dalszych re 
akcjach  łańcuch w ydłużany jest kolejno o 2 atom y węgla poprzez łą 
czenie się z innym i cząsteczkam i malonylo-CoA, uwodorowanie i odłą
czenie C 0 2. Sum arycznie reakcje te przedstaw iają się następująco:

CH3-CO-SC0A +  7HOOC-CH2-CO-SCoA+ 14NADPH+14H—
—’CH3-(CH2)14COOH +  7 C 02+ 8C0 ASH +  14NA DP+6HaO 3

B r e s l e r  i W a k i l  (5) pierw si wykazali, że głównym  produktem  
reakcji jest w olny kwas palm itynow y, a nie jego CoA-pochodne.

15 i 16 atom  węgla kw asu palm itynow ego pochodzi z acetylo-CoA, 
podczas gdy m alonylo-CoA dostarcza fragm entów  dwuw ęglow ych do 
budow y odcinka łańcucha od 1 do 14 atom u węgla. K rótkołańcuchow e 
acylo-CoA (butyrylo-CoA, heksanylo-CoA, oktanylo-CoA) są w budow y
w ane w kwas palm itynow y dw udziestokrotnie słabiej niż równoważne 
ilości acetylo-CoA. Co więcej nie nagrom adzają się one w czasie syntezy 
z udziałem  acetylo-CoA. B r e s l e r  i W a k i l  (6) wykazali ponadto, 
że jest mało praw dopodobne, aby wolne pochodne acetylo-CoA były 
związkam i pośrednim i w  syntezie długołańcuchow ych kwasów tłusz
czowych. Krotonylo-CoA i (3-hydroksybutyrylo-CoA nie mogą być ani 
zredukow ane przez NADPH 2 w  obecności wysokooczyszczonych p repa
ratów  z w ątroby, ani nie mogą zastąpić acetylo-CoA w przem ianie 
malonylo-CoA do kw asu palm itynowego. Aceto-acetylo-CoA jest w praw 
dzie redukow any do D(-)P-hydroksybutyrylo-CoA przez enzym atyczny 
układ syntezy kwasów tłuszczowych — ale tylko przy względnie wysokich 
stężeniach i z szybkością znacznie m niejszą niż szybkość syntezy kwasów 
tłuszczowych. Działanie to przypisyw ano reduktazie NADPH2: aceto- 
acetylo-CoA, która praw dopodobnie nie jest częścią kom pleksu enzym a
tycznego syntezy kwasów tłuszczowych (60).

W ykazano na p repara tach  tkank i tłuszczowej szczura (39) i w ątroby 
gołębia (6), że w  procesach syntezy kwasów tłuszczow ych istn ieje  za
potrzebowanie na związane z białkiem  grupy sulfhydrylow e. L y n e n 
i T a d a (32) doszli do wniosku, że związkiem  pośrednim  w syntezie 
kwasów tłuszczow ych jes t kom pleks acetylo-S-enzym  (lub enzymy), 
a następnie udało się im w yodrębnić ów kom pleks po inkubacji p repa
ratów  z drożdży ze znakow anym i 14C acetylo-CoA i malonylo-CoA bez
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NADPH2. O statnio G o l d m a n  i V a g e l o s ( 1 6 )  otrzym ali oczyszczone 
wyciągi z E.coli, k tóre katalizu ją  syntezę kw asu palm itynowego i cżs-wak- 
cenowego z malonylo-CoA i acetylo-CoA. Rozdzielając te wyciągi o trzy
m ano (30, 64) dwie frakcje: ciepłochw iejną i ciepłostałą, obie niezbędne 
do syntezy długołańcuchow ych kwasów tłuszczowych. F rakcję ciepło
chw iejną nazwano „syntetazą kwasów tłuszczow ych”. Stw ierdzono 
w niej aktyw ność dwóch dehydrataz: jedna odłącza wodę z hydroksy- 
dekanylo-CoA powodując pow stanie f3-dekanylo-CoA, a druga odłącza
jąc wodę z tego samego su b stra tu  daje a-dekanylo-CoA. Obecność ich 
w  p repara tach  E. coli potw ierdza hipotezę o beztlenow ej syntezie kw a
su cżs-wakcenowego (52). Białko ciepłostałe ma raczej charak te r koen
zymu niż enzym u; sulfhydrylow a grupa tego białka działa jako akcep
tor i donator acylu. W szystkie reakcje, w których łańcuch kw asu tłusz
czowego jes t przedłużany i redukow any zachodzą, gdy acyl zw iązany 
jest z tym  białkiem . W łaściwy enzym udało się rozdzielić na trzy  
składow e części, k tó re  katalizu ją  reakcję w ydłużania łańcucha, jego 
redukcję oraz pośrednie etapy dehydratacji. Wobec tego, że głównym  
zadaniem  ciepłostałego białka jest przenoszenie aeyli, zostało ono naz
w ane białkiem  transportu jącym  rodniki acylowe (ACP — ang. Acyl  
Carrier Protein). (64).‘ ACP jest białkiem  o charakterze kwaśnym  i cię
żarze właściwym  9 000—9 400; zaw iera ono 82 am inokw asy (między 
innym i 20 cząsteczek kw asu glutam inowego i 10 cząsteczek kw asu aspa
raginowego). Białko to zawiera prawdopodobnie tylko jedną grupę su lf- 
hydrylow ą, k tó ra  przyłącza grupy acylowe z ich CoA-pochodnych. G ru 
pę prostetyczną stanow i 4-fosfopantoteina, związana w ACP wiązaniem  
estrow ym  przez grupę hydroksylow ą seryny (36). W bak tery jnych  p re 
para tach  enzym atycznych syntetyzujących  kwasy tłuszczowe (dobrze 
rozpuszczalnych i dających się frakcjonow ać), ACP gra więc podsta
wową rolę w tej syntezie. N atom iast syn tetyzu jące kw asy tłuszczowe 
p repara ty  z gołębi (5, 22) i ssaków (40) są wieloenzymowymi kom pleksa
mi niepoddającym  się frakcjonow aniu i dotychczas nie udało się w y
kazać w nich obecności ACP. Mimo to są pewne dowody, że białko iden 
tyczne z ACP lub podobne znajduje  się w tkance tłuszczowej ssaków. 
L a r r a b e e  i wsp. (28) w ykazali, że p repara ty  tkank i tłuszczowej 
szczura zaw ierają związaną z białkiem  4-fosfopantoteinę. Za identycz
nością ACP u różnych gatunków  przem aw ia fak t, że 4-fosfopantoteina 
odszczepia się od bakteryjnego ACP i od p repara tów  syn te tazy  szczura 
w tych  sam ych w arunkach  (28).

M echanizm syn tezy  kwasów tłuszczow ych z uw zględnieniem  roli 
ACP przedstaw ia się jak  następuje:

1. ACP przyłącza grupy acetylow e i m alonylow e z ich CoA-pochod
nych, tworząc acetylo-A CP i m alonylo-ACP.

2. Acetylo-ACP i m alonylo-A CP reagują  tw orząc acetoacetylo-A C P.
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3. W obecności NADPH2 m alonylo-A CP i acetoacetylo-A CP reagują  
tw orząc długołańcuchow e kw asy tłuszczowe.

4. W obecności pew nych frakc ji enzym atycznych acetylo-CoA, m a- 
lonylo-CoA, NADPH2 i ACP dają m ieszaninę hydroksyacylo-A CP o łań 
cuchach 8 , 10, 12 i 14-węglowych. Te hydroksyacylopochodne są prze
kształcane w ich nasycone homologi lub  w kwas palm itynow y podczas 
in k u b ac ji z NADPH2, m alonylo-CoA i odpowiednią frakcję  enzym atycz
ną syn te tazy .

Końcow ym  produktem  syntezy  kwasów tłuszczow ych jest w olny 
kw as palm itynow y, ale w  obecności stechiom etrycznych ilości ACP 
m ożna otrzym ać jako p roduk t końcowy palm itylo-A CP. Syntezę kw a
sów tłuszczow ych przedstaw iają reakcje  4— 9 :

CH3-CO-SCo A +  HS-ACP—CH3-CO-S-ACP +  Co A SH 4

HOOC-CH2-CO-SCoA +  H S-ACP—►HOOC-CH2-CO-S-ACP 5

CH3-CO-S-ACP +  HOOC-CH2-CO-S-ACP->CH3CO-CH-CO-S-ACP +  C 02 +
+  HS-ACP 6

CH3-CO-CH2-C O -S-A C P+N A D PH +H +—CH3-CHOH-CH2-CO-S-ACP +
+N A D P 7

CH3-CHOH-CH2-CO-S-ACP-*CH3CH2-CO-S-ACP +  h 2o  8

CH3-CH2CH2-CO-S-ACP+ NADPH +  H—CH3-CH-CH2-CO-S-ACP 4-
+  NADP+ 9

Sześciokrotne pow tórzenie reakcji 6— 8 daje  palm itylo-A CP, k tó ry  
jest następn ie  hydrolizow any do kw asu palm itynow ego i ACP. Nie 
wiadomo jeszcze na pewno, czy synteza kwasów tłuszczowych zakoń
czona jest bezpośrednim  przeniesieniem  cząsteczki kw asu z ACP na 
fosfolipid, czy też odbywa się z udziałem  acylo-CoA. Schem at syntezy 
kwasów  tłuszczow ych przedstaw ia rysunek  1.

Chociaż synteza kw asów  tłuszczow ych może zachodzić pod w pły
wem tych  sam ych enzym ów  co ich  katabolizm , istn ien ie niezależnego 
typu syn tezy  (przez m alonylo-CoA) pozwala na lepszą kontrolę syntezy 
i rozkładu. Obydwa układy  syn tetyzu jące w ym agają nie tylko odpo
w iedniej ilości acetylo-CoA ale także donatora protonów . Jest nim  
NADPH2 w y tw arzany  w  cyklu pentozow ym  u tlen ian ia  glukozy. Jeśli 
NADPH2 je s t obecny w  dostatecznej ilości, praw ie cały acetylo-CoA 
używ any jest do syntezy kwasów tłuszczow ych; przy b raku  NADPH2 
przew aża synteza ciał ketonow ych.

Głównym  prekursorem  tró jglicerydów  tkank i tłuszczowej jest g lu
koza. Je s t ona źródłem  zarówno a-fosfoglicerolu jak  i kwasów tłusz
czowych (poprzez acetylo-CoA); ponadto m etabolizm  glukozy umożli
wia dowóz NADPH2 niezbędnego do procesów redukcy jnych  w syntezie 
kwasów. A m inokw asy mogą także przyczyniać się — choć w znacznie
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m niejszym  stopniu — do w zrostu syntezy trójglicerydów : albo przez 
procesy neoglikogenezy, albo bezpośrednio służąc po dezam inacji jako 
m ateria ł do syntezy kwasów tłuszczowych.

Z nany jest fak t, że ak tyw acja  i u tlenianie kwasów tłuszczow ych 
w m itochondriach nasilają się pod wpływem  karn ityny , z k tórej pow sta
je acylokarn ityna — nośnik grup acylow ych do m itochondriów. R eakcja 
10 przenoszenia acyli z CoA na karn itynę  zależy od swoistej acy lo trans- 
ferazy:

(CH3)3N+CH2CHCH2COOH +  RCSCoA tran sfera za (CH3)3N+CH2CHCH2COOH

K arn ityna  pobudza także przem ianę kw asu pirogronowego w d łu - 
gołańcuchowe kw asy tłuszczowe, a kom petycyjny inhibitor karn ityny , 
Y-butyrobetaina znacznie obniża w ytw arzanie acetooctanu (7). O pisy-
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w ano także inne rodzaje aktyw acji kwasów tłuszczowych. R o s s i 
i G i b s e n (49) wykazali, że kw asy tłuszczowe są aktyw ow ane specy
ficznie przez tró jfosforan  guanozyny. A ktyw acja kwasów tłuszczowych 
może też zachodzić pod wpływem  enzymów cyklu kw asu cytrynow ego. 
W ykazano, że w  większym  stopniu przyczynia się to do pow staw ania 
acetylo-CoA niż reakcje aktyw ow ane przez acetotiokinazę (24).

II. Synteza trójglicerydów

Trójglicerydy pow stają z dwuglicerydów, k tórych  prekursoram i są: 
a-fosfoglicerol i dw uacylofosfoglicerol czyli kwas fosfatydow y. Roz
m ieszczenie kwasów tłuszczow ych w  tró jglicerydach sugeruje, że do 
pierw szego atom u węgla a-fosfoglicerolu przyłącza się kwas nasycony, 
a do 2-go — nienasycony. Pow stały  kwas fosfatydow y może być następ
n ie przekształcony w tró jgliceryd.

S a v a r y  i D e s n u e l l e  (51) w ykazali, że niektóre tró jg licerydy 
pochodzenia roślinnego, zaw ierają nienasycone kw asy tłuszczowe w y
łącznie przy 2 atom ie węgla. Sugeru ją oni istnienie dwóch układów 
enzym atycznych przekształcających a-fosfoglicerol w kwas fosfatydo
wy. Jeden  — estry fiku jący  w pozycji 2 — powinien być specyficzny 
dla kwasów nienasyconych. Drugi, praw dopodobnie niespecyficzny 
układ estry fiku je  kw asy tłuszczowe w pozycji 1. H ipoteza ta m ogłaby 
również dotyczyć specyficzności enzym atycznej różnych tkanek; w y
jaśniałoby to różne rozmieszczenie kwasów tłuszczowych w n a tu ra l
nych trójglicerydach. Inni autorzy (8) w ykazali jednak, że rozm ieszcze
nie kwasów tłuszczowych w tró jglicerydach kontrolow ane jest raczej 
przez długość łańcucha niż przez stopień jego nasycenia. G r a n s s e n  
stw ierdził ostatnio, że in vitro  stosunek wbudow yw anego kwasu olejo
wego do palm itynow ego był znacznie niższy w  dw uglicerydach niż 
w tró jglicerydach, co sugeruje, że in vivo  kw as olejowy jest łatw iej 
w budow yw any niż kwas palm itynow y (20). Kwas fosfatydow y zajm uje 
w syntezie glicerydów kluczową pozycję, a specyficzne enzym y um iesz
czające nasycone i nienasycone kw asy tłuszczowe odpowiednio w po
zycji 1 i 2 tego kw asu kontrolow ałyby tym  sam ym  skład kwasów tłusz
czowych we w szystkich jego pochodnych.

Inne wnioski w ydają się w ypływ ać z pracy  L a n d s a  i H a r t a  (27), 
k tórzy badali w p repara tach  m ikrosomów w ątroby pow staw anie kw asu 
fosfatydow ego z fosfoglicerolu w obecności kw asu stearynow ego i linc- 
lenowego. W w arunkach  doświadczenia acylofosfoglicerol — związek 
pośredni w procesie syntezy kw asu fosfatydowego — nie gromadził się, 
ponieważ był szybciej acylow any niż związek wyjściowy. Obydwa e ta
py reakcji katalizow ane są przez odrębne enzymy; pierw szy etap w y
maga obecności grup sulhydrylow ych, w  drugim  nie są one niezbędne.
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W pozycję 2 fosfoglicerolu wbudowywało się 40% kw asu stearynow ego 
i 52'°/o kwasu linolenowego. W skazywałoby to na przypadkow y rozdział 
kwasów tłuszczow ych i przem aw iało za tym , że reakcje  prow adzące do 
pow staw ania kw asu fosfatydow ego nie są w ystarczająco swoiste aby 
zapewnić specyficzne rozmieszczenie kwasów tłuszczowych w  glicery
dach tkankow ych. Specyficzny układ kwasów tłuszczowych w  tró jg li- 
cerydach  m usiałby być zatem  w ynikiem  przem ieszczania kwasów tłusz
czowych już po ich zestryfikow aniu z a-fosfoglicerolem .

W budowywanie kwasów tłuszczow ych z tró jg licerydów  osocza 
w tró j glicerydy tkank i tłuszczowej zależy od stanu  odżywienia i jest 
w prost proporcjonalne do aktyw ności lipazy lipoproteidow ej (4). Enzym 
ten  jest związany z kom órkam i tłuszczowymi, a nie jak  dawniej uw a
żano — z kom órkam i zrębu czy naczyń. Depot tró jglicerydow e jest 
ciągle hydrolizow ane i pow tórnie syntetyzow ane. U ludzi, w  ciągu doby, 
1,7% wiązań estrow ych tró jglicerydów  rozszczepia się i ponownie 
powstaje. Oznacza to, że tró jg licerydy tkankow e m ają czas półtrw ania 
około 40 dni.

W śród lipaz zidentyfikow anych w  innych tkankach  najlepiej pozna
na jest lipaza trzustkow a. H ydrolizuje ona wiązania estrow e tylko w  po
zycji 1 i 3; kw asy zestryfikow ane w pozycji 2 można więc następnie 
oznaczyć jako m onoglicerydy (11). Enzym  ten  nie jest jednak  stereospe- 
cyficzny nie można zatem  ustalić jaki kw as tłuszczow y znajdow ał się 
w  pozycji 1, a jaki w  pozycji 3. Inne lipazy tkankow e mogą być s ty 
m ulow ane lub ham ow ane przez sulfonow ane związki w ielocukrowe. 
Być może związana z tym  jest m ała aktyw ność lipazy lipoproteidow ej 
w aorcie starych zw ierząt (37). Za znaczeniem aktyw ności lipazy lipo
proteidow ej w patogenezie m iażdżycy przem aw iałyby p race  N e s t e 1 a 
(43), k tó ry  wykazał, że u osób z chorobą wieńcową tró jglicerydem ia po 
posiłkach jest wyższa niż u osób zdrowych. Jak  się ostatnio powszechnie 
p rzy jm uje  h ipertró jg lieerydem ia m a znacznie w iększe znaczenie dla 
rozw oju m iażdżycy niż wysoki poziom cholesterolu.

Różne kw asy tłuszczowe uw alniane pod wpływem  lipazy kom órko
w ej przechodzą do środow iska z różną szybkością. Poziom  w olnych 
kwasów tłuszczowych w osoczu nie zawsze jest więc odbiciem całko
w itej ilości uwolnionych kwasów (1). W budowywanie wolnych kw a
sów tłuszczowych osocza w tró jg licerydy tkanki tłuszczowej zachodzi 
również z różną szybkością d la różnych kwasów (21). Szybkość tran spo r
tu  w zrasta  ze stopniem  nienasycenia i skróceniem  łańcucha kw asu 
tłuszczowego, jest więc związana z jego rozpuszczalnością. Onaczając 
w ychw ytyw anie kwasów palm itynow ego, stearynowego, olejowego i li
nolenowego nie stw ierdzono jednak  w yraźniejszego uprzyw ilejow ania 
żadnego z nich (53). Sugerowano, że różne kw asy m ają różne progi 
absorpcji, powyżej k tó rych  procentow e w chłanianie jest jednakow e 
dla każdego kwasu.
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L okalny dowóz pew nych kwasów może niew ątpliw ie w pływ ać na 
skład  kwasów tłuszczow ych w  glicerydach. T o v e (57) w ykazał, że 
podaw anie szczurom  kw asu linolenowego powoduje estryfikację dużej 
jego ilości z pierw szorzędow ym i grupam i hydroksylow ym i glicerolu 
i zm ienia norm alny skład kwasów tłuszczowych w tró jglicerydach tk an 
ki tłuszczow ej. Praw dopodobnie estry fikacja  w pozycji 2 jest odbiciem 
syntezy de novo , a w pozycji 1 lub  3 zależy przede wszystkim  od reakcji 
w ym iany, katalizow anej przez lipazy. O statnio wykazano, że niektóre 
nasycone kw asy przed estry fikacją  przy  węglu 2 m uszą być odwodoro- 
w ane (1). Enzym y, k tó re  kon tro lu ją  przyłączanie lub rozmieszczenie 
kwasów tłuszczowych decydują o typowym  układzie kwasów tłuszczo
wych, charak terystycznym  dla tró jg licerydów  danej tkanki. Skład kw a
sów tłuszczowych tró jglicerydów  tkankow ych kontrolow any jest przez 
czynnik i genetyczne; k on tro la  ta  może prowadzić do zm iany składu gli
cerydów  w czasie dojrzew ania. P rzykładem  tego jest w yraźne zwiększe
nie syntezy kw asu linolenow ego w skutek działania system ów enzym a
tycznych nasion krokosza w  około 15 dni po kw itnieniu  (40).

III. Rozkład trójglicerydów

Tkanka tłuszczowa, w przeciw ieństw ie do w ątroby, jest niezdolna 
do użytkow ania wolnego glicerolu, nie zaw iera bowiem fosfogliceroki- 
nazy (38). Uwolniony w  procesie lipolizy glicerol nie może być więc zu
żyty  do syntezy trójglicerydów , a że jest on także bardzo słabo u tle 
n iany  (10), stanow i zatem  właściwie końcowy produk t w m etabolizm ie

Rys.

tkank i tłuszczowej. Szybkość nagrom adzenia glicerolu in vitro pozwala 
wnioskować o szybkości lipolizy.

Z trójglicerydów  tkank i tłuszczowej uw alniają się do osocza wolne 
kw asy tłuszczowe (FFA). Łączą się one z album inam i i w tej formie 
transportow ane są we krw i. Czas pó łtrw ania  FFA osocza wynosi za
ledwie k ilka m inut. W czasie głodzenia FFA mogą pokryć praw ie cał

TG -  trójalicerydy 
FFA- wolne kw. tłuszcz. 
FL- fosfolipidy 
C H -estry cholesterol. 
LP-lipoproteidy

Estry
Tkanki

ketonowe
J

2. S ch em at p rzem ian  w o lnych  k w asów  tłuszczow ych
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kowicie zapotrzebowanie kaloryczne. Po posiłkach m ała część FFA jest 
bezpośrednio zużytkowana, natom iast większa ilość zostaje w ychw y
cona przez wątrobę. Tutaj FFA są rozmaicie zużywane: część zosta
je utleniona, część zmagazynowana jako trójglicerydy, fosfolipidy 
lub estry  cholesterolu; pew ien odsetek (duży w czasie głodzenia lub 
przy niedoborze insuliny) przekształcony jest w ciała ketonow e. W resz
cie część FFA zostaje po przekształceniu  w tró jg licerydy w budow ana 
w lipoproteidy. L ipoproteidy mogą być zużywane przez różne tkanki 
(po zadziałaniu lipazy lipoproteidowej), a le część z nich dociera z po
w rotem  do tkanki tłuszczowej. Przedstaw ia to schem atycznie rysunek 2.

W szystko to  w skazuje, że rozkład tró j glicerydów w  tkance tłuszczowej 
jest procesem prostej lipolizy, a nie ma dowodów na istnienie m echaniz
mów rozkładu obejm ujących inne ak tep tory  niż woda.

Podczas inkubacji tkanki tłuszczowej szczura uw alniają się zarówno 
wolne kw asy tłuszczowe (FFA) jak  i glicerol. G licerol uw alnia się jed
nak także w w arunkach, *w k tó rych  FFA są w ychw ytyw ane na p rzy
kład w czasie inkubacji tkanki tłuszczowej w roztworze glukozy (29). 
W skazuje to, że lipoliza przebiega naw et p rzy  równoczesnej syntezie 
trójg licerydów  '(rysunek 3).

R ys. 3. S ch em at d róg  dop ływ u  su b s tra tó w  i u w a ln ian ia  p ro d u k tó w  p rzem ian  w  k o 
m órce tk a n k i tłuszczow ej

O statnie badania (35) w ykazały, że procesy lipolityczne w  kom ór
kach tkanki tłuszczowej zależą od aktyw ności co najm niej trzech enzy
mów. Są to: lipaza, k tó rej aktyw ność zależy od stężenia cyklicznego 
3’,5-A M P, cyklaza adenylow a — w ytw arzająca cykliczny 3’,5’-AMP, 
stym ulow ana przez katecholam iny (na przykład noradrenalinę) oraz 
fosfodw uesteraza •— unieczynniająca cykliczny 3’,5’-AMP; enzym  ten 
ham ow any jest przez teofilinę.

A bsolutna szybkość uw alniania glicerolu nie zm ienia się w  w yraź
niejszy sposób w  obecności glukozy w  środow isku (59), ale insulina 
w pew nych w arunkach  w ydaje się ją zm niejszać (23). H orm ony s ty 
m ulujące uw alnianie FFA in vitro  s tym ulu ją  jednocześnie produkcję
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glicerolu  (29, 61). W ykazano, że ak tyw ują  one układ  lipazy w rażliw ej 
na horm ony. Synteza i rozkład tró j glicerydów  tk ank i tłuszczowej kon
tro low ana jest nie ty lko przez horm ony. Duży w pływ  w yw iera także 
uk ład  nerw ow y i dostępność substra tów  (regulacja m etaboliczna). 
Czynniki te zostaną kolejno  omówione.

IV. Regulacja metaboliczna

a-fosfoglicerol jest niezbędnym  akceptorem  ,,z rębu”, na k tórym  m a
gazynow ane są kw asy tłuszczowe. Ponieważ naw et w stanie równowagi 
stw ierdza się ciągłą m inim alną szybkość lipolizy, m usi także zachodzić 
ciągła dostaw a a-fosfoglicerolu lub  jego prekursorów . W norm alnych 
w arunkach  tkanka tłuszczow a zaw iera bardzo m ałe zasoby glikogenu, 
a ilość gotowego a-fosfoglicerolu jest jeszcze m niejsza i nie przekracza
0,2 m ola/g (38). Zapotrzebow anie na la-fosfoglicerol pokryw ane jest 
przez glukozę dostarczaną iz krw i. 'Jeśli jednak  to m inim alne zapotrze
bow anie nie jest zaspokojone a lipoliza zachodzi nadal, m usi dojść do 
uw alniania FFA do krw i z szybkością rów ną różnicy m iędzy szybkością 
lipolizy a estryfikacji.

Tkanka tłuszczowa pobrana od głodzonych zw ierząt i inkubow ana 
in vitro  uw alnia FFA do środowiska. Podanie zw ierzęciu glukozy przed 
pobraniem  w ycinka lub dodanie glukozy do środow iska nie tylko ha 
m uje to uw alnianie, ale może naw et spowodować pobieranie FFA przez 
tkankę. Badania nad zm ianam i poziom u FFA oraz szybkością pobierania 
znakow anych FFA w ykazały, że glukoza in tensyw nie pobudza wcie
lan ie  FFA do tró jglicerydów  (2). Z drugiej strony  dodanie glukozy 
(samej lub z insuliną) w bardzo m ałym  stopniu  w pływ a na szybkość w y
tw arzania glicerolu (33, 59). Nie wiadomo jeszcze, ozy insu lina działa 
na m echanizm y transpo rtu  FFA przez błonę kom órkow ą czy też wpływa 
bezpośrednio na lipazę tkank i tłuszczowej. W ydaje się, że glukoza i insu
lina głównie przyspieszają estryfikację  glicerydów, a nie w pływ ają na 
szybkość lipolizy. Jednakże ostatnio w ykazano (34), że przy  całkow itym  
b raku  glukozy insulina w yw iera w pływ  również na lipolizę, stw ierdzo
no na przykład, że fizjologiczne poziomy insu liny  mogą hamować lipazę 
lipoproteidow ą w tych  w arunkach  (56). P rzy  b raku  glukozy insulina w y
wiera także inne efek ty  m etaboliczne na poziomie tkanki tłuszczowej. 
K r a h l  (25) wykazał, że insulina stym ulu je  wówczas w cielanie znako
wanego kw asu pirogronowego i octowego w białka, a B a r r n e t t  
i B a 11 (3) stw ierdzili zm iany cytologiczne przypom inające pinocytozę. 
W ychw ytyw anie fruktozy  przez tkankę tłuszczową pod wpływ em  insu
liny nie jest prostym  odbiciem nasilenia tran sp o rtu  tego cukru  przez 
błonę kom órkową (31). R easum ując insulina w pływ a na m obilizację
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tłuszczu aktyw ując tran sp o rt glukozy przez błonę kom órkową (45). 
W pływ insuliny na lipogenezę przedstaw iono w  uproszczony sposób na 
rysunku  4.

W *Błona „ . .
komórkowa * o m o r  k  a

Glukoza 

Insulina

Rys. 4. W pływ  in su lin y  n a  lipogenezę

Podobny do insuliny w pływ  na zużytkow anie glukozy przez tkankę 
tłuszczową w yw ierają oksytocyna, RNA, protam ina i kwas nikotynow y. 
Oprócz oksytocyny substancje te  nie w pływ ają na wbudow yw anie am i
nokwasów w białka. O ksytocyna różni się tym  od insu liny  w działaniu 
na tkankę tłuszczową, że nie ak tyw uje syn tezy  białek przy braku  glu
kozy lub kw asu pirogronowego (26).

Insulina działa na m etabolizm  tró jglicerydów  um ożliw iając zużytko
w anie glukozy, z drugiej jednak  strony  wpływ  glukozy nie ogranicza się 
ty lko  do dostępności lub b raku  tego substra tu . Istn ie ją  dowody, że po
ziom glukozy we k rw i w pływ a na uw alnianie FFA za pośrednictw em  
autonom icznego układu nerwowego. W iadomo od k ilku  lat, że w strzyk
nięcie glukozy do tę tn icy  szyjnej lub w okolice podwzgórza u kota w y
w ołuje natychm iastow e zm niejszenie w ydzielania katecholam in przez 
rdzeń nadnerczy (15). O statnio w ykazano (19), że dożylne w strzyknięcie 
m ałych ilości glukozy ham uje lipolizę i w yraźnie obniża stężenia FFA.

V. Mobilizacja trójglicerydów

Na uw alnianie FFA  wpływa tak  wiele czynników horm onalnych, że 
niepraw dopodobne jest aby w szystkie one odgryw ały istotną ro lę  w pro
cesie lipolizy. U w alnianie FFA stym ulu ją  następujące czynniki: ad rena
lina, noradrenalina, glukagon, kortykotropina, ty reo tropina, gonadotro- 
pina, przysadkow a „frakcja  H ”, peptyd  I i II Astwooda, „czynnik Chal- 
m ersa”, horm on w zrostu, interm edyna, tró jjodo ty ron ina  oraz glikokor- 
tykoidy (50). L ista czynników  lipolitycznych ciągle rośnie i s ta je  się 
chyba oczywiste, że część z nich działa poprzez wspólny m echanizm , 
inne zaś mogą w yw ierać ty lko  działanie wspom agające.

Jednym  z najsiln iejszych czynników lipolitycznych są katecholam iny,

■iukoza Cykl 
Embdena 

I Meyerhoffa

Glukozo-6-fosforan
ł

Cykl
pentozowy

Acełylo Co A

oc-fosfogllcerol

~NADPH2

http://rcin.org.pl



[13] M ET A B O LIZM  TRÓ JG LICERYDÓ W

k tó re  działają bezpośrednio na mobilizację trójglicerydów . Pierwszego 
dowodu zwiększenia szybkości lipolizy pod w pływem  adrenaliny  dostar
czyli L e b o e u f  i wsp. (29). Podanie ad renaliny  ludziom lub zw ierzę
tom  doświadczalnym  w yw ołuje szybki choć k ró tko trw ały  w zrost pozio
m u FFA w osoczu. Również in vitro w  skraw kach lub hom ogenatach 
tkank i tłuszczowej adrenalina stym ulu je  szybkie uw alnianie FFA do 
środow iska. U w alnianiu FFA  tow arzyszą inne efek ty  m etaboliczne, 
w śród nich zwracało uwagę przede w szystkim  zm niejszenie szybkości 
w budow yw ania znakow anych FFA w tró jg licerydy  (54). Zjaw iska tego 
nie można było tłum aczyć rozcieńczeniem  znakow anych FFA, ponieważ 
zachodzi ono także podczas inkubacji w dużym  stężeniu FFA, gdy spe
cyficzna radioaktyw ność FFA w środow isku p raktycznie  jest stała. D o l e  
(14) w ykazał jednak (uwzględniając popraw kę na zm iany specyficznej 
radioaktyw ności FFA środowiska), że adrenalina wpływ a na estryfikację. 
Podobnie jak  inne horm ony lipolityczne (ACTH i TSH) adrenalina  zwięk
sza szybkość estry fikacji (60). A ktyw acja lipolizy jest jednak większa, 
co w ostatecznym  efekcie daje  uw alnianie FFA.

Do innych zjaw isk tow arzyszących uw alnianiu  FFA z tkank i tłuszczo
w ej pod wpływ em  adrenaliny  należą: zm niejszenie szybkości w budow y
w ania znakowanego kw asu octowego w tró jg licerydy (44), w zrost ak tyw 
ności lipazy w rażliw ej na horm ony (47), w zrost aktyw ności fosforylazy 
(58), praw dopodobnie związany z pobudzeniem  syntezy cyklicznego 
3’,5’-AMP. a także zw iększenie pobierania i u tlen ian ia glikozy, czemu 
tow arzyszy stosunkowo większa szybkość u tlen ian ia w  cyk lu  pentozo
wym  (9).

Jak  z tego widać działanie adrenaliny  nie da się w ytłum aczyć ak ty 
w acją jednego m echanizm u. Z pewnością nie jest to prosta  zależność 
horm on — enzym  i w pływ  adrenaliny  obejm uje zarówno zm iany orga
nizacji m etabolicznej kom órki jak  i m echanizm y transportow e. D ziała
nie noradrenaliny  na tkankę tłuszczową nie różni się w zasadzie od dzia
łania adrenaliny, a w edług n iek tórych  autorów  jest naw et nieco sil
niejsze (42).

Fakt, że adrenalina i glukagon w yw ierają  podobne działanie na m e
tabolizm  glukozy skłonił do porów nania w pływ u tych  horm onów  na 
tkankę tłuszczową. W ykazano, że glukagon in vitro stym ulu je  uw aln ia
nie FFA, aktyw uje fosforylazę i zwiększa pobieranie glukozy przez tk an 
kę tłuszczową. U w alnianiu FFA tow arzyszy (podobnie jak po dodaniu 
adrenaliny) zm niejszenie szybkości estryfikacji. W doświadczeniach in 
vitro  podanie glukagonu prow adzi do obniżenia poziomu FFA w osoczu — 
związane jest to z h iperglikem ią na sku tek  uruchom ienia glikogenu w ą
trobowego. Jeśli m askujący w pływ  hiperglikem ii p rzestaje  działać, do
chodzi do w zrostu poziomu FFA.

W h i t e  i E n g e l  (66) p ierw si w ykazali, że ACTH m a zdolność uw al
niania FFA ze skraw ków  tkanki tłuszczowej. Te doświadczenia in vitro
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w ym agały jednak dużych daw ek horm onu. Podobne ilościowo urucho
m ienie FFA można osiągnąć in vivo  stosując m niejsze daw ki ACTH. 
Praw dopodobnie ujaw nia się wówczas działanie glikokortykoidów  (patrz 
niżej). Podobnie jak  adrenalina i glukagon, ACTH ham uje syntezę tró j
glicerydów i zmniejsza szybkość wbudow ywania kw asu palm itynow ego 
i pirogronowego w glicerydy. Od pewnego czasu wiadomo, że przysadka 
reguluje m obilizację tró jg licerydów  na drodze niezależnej od w pływ u 
na wydzielanie nadnerczy. W ykazano, że oczyszczone p repara ty  horm onu 
w zrostu mogą stym ulow ać uw alnianie FFA z tkanki tłuszczowej in vitro 
i in vivo (66). Doświadczenia in vivo  w ym agają stosunkow o m niejszych 
dawek horm onu. P race G o o d m a n  a (17) dowiodły, że horm on w zrostu  
zmienia m etabolizm  glukozy w tkance tłuszczowej. W około 30 min. po 
podaniu horm onu zwiększało się pobranie glukozy, u tlen ian ie  do C 0 2
i synteza kwasów tłuszczowych. Po godzinie takie działanie horm onu 
w zrostu zmniejszało się, a po 3,5 godz. obserwowano wręcz przeciw ne 
zjawisko: pobieranie glukozy i synteza kwasów tłuszczow ych były  zm niej
szone (18). W ystąpieniu takiego późnego działania horm onu w zrostu za
pobiega podanie aktynom ycyny D. Ostatnio uzyskano dane w yjaśniające 
wczesne „insulinopodobne” działanie horm onu w zrostu. Horm on ten  
uw alnia insulinę z kom pleksów białkow ych i umożliwia w ten  sposób jej 
działanie m etaboliczne (68).

K ortykosterydy i horm ony tarczycy w pływ ają pośrednio na lipolizę. 
W pływ adrenaliny  na m obilizację FFA jest w yraźnie zaham ow any po 
usunięciu nadnerczy u psów i szczurów. N orm alną reakcję na adrenalinę 
można przyw rócić podając zwierzętom  kortyzony w dawkach, k tó re  bez 
adrenaliny  nie w pływ ają na poziom FFA. Podobne w yniki uzyskiw ano 
u zw ierząt po usunięciu przysadki. W ykazano dalej, że tk an k a  tłuszczo
wa pobrana od szczurów pozbawionych nadnerczy ale o trzym ujących 
in jekcje adrenaliny, uw alnia FFA ze znacznie m niejszą szybkością niż 
tkanka pobrana od norm alnych zwierząt, o trzym ujących  takie sam e 
in jekcje adrenaliny. Reakcja tkank i tłuszczowej na adrenalinę jest znacz
nie słabsza jeśli tkankę pobrano od szczura pozbawionego nadnerczy; 
reakcja  była natom iast praw idłow a kiedy szczury po usunięciu nad n er
czy otrzym yw ały kortyzon. Nie wiadomo w jaki sposób glikokortykoidy 
um ożliw iają m aksym alną reakcję tkank i tłuszczowej na katecholam iny. 
N iektórzy autorzy wiążą działanie kortykoidów  z zaham owaniem  tra n s 
portu  glukozy przez błonę komórkową.

Podobne działanie można praw dopodobnie przypisyw ać horm onom  
tarczycy. Znane jest zjaw isko podwyższonego poziom u FFA w osoczu 
u chorych z nadczynnością tarczycy. Podaw anie zdrow ym  ludziom  tró j-  
jodotyroniny prow adzi do stopniowego w zrostu poziomu FFA. U m ałp 
pozbawionych przysadki podanie adrenaliny  w yw ołuje niew ielki w zrost 
FFA osocza, a praw idłow ą reakcję przyw raca dopiero podanie TSH lub 
tró jjodotyroniny , natom iast, co należy podkreślić, kortyzol i ACTH nie
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przyw racają  praw idłowego oddziaływania na adrenalinę. Tkanka tłusz
czowa szczurów otrzym ujących tró jjodotyroninę uw alnia FFA z większą 
szybkością niż u szczurów kontrolnych; p repara ty  tkank i tłuszczowej 
tych szczurów  w ykazyw ały w ybitnie nasiloną reakcję na adrenalinę. 
Tkanka tłuszczowa pobrana od szczurów otrzym ujących propylotioura- 
cyl uw alnia FFA znacznie wolniej i praw ie nie reaguje na adrenalinę. 
D e y k i n i Va u g h a n (13) wykazali, że przy niewrażliwości na adre
nalinę obserw uje się zarów no w zrost lipolizy jak  i estryfikacji. Dodanie 
tró jjcdo ty ron iny  do tkank i tłuszczowej in vitro  nie wpływa na uw alnia
nie FFA. Nie ustalono, czy przyśpieszenie lipolizy po podaw aniu horm o
nów tarczycy  jest odbiciem ich bezpośredniego działania, czy też działają 
one poprzez katecholam iny.

W ażnym, choć nie docenionym czynnikiem  w mobilizacji glicerydów 
jest p rzepływ  krw i, a raczej osocza (główna część sinusoidów tkanki 
tłuszczow ej w ydaje się być perfundow ana ty lko  przez osocze) przez tk an 
kę tłuszczową. R o t b e 11 (48) stw ierdził, że uw alnianie FFA pod w pły
wem ACTH w hom ogenatach tkank i tłuszczowej zachodzi praw ie dzie
sięciokrotnie szybciej niż w  skraw kach tej tkanki. Jest to  w ynikiem  
większej dostępności album in do pow ierzchni w olnych komórek. A lbu
m iny — w ychw ytując i tran spo rtu jąc  FFA — są niezbędne do efek tyw 
nej lipolizy. Jeśli dostępność album in zwiększa działanie czynnika lipo- 
litycznego dziesięciokrotnie, to szybkość docierania album in do kom órek 
tkank i tłuszczowej może być jednym  z głównych czynników kon tro lu 
jących uw alnianie FFA  — a w tórnie rozkład trójglicerydów . S tąd prosty  
wniosek, że przepływ  osocza m a podstaw owe znaczenie w  m obilizacji 
FFA. Poniew aż zakończenia nerw ów  sym patycznych w tkance tłuszczo
wej znajdują  się tylko w pobliżu m ałych naczyń krw ionośnych (67), to 
nie jest wykluczone, że w pływ  układu sympatycznego na mobilizację 
tró jg licerydów  zależy przede w szystkim  od regulacji przepływ u krwi.
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L E O K A D IA  JAROSZEW ICZ*

Reakcje katalizowane przez fosforan pirydoksalu 

Réactions Catalyzed by Pyridoxal Phosphate

R ecen t d a ta  on p y rid o x a l p h o sp h a te  d ep en d en t reac tio n s  a re  rev iew ed  an d  th e  
m ech an ism  of th e  c a ta ly s is  by  th is  su b s tan ce  in  enzym atic  and  non  enzym atic

sy stem s is d iscussed .

Znajdujący  się w kom pleksie w itam in B czynnik, którego b rak  po
w oduje akrodynię szczurzą, w yodrębniono w  czystej krystalicznej po
staci w  1938 r. (53, 85, 94). W następnym  roku K u h n  w raz z zespołem 
badaczy z firm y Merck  określili jego budowę, po czym związek ten  otrzy
m ano syntetycznie (89). K u h n  zaproponował dla w itam iny B6 nazwę 
aderm ina; w Stanach Zjednoczonych przyjęła się natom iast nazwa pirydo- 
ksyna, ponieważ czynnik ten  jest pochodną p irydyny  zaw ierającą grupy 
hydroksylową i hydroksym etylenow ą. Do grupy w itam in B6 należą trzy  
związki (rysunek 1), z k tó rych  dwa, pirydoksal (PAL) i pirydoksam ina

R
h o ^ xh2oh

£.1 6I 
HjC N

R ys. 1. O gólny w zór w ita m in  g ru p y  B 6.
R — -CH2OH — pirydoksyna, -CHO — pirydoksal, -C H ^H . — pirydoksamina

(PAM) w ystępują w  przyrodzie w postaci odpowiednich fosforanów  
(PALP, PAMP). Badania nad wpływ em  w itam in grupy B6 na w zrost m i
kroorganizm ów doprow adziły do bliższego poznania m echanizm u ich 
działania. Związkiem cen tralnym  jest pirydoksal, k tó ry  może przecho
dzić bądź to w pirydoksol, bądź też w pirydoksam inę. Form ą czynną są 
estry  fosforanow e p irydoksalu  bądź pirydoksam iny, pow stające w re 
akcji przeniesienia reszty  kw asu fosforowego z ATP na pierw szorzędo- 
wą grupę alkoholową przy  węglu C5 rdzenia pirydynowego.

pirydoksal -f ATP —► fosforan pirydoksalu+ ADP 1
Reakcja transfosfory lacji (reakcja 1) jest katalizow ana przez kinazę pi-

* D r, a d iu n k t K a te d ry  C hem ii F iz jo log icznej A kad em ii M edycznej w  B ia ły m 
stoku .

W ykaz sto so w an y ch  sk ró tó w : P A L  — p iry d o k sa l; P A L P  — fo s fo ran  p iry d o k sa 
lu ; PA M  — p iry d o k sam in a ; P A M P  — fo s fo ra n  p iry d o k sam in y .
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rydoksalu (65). Enzym  ten  katalizu je  również fosforylację p irydoksam iny
i szeregu analogów w itam iny  B6. PA LP i PAM P grają zasadniczą rolę 
w m etabolizm ie azotowym  w szystkich organizmów uczestnicząc w enzy
m atycznej katalizie różnych przem ian aminokwasów.

I. Teoria nieenzymatycznych i enzymatycznych reakcji 
katalizowanych przez fosforan pirydoksalu

S n e l l ,  M e t z l e r i  inn i (106, 107, 108, 112, 113, 115, 150) w yjaśnili 
udział PA LP w  nieenzym atycznych reakcjach  transam inacji, k tó rych  
m echanizm  omówiono w Postępach Biochemii (132). PA LP w obecności 
jonów m etali katalizu je  także racem izację aminokwasów (126)), dehydra- 
tację seryny  i treon iny  (109), odw racalny rozpad seryny  do glicyny i form 
aldehydu (109, 110) i treon iny  (lub alloteoniny) do glicyny i aldehydu oc
towego (19, 80), syntezę tryp to fanu  z se ryny  i indolu (106) i szereg in 
nych reakcji. A więc PA L lub PA LP w  odpowiednich w arunkach  in 
vitro  kata lizu je  szereg reakcji aminokwasów, k tóre in vivo  są katalizo
wane przez enzym y zaw ierające PALP.

K atalizow anie przez PAL nieenzym atycznych reakcji pozwoliło na 
zbadanie jego struk tu ra lnych  cech niezbędnych dla reakcji transam ina- 
cyjnych. H eterocykliczny azot, grupa form yłow a i grupa fenolowa są 
konieczne dla przegrupow ań przestrzennych katalizow anych przez p iry - 
doksal lub elektronow o rów now ażny związek, 2-form ylo-3-hydroksypi- 
rydynę. Podobną funkcję, jak  heterocykliczny azot p ierścienia p irydyno
wego spełniać może także grupa nitrow a aldehydu 4-nitrosalicylow ego, 
co w skazuje, że cechą w arunkującą  katalityczną aktyw ność tych grup 
jest ich silnie e lek troujem ny charak ter (106). G rupa hydroksym etylow a 
w położeniu 5 nie jest niezbędna dla modelowej reakcji, jednak m a ona 
w ielkie znaczenie fizjologiczne jako m iejsce w iązania fosforanu (24). 
W yniki badań nad m echanizm em  pirydoksalow ej katalizy  przedstaw ili 
niezależnie od siebie M e t z 1 e r  i wsp. (107) oraz B r a u n s t e i n
i S z e m i a k i n  (20). W edług tych  badaczy na skutek kondensacji PAL 
z aminokwasem  pow staje związek typu  zasady Schiffa w w yniku czego 
zachodzi przesunięcie elektronów  z wiązań otaczających a-atom  węgla 
am inokwasu w k ierunku elekrofilnego atom u azotu PAL (Rysunek 2 
(I)). W iązania otaczające a-atom  węgla zostają osłabione i am inokwas 
zostaje w ten  sposób „zaktyw ow any” dla szeregu reakcji, k tó re  mogą 
przebiegać w układach enzym atycznych i nieenzym atycznych. S tru k tu ra  
aminokwasów, pH, siła jonowa i obecność różnych czynników (jony m e
tali, apoenzym y) w arunku je  poszczególne reakcje. Duża liczba reakcji 
katalizow anych przez PAL przebiega w  w yniku osłabienia w iązania 
a-atom u węgla am inokwasów z atom em  w odoru (wiązanie a, rysunek  2), 
na przykład transam inacja, racem izacja, dehydratacja , a-am inokw asów
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itp . Inne reakcje związane są z rozpadem  wiązania z grupą karboksylo
wą (wiązanie c, rysunek  2 (I)), bądź z grupą R (wiązanie b, rysunek 2 (I)). 
M e t z l e r  i wsp. (106) podają m echanizm  reakcji katalizow anych przez 
PA L przedstaw iony na rysunku  2.

Racem izacja przebiega drogą: (I) <-> (II) <-> (III) <-» (IV); transam inacja: 
(I) (II) <-> (III) <-> (V); a-dekarboksylacja: (I) —> (VI) —» (VII); elim inacja 
P-podstawnika: (I)<—>(VIII) —> (IX).

Rys. 2. M echan izm  re a k c ji k a ta lizo w an y ch  p rzez  P A L  (106).

W układach nieenzym atycznych reakcję m iędzy PAL i am inokw a
sem  znacznie przyspiesza dodanie odpowiednich jonów m etali (Fe3+, 
Cu2+, A l3+). Obecność m etalu  w pływ a prawdopodobnie na pow staw a
nie zasady Schiffa, k tó ra  tw orzy się przez kondensację jednej lub dw u
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cząsteczek w itam iny B6 i am inokw asu. Tego rodzaju chelatow ane azo- 
m etiny  w yodrębnił B a d i l e y  (9), a później inni badacze (31, 131). Za 
pomocą m etod elek troforetycznych  i chrom atograficznych F e s e 11 a
i inni (11, 106) w ykazali pow staw anie tau tom erycznych  azom etinow ych 
chelatów  w przebiegu nieenzym atycznej transam inacji i zbadali k in e ty 
kę procesów pośrednich.

Dane dotyczące udziału m etali w reakcjach  enzym atycznych k a ta li
zowanych przez PAL są sprzeczne. Postulow ano niejednokrotnie (20, 
57, 106), że funkcja, k tó rą  pełnią jony m etalu  w układach nieenzym a- 
tycznych, może być w  układach enzym atycznych spełniana przez 
białko. W większości badanych enzymów zaw ierających PA LP nie 
stw ierdzono obecności m etali. Liczba oczyszczonych enzymów dotąd 
zbadanych jest niedostateczna dla w ykluczenia możliwości udziału jo
nów m etali w enzym atycznych reakcjach  (150). W związku z tym  spe
cjalnie in teresujące jest w yodrębnienie enzym u pirydoksalow ego zaw ie
rającego miedź (182). Na podstaw ie w idm  absorpcji enzym ów pirydo- 
ksalow ych p rz y  różnych w artościach pH  i podczas reagow ania z sub- 
s tra tam i i inhibitoram i a także przez porów nanie z danym i dla niebio- 
logicznych kom pleksów PA LP, w nioskowano o właściwościach s tru k 
tu ry  katalityczn ie  ak tyw nych ugrupow ań tych  enzymów (24, 43, 69, 70, 
71, 72, 147, 148).

We w szystkich badanych pirydoksalow ych enzym ach grupa karbo- 
nylow a koenzym u jest połączona z grupą am inową białka enzym atycz-

R ys. 3. W y odrębn ien ie  e -p iry d o k sy lo lizy n y  z enzym ów  p iry d o k sa lo w y ch  (63).

nego •azometinowym wiązaniem . N aturę  iminowego wiązania m iędzy 
PA LP i różnym i jego apoenzym am i w yjaśn ili F i s c h e r  i wsp. (43). 
Z krystalicznej fosforylazy i wysoko' oczyszczonych p reparatów  cysta- 
tionazy i transam inazy  glutam inow o-asparaginianow ej po działaniu bo

NH

CH»

O'
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row odorkiem  sodu (NaBH4) i kw aśnej hydrolizie w yodrębniono e-piry- 
doksylolizynę (rysunek 3). W iązanie aldim inowe pomiędzy PA LP i g ru
pą e-aminową lizyny apoenzym u jest wspólną cechą wszystkich bada
nych dotąd enzymów pirydoksalow ych. Badania nad enzym atyczną h y 
drolizą transam inazy  glutam inow o-asparaginianow ej pozwoliły wyizo
lować zaw ierający resztę pirydoksylolizyny peptyd o struk tu rze : Ser. 
Tre. Glu. (Asp, Gli, Ala, Wal, Ileu, 8-pirydoksylolizyna, Liz). Gli. Ser. 
Asp. Fen.

Proces pow staw ania aldim in (zasad Schiffa), które są zasadniczym i 
pośrednikam i w reakcjach  katalizow anych przez enzym y pirydoksalow e 
jes t bardzo szybki. Dokładniej poznano go w przypadku transam inazy 
asparaginianow ej (58, 71, 74, 165, 166). N iektóre enzym y pirydoksalow e 
zachow ują się jak w skaźniki pH. W ystępują one w  żółtej „kw aśnej” 
form ie przy pH  ^ 5  i ze w zrostem  pH  przechodzą stopniowo w bez
barw ną z m aksim um  absorpcji m iędzy 315 i 365 mu. K atalityczną ak tyw 
ność w  pew nych przypadkach w ykazuje form a żółta, na przykład de- 
karboksylazy kw asu glutam inow ego (147), w  innych bezbarwna, na 
przykład transam inazy  asparaginianow ej (69, 70). Krzyw e zmian m aksi
mów absorpcji tych  enzymów w zależności od pH  m ają różne położenie
i nachylenie i w ykazują charak te r krzyw ych dysocjacji. Pozw alają one 
na ustalenie w artości pK  i liczby dysocjujących protonów  (rysunek 4).

Rys. 4. Z m iany  m ak s im u m  a b so rp c ji enzym ów  p iry d o k sa lo w y ch  w  w idz ia lne j części
w idm a (410— 430rnii) w  zależności od pH  (----------------zm iany  n ieodw racalne),

I — fosforylaza (43), II — dekarboksylaza kwasu gutaminowego (146, 147), III — transaminaza 
asparaginianowa (70, 71, 72), IV — transminaza alaninowa (160), V — cystotionaza (102).

W żółtych „kw aśnych” form ach enzymów m aksim um  pochłaniania 
w zakresie od 410 od 430 mi-i jest uw arunkow ane obecnością związanej 
z białkiem  PA LP zasady Schiffa, stabilizow anej w iązaniem  wodorowym  
m iędzy hydroksylem  fenolow ym  i im inowym  atom em  azotu (69, 70). 
W skutek dysocjacji w bardziej zasadowym  środowisku pow staje zwią
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zek o n ieustalonej dokładnie s tru k tu rze  m ający m aksim um  pochłania
nia w zakresie m iędzy 315 i 365 mu. Zasługuje na uwagę fakt, że widm o 
niektórych pirydoksalow ych enzymów, na przykład cystationazy (102), 
nie zm ienia się w szerokim  zakresie pH. Aktywność w ielu enzym ów 
pirydoksalow ych jest ham ow ana przez związki reagujące z grupą alde
hydową PALP, na przykład przez cyjanki, kw aśne siarczki, hydroksylo
aminę, kom ponenty sulfhydrylow e, aminy, am inokw asy i hydrazydy. 
Skuteczność działania inhibitora zależy w dużej m ierze od n a tu ry  w ią
zania PA LP z białkiem  enzym atycznym . Enzym y pirydoksalow e róż
nią się znacznie własnościam i absorpcyjnym i, ciężarami cząsteczkowymi
i ilością cząsteczek koenzym u (tablica 1).

T a b l i c a  1
Niektóre własności kilku znacznie oczyszczonych enzymów pirydoksalowych

Enzym
Ciężar

cząsteczkowy

Ilość moli 
koenzymu 

na mol
Maksimum absorpcji Literatura

Transaminaza glu-
taminowo-aspara-
ginianowa

110 000 2
360 (p H  8.4) zmienia się do 
430 (pH  5; p K  6.3) zmienia 
się do 355 po dodaniu sub- 

stratu

72

fi-dekarboksylaza
asparaginianowa 800 000 16

360—365 (pH  5—9); zmie
nia się po 325—330 po do
daniu substratu

123, 124, 
173, 174

Cystationaza 190 000 4 427 (pH  4—8.4) 102

Fosforylaza b 250 000 2 333 (p H  5—9); zmienia się 
do 400—415 przy granicz
nych wartościach pH

43, 84

Dekarboksylaza
glutaminianu

300 000 2 415 {pH 4.5— 5.1) zmienia 
się do 340 (p H  6.5) zmie
nia się do 330 po dodaniu 
substratu

146, 147

Hydroksymetylaza
seryny

331 000 4 430 (p H  5—9.7) 139

We wszystkich enzym ach przedstaw ionych w  tablicy  1 PA LP połą
czony jest z e-aminową grupą białka tworząc związek typu  zasady Schif- 
fa, lecz właściwości absorpcyjne w skazują, że enzym y te  m uszą się 
znacznie różnić innym i w iązaniam i m iędzy koenzym em  i apoenzym em . 
Różnice te w pływ ają niew ątpliw e na to, że w  pew nych przypadkach  
produkty  reakcji enzym u pirydoksalow ego z odczynnikam i na grupy 
karbonylow e odszczepiają się, a w  innych  przypadkach pozostają zw ią
zane z enzymem.
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W modelowym  układzie tw orzenia aldim in zwiększa się reaktyw ność 
PA L i PA L P  w  stosunku do odczynników karbonylow ych (32). Rów
nież am inokw asy łatw iej reagują  z kom pleksem  transam inaza aspara- 
g inianow a-PA L P niż z w olnym  PAL (73). B r u i c e  i T o p p l i n g  
(25) uw ażają, że tw orzenie pośrednich związków (aldimin) i ich w zajem 
ne przechodzenie w  siebie zgodne jest z ogólnymi praw am i katalizy  
kw as — zasada. Na podstaw ie tych danych i w łasnych obserw acji S n e 11 
(150) doszedł do wniosku, że schem at m echanizm u transam inacji po
w inien uw zględniać następujące dane: 1) im inowe związanie PALP,
2) większą skuteczność działan ia  PA LP związanego z białkiem  niż w ol
nego, 3) b rak  katalitycznego w pływ u jonów m etali na reakcję enzym a
tyczną. H ipotetyczny schem at reakcji transam inacji (rysunek 5) przedsta
wia w iązanie aldiminowe PA LP z białkiem , jego oddziaływanie z am ino
kwasem  przez transald im inację  oraz przypuszczalny przebieg labilizacji
i przenoszenia protonów.

R ys. 5. P raw d o p o d o b n y  m echan izm  re a k c j i  tra n sa m in a c ji (150a). K om pleks enzym - 
su b s tra t p o w s ta je  n a  d rodze tra n sa ld im in a c ji ;  b lisk ie  położen ie  g ru p  -N H 2 i -N H i 

u ła tw ia  in te rk o n w e rs ję  zw iązków  pośredn ich .

K a r p e y s k y  i I v a n o w  (81) podali m olekularny m echanizm  
enzym atycznej transam inacji, s ta ra jąc  się w ytłum aczyć rolę każdej g ru 
py cząsteczki koenzym u i rolę białka enzym atycznego w tym  procesie. 
P ierw szy etap  reakcji transam inacji polega praw dopodobnie na tran s
aldim inacji na sku tek  przekształcenia „w ew nętrznej” zasady Schiffa 
PA LP z lizyną apoenzym u w  zasadę Schiffa I PA LP z am inokwasem, 
(aldiminę), k tó ra  ulega tau tom erycznej przem ianie w zasadę Schiffa II 
(ketimina). W następnym  etapie podwójne wiązanie w zasadzie Schif
fa II na sku tek  hydrolizy  zostaje rozerw ane i pow staje ketokw as i en
zym w form ie p irydoksam iny (rysunek 6).
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Pyr»-CH=N- (CH2)4-C H

„wewnętrzna.” zasada Schiffa zasada Schiffa I

t P y r > - C H 2 - N  =  C  
y  \

'R + 
‘COOH - H 20

Pyr»-CJ-ł2-NH2 + O =

zasada Schiffa II

__ /
Pyf’:

HjO OH

Cl-kO P03
-CH2 -COOH
-(CH2)2-COOH

R ys. 6. S ch em at re a k c j i tra n sa m in a c ji (81).

Początkow y stan  przed in terakcją  enzym u z substra tem  przedstaw ia 
schem atycznie rysunek  7A. Białko enzym atyczne połączone jest z ko
enzym em  w czterech m iejscach: 1) poprzez grupę s-am inową lizyny 
z grupą aldehydow ą koenzym u; 2) z grupą fosforanow ą koenzymu;
3) z azotem pierścienia pirydynowego oraz 4) wiązaniem  hydrofobowym  
pomiędzy grupą m etylow ą PA LP i alifatycznym  łańcuchem  bocznym 
am inokwasowej reszty  apoenzym u. Zjonizowana w fizjologicznych w a
runkach  cząsteczka am inokwasów (substratu) związana jest z kationo
w ym  m iejscem  aktyw nego centrum  leżącego powyżej płaszczyzny p iry 
dynowego pierścienia koenzym u. Oddziaływ anie pom iędzy ujem ną gru
pą fenolową koenzym u i dodatnią aminową substra tu  sprzyja praw idło
w em u ułożeniu reagującej cząsteczki. Podczas w ytw orzenia się we- 
wnątrzcząsteczkowego wiązania wodorowego m iędzy grupą hydroksylo
wą koenzym u i aminową białka, pojaw ia się dodatni ładunek na form y- 
lowym  atom ie węgla i zmniejsza się zasadowość pirydynow ego pierście
nia koenzym u, co powoduje rozerw anie w iązania tym  pierścieniem
i białkiem  (rysunek 7B). Przyłączenie grupy aminowej substra tu  do 
w iązania C =  N enzym u w ytw arza czworościenny związek pośredni (ry
sunek 7C), z którego powstaje następnie kom pleks typu  zasady Schiffa I 
z uwolnieniem  e-aminowej grupy lizyny (rysunek 7C -> D). Następna 
tau tcm eryczna przem iana zasady Schiffa I wiąże się ze zm ianą prze
strzennego położenia koenzym u, k tó ry  obraca się dookoła osi przecho
dzącej przez grupy 5-m etylenow ą i 2-m etylow ą. Dzięki rozerw aniu 
kow alencyjnego w iązania m iędzy form ylow ą grupą koenzym u i b iał
kiem  oraz wiązania wodorowego między azotem  p irydyny  i białkiem, 
koenzym  połączony z białkiem  już tylko w dwóch punktach  przy końcu 
osi, obraca się i ustaw ia w  płaszczyźnie prostopadłej do początkowej. 
Czworościenny atom  węgla w pozycji 4 przechodzi w  form ę trygonalną 
(Rysunek 7D). O brót koenzym u pow oduje przem ieszczenie grupy k a r
boksylowej am inokwasu, co może przyczynić się do sprow adzenia ka ta 
litycznych grup białka X i YH w bliższe sąsiedztwo kom pleksu koen- 
zym -substrat. Tautom eryczna konw ersja zasady Schiffa I w  zasadę
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Schiffa II zachodzi prawdopodobnie na drodze zgodnej z ogólnymi p ra 
wam i katalizy  kwas-zasada. Dzięki tem u trygonalny  atom węgla w po
zycji 4 w raca do czworościenej form y a płaszczyzna pierścienia do 
początkowej pozycji. W w yniku tego tworzy się wodorowe wiąza
nie m iędzy azotem p irydyny i apoenzymem (Rysunek 7D — E), co po
woduje obniżenie gęstości elektronow ej atom u tlen u  grupy form ylo- 
wej. P ro ton  w ew nątrzcząsteczkow ego w iązania wodorowego dysocjuje 
i kata lizu je  hydrolizę w iązania C =  N na skutek czego pow staje a-keto- 
kwas i fosforan pirydoksam iny (Rysunek 7F). Być może w form ie am i
nowej enzym u istn ieje  dodatkow e w iązanie wodorowe m iędzy PAM P 
i białkiem , gdzie grupa e-aminowa lizyny może działać jako akceptor 
protonów. G rupa aminowa pirydoksam iny może w ten  sposób uzyskać 
nukleofilne własności w ym agane dla reakcji z keto-substra tem . M echa
nizm transam inacji należy do najlepiej poznanych m echanizm ów re 
akcji katalizow anych przez enzym y pirydoksalowe.

II. Funkcja PALP w enzymatycznej katalizie

Enzym y pirydoksalow e zostały sklasyfikow ane przez B r a u n -  
s t e i n a  (22a, 24) na podstaw ie w pływ u jaki w yw ierają  na w iązania 
w cząsteczkach am inokwasów (rysunek 8 i tablica 2).

H

-C
r~ -
! x

Y H

N

—  COOH

C N—-

OH

} Białko R yS 3 A k ty w ac ja  chem icznych  w iązań  w  
cząsteczce am in o k w asu  pod w p ływ em  

enzym ów  p iry d o k sa lo w y ch  (22a).

T a b l i c a  2
Klasyfikacja enzymów pirydoksalowych (23, 24)

Rozerwane
wiązanie Typ reakcji Enzymy

ot-C-H

oc-C-H

1. Reakcje eliminacji i podstawienia przy a-C-atomie

a) Racemizacja aminokwa
sów

b) Kondensacja przy a-C 
glicyny, seryny lub cys
teiny

Racemazy, racemaza tryptofanu

Transhydroksymetylaza seryny, aldolaza treoni- 
ny, syntetaza dehydrosfingozyny, syntetaza 
8-aminolewulinianu, syntetaza aminoacetonu( ?), 
kondensacja cysteiny z pimelylo-CoA w syntezie 
biotyny (?), aldolaza fenyloseryny
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Ciąg dalszy tablicy 2

Rozerwane
wiązanie

Typ reakcji Enzymy

oc-C-N i 
a-C-H

a-C-N

a-C-COOH

a-C-COOH

a-C-P-C

p-C-Y 
(i a-C-H)

p-C-Y 
(i a-C-H)

P-C-y-C

P-C-y-C

Y-C-X- 
i p-C-H

Y-C-X 
i ¡3-C-H

c) Transaminacja

d) Oksydatywna dezami- 
nacja

e) a-Dekarboksylacja

f) Dekarboksylacja połą
czona z utlenianem

g) a, ^-rozpad hydroksy- 
aminokwasów (reakcja 
odwracalna typu b)

Transaminazy, transaminaza pirydoksaminy, 
transaminaza aminomalonianu, transaminaza 
Y-hydroksyglutaminianu, transaminaza P-ala- 
nina — a-alanina
Histaminaza (?). Oksydaza sperminy

a-dekarboksylazy aminokwasów, dekarboksyla- 
zy aminokwasu aromatycznego, sulfinianu cys
teiny, leucyny
Oksydoreduktaza, glicyna: DPN, dekarboksyla-
cja-utlenianie a-aminokwasu
aldolazy seryny i treoniny, aldolaza fosfoseryny

2. Reakcje eliminacji i podstawienia przy P-C atomie

h) Eliminacja podstawnika 
na P-C (i a-H)

i) Wymiana podstawnika 
na P-C (i a-H)

j) Dekarboksylacja (i od
powiadające reakcje) 

k) Hydrolityczny rozpad 
Y-keto a-aminokwasów

Tryptofanaza, dehydrataza treoniny dehydrata- 
zy L- i D-seryny, allinaza; dehydrataza kwasu 
glukozoaminowego, liaza pirazoliloalaniny, liazy 
siarczku i dwusiarczku cysteiny 
Syntetaza tryptofanu, sulfhydraza seryny, sul- 
fhydraza fosfoseryny, syntetazy siarczku i tio- 
sulfonianu, cysteiny, syntetaza cystationiny, I 
(dehydrataza seryny)
P-dekarboksylaza asparaginianu, desulfinaza
siarczanu cysteiny
Kinureninaza

3. Reakcje eliminacji i podstawienia na Y_C atomie

1) Eliminacje podstawnika 
na y-C (i P-H)

m) Wymiana podstawnika 
na Y-C (i P-H)

Cystationaza (dezaminaza homoseryny) liaza 
dwusiarczku cystyny (liaza fosfohomoseryny) 
syntetaza treoniny, liaza metioniny 
Syntetaza cystationiny II (?) enzym rozszcze
piający kanawaninę (?)

4. Układy nietypowe zależne od PALP

n) 1,4 fosforylaza poliglukanowa (mięśnie, ziemniaki itd.)
o) Jelitowa absorpcja aminokwasów
p) Indolo-liaza indologlicerofosforanu w Neurospora
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1. Reakcje eliminacji i podstawienia przy a-C

Racemizacja am inokwasów. N ieenzym atyczna reakcja recemizacji 
am inokwasów przebiega w obecności pirydoksalu, jonów m etali (Cu2+, 
A l3+, Fe3+) i przy pH  >  9 (126). Proponow any mechanizm recem izacji 
je s t podobny do m echanizm u transam inacji (106). W obu reakcjach  
pow staje jako związek pośredni ta  sama ketim ina, k tó ra  w  przypadku 
transam inacji ulega hydrolizie (Rysunek 2 (I) (II) <-> (El) (IV)). 
P rzy  alkalicznym  pH  reakcja  transam inacji przebiega wolniej niż re 
akcja racem izacji; p rzy  pH  5 w ystępu je  tylko reakcja transam inacji.

Specyficzne racem azy katalizujące przegrupowanie l -  i D-izomerów 
a lan iny  (177), g lu tam inianu (7, 117), m etioniny (145), kw asu a,s-dw u- 
am ino pimelinowego (6), treoniny  (5), lizyny (60, 61, 158), p ro liny  (150) 
i hydroksypro liny  (1), znaleziono w kom órkach w ielu bakterii. Udział 
PA LP w reakcjach  racem izacji wykazano jednak ty lko  w  kilku  p rzy 
padkach: w reakcji katalizow anej przez racem azę alaniny, racem azę 
kw asu glutam inow ego i racem azę m etioniny. N ie w ykazano udziału 
w itam iny B6 w  racem izacji proliny, lizyny, hydroksypro liny  i epim e- 
ryzacji kw asu a,e-dwuam inopim elinowego. Udział PA LP w epim ery- 
zacji hydroksypro liny  w ykluczono przez bezpośrednie badanie enzym u 
(1). N iepraw dopodobny w ydaje się także udział PA LP w racem izacji 
proliny; jakkolw iek możliwe jest pow staw anie związku typu  zasady 
Schiffa pomiędzy tym  am inokwasem  i pirydoksalem , jednak związek 
ten  nie może ulegać tautom erycznej izom eryzacji.

Możliwe, że w reakcji racem izacji aminokwasów biorą udział nukleo
tydy  flawinowe (39, 156). W reakcji katalizow anej przez racem azę a la
niny z Bacillus subtilis bierze udział obok PA LP również nukleotyd fla- 
win.o-adenylowy (39). Racemazę alan iny  w ykryto  u S. faecalis (177) 
w 1951 r. Enzym  ten uzyskano w częściowo oczyszczonej form ie i za
obserwowano, że dodanie PA LP pow oduje w zrost jego aktyw ności; 
PAM P nie ak tyw uje  enzymu.

U Lactóbacillus prabin^osus stw ierdzono obecność racem azy kw asu 
glutaminowego (7, 117), k tó ra  katalizuje tworzenie racem atu z d -  lub 
L-kwasu glutaminowego. Specyficzną racem azę kw asu D-glutam ino- 
wego oczyszczoną 300-krotnie otrzym ano z ekstrak tów  Lactóbacillus 
arabinosus (45). Nie ma dowodu, że w itam ina B6 jest grupą prostetycz- 
ną tego enzymu. In teresu jące jest, że racemaza glutam inianu z L. jer-  
m enti  ma widm o typow e dla flawoproteidów. A ktywność enzym u jest 
ham ow ana przez ryboflaw inę i fosforan ryboflaw iny (156) a dodanie 
dw unukleotydu aktyw ność tę przyw raca. W yjaśnienie funkcji PA LP 
i flaw in w racem azie kw asu glutam inow ego wym aga dalszych badań. 
W m utan tach  E. coli i w ielu innych  bak teriach  (6) w ystępu je  układ 
enzym atyczny katalizujący in terkonw ersję mezo  i L-form kw asu a,e- 
dwuaminopimelinowego. Enzym katalizuje racem izację jednego z dwóch
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centrów  asym etrii tego kwasu. Epim eraza ta nie działa na D-izomer, 
PA LP nie ak tyw uje jej, dializa powoduje u tra tę  aktyw ności enzymu, 
a p rzyw raca ją dodatek odczynników tiolowych. Obecność racem azy 
lizyny stw ierdzono w  autolizatach Proteus vulgaris i p reparatach  in 
nych m ikroorganizm ów  (60, 61, 157). Nie podano jednak bliższych da
nych o w pływ ie PA LP lub innych  kofaktorów  na działanie tego enzy
mu. A d a m s  (1) uzyskał epim erazę 2-hydroksyproliny w wysoko oczysz
czonej formie. W ykazano ostatecznie, że enzym  ten nie zawiera PALP. 
Z Clostridium  sticlandii uzyskano p repara t enzym atyczny w ykazujący 
aktyw ność racem azy proliny i reduktazy  proliny (139). Racemaza proliny 
katalizuje tworzenie racem atów  i izomerów. Nie ma dowodu świadczącego
0 udziale PALP. Zaobserwowano, że enzym w ykazuje m aksym alną ak tyw 
ność w  obecności grup -SH.

T'ïunsaminacÿa am inokwasów. Enzym y katalizujące reakcje tran s- 
am inacji w ystępują  w  tkankach  roślinnych, zwierzęcych i m ikroorga
nizm ach. . Chociaż liczba w szystkich transam inaz (am inotransferaz) nie 
jest znana, zakres enzym atycznych reakcji jest bardzo szeroki. W yka
zano, że w szystkie a-am inokw asy n a tu ra ln ie  w ystępujące mogą ulegać 
transam inacji (103a). Dawcami grup am inowych mogą być nie tylko 
a-am inokw asy, ale także P-,0- i Y-am in °kw asy jak również i inne związ
ki, na przykład adenina, guanina, cytozyna, am inocukry i ich estry  fo
sforowe. A kceptoram i grup am inow ych są ketokw asy, z k tórych  n a j
bardziej aktyw nym  i szeroko rozpowszechnionym  jest kwas a-ketoglu- 
tarow y. W szystkie zbadane dotąd, oczyszczone transam inazy  są optycz
nie specyficzne. T ransam inazy w yodrębnione z tkanek  zwierząt, roślin
1 większości bak terii k a ta lizu ją  reakcje transam inacji m iędzy a-keto - 
kwasam i i L-aminokwasam i. T h o r  n i wsp. (158, 160) opisali także 
transam inację D-aminokwasów z a-ketog lu taranem  katalizow aną przez 
p repara ty  z Bacillus subtilis  i z p irogronianem  katalizow aną przez p re
p ara ty  Bacillus antracis. Tylko jedną z D -transam inaz znacznie oczysz
czono (101). K atalizuje ona reakcję transam inacji D-alaniny z a-keto
glutaranem . Je j ciężar cząsteczkowy wynosi 53 000. Enzym  zaw iera 
1 mol PA LP na mol białka i działa zgodnie z m echanizm em  transam i
nacji L-aminokwasów. Nie m a dostatecznych dowodów istnienia D -trans- 
aminazowej aktyw ności w  tkankach  zw ierząt wyższych. W ydaje się, że 
transam inazy  tkanek  zw ierzęcych są specyficzne dla L-aminokwasów. 
Na podstaw ie dotychczasow ych badań można wyciągnąć wniosek, że 
specyficzność indyw idualnych transam inaz jest szeroka, z drugiej s tro 
ny znane są transam inazy  wysoko specyficzne. M iędzynarodowa Unia 
Komisji Biochemicznej p rzy jm u je  istn ien ie  16 transam inaz jako od
rębnych enzymów (42). W śród najbardziej rozpow szechnionych są tran s- 
aminaza asparaginow a i transam inaza alaninowa. Oba enzym y uzys
kano w stanie znacznie oczyszczonym. Pierw szy z nich katalizuje reakcję 
transam inacji m iędzy kw asem  asparaginow ym  i a-ketoglutarow ym , jest
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bardzo aktyw ny w tkankach  ssaków, a szczególnie w m ięśniu sercowym, 
z k tórego też najczęściej go w yodrębniano (50, 68a, 69, 96, 129). Cię
żar cząsteczkowy enzym u wynosi 110 000 + 11 000 (69); zaw iera on 2 mole 
PA LP na 1 m ol białka. T u r  a n o i wsp. (162) oznaczyli skład am ino- 
kw asow y transam inazy  asparaginianow ej. Zaw iera ona 6 grup -SH, 
k tó rych  rola polega praw dopodobnie na zachow aniu katalityczn ie  ak tyw 
nej konform acji natyw nego enzym u (129). Oczyszczona transam inaza 
asparaginianow a jest ak tyw na w  stosunku do kw asu asparaginow ego 
i w nieznacznym stopniu do tryp to fanu  i tyrozyny (68). P o l a n o w s k i  
(130) wykazał, że cząsteczka transam inazy  asparaginianow ej dysocjuje 
w środow isku zasadowym  na dwie podjednostki i uważa, że form a 
aktyw na jest m onomerem .

W m ięśniach świni i byka stw ierdzono obecność dwóch izozymów 
transam inazy glutam inow ej: jeden w ystępuje we frakcji m itochondrial- 
nej, drugi — w sarkoplazm ie; różnią się one m iędzy innym i w łasnościa
m i elektroforetycznym i, widm em  absorpcji i optim um  pH.

Transam inaza alaninow a katalizu je  reakcję transam inacji m iędzy 
alan iną i kw asem  a-ketoglutarow ym . Znacznie oczyszczoną transam i- 
nazę alaninow ą uzyskano z serca świni (52, 160) oraz z serca wołu (26). 
Je j ciężar cząsteczkowy wynosi 100 000, a zawartość PA LP — 0,9 mo
la na mol enzymu. PA LP jest m ocniej zw iązany z apoenzym em  w po
rów naniu  z transam inazą asparaginianow ą. W cząsteczce enzym u znaj
du je  się 5 reak tyw nych  grup -SH. Enzym  jest ak tyw ny tylko w sto 
sunku  do alaniny i kw asu a-am inom asłowego (26). W znacznie oczysz
czonym  stanie otrzym ano także transam inazę pirydoksam ino-pirogro- 
nianow ą, k tórą w ykrystalizow ano (168).

O ksydacyjna dezaminacja

R • CHNH2+ H 20  +  0 2 — R . C0 +  NH3+ H 20 2 2
I I

W iele aminokwasów może ulegać nieenzym atycznej oksydacyjnej 
dezam inacji (reakcja 2) w skutek ogrzew ania z PAL i jonam i m etali 
(Co2+, Ni2+, Cu2+) w  obecności tlenu  i p rzy  pH >  9; w podobnych w a
runkach  PAM może utleniać się do PAL (67). W w arunkach  biologicz
nych stw ierdzono w ystępow anie enzymów katalizu jących  oksydacyjną 
dezam inację d -  i L-aminokwasów. Okazało się jednak, że badane oksy
dazy d -  i L-aminokwasów są flaw oproteidam i (103). Sugerowano, że 
działanie oksydaz m onoam in związane jest także z obecnością flaw in 
lub cytochrom ów  (17, 91). W ystępująca w osoczu krw i oksydaza am in, 
w ykry ta  przez H i r  s c h a (56), oczyszczona znacznie przez T a b o r  a 
i wsp. (155) i G o r k i n a  (49), a w ykrystalizow ana przez Y a s u n o b u  
i Y a m a d a (182) jest enzym em  pirydoksalow ym  zaw ierającym  4 m ole 
siarczanu miedzi na mol białka. PA LP oraz jony miedzi znajdu ją  się 
praw dopodobnie w  grupie prostetycznej poniew aż ich dodatek  p rzy 
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w raca częściowo aktyw ność enzym u zaham owaną przez hydroksyloam inę. 
M a n n  (100) sugerow ał, że również oksydaza amin z grochu jako g ru
pę prostetyczną zaw iera jony miedzi i PA LP, chociaż poprzednio p rzy 
puszczano, że grupą proste tyczną jest flaw ina (48, 164).

N atu ra  grupy prostetycznej oksydazy dw uam in jest wciąż nie w y
jaśniona. Enzym  ten  w y k ry ty  w nerkach  w ieprza znaleziono następnie 
w innych  zwierzęcych tkankach, w  roślinach i m ikroorganizm ach (33, 
185). Sugerowano, że jest on identyczny z histam inazą (73, 77, 78). 
Enzym  katalizu je  u tlen ien ie  h istam iny  agm atyny, sperm iny, kadaw ery- 
ny i etylenodw uam iny. Oksydaza dw uam in w  odróżnieniu od oksydazy 
m onoam in jest ham ow ana przez izoniazyd (186). N iektórzy autorzy po
dają, że grupą prostetyczną tego enzym u jest flaw ina (48, 164), w edług 
innych  zaś rolę tę pełn i PA LP (79).

D ekarboksylacja am inokwasów. W e r l e  i K o c h  (172) zaobserwo
w ali tw orzenie śladow ych ilości h istam iny  w  czasie gotowania h istydy- 
ny  w wodnych roztw orach z PA LP. Zaproponow any przez nich m echa
nizm  tej reakcji przedstaw ia rysunek  9 (etapy 1, 2, 3, 4, 5).

R ys. 9. M ożliw y m echan izm  d e k a rb o k sy la c ji « -am in o k w asó w .
Mechanizm I (reakcja 1, 2, 3, 4, 5) związany jest z labilizacją atomu wodoru (20, 172), mechanizm 2 

(reakcje 1, 2', 3', 4') — z labilizacją wiązania węgiel-węgiel (106, 99, 171, 151a).

M echanizm  ten  jest zgodny z zasadniczym  schem atem  reakcji katalizo
w anych przez PAL zaproponow anym  przez B r a u n s t e i n a  i S z e - 
m i a k i n a (2), jakkolw iek B raunstein  uważa, że nie we wszystkich 
przypadkach w ystępu je  jonizacja w odoru przy węglu a i całkow ite 
tautom eryczne przegrupow anie zasad Schiffa.

M e t z l e r  i wsp. (106, 148) oraz niezależnie W e s t h e i m e r  (171) 
podali nieco inny m echanizm  (rysunek 9, e tapy  1, 2’, 3’, 4’), w edług 
którego podczas dekarboksylacji atom  w odoru pozostaje przy  a-w ęglu 
am inokwasu, co zostało potw ierdzone badaniam i izotopowymi. M a n -  
d e 1 e s i wsp. (99) wykazali, że w  czasie enzym atycznej dekarboksy
lacji ty rozyny  do ty ram iny  atom  wodoru przy a-w ęglu nie uw alnia się, 
a B e l l e a u  i B u r b a  (11) stw ierdzili, że podczas dekarboksylacji 
tyrozyny proton pobrany z wody zajm uje tę sam ą pozycję jaką zajm o-
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wała grupa karboksylow a. Badania S n e 11 a i wsp. (76) nad nieenzy- 
m atyczną reakcją dekarboksylacji aminokwasów w ykazały, że jest ona 
w ynikiem  lab ilizacji w iązania m iędzy a-w ęglem  am inokw asu i grupą 
karboksylow ą (tak jak  w enzym atycznej dekarboksylacji) i nie wym aga 
poprzedniego uwolnienia jonu wodorowego. Jony m etali ham ują reakcję 
dekarboksylacji, gdyż chelatu jąc z karboksylow ym i grupam i przeszka
dzają uw olnieniu C 0 2 (76). D ekarboksylazy aminokwasów w ykry to  w ko
m órkach wielu bakterii, roślin i ssaków. G a l e  i wsp. (44) zajm owali 
się badaniem  własności i rozmieszczenia bak tery jnych  enzymów dekar- 
boksylujących lizynę, ornitynę, argininę, tyrozynę, h istydynę i kwas 
glutam inow y. Żaden gatunek  bakterii nie zaw iera w szystkich sześciu 
enzymów, jednak niektóre zaw ierają więcej niż jeden. K ażdy z oczysz
czonych preparatów  jest specyficzny dla L-izomeru. O ptim um  działania 
tych  enzymów leży w zakresie pH  od 2,5— 6,0. W ysoka aktyw ność dekar- 
boksylaz w kw aśnym  pH  pozwala na m anom etryczne oznaczenie uw ol
nionego C 0 2. B e l l a m y  i G u n s a l u s  (12) w ykazali, że aktyw ność 
dekarboksylazy S. jacealis hodowanych w środowisku ubogim w w itam inę 
B6, znacznie w zrasta po dodaniu PAL, a jeszcze więcej po dodaniu PAL 
i ATP, co sugeruje, że PA LP jest koenzym em . PA LP jest także koen
zymem dekarboksylaz lizyny, argininy i o rn ityny  (9). D ekarboksylazy 
bak tery jne  są specyficzne dla L-aminokwasów i z kilkom a w yjątkam i 
są specyficzne dla jednego am inokwasu. W związku z tym  są one używane 
do oznaczenia pojedynczych aminokwasów w m ieszaninie am inokwasów 
lub w hydrolizatach białek. Ponieważ dekarboksylują one tylko L-izo- 
m ery  mogą być używ ane także do w yodrębniania D-aminokwasów z m ie
szanin syntetycznych d , L-aminokwasów (139). Pierw szą dekarboksylazą 
uzyskaną w stanie jednorodnym  była dekarboksylaza z Escherichia coli 
(146, 147). Enzym o ciężarze cząsteczkowym 300 000 zaw ierał dwie mocno 
związane reszty  PA LP na mol białka. Widmo aktyw nej form y enzymu 
wskazuje, że w dekarboksylazie podobnie jak i w transam inazie PA LP 
tworzy aldim inowe wiązanie z apoenzymem i że powstawanie początko
wego kom pleksu enzym -substrat przebiega drogą transaldim inacji. Spe
cyficzne dekarboksylazy aminokwasowe w ykryto nie tylko w bakteriach, 
ale także w innych m ikroorganizm ach, na przykład w drożdżach (88), 
Chlorella (136) i Fusaria (118).

W odróżnieniu od bak tery jnych  dekarboksylaz, k tó re  m ają optim um  
pH  w zakresie kw aśnym , dekarboksylazy w ystępujące u ssaków, m ają 
zazwyczaj optim um  w pH  obojętnym  lub lekko zasadowym. Dotąd zba
dane dekarboksylazy ssaków  m ają niższy stopień substra tow ej specyficz
ności niż baktery jne. Niska aktyw ność w większości tkanek  nie pozwala 
na bezpośrednie m anom etryczne oznaczenie dekarboksylaz i, z nielicz
nym i w yjątkam i, nie w ydaje się, aby reprezentow ały  one główną m eta
boliczną drogę w tkankach  ssaków.
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Odwracalny rozpad ft-hydroksyam ińkw asów

R • CHOH • CHNH2 • COOH Ę*™ R . CHO +  NH2 • CHaCOOH 3
O dw racalny rozpad treon iny  do glicyny i acetaldehydu, se ryny  do glicyny 
i form aldehydu, a-m ety loseryny  do alan iny  i form aldehydu i a -hyd ro - 
ksym ety loseryny do seryny  i form aldehydu stw ierdzono w układach nie- 
enzym atycznych (97, 111). W ykazano, że reakcje  enzym atycznego 
rozpadu seryny i treoniny nie są związane z labilizacją wodoru przy 
a-atom ie węgla. Proponow any m echanizm  tych  reakcji (reakcja 3) (106, 
148) przedstaw ia rysunek  10.

R ys. 10. M echan izm  odw raca ln eg o  ro zp ad u  ß -h y d ro k sy am in o k w asu  (106, 148).

Istnieje zasadnicza różnica m iędzy reakcjam i rozpadu seryny i treo 
niny: a-w ęgiel se ryny  i jej a-pochodnych nie uw alnia się jako w olny 
form aldehyd, lecz jako produkt kondensacji z kwasem  tetrahydrofo lio - 
wym, praw dopodobnie N5, N 10-m ety leno tetrahydrofo lan  (34, 167, 188) 
(reakcja 4).

HOCH2CH(NH2;COOH +  FH4 pałp CH2(NH2)COOH +  n 5~10FH4 4

W reakcji odw racalnej ten  sam  produkt działa jako pośredni dawca grup 
hydroksym etylenow ych. O udziale PA LP w tych  reakcjach  donieśli 
L a s c e l l e s  i W o o d s  (92). Potw ierdzili to inni badacze posługujący 
się p repara tam i uzyskanym i z ssaków (3, 15, 62), ptaków  (38, 136), bak terii 
(180) i roślin (176). Jony  M n2+ katalizu ją  reakcję w układzie w yizolo
wanym  z bak terii (180), natom iast enzym y izolowane z w ątroby ssaków 
lub ptaków  są ham ow ane przez jony m etali. W łasności spek tra lne  hydro- 
ksym etylazy seryny  oczyszczonej z w ątroby  królika wskazują, że PA LP 
jest związany z grupą aminową enzym u w postaci zasady Schiffa (176). 
Po hydrolizie kw aśnej zredukow anego enzym u uzyskano produkt, k tó ry  
wykazyw ał w łasności e-pirydoksylolizyny zarówno w badaniach elek tro- 
foretycznych, jak i chrom atograficznych. Enzym zawiera 4 mole PA LP 
na mol białka.

Do om awianego typu  reakcji można zaliczyć także syntezę kw asu 
8-am inolewulinow ego, k tó ra  przebiega przy  udziale enzym u zaw ierają
cego PALP. W edług S z e m i n a  i wsp. (142, 143, 144) sukcynylo-CoA
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kondensuje z a-w ęglem  glicyny dając kwas a-amino-|3-ketoadypinowy, 
k tó ry  po dekarboksylacji przechodzi w kw as 5-am inolewulinow y — 
prekursor porfiryn. W reakcji tej prawdopodobnie powstaje związek typu  
zasady Schiffa: enzym -PA LP-glicyna, k tó ry  reaguje z sukcynylo-CoA. 
K ondensacja i w ydzielanie C 0 2 może zachodzić jednocześnie.

Podobny może być m echanizm  syntezy sfingozyny z seryny i palm i- 
tylo-CoA, przebiegającej z udziałem  NADP, PA LP i jonów m agnezu 
(151, 183).

2. Reakcje eliminacji i podstawienia przy (3-C

Podstaw ow y m echanizm  reakcji tego typu  zaproponowano na pod
staw ie nieenzym atycznych reakcji (24, 106) (Rysunek 2 (I)*->(VIII) —> (IX)). 
Do reakcji tego typu  należą reakc je  katalizow ane przez dehydratazę 
se ryny  i dehydratazę treon iny  (X =  OH), rozpad cystationiny drogą 
P-eliminacji do hom ocysteiny i am oniaku (X =  -S.CH2CH2CHNH2COOH), 
reakcja  przem iany alliny  do allicyny, kw asu pirogronowego i am oniaku 
katalizow ana przez allinazę (X =  0  =  S —CH2CH =:CH2), reakcje katalizo
w ane przez tryp to fanazę (X =  indolyl) i P-tyrozynazę, enzym atyczna 
konw ersja P-chloroalaniny do pirogronianu, am oniaku i jonów chlorko
wych. Enzym atyczne i nieenzym atyczne reakcje zachodzą z większą 
szybkością w  środow isku alkaliczym . D ezam inację beztlenow ą seryny  
badano w  w ielu biologicznych preparatach . Przebiega ona następu
jąco (30):

L-Seryna ->  pirogronian +  am oniak 5

D eh y d ra taza  L -se ry n y  w yodrębn iona  z Neurospora crassa w y d a je  się 
zależna od PAL. P re p a ra t  ten  d ezam in u je  tak że  L -treon inę (181). D ehy
d ra ta za  D -seryny  u zy sk an a  z E. coli je s t ak ty w o w an a  p rzez  PA LP (109), 
lecz d eh y d ra taza  L -seryny  z tego źród ła by ła  ak ty w o w an a  przez g lu ta tio n  
i kw as adenylow y, a n ie przez PA LP (160). D ezam inaza L -se ryny  
z Streptococcus rimosus k a ta lizu je  dezam inację  |3-chloroalaniny do p iro 
g ro n ian u  (153).

D eh y d ra tazy  L -seryny  i L -treon iny  z w ą tro b y  ow cy są enzym am i p iry -  
doksalow ym i (137). N ajb a rd z ie j ak ty w n ą  d eh y d ra tazę  se ry n y  izolow ano 
z w ą tro b y  szczura (141). P re p a ra t  en zy m aty czn y  k a ta lizu je  tak że  sy n 
tezę cy sta tio n in y .

B eztlenow ą dezam inację treo n in y  ka ta lizow aną  przez d eh y d ra tazę  treo 
n in y  b adano  w  o rgan izm ach  ró żn y ch  zw ierzą t (121, 141) i b a k te r ii  (179). 
O czyszczony enzym  z w ą tro b y  ow cy (35, 121) jes t za leżny  od PAL 
i d ezam in u je  oprócz L -treo n in y  rów nież L -a llo treo n in ę  i L -serynę. W  ró ż
ny ch  b ak te r ia c h  w y k ry to  try p to fan a zę  pow odującą rozpad  try p to fa n u  
do indo lu , k w asu  p irogronow ego  i am o n iak u  (54). R eakc ję  k a ta liz u ją  jo n y  
potasow e, am onow e i p raw dopodobn ie  jo n y  żelaza (36). T ry p to fan azę
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w yodrębniono z E. coli i wykazano, że jej koenzym em  jest PA LP (179). 
Enzym  ten  uzyskany w stanie krystalicznym  (119), katalizował także 
reakcję  desu lfhydra tac ji cysteiny, dezam inację seryny, konw ersję 
S -m ety locysteiny  do pirogronianu, m ety lom erkaptanu  i am oniaku i syn
tezę try p to fan u  z indolu i cysteiny. Tyrozyna może w m ikroorganizm ach 
ulegać degradacji do fenolu, p-krezolu, kw asu p-hydroksybenzoesow ego 
itp. P rzem iana do fenolu (reakcja 6) katalizow ana jest przez enzym  p iry - 
doksylow y — tyrozynazę (163).

Tyrozyna —> fenol +  pirogronian + N H 3 6

Do enzym ów pirydoksalow ych należy także alliinaza (46, 90) ka ta lizu 
jąca przem ianę alliny  do alliicyny, kw asu pirogronowego i am oniaku. 
A lliinazę w yodrębniono z cebuli, czosnku i innych roślin (154, 180).

Do reakcji tej g rupy w edług B raunsteina należy także P-dekarboksy- 
lacja asparagin ianu . W odróżnieniu od a-dekarboksylacji aminokwasów 
jest ona prawdopodobnie połączona z labilizacją a-w odoru. Jako  związek 
pośredni pow staje ketim ina — zasada Schiffa, k tóra ulega dekarboksy- 
lacji do odpowiednich pochodnych alaniny. Surow e i oczyszczone p repa
ra ty  dekarboksylazy ak tyw uje  dodatek różnych ketokw asów  i PA LP 
(29, 105, 122). W ykazano, że enzym  ten  działa jako L-aminokwasowa 
transam inaza o niskiej substratow ej specyficzności i jako P-dekarboksy- 
laza asparaginianu. Prawdopodobnie w obu reakcjach biorą udział te  
same aktyw ne centra (123, 124). W ysokooczyszczona P-dekarboksylaza 
asparaginianow a z Alcaligenes faecalis (123, 124) i k rysta liczny  enzym  
z Achrom obacter  (173, 174) ma duży ciężar cząsteczkowy (około 800 000) 
i zaw iera 16 cząsteczek PA LP na mol białka. PA LP zw iązany jest 
z e-aminową grupą białka (174). Podobny m echanizm  do (5-dekarboksy- 
lacji przypisyw any jest enzym atycznem u rozpadowi k inu ren iny  do 
kwasu antranilow ego (47). In teresu jące byłoby w ykazanie, czy k inu re- 
naza posiada także, podobnie jak  P-dekarboksylaza, aktyw ność tran sa - 
minazową. Przem aw iałby za tym  fakt, że k inurenaza z Neurospora jest 
ham ow ana przez różne am inokw asy (67).

3. Reakcje eliminacji przy y-C

Do reakcji tej grupy  należą: rozpad cystationiny (X =  
=  -S-C H 2CH2NH2COOH) do kw asu a-ketom asłowego, cysteiny i am o
niaku, dezam inacja hom oseryny (X =  OH) do kwasu a-ketomasłowego, 
rozpad m etioniny (X =  -S-CH 3) do kw asu a-ketom asłowego, am oniaku 
i m etylom erkaptanu, dezam inacja hom ocysteiny (X =  -SH) do kw asu 
a-ketom asłow ego i siarkow odoru, konw ersja o-fosfohom oseryny do treo - 
niny. Nie zaobserwowano odpowiednich reakcji nieenzym atycznych, 
przypuszcza się jednak (148), że ich mechanizm jest taki, jak  pokazuje 
rysunek 1L
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C ystationina może być in vivo  przem ieniana do cysteiny i kw asu 
a-ketom asłow ego (28). P rep ara ty  enzym atyczne z w ątroby szczura z nie
doborem  w itam iny B6 nie katalizu ją  tw orzenia cysteiny z hom ocysteiny 
i se ryny  o ile nie doda się PA LP (21). Enzym  powodujący rozpad jak

Rys. 11. M echan izm  re a k c ji e lim in ac ji p rzy  y-C  (106, 148).

i tworzenie cystationiny zawiera PA LP (14, 47). Syntetaza cystationiny 
z w ątroby  szczura oczyszczona około 35-krotnie również zawiera PA LP; 
kata lizu je  ona syntezę cystationiny z seryny  i hom ocysteiny i dezam i- 
nację L-seryny. Z w ątroby  szczura uzyskano też p repara t, k tó ry  k a ta li
zował rozpad cystationiny i dezam inację hom oseryny (13), a także k tó ry  
w form ie krystalicznej katalizow ał rozpad cystationiny do cysteiny, am o
niaku i kw asu a-ketom asłow ego (102). K rystaliczny enzym  zaw ierał
4 mole PA LP na mol białka, w ykazyw ał m aksim um  absorpcji przy 
427 m(x w pH  7,5 a w granicach pH  4,0 do 8,4 obserwowano niew ielkie 
zm iany absorpcji. W tkankach  ssaków i w Proteus mprgani znaleziono 
desulfhydrazę hom ocysteiny, k tó ra  katalizu je  rozpad hom ocysteiny do 
kw asu a-ketomasłowego, am oniaku i siarkowodoru. Enzym  izolowany 
z bak terii jest zależny od pirydoksalu. Również enzym  z Pseudomonas 
pow odujący degradację m etioniny do kw asu a-ketom asłowego, am oniaku 
i m ety lom erkaptanu  w ydaje się być enzymem  pirydoksalow ym .

4. Inne funkcje witaminy Bc

Poznano dotąd w iele enzymów pirydoksalow ych biorących udział 
w biosyntezie i transform acji aminokwasów i innych azotowych m eta
bolitów, lista ich jednak niew ątpliw ie jest wciąż niekom pletna. O dkry
wane są nowe am inotransferazy, dekarboksylazy aminokwasów, racem azy
i inne enzym y pirydoksalow e. Przeprow adzono także badania nad m ożli
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wą rolą w itam iny B6 we w chłanianiu aminokwasów. M echanizm tego 
procesu jest nie w yjaśniony i fizjologiczne znaczenie PAL w aktyw nym  
przenoszeniu am inokwasów do kom órek zwierzęcych jest sporne (31a). 
S tw ierdzono, że dla u trzym ania  równowagi jonowej sodu i potasu u szczu
ra  konieczne jest podanie określonej ilości w itam iny B6, lecz n a tu ra  
tego e fek tu  nie jest jasna (59). Przeprowadzono też in teresujące badania 
nad w pływ em  w itam iny B6 na endogenne w ydzielanie się szczawianów 
w moczu, co wiąże się z tw orzeniem  kam ieni szczawianowych w p rze
wodach moczowych. Zbadano w pływ  w itam iny B6 na m etabolizm  p re 
kursorów  kw asu szczawiowego u szczura (135) i wykazano, że niedobór 
w itam iny  B6 powoduje w zrost tw orzenia się kw asu szczawiowego z kw a
su glikolowego, etanoloam iny i glikolu etylenowego. Doniesiono, że w ita
m ina B6 odgrywa pew ną rolę w biosyntezie kwasów tłuszczow ych (169). 
N ietypow ą funkcję spełnia PA LP w fosforylazie polisacharydów  (10). 
Fosforylaza ta po redukcji NaBH4 pozostaje aktyw na co wykazuje, że 
PA LP nie tw orzy zasad Schiffa z substra tem  (84). Zredukow any enzym  
po hydrolizie trypsyną daje peptyd, z którego po hydrolizie kwaśnej 
w yodrębniono e-N-pirydoksylo-lizynę. Późniejsze prace wykazały, że sek
wencja tró jpep tydu  w yodrębnionego po traw ieniu  chym otrypsyną jest 
następująca: e-N-pirydoksylo-Liz-Liz. Fen (63). Fosforylaza zawiera 4 
reszty PA LP związanego z resztą lizyny czterech podjednostek białko
wych (43). K rystaliczna fosforylaza b zawiera 2 cząsteczki PA LP na 
mol białka i w ykazuje m aksim um  absorpcji przy 333 miA z m ałym i zm ia
nami w  pH  5— 9,5. W bardziej kw aśnym  lub zasadowym  środow isku 
lub przy  działaniu na enzym  7M mocznikiem , pojaw ia się szczyt przy 
około 415 mix. W ywnioskowano, że m aksim um  absorpcji przy 330 m a 
w skazuje na wiązanie aldim inow e m iędzy apo- i koenzym em  (rysunek 12).

B ia l'k o
I I

k w a s ,  z a s a d a  B ia H < o + H Z0 B ia n k o

I T]
h n ^ L x

lu b  m o c z n ik  1 . r  | ' - h 2o
H a l i  J c H

A X H C = 0
X

Rys. 12. F raw d o p o d o b n e  w iązan ie  fo s fo ran u  p iry d o k sa lu  z b ia łk iem  w  fo s fo ry la 
zie i zachow an ie  się tego w iązan ia  pod w p ływ em  k w asu , zasady  lu b  m ocznika (43).

Oczyszczone fosforylazy a i b nie zaw ierają aktyw ności ch arak te ry s
tycznych dla innych enzymów pirydoksalow ych (55). W ydaje się p raw 
dopodobnie, że w itam ina B6 fosforylazy służy jako składnik s tru k tu ra ln y  
i nie ma funkcji koenzym u. Być może następne prace nad innym i b iał
kami wykażą, że w itam ina B6 w ystępuje  bardziej powszechnie w b iał
kach niż to wykazano dotychczas. K ażdy enzym  posiadający PA LP jako 
koenzym  może zawierać także PA LP jako składnik s tru k tu ra ln y  i m ożli
we jest, że PA LP w różnych enzym ach spełnia obie funkcje (104). Z na
ny jest fak t, że PA LP może tw orzyć zasady Schiffa z grupam i am ino
wymi różnych białek, na przykład z album iną surow icy wołu (37).
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Resum ując, PA LP zajm uje w yjątkow e miejsce wśród koenzymów 
ze względu na bezprzykładną rozm aitość katalizow anych reakcji biorąc 
udział nie tylko w transform acji aminokwasów, ale i w  m etabolizmie 
tłuszczów i węglowodanów, biosyntezie porfiryn, puryn, kw asu nikoty
nowego, ryboflaw iny, kw asu foliowego, kw asu pantotenow ego i być może 
innych w itam in zaw ierających azot (24).
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A N D R ZE J LEONOWICZ* I J E R Z Y  TRO JANO W SKI**

Biologiczny rozkład ligniny 

The Biological Decomposition of Lignin

A rev iew  of th e  l i te r a tu re  co ncerned  w ith  th e  s tu d ies  of th e  b io log ica l m e 
c h an ism  of lig n in  d eg rad a tio n , inc lu d in g  th e  a u th o rs ’ ow n re su lts , is g iven.

Nazwę „lign ina” w prow adził Anselm e Payen  w roku  1838 dla ozna
czenia substancji ink rustu jącej celulozę w  zdrew niałych ścianach 
kom órek roślin (38, 39). Drewnienie, czyli lignifikacja ściany komórkowej 
łączy się ze zm ianą funkcji biologicznej kom órki, k tó re j plazm a po zakoń
czeniu tego procesu zam iera. Najwięcej ligniny zaw ierają m artw e 
kom órki sk lerenchym y i części naczyniowej w iązek przewodzących. 
Zaw artość ligniny w zrasta  w raz z w iekiem  rośliny i dosięgać może 
w drzew ach ig lastych do 29%, a w  liściastych do 26%  suchej masy.

W rozw oju filogenetycznym  roślin lignina pojaw iła się po raz pierw szy 
u paprotników ; glony i m chy nie zaw ierają tej substancji.

L ignina przy rozkładzie m artw ych  resztek  roślin znacznie trudn ie j 
ulega atakow i m ikroflory  niż celuloza. P roduk ty  jej rozkładu nagrom a
dzają się w  glebie tworząc tak  zwaną próchnicę. Zagadnienie biogenezy 
hum usu z ligniny było om aw iane w Postępach Biochem ii z roku 1961 (51), 
oraz w W iadomościach Botanicznych  z roku 1966 (50).

I. Chemiczna struktura ligniny

Ogólnie przy jęto  uważać ligninę za polim er jednostek fenylopropano- 
wych. Bardziej w nikliw e badania s tru k tu ry  ligniny napotykają  na duże 
trudności m etodyczne. Silne powiązanie ligniny z hem icelulozam i w kom 
pleks lignino-w ęglow odanow y poważnie u trudn ia  izolowanie ligniny 
z m ateria łu  roślinnego. W skład kom ponenty węglowodanowej wchodzą: 
ksylany, m annany, arabany, g lukany i galak tany  (2). Pow iązanie ligniny

* D r, a d iu n k t K a te d ry  B iochem ii U n iw e rsy te tu  im . M arii C u rie -S k ło d o w sk ie j 
w  L u b lin ie .

** Doc. d r, k ie ro w n ik  K a te d ry  B iochem ii U n iw ersy te tu  im . M arii C u rie -S k ło 
dow sk ie j w  L u b lin ie .

W ykaz s to sow anych  sk ró tó w : D IECA  — d w u e ty lo d w u tio k a rb am in ian  sodu.
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z węglowodanami ma w głównej mierze charakter glikozydowy, jak na 
przykład w przypadku rozpowszechnionej w świecie roślin koniferyny 
(24) (rysunek 1).

Rys. 1. W iązan ie  g likozydow e w  k o n ife ry n ie  jak o  p rzy k ład  ty p u  w iązań  w y s tę p u 
jący ch  m iędzy lig n in ą  a  hem icelu lozam i.

Stwierdzono również wiązania eterowe pomiędzy węglem a łańcucha 
bocznego podjednostki fenylopropanowej ligniny a resztą hemicelulozy 
(1) (rysunek 2).

R ys. 2. W iązan ie  e te ro w e  pom iędzy  w ęg lem  a  łań cu c h a  bocznego p o d jed n o s tk i 
fen y lo p ro p an o w ej lign iny  a  re sz tą  hem icelu lozy.

Współczesne metody wyodrębnienia ligniny z m ateria łu  roślinnego 
polegają na stosowaniu łagodnych środków rozrywających wiązania 
lignino-hemicelulozowe. Głównie stosuje się bądź metodę enzymatyczną 
polegającą na hydrolizie celulozy i hemicelulozy, bądź metodę ekstrak
cyjną.

W metodzie enzymatycznej opracowanej w 1950 r. przez N o r d a  
i S c h u b e r t a  (37) oddziałuje się na sproszkowany materiał drzewny 
grzybami celulolitycznymi. Pod działaniem celulaz otrzymuje się pozba
wioną węglowodanów „ligninę biochemiczną”. Jednakże, jak wynika 
z doniesień z ostatnich lat, grzyby celulolityczne zawierają enzymy 
oddziaływające utleniająco na ligninę, między innymi lakazę i peroksy- 
dazę (42—44), zatem „lignina biochemiczna” zapewne nie jest zupełnie 
identyczna z naturalną. Metoda ekstrakcji ligniny, opracowana przez 
B j ó r k m a n a  (2—6) i P  e w (40), polega na s tarannym  rozdrobnieniu 
w młynie kulowym mączki drzewnej zawieszonej w toluenie. Dyfundu- 
jący do komórek toluen powoduje według Bjórkmana ich pęcznienie 
i pękanie ścian przy jednoczesnym rozluźnieniu wiązań między ligniną 
a hemicelulozą. Ze zmielonego produktu  ekstrahuje  się ligninę wodnym 
roztworem dioksanu, a następnie w ytrąca  się ją eterem etylowym. Za 
pomocą metody Bjórkmana można uzyskać do 30% ligniny zawartej
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w zdrew niałych tkankach . Zaw artość węglowodanów w preparacie nie 
przekracza 2%.

Badania oczyszczonych preparatów  ligniny w ykazały, że jest ona poli
m erem  podjednostek fenylopropanow ych, zaw ierających podstaw niki 
hydroksylow e, karbonylow e i karboksylowe. Zawartość grup funkcyjnych 
jest zm ienna i zależy w pew nym  stopniu od m ateria łu  wyjściowego i spo
sobu w yodrębniania p reparatu .

E lem entarna analiza ligniny otrzym anej m etodą B jorkm ana z drew na 
jodły w ykazuje 83,84% C, 6,04°/o H, 29,68% O, 15,79% OCH3. Masa 
cząsteczkowa ligniny B jorkm ana jest rzędu 11 000, co odpowiada około 
60 jednostkom  fenylopropanow ym . Obliczony na podstaw ie analizy wzór 
podjednostki fenylopropanow ej jes t następujący: C9H8,83O2,37(OCH3)0,96 
co w przybliżeniu odpowiada rodnikow i koniferylow em u (alkohol koni- 
ferylow y m inus jeden wodór): C9H9O2OCH3.

P re p ara t B jorkm ana mimo zanieczyszczenia polisacharydam i jest 
obecnie uznany za najbardziej zbliżony do ligniny na tu ra lne j. W w y
niku ostatn ich  badań, prow adzonych głównie przy użyciu p repara tu  
B jorkm ana jako modelu, osiągnięto znaczne postępy w poznaniu budowy

Rys. 3. S t r u k tu r a  l ig n iny  w ed ług  B ra u n sa  z uw zg lędn ie n iem  w iązań  w odorow ych .

m akrocząsteczki ligniny. Ostatnio podjęto próby określenia drugorzędowej 
s tru k tu ry  ligniny, zakładając obecność m ostków  wodorowych. Prostki 
wodorowe mogą w ystępow ać na przykład pom iędzy grupam i hydroksy
lowymi a tlenem  tw orzącym  wiązanie eterow e (7) (rysunek 3).
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II. Mikroorganizmy biorące udział w rozkładzie ligniny

W rozkładzie ligniny w natu rze biorą udział n iektóre gatunki bakterii, 
Fungi im perfecti i grzyby z grupy H ym enom ycetales.

1. Bakterie

Spośród bak terii glebowych w edług F i s c h e r a  (17) zdolne do w y
korzystyw ania ligniny jako źródła węgla są: Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas statzeri, Pseudomonas tabaci oraz 
kilkanaście innych gatunków  nie notowanych w system atyce Bergeya. 
B akterie te  rozkładają p repara ty  ligniny, uprzednio przeprowadzane 
działaniem  fenolu w form ę rozpuszczalną. H i g u c h i  i wsp. (28) w yka
zali, że również p rep ara ty  ligniny B r  a u n s a (8) mogą być źródłem  
węgla dla kilku gatunków  Flavobacterium. L igninę Braunsa otrzym uje 
się na drodze ekstrakcji drew na m etanolem , jest ona m ieszaniną nisko- 
cząsteczkowych polim erów fenylopropanow ych typu  lignanów. W edług 
S u n d m a n (40) k u ltu ry  M ycobacterium  rhodochrous i M ycobacterium  
fo rtuna tum  dem ety lu ją  ligninę B raunsa. L ignany mogą być źródłem  
węgla dla Flavobacterium sp., Pśeudomortas sp. i Agrobacterium  sp. (48, 
49).

2. Fungi imperfecti

Wiele gatunków  grzybów niższych, na przykład S tem phylium  sp., 
Alternaría sp., M acrosporum sp., Trychoderm a sp., Fusarium  sp. rozkłada 
p repara ty  ligniny poddanej działaniu fenolu co w yraża się ubytkiem  
10— 60®/o m asy p repara tu  (17). G rzyby z rodzajów  Fusarium  (46), Try-  
choderma  (23) i Pullularia  (27) są zdolne ponadto do u tlen ian ia nisko- 
cząsteczkowych m etoksyfenoli, będących produktam i rozkładu ligniny.

3. Grzyby wyższe

N ajaktyw niej rozkładają ligninę grzyby z grupy H ym enom ycetales. 
W edług daw niejszych poglądów (15, 16) podgrupa H ym enom ycetales  
zwana grzybam i „białej zgnilizny” a taku je  ligninę, pozostawiając n iena
ruszoną celulozę, natom iast gatunki należące do podgrupy „b runatnej 
zgnilizny” rozkładają celulozę nie działając na ligninę. W obrębie pod
grupy „białej zgnilizny” na podstaw ie nowszych badań (9— 12) można 
wyróżnić trzy  typy  grzybów: 1) grzyby rozkładające w pierw szym  s ta 
dium  ligninę i wolne pentozany, później zaś w m niejszym  stopniu celu
lozę, na przykład Polyporus versicolor, 2) grzyby rozkładające na po
czątku celulozę, później zaś ligninę i wolne pentozany, na przykład
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Arm illaria mellea, 3) grzyby działające na ligninę i celulozę równocześnie, 
na przykład  Ganoderma applanatum . Jedyn ie  grzyby „białej zgnilizny” 
w ydzielają do środow iska enzym y powodujące rozbicie cząsteczki ligniny. 
N atom iast grzyby „b runa tnej zgnilizny” mogą powodować tylko częścio
we u tlen ian ie  tego polim eru, co objawia się b runatną  barw ą podłoża. Do 
najak tyw niejszych  destruk torów  ligniny zalicza się grzyby „białej zgni
lizny” z rodzajów: Polyporus, Tram etes  i Collybia. Obecnie znam y ponad 
200 gatunków  grzybów  zdolnych do rozkładu ligniny. O bszerną mono
grafię grzybów rozkładających drewno opracował R y p a c e k (45).

III. Mechanizm rozkładu ligniny

F 1 a i g (18) w ykazał, że rozdrobniony m ateria ł roślinny, poddany 
w w arunkach  aerobow ych działaniu m ikroflory, ulega po kilku m iesią
cach zmianom  chem icznym : obniża się znacznie zaw artość węglowoda
nów, a w  m niejszym  stopniu  także ligniny, w zrasta natom iast ilość azotu 
aminowego i hydroksyli fenolowych. N astępuje również w yraźny spadek 
zaw artości grup m etoksylow ych. W edług F 1 a i g a (18) krzyw a absorpcji 
w podczerw ieni dla ligniny w yekstrahow anej z m ateria łu  roślinnego po 
inkubacji z m ikroflorą w ykazuje przebieg zbliżony do krzyw ych cha
rak terystycznych  dla typow ych preparatów  hum usow ych (rysunek 4 ).

-----------  lignina przed inkubacją
----------- lignina po inkubacji

k w asy  huminowe z  g leby  torfowej

Rys. 4. K rzy w e  ab so rp c ji w  p o dczerw ien i d la  lig n in y  w y e k s tra h o w a n e j m etodą  
B jo rk m an a  p rzed  i po in k u b a c ji m a te r ia łu  ro ś lin n eg o  z m ik ro flo rą  g lebow ą (czas 
in k u b a c ji 410 dni) o raz  k rzy w a  ab so rp c ji d la  p re p a ra tu  hum inow ego  w ed ług

F la ig a  (8).

11 Postępy Biochem ii http://rcin.org.pl
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Podobnym  zmianom ulega czysta lignina B jórkm ana inkubow ana 
z czystym i ku ltu ram i grzybów Polyporus versicolor (30), Poria subacida 
(20) i Pholiota m utabilis  (54) (rysunek 5).

T
400

80 

60 

40 

20

0
5 6 7 8 5 6 ^ ,—  7 8 5 6 ju.-— 7 8

------  lignina przed inkubacją
— —— lignina po inkubacji

R ys. 5. K rzy w e a b so rp c ji w  p o dczerw ien i d la  lig n in y  p rzed  i po in k u b a c ji z czy sty 
m i k u ltu ra m i H ym en o m yce ta les .

a) Polyporus versicolor (wg 30), ta) Poria subacida (wg 20) c) Pholiota mutabilis (wg 54).

Na ogół w m iarę postępu biologicznego rozkładu w zrasta in tensyw 
ność pasma 5,8 in, co w skazuje na przybyw anie grup C =  0  oraz zmniejsza 
się intensyw ność pasm a 7,3 ¡i, co spowodowane jest drganiam i deform a- 
cyjnym i układów CH w grupach CH2.

W przypadku inkubacji ligniny nie związanej z hem icelulozam i 
zwiększa się absorpcja w pasm ach 7— 7,1 fi oraz 7,9 ^ (rysunek 5) co w ska
zuje na w zrastanie zaw artości grup -OH; efektu  tego nie zaobserwowano 
gdy rozkładowi ulega lignina nie w yodrębniona z m ateria łu  roślinnego 
(rysunek 4). |

Szeroko zakrojone badania nad w ykorzystaniem  ligniny jako źródła 
w ęgla przeprow adzili D a y i wsp. (13). Z 35 badanych gatunków  H ym e
nom ycetales  ty lko 11 rosło na pożywce ligninowej pozbawionej innego 
źródła węgla. N iektóre gatunki (Poria subacida, Polyporus abietinus) po 
kilkutygodniow ej adaptacji daw ały  szczególnie in tensyw ny w zrost na 
pożywce ligninowej (22).

Badania przeprow adzone w ostatn ich  k ilkunastu  latach, rzucają  nowe 
św iatło na m echanizm  biologicznego rozkładu ligniny. W 1954 r. van 
V 1 i e t (55) zauważył, że nie tylko k u ltu ra  grzybowa, ale również w olny 
od m ycelium  przesącz powoli u tlen ia p rep ara t ligniny Braunsa. Pani 
K a t h l e  e n  L a w  (33) wykazała, że surow y prepara t enzym atyczny 
uzyskany przez wysolenie przesączu po hodowli Polyporus sanguineus 
u tlen ia powoli ligninę Norda. T r o j a n o w s k i  i L e o n o w i c z  (52)
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inkubując przesącz po hodowli Pholiota m utabilis  z ligniną B jórkm ana 
po 64 godz. stw ierdzili praw ie 2°/o uby tku  m asy nierozpuszczalnej ligniny 
w porów naniu z kontrolą. Z badań tych wynika, że grzyby oddziałują 
na ligninę za pomocą enzymów w ydzielanych do podłoża. Efektem  tego 
oddziaływ ania jest częściowe utlenienie i depolim eryzacja ligniny.

W ostatn ich  latach  zajęto się identyfikacją m etabolitów  pojaw iających 
się podczas tych procesów.

W 1960 r. F u k u z u m i  (20) m etodą chrom atografii bibułowej ziden
tyfikow ał w kulturze grzyba Poria subacida, hodowanego na pożywce 
płynnej z dodatkiem  ligniny Norda, kwas p-hydroksy-m -m etoksyfenylo- 
pirogronow y. W ku ltu rze  tego grzyba hodowanego przez 6 m iesięcy na 
mączce drzew nej w ykry ł on nadto e ter gw ajakologlicerolo-P-konifery- 
lowy i kw as w anilinow y. Na podstaw ie tych obserw acji oraz dawniej 
uzyskanych danych F u k u z u m i  w ysunął pierwszą koncepcję m echa
nizm u biologicznego rozkładu ligniny (20). Założył on, że pierw szym i 
produktam i depolim eryzacji ligniny są gw ajakolopropanony (R’), k tó re  
pod w pływ em  oksydaz przechodzą w związki pozbawione łańcucha pro- 
panowego, na przykład w kwas wanilinowy. Udział lakazy sprowadza się 
w edług tego schem atu do utleniania grup -OH w koniferolu (rysunek 6).

wacou 
wę—o
WC-O-R

U iC O U  
■ ch=ch-c h2oh u c — o  

UC-O-R'
ch=ch- ch2oh

OH OH

lignina

RJ '
H v

hemiceiuioza
reszty gwajakolopropanotowe

R=reszty gwajakotopropononowa

¿=0
¿»i

coow
¿=0
( k -

0H
3-tr«toteyfenyk îro-
gronowY

kwas homogentyrynowy

R ys. 6. S ch em at ro zk ład u  lig n in y  w ed ług  F u k u z u m i  (30).
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K ilka la t później F u k u z u m i  i S h i b a m o t o  (21) w yodrębnili 
z hodowli grzyba Poria subacida na mączce drzew nej, bliżej nieokreślony 
enzym, k tó ry  katalizu je  rozryw anie wiązania arylow o-eterow ego w związ
kach uw ażanych za model ligniny. Częściowo oczyszczony p rep a ra t tego 
enzym u katalizuje rozkład cząsteczki e teru  weratroglicerolo-(3-gwajako- 
lowego na gwajakol i w eratrologlicerol lub odpowiedni hydroksydw u- 
m etoksyfenylopropanon. Doniesienie to w ym aga potw ierdzenia i w ery fi
kacji m etodycznej, gdyż w arunki ekstrakcji nie daw ały gw arancji czy 
enzym ten pochodzi z grzybni, czy z mączki drzew nej.

W pracow ni N o r  d a (30) identyfikow ano produkty  rozkładu ligniny 
przez k u ltu ry  Polyporus versicolor, Polyporus hirsutus, Poria subacida, 
Fomes fom entarius  i T m m etes  pini. W hodowlach tych  organizm ów na 
pożywkach zaw ierających p repara ty  ligniny Bjórkm ana, N orda i B raunsa, 
zidentyfikow ano chrom atograficznie w podłożu następujące m etabolity : 
e te r gw ajakologlicerolo-^-koniferylow y, aldehyd koniferylow y, a-hydro- 
ksypropanow anillon, keton w anilloilom etylow y, kwas ferulow y, kw as 
■í-hydroksy-3-metoksyfenylopirogronowy, kwas w anilinowy, w anilinę, 
dehydrodw uw anilinę i kwas szikimowy. W 1963 I s h i k a w a  i wsp. 
(31) stw ierdzili u grzyba Fomes fom entarius  przem ianę eteru  w eratro lo- 
glicerolo-P-gwajakolowego na gwajakologlicerol, w anilinę i kwas w ani
linowy. Inny  gatunek grzyba — Polyporus versicolor — nie w ytw arza 
gwajakologlicerolu z tego eteru . Na uwagę zasługuje w ykrycie związków
0 skróconym  łańcuchu bocznym: kw asu i alkoholu wanilinowego, w ani-

CUj-CO-COOH 

0CU3 11

cw=c(ou)-coou
alkohol 

u p-hydroksy koniferylowy

cuo 
+ ęoo« 

coow
OM

dehydrodwu- wanilina
wanilina

Rys. 7. S ch em at d z ia łan ia  p e ro k sy d azy  n a  p ro d u k ty  ro zk ład u  lig n in y  w ed ług
I s h i k a w a  (29).

liny i dehydrodw uw aniliny (30). Pow staw anie tych  produktów  przypisują 
I s h i k a w a  i wsp. (32) oddziaływ aniu egzoenzymów: peroksydazy
1 częściowo lakazy na związki fenylopropanow e. Enzym y te w yodrębniono 
z k u ltu r  grzybowych i oczyszczono częściowo m etodą chrom atografii na 
D E AE-celulozie. Zarówno peroksydaza z grzybów, jak i peroksydaza

cuo cuo

0CU3

ou ou
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z chrzanu, a także lakaza z pieczarek, katalizow ały skracanie łańcuchów 
bocznych w  związkach fenylopropanow ych, natom iast tyrozynaza z grzy
bów nie w ykazyw ała tej aktywności. P rep ara ty  peroksydazy powodowały 
nadto d im eryzację w aniliny  do dehydrodw uw aniliny (29) (rysunek 7).
Na podstaw ie tych  w yników  I s h i k a w a  i wsp. (31) zaproponow ali 
inny schem at rozkładu ligniny, k tó ry  uwzględnia wśród produktów  roz
kładu lign iny  związki o skróconym  łańcuchu bocznym, (rysunek 8).

KiCOH f - y  UzCOU
H C -0 -/ \OKU-CUiOl4 HC-0—\  >CU=CU-CU,0U HC-OU
HC-0R‘̂ = /

OCU,
W

HC-OU
och3

ÂCOU
HC-01
HC-OU

OCU,
OR"

lignina
R'R=U(lub-C-

I ”

uô ohoh*

0CU5

u»o

OCU,
OH

Lou coou
ę=o 
ch2

[0]

coou
c-ou

HC

ôcu,
OM

gwajakologlicerol

-U20

UiCOU
c-ouII

MC

OCU,
OM

[0]
OCU,

OM OH

H O ^ C U -C U O

OCU, aldehyd konifferylowy

([0]

U0< /CU=CU-COOU 

OCU, kwas ferulowy

\[0]

COOU

.M.

CUO

wanilina  ̂ ^  u was wanllinowy

OCU,

alkohol wanilinowy dehydrodwuwanilina

R ys. 8. S ch em a t ro z k ła d u  lig n in y  w ed ług  I s h i k a w a  (31).

Za pierw sze p roduk ty  depolim eryzacji ligniny przyjęto  gW ajakologlicerol 
i alkohol koniferylow y. Założenie to opiera się jednak tylko na doświad
czeniach nad grzybem  Fomes i nie jest potwierdzone u innych gatunków . 
Podkreślić też należy nik łą w ydajność w ym ienionych produktów  w wa-
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runkach  doświadczenia. Proponow any przez Ishikawę schem at w ym aga 
zatem  dalszych potwierdzeń.

Schem aty podane przez F u k u z u m i i przez I s h i k a w ę  i wsp. 
nie w yjaśniają m echanizm u dem etylacji m akrocząsteczki ligniny, 
k tóra zachodzi zawsze podczas biologicznego rozkładu ligniny, lub jej 
związków modelowych. Dem etylację m akrocząsteczek ligniny stw ier
dzili na przykład I s h i k a w a  i wsp. (30) w kulturze Poria subacida 
rosnącego na pożywce płynnej zaw ierającej ligninę. W ykryli oni ponadto 
arom atyczne m etabolity  pozbawione grup metoksylowych, na przykład 
kwas p-hydroksybenzoesow y, kwas p-hydroksycynam onow y i aldehyd 
p-hydroksycynam onow y, jednakże w swoim schemacie rozkładu ligniny 
pom ijają proces dem etylacji.

Dem etylację związków m odelowych ligniny pod wpływem ku ltu r, 
lub przesączu po ku ltu rach  grzybowych, w ykazali również inni autorzy 
(25, 26, 36, 53). Procesowi dem etylacji ulegają zarówno związki m ode
lowe ligniny z jednym  ugrupow aniem  -OCH3 (np. kwasy o-, m-, p-m eto- 
ksybenzoesowe, wanilina, kwas ferulowy), jak i z dwoma grupam i -OCH3 
(np. aldehyd lub kwas w eratrow y).

W naszej pracow ni (53) stw ierdzono, że przesącz po ku ltu rze Pholiota 
m utabilis  inkubow any przez 24 godz. z ligniną bądź kwasem  w anilino- 
wym  zmniejsza zawartość -OCH3 w ligninie o 12%, a w kwasie w anili- 
nowym o 27fl/a. Dodatek nadtlenku wodoru zwiększa dem etylację, 
natom iast hydroksylam ina, inh ib ito r peroksydazy, i DIECA, inh ib itor 
lakazy, w stężeniu 1 mM ham ują częściowo ten  proces. Jednocześnie 
wprowadzenie do środowiska reakcji obu inhibitorów  powodowało całko
wite zaham owanie dem etylacji.

W yniki tych doświadczeń nasuw ają przypuszczenie, że proces dem e
tylacji ligniny może być katalizow any przez peroksydazę bądź przez 
lakazę. Dalsze badania (35) w ykazały, że w przesączu po czterotygodnio
wej hodowli Pholiota m utabilis  poziom aktyw ności peroksydazy jest 
rzędu 10 jednostek PZ, a poziom aktyw ności lakazy sięga 1120 jednostek. 
W prowadzenie ligniny do ku ltu ry  grzyba powodowało jednak tylko 
2-krotny wzrost aktywności lakazy i aż 9-krotny peroksydazy. W yodręb
niona w stanie znacznie oczyszczonym peroksydaza (34) wydzielana przez 
grzyb Pholiota m utabilis  m iała aktyw ność właściwą 675 jednostek PZ 
(aktywność krystalicznej peroksydazy z roślin wyższych wynosi 1150 jed
nostek PZ). P repara t peroksydazy z grzyba katalizow ał dem etylację 
ligniny, kwasu wanilinowego i w aniliny w obecności H2Oz. Podobnie, lecz 
słabiej działa peroksydaza z chrzanu. Produktem  dem etylacji w aniliny 
był kwas protokatechusow y, z kwasu ferulowego powstał kw as ka
wowy (34).

Na podstaw ie tych doświadczeń przypuszczam y, że główną rolę w de- 
polim eryzacji ligniny odgrywa dem etylacja, a następnie utlenianie 
w ytworzonych o-dwufenoli. Zakładam y, że dem etylacja ligniny ka ta 
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lizowania jest głównie przez peroksydazę, zaś produkty  dem ety lacji 
z ugrupow aniem  o-dwufenolowym  u tlen iane są przez lakazę. Rozryw anie 
w iązań eterow ych przypisujem y nie działaniu nieznanego enzym u 
„lignazy”, lecz wpływowi elektrofilnem u ugrupow ania o-chinonowego 
pow stającego po dem etylacji i u tlenieniu  (rysunek 9).

ęUjOU OCUj

o - f  \ ch=ch-i
□ \= = /

ocus

CH20H
peroksydaza

lakaza

ęu2ow
H(p-OU
HC-OM

/

CU20U
HC-OU
HC-OH

OH

Rys. 9. H ip o te ty czn y  sch em at ro zk ład u  lig n in y  w ed ług  T r o j a n o w s k i e g o  
i w sp. (53) na  p rzy k ład z ie  e te ru  g w a jak o log lice ro lo -|3 -kon ife ry low ego , zw iązk u

m odelow ego lign iny .

Badania innych autorów  potw ierdzają tę koncepcję. Rozryw anie w ią
zania eterowego przy węglu-(3 łańcucha bocznego eteru  w eratrologlice- 
rolo-|3-gwajakolowego jest połączone z dem etylacją reszty  w era tro - 
lowej. Po czterech dniach  inkubacji k u ltu ry  Fomes fom entarius  z tym  
eterem  I s h i k a w a  i wsp. (31) zidentyfikow ali chrom afograficznie
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w środow isku k u ltu ry  e te r gwajakologlicerolo-P-gwajakolowy oraz w ani
linę i kwas wanilinowy.

IV Metabolizm niskocząsteczkowych produktów rozkładu ligniny

Dalsze przem iany niskocząsteczkowych produktów  rozkładu ligniny 
rozpoczynają się od rozerw ania pierścienia arom atycznego. W 1950 r. 
S t a n i e r  (47) zauważył, że hom ogenat z kom órek Pseudomonas jluore- 
scens powoduje rozkład kw asu protokatechusow ego do kw asu P-ketoady- 
pinowego. W procesie tym  działają oksygenazy kw asu protokatechuso
wego, przy czym  u Pseudomonąs w ykazano dwie drogi m etaboliczne (41). 
Pierw sza z nich, k tó rą  zapoczątkow uje reakcja  katalizow ana przez 
3-4-oksygenazę kw asu protokatechusowego, prowadzi do kw asu bu rsz ty 
nowego i acetylokoenzym u A. P roduktam i końcowym i drugiej drogi k a ta 
lizowanej przez 4-5-oksygenazę kw asu protokatechusow ego rozszczepia
jącą pierścień w innym  m iejscu, są kwas m alonowy i pirogronowy.

W 1961 r. pani H e n d e r s o n  (27) również w ku ltu rach  grzybowych 
wykazała obecność oksygenazy kw asu protokatechusowego stosując 
oryginalną technikę przeszczepiania preinkubow anego m ycelium  z po
żywki glikozowej na pożywki zaw ierające badane arom atyczne związki. 
Umożliwiło to analizę środowiska nie zanieczyszczonego pokarm owym i 
składnikam i pożywki. H e n d e r s o n  chrom atograficznie zidentyfiko
w ała p roduk ty  rozkładu kw asu protokatechusow ego z grzybów: kwas 
{5-karboksymukonowy i kw as P-ketoadypinowy.

“coou “ coou
( j^CUfCOOU 

?
oo

Ó kwas p-karboksymukonowy

P. versicolor r n O* q

ocu3 ^ c .qU0U ^ t - 0
__ II o
enzym 4 U C-OH^ v  1

OH
kwas protoko- 
techusowy

-COi
►̂0,

uooc-cvvcivc-curcoou
Ó

kwas p-ketoadypinowy

R ys. 10 . S ch em at w y ja śn ia ją c y  ro z ry w an ie  p ie rśc ie n ia  a ro m aty czn eg o  w  zw iązkach  
m odelow ych  lig n in y  u P o ly s tic tu s  vers ico lo r  w ed ług  H a i d e r a  (26).

M echanizm rozerw ania pierścienia arom atycznego przez grzyby 
w związkach m odelowych ligniny badali H a i d e r  i wsp. (25) w  p ra 
cowni Flaiga. W prowadzali oni kwas w anilinow y znakow any 14C w grupie 
karboksylow ej do k u ltu ry  Polystictus veraicól<yr. Po 10-dniowej inkubacji
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w hom ogenacie z m ycelium  chrom atograficznie zidentyfikow ali radio
ak tyw ny kwas protokatechusow y, rad ioaktyw ny kwas P-karboksym uko- 
nowy i jego lakton oraz n ierad ioaktyw ny kw as P-keto-adypinowy (rysu
nek 10). W ytw orzony kwas P-ketoadypinowy oraz inne kwasy dw ukarbo- 
ksylow e zużytkow yw ane są w cyklu Krebsa.

Przypuszcza się, że również odszczepione od ligniny grupy m etoksylo- 
we przysw ajane są przez grzyby. Być może są one przenoszone w postaci 
fragm en tu  jednowęglowego na serynę i m etioninę. Jak  w ykazali F 1 a i g
i H a i d e r  (19) grzyb Polystictus  w budow uje radioaktyw ny atom  węgla 
z kw asu wanilinowego zawierającego piętnow aną 14C grupę metoksylową 
do tych aminokwasów. Nie wiadomo, czy odgrywa tu  rolę także katecholo- 
o-m ety lo-transferaza zidentyfikow ana dotychczas tylko u zw ierząt i roślin 
wyższych (14).

V. Uwagi końcowe

Dotychczasowe w yniki badań nad biologicznym rozkładem  ligniny 
w skazują, że proces ten  m a charak te r enzym atyczny, przy czym ważną 
rolę odgryw ają tu  peroksydaza, lakaza i oksygenaza kw asu protokatechu- 
sowego. W początkow ym  etapie rozkładu ligniny isto tną rolę odgrywa 
dem etylacja. W łańcuchu reakcji uczestniczących w biologicznym 
rozkładzie ligniny w yróżniają się dwa etapy: w pierwszym  powstają 
niskocząsteczkow e związki o charakterze arom atycznym  (proces odbywa 
się pozakomórkowo, w  reakcji bierze udział peroksydaza i lakaza), w d ru 
gim zaś, na sku tek  oddziaływ ania enzym ów wew nątrzkom órkow ych, 
następuje rozerw anie pierścienia arom atycznego, a także wbudow ywanie 
grup -CH3 do odpowiednich akceptorów.
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RECENZJE

A. E. Needham, The Uniqueness of Biological Materials, Oxford 1965, 
Pergamon Press, str. 593, 20 alb.

R ecenzow ana  k s iążk a  je s t k o le jn ą  d w u d z ies tą  p ią tą  pozycją  sek c ji zoologii 
m ięd zy n aro d o w ej se rii m o n o g ra fii w  dziedz in ie  b io log ii czystej i s to so w an e j. A u to r 
je s t w y k ład o w cą  zoologii u n iw e rsy te tu  w  O xfordzie .

„U nikalność  m a te r ia łó w  b io log icznych” nosi c h a ra k te r  n ieczęsto  sp o ty k an y  
w śród  k siążek  z z ak resu  n a u k  p rzy rodn iczych . J e s t  to esej, nosi bow iem  w y raźn e  
p ię tn o  su b iek ty w izm u , p o n ad to  fo rm a  p racy , z aw ie ra ją c e j liczne  c y ta ty  z l i te r a 
tu ry  p ięk n e j a tak że  b ib lii, ró w n ież  sk łan ia  do zak w a lifik o w an ia  je j do tego  g a 
tu n k u  tw órczości. K siążk a  je s t in te re su ją c y m  zb io rem  ocen znaczen ia  w szy stk ich  
g łów nych  ro d za jó w  zw iązków  chem icznych  w chodzących  w  sk ład  o rgan izm ów  ży
w ych. A u to r b ra ł pod u w ag ę  p rzede  w szy stk im  te  cechy  fizyczne i ch em iczn e  b io 
gennych  zw iązków , k tó re  o d g ry w a ją  w ażn ą  ro lę  w  p rzem ian ie , zw raca ł -często 
u w agę na  te  hom ologi czy analog i, k tó re  n ie  w chodzą w  sk ład  żyw ej m a te rii. Pod 
ty m  w zględem  k siążk a  je s t n a jzu p e łn ie j o ry g in a ln y m  sposobem  p rzed s taw ien ia  
b iochem ii s ta ty czn e j. D ru g im  w ażnym  aspek tem , szeroko uw zg lędn ionym  przez 
a u to ra , je s t tra k to w a n ie  p rzed m io tu  ze s tan o w isk a  ew olucyjnego .

P om ysł stw o rzen ia  tak ieg o  op raco w an ia  p o w sta ł (o czym  A u to r w spom ina 
w przedm ow ie) z dw óch pow odów . P ie rw szy  by ł n a tu ry  filozo ficznej, do tyczy ł p y 
ta n ia , czy un ik a ln o ść  życia po lega  na  u n ik a ln o śc i m a te ria łó w  chem icznych , b ę d ą 
cych sk ład n ik am i organ izm ów . D rug i m ia ł c h a ra k te r  b a rd z ie j p rak ty czn y . »Chodziło
o p rzek o n an ie  słuchaczy  u n iw ersy teck ich , że „esej o m aw ia jący  w łasności m a te r ia 
łów  pochodzenia bio logicznego, w ęg low odanów , lip idów , b ia łek  i kw asów  n u k le i
now ych, m oże być ró w n ie  in te re su ją c y , ja k  w ażn y ”.

W p ie rw szych  je d e n a s tu  ro zd z ia łach  A u to r o m aw ia  b iogenne zw iązk i bezazo- 
tow e, n as tęp n y ch  siedem  rozdz ia łów  pośw ięca  azo tow ym  zw iązkom  a lifa ty czn y m . 
W bardzo  in te re su ją c y  sposób p rzed s taw io n o  am in o k w asy  i b ia łk a . N astęp n e  ro zd z ia 
ły  zaw ie ra ją  ro zw ażan ia  n a  te m a t h e te rocyk licznych  zw iązków , om ów iono tu  zasady  
nuk le inow e, n u k leo ty d y  i k w asy  n u k le in o w e. G ru p ę  tę  je d n a k  p o tra k to w a n o  b a r 
dziej zw ięźle n iż  na  to zasługu je . O sta tn ie  rozdzia ły  pośw ięcono  ko le jno  zw iązkom  
sia rkow ym , fosfo row ym , n ieo rg an iczn y m  k a tio n o m  i an ionom , m e ta lo m  o znacze
n iu  k a ta lity czn y m  i w reszc ie  ch lorow com . K ażdy  z rozdz ia łów  je s t ja k  gdyby  w ę 
d rów ką  w śród  b iogennych  zw iązków , k tó re  A u to r p rz e d s ta w ia  czy te ln ikow i z a sp e k 
tu ew olucyjnego , p o d k re ś la  te  ich  cechy, k tó re  od ró żn ia ją  je  od in n y ch  tego r o 
dza ju  n ieb iogennych  zw iązków  i k tó re  m a ją  is to tn e  znaczen ie  d la  fu n k c ji kom ó
rek  czy o rganizm ów . K siążk a  n ie  m og łaby  być zapew ne  p o lecan a  jak o  p o d ręczn ik  
dla p o czą tk u jący ch  b iochem ików , choć m oże być p rzez  n ich  z rozum iana , co p ra w d a  
z p ew nym i tru d n o śc iam i. L e k tu ra  k siążk i n a su w a  w ie le  do tychczas n ie ro zw iąza 
nych  p rob lem ów , k tó re  chyba nieczęsto  s ta ją  p rzed  badaczam i. S łu szn ie  zauw aży ł 
N. W. P  i r  i e, a u to r  s ław n e j p ra c y  z la t  trzy d z ies ty ch  pod ty tu łe m  T h e  M ea n in 
g lessness o f th e  T erm s „ L ife” and „ L iv in g ”, ró w n ież  recen zen t te j sam ej książk i 
(N ature  209, 230 (1966)), że w ie le  odpow iedzi na  p y ta n ia  p o staw io n e  p rzez  A u to ra
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m oże w y n ik n ąć  po sp en e tro w an iu  p rzez  cz łow ieka innych  p lan e t. U n ika lność  życia  
w  sensie  jedyności życia z iem skiego  m oże okazać się n iep raw d z iw a , jeże li ja k ie ś  
fo rm y  życia zo staną  znalez ione  n a  innych  p la n e ta c h . M ogą one być a lbo  po d o b n e  
do ziem skich , a lbo  też  m ogą to  być tw o ry  zb udow ane  w ed ług  zupe łn ie  in n y ch  zasad .

N a jw ażn ie jszy m i częściam i k siążk i są je j o s ta tn ie  trzy  rozdzia ły . O m ów iono 
ta m  w yższe sto p n ie  o rgan izac ji, ja k  b łony  i o rg an e lle  subkom órkow e. P o d an o  z n a 
czenie  dośw iadczeń  ze sp o n tan iczn y m  w y tw a rz a n ie m  in  v itro  w ie lu  w ażn y ch  b io 
log iczn ie  zw iązków  w  m ieszan in ie  ta k  p ro s ty ch  ciał, ja k  na  p rzy k ład  m e tan , am o 
n iak , w oda. Szczegółow o om ów iono dośw iadczen ia  z p o w staw an iem  in  v itro  w y so - 
k o m o lek u la rn y ch  zw iązków  o c h a ra k te rz e  b ia łk a  z m ieszan iny  am in o k w asó w  pod 
w p ły w em  o g rzew an ia  w  obecności fosfo ranów .

P raw d o p o d o b n ie  jed n ą  z na jlep szy ch  i lu s tra c ji z a p a try w a ń  A u to ra  n a  za 
g ad n ien ie  u n ika lnośc i życia  je s t zdan ie  z acze rp n ię te  z o sta tn ieg o  ro zd z ia łu  k s iążk i 
(str. 527): „Co n a jw y że j n ieznaczna ty lk o  część biologicznego chem izm u m ogłaby  
być u zn an a  jako  w y raźn ie  n iep raw d o p o d o b n a , p rzec iw n ie , w iększość b io log icznych  
re a k c j i chem icznych  na leży  uw ażać  za re a k c je , k tó ry ch  rozw ój by ł sp o n tan iczn y  
i n a jb a rd z ie j p raw d o p o d o b n y ”.

Je d n y m  z dow odów , że sposób tra k to w a n ia  p rzed m io tu  p rzez  A u to ra  m a cechy  
dużej ak tu a ln o śc i je s t n ied aw n o  o p u b lik o w an y  a r ty k u ł B e r n a l a  w  N ew  S c ie n 
tis t  (33, 12 (1967)) pod ty tu łe m  D efin itio n s o f L ife . Sposób tra k to w a n ia  p ro b lem u  
życia  p rzez  tego fizy k a  i k ry s ta lo g ra fa  je s t ba rd zo  zbliżony do sposobu  zasto so 
w anego  p rzez  zoologa, A u to ra  U niqueness o f L ife  M ateria ls.

R ozm yślan ia  A u to ra  są w y n ik iem  bardzo  g łębok ie j i w szech stro n n e j le k tu ry  
p iśm ien n ic tw a  naukow ego . R ozległość je d n a k  op racow yw aneg o  zag ad n ien ia , m u 
s ia ła  zaw ażyć n a  dok ładności, k tó ra  z re sz tą  n ie  b y ła  zam ierzen iem  A u to ra . C y to 
w a n a  l i te r a tu ra ,  obok p ra c  o ryg ina lnych , zaw ie ra  z kon ieczności p ra c e  r e fe ra to w e
o ró żn y m  sto p n iu  w arto śc i.

G łów ną za le tą  k siążk i je s t fa k t, że m oże sk u teczn ie  pobudzić  m yślen ie  czy te ln i
k a  — biologa, b iochem ika, a zapew ne je j g łów ną w ad ą , że s to sunkow o  szybko  
m oże u lec d ezak tu a liz ac ji.

T a d eu sz K o rzy b s k i

Progress in Biophysics and Molecular Biology, vol. 16, red. J. A. V. Butler 
i H. E. Huxley. Pergamon Press 1966, str. 276.

T om  o b e jm u je  osiem  a r ty k u łó w  om aw ia jący ch  n ie k tó re  w spó łcześn ie  sto so w an e  
te c h n ik i badaw cze  o raz  o s ta tn ie  osiągn ięc ia  w  zak re s ie  b a d a ń  m o lek u la rn y ch  m e
ch an izm ów  z jaw isk  odporności, dz iedziczen ia  o raz  s t ru k tu r y  i w łaśc iw ości b łon  
b io log icznych .

P ro b lem  „R ozpoznaw ania  a n ty g en u  p rzez  k o m ó rk i” d y sk u tu je  in te re su ją c o  
N. A. M i t c h i s o n  (N at. In s t, fo r  M ed. R es. M ill H ill, L ondon) na  tle  b a d a ń  n ad  
specyficznością  w tó rn e j odpow iedzi i opóźnionej nad w raż liw o śc i n a  d z ia łan ie  a n ty 
genu  o raz  b a d a ń  n ad  ta k  zw anym  p a ra liż e m  im m uno log icznym  (stron  11, około  75 
pozycji p iśm ien n ic tw a).

Spośród  a r ty k u łó w  pośw ięconych  b iochem ii g en e ty czn e j ja k o  p ie rw szy  w a rto  
p rzeczy tać  a r ty k u ł p t. „G en ety k a  m o lek u la rn a  b a k te r ii  i b ak te r io fag ó w ” . A u to r, 
S i m o n  S i l v e r  (V irus L ab . U niv . of C a lifo rn ia , B erkeley ) z bogatego  m a te r ia łu  
rzeczow ego w y b ra ł in te re su ją c y  m a te r ia ł ilu s tra c y jn y  p rz e d s ta w ia ją c  go zw ięźle 
i ja sn o  (s tron  50, około 230 pozycji p iśm ien n ic tw a). G a j a n a n  V.  S h e r b e t
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(C h este r B e a tty  R es. In s t., L ondon) o p a trzy ł sw ój a r ty k u ł e fek to w n y m  tu tu łe m  
„C y b e rn e ty czn e  w spó łzależności w  ep igenez ie” . A r ty k u ł je s t racze j ogólnikow y, za
kończony  oczyw istą  k o n k lu z ją , że m echan izm y  k o n tro lu ją c e  u ru ch o m ien ie  i szyb
k ość  sy n tezy  ró żn y ch  R N A  in fo rm ac y jn y ch  s tan o w ią  m o le k u la rn ą  p o d staw ę  w sp ó ł
za leżności ją d ro -c y to p la z m a  i in d u k c ji em b rio n a ln e j (s tron  15, około 100 pozycji 
p iśm ien n ic tw a ). O bszerny , szczegółow y i w y cze rp u jący  p rzeg ląd  b a d a ń  n ad  „ T ra n s 
k ry p c ją  gene tyczną , czyli nad  syn tezą  R N A  uzależn ioną  od D N A ” p rz e d s ta w ia  
A . S i b a t a n i  (Res. In s t, fo r N u c lea r M ed. an d  Biol., H iro sh im a). A u to r  k o le jno  
o m aw ia : m odele  p rzen o szen ia  in fo rm ac ji gene tyczne j, m etody  sto so w an e  d la  c h a 
ra k te ry s ty k i  RNA , w łasn o śc i ta k  zw anej „ tr a n sk ry p ta z y ” , syn tezę  R N A  o ró żn y ch  
fu n k c ja c h  o raz  m ech an izm y  tra n s k ry p c j i  i tra n s la c ji  kodu , z e s taw ia jąc  d an e  d o ty 
czące  b a k te r ii  o raz  o rgan izm ó w  eu k ario n iczn y ch  (drożdże, ro ś liny , zw ierzę ta). P rz e 
g ląd  o b e jm u je  około 500 pozycji b ib lio g raficzn y ch  z la t  1961— 1965 (s tron  74).

B ieżące p o g ląd y  n a  „M o lek u la rn ą  o rg an izac ję  b łon  k o m ó rk o w y ch ” p rz e d s ta w ia  
w  sw ym  p rze jrzy śc ie  sk o n s tru o w an y m  a r ty k u le  J . B. F  i n e a n (Dept, of M edical 
B io ch em is try  an d  P h arm aco lo g y , U niv . of B irm ingham ), p o d a jąc  jak o  i lu s tra c ję  
p ró cz  schem atów  rów n ież  k ilk a  o ry g in a ln y ch  zdjęć e lek tro n o m ik ro sk o p o w y ch  (s tron
30, około 70 pozycji p iśm ien n ic tw a). N iep rzec ię tn ie  in te re su ją c y  je s t a r ty k u ł 
E. J . A m b r o s e  (C heste r B e a tty  R es. In s titu te , London) o „ E lek tro fo re ty czn y m  
zach o w an iu  się k o m ó re k ” . A u to r n ie  o g ran icza  się do o p isan ia  te ch n ik i e le k tro fo 
rezy  k o m ó rek  zw ierzęcych , lecz w sk azu je  ja k  na  po d staw ie  różnic w  e le k tro fo - 
re ty czn e j ru ch liw o śc i k o m ó rek  m ożna bad ać  na  p rzy k ład  w iązan ie  an tygenów , czy 
w iru só w  p rzez  po w ie rzch n ię  k o m ó rk i o raz  n ie k tó re  e fek ty  tra n s fo rm a c ji ko m ó rek  
p raw id ło w y ch  w  n o w o tw o rach . A rty k u ł kończą  w n iosk i do tyczące  m o lek u la rn e j 
s t r u k tu r y  b łon  k o m ó rk o w y ch  i p e rsp e k ty w y  d a lszych  osiągnięć w  te j dziedzinie, 
k tó re  m ogą rzuc ić  n ieco św ia tła  n a  ta k ie  p rocesy , ja k  k o n tro la  w zrostu , ró żn ico 
w an ie  i zez łośliw ien ia  (s tron  21, około 70 pozycji p iśm ien n ic tw a). „O rgan izac ję  
i fu n k c ję  sa rk o p lazm aty czn eg o  re t ik u lu m  i ta k  zw anego sy s tem u  T w  k o m ó rk ach  
m ięśn iow ych  k ręgow ców  i ró żn y ch  bezkręgow ców  p rz e d s ta w ia  D a v i d  S.  S m i t h  
(D ept, of B iology, U niv . of V irg in ia), z e s taw ia jąc  d la  i lu s tra c ji  św ie tn e  fo to g ra fie  
e lek tro n o m ik ro sk o p o w e  (s tron  36, około 160 pozyc ji p iśm ien n ic tw a). L u c i a n  
C a r o  (B iology Div., O ak  R idge N a tio n a l L ab . O ok R idge, T ennessee) o p isu je  te c h 
n ik ę  a u to ra d io g ra fii  o dużej s ile  rozdzie lczej, p o d a jąc  szereg  uży tecznych  in fo rm ac ji 
tech n iczn y ch  (s tron  22, około 75 pozycji p iśm ienn ic tw a).

Z. Z ie liń sk a

The Structure and Function of Animal Cell Components— An Introductory Text. 
P. N. Campbell przy udziale M. A. Epsteina. Pergamon Press 1966, stron 153, 

rysunków 33, tabel 4, zdjęć elektronomikroskopowych 18.

R ozw ój w spó łczesnych  m eto d  bad aw czy ch  u m o żliw ia  w  la ta c h  o s ta tn ich  sp o t
k a n ia  p rzy  jed n y m  sto le  la b o ra to ry jn y m  n au k o w có w  ró żn y ch  sp ec ja ln o śc i b a d a ją 
cych te n  sam  m a te r ia ł z odm iennych , w łaśc iw y ch  sobie, p u n k tó w  w idzen ia . M ono
g ra f iczn a  książeczka  P . N. C a m p b e l l a  o s tru k tu rz e  i fu n k c ji k o m p o n en t ko
m órk o w y ch  zes taw ia  w y n ik i b a d a ń  b iochem icznych  i cy to log icznych  ilu s tru ją c  
e fe k ty  w sp ó łp racy  bad aczy  ty ch  dw óch  spec ja lnośc i. Po ogólnym  w stęp ie  d o ty czą 
cym  biologii k o m ó rk i i n a jczęśc ie j s to so w an y ch  m etod  bad aw czy ch  w  dalszych  
ro zd z ia łach  książk i, w  o p a rc iu  o liczn ie  cy tow ane  d an e  dośw iadczalne , p rzed s taw ia  
A u to r a k tu a ln ie  pog lądy  n a  u l t r a s t ru k tu rę  i fu n k c ję  m itochond riów , rybosom ów
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i endop lazm atycznego  re tik u lu m , ją d ra  kom órkow ego  o raz  lizosom ów . C iekaw y 
dobór cy to w an y ch  w yn ików , ich i lu s tra c ja  o raz  um ie ję tn o ść  jasnego  p rz e d s ta w ie 
n ia  om aw ian y ch  zag ad n ień  sp raw ia , że m o n o g rafię  C am pbella  czy ta  się z p rz y 
jem nością , ja k ą  d a je  le k tu ra  dobrze n ap isan e j k siążk i p o p u la rn o n au k o w e j. A u to r 
p rzezn acza  sw ą k siążk ę  d la  czy te ln ików  zna jący ch  p o d staw y  b iochem ii i cyto logii, 
b a rd z ie j z a in te re so w an y m  po leca  p rzeczy tan ie  szeregu  zacy to w an y ch  a r ty k u łó w  
p rzeg ląd o w y ch  i p ra c  o ry g ina lnych .

Z. Z ie liń sk a
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Post. Biochem. 13, 483—485 (1967).

SPRAWOZDANIA

SYMPOZJUM MIĘŚNIOWE

W d n iach  12— 16 w rześn ia  1966 r . odbyło się w  B udapeszcie  m iędzynarodow e 
sym pozjum  pośw ięcone b iochem ii i b iofizyce m ięśni, zo rgan izow ane  przez  W ę
g ie rsk ie  T o w arzy stw o  B iochem iczne i W ęg ie rsk ie  T ow arzystw o  B iofizyczne pod 
au sp ic jam i M iędzynarodow ej U nii B iofizyki C zystej i S to so w an e j. W zięło w  n im  
u dz ia ł 80 osób, w  ty m  6 osób z P olsk i.

Sym pozjum  m iało  dość n ie s te re o ty p o w y  c h a ra k te r . N a każdej z pó łdziennych  
sesji, pośw ięconych  poszczególnym  prob lem om , w ygłoszono jed en  re f e ra t  w p ro w a 
dzający . Tezy ty ch  re fe ra tó w  były  ro zes łan e  p rzez  o rg an iza to ró w  dużo w cześn ie j. 
N a to m ias t streszczen ia , czy n a w e t ty lko  ty tu ły  k o m u n ik a tó w , n ie  by ły  w cześn ie j 
zg łaszane przez uczestn ików . Po każdym  re fe ra c ie  w y s ta rcza jąco  duży  ok res czasu  
p rzeznaczono  n a  p ro w ad zo n ą  p rzez  osobę w y g łasza jącą  re f e ra t  sp o n tan iczn ą  d y s
kusję , w  czasie  k tó re j każd y  z u czestn ik ó w  m ógł zarów no  d y sk u to w ać  na  te m a t 
re fe ra tu , ja k  i p rzed s taw ić  w y n ik i sw oich p rac  w  te j dziedzinie.

U czestn ików  p o w ita ł w  im ien iu  W ęgie rsk ie j A kadem ii N au k  p ro f. B. S t r  a  u b, 
k tó ry  w yg łosił ró w n ież  r e f e r a t  w stęp n y . C hociaż p ro f. S t  r  a u b od szeregu  la t  
n ie z a jm u je  się już m ięśn iam i, to je d n a k  je s t on ja k  w iadom o odk ryw cą  s t r u k tu 
ra ln eg o  b ia łk a  m ięśn iow ego  — a k ty n y  i re f e ra t  sw ój pośw ięcił p rzy p o m n ien io m  
daw nych  p ra c  ośrodka  w  Szeged, w  la ta c h  k ied y  k ie ro w a ł n im  A lb e rt S z e n t -  
G y o r  g y i, p rac , k tó re  położyły  p o d w alin y  pod now oczesną b iochem ię m ięśn i.

P ie rw szy  w y k ład  P ro f . C o u t e a u x  z Z ak ład u  C ytologii, U n iw ersy te tu  P a 
ry sk iego  pośw ięcony  by ł s t ru k tu ra ln y m  a sp ek to m  m ięśn i p rążk o w an y ch , g łów n ie  
bad an io m  la t  o s ta tn ich  n ad  ró żn icam i s tru k tu ra ln y m i m iędzy m ięśn iam i szybk im i 
(białym i) a w olnym i (czerw onym i).

Z w y stąp ień  w  d y sk u s ji nad  ty m  re fe ra te m  należy  w spom nieć  o w ypow iedzi 
p ro f. G u t m a n n a  z In s ty tu tu  F iz jo log ii C zechosłow ackiej A kad em ii N auk , k tó ry  
om ów ił na  p rzy k ład z ie  p ro w ad zo n y ch  w  sw oim  Z ak ład z ie  od la t  b ad ań  n ie k tó re  
a sp ek ty  zróżn icow an ia  b iochem icznego  obu  typów  m ięśni, ta k ie  ja k  ró żn a  z a w a r
tość g likogenu , różna  ak ty w n o ść  p ro teo lity czn a  itp . D r S r  e t e r  z re fe ro w a ł w y 
n ik i b a d a ń  Z ak ład u  B ad an ia  M ięśni z R etin a  F o unda tion  w  B oston ie  n ad  ró żn icam i 
w e w łaśc iw ośc iach  A T P -azo w y ch  m iędzy  m iozyną z m ięśn i b ia ły ch  i czerw onych .

N astęp n a  z sesji pośw ięcona by ła  s tru k tu ra ln y m  b ia łk o m  m ięśn iow ym . W o s ta t 
n ich  la ta c h  badacze  jap o ń scy  w y k ry li w  m ięśn iach  poprzeczn ie  p rążk o w an e  no w e 
b ia łk a  s tru k tu ra ln e , k tó re , choć w y s tę p u ją  racze j w  n iew ie lk ich  ilościach , w y d a ją  
się spe łn iać  bardzo  is to tn ą  ro lę . T ym  w ła śn ie  b ia łk o m  pośw ięcony  by ł re f e ra t  p ro f. 
E b a s h i e g o  z U n iw e rsy te tu  w  Tokio, badacza  szczególnie zasłużonego w  te j 
dziedzinie. W edług p a n u ją c y c h  obecnie  pog lądów  n a  te m a t sp rzężen ia  m ech a n o - 
chem icznego w  m ięśn iu , s ta n  sk u rczu  i ro zk u rczu  reg u lo w an y  je s t zm ianą  s tę ż e 
n ia  w o lnych  jonów  Ca u w a ln ia n y c h  w  w y n ik u  bodźca z sa rk o p lazm aty czn eg o  r e t i -  
ku lum . P rzy  b a d an iu  ty ch  zag ad n ień  w  u k ład ac h  m odelow ych  w y k o rzy s tu je  się 
m iędzy in nym i z jaw isko  su p e rp re c y p ita c ji ak to m io zy n y  pod w p ływ em  A T P w  obec
ności n iew ie lk ich  ilości jonów  w ap n ia . O tóż, ja k  się okazało , EG TA  (analog ED T A
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w iążący  se lek ty w n ie  w apń ) dzia ła  rozkurczające» n a  ak tom iozynę  ty lk o  w ów czas, 
gdy  w  u k ład z ie  obecne je s t in n e  b ia łko , o d k ry te  p rzez  E b a s h i e g o .  B ia łk o  to
je s t podobne do tropom iozyny , a le  n ie iden tyczne , s tąd  n azw an o  je  „ ro d z im ą” tro -  
pom iozyną. N a to m ia s t tro p o m io zy n a  o trzy m y w an a  w ed ług  pow szechn ie  s to so w a 
nych  m etod  n ie  dz ia ła  n a  ak tom iozynę . P oza  ty m  E b ash i w y k ry ł in n e  b ia łko , n a z w a 
ne  a -a k ty n in ą , podobne sk ład em  am in o k w aso w y m  do a k ty n y , p rzy sp ie sza jące  su - 
p e rp re c y p ita c ję  ak tom iozyny , ja k  ró w n ież  p o w o d u jące  że lifik ac ję  F -a k ty n y . W  d y s
k u s ji n ad  re fe ra te m  d r M a r u y a m a  z U n iw ersy te tu  w  Tokio  om ów ił w łaśc iw ości 
innego odk ry teg o  przez  sieb ie  s tru k tu ra ln e g o  b ia łk a  ak tynopodobnego , (3-aktyniny, 
reg u lu jąceg o , ja k  się w yd a je , d ługość f ilam en tó w  F -a k ty n y . D rab ik o w sk i p rz e d s ta 
w ił w y n ik i p ro w ad zo n y ch  p rzez  sieb ie  b ad ań , z k tó ry ch  w y n ik a , że w p ły w  a - a k ty -  
n iny  na F -a k ty n ę  zo s ta je  ca łkow ic ie  zn iesiony  p rzez  tropom iozynę . Z k o le i D r 
G u b a z B u d ap esz tu  om ów ił b a d a n ia  n ad  innym , o d k ry ty m  p rzez  siebie, s t r u k tu 
ra ln y m  b ia łk iem  m ięśn iow ym , f ib r ilin ą , k tó re  w ed ług  tego a u to ra  tw o rzy  c ie n iu t
k ie  n itk i, n a  k tó ry c h  osadzone m a ją  być f ila m e n ty  m iozyny. N itk i te  z ap ew n ia ły b y  
ciągłość m iędzy  fila m e n ta m i m iozyny  a  lin iam i Z. B ardzo  ożyw ioną d y sk u s ję  w y 
w oła ło  w y s tą p ie n ie  D r H  o y 1 e z U n iw e rsy te tu  w  E u g en e  w  s ta n ie  O regon, k tó ry  
p rz e d s ta w ił sw o ją  teo rię  sk u rczu  m ięśn ia  o p a rtą  n a  w y n ik ach  u zy sk an y ch  p rzez  
sieb ie  zdjęć z m ik ro sk o p u  e lek tronow ego . T eo ria  ta  ró żn i się w  sposób zasadn iczy  
od pow szechn ie  p rz y ję te j teo rii H u x ley a  i H anson , p o s tu lu ją c e j p rze su w an ie  się 
w  sk u rczu  w zg lędem  sieb ie  f ilam en tó w  a k ty n y  i m iozyny.

N astęp n y  re f e r a t  n a  te j sesji w yg łosił P ro f . I. I. I v a n o v  z L e n in g ra d u  p rz e d 
s ta w ia ją c  w y n ik i d łu g o le tn ich  b a d a ń  sw ojego  zak ła d u  n ad  f ra k c jo n o w a n ie m  b ia 
łek  m ięśn iow ych  oraz  n ad  b iogenezą poszczególnych b ia łek  m ięśn iow ych  w  ro zw o ju  
on togenetycznym .

Sesję  n a s tę p n ą  o tw o rzy ł r e f e r a t  D r E. P a g e  z C hicago pod ty tu łe m  „ Jo n y  
jed n o w arto śc io w e  i w o d a  w  m ięśn iu  sercow ym . O cena te o r ii m em b ran o w ej i te o r ii 
n iezm iennego  ła d u n k u ” . R e fe ra t do tyczył ró żn y ch  a sp ek tó w  b a d a ń  fizy k o ch em icz
nych  zw iązanych  z użyciem  m ięśn ia  sercow ego do e k sp e ry m en ta ln eg o  sp raw d zen ia  
te j teo rii, zam ias t ja k  do tychczas g łów n ie  m ięśn ia  p rążk o w an eg o  żaby. D y sk u sja  
po re fe ra c ie  k o n cen tro w a ła  się m iędzy in nym i w okó ł ta k ic h  zagadn ień , ja k  p rz e 
s trz e n ie  p o zakom órkow e m ięśn i o raz  dy fu z ja  e le k tro litó w  i n ie e le k tro li tó w  p rzez  
b łonę m ięśn iow ą.

N a k o le jn e j ses ji D r F . J o b s i s  z U n iw e rsy te tu  D uke w  D u rh am , P ó łn o cn a  
K a ro lin a , w ygłosił r e f e ra t  do tyczący  sw oich  b a d a ń  n ad  m echan iczną  a k ty w n o śc ią  
m ięśn i p rążk o w an y ch . A u to r  p ra c u ją c y  n a  m ięśn iach  ro p u ch y  a m e ry k a ń sk ie j w y 
k aza ł m ożliw ość sp ek tro fo to m e try czn y ch  po m ia ró w  n iew ie lk ich  zm ian  gęstośc i 
op tyczne j w  n ie tk n ię ty m  m ięśn iu  p rzy  użyciu  te ch n ik i C h an ce’a z d w u w iązk o w y m  
sp e k tro fo to m e tre m  i p o m ia rze  p rzechodzących  w iązek  św ia tła  n a  fo to p o w ie laczach . 
O sta tn io  J o b s i s  zastosow ał tę  tech n ik ę  do b a d a n ia  k in e ty k i u w a ln ia n ia  w ap n ia  
z sa rkop lazm atycznego  re t ik u lu m  w  w y n ik u  bodźca. J o b s i s  w y k o rzy s ta ł do b ad ań  
k o lo ry m etry czn ą  re a k c ję  w ap n ia  z m u rek sy d em  i o b serw acje  E bash iego , że ty lko  
w apń  w olny, a n ie  w ap ń  zw iązany  w  m ięśn iach , re a g u je  z m u rek sy d em . W ynik i 
obliczono n a  m aszynach  e lek tro n o w y ch  i w y k azan o  zgodność z w spó łczesnym i 
te o riam i sp rzężen ia  m echano -chem icznego  w  czasie  sku rczu , p o s tu lu jący m i a k ty w n ą  
ro lę  jonów  w ap n ia  p rzy  re g u la c ji s ta n u  sk u rczu  i ro zk u rczu  m ięśni.

S esja  n a s tę p n a  ob e jm o w ała  r e f e ra t  D r D. R. W i 1 k  i e g o z U n iv e rs ity  C ollege  
w  L o n d y n ie  o en e rg e ty ce  m ięśn i szk ie le tow ych . Poszczególne p u n k ty  re f e r a tu  d o 
ty czy ły  m iędzy  in nym i b ilan su  energe tycznego  i p o ró w n a n ia  p o m ia ró w  energ ii 
(p raca  w y k o n an a  +  ciepło  w ydzielone) z ilo ścią  zuży te j w  sk u rczu  fo s fo k rea ty n y . 
P re le g e n t w y su n ą ł p o trzeb ę  b a d a ń  n ad  sk o re lo w an iem  w y d a tk ó w  ene rg e ty czn y ch  
w  poszczególnych  fazach  sk u rczu  z zachodzącym i w  ty m  czasie  re a k c ja m i ch em icz
nym i. T ak  n a  p rzy k ład , b ra k  je s t d anych  na  te m a t zużycia  en e rg ii zw iązane j z p o 
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n o w nym  w iązan iem  Ca p rzez  sa rk o p lazm aty czn e  re tik u lu m  po sku rczu . In n y m  za 
g ad n ien iem  je s t zb ad an ie  p rzyczyny  sto sunkow o  n isk ie j w y dajnośc i p racy  m ięśn i 
o raz  o k reś len ie , w  k tó re j fa z ie  sk u rczu  n a s tę p u je  s t r a ta  energ ii. W bardzo  c ie k a 
w ej d y sk u s ji w ie lo k ro tn ie  zab ie ra ł głos P ro f. R. E. D a v i e s  z F ilad e lfii, b adacz  
szczególn ie  zasłużony  w  b ad an ia ch  nad  p o m ia ram i zużycia fo s fo k re a ty n y  i A T P 
p rzy  po jedynczym  sku rczu .

S y m pozjum  zam kną ł r e f e ra t  P ro f. E. E r  n s t  a z In s ty tu tu  B iofizycznego w  Pecs 
pod ty tu łe m  „F ak ty , im p lik ac je  i p e rsp e k ty w y ” , w  k tó ry m  p re le g e n t k o n c e n tru ją c  
się g łów n ie  na zag ad n ien iach  b io fizycznych  om ów ił — z w łaśc iw ą  sobie w e rw ą  —1 
k ie ru n k i b ad ań  n a jw a ż n ie jsz e  do ro zw iązan ia  w  n a jb liższe j p rzyszłości. N ależą  tu  
zdan iem  P ro f. E r n s t a ,  b a d a n ia  n ad  w y d a jn o śc ią  p racy  m ięśn i o raz  d o k ła d n ie j
szym  poznan iem  u l t r a s t ru k tu ry  m ięśni.

Po cz te rodn iow ych  o b rad ach  o rg an iza to rzy  zo rgan izow ali w  ra m a c h  sym po
zjum  całodz ienną  w ycieczkę do T ih an y  po łączoną m iędzy innym i ze zw iedzan iem  
zn a jd u jąceg o  się ta m  In s ty tu tu  B iologicznego W ęg ie rsk ie j A k ad em ii N auk.

W sum ie  sym pozjum  było n adzw yczaj pożyteczne, choć n a w e t m im o ta k  spe
c ja lis tycznego  c h a ra k te ru , n ie  w szy stk ie  z ag ad n ien ia  z b iochem ii m ięśn i zo sta ły  
na n im  om ów ione. N ależy  na  ty m  m iejscu  p o d k re ś lić  sp raw n o ść  o rg an izacy jn ą  
sym pozjum . N ie m ożna ró w n ież  n ie  w spom nieć, m im o że je s t to  rzecz  pow szechn ie  
znana, o nadzw y cza jn e j gościnności i serdeczności g ospodarzy  o k azy w an ej p rzez  
ca ły  czas poby tu .
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Post. Biochem. 13, 487—490 (1967).

KRONIKA PTBioch

P rzy p o m in am y , że m a te r ia ły  zam ieszczone w  K ro n ice  n ie  m a ją  c h a ra k te ru  
ko m p le tn y ch  sp raw o zd ań . A k tu a ln o ść  K ro n ik i zależy  od u p rze jm ośc i osób n a d sy 
ła ją cy ch  in fo rm ac je  z życia P  T B ioch.

I. Zebrania naukowe w Oddziałach

O ddział w  G d ań sk u :
19.X I.66. W spółczesne po g ląd y  na  m echan izm  d z ia łan ia  w azo p ressy n y  (Dr m ed. 
J . R o g a l s k i )
16X11.66 Z m iany  b iochem iczne w e w czesnych  o k resach  ro zw o ju  ja ja  jeżow ca 
(Doc. dr L. Z e 1 e w  s k  i)

W d n iach  od 8.II do 26.IV .1967 r . zo rgan izow ano  cykl dziesięciu  w yk ładów , 
p t. „D ziedziczenie i w rodzone  w ad y  m e tab o liczn e” , p rzeznaczonych  d la  szerok iego  
g ro n a  b iochem ików , b io logów  i lek a rzy . W yk łady  p ro w ad z ili p raco w n icy  n au k o w i 
A. M. w G d ań sk u . S łuchacze  o trzy m y w ali pow ie lone  m a te r ia ły  pom ocnicze p o d a ją 
ce up roszczone sch em aty  g łów nych  sz laków  m etabo lizm u .
O ddział n a  G órnym  Ś ląsk u :
3.111.66. M etabo lizm  zw iązków  s ia rk i (Doc. d r T. S z c z e p k o w s k i  z K rak o w a)
17.V I.66. Som e th o u g h ts  on seco n d ary  s t ru c tu re  of DNA (Prof. d r A. B e n d i c h  
z N. Jo rk u )

W ram ach  ak c ji p o p u la ry zac ji b iochem ii w ygłoszono p onad to  5 w y k ład ó w  dla 
nauczyc ie li o raz  szereg  pub liczn y ch  w y k ład ó w  ak ad em ick ich  na  te m a ty  w sp ó ł
czesnych osiągn ięć n a u k  b io log iczno-m edycznych .
O ddział w  K rak o w ie
8.XI.66. B iochem ia  zw iązków  c h e la tu ją c y c h  (Doc. d r  T. S z c z e p k o w s k i )
8.X I.66. L eczn icze a sp e k ty  zw iązków  ch e la tu ją c y c h  (Dr J. Ż a b i c k  i)
O ddział w  L u b lin ie :
11.X.66. M ito ch o n d ria l C hanges In d u ced  by  F lu o ro a c e ta te  in  L iv ing  C ells (Prof. 
d r P. B u f f a z M odeny)
21.X.66. B udow a i b io syn teza  p rzec iw cia ł (P rof. d r K . Z a k r z e w s k i  z W arszaw y) 
1 .X II.66. M etabo lizm  k o lag en u  (Dr M. S a n e c k a - O b a c z )
1.X II .66. S y n teza  D A H P u E. coli (Dr J . Ł o b a r z e w s k i )
6.X II .66. N iek tó re  zag ad n ien ia  z b iochem ii g ro n k o w có w  (Dr Z. T  y n e c k  a)
27.11.67. B a d a n ia  n ad  ty ro zy n azą  n o w o tw o ru  m ela n o m a  (M gr E. D e r n a ł o w i c z -  
M a l a r c z y k )
27.1167. E m briogeneza  i u l t r a s t ru k tu ra  k o m ó rek  b a rw n ik o w y ch  u  ssaków  (lek. med. 
A. B o m  i r  s k  i)
O ddział w  Ł odzi:
23.X I.66. D eh y d ro g en aza  a lan in o w a  i g lu tam in ian o w a  w  pa łeczkach  b a k te r ii  m lek o 
w ych (Dr E. G a l a s )
28.X I.66. B iochem ia d y n am iczn a  m orza  jak ^  now y k ie ru n e k  b a d a ń  bio log icznych  
(Dr B. R ó ż y c k i )
5.1.67. P ro m ien io w an ie  żyw ych  o rgan izm ów  (Dr J. S ł a w i ń s k i )
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O ddział w  W arszaw ie :
7.I I I .67. B łony ko m ó rk o w e u b a k te r ii  (Dr E. J a n c z u r a )
4.IV .67. L o k a liz ac ja  i w łaśc iw ości p ro te in a z  m ięśn i szk ie le tow ych  (doc. d r W. D r a -  
b i k  o w  s k  i)
O ddział w e W rocław iu :
26.X.66. S p raw o zd an ie  z V III E urop . S ym pozjum  P ep tydow ego  (Dr I. S i e m i o n )
26.X.66. O m ów ien ie  le tn ie j szko ły  FE B S 1966 (Doc. d r A. M o r  a w  i e c k  i)
30.XI.66. O czyszczanie i n ie k tó re  w łaśc iw ości « -am y lazy  m ięśn i szk ie le tow ych  k ró lik a  
(M gr M. K r z y ż a n o w s k i )
14.XII.66. M echan izm  a k ty w a c ji i in h ib ic ji p ro teo lizy  w  z ia rn iak ach  ży ta  (Dr A. P  o -
1 a n  o w  s k  i)

II. Kronika personalna

1. O ddział w  G d ań sk u :
T y tu ł d o k to ra  n a u k  m edycznych  u zy sk a ła  L u c y n a  M i c h a l s k a  n a  p o d 
s taw ie  p ra c y  „W pływ  lak to zy  na  w c h łan ia n ie  i w y d a lan ie  w ap n ia  w  p rzew odzie  
p o k arm o w y m  szc z u ra '’, w y k o n an e j w  K a te d rz e  C hem ii F iz jo log icznej A.M. 
w  G d ań sk u . P ro m o to r: p ro f. d r W ło d zim ierz  M ozo łow sk i. U chw ała  R ady  W ydzia łu  
L ek arsk ieg o  A.M. z dn. 1 g ru d n ia  1966.

2. O ddzia ł n a  G órnym  Ś ląsku :
T y tu ł d o cen ta  uzy sk a ł d r T, J e r z y k o w s k i  z K a te d ry  C hem ii F izjo log icznej 
Ś ląsk ie j A.M .
Doc. d r T. W  i 1 c z o k  po w o łan y  zosta ł decyzją  M in is tra  Z d ro w ia  n a  s tan o w isk o  
K ie ro w n ik a  K a te d ry  C hem ii Ś ląsk ie j A.M. w  K a to w icach .

3. O ddział w  L u b lin ie :
T y tu ł d ocen ta  u zy sk a li: d r H. K r a c z k o w s k i  z K atedry . C hem ii F iz jo lo 
gicznej W SR, d r J . B o r k o w s k a - M a d e c k a  i dr  E.  G ą s i o r  z K a te d ry  
C hem ii F iz jo log icznej A.M.
T y tu ł d o k to ra  u zy sk a li: M. S a n e c k a - O b a c z  z K a te d ry  C hem ii F iz jo lo 
gicznej A.M. i J .  T o m a s z e w s k i  z C en tra ln eg o  L a b o ra to r iu m  P .S .K . N r 4 
w  L ub lin ie .

4. O ddział w  Ł odzi:
S top ień  d o k to ra  n a u k  p rzy ro d n iczy ch  u zy sk a li: A n d r z e j  D m i t r u k  na  
p o d staw ie  p ra c y  p t. „W pływ  ch lo rk u  ch lo rocho liny  i k w asu  g ibere linow ego  na  
zaw arto ść  i p rzem ieszczan ie  się zw iązków  azo tu  w  siew k ach  g ro c h u ” . P racę  
w yk o n an o  w  K a te d rz e  F iz jo log ii R oślin  U niw . Ł ódzkiego. P ro m o to r: Doc. d r 
W. M a c ie jew ska -P o ta p czyk . U chw ała  R ad y  W ydzia łu  B iologii i N au k  o Z iem i 
U niw . Ł ódzkiego  z dn ia  14 czerw ca 1966 ro k u .
M a r e k  G n i a z d o w s k i  n a  p o d staw ie  p ra c y : „B ad an ia  n ad  b io sy n tezą  k w a 
sów  ry b o n u k le in o w y ch  d rożdży” , w y k o n an e j w  K a te d rz e  C hem ii O gólnej i F iz jo 
log icznej A.M . w  Łodzi. P ro m o to r: p ro f. d r B. F ilipow icz. U ch w ała  R ad y  W y
dzia łu  B iologii i N auk  o Z iem i U n iw ersy te tu  Ł ódzkiego z dn. 21 czerw ca 1966. 
S to p ień  d o k to ra  n a u k  m edycznych  u zy sk a ł w  d n iu  14.11.67 r . lek . m ed. B. Z a 
c h a r a  n a  p o d staw ie  p racy  p t. „Z aw arto ść  e s tró w  fo s fo ran o w y ch  w  k rw in k a c h  
czerw onych  u dzieci zd row ych  i u dzieci z ch o ro b ą  re u m a ty c z n ą ”. P ro m o to r: 
doc. d r M. K a ń sk i. P ra c ę  w y k o n an o  w  K a te d rz e  C hem ii F iz jo log iczne j W AM 
w  Łodzi.

5. O ddział w  P o zn an iu :
S to p ień  d o k to ra  n a u k  ro ln iczy ch  u zy sk a ł T a d e u s z  K o t i k  n a  p o d staw ie  
p racy : „W pływ  ra sy , płci, w iek u  o raz  żyw ien ia  n a  poziom  f ra k c ji  b ia łkow ych  
su ro w icy  k rw i” , w y k o n an e j w  In s ty tu c ie  F iz jo lo g ii i Ż y w ien ia  Z w ie rz ą t PA N ,
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O ddział w  B ydgoszczy. P ro m o to r: p ro f. dr L. D zia ło szyńsk i. U chw ała  R ady  W y
dzia łu  Z oo technicznego  W SR w  P o zn an iu  z d n ia  16 czerw ca  1965 r.

6. O ddział w  Szczecinie:
T y tu ł d o cen ta  uzy sk a ł d r L. F e l i ń s k i  z K a te d ry  F iz jo log ii Z w ie rzą t W SR.

7. O ddział w  W arszaw ie :
S top ień  d o k to ra  n a u k  ro ln iczy ch  u zyska ły : L i d i a  D a n u t a  W a s i l e w s k a  
n a  p o d staw ie  p racy  p t. „U racy l i u ry d y n a  w  b io syn tez ie  n u k leo ty d ó w  p iry m id y 
now ych  w  ro ś lin ach  w yższych” , w y k o n an e j w  K a te d rz e  B iochem ii SG GW  w  W a r
szaw ie  i In s ty tu c ie  B iochem ii i B iofizyk i PA N  w  W arszaw ie . P ro m o to r: p ro f. 
d r I. R e ije r .  U chw ała  R ady  W ydzia łu  R olniczego SG GW  z d n ia  8.V I.1966 r. 
J a n i n a  D r o e s e  n a  p o d s ta w ie  p ra c y  p t. „L u p an in a  i in n e  pochodne ch ino - 
lizydyny  jak o  in d u k to ry  i su b s tra ty  in d u k o w an y ch  enzym ów  P seudom onas lu p a -  
n in i”, w y k o n an e j w  K a te d rz e  B iochem ii SG GW  w  W arszaw ie . P ro m o to r: doc. 
d r W. B rze sk i. U ch w ała  R ad y  W ydzia łu  R olniczego SG G W  z dn ia  28.IX .1966 r. 
J e r z y  M a k o w s k i  n a  p o d staw ie  p ra c y  p t. „B adan ia  n ad  d e g rad ac ją  
2 -14C -u racy lu  w  k ie łk a c h  p szen icy ”, w y k o n an e j w  K a ted rze  B iochem ii SGGW  
w  W arszaw ie. P ro m o to r: p ro f. d r I. R e ifer . U chw ała  R ady  W ydzia łu  R olniczego 
SGGW  z d n ia  26.X.1966.

III. Z polskich pracowni biochemicznych

K a te d ra  B iochem ii U M CS w  L u b lin ie , k ie ro w n ik  doc. d r J e r z y  T r o j a 
n o w s k i .  1

K a te d ra  p o w sta ła  w  r. 1953, początkow o w  o p arc iu  o Z ak ład  F iz jo log ii R oślin  
UM CS, z k tó rego  pom ieszczeń  i a p a ra tu ry  k o rzy s tan o  p rzez  p ie rw szy ch  k ilk a  la t  
dzięki up rze jm ośc i p ro f. d r A. P a s z e w s k i e g o .  O becnie K a te d ra  B iochem ii 
dysp o n u je  lo k a lem  o p o w ie rzch n i 260 m 2 oraz  a p a ra tu rą  n au k o w ą  w a rto śc i ponad
1 m ilion  zł. P e rso n e l n au k o w y  K a te d ry  liczy  7 osób, techn iczny  — 4 osoby.

P ro w ad zo n e  są w y k ład y  i ćw iczenia  d la  s tu d en tó w  k ie ru n k ó w  b iologii, m ik ro 
b iologii i b iochem ii. T en o s ta tn i k ie ru n e k  s tu d ió w  liczy  sobie dop iero  3 la ta  i cieszy 
się dużym  za in te re so w an iem  m łodzieży.

T em aty k a  n au k o w a  K a te d ry  B iochem ii ob e jm u je  2 p rob lem y :
1. b iochem iczny  m echan izm  d e g ra d a c ji lig n in y  p rzez  g rzy b y  i b ak te r ie ,
2. b a d a n ia  p o rów naw cze  n ad  ty ro zy n azą  zw ierzęcą w  tk a n k a c h  zd row ych  i r a k o 

w atych .
W zw iązku  z p ie rw szy m  p ro b lem em  p ro w ad zo n e  są szczegółow e b ad an ia  p e ro - 

ksydazy  g rzybow ej i b a k te ry jn e j o raz  dośw iadczen ia  ze zw iązkam i m odelow ym i 
lign iny , k tó re  o trzy m an o  n a  d rodze  syn tezy  chem icznej. W ysun ię to  now ą h ipo tezę 
tłu m aczącą  m echan izm  d ep o lim ery zac ji o k sy d a ty w n e j zw iązków  ty p u  lign in , 
z uw zg lędn ien iem  ro li pero k sy d azy . In te re su je  n as  rów n ież  b io syn teza  zw iązków  
hum inow ych  z p ro d u k tó w  ro zk ład u  lign iny .

W zak res ie  d rug iego  p ro b lem u  zajm ow ano  się oczyszczaniem  ty ro zy n azy  z o w a
dów, s tw ie rd za jąc  je j he te ro g en n o ść  ch ro m ato g ra ficzn ą . B ad a jąc  ty ro zy n azę  w  n ow o
tw o rze  zw ierzęcym  „ m e lan o m a” w y k azan o  obecność n a tu ra ln e g o  in h ib ito ra  tego 
enzym u, oddzie la jącego  się po zad z ia łan iu  try p sy n ą .

P o n ad to  w  zak res ie  z a in te re so w ań  Z ak ład u  w chodzi zag ad n ien ie  p o w staw an ia  
n a ro ś li tu m o ro w y ch  n a  z iem n iak ach  pod w p ływ em  n ie k tó ry c h  g rzybów  i zw iązane 
z ty m  zm iany  w  ak ty w n o śc i oksydaz  o raz  poziom u IA A.

K a te d ra  B iochem ii SG GW , W arszaw a, u l. R ak o w ieck a  8. K ie ro w n ik : doc. 
d r W i t o l d  B r z e s k i .

P o d staw o w a  p ro b le m a ty k a  n au k o w a  K a te d ry  — to b iochem ia  b ia łek  b io log iczn ie  
czynnych, w  ra m a c h  k tó re j ro z w ija n e  są zarów no  b a d a n ia  p o d staw o w e  o znaczeniu
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teo re tycznym , ja k  i b a d a n ia  s to so w an e  o znaczen iu  d la  różnych  gałęz i ro ln ic tw a . 
G łów nym i p ro b lem am i są:
1. M echanizm  in d u k o w an e j sy n tezy  specy ficznych  enzym ów  u b a k te r ii  P seudom onas  

lupan in i (doc. d r W. B r z e s k i  i dr  M a r i a  T o c z k o ) .
2. O p ty m aln e  w a ru n k i b iosyn tezy  p le śn io w y ch  am ylaz, p ro te a z  i oksydazy  g likozo- 

w ej jak o  enzym ów  o znaczen iu  tech n o lo g iczn y m  (doc. d r J . K ą c z k  o w  s k i).
3. S k ład  b ia łek  i n iek tó ry ch  in n y ch  zw iązków  w  ro ś lin ach  u p raw n y ch  (ziarno 

pszenicy , ko rzeń  b u ra k a  cu k row ego  i in.) jak o  k ry te r iu m  p rzy d a tn o śc i p rób  
zw iększen ia  ich  .p rod u k cy jn o śc i i p o p ra w y  jakośc i (doc. d r J .  K ą c z k o w s k i
i doc. d r W. B r z e s k i ) .

4. B iochem ia odporności ro ś lin  (pom idor) n a  choroby  in fek cy jn e  (doc. dr 
W. B r z e s k i ) .

W pow yższych  b ad an ia ch  s to so w an a  je s t  m iędzy  innym i n a s tę p u ją c a  m etoda: 
in d u k o w an ie  b a k te r ii , p re p a ra ty k a  enzym ów  z m a te r ia łu  b a k te ry jn e g o  i p leśn iow ego 
(techn iką  c h ro m a to g ra fii a d so rp c y jn e j, jo n o w y m ien n e j i n a  żelu d ekstranow ym ), 
frak c jo n o w an ie  b ia łek  g lu te n u  p szen icy  (te ch n ik ą  c h ro m a to g ra fii a d so rp cy jn e j i jo n o 
w ym iennej).

http://rcin.org.pl



S P IS  T R EŚC I

W. H e n d r i c h  — S tru k tu ra  ch lo ro p las tó w  a b iochem ia  fo to sy n tezy  . . 311
D. F r ą c k o w i a k  — F izyczne b a d a n ie  p rocesu  f o to s y n te z y .............................. 335
W. T u r s k i  i M.  G r o s s  — K w asy  n u k le in o w e  i b io syn teza  b ia łk a  w  m ito 

ch o n d riach  ................................................................................................................................359
A. B a r d o ń  — W ew n ątrzk o m ó rk o w e ry b o n u k leazy  zw ierzęce  i ich n a tu 

ra ln y  i n h i b i t o r .........................................................................................................................389
M. K a m i e ń s k a - Ż y ł a  — Z asto sow an ie  w a rs tw  jed n o m o lek u la rn y ch

w  b ad an iu  k w asów  n u k l e i n o w y c h ........................................................................... 401
M. S t  a h 1 — O znaczan ie  c iężaru  cząsteczkow ego b ia łek  za pom ocą sączenia

m o lek u la rn eg o  ........................................................................................................................ 407
L. K o r n i s z e w s k i ,  A.  K r o t k i  e w s k i  — M etabo lizm  tró jg lic e ry d ó w

tk a n k i tłu szczow ej ......................................................................................................... 421
L. J a r o s z e w i c z  — R eak c je  k a ta liz o w a n e  p rzez  fo s fo ran  p iry d o k sa lu  . . 439
A. L e o n o w i e  z, J.  T r o j a n o w s k i  — B iologiczny ro zk ład  lign iny  . . 465
R ecenzje  k s iążek  (T. K o rzy b sk i, Z . Z i e l i ń s k a ) ..................................................... ............ 479

S p raw o zd an ie  z S ym pozjum  M ięśn iow ego  w  B udapeszcie  (W. D ra b iko w sk i)  483
K ro n ik a  P T B b io ch .............................................................................................................................487

W 4 -ty m  zeszycie 13 tom u u k ażą  się

1. P am ięc i M arii S k ło d o w sk ie j-C u rie  w  se tną  rocznicę Je j u rodzin , J. Sw ięck i,
B. L u b a s-L ib ra n t

2. H o rm o n a ln a  re g u la c ja  czynności genów , I. S zu m ie l
3. N iek tó re  w łaśc iw ości kaze iny  i .jej genetycznych  odm ian , S. P oznański, J. J a k u 

b o w sk i, J. R y m a sze w sk i, A . R eps
4. B iologia przeszczepów  narządow ych , M. T ren kn er , T. J. O tto
5. K oenzym atyczne fu n k c je  b io tyny , B. B a rto s iń sk i, B . Z aga lak
6. C ykl fo to sy n te ty czn e j re d u k c ji w ęg la  u b ak te r ii , Z. W ojc iech o w sk i
7. M etody e lek tro ch ro m ato g ra ficz n e , J . O p ień ska -B la u th

http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOCHEMII

July 1967

A R T IC L E S  IN  PO L IS H

-Volume 13 N um ber 3

W. H e n d r i c h  — S tru c tu re  of C h lo ro p las ts  and  B io ch em istry  of P h o to 
sy n th esis  (Dep. B iochem . Inst. Im m unol, and  E xp . T herap . PA N , W rocław ) 311 

D. F r ą c k o w i a k  — T he P h y sica l R esea rch  in  P h o to sy n th es is  (C hair of
Physics, H igh  A gric . School, P o z n a ń ) ....................................................................335

W. T u r s k i  i M.  G r o s s  — N ucleic A cids an d  P ro te in  S yn thes is  in M ito 
ch o n d ria  (Dep. C hem . P hysio l. M ed. School, Ł ó d ź ) .............................................359

A. B a r d o ń  — In tra c e l lu la r  A n im a l R ib o n u c leases  and  T h e ir N a tu ra l
In h ib ito r  (Dep. C hem . P hysio l. M ed. School, G d a ń s k ) ......................................389

M. K a m i ń s k a - Ż y ł a  — A p p lica tio n  of M onom olecu la r F ilm s in  th e  
In v e s tig a tio n  of N ucleic  A cids (Lab. V irusol. Dep. P la n t P hysio l. PA N,

K raków ) ............................................................................................................................... 401
M. S t a h l  — D e te rm in a tio n  of M o lecu la r W eigh t of P ro te in  by M olecu lar

S iev ing  on G els (Dep. R ad iob io l. In s t. N ucl. Res., W arszaw a) . . . .  407 
L.  K o r n i s z e w s k i ,  M.  K r o t k i e w s k i  — T he M etabo lism  of A dipose 

T issue  T rig ly ce rid es (I C lin . P ed . M ed. School an d  II C lin. In te rn . Dis.
P o stg rad . M ed. School W a r s z a w a ) ........................................................................... 421

L. J a r o s z e w i c z  — R eac tio n s C ata lyzed  by P y rid o x a l P h o sp h a te  (Dep.
C hem . P hysio l. M ed. School, B ia ły s to k ) ....................................................................439

A. L e o n o w i c z ,  J.  T r o j a n o w s k i  — T he B io log ical D ecom position
of L ign in  (C hair B iochem . U niv . L u b l i n ) ............................................................ 465

C hron icle  ................................................................................................................................ 487

http://rcin.org.pl



N ależy podaw ać ko le jno : L. p., nazw isko  au to ra  i p ie rw sze  lite ry  im ion 
(podaje  się nazw isk a  w szystk ich  au to ró w  w  ko le jności p o d an e j w  o ry 
g inale), sk rócony  ty tu ł czasopism a, tom  (podkreślony), s tro n ica  i ro k  
(w n aw iasach ). N p.: 3. B ogorad  L., G ran ick  S., J . Bioil. C hem . 202 
793 (1953). W ykaz sk ró tó w  ty tu łó w  czasopism  p o d a ją  Post. B iochem ., 7, 
601 (1961). C y tu jąc  k siążk i należy  podać ko le jno : nazw isko  i p ie rw sze  l i
te ry  im ion  au to ra(ów ), ty tu ł, m iejsce  i ro k  w y d an ia ; np .: P rzy łęck i S. 
J., P o d ręczn ik  C hem ii F iz jo log icznej, Łódź, 1947. C y tu jąc  a r ty k u ły  
w p racy  zb io row ej należy  podać po ty tu le  tom  i n azw isk a  w ydaw ców , 
o raz n a  końcu  stro n icę ; np. S ch n e id e r W. C., w  M ethods in E nzym o- 
logy, tom  III , red . S. P. C olow ick i N. O. K ap lan , N ew  Y ork  1957, 
str. 680.

http://rcin.org.pl



Cena zł 20.—

S P IS  TR E ŚC I

W. H e n d r i c h  — S tru k tu ra  ch lo ro p las tó w  a b iochem ia  fo to sy n tezy  . . 311
D. F r ą c k o w i a k  — F izyczne b a d a n ie  p ro cesu  f o to s y n te z y .............................. 335
W. T u r s k i  i M.  G r o s s  — K w asy  n u k le in o w e  i b io syn teza  b ia łk a  w  m ito -

c h o n d r i a c h .........................................................................................................  359
A. B a r d o ń  — W ew n ątrzk o m ó rk o w e  ry b o n u k leazy  zw ierzęce  i ich n a tu 

ra ln y  i n h i b i t o r .........................................................................................................................389
M. K a m i e ń s k a - Ż y ł a  — Z asto sow an ie  w a rs tw  jed n o m o lek u la rn y ch

w  b ad an iu  kw asów  n u k le in o w y ch  ............................................................................401
M. S t a h  1 — O znaczan ie  c iężaru  cząsteczkow ego  b ia łek  za pom ocą sączen ia

m o l e k u l a r n e g o ........................................................................................................................407
L. K o r n i s z e w s k i ,  A.  K r o t k i e w s k i  — M etabo lizm  tró jg lic e ry d ó w

tk a n k i tłu szczow ej ......................................................................................................... 421
L. J a r o s z e w i c z  — R eak c je  k a ta lizo w an e  p rzez  fo s fo ran  p iry d o k sa lu  . . 439
A. L e o n o w i e  z, J.  T r o j a n o w s k i  — B iologiczny ro zk ład  lign iny  . . 465
R ecenzje  k s iążek  (T. K o rzy b s k i ,  Z. Z i e l i ń s k a ) .....................................................  479
S p raw o zd an ie  z S ym pozjum  M ięśniow ego w  B udapeszcie  (W. D rabikow sk i)  433
K ro n ik a  P T B b io ch ............................................................................................................................ 487

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



