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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podw0jng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok 1 cm po prawej stronie oraz z numeracja stron. Na pierwszej stro-
nie nalezy zamie$ci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska
autorow, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placowek naukowych,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omowienie tematu pra-
cy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w tekscie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska, a podroz-
dziaty—arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tek$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matow i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie —numer odpowiedniego wzoru. W tek$cie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (1.

Powotujac sie na literature nalezy podaé w tekscie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zataczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotaczyé na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzér I, Rys. 1 lub Schemat .L Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalaczniki nalezy oznaczy¢
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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Post Blochem. 17, 3—25 (1971)

BARBARA CZARTORYSKA *

Metabolizm Glikolipidow

Metabolism of Glycolipids

The pathway of biosynthesis and degradation of glycosphingolipids and glyco-
sylglicerides in mammalian tissue are presented.

W tkankach zwierzecych wystepujg dwa rodzaje glikolipidéw. Naj-
wiecej jest glikosfingolipidéw, zwigzkéw, w ktorych sktad wchodzi jedna
z zasad zwanych ogdélnie sfingozynami (najczesciej jest to sfingenina czyli
D-erytro-2,3-dwuhyroksy-2-amino-4-trans-oktadeken), przytgczony do niej
wigzaniem amidowym kwas ttuszczowy oraz, przytgczony do grupy hydro-
ksylowej przy pierwszym weglu wigzaniem O-glikozydowym, mono- lub
oligosacharyd, czasem zawierajgcy grupy siarczanowe lub kwas siatowy.
Nomenklatura tych zwigzkéw nie jest jeszcze ustalona i rézni autorzy
stosujg rézne nazwy i rézne skroty. Nazwy zwyczajowe wywodzg sie-
na ogo6t badz to od nazwy tkanki, w ktérej znaleziono po raz pierwszy
(cerebrozyd, gangliozyd), badz to od witasciwosci fizykochemicznych (glo-
bozyd). Stosujac symbole i skroty autorzy opierajg sie badz to na ruchli-
wosci chromatograficznej, badZz to na sktadzie chemicznym. Ogoélne zesta-
wienie najczesciej stosowanej nomenklatury najwazniejszych glikolipidow
przedstawia tablica 1.

Druga grupe stanowiag glikozyloglicerydy, w ktérych mono- lub dwu-
sacharyd przytaczony jest wigzaniem O-glikozydowym do pierwszego
wegla dwuglicerydu lub 3-alkilo-2-acyloglicerolu. Zwigzki te sg statym«
sktadnikiem strukturalnym btony komoérkowej. Stosunkowo najwiecej za-
wiera ich tkanka nerwowa, w ktorej stanowig zasadniczy element struk-
tury mieliny. Ich rola fizjologiczna nie jest dotagd wyjasniona. Przypuszcza
sie, iz biorg one udziat w aktywnym transporcie przez biony (28, 129).
Gangliozydy mézgu uczestnicza, byé moze, w usuwaniu wiruséw oraz
toksyn bakteryjnych (91, 148). Wiadomo, ze glikolipidy determinujg —

* Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Hematologii, Warszawa

Wykaz stosowanych skrotéw: Gal— D-galaktoza; Gik — D-glukoza; GalNAc —
N-acetylo-D-galaktozoamina; NANA — kwas N-acetyloneuraminowy (sialowy); cer —
ceramid (N-acylo-sfingozyna)
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Glikolipidy obojetne:
monoheksozyloceramidy (cerebrozydy)

dwuheksozyloceramidy (cytozydy)
tréjheksozyloceramidy
tetraheksozyloceramidy

fukoglikolipidy (57)-subst. grupowe
(61), glikolipidy nowotworowe (57, 59)

sulfatydy:

Gangliozydy: schematyczny wz6r
Gal-Glk-cer

NANA
GalNAc-Gal-Glk-cer

NANA
Gal-GalNAc-Gal-Glk-cer
NANA
Gal-GalNAc-Gal-Glk-cer

NANA NANA
Gal-Glu-cer
NANA-NANA
GalNAc-Gal-Glk-cer

NANA-NANA
Gal-GalNAc-Gal-Glk-cer

NANA-NANA
Gal-GalNAc-Gal-Glk-cer

NANA-NANA

(2

Klasyfikacja

Schematyczny wzér

Gal-cer

Glk-cer

Gal-Glk-cer

Gal-Gal-cer
Gal-Gal-Glk-cer
GalNAc-Gal-Glk-cer
Gal-GalNAc-Gal-Glk-cer
GalNAc-Gal-Gal-Glk-cer

SOi-Gal-cer
S04Gal-Glk-cer

Klenk1) Kuhnl
b2 G-lakt
Aj GgNTrli
az2 Ggnti
Bi Ggntii
— G'lakt
A3 —
Ci Ggntiii
C3 Ggntiv

) Wg W .Stoffel w Lipids and Lipidosed, red. D. Schettler N.Y. 1967, str. 1

wspbélnie z biatkami, glikoproteidami i wielocukrami — wilasciwosci anty-
genowe tkanek. Immunogenne sg zaréwno cerebrozyd (69) i laktoceramid
(116), jak i cytolipiny o wiekszej zawartosci cukru (58, 89) oraz glikozylo-
glicerydy (38). Glikolipidy determinujg czesciowo wasciwosci serologiczne

erytrocytow (61, 88).

Badania nad metabolizmem sfingoglikolipidéw prowadzone sg od nie-
dawna i uzyskane dotychczas fragmentaryczne dane nie pozwalajg jeszcze
na odtworzenie petnego szlaku biosyntezy tych zwiazkéw. Na og6t do-
Swiadczenia przeprowadzano in vitro z petnymi homogenatami, frakcjami
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Tablica 1
glikolipidow

Nazwa systematyczna Stosowane potoczne nazwy
zwyczajowe i skroty

galaktoceramid
glukoceramid G-l _
laktoceramid G-2 cytolipina H (116)
dwugalaktoceramid
G-3 glikolipid Fabry’ego
— aminoglikolipid (75)
— asialogangliozyd
G-4 globozyd (152)

sulfatydylogalaktocerarr id

sulfatydylolaktoceramid z
Svennerholm (139) Burton (29) Stosowane nazwy potoczne
gm3 Bi hematozyd (63)
GM, b2 gangliozyd Tay-Sachsa
GMi b3 monosialogangliozyd
GDla b4 dwusialogangliozyd
— Ci —
— c2 —
— Cc3 _
Gti C4 tréjsialogangliozydy

subkomdrkowymi lub, w najlepszym przypadku, z nieoczyszczonymi pre-
paratami enzymatycznymi. Nie pozwala to na jednoznaczne ustalenie
specyficznosci enzymoéw i doktadne zbadanie ich wiasciwosSci, ani tez na
precyzyjne zbadanie ich rozmieszczenia w komdrce. Na podstawie uzys-
kanych danych mozna jednak ustali¢ ogo6lny zarys metabolizmu sfingogli-
kolipidéw.

I. Sfingozyna

Podstawowg zasadg glikosfingolipidéw jest najczesciej CIBsfingozyna
lub sfinganina (dwuhydrosfingozyna) i prawie wszystkie prace dotycza
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biosyntezy tych dwu zwigzkdw. Glikolipidy zwierzat zawierajg rowniez
inne zasady z tej grupy, na przyktad w nerkach wystepujg C18 i CDtroj-
hydroksysfingozyna (93), fitosfingozyna (76, 111) oraz zasady o rozgate-
zionych tancuchach (111), za$ w gangliozydach z m6zgéw osobnikéw star-
szych prawie 50®0 zasad stanowi CZ«fingozyna (123). Prawdopodobnie
powstajg one w podobny sposob jak wiasciwa sfingozyna. Pierwsze dane
0 biosyntezie sfingozyny opublikowali w 1954 roku Zabin i Meed
(154), oraz, niezaleznie, Sprinson i Coulon (131). Podawali oni
dootrzewnowo znakowane UC octan, glicyne, etanoloamine oraz seryne i ba-
dali rozmieszczenie radioaktywnego wegla w czasteczce sfingozyny. Oka-
zato sie, ze octan i etanoloamina sg wigczane rdwnomiernie do alifatycznej
cze$ci tancucha (w 95%), natomiast 65% radioaktywnos$ci seryny odnaj-
duje sie w pierwszym weglu sfingozyny. Na tej podstawie autorzy wysu-
neli hipoteze, ze bezposSrednimi prekursorami sfingozyny sg kwas palmi-
tynowy i seryna, ktéra nie moze by¢ zastgpiona przez etanoloamine. Przy-
puszczenie to zostalo w peini potwierdzone przez poOzniejsze badania in
vitro. Brady i wsp. (23, 24) stwierdzili, ze bezkomdrkowa zawiesina
moézgu zawiera uktad enzymatyczny syntetyzujgcy sfingozyne z palmi-
tylo-CoA i seryny — ta ostatnia tworzy polarng cze$¢ czgsteczki. Reakcja
zachodzi w obecnosci zred. NADP, fosforanu pirydoksalu i jonow Mn2+
(24). Uktad enzymatyczny zawiera wediug autordw enzym Kkatalizujacy
redukcje z udziatem zred. NADP palmitylo-CoA do aldehydu palmityno-
wego. Nastepnie powstaje kompleks typu zasady Schiffa, w ktérego sktad
wchodzg aldehyd palmitynowy, jon metalu, fosforan pirydoksalu i seryna
(16). Produktem reakcji jest sfinganina, ktorg nastepnie enzymy o budowie
prawdopodobnie flawoproteidowej utleniajg do sfingozyny (24). Obie za-
sady powstajagce na drodze biosyntezy majg forme erytro (43).

Dogodnym obiektem badan nad biosyntezg sfingozyny okazaly sie
drozdze Hansenula ciferri, ktére wydalaja sfingozyne do podtoza w ilosci
okoto 100—200mg zasady/l1 kultury (29, 136). Homogenat tych drozdzy
syntetyzuje erytrosfingozyne (27) i erytrosfinganine (26) z seryny i pal-
mitylo-CoA, podobnie jak homogenat mézgu. Reakcja zachodzi w obecnosci
fosforanu pirydoksalu oraz zred. NADP, natomiast nie wymaga obecnosci
jonéw metalu. Prawdopodobnie wiec szlak metaboliczny jest taki sam.
Palmitylo-CoA moze by¢ zastgpiony aldehydem palmitynowym jedynie
w obecnosci zred. NADP, ATP i CoA (26). Inkubacja homogenatu z sub-
stratami i fosforanem pirydoksalu bez zred. NADP prowadzi do powstania
zwigzkéw posrednich: 3-ketosfinganiny (27) i 3-ketosfingozyny (25). W wy-
niku redukcji tych zwigzkéw powstaje sfinganina i sfingozyna. Palmity-
nian mozna zastgpi¢ 2-heksadekanonem, natomiast w tej reakcji a-hydro-
ksypalmitynian nie moze by¢ prekursorem sfingozyny. Inhibitorem reakcji
jest cysteina (27). Brady i wsp. (25) proponujg nastepujacy schemat
biosyntezy sfinganiny u Hansenula ciferri (schemat 1).
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PLP-Enz
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Schemat 1. Proponowany mechanizm powstawania sfingozyny (wg 25)
PLP — Fosforan pirydoksalu; Enz. —enzym; R = CH,(CHs)IXCHt; R'= CH,(CHt)nCHt

I1. Ceramid

Ceramid czyli N-acylosfingozyna moze by¢ syntetyzowany dwojako.
Sribney (132) wykryt w homogenatach mézgéw szczura i Swinki mor-
skiej oraz w mikrosomach watroby enzym przenoszacy kwas ttuszczowy
z CoA na sfingozyne. Substratem moze by¢ zar6wno naturalnie wystepu-
jaca erytro-sfingozyna jak i treo”sfingozyna (41, 132).

Drugg mozliwg drogg syntezy ceramidu jest przytgczenie wolnego
kwasu ttuszczowego. G a 11 (44, 46) stwierdzit, ze sedymentujgca miedzy
1500— 15 aOOf frakcja homogenatu mdzgu zawiera silnie zwigzany ze struk-
turami subkomorkowymi enzym katalizujgcy odwracalng reakcje syntezy
i hydrolizy wigzania amidowego N-acylosfingozyny. Diugie kwasy ttusz-
czowe hamuja zarowno reakcje syntezy jak i hydrolizy, natomiast sfingo-
zyna hamuje wytacznie reakcje hydrolizy. Enzym ten, o optymalnym
pH 4,8, nie wymaga obecnosci jondw metali, a in vitro dziata jedynie
w obecnosci detergentow np. Tween-100 lub taurocholanu. Substratem en-
zymu moze byé zaréwno erytro- jak i treo-sfingozyna (41). Enzym ten nie
hydrolizuje acetylosfingozyny ani cerebrozydu (46). ldentyczny enzym
znajduje sie rdwniez w watrobie i nerkach (44). Mikrosomy watroby zawie-
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rajg tez enzym acylujacy fitosfingozyne (153). Enzym z moézgu zostat
200-krotnie oczyszczony (153), jest to biatko o masie czgsteczkowej po-
wyzej 150 000; proteoliza powoduje zmniejszenie masy czgsteczkowej do
100 000 bez obnizenia aktywnos$ci enzymatycznej. Wszelkie préby roz-
dzielenia aktywnos$ci syntetycznej od hydrolitycznej okazaty sie niesku-
teczne (153).

Podobny enzym katalizujgcy synteze i rozpad amidowego wigzania ce-
ramidu, réznigcy sie optymalnym pH (7,6) wystepuje w soku dwunastni-
cy (102).

Yawin i Gatt (153) uwazajg, ze ceramid powstaje wytgcznie na
drodze bezposredniego acylowania sfingozyny bez udziatu CoA, a wyniki
uzyskane przez Sribney’a ttumacza obecnoscig w uktadzie badanym hydro-
lazy acylo-CoA uwalniajacej kwas ttuszczowy z CoA.

I11. Cerebrozydy

Znane sg dwa monoheksozyloceramidy, zwane cerebrozydami, a mia-
nowicie galaktoceramid i glukoceramid. Jako pierwszy czysty glikolipid
zostat wyodrebniony z moézgu przez Thudichuma (144) galaktocera-
mid. Stanowi on gtdwny glikolipid mézgu, wystepuje takze w innych tkan-
kach, na przyktad nerkach (94). Pierwsze dane o whudowywaniu cukréw
do glikolipidow opublikowali Radin i wsp. (113) w 1957 roku oraz
Burton iwsp. w 1958 roku (31). Ci ostatni podawali mtodym szczurom
dojelitowo glukoze i galaktoze znakowane MC i odnajdywali je w glikolipi-
dach mézgu. Pierwsze badania in vivo (31), poparte przez pézniejsze bada-
nia in vitro (14, 31, 74) nasuwaty przypuszczenie, ze najwyzszg aktywnos$é
enzymatyczna wykazujg mikrosomy, a reakcja wymaga obecnosci jonow
Mg2+, ATP oraz amidu kwasu nikotynowego (31). W warunkach beztle-
nowych reakcja zachodzi szybciej (31).

Z wynikéw dalszych badan wynikatoby, ze istnieja dwie drogi bio-
syntezy galaktoceramidu.

e Podany do mozgu znakowany na pierwszym weglu kwasu ttuszczowego
ceramid odnajduje sie raczej w sfingomielinach niz w cerebrozydzie, co
sugerowatoby, ze nie ceramid jest jego bezposSrednim prekursorem (86).
Cleland i Kennedy (33) stwierdzili, ze mikrosomy moézgu swinki
morskiej zawierajg enzym przenoszacy galaktoze z UDP wytgcznie na sfin-
gozyne. Akceptorem nie moze by¢ ceramid. Analogiczng reakcje, jak
stwierdzit ostatnio Kanfer (74) katalizujg rowniez mikrosomy médzgu
szczura. Ta sama frakcja zawiera rowniez enzym przenoszacy kwas steary-
nowy z CoA na psychozyne w obecnosci ATP, jonéw magnezu i detergentu
(14). Akceptorem kwasu moze by¢ réwniez siarczan sfingozyny i, w stabym
stopniu, wolna sfingozyna. Dane te sugerowatyby nastepujgcy szlak pow-
stawania galaktoceramidu:
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sfingozyna UDP Gx—> psychozyna galaktoceramid

Wyniki innych badan nie pozwalajg jednak wykluczy¢ istnienia alterna-
tywnej drogi syntezy, a mianowicie:

- k tt PRI UDP-Gal J 2
sfingozyna = E¢eramid i - >galaktoceramid

Wedlug Fujimo i Nakamo (42) w homogenatach mézgu zachodzi
przeniesienie galaktozy z UDP-Gal raczej na ceramid (zaréwno naturalny
jak i syntetyczny) niz na sfingozyne. Aktywniejszym akceptorem jest ce-
ramid zawierajacy erytrosfingozyne niz jej forme treo-, oraz sfingozyne
a nie sfinganine. Wedtug najnowszych badan Morelia i Rodina (99)
mikrosomy mdzgu zawierajg enzym przenoszacy galaktoze jedynie na ce-
ramid zawierajacy hydroksykwasy tluszczowe, a sfingozyna moze by¢
akceptorem jedynie w przypadku braku odpowiedniego ceramidu. Nalezy
jednak wspomnie¢, ze tylko znikoma cze$¢ ceramidu z hydroksykwasem
(okoto P/o) ulega reakcji. Z drugiej strony wiadomo, ze cerebrozyd mdzgu
zawiera zarowno hydroksykwasy jak i zwykte kwasy tluszczowe (143),
a zatem cytowani autorzy nie wykluczajg istnienia jeszcze innej drogi syn-
tezy cerebrozydu. Rozbieznosci wynikéw uzyskiwanych przez réznych
badaczy na analogicznym materiale wskazujg na to, ze biosynteza galakto-
ceramidu zalezy od wielu czynnikéw i ze warunki doSwiadczalne in vitro
nie odtwarzajg w dostatecznym stopniu warunkow in vivo. Wiekszosé
autorow sktonna jest jednak przypuszczaé, iz wieksza czes¢ — o ile nie
cata ilos¢ galaktoceramidu powstaje na drodze acyloWania psychozyny
(14, 33, 74).

Glukoeeramid wystepuje w tkankach normalnych tylko w niewiel-
kich ilosciach (94, 95, 138, 145), natomiast w chorobie Gauchera magazy-
nowany jest w wielkich iloSciach przede wszystkim w $ledzionie (137, 138,
146). Jest on zapewne prekursorem laktoceramidu (6) i gangliozydéw (77)
oraz innych glikolipidéw. Glukoeeramid powstaje przez przeniesienie cza-
steczki glukozy na lipidowy akceptor przy wspdtudziale specyficznego
enzymu. Jedynym dawcg glukozy jest UDP-GIlk (6). Obecno$¢ odpowied-
niej glukozylotransferazy stwierdzono w mézgach zarodkéw kurzych (3, 6)
i miodych szczuréw (35, 74), a takze w $ledzionie (146) oraz leukocytach
ludzkich (95). Basu i wsp. (6) wyodrebnili enzym z mo6zgéw zarodkéw
kurzych, z frakcji sedymentujacej przy 20 000 g i oczyscili go szeSciokrot-
nie. Transglukozydaza ta, o optymalnym pH 7,8, dziata in vitro tylko
w obecnos$ci detergentu, natomiast, w odrdznieniu od innych transferaz, nie
wymaga obecnosci jonéw Mg2+ani Mn2+ (6), cho¢ te jony reakcje przyspie-
szajg (3). Wiaczanie glukozy stymuluje najsilniej ceramid, w mniejszym
stopniu sfingozyna oraz sfinganina, przy czym powstaja réwniez glukozy-
losfingozyna i glukozylosfinganina (6). Odmienne sg wyniki doSwiadczen
z mikrosomami mézgu szczura. Whudowywanie glukozy do glukocera-
midu przyspiesza jedynie sfingozyna, natomiast ceramid nie ma wpitywu
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(35, 74), mimo, ze jedynym produktem reakcji jest glukoceramid (74).
Badany uktad enzymatyczny nie zawierat enzymu acylujgcego galaktozy-
losfingozyne ani glukozylosfingozyne (74). Akceptorem glukozy bytaby
wiec jaka$ ,,aktywna” forma ceramidu, powstajgca ze sfingozyny — by¢
moze kompleks ceramidu z enzymem Kkatalizujagcym acylowanie sfingo-
zyny.

Badania Kanfera (74) potwierdzajg odrebno$¢ drog syntezy gluko-
ceramidu i galaktoceramidu. Po dodaniu sfingozyny do uktadu enzyma-
tycznego z mikrosomow mozgu szczura, gdy donatorem jest UDP-galak-
toza, powstaje jedynie psychozyna, a jeSli UDP-glukoza—glukoceramid.

IV. Sulfatydy

Strukture sulfatydow jako siarczandéw galaktocerebrozydéw ustalit
B 1lix (8). Zwigzki te wystepujg nie tylko w mdzgu (8), ale i w innych
tkankach, na przyktad nerkach (94). Mikrosomy médzgu zawierajg uktad
enzymatyczny przytgczajacy grupe siarczanowg do galaktoceramidu (97).
Dawca grupy siarczanowej jest 3-fosfoadenozyno-5'-fosfosiarczan (PAPS)
(2, 34). Prawdopodobnie w mozgu istniejg dwie sulfotransferazy — jedna
z nich przytacza grupe siarczanowg do trzeciego wegla galaktozy w cza-
steczce galaktoceramidu, galaktozylosfingozyny lub laktocerebrozydu, dru-
ga estryfikuje wolng galaktoze oraz drobne, rozpuszczalne w wodzie galak-
tozydy (34).

W homogenacie mézgu owcy zachodzi przeniesienie grupy siarczanowej
na endogenny akceptor, ktéry jest tak silnie zwiagzany z biatkiem enzymu,
ze ani za pomocyg ekstrakcji ani chromatograficznie nie mozna ich rozdzie-
lic. Produktem dziatania tego enzymu jest sulfatyd, nigdy siarczan gan-
gliozydu (2).

V. Dwuheksozoceramidy

Laktoceramid jest nie tylko sktadnikiem normalnych tkanek ssakéw
(sledziony (83), erytrocytow (115)) i, w wiekszych ilosciach, tkanek ra-
kowatych (115), ale prawdopodobnie jest takze prekursorem wyzszych gli-
kolipidow, na przyktad gangliozyddw (6, 77). Powstaje on przez przeniesie-
nie czasteczki galaktozy z UDP-galaktozy na glukoceramid. Specyficzna
galaktozylotransferaza z mézgow zarodkéw kurzych przenosi galaktoze
jedynie na glukoceramid badZ na glukozylosfingozyne, a sfingozyna, sfin-
ganina, ceramid, psychozyna, galaktoceramid, laktoceramid i hematozyd
nie moga by¢ akceptorami. Reakcja zachodzi jedynie w obecnosci detergen-
tu i jonédw Mg2+ lub Mn2+. Inne jony Ni2+, Co2+, Cu2+ Fe3+, Zn2+ i Cd2+,
nie majag wptywu na reakcje (6). Optymalne pH reakcji wynosi 6,8 (6).
Analogiczna galaktozylotransferaza wystepuje rowniez w $ledzionie (65,
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66, 67), oraz w watrobie, nerkach i szpiku kostnym szczura (67). Od enzy-
mu opisanego przez Basu i wsp. (6) rézni sie ona tym, ze aktywujg ja
jedynie jony Mn2+ ktore nie moga byC¢ zastgpione jonami Mg2+ (65, 67);
optymalne pH dziatania enzymu jest nieco nizsze (6,1), a sfingolipidy, nie
bedace akceptorami, hamujg reakcje (67).

Drugim cytozydem wystepujgcym jedynie w niewielkich ilosciach
w normalnych tkankach cztowieka, na przyktad w nerce (93), jest galakto-
biozoceramid. Wystepuje on w wiekszych ilosciach w niektorych tkan-
kach nowotworowych (54) i jest gtdbwnym cytozydem leukocytéw ludzkich
(95) i nerek ludzi chorych na chorobe Fabry’ego (141) oraz $ledziony u nie-
ktérych szczepow myszy (66). Zdolnos$¢ syntetyzowania tego zwigzku u my-
szy jest uwarunkowana genetycznie (66).

Szlak biosyntezy galaktobiozoceramidu nie jest jeszcze znany. Wiado-
mo jedynie, ze leukocyty ludzkie zawierajg system enzymatyczny prze-
noszacy galaktoze z UDP-galaktozy na nieznany akceptor z utworzeniem
galaktobiozoceramidu, przy czym nie stwierdzono powstawania galakto-
ceramidu jako zwigzku posredniego (95), by¢ moze na skutek wielkiegj
szybkosci reakcji.

V1. Gangliozydy

Gangliozydy, wykryte w 1942 roku przez K lenk a (82) w substancji
szarej mozgu, stanowiag grupe glikolipidow, w ktérych skiad oprocz ce-
ramidu, glukozy, galaktozy i, zazwyczaj, N-acetylogalaktozoaminy wchodzi
kwas N-acetyloneuraminowy, zwany tez kwasem sialowym (NANA) lub,
rzadziej, kwas N-glikoloneuraminowy (139). Normalny mézg zawiera naj-
wiecej GMj-monosialogangliozydu. GM,, stanowigcy 3—5°/0 gangliozydéw
moézgu ludzi zdrowych, zwany jest gangliozydem Tay-Sachsa, gdyz w scho-
rzeniu tym stanowi 95% gangliozydéw (108). GM3gangliozyd, zwany he-
matozydem stanowi gtéwny glikolipid erytrocytéw niektorych ssakéw, na
przyktad psa. Analogiczny zwigzek, w ktdrym kwas sialowy zastgpiony
jest kwasem N-glikoloneuraminowym wystepuje w krwinkach innych
ssakow np. konia (63). Sialolipidy wystepujg takze w nerkach (94, 110,
111). Z badah nad przebiegiem wbudowywania glukozy do gangliozydow
moézgu in vivo wiadomo, ze najszybciej powstaje GMXi w nastepnej ko-
lejnoSci GOIA(64).

Przypuszcza sig, ze czasteczka gangliozydu powstaje raczej przez stop-
niowe wydtuzanie tancucha oligosacharydowego przytgczonego do cerami-
du niz przez przeniesienie catego oligosacharydu z nukleotydu na prosty
akceptor lipidowy. Kan fer (73) w 1965 roku wysunat hipoteze, iz kon-
cowym etapem powstawania czasteczki gangliozydu jest acylowanie oligo-
heksozylosfingozyny. Podstawg tego przypuszczenia byt fakt, ze po podaniu
dootrzewnowo lub domédzgowo emulsji znakowanego glukoceramidu z de-
tergentem, radioaktywne stajg sie gtéwnie ceramid sfingomielin i cerebro-
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zyd, a nie gangliozyd (73). Wydaje sie jednak, ze w tych warunkach za-
chodzi bardzo szybka degradacja cerebrozydu. Obecno$¢ detergentu przy-
spiesza degradacje (54). Wiekszos¢ autoréw uwaza, ze w biosyntezie gang-
liozydow akceptorem dalszych czasteczek cukru jest laktoceramid (6, 77,
119). Schemat 2 przedstawia proponowany przez Kaufmana i wsp.
(77) szlak powstawania gangliozydéw moézgu.

Mézgi zarodkdw kurzych (77) oraz miodych szczurow (1) zawierajg
co najmniej trzy odrebne sialotransferazy.

Enzym katalizujgcy reakcje A (schemat 2) przenosi kwas sialowy na
laktoceramid (I) z utworzeniem hematozydu-GM3(Il). Akceptorami kwasu
sialowego moga by¢ réwniez laktoza, tréjheksozyloceramid (VI) (reakcja
A') oraz tetraheksozyloceramid (VII) (reakcja A"), ale nie moga nimi by¢
galaktoceramid, psychozyna ani monosialogangliozydy (1,4). Dziatanie ana-
logicznej sialotransferazy z nerek, katalizujgcej wbudowywanie kwasu sia-
lowego do monosialogangliozydéw w obecnosci CMP-kwasu sialowego,
UDP-galaktozy i UDP-N-acetyloglukozoaminy, pobudzane jest raczej przez
tréjheksozyloceramid (VI) niz laktoceramid (75), a wiec zachodzi tam ra-
czej reakcja A'. Zaréwno enzym otrzymany z mézgu (4) jak i z nerek (75)
réznig sie optymalnym pH dziatania oraz termostabilnosciag od opisanego
przez Jourdaina iwsp. (70) enzymu z gruczotow mlekowych, biora-
cego udziat w syntezie sialolaktozy i sialoglikoproteidéw.

W wyniku dziatania enzymu B na monosialogangliozyd (IV) powstaje
dwusialogangliozyd GDA (V). Optymalne pH jego dziatania wynosi 6,5, jest
on najbardziej termolabilny z trzech opisanych sialotransferaz (77). Akcep-
torem kwasu sialowego w przypadku dziatania enzymu C jest hematozyd
(1N, a kwas sialowy przytaczany jest do kwasu sialowego a nie do galakto-
zy. Reakcja ta, w odr6znieniu od poprzednich, wymaga obecnos$ci fosfa-
tydyloetanoloaminy (77), fosfolipidu biorgcego tez udziat w biosyntezie
lipopolisacharydéw (124, 125) i glikolipidow (78) bakteryjnych. Reakcje
te, rdwniez w odro6znieniu od reakcji A i B, przyspieszajg histony. Opty-
malne pH reakcji wynosi 5,6 (77). Wszystkie trzy sialotransferazy in vitro
dziatajg jedynie w obecnosci detergentow (77). Niejednakowa wrazliwos¢
na temperature, réznice w optymalnym pH, oraz r6znorodnosé¢ czynnikéw
przyspieszajacych poszczeg6lne reakcje wskazujg, ze sg to odrebne enzymy
(77). Niestety dotychczas nie udato sie ich rozdzieli¢.

W moézgach zarodkéw kurzych (134) oraz miodych szczuréw (62) znaj-
duje sie réwniez enzym przenoszacy N-acetylogalaktozoaminge z UDP-ga-
laktozoaminy na hematozyd (GM3gangliozyd) (Il) z utworzeniem ganglio-
zydu Tay-Sachsa (GM2gangliozydu) (reakcja a). Enzym z zarodkéw ku-
rzych dziata jedynie w obecnosci jondw Mn2+ (134), a enzym z miodych
szczurd6w — Mg2+ (62). W homogenacie mézgu zarodka kurzego, we frak-
cji sedymentujgcej przy 3—39 000 g jako lekka warstwa nad gtownym
osadem, stwierdzono obecno$¢ galaktozylotransferazy przenoszacej galak-
toze na N-acetylogalaktozoamine gangliozydu Tay-Sachsa (IlIl) z utworze-
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niem monosialogangliozydu GM: (IV) (5). Enzym ten r6zni sie od transfera-
zy biorgcej udziat w syntezie laktoceramidu (6) tym, ze wymaga obecnosci
jonow Mn2+, ktdre nie moga by¢ zastgpione przez jony Mg2+. Przenosi on
rowniez galaktoze na wolng N-acetylogalaktozoamine i glikoproteidy (5).
Nie wiadomo jednak czy badany uktad nie zawierat kilku galaktozylotran-
sferaz.

Wiekszos$¢ opisanych reakcji transglikozydacji zachodzi lepiej w warun-
kach beztlenowych (31, 62).

VII. Inne glikolipidy

W pismiennictwie brak jest informacji na temat biosyntezy innych
glikolipidéw wystepujacych w rozmaitych tkankach, na przyktad globo-
zydu — gtdéwnego glikolipidu erytrocytdw ludzkich (152), czy ztozonych
glikolipidow o aktywnosci grupowej ABO. Dostepne sg jedynie fragmen-
taryczne dane.

W mikrosomach $ledziony, a takze w homogenatach nerek, watroby
i szpiku kostnego szczura zachodzi przytaczanie galaktozy do laktocera-
midu z utworzeniem galaktozylo-galaktozylo-glukozylo-ceramidu beda-
cego prawdopodobnie prekursorem globozydu. Wydaje sie, ze dziata tu
odrebna galaktozylotransferaza, aktywowana przez jony Mn2+ i, w siab-
szym stopniu, przez jony Mg2+, bardziej termostabilna od enzymu biora-
cego udziat w syntezie laktoceramidu (67).

Komorki :HelLa zawierajg ukiad enzymatyczny przytgczajacy fukoze
do glikolipidéw, by¢é moze takze do glikolipidow o aktywnos$ci serolo-
gicznej H (79).

Opisane enzymy przenosza na ogot czasteczke heksozy na rézne akcep-
tory z rozng wydajnoscig. By¢ moze, ze inne glikolipidy powstajg na bocz-
nych szlakach metabolicznych, w ktorych biorg udziat te same enzymy co
w syntezie gangliozydow. Mata aktywno$¢ enzymu wobec zwigzkéw o bu-
dowie nieco réznej od wiasciwego akceptora powodowataby powstawanie
niewielkich ilosci produktéw. Nie jest wykluczone, ze czasem wskutek
niedostatecznej specyficznosSci enzymu wobec donatora nastepuje whbudo-
wanie niewlasciwej heksozy, co powoduje byé moze zatrzymanie dalszej
rozbudowy tancucha, a w kazdym razie powstanie ,nietypowego” gliko-
lipidu.

VI1II. Glikozyloglicerydy

Ten rodzaj glikolipidéw wykryli w kwiecie pszenicy Carter i wsp.
(32) w 1956 roku. Dzi$ wiadomo, ze stanowi on gtdwny glikolipid chloro-
plastéw roslin nizszych (7, 121) i wyzszych (150), wystepuje tez w niezielo-
nych czesciach roslin (107), w btonie komdrkowej bakterii, przede wszyst-
kim gramdodatnich (129) i niektérych gramujemnych (151) oraz w tkance
nerwowej ssakow (126, 135).
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Niewiele jest jeszcze danych o biosyntezie tych zwigzkéw u ssakéw,
nieco wiecej wiadomo o ich powstawaniu u bakterii i roslin. U bakterii
w syntezie dwuglikozyloglicerydéw biorg udziat dwa enzymy (92, 109,
142). Pierwszy, silniej zwiazany z btong substruktur komérkowych, prze-
nosi pierwszg czasteczke cukru na dwugliceryd; drugi, rozpuszczalny, prze-
nosi druga czasteczke na monoglikozyd. Reakcje stymulujg jony Mg2+
(92, 109), kwasy ttuszczowe (92) i czasami fosfolipidy (78); detergenty nie
majg wptywu na reakcje. Powstawanie galaktozyloglicerydéw u roslin
nizszych (81) i wyzszych (101, 107, 122) katalizowane jest rdwniez przez
szereg enzymow, z ktérych enzym wigczajgcy pierwszg czasteczke cukru
jest najsilniej zwigzany z btong komdrkowg (107). Jony Mg2+ i Mn2+ nie
maja wptywu na reakcje (101), natomiast przyspiesza jg Swiatlo (122).
Zaréwno u bakterii (109) jak i roslin (101, 107) enzymy sg wysoce specy-
ficzne co do substratu i ilo§¢ przytaczonych czasteczek cukru zalezy od
rodzaju kwasow ttuszczowych. Ostatnie wyniki badan nad Euglena gracilis
Swiadczga, ze biosynteza tych zwiazkéw zachodzi¢ moze przez kwas fosfa-
tydylowy lub tez, ze zachodzi transacylacja o niewyjasnionym mechaniz-
mie (117). Wydaje sie, ze biosynteza u ssakéw zachodzi podobnie. W médzgu
wotu istnieje uktad enzymatyczny przenoszacy kolejno galaktoze z UDP-
galaktozy na gliceryd z utworzeniem mono- i dwu-a-galaktozydéw. Re-
akcje stymulujg jony Mg2+ oraz dezoksycholan (114). Komoérki Hela po-
siadajg dwa, silnie zwigzane z btong, uktady enzymatyczne syntetyzujace
tego typu zwiagzki. Jeden przenosi mannoze na dwuoleinian, drugi fukoze
na dwupalmitynian. Oba enzymy dziatajg tylko w obecno$ci jonow Mg2+.
Wytracanie acetonem powoduje dysocjacje kompleksu enzym-substrat (9).
Uderzajgca jest duza specyficzno$¢ enzymdw syntetyzujgcych glikozylo-
glicerydy w porédwnaniu do enzymoéw syntetyzujacych sfingoglikolipidy:
rozr6zniajg one rodzaj kwasu ttuszczowego przytgczonego do glicerolu.

IX. Uktady enzymatyczne biosyntezy glikolipidow

Na podstawie dotychczasowych badan mozna stwierdzi¢, ze uktad en-
zymatyczny syntetyzujacy glikolipidy obejmuje szereg specyficznych
glikozylotransferaz przenoszgcych pojedyncze czasteczki heksoz z odpo-
wiedniego nukleotydu na lipidowy akceptor z utworzeniem coraz bardziej
rozbudowanych zwigzkéw. Niektorzy autorzy przypuszczajg, ze jest to
kompleks wieloenzymatyczny (6, 119), co ttumaczytoby fakt, ze dodanie
do uktadu potencjalnego akceptora nie zawsze stymuluje reakcje. Na-
stepna czasteczka cukru bylaby zatem przenoszona na potgczenie akcep-
tora z kompleksem wieloenzymatycznym. Przeciw tej hipotezie przemawia
jednak odmienne pH optymalnego dziatania enzyméw syntetyzujgcych
glikolipidy, rézne state Kmi Vm oraz zr6znicowana termostabilno$¢ tych
enzymow itp.
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Wiekszos¢ glikozylotransferaz dziata jedynie w obecnosci jonow Mg2+
(3, 6, 31, 62) lub Mn2+ (3, 5, 6, 134). Wyjatkiem jest glukozylotransferaza
ceramid:glukoceramid (6) oraz sialotransferazy (77) dziatajgce rdéwniez
w uktadzie nie zawierajacym tych jonéw. Stezenie jondw metali w miejscu
syntezy glikolipidéw jest jednym z czynnikéw ograniczajgcych synteze.
Rosem an uwaza, ze niedobdr tych jonéw moze by¢ przyczyna powsta-
wania w pewnych warunkach krotszych ,,niedokonczonych” lipidéw (119).

Enzym in vitro dziata jedynie przy odpowiednim rozproszeniu akcep-
tora, co mozna osiggna¢ zapomoca detergentu (3, 6, 4, 62, 65, 77, 114), badz
adsorpcji na duzej powierzchni na przyktad na celicie (99). Dziatanie de-
tergentu zalezy od jego charakteru jonowego, na przykitad przytgczanie
galaktozy do laktoceramidu przez mikrosomy watroby jest przyspieszane
przez obojetny detergent cutscum (izooktylofenoksy-polyoksyetanol) nato-
miast Tween-20 nie ma wptywu na reakcje (67). Podobny moze by¢ me-
chanizm pobudzania syntezy dwusialogangliozydu przez histony — biatka
te wigzg gangliozydy (91).

Wiekszo$¢ badan nad biosyntezg glikolipiddw przeprowadzano z tkanka
mabzgowy. Metodyka rozdziatu tej tkanki na frakcje subkomdérkowe nie
jest jeszcze doktadnie opracowana i rézni autorzy stosuja rozmaite meto-
dyki, wskutek czego wyniki nie zawsze mozna porownywac¢ (37). Dane
Burtona iwsp. (31) z 1958 roku o wigczaniu znakowanej w pierwszym
weglu galaktozy do glikolipidéw, a dotyczace przede wszystkim biosyntezy
galaktoceramidu, sugerowaty, ze 5000 galaktozy wigczane jest w mikroso-
mach, 5—15° w mitochondriach, 11— 16% w jadrach, a 19—29°/0 w zrebie
btony. Wyniki prac p6Zniejszych sg rozbiezne. Na ogét uwaza sie, ze bio-
synteza gangliozydéw, podobnie jak glikoproteiddw mézgu, odbywa sie
w synaptosomach, w ktérych stwierdzono najwyzszg aktywnos$¢ sialotrans-
feraz (36). Basu iwsp. (6, 77), Kan fer (74) stwierdzili, ze najwieksza
aktywnos$¢ glikozylotransferaz wykazuje frakcja sedymentujgca miedzy
12 a 30 000 g, a wiec zawierajgca przede wszystkim mitochondria i synap-
tosomy oraz cze$¢ mikrosomow (37). Inni badacze: Moreli i Rod in
(99), Fujino i Nakamo (42), Curtino i wsp. (35, Arce i wsp.
(1) wykrywali obecno$¢ glikozylotransferaz gtéwnie we frakcji mikroso-
malnej, sedymentujgcej przy 100 000 g. Przylgczanie grupy siarczanowej
do cerebrozydu zachodzi przede wszystkim w mikrosomach (97). Synteza
ceramidu z wolnych kwasow ttuszczowych ma miejsce przede wszystkim
we frakcji mitochondrialnej (44), a z acylo-CoA — we frakcji mikrosomal-
nej (132). Tam tez acylowana jest psychozyna (14). W komorkach Hela
fukoza whudowywana jest do glikolipidow w gtadkiej btonie wewnetrznej
oraz w blonie plazmatycznej, natomiast N-acetyloglukozoamina — w bto-
nie mikrosomalnej (104). W $ledzionie najwyzszg aktywnos$¢ galaktozylo-
transferaz stwierdzono we frakcji mikrosomalnej (67). Enzymy te sg mocno
zwigzane z btong i solubilizacja detergentami (10, 97) lub sonifikacja (97)
zwieksza wielokrotnie ich aktywnos¢ in vitro.
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Biosynteza glikoproteidow wedtug wiekszosci autoréw katalizowana
jest badZ to przez kompleks wieloenzymatyczny zwigzany z btong mikro-
somalng (55), ktora by¢ moze zmienia w trakcie tego procesu charakter
z szorstkiego w gtadki przez odszczepienie rybosomow (90), badz tez przez
taincuch glikozylotransferaz zwigzanych z réznymi miejscami btony. W tym
ostatnim przypadku biosynteza zaczynataby sie na blonie mikrosomow
szorstkich, w ktérych wigczane sg pierwsze czasteczki cukru (przede
wszystkim N-acetyloglukozoamina), koriczyta za$ na btonie mikrosomdéw
gtadkich, gdzie witaczane sg przede wszystkim koricowe cukry i kwas sia-
lowy (90, 98). Bosman i wsp. (10), na podstawie wiaczania znakowanej
N-acetyloglukozoaminy do glikolipidéw i glikoproteidow btony komérko-
wej komoérek Hela, uwazajg, ze btony gtadkie sag miejscem integracji gli-
kolipidéw i glikoproteidéw w podjednostki, ktdre nastepnie taczg sie dajac
btone plazmatyczng. Fukoza wbudowywana bytaby w ostatnim etapie, juz
na bitonie plazmatycznej. Rozpuszczalne glikolipidy powstawatyby jako
prekursory glikolipidéw btony lub tez wskutek wyptukiwania z btony (10).
Jest nadal kwestig otwartg czy i jakie istniejg powigzania miedzy biosyn-
teza glikolipidéw i glikoproteidow. Wydaje sie, ze niektore enzymy biorg
udziat w biosyntezie tylko jednego rodzaju zwigzkéw, na przyktad sialo-
transferazy (77), inne by¢ moze dziatajg w obu systemach jak galaktozy-
lotransferaza przenoszaca galaktoze na gangliozyd Tay-Sachsa i na gliko-
proteidy (5).

Za powigzaniem miedzy szlakami biosyntezy obu typéw zwigzkéw
Swiadczy system grup krwi ABO. Nos$nikami specyficznosci antygenowej
w tym systemie sg glikolipidy krwinkowe (61, 88) oraz rozpuszczalne gli-
koproteidy (147). Zwiagzki te sktadajg sie z jednakowego lub bardzo podob-
nego tancucha oligosacharydowego, determinujgcego specyficzno$é serolo-
giczng i odmiennej makroczasteczki glikolipidowej lub glikoproteidowej.
Przytaczanie ostatnich czasteczek cukru do tancucha kontrolowane jest
przez geny grupowe. Race iwsp. (112) oraz Ziderman i wsp. (155)
wykazali, ze geny grupowe kontrolujg aktywno$¢ odpowiednich glikozy-
lotransferaz przytaczajacych witasciwe cukry do prekursorow glikoprotei-
dowych substancji grupowych. Nie ma dotychczas danych o biosyntezie
glikolipidéw grupowych. Interesujgce wyniki uzyskano niedawno badajac
dziatanie N-acetylogalaktozoaminotransferazy ze $luzéwki zotgdka Swini,
enzymu przeksztatcajgcego glikoproteid o aktywnos$ci H w substancje gru-
powg A. Inkubowane z tym enzymem erytrocyty grupy 0 lub B nabywaja
cechy grupowej A (130). Wyniki te wskazywatyby, ze ta N-acetylogalak-
tozoaminotransferaza bierze udziat zar6bwno w biosyntezie glikolipidéw,
jak i glikoproteidéw, albo tez, ze erytrocyty zawierajg réwniez grupowe
czynne glikoproteidy. Za tym ostatnim przypuszczeniem przemawiajg wy-
niki niektérych ostatnich prac (149).

Intensywnos$¢ biosyntezy glikolipidow zalezy od wieku. U kurczat en-
zymy warunkujgce te synteze wykazujg najwiekszg aktywnos$¢ w stadium

2 Postepy biochemii 1/71 r.
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zarodka (3, 4, 6, 77, 134). Szczury zaczynaja wigczaé parenteralnie podang
UC-galaktoze do glikolipiddw dopiero w wieku 6 dni, maksimum inkor-
poracji przypada na 22-gi dzieA, po czym nastepuje spadek aktywnosci
do 1/3, mimo ze ilo$¢ cerebrozydu w mozgu jeszcze ros$nie (100). Rosen -
berg i Stern (123) wyrdzniajg trzy fazy wzrostu moézgu szczura (ana-
logiczne okresy mozna wyr6zni¢ u cztowieka). | faza trwa do dwu tygodni
zycia — jest to okres gwattownego wzrostu masy mozgu, Il faza do pigtego
tygodnia, wzrost mdzgu jest nieco wolniejszy, Il faza do pigtego miesia-
ca — wzrost moézgu jest jeszcze wolniejszy. 1lo$¢ cerebrozydu i ganglio-
zydow ro$nie w pierwszym i drugim okresie linearnie, proporcjonalnie do
wzrostu masy mozgu. Po zakonczeniu trzeciej fazy zaczyna sie spadek
ilosci glikolipidow (123). Z wiekiem zmienia sie réwniez nieco sktad jakos-
ciowy tych zwigzkéw. Na przyktad w gangliozydach mtodych szczuréw
przewaza C-18 sfingozyna; z wiekiem wzrasta ilos¢ C-20 sfingozyny osia-
gajac u starych osobnikéw 50flo catkowitej iloSci zasady. Zmienia sie tez
sktad kwasow ttuszczowych, na przyktad kwas stearynowy stanowi gtéwny
kwas glikolipidow u zwierzat mtodych, a u starszych wiekiem zwierzat
zawarto$¢ kwasu stearynowego w gangliozydach lekko spada, a w cere-
brozydzie stanowi juz tylko minimalny procent (123).

Jednym z czynnikdéw przyspieszajagcych wbudowywanie in vitro cu-
krow do gangliozyddw jest czynnik wzrostowy nerwow, o ktorym wiado-
mo, ze stymuluje in vivo wzrost tkanki nerwowej. Mechanizm dziatania
tego hormonu jest nieznany (53).

Glikolipidy tkanki rakowej réznig sie na ogét od glikolipidéw tkanki
normalnej nie tyle sktadem jakoSciowym co stosunkami iloSciowymi. Wy-
daje sie, ze tkanka nowotworowa na skutek upo$ledzenia syntezy glikoli-
pidow zawiera wiecej zwigzkdw o krotszym tancuchu oligosacharydowym;
u chomika fibroblasty nowotworowe zawierajg dziesieciokrotnie wiecej
laktoceramidu, a pieciokrotnie mniej hematozydu niz fibroblasty normainfe
(60), a w komorkach nabtonkowych raka watroby stosunek gangliozydow
GDia:GM1IGM2wynosi 1:12:117 zamiast 1:0,5:2,6, jak w komérkach zdro-
wych (15). Ostatnio z nowotworéw wyodrebniono kilka nowych glikolipi-
doéw; niektoére z nich wydajg sie by¢ ,niewykonczonymi” substancjami
grupowymi (57). By¢ moze, ze znalezione w innych nowotworach, a nie
wystepujagce w zdrowych tkankach glikolipidy (52, 58, 59), sg réwniez
takimi ,,niedosyntetyzowanymi” zwigzkami.

X. Rozpad glikolipidéw

Mowigc o metabolizmie glikolipidéw nie mozna zapominaé, ze jest to
proces dynamiczny — w tkance zachodzi nie tylko ich biosynteza, ale
rowniez rozpad. Powstate proste zwigzki stanowié moga budulec do resyn-
tezy nowych lipidéw. Egzogenne glikolipidy sg hydrolizowane w jelicie
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cienkim przez hydrolazy o optimum dziatania w stabo alkalicznym pH
(18). Sok dwunastnicy zawiera tez enzym katalizujacy odwracalng reakcje
syntezy i hydrolizy wigzania amidowego ceramidu (102). Nilson (103)
wykazat, ze 40—45'% podanej w postaci glikolipidow sfingozyny zostaje
wchioniete jako niezmieniony cerebrozyd i szybko wbudowane do nowych
glikolipidéw. Podany domoézgowo cerebrozyd rozktadany jest szybko do
ceramidu i dalej do sfingozyny i kwasdw tluszczowych (86). Tkanka mo-
zgowa zawiera szereg karboksylaz katalizujgcych rozpad przede wszystkim
gangliozydow (87). W $ledzionie rozktadane sg gtownie glikolipidy stromy
krwinkowej — gangliozyd, laktoceramid i inne (72, 133).

W tkance nerwowej hydrolazy rozkladajgce glikolipidy znajdujg sie
przede wszystkim we frakcji sedymentujgcej przy 800—12 000 g (11, 40,
47), w odroznieniu od glikozydaz hydrolizujacych jedynie drobne, roz-
puszczalne w wodzie glikozydy (71), obecnych na ogdt we frakcji sedy-
mentujacej przy 12 000— 18 000 g (118) lub tez w supematancie po wiro-
waniu przy 100 000 g (39).

Z mozgu wyodrebniono i oczyszczono (91, 128) sialidaze rozktadajaca
dwu- i trojsialogangliozydy, hematozyd i sialolaktoze, ale nie dziatajaca
na monosialogangliozydy GMXi GM2ani na sialoproteidy (91). Analogiczna
sialidaza wystepuje w nerkach i jelicie cienkim cziowieka (84). Gangliozyd
Tay-Sachsa, GM2 hydrolizowany jest przez inng sialidaze wystepujaca
w mozgu, jelicie cienkim, nerkach. Produktem reakcji jest tréjheksozylo-
ceramid (84).

Tkanka moézgowa zawiera tez galaktozydazy. G att i wsp. (49, 50, 51)
opisali enzym rozktadajacy laktoceramid do glukoceramidu. Enzym ten
oczyszczono stukrotnie (50). Rozklada on przede wszystkim gangliozyd
GMj i tetraheksozyloceramid, ale dziata rowniez, cho¢ stabiej, na krétsze
glikolipidy — troj- i dwuheksozyloceramidy (47) oraz p-nitrofenylogalak-
tozyd (50). Galaktozydaza ta nie dziala na galaktoceramid ani psychozyne
(47). Galaktoceramid jest rozktadany przez odrebng galaktozydaze (11, 56),
dziatajgcg réwniez na laktoceramid, ale nie na wyzsze glikolipidy, na przy-
ktad Gal-Gal-Glk-ceramid (12). Enzym ten oczyszczono pieciokrotnie.
Wystepuje on w mozgu, $ledzionie, nerkach i ptucach (56). Badania po-
rownawcze nad izozymami galaktozydazy u ludzi zdrowych i chorych
z zespotem Hurlera sugeruja, ze rozpad gangliozydow warunkuje izozym
0 wiekszej ruchliwosci elektroforetycznej (68). Tkanka mézgowa zawiera
tez a-galaktozydaze rozktadajgcg galaktozyloglicerydy (114).

Tkanka nerwowa zawiera trzy N-acetyloheksozoamidazy (39), ale tylko
jedna z nich, zwigzana z frakcjg sedymentujaca przy 1000—25 000 g, od-
szczepia N-acetylogalaktozoamine od tréjheksozyloceramidu i, trudniej,
od gangliozydu GM2 Reakcje przyspieszajg jedynie detergenty kwasne np.
taurocholan, natomiast niektdre lipidy, miedzy innymi gangliozyd GM2
w przypadku trdjheksozydu, reakcje hamuja (40). Hydrolaza ta ma naj-
wyzszg ruchliwo$¢ elektroforetyczng sposrod izozymoéw (106). Analogiczny

ya
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enzym znajduje sie rowniez w miesniach (85).

W tkance nerwowej powstaty z laktoceramidu glukoceramid rozktada-
ny jest przez |3-glukozydaze (45, 49, 51), o wiasciwosciach fizykochemicz-
nych bardzo zblizonych do wiasciwosci |3-galaktozydazy rozktadajgcej ga-
laktoceramid (12).

Enzymy katalizujgce rozpad glikolipidow w $ledzionie petnig doniosta
role w usuwaniu produktow powstatych po hemolizie starych krwinek,
przede wszystkim globozydu o budowie N-acetylogalaktozoaminylo-galak-
tozylo-galaktozylo-glukozyloceramidu (152). Sztucznie wywotana, np. przez
podanie fenylohydrazyny, wzmozona hemoliza, a takze podanie stromy
krwinkowej powoduje wzrost aktywnosci hydrolaz $ledziony i watroby
(72). Z supernatantu po wirowaniu przy 100 000 g homogenatu $ledziony
wyodrebniono i oczyszczono osiemdziesieciodwukrotnie glukozydaze ak-
tywniejsza wobec glukoceramidu niz wobec p-nitrofenyloglukozydu
(20, 21).

W homogenacie jelita cienkiego wystepuje galaktozydaza r6znigca sie
od enzyméw tkanki nerwowej wysoka aktywnoscig wobec galaktozylo-ga-
laktozylo-glukozyloceramidu — produktu czeSciowego rozpadu globozydu
(17, 18). Ta sama tkanka zawiera rowniez enzym rozktadajacy galaktoce-
ramid i glukoceramid, a takze, stabiej, laktoceramid. Enzym ten wyodreb-
niono z frakcji sedymentujgcej przy 600—8 000 g i trzystukrotnie oczysz-
czono (19).

Mitochondria watroby zawierajg enzym rozktadajagcy w obecnosci ATP,
jonéw Mg2+ oraz fosforanu pirydoksalu sfingozyne do aldehydu palmity-
nowego i dalej do kwasu palmitynowego (80).

Na ogét hydrolazy zwigzane sg silnie z btonami substruktur komorko-
wych skad mozna je uwolni¢ do$¢ drastycznymi metodami jak sonifikacja,
ekstrakcjg detergentami itp. (11, 12). W miare starzenia sie organizmu
ros$nie ilos¢ rozpuszczalnych hydrolaz (13). Niektdre z nich sa na tyle stabo
zwigzane, ze do solubilizacji wystarcza kilkakrotne zamrozenie i rozmro-
zenie tkanki przed homogenizacjg (46, 68, 106, 127). Brady i wsp. (20,
21) stwierdzili obecno$¢ rozpuszczalnej glukozydazy w homogenacie $le-
dziony. G a 11 (47) na podstawie podobiefAstwa witasciwos$ci wystepujgcych
w moézgu hydrolaz glikolipidow (wtasciwosci fizykochemicznych powodu-
jacych trudnos$ci z rozdzieleniem enzymdw, podobiefAstwa optymalnego
pH ich dziatania, statych Km, Vm itp.) wysungt przypuszczenie, iz sg one
sktadnikami wieloenzymatycznego kompleksu zwigzanego z btong lizozy-
malng. Kompleks ten katalizowatby stopniowe odszczepianie koncowych
czasteczek cukrow z oligosacharydowego tancucha glikolipidu (47). Dzia-
tanie detergentami, sonifikacja, zamrazanie i rozmrazanie powoduje solu-
bilizacje catego kompleksu lub tez tylko niektérych, stabiej zwigzanych
biatek.

Wszystkie omawiane tu hydrolazy podobnie jak transferazy, a inaczej
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niz enzymy hydrolizujgce drobnoczasteczkowe glikozydy (118) dziatajg in
vitro jedynie w obecnosci detergentéw (9, 12, 13, 40, 45, 46, 47, 49, 51, 54).
Inne lipidy czasami przyspieszajg (13) a czasami hamujg reakcje (40).
Prawdopodobnie i w tym przypadku utworzenie kompleksu lipidu z enzy-
mem, bedacego pierwszym etapem reakcji, uwarunkowane jest odpowied-
nig wielkoscig micelli. Detergent utrzymuje micelle w stanie odpowiednie-
go rozproszenia, lipid pomocniczy zapobiega zbyt wielkiej dyspersji lub tez
zapewnia odpowiednig konformacje czgsteczki. Taurocholan przyspieszaja-
cy wiekszos$¢ reakcji katabolicznych powoduje koprecypitacje cerebrozydu
z cerebrozydazg (12).

Hydrolazy wystepuja zarowno w mdzgu zwierzat miodych i dojrzatych
jak i starych (11, 13). Galaktozydaza rozktadajagca galaktoceramid wyste-
pujaca raczej w podkorzu niz korze moézgowej (11) pojawia sie u miodego
szczura juz na cztery dni przed okresem intensywnego gromadzenia cere-
brozydu, a po okresie szybkiego wzrostu médzgu aktywno$¢ jej spada.
Gangliozydazy pojawiajg sie rdwnoczes$nie z poczatkiem gromadzenia gan-
gliozydéw, a aktywno$é ich maleje z wiekiem (13). Okres poétrozpadu
galaktoceramidu u noworodkéw szczura wynosi 45 dni, a gangliozydéw
24 dni — jezeli mierzy¢ go iloscia uwalnianej N-acetylogalaktozoaminy,
za$ ponizej 10 dni — jezeli mierzy¢ go iloscig uwalnianej galaktozy (30)
lub glukozy (64). W mikrosomach czas p6ttrwania gangliozydow jest nieco
krétszy niz w zakonczeniach nerwowych (64). Okres péitrwania egzogen-
nego globozydu w watrobie wynosi 3—4 dni (133). Brak ktérego$ z oma-
wianych enzymdw powoduje patologiczne nagromadzenie produktow lipi-
dowych. Obserwuje sie to w kilku schorzeniach neurologicznych tzw.
lipidozach.

Brak enzymoéw rozktadajgcych gangliozydy w tzw. uogdlnionej ganglio-
zydozie (105) i chorobie Hurlera (68) powoduje nagromadzenie przede
wszystkim gangliozydéw GMf, niedob6r N-acetylogalaktozoamidazy w nie-
ktérych postaciach choroby Tay-Sachsa prowadzi do nagromadzenia GM?2
zwanego gangliozydem Tay-Sachsa (85, 106, 127). W chorobie Gauchera
brak jest glukozydazy rozktadajgcej glukoceramid (22, 48). Brak enzymow
powodujacych rozpad glikolipidéw stromy krwinkowej prowadzi do odkta-
dania sie odpowiednich zwigzkéw w S$ledzionie, na przyktad galaktozylo-
-galaktozylo-glukozyloceramidu przy braku odpowiedniej galaktozydazy
w chorobie Fabry’ego (17, 18, 141) lub glukoceramidu przy braku glukozy-
dazy w chorobie Gauchera (20, 21, 22, 72, 104, 120).

W przebiegu lipidoz obserwuje sie czesto nagromadzanie sie w tkan-
kach réwniez glikoproteidow. Jest sprawg otwartg czy przyczyna tego jest
brak enzymu rozkladajgcego zarowno glikolipidy jak i glikoproteidy (68,
127), czy tez, jak przypuszczaja Matal on i wsp. (96) nagromadzone
glikolipidy zmieniajac strukture btony utrudniajg dziatanie enzymdéw roz-
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ktadajgcych glikoproteidy. Svennerholm na podstawie obecnego stanu
wiedzy o enzymach biorgcych udziat w syntezie i rozpadzie gangliozydow,
a takze o genetycznie uwarunkowanych blokach enzymatycznych powo-
dujgcych zaburzenia metabolizmu tych zwigzkéw, zaproponowat szlak ich
przemiany przedstawiony na schemacie 3 (140).

Biosyn- . Gromadzony lipid,
teza Degradacja dziedziczne bloki metaboliczne

ceramid
(3, 6,35 +
74, 95, (45, 49, 51) Glk-cer, choroba Gauchera
146) 1-
Glk-cer
(6, 65,66) i | (47, 49, 50, 51)
Gal-Glk-cer
@ 4 L (78, 91)
Gal-Glk-cer
NANA
(62, 134) F (40) Tay-S.ach/s_a
' GM2 i tréjheksozyd
GalNAc-G al-Glk-cer
©) ’ NANA GM,, uogélniona gangliozydo-
e (47) za i choroba Hurlera
Gal-GalNAc-Gal-Glk-cer
77 NANA
(91, 78)

Gal-GalNAc Gal-Glk-cer
NANA NANA-(NANA)

Schemat 3. Gtéwny szlak przemiany gangliozydéw moézgu z uwzglednieniem znanych
blokéw metabolicznych (wg 140)

Badania nad metabolizmem glikolipidéw sg jeszcze w stadium poczat-
kowym. Nie znamy petnego szlaku ich powstawania, nie znamy blizej
specyficznosci i innych wiasciwosci enzymow biorgcych udziat w tym
metabolizmie; zaden z nich, précz enzymu syntetyzujagcego ceramid, nie
zostal oczyszczony. Nie znamy tez miejsca w komdrce, w ktérym zachodzi
synteza. Nie wiadomo tez nic o kontroli syntezy i rozpadu tych zwigzkdw
na poziomie komo6rkowym, oraz przyczyn jej zaburzeA w komdrce nowo-
tworowej. Podobienstwo glikolipidow i glikoproteidow nasuwa tez pytanie
0 powigzania metabolizmu obu tych grup zwigzkéw. Obecny stan badah
pozwala jednak na zorientowanie sie w problemie, na naszkicowanie hipo-
tetycznych szlakow, na stawianie nowych pytan.
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DANUTA HULANICKA*

Biosynteza cysteiny i jej regulacja w komorce bakteryjnej

Biosynthesis of Cysteine and its Régulation in Bacteria Celi

Assimilatory sulfate réduction and cysteine formation are described. Some aspects
of the cysteine biosynthesis are discussed.

Wystepowanie w $wiecie zywym siarki o r6znej wartosciowosci, tatwos¢
przechodzenia z jednego poziomu utleniania w inny, mozliwo$¢ tworzenia
ré6znorodnych potgczerh z innymi atomami siarki oraz z tlenem uniemozli-
wiajg petne omowienie metabolizmu zwigzkéw siarki w jednym artykule.
W niniejszej publikacji gtéwng uwage poswiecono przedstawieniu asymi-
lacyjnej redukcji siarczanu i regulacji tego procesu u bakterii.

I. Asymilacyjna i dysymilacyjna redukcja siarczanu

Redukcja nieorganicznego siarczanu z wytworzeniem zwigzkéw zawie-
rajagcych dwuwartosciowg siarke, na przyktad cysteiny, jest wylgcznie
wihasnosciag wiekszosci mikroorganizmow i roslin. Caly Swiat zwierzecy
jest zalezny od dostarczenia cysteiny albo metioniny pochodzenia roslin-

Rosliny, Mikroorganizmy
--------------------------------------------- glutation

I o) 1
|

$02° s2={ Cysteina /

Z—= Metion

Coenzy

|
L Thobeciti | l

Cystyna ——s= Biatka

Zwierzeta, Rosliny, Mikroorganizmy

Schemat 1. Cykl siarkowy w przyrodzie z zaznaczeniem centralnej roli cysteiny;
metabolizm siarczanu asymilacyjny (--------- ), dysymilacyjny (----------- )

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
Wykaz stosowanych skrétéw: APS — adenylilosiarczan, PAPS — 3-fosfoadeny-
lilosiarczan, OAS — o-acetylo-L-seryna
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nego lub bakteryjnego. Schemat 1 przedstawia cykl siarkowy w przyro-
dzie z zaznaczeniem centralnej roli cysteiny.

Istniejg dwa rodzaje redukcji siarczanu: asymilacyjny i dysymilacyjny.
Redukcja asymilacyjna ma na celu przede wszystkim dostarczenie zwigz-
kéw zawierajacych dwuwartosciowg siarke do syntezy cysteiny — wezto-
wego zwiazku w metabolizmie siarczanowym. Proces ten jest uniwersalny
w $Swiecie roslinnym i szeroko rozpowszechniony wéréd mikroorganizméw.

U niektérych bakterii wystepuje inna droga redukcji siarczanu. Bakte-
rie te czerpig energie zredukcji zwigzkéw siarkowych. Droga ta nosi nazwe
dysymilacyjnej (60). U Desulfovibrio sulfuricans, bezwzglednych beztle-
nowcOw, siarczan jest koncowym akceptorem elektronéw w procesie od-
dychania. Poniewaz u tych bakterii ze wzgledéw energetycznych reduko-
wane sg duze ilosci siarczanu, nadmiar powstatego siarczku jest wydzie-
lany do S$rodowiska, a czesciowo tylko zuzywany do syntezy cysteiny.
W zasadzie przebieg reakcji w obu drogach jest analogiczny. Réznig sie one
jedynie tym, ze w dysymilacyjnym metabolizmie siarczanu substratem re-
duktazy jest adenylilosiarczan (APS, 1), a w asymilacyjnej 3'-fosfoadeny-
lilosiarczan (PAPS, Il). Dysymilacyjny metabolizm jest ekonomiczniejszy,
gdyz redukcja APS zamiast PAPS umozliwia komdrce zaoszczedzenie jed-
nego mola ATP na jeden mol siarczanu.

Droga dysymilacyjna byta w ostatnich latach przedmiotem szerokich
badah w szeregu pracowni (7, 33, 45, 46), a w roku 1965 Postgate (47)
omowit metabolizm tych bakterii. Szczegétowe przedstawienie tego proce-
su przekracza ramy niniejszego artykutu.

f“le NH2
C N
Y ¥ e ith
CH
W e 15
HO-C-H
| HO -
HO'C|'H 01 HO-CIH
Hg—(i:'—'H ? -O_E)_O_(l':_H
W= o3 O HO-C—H (o]
A TS R H2C—O—(g—0—§ 0
O O 6 6

Il. Biosynteza cysteiny

Poznanie poszczegblnych etapéw redukcji siarczanu z wytworzeniem
cysteiny zawdzieczamy w duzej mierze Bandurskiemu i Wilso-
nowi (5 60, 67), ktorzy u drozdzy opisali reakcje prowadzace do wytwo-
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rzenia aktywnego siarczanu oraz pierwsi wprowadzili powszechnie dzi$
uzywane skroty PAPS i APS.

Niematg pomocg w ustaleniu poszczeg6lnych etapéw biosyntezy cystei-
ny, podobnie jak przy poznawaniu innych drog biosyntetycznych, byty
mutanty bakteryjne.

Mizobushi i wsp. (38) badajac szereg mutantéw cysternowych
S. typhimurium okreslili ich zapotrzebowanie wzrostowe oraz ustalili, ze
geny kodujace enzymy biosyntezy cysteiny tworzg pieé niezaleznych jed-
nostek transdukcyjnych. Doktadne mapowanie regionu cysC zostato opisa-
ne dwa lata po6zniej przez Demereca (9. Monty i wsp. badali
od strony biochemicznej otrzymane mutanty (34, 35).

0] ile biochemie syntezy cysteiny w komdrce E. coli poznano réwnie
dobrze jak u S. typhimurium, to genetyczna analiza tego procesu u tych
bakterii zostata w peini zbadana stosunkowo niedawno. Od szeregu lat
biosyntezg cysteiny u E. coli zajmuje sie wraz ze wspotpracownikami
Pasternak z Uniwersytetu w Oxford (26, 42, 65). W roku 1968 ukaza-
ty sie prace Jones-Mortimera ztej pracowni, zawierajgce wyniki
mapowania mutantéw cysternowych E. coli (24). Zbadanie natury plejotro-
powych mutantéw cysternowych E. coli cysE i cysB umozliwito wyjasnienie
mechanizmu kontrolujgcego synteze cysteiny w komérce (25).

cysE
seryna + acetylo CoA—=0AS

oys6
$03—=s*-

Cys C APS— PAPS
Cys D SOf-— APS
Cys H PAPS— S03
Cys | SOf— §7'
CysJ SOi"— S2"

----- cysB

PAPS— SOf
SOf—§;

CysA
permeaza: sof-—sof

btona komérkowa

Rys. 1. Chromosom Salmonelli typhimurium z zaznaczeniem lokalizacji genéw cystei-
nowych oraz reakcji przeprowadzonych przez poszczeg6lne enzymy (wediug 24]
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Na rysunku 1 przedstawiono chromosom S. typhimurium z zaznacze-
niem lokalizacji genow biosyntezy cysteiny oraz reakcji sterowanych przez
poszczegdlne geny. Do tej pory nie znaleziono mutanta S. typhimurium
kodujacego sulfhydrylaze o-acetyloseryny.

Zalezno$¢ miedzy genami a defektami enzymatycznymi przedstawiono
w tablicy 1.

Metabolizm wewngtrzkomoérkowego siarczanu mozna podzieli¢ na trzy

Tablica 1.

Zestawienie gendw biosyntezy cysteiny i kodowanych przez nie enzymoéow wedtug (24)

E. coli S. typhimurium
cysA permeaza SOI" cysA permeaza SOI"
cysB regulatorowy cysB regulatorowy
cysC APS kinaza cysC APS kinaza
cysD ATP sulfurylaza cysD ATP sulfurylaza
cysE transacetylaza serynowa cysE transacetylaza serynowa
cysH reduktaza PAPS cysH reduktaza PAPS
cysP cysl
cysQ uktad reduktazy siarczynowej cysJ uktad reduktazy siarczynowej
cysG cysG

-------- btona komérkowa

PAP

PAPS
uktad reduktazy siarczynowei

YS $03 XH, \ NADP
zred. NADP C(SH) )( >
> >< zred. NADP
NADP zred. FAD CsS >> Cysteina
uktad reduktazy PAPS 0AS

T

Seryna

Schemat 2. Biosynteza cysteiny

CSS — biatko transportujgce atomy wodoru, wchodzace w skitad reduktazy PAPS, YS-SO,— for
ma zwigzana SO|~ z biatkiem zawierajacym grupy -SH
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etapy. Pierwszy etap — to aktywacja wewnatrzkomdrkowego jonu siar-
czanowego, drugi to redukcja siarczanu do siarczku poprzez siarczyn,
a trzeci wprowadzenie jonu siarczkowego do zwigzku organicznego, o-ace-
tylo-L-seryny (OAS), z wytworzeniem cysteiny.

Schemat 2 przedstawia biosynteze cysteiny, poszczegdllne etapy prze-,
biegajg analogicznie u mikroorganizméw i u roslin.

1. Aktywacja wewnatrzkomérkowego siarczanu

Permeaza. Pierwszym etapem przemiany siarczanowej jest pobranie
SOI" przez komorke. U bakterii przejscie przez btone komérkowg odby-
wa sie na drodze aktywnego transportu, z udziatem permeazy siarczano-
wej (10).

Zagadnienie transportu siarczanu u E. coli jak dotad jest mato zbada”
nym procesem. Natomiast permeaza siarczanowa S. typhimurfum nalezy
do jednego z nielicznych, stosunkowo dobrze poznanych systeméw per-
meaz. Permeaze siarczanowg koduje gen cysA. Analiza genetyczna mu-
tantow (38) wykazata, iz gen ten sklada sie z trzech cistrondw cysAa,
Ab i Ac. Obecno$s¢ w komorce wszystkich trzech nieuszkodzonych cistro-
néw jest warunkiem pobrania przez komorke jonu siarczanowego (10).
Transport siarczanu do wnetrza komorki jest procesem zaleznym od ener-
gii i temperatury. Powinowactwo uktadu transportujgcego do substratu
jest stosunkowo wysokie (Km— 3,6 X 10~8M).

Permeaza siarczanowa rowniez przeprowadza jon SZJT do wnetrza
komorki, czyli ma podwdéjng funkcje (34), jednak siarczan jest substratem
fizjologicznym. Mutanty cysA nie sg zdolne do wzrostu ani na siarczanie
ani na tiosiarczanie, nawet jesli stezenie tych aniondw jest 200-krotnie
wyzsze od stezenia umozliwiajgcego wzrost szczepu dzikiego. Tiosiarczan
i siarczyn sg silnymi kompetycyjnymi inhibitorami transportu siarczanu.

Kinetyka pobierania siarczanu przez komorki rézni sie od kinetyk
innych uktadow transportujgcych. Pardee i wsp. (13) podajg, iz
w pierwszej minucie nastepuje gwattowne pobranie siarczanu, w ciggu
nastepnych dwdch minut zachodzi wydzielanie anionu przez komérke, po
czym ustala sie rownowaga.

W dalszych pracach Pardee i wsp. (40) donoszg o wykryciu i wyodreb-
nieniu biatka wigzgcego SOI-- Nawet mutanty cysA niezdolne do tran-
sportu SOi- wykazujg zdolno$¢ wigzania tego jonu. Sferoplasty lub ko-
morki po szoku osmotycznym tracg zdolno$¢ wigzania SOf-. Lokalizacje
biatka wigzacego o niskim ciezarze komdérkowym (32 000) opisano w dwa
lata p6zniej (41). >

Biatko warunkujgce wigzanie SOI~ stanowi cze$¢ uktadu transportuja-
cego SOI-. Pobieranie siarczanu przez komérke regulowane jest przez
dwa systemy kontrolne, represji oraz sprzezenia zwrotnego (ang. feed-
-back). Te dwa systemy kontrolne umozliwiajg komdrce operatywne re-
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gulowanie ilosci siarczanu transportowanego do wnetrza komorki. Uktad
ten ulega represji i derepresji, w zalezno$ci od Zrédta siarki w pozywce;
hodowla na cysteinie powoduje represje, natomiast wzrost przy ograni-
czonej ilosci SOI- lub w obecnosci kwasu L-djenkolowego powoduje dere-
presje (10). Fakt, iz permeaza moze by¢ zdereprymowana w nieobecnosci
siarczanu (wzrost w obecnosci kwasu L-djenkolowego), dowodzi, iz ukitad
ten nie jest systemem indukowalnym.

Cysteina jest rowniez inhibitorem zwrotnym permeazy E. coli (25)
i S. typhimurium (23). Wyniki uzyskane przez Hulanickag (23) wy-
kazujg silne hamowanie permeazy siarczanowej przez 0,ImM cysteine
u S. typhimurium. U E. coli E11is (15) stwierdzit zmniejszenie pobiera-
nia siarczanu przez komorke w obecnosci L-cysteiny lub L-cystyny. Inne
badane zwiazki jak glutation, cysteamina, L-metionina, L-seryna i D-sery-
na nie miaty wptywu na aktywno$¢ permeazy.

Aktywacja siarczanu. Redukcja siarczanu do siarczynu jest reakcjg
wymagajaca dostarczenia duzych ilosci energii.

SOi~ + 2e->SOI" AF = +14 000 kal 1

Dlatego tez zanim wewngtrzkomdrkowy siarczan zostanie zredukowany
musi ulec aktywacji. W procesie tym powstaje adenylilosiarczan. Z chwilg
utworzenia wigzania fosforanowo-siarczanowego, grupa siarczanowa
w APS moze ulega¢ redukcji badZz przeniesieniu na inne zwigzki. Jednak
jedynie u Desulfovibrio samo utworzenie wigzania fosforanowo-siarczano-
wego w APS jest wystarczajace, aby powstaty zwigzek uzyskat wiasnosci
donora grupy siarczanowej. Natomiast u wiekszosci mikroorganizmdéw
i u ro$lin konieczna jest dodatkowa fosforylacja z utworzeniem PAPS,
powszechnie znanego jako aktywny siarczan (60). Z powodu tej dodatko-
wej grupy fosforanowej poréwnanie PAPS do acetylo-CoA przez L ip -
manna (36) jest niezupetnie trafne.

Powszechno$é wystepowania PAPS w Swiecie zywym wskazywataby,
ze powstanie aktywnego siarczanu jest nieodzownym etapem metaboliz-
mu siarczanowego na wszystkich szczeblach rozwoju ewolucyjnego. Zwie-
rzeta, chociaz nie posiadajg zdolnosci redukowania siarczanu, wytwarzaja
PAPS, ktéry zuzywany jest do syntezy miedzy innymi siarczano-weglo-
wodanéw i lipidéw (20).

Enzymy aktywujgce siarczan opisano u bakterii (12, 42), u Neurospora
(4, 22), u drozdzy (5) i u Penicillium chryzogenum (52). Istniejg dowody,
iz fotosyntetyzujace organizmy jak Chlorella (63) i Euglena (2) réwniez
tworzg PAPS jako jeden ze zwigzkéw posrednich metabolizmu siarczano-
wego.

U wyzszych roslin obecno$¢ sulfurylazy ATP stwierdzono w chloro-
plastach szpinaku. W literaturze brak jest danych o kinazie APS. Jednak
dowodem posrednim wystepowania kinazy jest fakt, ze PAPS jest sub-
stratem dla reduktazy siarczanowej (4).
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Aktywny siarczan powstaje stopniowo, w pierwszym etapie siarczan
reaguje z ATP i powstaje APS.

Mg*t
ATP + S O +—* APS + PPj 2

Reakcja ta jest katalizowana przez adenylilotransferaze ATP: siarczan
(EC 2.7.7.4) zwang powszechnie w skrdcie sulfurylazg. Reakcje te badano
w réznych uktadach zwierzecych, roslinnych i bakteryjnych (42, 67). Me-
chanizm reakcji, niezaleznie od pochodzenia enzymu, jest jednakowy.
Réwnowaga reakcji ze wzgledéw energetycznych jest przesunieta w Kkie-
runku tworzenia ATP isiarczanu. Jednak dzieki obecnosci w komérce piro-
fosfatazy, usuwajgcej powstajacy PP X reakcja przebiega z wytworze-
niem APS.

Charakterystycznym rysem sulfurylazy jest niespecyficzno$¢ tego en-
zymu. Reaguje on ze wszystkimi anionami pierwiastkéw grupy VI uktadu
okresowego. Jesli substratem jest selenian powstaje adenylilofosforano-
selenian. Prawdopodobnie tg drogg sg syntetyzowane wystepujace w na-
turze zwiazki selenowe. Z innymi anionami grupy VI, chromianami, mo-
libdenianami i wolframianami, potaczenia z AMP sg bardzo nietrwate.

ATP Q0I~"Mool-.wof-* AMp + pp _ 3

W obecnosci tych anionéw dochodzi do rozktadu ATP i strat energe-
tycznych. Mozliwe, iz tag reakcjg wyttumaczy¢ mozna toksycznos$¢ tych
anionow.

Nastepnym etapem w procesie aktywacji siarczanu jest reakcja APS
z druga czasteczkag ATP. Reakcja ta jest katalizowana przez enzym nazwa-
ny 3'-fosfotransferaza ATP: adenylilosiarczan (EC 2.7.1.1.5.) lub w skré-
cie kinazg APS.

APS + ATP ->PAPS + ADP 4

Druga grupa fosforanowa dotagcza sie do 3-go wegla rybozy.

2. Redukcja siarczanu

Drugi etap metabolizmu siarczanowego — reduktywne reakcje pro-
wadzgce do wytworzenia jonu siarczkowego, bedgcego bezposrednim pre-
kursorem atomu siarki w cysteinie, przebiegajg analogicznie u bakterii
(53), grzybéw (52, 35), glonéw (63) i u wyzszych roslin (28, 59). Oczywiscie
istniejg roznice we wiasciwosciach enzymow otrzymanych z réznych zré-
det. Na przykiad reduktaza siarczanowa z S. typhimurium wykazuje zdol-
no$¢ redukowania zaréwno siarczanu, jak i azotynu (29, 55), natomiast
oczyszczone preparaty z Allium odorum wykazujg aktywnos$¢ tylko wzgle-
dem siarczanu (59). Zredukowany NADP moze stuzy¢ jako bezposredni
donor atomdéw wodoru dla preparatow reduktazy z E. coli lub z drozdzy,
natomiast oczyszczone preparaty otrzymane z lisci Allium wykazujg bar-
dzo stabg aktywnos$¢ wobec zredukowanego NADP.

3 Postepy biochemii 1/71 r.
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Reduktaza PAPS. Redukcja siarczanu znajdujgcego sie w komorce
w postaci PAPS jest procesem ziozonym, w ktorym bierze udziat szereg
enzymow. Przebieg procesu przedstawiajg nastepujace reakcje:

zred. NADP + FAD -> NADP + zred. FAD 5
zred. FAD + CSS ->FAD + C(SH)2 6
C(SH)2+ PAPS -» CSS + PAP + (SOi~) 7
zred. NADP + (S032 -> 3NADP + S2'+ 3HD 8

Pierwsze trzy reakcje katalizowane sa przez enzymy wchodzace
w skiad systemu reduktazy PAPS, CSS jest biatkiem transportujgcym
wodory. Powstajacy siarczyn napisano w nawiasach celem zaznaczenia,
ze w komarce znajduje sie on w postaci zwigzanej.

Wilson i wsp. (66) ro® :elili system reduktazy PAPS na enzymy
A i B, biatka wrazliwe na temperature, przeprowadzajace reakcje (5) i (6)
oraz na frakcje termostabilna, zawierajaca grupy -SH.

Jak wspomniano wyzej produktem reakcji katalizowanej przez reduk-
taze PAPS jest prawdopodobnie nie wolny siarczyn, ale raczej jeszcze nie
scharakteryzowany kompleks siarczynu z biatkiem zawierajacym grupy
-SH (62). Za istnieniem takiego kompleksu przemawia fakt niemoznos$ci od-
dializowania produktu reakcji. Grupa (SOl~ jest prawdopodobnie dota-
czana do grupy -SH aminokwasu wchodzacego w sktad enzymu A lub B
albo biatka CSS.

Torii i Bandurski (62) badajgc systemy otrzymane z drozdzy
stwierdzili spadek ilosci grup -SH po dodaniu PAPS do mieszaniny za-
wierajacej enzym A, B i zred. NADP. Zauwazono réwniez, iz zwiazany
siarczyn ulega wymianie z dodawanym wolnym siarczynem zgodnie z re-
akcja:

XFS03+ SOj~-* XS03+ IO|- 9
Odwracalng dysocjacje powstatego kompleksu mozna by ttumaczy¢ reduk-
cja podawanego in vivo siarczynu (3) oraz wydzielaniem wolnego siarczku
podczas redukcji PAPS. Zagadnienie, czy siarczyn ulega dalszej reduk-
cji jedynie w formie zwigzanej, nie jest catkowicie rozstrzygniete. Wydaje
sie, ze tworzenie kompleksu siarczyn-biatko u S. typhimurium jest nie-
zbednym warunkiem dalszej redukcji tego anionu. Natomiast preparaty
z E. coli (29) i drozdzy (21), redukujg rowniez siarczyn niezwigzany.

Zagadnieniem redukcji siarczanu u S. typhimurium zajmujg sie od
szeregu lat Mon ty i wsp. (12, 34, 54). Redukcja siarczanu znajdujgcego
sie w komorce S. typhimurium w postaci PAPS uzalezniona jest od obec-
nosci czterech cistronow Ba, Bb, Bc i H. Jak wyzej wspomniano, cztery
biatka biorg udziat w reakcji redukcji PAPS do SO3: enzymy A i B, bia}-
ko CSS oraz enzym katalizujgcy utlenianie zred. NADP. Zgodno$¢ miedzy
iloscig enzymow a iloScig cistrondw na pierwszy rzut oka mogtaby suge-
rowaé, iz poszczegblne cjstrony warunkujg synteze poszczegdlnych biatek.
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Tak poczatkowo przypuszczali Dreyfuss i Monty (11). Zatozeniu
temu jednak przecza inne obserwacje. Gen cysB jest niezbedny rdwniez
dla redukcji siarczynu do siarczku (11) oraz dla petnego wykorzystania
SO r jako zrodia siarki (34). Gen cysB wydaje sie by¢ genem regulatoro-
wym zarowno u E. coli (24), jak i u S. typhimurium (57).

Nieorganiczny tiosiarczan moze stuzy¢ jako zrédio siarki dla wielu
mikroorganizméw. Badania zapotrzebowania wzrostowego szeregu mutan-
tow Neurospora i Aspergillus wykazatly, ze SoO”, Ilub jego organiczne
potaczenia sg posrednikami w redukcji siarczynu (39, 48, 49). Dodanie tio-
siarczanu do pozywki powodowato zmniejszenie wigczania radioaktywnego
siarczanu do cysteiny zarowno u E. coli (50), jak i u S. typhimurium (8).
Na podstawie tych wynikéw uznano tiosiarczan za jeden ze zwigzkow po-
Srednich w biosyntezie cysteiny. Dopiero p6zniejsze prace (34) wykazaty, ze
jon SDI" nie lezy na gtdbwnym torze przemian siarczanu, a wykrywanie
radioaktywnos$ci w cysteinie u bakterii hodowanych na radioaktywnym
S-S2° jako Zrodle siarki, polega raczej na reduktywnym rozktadzie jonu
S r zgodnie z nastepujacg reakcja:

SDOI" + 2e->S0OI~ + S2 * 10

Mutanty S. typhimurium, ktore nie mogg wykorzystywac jonu siarcz-
kowego jako Zrodia siarki nie rosng rowniez na tiosiarczanie. Fakt ten
wskazywatby, ze siarczek jest jedynym prekursorem atomu siarki w cza-
steczce cysteiny. DoSwiadczenia z mutantami nie zawierajgcymi reduktazy
siarczynowej wykazaty zuzytkowanie tylko jednego atomu siarki (ze-
wnetrznego) z czasteczek tiosiarczanu (34). Asymilacja przez komdrke
S. typhimurium tiosiarczanu jako alternatywnego Zrodta siarki jest repry-
mowana przez cysteing, a ponadto siarczek jest silnym inhibitorem meta-
bolizmu tiosiarczanu na zasadzie sprzezenia zwrotnego. W tym przypad-
ku dziatajg zatem rowniez dwa znane mechanizmy regulujagce — represja
i sprzezenie zwrotne. U drozdzy Kaji i McElroy (27) réwniez stwier-
dzili przemiane tiosiarczanu w siarczyn i siarczek.

Reduktaza siarczynowa. W wielu pracach donoszono, iz enzym kata-
lizujacy redukcje SOi~> tzw. reduktaza siarczynowa, moze utlenia¢ zred.
NADP nie tylko przy wspétudziale siarczynu, lecz takze innych akcepto-
row elektrondw, na przyktad hydroksylaminy czy azotynéw (14, 32, 37, 54).

Kemp i wsp. (29) otrzymali z E. coli oczyszczone 100—200-krotnie
preparaty reduktazy siarczynowej, ktére mimo tak wysokiego stopnia
oczyszczenia nadal wykazywaty aktywnos$¢ wobec hydroksylaminy i siar-
czynu. Doprowadzito to autoréw do wniosku, iz jeden i ten sam enzym Kka-
talizuje reakcje utlenienia zred. NADP, w ktorej akceptorami elektronéw
moga by¢ rozne zwiagzki. W tej samej pracy autorzy donoszg o otrzymaniu
mutanta E. coli, ktéry nie miat aktywnoS$ci reduktazy siarczynowej, ale
wykazywat aktywnos$¢ reduktazy zred. NADP: cytochrom c. Aktywnos¢ tej
reduktazy ulegata represji, jesli mutant hodowany byt na cysteinie.

3*
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Dreyfuss i Monty (11) wykazali, ze u S. typhimurium aktyw-
no$¢ reduktazy siarczynowej, enzymu katalizujgcego redukcje siarczynu
z udziatem zred. NADP jako donatora wodoru, jest zalezna od obecnosci
w komoérce szesciu cistrondw Ba, Bb, Bc, G, I, J. W rok p6zniej Monty
i wsp. (53, 55) opisali dalszy podziat mutantéw niezdolnych do redukcji
siarczynu, opierajac sie na ich zdolnosci do redukowania innych akcep-
toréw jak cytochrom c, hydroksylamina i FAD w uktadach zawierajacych
zred. NADP jakc Zrodto wodoru. Mutanty te podzielili na 2 grupy: na mu-
tanty Ba, Bb, Bc, J, ktore nie wykazujg aktywnosci wobec zadnego akcep-
tora oraz na mutanty Gil, ktére zachowaty zdolnos$¢ redukcji cytochromu
c i FAD. Stwierdzono rowniez koordynacyjna represje lub derepresje re-
dukcji cytochromu c, hydroksylaminy i siarczynu w zalezno$ci od zrodta
siarki w hodowli. Autorzy zaproponowali nastepujgcy schemat:

zred. NADP Ba’Bo’BC- XH2-2il+ SO§~, NH2OH 1
c;%t. ¢, FAD

W Swietle pozniejszych danych (57), jak i pracy Jones-Morti-

m era (25 nad -regulacjg biosyntezy cysteiny wydaje sie, ze cysB jest

genem regulatorowym i uszkodzenie jednego z trzech cistrondw powoduje

brak aktywnos$ci nie tylko reduktazy siarczynowej, ale i wszystkich en-

zymow cysternowych. Aktualny schemat powinien wiec wyglada¢ na-
stepujaco:

zred. NADP -i+ X|H2 SO§- NH20H 12

cyt. ¢, FAD

Przeniesienie elektronow ze zred. NADP na siarczyn lub hydroksy-
lamine zachodzi przynajmniej w dwdch etapach. Najpierw nieznany zwig-
zek posredni ,X” jest redukowany przez zred. NADP bezpos$rednio lub
posrednio, zdolno$¢ mikroorganizmu do jego redukcji jest zalezna od genu
cysJ. Z kolei ,,XHZ2" moze stuzyé jako donator elektronéw dla redukcji cy-
tochromu c¢ i FAD. Jesli komorka posiada nieuszkodzone geny cysG i cysl,
»XHZ moze redukowaé siarczyn lub hydroksylamine.

Dalsze badania enzymatyczne (53) wskazujg, iz reduktaza siarczynowa
ma dwa aktywne centra, jedno reaguje z cytochromem c i FAD, drugie
z siarczynem i NH2DH. Do wnioskéw tych autorzy doszli badajac hamo-
wanie redukcji cytochromu c oraz siarczynu przez NHZ2H. Stwierdzono,
iz jedynie w przypadku redukcji siarczynu wystepuje kompetycyjne ha-
mowanie. RO6wniez obserwacja, iz arsenin jest kompetycyjnym inhibitorem
redukcji SO i NHDH, a nie ma wplywu na redukcje cytochromu c
przemawia za hipotezg istnienia dwoch centrédw. Trzecim argumentem jest
dowéd genetyczny (55): zdolno$é¢ do redukcji zaréwno siarczynu, jak
i NH2OH zalezy od tych samych cistronow.

Istnienie roznic fenotypowych pomiedzy mutantem cysl i cysJ wska-
zuje, iz kazdy z pieciu cistrondéw regionu cys C, D, H, I i J warunkuje osob-
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ng funkcje i popiera twierdzenie Mizobuchi (38), ze kazdy z tych
cistron6w jest strukturalnym genem poszczegdlnych enzymow biosyntezy
cysteiny.

3. Trzeci etap biosyntezy cysteiny

Koncowym etapem w biosyntezie cysteiny jest reakcja jonu siarczko-
wego ze zwiazkiem organicznym. DoSwiadczenia izotopowe in vivo z E. coli
wykazaty, iz tancuch cysteiny pochodzi z seryny (1). Poczagtkowo uwazano,
ze seryna reaguje bezpos$rednio z jonem siarczkowym tworzgc cysteine.
Z drozdzy (51) i E. coli (43) wyodrebniono enzym, serynowg sulfhydrylaze.
Fizjologiczne znaczenie tego enzymu jest watpliwe. Hodowla E. coli na
cysteinie nie powoduje represji tego enzymu, a jego aktywno$¢ w poréw-
naniu z aktywnoscig o-acetylo-serynowej sulfhydrylazy jest bardzo niska.

W 1966 roku Kredich i Tomkins (31) stwierdzili, ze u S. typhi-
murium i E. coli sulfurylacja seryny do cysteiny przebiega dwuetapowo,
zgodnie z nastepujagcymi reakcjami:

L-seryna + acetylo-CoA -> O-acetyloseryna + CoA 13
e O-acetyloseryna + HXS  cysteina + octan + HaO 14

Reakcja pierwsza katalizowana jest przez transacetylaze serynowa,
druga przez sulfhydrylaze o-acetyloserynowg. W nastepnych pracach (6,
30) Kredich i wsp. otrzymali z ekstraktow z S. typhimurium oczysz-
czone preparaty tych dwoch enzymow. Stwierdzili oni, ze oba enzymy
tworzg dwufunkcjonalny biatkowy kompleks nazwany przez autoréw cy-
sternowg syntetaza. Kompleks ten, o ciezarze czasteczkowym 309 000, skta-
da sie z jednej drobiny transacetylazy serynowej (ciezar czasteczkowy
160 000) oraz z dwéch drobin sulfhydrylazy o-acetyloserynowej (ciezar
czasteczkowy 68 000). OAS w stezeniu od 10-4 do 10-8M powoduje od-
wracalng dysocjacje kompleksu.

Wystepujgca w kompleksie sulfhydrylaza o-acetyloserynowa stanowi
tylko 5% catkowitej ilosci enzymu, reszta wystepuje w stanie wolnym.
Dane fizykochemicznej analizy obu biatek wskazujg, ze obie sulfhydry-
lazy, zwigzana i wolna, sg identyczne. Za jednorodnos$cig obu sulfhydrylaz
przemawia mozliwos¢ tworzenia identycznego kompleksu z oczyszczonej
wolnej sulfhydrylazy A i transacetylazy, ktéra z sulfhydrylaz ma dziata-
nie fizjologiczne — trudno w obecnej chwili definitywnie okreslié.

Badania enzymatyczne mutantéw cysk (30), wymagajacych do wzrostu
cysteiny, wykazaty normalny poziom aktywnos$ci sulfhydrylazy oraz bar-
dzo niski albo zupeiny brak aktywno$ci transacetylazy. Na tej podstawie
mozna przyjaé, ze gen cysE, sktadajgcy sie z dwoch cistronow a i b, jest ge-
nem strukturalnym serynowej transacetylazy. Do tej pory nie znaleziono
mutanta S. typhimurium z uszkodzonym genem o-acetyloserynowej sulf-
hydrylazy.
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eJones-Mortimer iwsp. (24, 26) potwierdzili u E. coli dwuetapo-
wos$¢ przejscia seryny w cysteine. ROwniez w Swiecie roslinnym przejscie
seryny w cysteine zachodzi w dwodch etapach. Juz w 1967 roku Giov a -
nelli i Mudd (18, 19) oraz Thompson i Morris (61) stwierdzili,
ze OAS jest lepszym substratem dla roslinnej syntetazy cysternowej niz
seryna. Dopiero w 3 lata pdzniej (56) udato sie wykryé aktywnos$¢ sery-
nowej transacetylazy w ekstraktach ro$lin wyzszych. Dane te pozwalaja
przypuszczac, ze u ro$lin podobnie jak i u bakterii i grzybow sulfurylacja
seryny zachodzi poprzez o-acetyloseryne.

I11. Regulacja biosyntezy cysteiny

Dotychczas znane sg dwa modele regulacji proceséw biosyntetycznych
i katabolicznych w komoérce bakteryjnej (17). Model kontroli negatywnej,
zaproponowany przez Jacob i Mon od, oraz model kontroli pozytyw-
nej, opracowany przez Englesberga i wspétpracownikéw dla operonu ara-
binozy. Zasadniczym elementem w kontroli negatywnej jest zatozenie, ze
produkt genu regulatorowego zapobiega ekspresji genéw, jak to ma miej-
sce w operonie histydyny czy laktozy. Natomiast w uktadach podlegajgcych
kontroli pozytywnej produkt genu regulatorowego jest niezbedny dla eks-
presji genéw. Przyktadem uktadéw podlegajacych pozytywnej kontroli
jest redukcja azotandw u Aspergillus nidulans (44) oraz wyzej wspomnia-
ny operon arabinozy (58). W ukladzie tym produkt genu regulatorowego
araC i L-arabinoza, ktéra spetnia role induktora, sg niezbednymi czynni-
kami dla syntezy enzymoéw.

Regulacja biosyntezy cysteiny przypomina model regulacji operonu
arabinozy.

Jones-Mortimer i wsp. (26) stwierdzili, iz dodanie o-acetylo-
seryny do hodowli E. coli powoduje indukcje enzyméw cysternowych.
U S. typhimurium réwniez ma miejsce indukcja enzymow cysternowych
pod wptywem OAS. Hulanicka (23) stwierdzita indukcje permeazy
i enzymoéw aktywujacych siarczan przez dodanie OAS do hodowli S. typhi-
murium.

Dalsze prace Jones-Mortimera (24) doprowadzity do wyjas-
nienia mechanizmu regulacji biosyntezy cysteiny. Znalazt on wsréd sze-
regu mutantow cysternowych E. coli mutanty cysB i cysE, ktérych ekstrak-
ty nie wykazywaty aktywnosSci zadnego z enzymoéw cysternowych. Wyniki
mapowania wykazaty, ze nie sg one sprzezone z zadnym genem struktu-
ralnym cysteinowym, czyli ich plejotropowos$ci nie mozna tlumaczy¢ de-
lecja czy polarng mutacja.

Ekstrakty mutanta cysE wyhodowanego na podtozu zawierajagcym OAS
wykazywaty aktywnosé enzymow aktywujacych i redukujgcych siarczan.
A wiec plejotropowos$é mutanta cysE wynikata z niemoznosci syntezy OAS
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w komorce wskutek uszkodzenia genu cyskE, kodujacego transacetylaze
serynowa.

Oczywiscie o-acetyloseryna nie miata wptywu na aktywnos$¢ enzyma-
tyczng mutanta cysB. Test dominacji wykazat, ze altele cysB+ i cysE+ sg
dominujace wobec cysB~ i cysE~.

Na podstawie powyzszych wynikdw, jak i poprzednich prac (24, 65)
Jones-Mortimer (25 doszedt do wniosku, iz biosynteza cysteiny
podlega pozytywnej regulacji. Aby w komorce doszto do syntezy enzy-
mow cysternowych powinny by¢ spetnione trzy warunki:

a) komodrka powinna zawieraC czynny gen cysB,

b) stezenie Cysteiny powinno by¢ nizsze od pewnej krytycznej wartosci,

c) komérka powinna zawiera¢ induktor — o-aeetyloseryne.

Jones-Mortimer (25 zaproponowat schemat regulacji biosynte-
zy cysteiny u E. coli (schemat 3).
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Schemat 3. Schemat regulacji biosyntezy cysteiny wedtug (25)

Z poprzednich prac wiadomo byto, iz hodowla na cysteinie powoduje
represje enzymow cysternowych (16), Pasternak i wsp. (43) stwier-
dzili, ze represja enzymoéw redukujacych siarczan nie jest koordynacyjna,
ale roznicowa. Zaktadali oni, iz operatory poszczeg6lnych genéw struktu-
ralnych maja r6zne powinowactwo do represora, przy czym geny kodujace
enzymy katalizujace etapy wczesniejsze sg bardziej wrazliwe. Zauwazyli
oni bowiem, ze komdrki rosnace na pozywce zawierajgcej siarczyn lub siar-
czek zawierajg wiecej cysteiny niz komorki na pozywce z siarczanem.
Tego rodzaju mechanizm pozwalatby komdérkom rosngcym na zwigzkach
posrednich nie syntetyzowa¢ enzymow katalizujacych etapy wczesniejsze.

Wheldrake (64) wykazat istnienie odwrotnej zaleznoSci miedzy
specyficzng aktywnoscig enzymow aktywujgcych siarczan a stezeniem cy-
steiny w komdrce. Synteza enzymdéw nie zalezy jedynie od stezenia cystei-
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ny w komérce, ale i od induktora OAS (schemat 3). Jednakze cysteina
jest inhibitorem zwrotnym nie tylko permeazy, lecz takze transacetylazy
serynowej, ktéra przeksztatca seryne w OAS. Spencer i wsp. (57)
wzmiankowali, iz cysteina juz w stezeniu 1,1/ molarnym hamuje w 50°0
synteze OAS w komoérce S. typhimurium. Dlatego tez cysteina reguluje
Swojg synteze na zasadzie represji, ale bedac takze,inhibitorem zwrotnym
transacetylazy serynowej, wptywa na poziom OAS w komorce, a tym sa-
mym na indukcje enzymow.

Wyzej opisany schemat opracowano na podstawie badan nad E. coli
(24, 25). Ostatnie badania wskazujg, ze podobny mechanizm dziata row-
niez i u S. typhimurium. Hulanicka (23) stwierdzita indukcje enzy-
mow cysternowych oraz zapobieganie procesowi indukcji przez dodanie do
hodowli jednocze$nie z induktorem OAS — triazolu, zwigzku hamujacego
wzrost S. typhimurium. DosSwiadczenia wykazaty, iz in vitro triazol nie
wplywa na aktywnos$¢ enzymow cysternowych.

Jak wida¢ z powyzszych rozwazan regulacja biosyntezy cysteiny jest
procesem skomplikowanym i dotychczas nie catkowicie wyjasnionym. Do
chwili obecnej nie wiadomo w jaki spos6b OAS powoduje indukcje enzy-
mow, co jest produktem genu regulatorowego cysB i czy nie istniejg inne
geny regulatorowe.
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RYSZARD RUDNICKI *

Biosynteza i przemiany kwasu abscysynowego w roslinach

Biosynthesis and Metabolism of Abscisic Acid in Plants

The site of plant biosynthesis and metabolic conversions of the new plant hor-
mone — abscisic acid — and its related compounds are reviewed.

Rozwdéj ontogenetyczny rosliny jest uzalezniony od dziatania szeregu
czynnikéw S$rodowiskowych: S$wiatta, wilgotnosci, temperatury, ktérych
dziatanie zapoczgtkowuje, wzmaga lub hamuje procesy zyciowe.

Dotychczas uzyskane dane wskazuja, ze dominujaca role w przekazy-
waniu bodzcow Srodowiskowych uktadom metabolicznym, czynnym w or-
ganizmie ros$linnym, petnig niskoczasteczkowe zwigzki chemiczne, zwane
roslinnymi regulatorami wzrostu i rozwoju lub hormonami roSlinnymi.
Dzieki intensywnie prowadzonym w ostatnich latach badaniom okre$lono
role biologiczng tych zwigzkow, a w wielu przypadkach wyjasniono czes-
ciowo mechanizm ich dziatania. Odnosi sie to przede wszystkim do auksyn,
giberelin i cytokinin, pobudzajgcych wzrost i rozwdj roslin.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat w wielu osrodkach naukowych zajmo-
wano sie badaniem inhibitoréw wzrostu, oddziatywajgcych na procesy
fizjologiczne, miedzy innymi na opadanie lisci i owocow, hamowanie wzro-
stu, spoczynek nasion i pakow, kietkowanie nasion czy tez kwitnienie.
W wyniku tych badan znaleziono w roSlinie nowy hormon roélinny o cha-
rakterze inhibitora wzrostu — kwas abscysynowy (ABA) (2, 38). Dalsze
badania wykazaty, ze kwas abscysynowy indukuje w roslinach spoczynek
pakow i nasion, pobudza odpadanie owocow i lisci oraz, w niektorych
roslinach, wspdétdziata z giberelinami w kontroli kwitnienia.

Reakcje roslin na kwas abscysynowy i jego wspoétdziatanie z innymi
hormonami ro$linnymi w regulacji wielu proceséw fizjologicznych i bio-
chemicznych opisano juz w pracach przegladowych (2, 14, 24, 38, 46). Po-
dobnie omowiono juz dane dotyczace wyodrebnienia tego zwigzku z ma-
teriatu roslinnego, jego wystepowania, budowy chemicznej oraz dane
dotyczgce dziatania ABA na uklady metaboliczne podlegajgce kontroli
znanych dotad regulatoréw wzrostu (2, 24, 38, 46, 49).

* Dr, Zaktad Fizjologii Roslin Sadowniczych, Instytut Sadownictwa, Skierniewice
Wykaz stosowanych skrotéow: ABA — kwas abscysynowy
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Analogie strukturalne miedzy kwasem abscysynowym i innymi regu-
latorami wzrostu roélin, a takze réznorakie dziatanie ABA w roslinie i jego
wspotdziatanie z innymi hormonami ro$linnymi w regulowaniu proceséw
fizjologicznych i reakcji biochemicznych sg powodem zainteresowania bio-
syntezg i przemianami tego zwigzku. Mozna przypuszczaé, ze biosynteza
i metabolizm ABA sa $cisSle Zwigzane z biosynteza i metabolizmem innych
hormonow ros$linnych, w stosunku do ktdrych kwas abscysynowy dziata
czesto antagonistycznie. Chociaz drogi biosyntezy auksyn (25), giberelin
(22, 31) i cytokinin (19) sg mniej wiecej wyjasnione, to jednak miejsce
i mechanizm biosyntezy kwasu abscysynowego w ros$linie poznano dotych-
czas w niewielkim stopniu.

I. Kwas abscysynowy i jego naturalne analogi

Kwas abscysynowy wykryli Ohkuma iwsp. (1, 34, 35) jako czynnik
przyspieszajacy odpadanie owocow bawetlny. Wareing i wsp. (9, 11, 37,
47, 48) znalezli kwas abscysynowy w liSciach ro$lin drzewiastych Kilku
gatunkow i stwierdzili, ze zwiazek ten indukuje tworzenie sie zimowych
pakéw spoczynkowych. Wykazano nadto, ze kwas abscysynowy jest gtow-
nym skitadnikiem aktywnym tzw. ,inhibitora P”, wystepujacego w wiek-
szosci ro$lin (28). Ohkuma i wsp. (34, 35) okredlili kwas abscysynowy
jako kwas 3-metylo-5-(I-hydroksy-2,6,6-trojmetylo-2-cykloheksan-I-yl)
cis-trans pentadienowy (l). Opracowano réwniez spektropolarymetryczng
metode oznaczania ABA w ekstraktach roslinnych (7, 8).

Prowadzone przez wielu badaczy prace nad endogennymi czynnikami
regulujacymi odpadanie owocow i lisci oraz inicjujagcymi spoczynek do-
prowadzity do wyodrebnienia z materiatu ro$linnego wielu zwigzkéw o bu-
dowie i dziataniu fizjologicznym zblizonym do kwasu abscysynowego.
Wyodrebniono w stanie krystalicznym i zidentyfikowano (2) izomer trans-
trans kwasu abscysynowego (1), abscysylo-glukopiranozyd (V), kwas fa-
zeinowy (II1) i jego izomer trans-trans (I1V), oraz teaspiron (VI). Sposrod
tych zwigzkéw jedynie obydwa izomery przestrzenne kwasu abscysyno-
wego cis-trans i trans-trans otrzymano na drodze syntetycznej.

Dzialanie fizjologiczne tych zwigzkoéw nie jest jeszcze doktadnie okres-
lone. Réwniez w niewielkim stopniu poznano drogi ich biosyntezy i powia-
zania miedzy nimi.

Naturalny kwas abscysynowy jest zwigzkiem optycznie czynnym
i wystepuje w ro$linie jako (+)cis-trcms-ABA (7). Syntetyczny kwas
abscysynowy jest racematem i sktada sie z mieszaniny racemicznej izome-
réw (x) cis-trans-ABA i (%) trans-trans-ABA w stosunku 1:1. Poczatkowo
uwazano, Zze enancjomer (—) ABA jest nieaktywny biologicznie, jednakze
Milborrow (30) stwierdzit, ze znacznie oczyszczone preparaty obu izo-
merow ABA wykazujg podobng aktywnos$¢ biologiczna.
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Izomer trans-trans ABA wykryto w ekstraktach roslinnych w sto-
sunkowo niewielkich iloSciach (15, 41). Wyniki badan prowadzonych przez
roznych badaczy nad aktywnoscig fizjologiczng izomeru trans-trans nie
byty jednoznaczne. Na niektore procesy fizjologiczne, na przyktad na kwit-
nienie, dziata on podobnie do ABA, natomiast jego dziatanie jako inhibitora
w testach wzrostowych jest nieznaczne (6, 27, 32 42). Okazato sie (5, 30),
ze naturalny cis-trans-ABA na skutek dziatania Swiatta ulega fotochemicz-
nej izomeryzacji do trans-trans izomeru dajgc mieszanine obu izomerow
w stosunku 1:1. Nieaktywny w biologicznych testach wykonywanych
w ciemnos$ci izomer trans-trans-ABA przeksztatca sie na Swietle w cis-
-trans-ABA, co powoduje wystgpienie odpowiedniej reakcji fizjologicznej.
Wyodrebnienie z materiatu roslinnego izomeru trans-trans-ABA przy uzy-
ciu chromatografii cienkowarstwowej (41) i gazowej (15) mogto by¢ wyni-
kiem fotochemicznego przeksztatcenia cis-trans-ABA podczas procedury
ekstrakcji i chromatografii. Milborrow (30) wykazat, ze izomer trans-
-trans-ABA stanowi okoto 3% catej zawarto$ci kwasu abscysynowego
w owocach dzikiej rézy.

Kwas fazeinowy otrzymali MacMillan i Pryce (26) z nasion
fasoli (Plnaseélus multiflorus). Zwigzek ten petni w fasoli role stymulatora
odpadania strgkéw. Milborrow (30) zidentyfikowatl kwas fazeinowy
w owocach pomidora jako jeden z produktéw przeksztalcen egzogennego
ABA (30).

Glukozyd kwasu abscysynowego (abscysylo-P-D-glukopiranozyd) wy-
osobnili Koshimizu i wsp. (23) z owocow Lupinus luteus. Autorzy
ci stwierdzili, ze aktywnos$¢ fizjologiczna tego zwigzku jako inhibitora
wzrostu w testach biologicznych jest dwukrotnie nizsza od aktywnosci
ABA.

Teaspiron wyodrebnili Ina i Sakato (21) z lisci herbaty.

Dotad nie opublikowano jeszcze zadnych danych dotyczacych aktyw-
nosci fizjologicznej kwasu trans-fazeinowego i teaspironu. Wydaje sie, ze
wszystkie wymienione wyzej zwigzki sg pierwszymi poznanymi przedsta-
wicielami duzej grupy biologicznie czynnych pochodnych kwasu abscysy-
nowego zwigzanych z nim biosyntetycznie i charakteryzujgcych sie podob-
nym dziataniem fizjologicznym.

Il. Miejsce biosyntezy kwasu abscysynowego w roSlinie

Stwierdzenie w jakiej tkance ros$linnej zachodzi biosynteza kwasu
abscysynowego ma podstawowe znaczenie dla okreslenia roli fizjologicznej
i mechanizmu dziatania tego zwigzku. Okreslenie organu zdolnego do syn-
tezy ABA jest rowniez wazne dla poznania biosyntezy i przemian tego
hormonu. Dotychczas wiekszo$¢ danych uzyskano badajac przemieszczanie
ABA w roslinie (1, 2, 4, 10, 13, 20). Wareing i wsp. (11, 37, 47, 48)
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stwierdzili, ze biosynteza kwasu abscysynowego w roS$linie zachodzi
w lisciach, skad jest on transportowany do innych organéw roslinnych.
Kwas abscysynowy indukuje spoczynek zimowy roslin drzewiastych.
W warunkach krdtkiego dnia zawarto$¢ ABA w lisciach zwieksza sie silnie
co zdaniem autorow jest wynikiem szybszej jego biosyntezy.

Evans (13) wykazat, ze kwas abscysynowy moze byé transportowany
z lisci do wierzchotk6w wzrostu (akropetalnie). Natomiast przeprowadzone
przez Addicotta (1) doSwiadczenia nad pobudzaniem przez kwas
abscysynowy odpadania ogonkoéw lisciowych wskazuja, ze jest on transpor-
towany w kierunku korzeni (bazypetalnie). Podobnie Milborrow (2)
stwierdzit, ze transport znakowanego 4C ABA w ogonkach lisciowych za-
chodzi trzykrotnie silniej w kierunku bazypetalnym niz akropetalnym.
Dorffling i Bottger(10) wykazali, ze kierunek transportu ABA
w pedach roS$liny z rodzaju Coleus zalezy od wieku tych pedow. W mio-
dych pedach zwigzek ten jest transportowany gtéwnie w kierunku korzeni,
natomiast w starych pedach zardwno w kierunku bazypetalnym jak i akro-
petalnym.

Wyzej przedstawione dane wskazuja, ze synteza kwasu abscysynowego
moze zachodzi¢ w lisciach. W $wietle wynikéw innych doswiadczen liscie
nie sg jednak jedynym miejscem biosyntezy tego zwigzku w roSlinie. Ilos-
ciowa analiza kwasu abscysynowego w owocach truskawki, bedacych
w roznych stadiach rozwojowych, wykazata kilkakrotnie wieksza zawar-
to$¢ tego zwigzku w owocach dojrzatych (czerwonych) niz w niedojrzatych
(zielonych) (41) (tablica 1).

W zerwanych z drzewa, niedojrzatych gruszkach (40) (tablica 2) i jabi-
kach (3), dojrzewanych bezposrednio po zerwaniu z drzewa, a takze w cza-
sie dtuzszego ich przechowywania w chtodni poziom kwasu abscysynowego
zwieksza sie kilkakrotnie.

Tablica 1

Stezenie (+)-ABA w owocach i lisciach truskawki*, mierzone za pomoca testu bio-

logicznego (I), pochtaniania w ultrafiolecie przy 260nm (IlI) i spektropolarymet-
rycznie (I11)

i izomer
Organ roélinny lzomer y cis- trans-
cis- cis- trans- suma N ‘ suma
-trans -trans
-trans  _trans  -trans
Czerwone dojrzate
owoce 70 67 47.9 114,9 109 47 156
Biate niedojrzate
owoce 28 35 13,9 48,9 35 10 45
Zielone owoce 22
Liscie 8

* Owoce i liscie zbierano 10 czerwca 1967 roku
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Tablica 2
Zmiany zawartosci kwasu abscysynowego w gruszkach odmiany Faworytka Klapsa
podczas przechowywania w chtodni

& S 5= < T
N e S o 3
i . = =" <z
Data € < Warunki E = 5 o 2
pomiaru © z przechowywania 3 =3 z < 2 é %
K Ez 55 sf £f3
e 2 B8 S S 29 &8 _C8
3G =S 8 ¥ 5 h o N = E
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Zaobserwowano, ze w owocach avokado i pomidora traktowanych zna-
kowanym MC kwasem mewalonowym nastepuje intensywne znakowanie
kwasu abscysynowego (33, 36). Dane te wskazujg, Zze w owocach zachodzi
biosynteza kwasu abscysynowego de novo, niezaleznie od biosyntezy
w lisciach. Pewne dane wskazujgce na obecno$¢ inhibitora, o wtasciwos-
ciach fizjologicznych i chromatograficznych podobnych do ABA, w soku
wydzielajgcym sie z korzeni siewek jabtoni na wiosne (H. Plich, niepubli-
kowane dane) nie wykluczajg rowniez mozliwosci biosyntezy kwasu abscy-
synowego w korzeniach.

I11. Mechanizm biosyntezy kwasu abscysynowego w roslinie

Struktura kwasu abscysynowego wskazuje na powigzania biosyntezy
tego zwigzku z biosyntezg karotenoidow. Wyniki dotychczasowych badan
nad biosyntezg kwasu abscysynowego nie pozwalajg na catkowite wyklu-
czenie mozliwosci, ze powstaje on z jakiego$ karotenoidowego prekursora.

Taylor i Smith (45) przypuszczaja, ze kwas abscysynowy wy-
twarza sie z karotenoidéw w wyniku ich rozpadu pod wptywem Swiatta.
Wedtug tych autorow bezposrednim prekursorem kwasu abscysynowego
w ro$linie jest wiolaksantyna. Po naswietleniu wiolaksantyny silnym Swia-
ttem niebieskim udato sie autorom otrzyma¢ zwigzek zachowujacy sie
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podczas chromatografii podobnie do ABA i silnie hamujacy kietkowanie
nasion Lepidium. Taylor i Smith przypuszczaja, ze wskutek zmniej-
szania sie zawartosci chlorofilu w starzejgcych sie lisciach karotenoidy
zawarte w tkance pochtaniaja promieniowanie niebieskiej czeSci widma.
Konsekwencjg tego jest bardziej intensywna degradacja fotochemiczna
karotenoidéw, by¢ moze z przeksztatceniem ich w kwas abscysynowy. Pod-
wyzszony poziom kwasu abscysynowego w lisciach przyspiesza z kolei ich
odpadanie.

Hipotezy tej dotychczas nie potwierdzono w warunkach in vivo. Prze-
ciwko niej przemawiajg dane o wystepowaniu ABA rowniez w miodych
lisciach i owocach, a takze fakt, ze w niedojrzatych truskawkach synteza
ABA zachodzi wczesniej niz wystepuje wybarwienie sie owocu (39). Hipo-
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Rys. 1. Kochromatografia radioaktywnego (+) ABA i jego pochodnych z syntetycz-
nym racemicznym kwasem abscysynowym
Mikrogramowe ilo$ci syntetycznego ABA mieszano z radioaktywnym materiatem i chromato-
grafowano na ptytkach cienkowarstwowych z zelem krzemionkowym. Potozenie plam ABA
i zwigzkéw pochodnych, lokalizowanych na chromatogramach w $wietle ultrafioletowym o dtu-
gosci fali 254nm przedstawia linia pozioma na histogramach. Radioaktywno$¢ plam badano
spektrometrycznie przy uzyciu ptynnego scyntylatora
Histogramy: a) radioaktywno$¢ cze$ci ekstraktu po rozdzieleniu w uktadzie toluen:octan etyl-
lurkwas octowy (15:3:1 v/v); b) strefa kwasu abscysynowego z histogramu a) chromatografo-
wana w uktadzie propanol:butanol:amoniak:woda (6:2:2:1 v/v); c) strefa kwasu abscysynowego
po chromatografii b), ABA przeksztatcono w ester metylowy i chromatografowano w uktadzie
octan etylu:heksan (1:1 v/v); d) produkty po potraktowaniu estru metylowego z chromatografii
c) za pomocg NaBH4 chromatografowane w uktadzie octan etylu:heksan (1:1 v/v)

teza ta nie ttumaczy réwniez zaleznosci miedzy zawartoscia ABA w rosli-
nie a zmianami fotoperiodycznymi. Zaréwno analogie strukturalne, jak

4 Postepy biochemii 1/71 r.
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i dotychczas publikowane dane o biosyntezie kwasu abscysynowego w ro-
Slinie wskazuja, ze jest on syntetyzowany na tej samej drodze co wszyst-
kie izoprenoidy.

Doktadniejsze poznanie mechanizmu biosyntezy kwasu abscysynowego
stato sie mozliwe z chwilg zastosowania kwasu mewalonowego znakowa-
nego weglem MC do badan nad biosyntezg ABA (33, 36). Powstawanie
kwasu abscysynowego z kwasu mewalonowego badali Noddle i Ro-
binson (33). Po inkubacji owocéw avocado i pomidora z (+) kwasem
mewalonywym znakowanym MC w pozycji 2 tancucha, kwas abscysynowy
wykazywat silng radioaktywnosé (rysunek 1).

Robinson i Ryback (36) uzywajagc kwasu mewalonowego po-
dwojnie znakowanego trytem 3H i weglem MC wykazali, ze kwas abscysy-
nowy powstaje w ros$linie jako izomer trans-trans-ABA z trans-trans-far-
nezylo-pirofosforanu. W dalszym etapie biosyntezy nastepuje przeksztat-
cenie tego izomeru w kwas abscysynowy. Mechanizm tego przeksztatcenia
nie jest dotychczas wyjasniony, a proby wykrycia odpowiedniej izomerazy,
podjete przez Milborrow (30), nie powiodty sie. Nie zidentyfikowano
rowniez bezposredniego prekursora ABA powstajgcego z kwasu mewalo-
nowego. Robinson i Ryback (36) uwazajg zatem, ze nie mozna
wykluczy¢ catkowicie, ze ABA powstaje w tkankach roslinnych w wyniku
degradacji karotenoidéw.

Wiele danych wskazuje na $cistg zalezno$¢ miedzy intensywnos$ciag bio-
syntezy izoprenoidow a cyklem rozwojowym roéliny. Zdaniem Goodwii -
na (16, 17), uktad enzymatyczny syntetyzujacy podstawowe terpenoidy
(do C-15) znajduje sie zardbwno wewnatrz, jak i poza chloroplastami, na-
tomiast ukiad enzymatyczny zwigzany z syntezg specyficznych terpenoi-
dow chloroplastéw, jak fitol i karotenoidy, wystepuje tylko w chloropla-
stach. Zaktadajac selektywng nieprzepuszczalno$¢ membran chloroplastéw
dla kwasu mewalonowego w obu kierunkach Goodwin sadzi, ze regulacja
syntezy izoprenoidow w komorkach roslinnych zachodzi na skutek selek-
tywnego uruchamiania tych dwdch ukiadéw enzymatycznych w zaleznosci
od warunkéw S$rodowiska. Takie zalozenie ttumaczytoby fakt wzmozonej
biosyntezy trojterpenoidéw i steroidow w ciemnosci i przewage biosyntezy
sktadnikow chloroplastéw, tj. fitolu, karotenoidéw i zwigzkéw chinono-
wych na Swietle.

Segregacja biosyntezy terpenoidow w komdrkach roslinnych moze
umozliwia¢ regulacje syntezy zwigzkow terpenoidowych w roslinie w za-
leznosci od warunkéw S$rodowiska. Taki spos6b regulacji biosyntezy izo-
prenoidow ttumaczytby réwniez réznice w poziomie niektérych hormonow
roslinnych w zaleznosci od warunkéw fotoperiodycznych. E agles
i Wareing (11) wykazali, ze w roslinach hodowanych w warunkach
krétkiego dnia wzrasta poziom kwasu abscysynowego a zmniejsza sie po-
ziom giberelin, natomiast w warunkach dtugiego dnia zanika kwas abscy-
synowy a poziom giberelin sie zwieksza. Powigzania miedzy biosynteza
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Schemat 1. Prawdopodobny przebieg biosyntezy terpenoidéw wedtug Graebe™*

go (18)

giberelin i kwasu abscysynowego ujmuje w skrocie schemat 1 zapropono-
wany przez Graebego (18).

Wedtug schematu czasteczka kwasu abscysynowego tworzy sie z trzech
czasteczek kwasu mewalonowego poprzez zwigzki posrednie: pirofosforan
geranylu i pirofosforan farnezylu, przy czym ten ostatni jest wspolnym

4%
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prekursorem dla kwasu abscysynowego i giberelin. Nie mozna wykluczy¢
mozliwos$ci, ze w ro$linie istnieje kilka drég biosyntezy kwasu abscysyno-
wego, uruchamianych selektywnie w rdznych stadiach rozwoju rosliny.

IV. Metabolizm kwasu abscysynowego

Efekt dziatania syntetycznego kwasu abscysynowego jest zréznicowany
w zaleznos$ci od zastosowanego stezenia i sposobu podania ro$linie tego
hormonu. Stwierdzono, ze dziatanie kwasu abscysynowego jest najsilniej-
sze gdy podawano go roS$linie w sposob ciagty (11, 12, 43). Evans (13)
zauwazyt, ze ABA hamowat silnie kwitnienie Lolium temulentum gdy
podano go ro$linie tuz przed momentem zakwitniecia, natomiast wczes-
niejsze podanie ABA nie wywotywato tego efektu. Wykazano ponadto, ze
jakkolwiek kwas abscysynowy silnie pobudza odpadanie pozbawionych
blaszek ogonkdw lisciowych, to odpadanie catych lisci byto tylko nieznacz-
nie stymulowane przez ten zwigzek nawet w wysokim stezeniu. Wskazuje
to na wystepowanie w roslinach ukladu rozkiadajgcego lub inaktywuja-
cego ABA, przy czym aktywnos$¢ tego ukitadu jest zroznicowana w zalez-
nosci od organu istadium rozwojowego rosliny.

Pierwszych danych o sposobie inaktywacji i metabolizmie kwasu ab-
scysynowego w tkankach roslinnych dostarczyt Milborrow (30).
Zsyntetyzowane przez Cornfortha i wsp. (15) dwa, znakowane na
atomie wegla 2, izomery kwasu abscysynowego () ABA i (%) trans-
-trans-ABA podawatl on w postaci roztworéw wodnych pedom pomidora.
Po inkubacji tkanke homogenizowano, ekstrahowano zwigzki radioaktyw-
ne i rozdzielano je za pomocg chromatografii cienkowarstwowej. Gdy pe-
dom podawano znakowany ABA, gtéwnym produktem uzyskiwanym po
ekstrakcji i chromatograficznym oczyszczeniu byt radioaktywny abscy-
sylo-P-D-glukopiranozyd, natomiast gdy stosowano znakowany trans-trans-
-ABA, otrzymywano trans-trans-abscysylo-fi-D-glukopiranozyd (tablica 3).

Gdy tkanke roslinng przed podaniem znakowanych izomerow zagoto-
wano, nie obserwowano glukozylacji kwasu abscysynowego. Kwas abscy-
synowy ulega zatem w tkankach roslinnych glukozylacji katalizowanej
enzymatycznie. Dalsze dosSwiadczenia wykazaty, Zze izomer trans-trans-
-ABA nie ulega w tkankach roslinnych enzymatycznemu przeksztatceniu
do ABA. Malg zawarto$¢ trans-trans-ABA w roslinie, nie przekraczajaca
3% catkowitej iloSci ABA, mozna natomiast wytlumaczy¢ znacznie wiek-
szg szybkosScig przemiany tego zwigzku w glukozyd w poréwnaniu z szyb-
koscig glukozylacji ABA (tablica 3).

Analiza spektropolarymetryczna niezwigzanych glukozydowo izomeréw
ABA i trans-ABA wykazata zwiekszone iloSci enancjomeréw (—) ABA
i (—) trans-ABA. Rowniez przewage enancjomeréw (—) wykazano w obu
izomerach ABA uwolnionych z glukozydéw. Swiadczy to, ze nienatywne
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(—) izomery ABA pochodzace z syntetycznego kwasu abscysynowego sg
przeksztatcane intensywniej w glukozydy od enancjomeréw (+ ). Enan-
cjomery (+) ABA i (+) trans-ABA ulegajg natomiast tatwiej przeksztal-
ceniu w tkankach roslinnych do kwasu fazeinowego (29, 30).

Nie wyjasniono jeszcze dotychczas znaczenia tych wszystkich przemian

Tablica 3
Biosynteza abscysylo- i irans-abscysylo-(3-D-glukopiranozydu z mieszaniny ABA
i trans-ABA w pedach pomidora

Masa izomerow niezwigzanych Masa izomeréw po uwolnie-

w glukozydzie niu z glukozydu
a) ABA 704 75
trans-ABA 331 736
b) ABA « 1081 155
trans-ABA 186 1126

a) 15 godzin inkubacji 1655ng ABA i 1655pg trans-ABA w pedach pomidora o masie 75g. W hy-
drolizacie wodnym pozostato 4,9% niewyekstrahowanego 14C.
b) 24 godzin inkubacji, 1052ng ABA i 1952ng w trans-ABA w pedach pomidora o masie 75g.
W hydrolizacie wodnym pozostato 7,7% niewyekstrahowanego “C.
W obu dos$wiadczeniach podawano mieszanine 2mg (x)ABA (20nC/mM) i 2mg (x)trans-ABA
(14|xC/mM)

kwasu abscysynowego w roslinie. Stwierdzono natomiast, ze okoto 20%
ABA w owocach rozy wystepuje w formie glukozydu, oraz, ze zwigzek
ten jest jednym z gtéwnych produktow wytwarzanych z () ABA przez
kilka innych roslin (23, 30). Wskazuje to na duze znaczenie glukozydu
ABA w caloksztatcie przemian tego hormonu w roslinie.

Abscysylo-P-D-glukopiranozyd nie ulega hydrolizie pod wptywem
P-glukozydazy, gdyz ABA jest zwigzany z cukrem wigzaniem estrowym.
Natomiast, jak stwierdzit Milborrow (30), glukozyd ABA ulega szyb-
kiej hydrolizie pod wptywem esterazy, dlatego tez trudno jest okresli¢
jakie jest jego dziatanie fizjologiczne. Nie wiadomo czy glukozyd ABA
jest zwigzkiem posrednim w katabolizmie ABA, czy tez petni role magazy-
nu nadmiaru ABA w ro$linie. Trudno w tej chwili rowniez powiedzie¢, czy
kwas fazeinowy jest jednym ze zwigzkow posrednich w biosyntezie czy
w degradacji kwasu abscysynowego w tkankach roslinnych.

W ostatnich latach otrzymano szereg syntetycznych analogéw kwasu
abscysynowego (44, por. 2). Badania nad oddziatywaniem tych zwigzkéw
na ro$liny wykazaty, ze charakteryzuje je podobna do ABA aktywno$¢
fizjologiczna w r6znych testach wzrostowych (44). Nie mozna wiec wy-
kluczyé, ze szereg zwigzkéw o podobnej do ABA budowie, utworzonych
na drodze anabolicznej i katabolicznej kwasu abscysynowego, moze spet-
nia¢ podobng do ABA role w hormonalnej regulacji proceséw biochemicz-
nych i fizjologicznych w roslinie.
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STANISLAW KOHLMUNZER *

Biosynteza alkaloidéw indolowych
Biosynthesis of Indole Alkaloids

Recent results of biogenetic studies on formation of some groups of indole
alkaloids are reviewed. The most important precursors as well as intermediate pro-
ducts in the biogenetic pathways are indicated and the role of isoprenoid compounds
in biosynthesis of some indole alkaloids is emphasised.

Alkaloidy indolowe stanowig liczng grupe substancji ro$linnych intere-
sujgcych zaréwno ze wzgledu na swa strukture chemiczng, jak i wiasnosci
farmakologiczne. Znamy obecnie ponad 600 zwigzkéw z tej grupy (19, 42,
63), a ciaggle pojawiaja sie dalsze doniesienia o wyosobnieniu nowych alka-
loidow o nieznanej dotychczas strukturze.

Rozpowszechnienie alkaloidéw indolowych w S$wiecie roslinnym nie
jest tak duze, jak mogtaby na to wskazywaé liczba znanych zwiazkdw.
Zdolno$¢ biosyntetyzowania tych potgczen wykazujg gtéwnie rosliny na-
lezace do rodzin Apocynaceae, Loganiaceae i Rubiaceae. Specjalng zdolno$é
wytwarzania alkaloidow pochodnych kwasu lizerginowego i alkaloiddw
klawinowych spotykamy rowniez u grzybéw z rodzaju Claviceps (gtownie
C. purpurea) oraz niektérych gatunkéw roslin z rodziny Convolvulaceae
(Ipomea violacea, Rivea corymbosa); podobnie alkaloidy nalezgce do typu
fizostygminy spotykane sg w rodzaju Physostigma (Leguminosae), a na-
lezgce do typu ewodiaminy i kantinonu w rodzinie Rutaceae. Alkaloidy
P-karbolinowe (grupy harmanu) wystepuja gtéwnie w rodzinie Zygophalla-
ceae (Peganum harmala), Passifloraceae i Eleagnaceae. W rodzinie Caly-
canthaceae (Calycanthus, Chimonanthus) wystepujg alkaloidy o ciekawej
dimerycznej budowie.

Proste zasadowe zwigzki indolowe (indoloalkiloaminy), zaliczane przez
niektérych autorow do alkaloidow wzglednie ,,protoalkaloidéw”, wystepuja
w licznych taksonach botanicznych.

Nie jest wykluczone, ze alkaloidy indolowe zostang znalezione w rosli-
nach nalezacych do jeszcze innych jednostek systematycznych. Wykrycie

* Doc. dr, Zaktad Farmakologii, Polska Akademia Nauk, Krakéw
Wykaz stosowanych skrétéw: C-S — alkaloidy typu Corynanthe-Strychnos, A —
alkaloidy typu Aspidosperma, | — alkaloidy typu lboga
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alkaloidéw typu sporyszowego (pochodne kwasu lizerginowego) w rodzinie
Convolvulaceae (45) byto na przyktad zupetnie nieoczekiwane.

SzczegOlnie interesujgca pod wzgledem wystepowania alkaloidéw indo-
lowych jest rodzina Apocynaceae obejmujgca okoto 1200 gatunkéw. Znale-
ziono tu ponad 300 alkaloidow indolowych, tj. wiekszo$¢ znanych zwigzkow
tego typu, przy czym ros$liny zawierajgce te zwigzki zgrupowane sg gtow-
nie w podrodzinie Plumerioideae (41). Prawdziwym ,rekordzistg” pod
tym wzgledem jest gatunek Catharanthus roseus G. Don. (syn. Vinca rosea
L.), w ktéorym wystepuje okoto 65 alkaloidéw indolowych réznego typu (48).

Liczne alkaloidy indolowe maja znaczenie farmakologiczne wzglednie
toksykologiczne, z czego wynika rowniez znaczne zainteresowanie ich bio-
syntezg w roslinach dostarczajgcych surowcow przemystowych. Do najwaz-
niejszych z tych zwigzkow nalezg alkaloidy: rezerpina, strychnina, fizo-
stygmina, alkaloidy sporyszowe, alkaloidy Vinca minor, réznych gatun-
kéw Strychnos sp. (kurara kalebasowa), Catharanthus roseus, a takze nie-
ktore indoloalkiloaminy i (3-karboliny (serotonina, psilocybina, bufotenina,
harmina).

Wspo6lng cechg chemiczng wszystkich alkaloidéw indolowych jest wy-
stepowanie rdzenia indolowego wzglednie dwuhydroindolowego. Rdzen
ten zawiera jeden atom azotu, ale o charakterze alkaloidowym decyduje
drugi zasadowy atom azotu, znajdujacy sie u wiekszosci alkaloidéw w po-
tozeniu odlegtym o dwa atomy wegla od rdzenia indolowego. W zasadzie
w odrdznieniu od indoloalkiloamin w prawdziwych alkaloidowych zwigz-
kach indolowych ten drugi zasadowy atom azotu znajduje sie w pierscieniu
heterocyklicznym.

Osobna, nadzwyczaj interesujgcg pod wzgledem biochemicznym grupe
stanowig alkaloidy o dimerycznej strukturze symetrycznej (na przyktad
alkaloidy kurary lub Calycanthus) lub niesymetrycznej (na przyktad win-
blastyna w Catharanthus roseus), zwane ostatnio $ci$lej alkaloidami bis-in-
dolowymi (28). Do grupy tej nalezy kilka bardzo aktywnych biologicznie
zwigzkow, na przyktad alkaloidy kurary, winblastyna czy winkrystyna.
Liczba poznanych alkaloidéw tej grupy wzrosta ostatnio do ponad 60 (28,
43), przy czym prawie wszystkie zwigzki tego typu o budowie niesyme-
trycznej znaleziono dotychczas w rodzinie Apocynaceae (rodzaje: Voacanga,
Catharanthus, Pleiocarpa, Tabernaemontana), wyjatek stanowig tylko cyn-
chofylamina i izocynchofylamina wykryte w rodzaju Cinchona (Ru-
biaceae).

Ze wzgledu na strukture mozna podzieli¢ alkaloidy indolowe na kilka
réznych typow, ktore beda dalej omowione. Wazniejsze zasadowe zwigzki
indolowe o charakterze protoalkaloidow (indoloalkiloaminy) przedstawia
rysunek 1.

Nomenklatura chemiczna, obszerne dane dotyczagce wystepowania
i wlasnosci alkaloidéw indolowych zawarte sa w szczeg6towych opraco-
waniach Manskego (63), Hesse (42, Trojanka i Btahy (78).
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Rys. 1. Niektére wazniejsze indoloalkiloaminy

Liczne monografie dajg przeglad poszczegélnych grup alkaloidéw indolo-
wych: alkaloidéw Rauwoljia sp. (28, 83), Catharanthus roseus (48), spory-
szu (44), kurary (17).

Biosynteza alkaloidéw indolowych zardwno o budowie prostej (grupa
harmanu, indoloalkiloaminy), jak i bardziej ztozonej jest od kilkunastu lat
przedmiotem licznych badan. Szczegdlnie duzy wkiad pracy wniesli Ari-
goni iwsp. (21, 24, 29, 59, 60, 61), Battersby iwsp. (8—15), Leete
i wsp. (49, 51—58, 68, 85), Grdger, Mothes i wsp. (25 26, 31—39,
66, 67, 75) oraz Scott iwsp. (40, 62, 64, 65, 72, 74). Zespoty te pracowaty
zasadniczo w oparciu o hipotezy opracowane uprzednio przez Wood -
war da (84), Lee te (55), Perkina i Robinsona (69,70), Wen-
kerta (79, 80,81) i Thomasa (77). Hipotezy te dotycza gtéwnie spo-
sobu powstawania tzw. czesci pozatryptofanowej alkaloidéw indolowych,
zawierajacej 10 wzglednie 9 atomdw wegla, a nie zawierajacej azotu.

Ogoélne typy przytaczen fragmentéw weglowych do czasteczki trypto-
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fanu, stanowigcej podstawowe ugrupowanie czgsteczek wszystkich alkaloi-
dow indolowych (41) przedstawia schemat 1

Teoretyczne zaliczenie alkaloidow indolowych do grupy biogenetycznej
tryptofanu na podstawie podobienstwa strukturalnego znalazto p6Zniej po-
twierdzenie eksperymentalne. Miedzy innymi udowodniono wbudowywa-
nie sie tryptofanu w gramine.
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Schemat 1. Biogeneza alkaloidéw indolowych

I. Biosynteza protoalkaloidéw indolowych (indoloalkiloamin)

Za proste zwiazki alkaloidowe moga by¢ uwazane hydroksylowe i me-
tylowe pochodne tryptaminy, powstajagcej w wyniku dekarboksylacji tryp-
tofanu.
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Sposréd  hydroksylowych i metylowych pochodnych tryptaminy na
wiekszg uwage ze wzgledu na swe znaczenie biologiczne zastugujg zwigzki
przedstawione na rysunku 1, jednak badano tylko biosynteze graminy (20,
56) i psilocybiny (30). Udowodniono wbudowywanie sie (34C-tryptofanu
w gramine w siewkach jeczmienia, chociaz w graminie zasadowy atom azo-
tu znajduje sie w pozycji odmiennej niz w tryptofanie i tryptaminie, gdyz
tancuch boczny jest o jeden atom wegla skrocony. Ustalenie produktéw
posrednich biosSmtezy nastreczato do$¢ duze trudno$ci pomimo stosunko-
wo prostej budowy alkaloidu. O’'Donovan i Leete (68) przypusz-
czali, ze droga biosyntezy graminy prowadzi przez 3-aminometyloindol
przy wspétudziale fosforanu pirydoksalu (schemat 2), co zostato juz cze-
$ciowo potwierdzone (82).
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Schemat 2. Biosynteza graminy wg O’Donovan i Leete (68)

Biosynteza psilocybiny, halucynogennego zwiazku z grzybéw, badana
przez Agurella iwsp. (2, 4, 5 przebiega prawdopodobnie od trypto-
fanu przez tryptamine, N-metylotryptamine, N,N-dwumetylotryptamine
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i psilocyne. Tryptamina byta whudowywana w znacznie wiekszym stopniu
niz tryptofan w czasteczke psilocybiny, co wskazuje na dekarboksylacje
tryptofanu jako pierwszy etap biosyntezy. Powstawania innych prostych
pochodnych tryptaminy u ro$lin prawie nie badano.

I1. Biosynteza alkaloidéw (3-karbolinowych (grupy harmanu)

Badajgc biosynteze tych zwigzkéw udowodniono wbudowywanie sie
tryptofanu w alkaloidy karbolinowe Peganum harmala (Zygophyllaceae):
harmine, harmaline i harmalol (36) w kulturach sterylnych korzeni tej
rosliny. Wykazano miedzy innymi, ze tryptofan wbudowuje sie specy-
ficznie w P-karboliny z wyjatkiem grupy karboksylowej. Dato to podstawe
pdzniejszym badaniom biogenetycznym, w ktérych wykazano specyficzne
wbudowywanie sie podwdjnie znakowanych (MC i IN) tryptofanu i trypta-
miny (75). Ustalono, ze oba te zwigzki mogg by¢ réwnie dobrymi prekur-
sorami czeSci indolowej |3-karbolin, przynajmniej u niektérych dotychczas
zbadanych ros$lin. Te same wnioski nasunety sie przy badaniu biogenezy
niektorych ztozonych alkaloidéw indolowych. Sprawa powstania struktury
trojcyklicznej (3-karbolin, tj. uzupetnienia czesci tryptofanowej, byta trud-
niejsza do wyjasnienia, podobnie jak ustalenie posrednich produktéow bio-
syntezy.

Wedtug Perkina i Robinsona (69, 70) cze$¢ tryptofanowa,
a raczej tryptarninowa alkaloidow P-karbolinowych typu harminy zostaje
uzupetniona fragmentem dwuweglowym, ktérym moze by¢ na przykiad
aldehyd octowy (schemat 3).
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pochodna trytaminy acetaldehyd 1,2,3,4-tetrahydro p-karbolina
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Schemat 3. Biosynteza harminy wg Perkina i Robinsona (69, 70)

Doswiadczenia z octanem znakowanym w pozycjach 1 i 2 nie potwier-
dzity jednak w peini tego przypuszczenia (75), bardziej specyficznie byt
wbudowywany pirogronian sodowy. Zagadnienie posrednich produktow
biosyntezy i pochodzenia fragmentu dwuweglowego nie zostato jeszcze
w petni wyjasnione.



7 ALKALOIDY INDOLOWE 63

I11. Biosynteza ztozonych alkaloidéw indolowych

Nazwe: ztozone alkaloidy indolowe nadano alkaloidom indolowym za-
wierajagcym fragment nietryptofanowy ztozony z 9—10 atoméw wegla.
Whbudowywanie sie tryptofanu w czes$¢ indolowg tych zwigzkéw wykazano
w przypadku alkaloidéw Rauwoljia serpentina (ajmaliny (51), rezerpiny
(85), serpentyny (53)), alkaloidéw Catharanthus roseus (windoliny (37,
50, 58), katarantyny (37, 50), ajmalicyny (50)), a takze alkaloidu Taber-
nanthe iboga (ibogainy (85)) oraz alkaloiddw Cinchona (49) i sporyszo-
wych (25).

W wiekszo$ci wypadkdéw tryptofan byt wbudowywany w catosci, wraz
z atomem wegla w pozycji P i grupg -COOH. W alkaloidy sporyszowe
grupa -COOH tryptofanu nie byta wbudowywana. Doktadng lokalizacje
radioaktywnego wegla, pochodzacego z tryptofanu znakowanego w réznych
pozycjach, ustalano przeprowadzajgc selektywng odbudowe alkaloidow.
Nie wyjasniono jeszcze czy D-tryptofan moze by¢ prekursorem alkaloidéw
indolowych podobnie jak w przypadku alkaloidéw ergolinowych spory-
szu (27).

Wykazano réwniez udziat tryptaminy w biosyntezie alkaloidéw indo-
lowych, jakkolwiek zbyt mato jest jak dotychczas danych o wynikach tzw.
doswiadczen ,konkurencyjnych” tryptofan-tryptamina. Stwierdzono wbu-
dowywanie sie tryptaminy (ar-3H tryptaminy) w alkaloidy indolowe Ca-
tharanthus roseus: katarantyne, windoline i ajmalicyne (13, 50) oraz w al-
kaloidy P-karbolinowe Peganum harmala.

Na podstawie dotychczasowych danych przyjmuje sie, ze podstawo-
wym prekursorem catej grupy alkaloidéw indolowych jest raczej trypta-
mina, poniewaz u ro$lin nie znaleziono enzymow dekarboksylujgcych
tryptofan. Mechanizm wbudowywania sie tryptofanu poprzez tryptamine
w alkaloidy indolowe nie jest jeszcze w peini wyjasniony.

Biosynteza alkaloidow indolowych zawierajgcych 9—10-cio weglowy
fragment nietryptofanowy, szczeg6lnie za$ alkaloidow typu Corynanthe-
-Strychnos (C-S), Aspidosperma (A) oraz Iboga (I) (schemat 1) byta w ostat-
nich latach przedmiotem intensywnych badan. Wymienione typy alkaloi-
déw, w ktorych tatwo odszuka¢é mozna wspomniany fragment weglowy
(schemat 5) teoretycznie mogtyby powstawaé z tryptaminy i tego frag-
mentu. Ma on budowe zblizong do niektorych monoterpendw, nie zawie-
rajagc jednak zamknietego pierScienia pentacyklicznego, jak na przykiad
zwigzki monoterpenowe — nepetalakton czy glikozydy typu aukubiny,
loganiny i werbenaliny, zaliczane do grupy irydoidéw (34, 46). To podo-
bienstwo nasuwato przypuszczenie, ze fragment nietryptofanowy alkaloi-
dow indolowych moze mieé¢ charakter terpenoidowy, a zatem by¢ wytwo-
rem przemian izoprenoidowych. Opierajac sie na tym podobienstwie
Thomas (77) i niezaleznie od niego Wenkert (79 wysuneli hipoteze
monoterpenowego pochodzenia fragmentu nietryptofanowego alkaloidow
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indolowych. W mys$l tej hipotezy many prekursor zwigzkéw terpenoido-
wych, kwas mewalonowy lub jego lakton, miat przeksztatca¢ sie w sub-
stancje terpenoidowe typu geraniolu, a nastepnie w cykliczny monoterpen
zawierajagcy 10 atomdéw wegla, z ktérego po otwarciu pierscienia pentacy-
klicznego powstawatby inny monoterpen (scherpat 4).

. ,OH 257
N
2 | [ = l = | ! I =» l ' T 2\
\O/\\o N \/\ \/\
lakton 'l l "+“ | R
Kwasu 7\ X i §
mewalono- geraniol ! /\//\/\/
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Schemat 4. Biosynteza fragmentu pozatryptofanowego alkaloidéw indolowych wg hipo-
tezy monoterpenowej Thomasa (77) i Wenkerta (79
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Schemat 5. Biosynteza ztozonych alkaloidéw indolowych wg Battersby (8 (frag-

ment nietryptofanowy C9_10zaznaczono grubg linig)
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Battersby (8) uwaza, ze wytwarzanie sie trzech typéw alkaloidow
indolowych: C-S, A i | mozna przedstawié¢ jak na schemacie 5.

Hipoteza monoterpenowa wymagata naturalnie doswiadczalnego udo-
wodnienia jej stusznosci. Kluczowym zagadnieniem byto wbudowywanie
sie kwasu mewalonowego w wymienione trzy typy alkaloidéw indolowych.
Money i wsp. (64, 65, Goeggel i Arigoni (29, Battersby
i wsp. (9, 12) oraz Groger i wsp. (38, 39) wykazali istotnie whudowy-
wanie sie kwasu mewalonowego w windoline, serpentyne, ajmalicyne,
katarantyne i perywine u Catharanthus roseus, Rauwolfia serpentina oraz
w 7,2-dehydroaspermidyne u Rhazya stricta. Wyniki te podwazyty dane
Leete iwsp. (55 o nie wbudowywaniu sie kwasu mewalonowego w aj-
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Schemat 6. Biosynteza alkaloidow indolowych réznych typéw wg Scotta i wsp.
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5 Postepy biochemii 1/71 r.
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maline u Rauwolfia serpentina, co bytlo powodem poczatkowego kwestio-
nowania hipotezy monoterpenowej.

Wykazano rowniez, ze geraniol wzglednie jego izomer, nerol (10), sa
produktami posrednimi biosyntezy alkaloidéw indolowych: ajmalicyny,
perywiny, katarantyny, serpentyny i windoliny u Catharanthus roseus
(40, 57, 60, 65). Prace te ostatecznie potwierdzity w catej petni hipoteze
monoterpenowag Thomasa i Wenketrta, a tym samym hipotezy: malonowo-
-octanowa Lee te (55), prefenowa Wenkerta (80, 81) oraz Wood -
war da (84) zostaty odrzucone. Zresztag Leete sam zrezygnowat ze swojej
hipotezy (54).

Battersby i wsp. (11) oraz grupa badaczy ze Szwajcarii (21, 59)
wykazali w 1966 roku, ze gorzki glikozyd monoterpenowy, loganina, wy-
stepujacy miedzy innymi w ro$linach z rodziny Gentianaceae (Menyanthes
trifoliata), a takze Loganiaceae (Strychnos sp.), jest wiasnie tym zwigzkiem
o strukturze cyklopentanoterpenowej, ktdry moze dostarcza¢ fragmentu
9—10-cio weglowego alkaloidéw indolowych. Eksperymenty zywieniowe
z ¥C-loganing wykazaty, ze u Catharanthus roseus zwigzek ten wbudowuje
sie w katarantyne, windoline, serpentyne, ajmalicyne i perywine (14, 59).
Podobnie znakowana trytem loganina (otrzymana biosyntetycznie) wbudo-
wywata sie w ajmaline u Rauwolfia serpentina (14).

Biogenetyczny zwigzek miedzy geraniolem (wzglednie nerolem) a loga-
ning ustalili Battersby i wsp. (15), wykazujagc u roslin z gatunku
Menyanthes trifoliata powstawanie radioaktywnej loganiny z I-3H-gera-
niolu i 2-MC-geraniolu. Podobne rezultaty uzyskali rowniez autorzy szwaj-
carscy (21, 61) i niemieccy (35).

Dalszym etapem byto ustalenie posrednich produktéw biosyntezy mie-
dzy loganing a poszczegolnymi typami alkaloidéw. W tym celu Quere-
schi i Scott (73) badali przemiane alkaloidow w kietkujacych nasio-
nach Catharanthus roseus w odstepach kilkudziesieciogodzinnych. Sekwen-
cja powstajacych w kolejnych odcinkach czasu alkaloidow wskazywata
na kolejno$¢ przeksztatcenn typéw: C-S->A—1 Rzeczg ciekawg byt fakt,
ze zaden z alkaloidow powstajagcych w poczatkowym okresie kietkowania,
z wyjatkiem ajmalicyny, nie wystepuje w dojrzatej roslinie. Scott i wsp.
(74) okreslili takze inne posrednie produkty przemian alkaloidéw, miedzy
innymi glikozydowy alkaloid indolowy, winkozyd, oraz substancje nazwang
.preakuamicyng”, ktéra ma by¢ kluczowym zwigzkiem w biosyntezie
wszystkich trzech typéw alkaloidéw (schemat 6).

Innymi zidentyfikowanymi zwigzkami posrednimi w biogenezie 3-ch
typoéw alkaloidow indolowych Catharanthus roseus sq stemmadenina i ta-
bersonina. Znaczenie tabersoniny jako prekursora katarantyny i windoliny
potwierdzili rowniez Kutney iwsp. (50).

Przemianami kwas mewalonowy —>geraniol->loganina->-winkozyd zaj-
mowali sie Battersby i wsp. (13). Wedlug autoréw otwarcie pierscie-
nia cyklopentanowego loganiny prowadzi do utworzenia sekologaniny.
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Schemat 7. Przebieg biosyntezy winkozydu wg Batersby i wsp. (13)

Zwigzek ten, podobnie jak i inne ciata gorzkie rodziny Gentianaceae (swe-
rozyd, swertiamaryna, gentiopikrozyd), zaliczany jest do sekoirydoidow
(46). Sekologanina z tryptaming daje winkozyd wzglednie izo-winkozyd,
ktore wyodrebniono z ros$lin Catharanthus roseus, co stanowi potwierdze-
nie proponowanego przez Battersby schematu biogenezy tych zwigzkéw
(schemat 7). Analogiczny do winkozydu zwigzek nazwany przez autordw
striktozydyng wyodrebnili Brown i wsp. (22) z roslin gatunku Rhazya
stricta i Catharanthus roseus. Tak wiec podstawowe produkty przemian
posrednich w biosyntezie alkaloiddw indolowych o budowie ztozonej zosta-
ty juz w duzym stopniu zidentyfikowane i zwigzek biogenetyczny miedzy
nimi ustalony.

1V. Biosynteza alkaloidéw sporyszowych

Alkaloidy sporyszowe maja réwniez strukture indolowa i biogenetycz-
nie nalezg do grupy tryptofanu (wzglednie tryptaminy). W zasadzie mozna
tu wyrozni¢ dwa typy: a) alkaloidy zawierajgce szkielet ergoliny, zwykle
o charakterze peptydowym, b) alkaloidy klawinowe.

Hipotetyczne drogi biosyntezy tych alkaloidow naszkicowane przez
Mothesa i wsp. (66) oraz Plein igera i wsp. (71) prowadzity

5*
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z tryptofanu poprzez przytgczenie piecioweglowej jednostki izoprenoido-
wej. Floss iwsp. (27) wykazali, ze istotnie tryptofan jest prekursorem
alkaloidéw ergolinowych i whudowuje sie bez grupy karboksylowej w ich
czasteczke. Natomiast ani tryptamina, ani metylotryptamina nie byty wbu-
dowywane w alkaloidy ergolinowe. Piecioweglowg jednostkg izoprenoido-
wa, ktéra przylaczajac sie tworzy czteropierScieniowy szkielet ergoliny,
okazat sie kwas mewalonowy (16, 18, 33, 76). Wykazano rowniez, ze szkie-
let ergoliny powstaje nie tylko w sporyszu, lecz takze u roslin wyzszych
zrodzaju Ipomea (32).

Najwieksze trudnosci nastreczato wyjasnienie posrednich etapéw bio-
syntezy, a zwilaszcza sposoby wytwarzania sie pochodnych kwasu lizergi-

COOH ' _/CH,0H
l\ NH, o s \j NH,
) /[/ | /cooH ) ’ _/COOH | ,<R
HO”
me“l:a\r::owy /\/\ [/\“/\ I//\T/\
Rl P 55 NP
H H H
tryptofan
' CH, HOH,C
HOH,C NHR’ \/\N—CH:; |  N—CH,
e @Rl i B
\/ N \( \ \‘/ \|
/ K/ \ ( H/\ l/\“/ \
K\) v/ R A
H H H
R’ = CH, — chanoklawina I agroklawina elymoklawina
HOOC\/\N_CH
' 3
\l/ %
/ \/ \
\N

kwas lyzerginowy

Schemat 8. Hipotetyczny przebieg biosyntezy alkaloidéw sporyszowych wg F lossa
i wsp. (25, 26)



[13] ALKALOIDY INDOLOWE 69

nowego (najbardziej interesujacych pod wzgledem farmakologicznym)
i alkaloidéw klawinowych. Niewatpliwie jednym z najwazniejszych pro-
duktow posrednich jest elymoklawina, z ktorej na drodze utlenienia
i przeksztalcenia allylowego powstaje szkielet kwasu lizerginowego.

Floss iwsp. (25 26), Agur ell iwsp. (3,6 7, Groger i wsp.
(31), Abe (1), FehT i wsp. (24) ustalili czeSciowo powigzania biogene-
tyczne miedzy alkaloidami klawinowymi i peptydowymi. Hipotetyczny
schemat biosyntezy alkaloidéw ergolinowych, podany przez F lossa
i wsp., dotychczas jest potwierdzony doswiadczalnie tylko cze$ciowo (sche-
mat 8).

+ Cyo
z geraniolu /\
S v ) | Q—u CHOH _,

N\ \g/ NH, \/\N \N/\(Nj

l ]|

H
HOOC/Y cynchonamina

OH

4 g e
NS
HOHC
NHz\T R\ /\l/ \
N\ \N//‘

H cynchonina

R =
R = OCH, chinina

Schemat 9. Biosynteza alkaloidow Cinchona wg Leete | wsp. (49, 58)

W ostatnich latach zwrécono uwage na role, jaka w biosyntezie alka-
loidéw sporyszowych odgrywaja chanoklawiny, posiadajgce otwarty piers-
cief. D. Zwigzki te mogg sie wbhudowywac zaréwno w alkaloidy klawinowe,
jak i pochodne kwasu lizerginowego. Rola chanoklawin, zwigzkéw o réz-
nych typach izomerii, nie jest jeszcze w biosyntezie alkaloidéw sporyszo-
wych w pelni wyjasniona, a uzyskane wyniki prac eksperymentalnych
nie sg jednoznaczne. Nie wiadomo w jaki sposdb powstaje pierscien D
alkaloidéw sporyszowych oraz cykliczny peptyd w alkaloidach peptydo-
wych. Enzymatyczne podtoze tych przemian nie jest rowniez zupetnie
poznane.
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V. Biosynteza alkaloidéw Cinchona

Alkaloidy Cinchona sp. pod wzgledem budowy chemicznej nalezg
w wiekszosci do pochodnych izochinoliny. Przypuszczenie, ze tworzg sie
one, podobnie jak alkaloidy indolowe, z tryptofanu (wzglednie tryptaminy)
z odpowiednim przeksztatceniem rdzenia indolowego na izochinolinowy,
byto niemal fantastyczne. Jednakze Kowanko i Leete (49) potwier-
dzili to Smiate przypuszczenie, udowadniajagc, ze u Cinchona succirubra
nastepuje wbudowywanie sie 2-UC-tryptofanu w chinine. Uktad chinukli-
dynowy alkaloidow chinowych podobnie jak fragment 9— 10-cio weglowy
alkaloidéw indolowych ma izoprenoidowy charakter, co nasuneto przy-
puszczenie o jego izoprenoidowym pochodzeniu. Istotnie stwierdzono, ze
3-MUC-geraniol i 2-UC-geraniol wbudowuja sie w chinine (58). Schemat
biosyntezy chininy nie jest we wszystkich szczeg6tach potwierdzony do-
Swiadczalnie (schemat 9).

V1. Biosynteza innych alkaloidéw indolowych

Posiadamy stosunkowo mato danych o biosyntezie innych alkaloidéw
indolowych. Biosynteza fizostygminy, gtéwnego alkaloidu bobu kalabryj-
skiego (Physostigma venenosum), przebiega najprawdopodobniej wedtug
schematu 10. Prekursorem jest 5-hydroksytryptofan przechodzgcy w 5-hy-

CH3 ch3
HV \ HOov \ i n HV i,
[ | | [ | i | - i | -7
H H
5-hydroksytryptamina
(forma idoleninowa)
/CO- NHCH3
H (ih3 é CH3
SV I CHNCO
dnd chs dns dns
ezerolina fizostygmina

Schemat 10. Biosynteza fizostygminy

droksytryptamine. Produktem pos$rednim ma byé ezerolina. Schemat ten
jest raczej wynikiem rozwazan teoretycznych, zwazywszy, ze biosyntezie
fizostygminy poswiecono tylko nieliczne prace doswiadczalne (52).
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VII. Alkaloidy ,,bis”-indolowe

Kilka wazniejszych typdw tych zwigzkdéw przedstawiono na rysunku 2.
Zawierajg one w czasteczce 38—40 atomow wegla i cztery atomy azotu.

Biosynteza tych zwigzkdw, sktadajacych sie zazwyczaj z dwdéch mono-
merycznych alkaloidéw indolowych, nie zostata dotychczas w zadowala-
jacy sposéb wyjasniona. Mechanizmy biogenetyczne prowadzace do ich
wytworzenia w tkankach rosliny mogg wedtug Hesse (43) polega¢ na
dwéch typach przeksztatcen: 1) reakcjach kondensacji — typu konden-
sacji "arbinolo-aminowej, aldolowej, Mannicha, Michaela wzglednie elek-

” /\I TH©
HoH,C._ \II‘/ \”/ R
ﬁ?H CH CH (g[-[
I
‘ G (I!]\ /\\CHOOH
AN SAS k/h”\/>
(55 S 5 S5 1 PHN—
CHD /\2 XNI\ 1\ qoooy
OH toksiferyna
CH3 COOCH.,
winblastyna
ch3 h
| | ch3 h
rN \/N\ | |
/ NY N~
| |
| | H CHS3
H CH3
kalikantyna

chimonantyna

Rys. 2. Niektore wazniejsze dimeryczne alkaloidy indolowe

trofilowego podstawienia aromatycznego Friedel-Craftsa (wszystkie tego
typu reakcje sag w zasadzie odwracalne); 2) oksydacyjnym potgczeniu.
Ten mechanizm jest najczestszy u dimerycznych alkaloidéw izochinoli-
nowych; w grupie alkaloidéw indolowych prawdopodobnie wystepuje
tylko u alkaloidow w rodzaju Calycanthus (chimonantyny i kalikantyny).

Brak jest dotychczas danych potwierdzajgcych, wzglednie wyklucza-
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jacych wspomniane mozliwosci. Prace nad biosyntezg chimonantyny i ka-
likantyny (47) udowodnity jedynie wbudowywanie sie tryptofanu w cza-
steczke tych alkaloidéw u Chimonanthus fragrans.

Biosynteza alkaloidéw indolowych jest jednym z najbardziej fascynu-
jacych proces6w biochemicznych dotyczacych alkaloidéw w roslinach.
Siedzac te procesy obserwuje sie niezwykta zdolno$¢ organizmow roslin-
nych do wytwarzania najrozmaitszych typéw potgczen indolowych ze
stosunkowo prostych prekursoréw. Ostatnie lata pozwolity na poznanie
wielu mechanizméw tych proceséw, o ktdrych wyzej wspomniano. Nie-
mniej jednak pozostaje jeszcze duzo problemdw biogenetycznych do wy-
jasnienia w drodze eksperymentu. Tak np. nie znamy dotychczas bardziej
szczegOtowych schematéw biogenetycznych alkaloidéw grupy strychniny,
typu oliwacyny, ewodiaminy, kantyny i in. Badania w tym zakresie sg
aktualnie prowadzone w kilku o$rodkach naukowych.
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ANDRZEJ JERZMANOWSKI *

Monoterpeny metylocyklopentanowe

Methylcyclopentane Monoterpenes

Structures, biosynthetic pathways and pharmacological properties of methylcyclo-
pentane monoterpenes are reviewed.

Grupa zwigzkéw okres$lana wsp6lng nazwa: monoterpeny metylocyklo-
pentanowe— wzbudza ostatnio zywe zainteresowanie wsérdd badaczy zaj-
mujacych sie metabolitami roslin. Przyczyna jest dwojaka — po pierw-
sze— specyficzna i rzadka ws$r6d monoterpentow aktywnos$¢ farmakolo-
giczna tych zwigzkow, po drugie — przypuszczenie o ich udziale w bio-
syntezie alkaloidéw indolowych. Szczegélnie ta ostatnia mozliwos¢ stata
sie powodem atrakcyjnych koncepcji o jednosci metabolicznej miedzy
zwigzkami uwazanymi do niedawna za tak odlegte biogenetycznie jak ter-
peny i alkaloidy.

Prace z ostatniego dziesieciolecia, szczegdlnie R. Thomasa (34),
H. N. R. Audy, F. I. Eisebrauna (3), grupy badaczy skupionych
wokét G. B. Marini-Bettolo (21) w rzymskim Wyzszym Instytu-
cie Zdrowia oraz grupy C. J. P. Djerassi’ego (11) z Uniwersytetu
im. Stanforda, przyczynity sie do wyjasnienia budowy chemicznej, witas-
nosci farmakologicznych oraz wzajemnych powigzan biogenetycznych po-
miedzy wiekszoscig znanych monoterpentow metylocyklopentanowych.

I. Budowa chemiczna i wystepowanie

Omawiane zwigzki mozna ogo6lnie sklasyfikowac jako monoterpeny jed-
nocykliczne, ktdrych pierscien jest uktadem pieciocztonowym, zawieraja-
cym charakterystycznie dotagczong grupe metylowg. W Swiecie roslin
wyzszych uktad taki jest szeroko rozpowszechniony w trzech grupach

zwigzkow:
utlenionych monoterpenach
alkaloidach
* Mgr, Zaktad Biochemii RoS$lin, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski,

Warszawa
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glukozydach, ktoérych aglikonami sg alkaloidy lub utlenione monoterpeny,
a czeScig cukrowg — P-D-glukoza.

1. Grupa utlenionych monoterpenéw metylocyklopentanowych

Zwiazki nalezace do tej grupy wyodrebniono z ro$lin (I—VI) i z owa-
dow (111, VI, VIII).

QCiH3 a C1H3 (I’? ch,

1
,CHO
i6 |/X o0
\ /3 \y CHO
8h3 ch3 ch3
| 11 VI
(I:H; (I:Ha O leH;, (I)H
/W/\ /@z NN
l 9 | | | i
N e —\l/
CH, CH, CH,
III IV Vv
CH, O ch3
/ \'/ cuo
------- \/CHO
ch3 ch?2
VI VII

W Swietle dzisiejszych danych wydaje sig, ze jest to jedna z nielicznych
grup substancji dziatajgcych fizjologicznie, produkowana zar6éwno przez
rosliny, jak i zwierzeta. Utlenienie w tych zwigzkach zachodzi w taincuchach
bocznych czasteczki, przylegtych do pierScienia cyklopentanowego, czesto
z wytworzeniem pierscienia laktonowego, cyklicznych eterdw lub pot-
acetali.

Nepetalakton (I) wyizolowany zostat po raz pierwszy przez McEI-
veina (23) z rosliny Nepeta cataria. Wystepuje on do$¢ powszechnie
w ro$linach z rodzaju Mentha. Z niektérych roslin tego rodzaju otrzymano
tez pochodng nepetalaktonu, dwuhydronepetalakton (ll). Bogatym Zrédiem
utlenionych pochodnych monoterpenéw metylocyklopentanowych okazata
sie japonska roslina: matatabi (Actinidia polygama) (17, 18). Wyosobniono
z niej matatabilakton (Il1l1), matatabieter (IV), neomatatabiol (V) i izoneo-
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matatabiol (VI). W ostatnich latach zwigzki o strukturze podobnej do ne-
petalaktonu wydzielono z mréwek (9, 12). Sg to miedzy innymi: irydiodial
(V1) irydiomyrmecyna (lll), identyczna z matatabilaktonem i anizomor-
fal (VII).

2. Grupa alkaloidéw monoterpenowych o strukturze metylocyklopentanowej

Zwiazki zawierajace pierscien cyklopentanowy oraz dodatkowy, hete-
rocykliczny pierscien azotowy (X—XII) otrzymano miedzy innymi z chi-
lijskiej rosliny Skythanthus acutus (Apocynaceae) (7), z wymienionej tu juz
Actinidia polygama oraz z Rauwolfia verticalla (2).
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Grupe alkaloidéw skytantyny wyizolowal i opisat w 1960 roku jedno-
czesSnie zesp6t Marini-Bettolo (21) w Rzymie i zesp6t Dje-
rassiego (11) z Uniwersytetu im. Stanforda. Obecnie znane sg co naj-
mniej trzy izomery skytantyny (IX) i dehydroskytantyna (XXXV). lloSci
tych alkaloidow sg r6zne w poszczeg6lnych czesciach rosliny. Najwiecej
zawiera ich korzen. Z ro$liny Actinidia polygama otrzymano aktynidyne
(X). Stwierdzenie terpenoidowego pochodzenia tego zwigzku rzuca nowe
Swiatto na drogi biosyntezy uktadoéw pirydynowych w ros$linach. Z Rauwol-
fia verticalla, znanego zrodta alkaloidéw indolowych, otrzymano zwigzek
(X1) spokrewniony z aktynidyng. Nowy zwigzek z grupy alkaloidow otrzy-
mali w 1966 roku Torssell i Wahlberg (36) z Valeriana officinalis
L. Alkaloid ten (XII), posiadajacy czwartorzedowg grupe amoniowag, jest
rowniez strukturalnie zblizony do aktynidyny.
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3. Grupa monoterpenéw metylocyklopentanowych zwigzanych glukozydowo

W postaci glukozyddéw, ktoérych czescig cukrowg jest P-D-glukoza, wy-
stepuje kilka sposrdd utlenionych pochodnych monoterpenéw metylocyk-
lopentanowych, miedzy innymi otrzymany z Plumeria acutijolia plumerid
(XTI (39). Glukozydem jest tez otrzymana z Verbena officinalis werbe-
nalina (XIV) (16). W roslinach z rodzaju Strychnos spotykany jest gluko-
zyd loganiny (XV), budowg zblizony do werbenaliny (5). Za przeksztatcony
monoterpen metylocyklopentanowy uwaza sie gencjopikrozyd (XVI) wy-
stepujacy w ros$linach z rodziny goryczkowatych (10, 33).
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Il. Whasnosci biologiczne

Grupa monoterpendéw metylocyklopentanowych wykazuje silng i roz-
norodng aktywno$¢ biologiczng, miedzy innymi: antybiotyczng (15), insek-
tycydowg (12, 15), odpychania i przyciggania owadow (12, 13, 28), przycia-
gania kotéw i psow (23, 29, 35), obronng przed stawonogami (8, 13, 22, 24),
antydiabetyczna (1) oraz przyspieszania szybko$ci uczenia sie¢ u szczu-
row (1, 21).

Z wymienionych witasciwosci szczegdlnie interesujgce wydajg sie od-
dziatywania na owady. Spotyka sie tu wszystkie mozliwe typy reakcji: od-
pychanie, brak oddziatywania i przycigganie. Monoterpeny metylocyklo-
pentanowe dziatajgce na okreslone gatunki owaddéw wytwarzane sg za-
réwno przez rosliny, jak i przez owady innych gatunkéw. Eisner (12)
przebadat wrazliwosé na zwiazek roslinny, nepetalakton (l), szeregu gatun-
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kéw nalezgcych do 18 rodzin owaddw, powszechnie spotykanych na terenie
péinocno-wschodniej czesci Stanéw Zjednoczonych (tablica 1). Badania pro-
wadzono obserwujac zachowanie sie owadéw pod wptywem par wydoby-
wajacych sie z otworu cienkiej kapilary potgczonej ze zbiorniczkiem wy-
petnionym ciektym nepetalaktonem. Kapilara umieszczona byta w odleg-
tosci kilku mm od ciata owada. Dla .przedstawicieli 13 spos$rod 18 badanych
rodzin owaddéw nepetalakton okazat sie zwigzkiem o dziataniu odpychaja-
cym lub nawet zabdjczym, nie dziatat natomiast na przedstawicieli pozo-
statych 5rodzin.

Tablica 1.

Gatunki owadéw poddane dziataniu par nepetalaktonu (I). Numerami oznaczono
rodziny (wg 12)

Gatunki wrazliwe na nepetalakton:

1. Fulgoridae 8. Staphylinidae
Acanolonia sp. dwa niezidentyfikowane gat.

2. Cercopidae 9. Scarabaeidae
Monecophora bicincta Ataenius sp.

3. Formicidae 10. Chrysomelidae
Camponotus floridanus Disonycha conjugata

4. Leptoceridae 11. Tenebronidae
Leptocella sp. Leichenum canaliculatum
Oecetis inconspicua 12. Alleculidae

5. Dytiscidae Hymenorus sp.
Coptotomus interrogatus 13. Curculionidae

6. Lampyridae Derelomus sp.
Photinus sp. Conotrachelus sp.

7. Cicindelidae
Cicindela trifasciata

Gatunki niewrazliwe na nepetalakton:

14. Pentatomidae 16. Pyralidae
Thyantha sp. Paraponyx allionealis
Euschistus sp. 17. Arctiidae

15. Reduviidae Afrida ytadodes
Oncocephalus geniculatus 18. Chironomidae
Pnirontis sp. Chironomus sp.

Cavill i Robertson (9 zaobserwowali réwniez wyrazne wias-
nosci insektycydowe irydiomyrmecyny (ll1) wyodrebnionej z mréwek.
Zwigzek identyczny z irydiomyrmecyng, znany pod nazwg matatabilakton
(111), wyizolowano réwniez z roslin (17). Eisner (13), badajac owada
Anisomorpha buprestoides, stwierdzit, ze owad ten produkuje anizomor-
fol (VII) w dwobch specjalnych gruczotach obronnych umieszczonych sy-
metrycznie w odwioku. Wydzielina gruczotéw wyrzucana jest w postaci
mgietki, na og6t pod wptywem bodzca dotykowego. Stwierdzono jednak, ze
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ptaki powodujg wyrzucenie zawartosci gruczotdw juz przez samo zblizenie
sie do owada. Anizomorfol dziata odstraszajgco na owady, pajgki, ptaki
(s6jka amerykanska), myszy — wykazuje tez pewne, ujemne dziatanie
na ludzi.

Eisner (12) postuluje, iz zwigzki typu nepetalaktonu i anizomorfolu
moga by¢ dla roslin swego rodzaju substancjami obronnymi, chronigcymi
przed owadami ro$linozernymi. Zwigzki te, wystepujgce u owadow, petnig
niewatpliwie role obronng przed innymi owadami, ptakami i by¢ moze nie-
ktérymi ssakami. Nie jest wykluczone, ze w przysztosci insektycydowe
wiasciwosci monoterpenéw metylocyklopentanowych znajda zastosowania
praktyczne.

Dziatanie przyciggajace w stosunku do niektérych owaddéw (Chrysopa
septempunctata i Chrysopa japana) zaobserwowano dla neomatatabiolu (1V)
i izoneomatatabiolu (V) wyizolowanych z Actinidia polygama (17, 30).
Zwigzki te wykazujg aktywnos$¢ juz w bardzo matych iloSciach.

Wydaje sie dzisiaj do$¢ przekonywajgco udowodnione, ze wystepujace
powszechnie, niemal symbiotyczne zalezno$ci miedzy okre$lonymi gatun-
kami owadow i roslin majg swe poditoze, miedzy innymi w wytwarzaniu
przez ros$liny specyficznych zwigzkéw, dawniej zaliczanych do grupy tak
zwanych metabolitow wtornych. Zwiazki te, ktérych dobry przykiad sta-
nowi grupa monoterpenéw metylocyklopentanowych, oddziatywajg odpy-
chajgco lub przyciggajaco na owady wykazujgc okreslong specyficznosc
gatunkowga. Mozna przypuszcza¢, ze podobnie jak wiele innych procesow
specjalizacji biologicznych, réwniez i istniejgce obecnie chemiczne podioze
powigzan funkcjonalnych owad-ro$lina jest wynikiem mechanizmu ewo-
lucyjnego. Wedtug niektorych autoréw (14) oddziatywania typu chemicz-
nego pomiedzy komdrkami wydzielniczymi roélin a receptorami w narzg-
dach owadzich stanowity podstawowy mechanizm ewolucyjny istniejacej
obecnie wspditzaleznosci tych dwdch grup organizméw. Zwigzki dziatajace
przyciggajaco lub odpychajgco petnig prawdopodobnie, na réwni z przy-
stosowaniami anatomicznymi, role selekcjonerow zapewniajgcych zapyla-
nie roslin jedynie przez okreslone gatunki owadow.

Szczegdétowe badania nad wihasnosciami farmakologicznymi P-skytanty-
ny (IX), jednego z alkaloidow o strukturze monoterpenu metylocyklopen-
tanowego, przeprowadzono w laboratorium Marini-Bettolo (21).

U psow usypianych wodzianem chloralu obserwowano po podaniu (3
-skytantyny wystepowanie niewielkiego podcisnienia. Efekt ten jednak nie
wptywat regulujgco na wzrost cisSnienia wywotany jednoczesnym podaniem
epinefryny lub jego spadek po podaniu acetylocholiny.

U us$pionych krolikow podanie (3-skytantyny wywotlywato drzaczke.
Pomimo istnienia pier§cienia piperydynowego w czasteczce |3-skytantyny
nie stwierdzono dziatania kuraropodobnego tego alkaloidu, to jest poraza-
nia zakonczen nerwdéw ruchowych.

Badano réwniez wptyw P~skytantyny na zachowanie sie szczuréw w sy-
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tuacjach ciggtego draznienia szokami elektrycznymi. W stosowanych tes-
tach samce szczurdw uczyty sie unikania szokow przez naciskanie dzwigni
na sygnal ostrzegawczy (Swiatto). Wykazano, ze P-skytantyna przyspiesza
proces uczenia sie szczurdw w sytuacjach ciggtego unikania szokéw. Ana-
logiczne dziatanie obserwuje sie w przypadku podania nikotyny i amfeta-
miny. Wydaje sie, ze ugrupowanie N-metylo-piperydynowe, wystepujace
w czgsteczce P-skytantyny warunkuje wiekszosé witasnosci farmakologicz-
nych tego alkaloidu.

Stwierdzono réwniez dziatanie podniecajgce nepetalaktonu (I) i aktyni-
dyny (X) u kotéw (12, 14).

I11. Badania nad biosynteza monoterpendw metylocyklopentanowych

Ostatecznym potwierdzeniem terpenoidowego pochodzenia omawianych
zwigzkow byto uzyskiwanie specyficznego wiaczenia do nich terpenoido-
wych prekursorow radioaktywnych jak kwas mewalonowy lub pirofosfo-
ran geranylu.

1. Biosynteza pochodnych utlenionych

Wyjasnienie izoprenoidowej biosyntezy utlenionych monoterpenow me-
tylocyklopentanowych otrzymywanych z ro$lin nie nastreczato wielu trud-
nosci (6, 39). Pochodzenie natomiast zwigzkdw monoterpenowych wystepu-
jacych w owadach byto przez dtugi czas niejasne. Poczatkowo ich obecnosé
w gruczotach owadzich ttumaczono przyswajaniem z pokarmu i nagroma-
dzaniem w organizmie. Dopiero dosSwiadczenia, w ktdérych podawano
2-1C-mewalonian udowodnity, ze w organizmie owadzim zachodzi, po-
dobnie jak w roslinnym, biosynteza terpendw tej grupy.

Badania Cavilla i wsp. (9 dostarczyty danych o wystepowaniu
w gruczotach analnych mrowki argentynskiej Irydiomyrmex humilis calej
grupy monoterpenow, w ktérej obok cyklopentanowych znajdujg sie tez
inne, wéréd nich tancuchowe: citral, L-citronellal oraz ketony: metylohep-
tenon, metyloheptanon i metyloheksanon. Robinson (27) opierajac sie
na stwierdzonym fakcie wystepowania wymienionych zwigzkow w organiz-
mach owaddéw zaproponowat schemat ich wzajemnych powigzan biogene-
tycznych (schemat 1).

Zwigzkiem podstawowym w schemacie Robinsona jest tancuchowy al-
dehyd citral (XVII), zawierajacy dwa wigzania podwdjne, z ktérych jedno
w potozeniu «-P w stosunku do grupy karbonylowej. Z citralu droga pros-
tych przeksztatcen chemicznych, jak utlenianie, redukcja i odwrécenie
reakcji aldolowej (przytgczenie czgsteczki wody do a-|3 nienasyconego wig-
zania i odiaczenie aldehydu octowego) powstajg ketony terpenowe: me-
tyloheptenon (XVIII), metyloheptanon (XIX) i metyloheksanon (XX).

6 Postepy biochemii 1/71 r.
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Schemat 1. Biosynteza monoterpenéw w organizmach owadéw wediug Robinso
na (27)
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Citral moze rowniez ulegac stereospecyficznej redukcji do L-citronellalu
(XX1) z nastepnym utlenieniem koncowego wegla do grupy aldehydowej
i z wytworzeniem zwigzku posredniego (XXII). Tego typu reakcje utle-
niania terpendow byty juz wykrywane u zwierzagt. Dwualdehyd (XXII),
powstaty z L-citronellalu i zawierajacy a5 nienasycone wigzanie przy jed-
nej z grup aldehydowych, moze ulega¢ wewnetrznej kondensacji Michaela,
dajac irydiodial (VII), zwiazek, ktory moze by¢ dalej przeksztatcany w iry-
diolaktony (111) lub dolichodial (XXIII).

2. Biosynteza alkaloidéw i glukozydéw — efekt randomizacji

Pierwsze badania nad biosynteza monoterpenu metylocyklopentanowe-
go, ~-skytantyny (I1X), przeprowadzita grupa Marini-Bettolo (21).
PoZniej szczegdtowsze badania wykonano w laboratorium Awudy (3).
W pracach nad alkaloidami skytantyny Auda i wspo6tpracownicy podawali
2-14C-DL-lizyne, 2-14C-DL-mewalonian i L-N-14C-metylometionine, wstrzy-
kujac je do todygi rosliny. Po 80 godzinach hodowli w wyekstrahowanych
i rozdzielonych zwigzkach badano rozktad radioaktywnosci. W alkaloidach
skytantyny znaleziono 0,56% radioaktywnosci pochodzacej z 2-4C-DL-me-
walonianu, 0% z 2-4C-DL-lizyny i 1,04% z L-N-4C-metylometioniny. Do-
wodzi to, iz szkielet weglowy alkaloidow skytantyny powstaje z mewalo-
nianu, a nie z lizyny. Ewentualno$é degradacji mewalonianu przed wiacze-
niem mozna odrzuci¢, gdyz rozkiad znakowania wskazuje na wigczenie
specyficzne dla biosyntezy jednostki izopentenylowej. Stosujac degradacje
chemiczng P-skytantyny (IX) uzyskanej po podaniu radioaktywnej 1-N-
UC-metylometioniny stwierdzono, ze azot w ugrupowaniu N-CH3czgsteczki
alkaloidu pochodzi z analogicznej grupy N-metylometioniny. Podobne do-
Swiadczenia, majgce na celu ustalenie drogi powstawania w organizmach
roslinnych werbenaliny (X1V), plumeridu (XIII), aktynidyny (X) i gen-
cjopikrozydu (XVI) udowodnity, ze powstajg one réwniez z prekursoréw
terpenowych.

Podczas badan nad biosyntezg fi-skytantyny zaobserwowano po raz
pierwszy w przypadku monoterpendéw metylocyklopentanowych zjawisko
tak zwanej randomizacji znakowania. Pod terminem tym rozumie sie ogél-
nie rozktad znakowania w produktach biosyntezy z radioaktywnych pre-
kursoréw, pomiedzy atomy lub grupy zajmujace pozycje réwnowazne ste-
reochemicznie (bardziej precyzyjne wydaje sie tu okreSlenie: rbwnowazne
z punktu widzenia reakcji enzymatycznej). W przypadku biosyntezy jed-
nostki dziesiecioweglowej — prekursora monoterpendw, jak to wykazali
miedzy innymi Shah, Cleland i Porter (32) kondensacja dwdch
jednostek piecioweglowych i poprzedzajgca ja izomeryzacja pirofosforanu
izopentenylu do pirofosforanu dwumetyloallilu sg procesami stereospecy-
ficznymi. Jak wida¢ ze schematu 2 znakowanie pochodzace z 2-UC-mewa-

6*
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Schemat 2. Biosynteza monoterpenu metylocyklopentanowego z kwasu mewalono-
wego wedtug Shaha iwsp. (32

lonianu powinno sie ogranicza¢ do tylko jednej z dwéch, blizniaczych grup
metylowych a i b oraz atomu wegla d, w pierscieniu cyklopentanowym
(XXI1V), tymczasem degradacja chemiczna (3-skytantyny (I1X) wyodrebnio-
nej z 1,3-letnich roslin Skythanthus acutus po podaniu 2-4C-mewalonianu
wykazata, iz potowa podanej radioaktywnosci roztozona jest rGwnomiernie
w atomach wegla dwéch koicowych grup metylowych C-3 i C-9. W P-sky-
tantynie otrzymanej w analogiczny sposob z roslin 3-letnich randomizacja
znakowania nie wystepuje. Au da (3) postuluje, ze przedstawiona wyzej
réznica jest odbiciem istnienia réznych mechanizméw kontroli enzyma-
tycznej tego samego procesu — biosyntezy P-skytantyny — w zaleznoSci
od wieku ro$liny. Byé moze, w roslinach miodych istnieje dodatkowy
enzym warunkujgcy randomizacje posrednika izopentenylowego.
Podobne zjawisko zaobserwowali dla C-15 i C-3 plumeridu (XIII)
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Yeowell i Schmid (39), badajagc biosynteze tego zwigzku w Plu-
meria acutifolia. Wysuwajg oni interesujagca hipoteze, ze randomizacja
znakowania w plumeridzie zachodzi juz po zamknieciu pierscienia cyklo-
pentanowego, lecz w momencie, gdy C-3 i C-15 istniejg jeszcze w postaci
rownowaznych grup aldehydowych. Powstawanie grupy karboksylowej
w C-15 plumeridu na drodze utlenienia grupy aldehydowej, jak zakladaja
autorzy, wydaje sie prawdopodobne.

Zjawisko randomizacji znakowania kofAcowej- grupy metylowej wyste-
puje tez w czesci izoprenoidowej niektorych alkaloidow (4).

Schmid i wsp. (39) badali rowniez zjawisko randomizacji wystepu-
jace w innym glukozydzie cyklopentanowym — werbenalinie (XIV).
Randomizacja znakowania miedzy C-6 a C-9 nie zachodzi w zadnym z ba-
danych stadiéw wzrostowych rosliny, zachodzi natomiast miedzy C-3 a C-8
dla ro$lin jedno-, dwu- i trzymiesiecznych. W miare starzenia si¢ rosliny
stopiefh randomizacji miedzy C-3 a C-8 jest coraz mniejszy.

Ograniczong randomizacje znakowania miedzy C-3 a C-8 stwierdzono
rowniez badajgc biosynteze nepetalaktonu (I) w Nepeta cataria (26). W bio-
syntezie nepetalaktonu wystepuje jednak, niespotykana w przypadku
plumeridu, skytantyny i werbenaliny, randomizacja miedzy C-6 a C-9.
Poprzednio opisane zjawisko wymiany znakowania miedzy koAcowymi
grupami metylowymi C-3 i C-8 mozna ttumaczy¢ na przyktad swobodng
rotacjg atomu C-4. Rozktad znakowania miedzy C-6 a C-9 mdgtby swiad-
czy¢ o zachodzeniu randomizacji na poziomie pirofosforanu izopentenylu.
Dos$¢ trudno jednak pogodzi¢ ten fakt ze stwierdzong (32) stereospecyficz-
noscia izomeryzacji pirofosforanu izopentenylu.

3. Ogo6lny schemat biosyntezy monoterpenéw metylocyklopentanowych

Na podstawie analizy struktur i wystepowania réznych typéw mono-
terpenéw metylocyklopentanowych kilku autoréw, miedzy innymi Cavill
8 i Eisenbraun (cyt. za Wallerem (37)) starato sie poda¢ ogoélny
schemat ich biosyntezy i wzajemnych powigzan. Najbardziej kompletny
schemat podaje Eisenbraun (cyt. za Wallerem (37)) (schemat 3).
Kluczowym zwigzkiem w biosyntezie monoterpenéw metylocyklopentano-
wych jest, wedtug Eisenbrauna, aldehydopirofosforan metylocyklopentano-
wy (XXVI), powstajgcy z pirofosforanu geranylu (XXV) na drodze stop-
niowego utleniania (przez alkohol do aldehydu), a nastepnie cyklizacji.
Od etapu aldehydopirofosforanu metylocyklopentanowego (XXVI) schemat
wyréznia dwie zasadnicze drogi: jedna w kierunku tworzenia utlenionych
monoterpendéw metylocyklopentanowych iich glikozydéw i druga — w Kie-
runku tworzenia alkaloidow metylocyklopentanowych. Utrwalenie struk-
tury cyklopentanowej musi zachodzi¢ juz na etapie wspdlnym dla obu
drég, o czym $wiadczy fakt, iz obie serie zwigzkéw wyprowadzonych od
aldehydopirofosforanu metylocyklopentanowego maig identyczne centra
asymetrii 7 i 4a (XXVI).
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Pierwszy produkt drogi alkaloidowej (XXVII) powstawa¢ moze przez
biologiczng transaminacje aldehydopirofosforanu metylocyklopentanowego
(XXVI). Struktura XXVII zawiera reaktywny w tym przeksztatceniu
wegiel karbonylowy, za$ obecnos$é allilowego, podwéjnego wigzania utatwia
wewnatrzczagsteczkowg, nukleofilowg wymiane pirofosforanu przez grupe
aminowg. Powstajacy zwigzek XXVIII ulega prawdopodobnie dehydratacji
dajagc w wyniku mieszanine amin z dwoma wigzaniami podwo6jnymi XXIX,
XXX i XXXI. Jest prawdopodobne, ze réwnowaga istniejgca miedzy
zwigzkami XXIX, XXX, i XXXI umozliwia czesciowa redukcje prowadza-
cg do utrwalenia konfiguracji w pozycjach 7 i 4a, a nastepnie powstanie
struktur nor-a, nor-8 i nor-6-skytantyny (XXXIIl). Wydaje sie tez, ze ze
zwigzku XXXI droga enzymatycznego odwodorowania powsta¢ moze akty-
nidyna (X). Z chemicznego punktu widzenia istnienie struktury nor-sky-
tantyny (XXXII) wydaje sie Swiadczy¢ rowniez o istnieniu zwigzkéw po-
Srednich XXIX, XXX i XXXI, chociaz nie byty one wykrywane. Eisen-
braun uwaza za prawdopodobne, ze mogg by¢ one posrednikami nigdy nie
uwalnianymi ze stalego kompleksu enzymatycznego i dlatego nie wykry-
wanymi. Dalsze zwigzki na drodze alkaloidowej: hydroksyskytantyna
(XXXIII), tekomanina (XXXIV), seria dehydroskytantyny (XXXVI) moga
powstawa¢ w wyniku metylowania, utleniania i hydratacji nor-dehydro-
skytantyny (XXXV), za$ tekostadina (XXXVII) i tekostanina (XXXVIII)
w wyniku hydroksylacji i metylowania zwigzku XXXI.

Droga w kierunku utlenionych monoterpenéw metylocyklopentano-
wych prowadzi przez zwigzek XXXIX powstajacy w wyniku dehydrogena-
cji aldehydopirofosforanu metylocyklopentanowego (XXVI). Usuniecie
pirofosforanu daje zwigzek XL pozostajagcy w rownowadze z irydiodialem
(VII) i zwigzkiem XLI. Irydiodial (VII) pozostaje z kolei w réwnowadze
ze swojg forma dwucykliczng (XLII), ktéra, dzieki dziataniu dehydroge-
nazy alkoholowej, moze by¢ tatwo utleniona do nepetalaktonu (I). W ana-
logiczny sposob ze zwigzkéw V i XLIII tworzone moga byé dwuhydrone-
petalakton (1) i irydiomyrmecyna (I1).

Z kluczowego posrednika, aldehydopirofosforanu metylocyklopentano-
wego (XXVI), przez modyfikacje wskazanego schematu wyprowadzi¢ moz-
na wiekszo$¢ znanych struktur monoterpenéw metylocyklopentanowych.
Wyniki badan (21, 39) wskazujg, ze zarowno utlenianie, jak i powstawanie
wigzan nienasyconych w grupie monoterpenéw roslinnych zachodzi w we-
ztowych punktach zgodnie z podanym schematem.

IV. Pokrewienstwo metaboliczne miedzy terpenami a alkaloidami
Terpeny, ogo0lnie rzecz biorgc, stanowig bardziej anizeli alkaloidy

okre$long pod wzgledem struktur i biosyntezy klase zwigzkéw natural-
nych. Zasadniczo mozna je wywiesé z kolejnych etapow kondensacji jed-
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Schemat 3. Biosynteza monoterpenéw metylocyklopentanowych wedtug Eisenbrauna (cyt. za (37))
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nostek izopentenylowych. Cechy wspo6lne alkaloidéw natomiast czesto
ograniczajg sie jedynie do wystepowania w ich czgsteczkach atomow azotu.
Podobnie, istnieje wieksze niz w przypadku terpenéw zrdznicowanie
w schematach biosyntezy poszczegdlnych alkaloidow (19, 25). tacznos$é
miedzy tymi dwoma klasami roslinnych produktéw naturalnych byta juz
od do$¢ dawna przedmiotem zainteresowania (20, 31, 34, 38).

Pomijajac stosunkowo mato poznang grupe alkaloidéw terpenoidowych,
warto sie zatrzymaé nad rolg, jaka w biosyntezie jednej z bardziej rozpo-
wszechnionych grup — alkaloidéw indolowych, odgrywa jednostka mono-
terpenowa. Z rozmaitych koncepcji biosyntezy nietryptofanowej czesci
alkaloidéw indolowych najbardziej obecnie udowodniona wydaje sie tak
zwana ,koncepcja monoterpenowa” podana przez Thomasa (34).
W 1961 roku Thomas zauwazyt uderzajace podobienstwo pomiedzy ztozo-
nymi alkaloidami indolowymi a szkieletem weglowym pewnych, nowood-
krytych alkaloidow i glukozydéw o strukturze monoterpenéw metylocyklo-
pentanowych. Niezwykle istotne dla potwierdzenia koncepcji Thomasa byto
wykrycie zwigzkéw o budowie monoterpenéw metylocyklopentanowych
w roSlinach, w ktérych wystepujg alkaloidy indolowe, miedzy innymi
w Skythanthus acutus i w ro$linach rodzaju Stryclnnos. Obecnie stusznosé
koncepcji o pochodzeniu nietryptofanowej czesci alkaloidéw indolowych
z monoterpendw o strukturze metylocyklopentanowej zostata juz potwier-
dzona przez wielu badaczy. Battersby i wsp. (4 za jeden z kluczo-
wych prekursoréw nietryptofanowej czesci alkaloidow indolowych uwaza-
ja glukozyd monoterpenu metylocyklopentanowego — loganine (XV).
Eksperymenty ze znakowang loganing udowodnity, ze wigcza sie ona spe-
cyficznie do alkaloidéow indolowych w Vica rosea. Okazato sie tez, ze loga-
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Schemat 4. Biosynteza cze$ci nietryptofanowej alkaloidéw indolowych wedtug Tay -
lora (33)
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nina jest prekursorem wielu alkaloidéw indolowych miedzy innymi typu:
windoliny, katarantyny i ajmalicyny. Na schemacie 4 przedstawiona jest
proponowana droga biosyntetyczna nietryptofanowej czesci pewnych, ty-
powych alkaloidoéw indolowych.

Schemat zaczyna sie od cyklizacji geraniolu (XLIV) do cyklopentanoidu
XLVI, w ktorym nastepuje rozerwanie pierscienia i przeksztatcenie w mo-
noterpenoid XLVII. Przemiany zwigzku XLVII dajg struktury, ktérych
szkielety weglowe utozone sg jak w zwigzkach XLVIII lub XLIX. Te trzy
podstawowe monoterpenoidy moga byé z kolei wigczane do alkaloidéw
indolowych jak pokazano obok pogrubionymi liniami. | tak zwigzek XLVII
wigczatby sie do szkieletu ajmalicyny (L) (Corynanthe), XLVIII — do
ibogainy (LI) (Iboga) i XLIX — do windoliny (LIl) (Aspidosperma).
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Wydaje sie, ze oprécz loganiny rowniez werbenalina (XIV) oraz gen-
cjopikrozyd (XVI) mogtyby by¢ monoterpenoidowymi posrednikami w bio-
syntezie alkaloidéw indolowych.

Jest bardzo prawdopodobne, ze przynajmniej w dwdch rodzinach wy-
twarzajagcych alkaloidy indolowe: Rubiaceae (Cinchona i Corynanthe)
i Apocynaceae (Aspidosperma, lboga, Vinca) istnieje bezposrednia tgcznosé
metaboliczna miedzy tymi zwigzkami a terpenami.

LITERATURA

1. Appel H.H., Scientia 130, 1 (1966).

2. Arthur H R, Johns S. R, Lamberton J A, Loo S. N, Aust. J
Chem. 20, 2505 (1967).

3. Auda H., Juneja H. R, Eisenbraun E J, Waller G R, Kays
W. R, Appel H.H., J Am. Chem. Soc. 89, 2476 (1967).



[]_5] MONOTERPENY METYLOCYKLOPETANOWE 89

4. Batter sby A R, Brown R T, Kapil R S, Plunkett A O, Tay-
lor J. B.,, Chem. Comm. 2, 47 (1966).

5. Batter shy A R, Brown R T, Knight J A, Martin J A, Plun-
kett A. O, Chem. Comm. 2, 346 (1966).

6. Ballu R. G, Youngken H. W, Lloydia 29, 360 (1966).

7. Casinovi G. G, Giovannozzi-Sermanni G, Marini-Bettolo
G. B., Gazz. Cim. Ital. 94, 1356 (1964).

8 Cavill G W. K, Hin ter berg er H., Aust. J. Chem. 13, 514 (1960).

9. Cavill G W K, Robertson Phyllis L. Science 149, 1337 (1965).

10. Coscia C. J, Guarnaccia R., J Am. Chem. Soc. 89, 1280 (1967).

11. Djerassi C, Kutney J P, Shamma M., Tetrahedron 18, 183 (1962).

12. Eisner T. Science 146, 1318 (1964).

13. Eisner T. Science 148, 966 (1965).

14. Fraenkel G. S., Science 129, 1466 (1959).

15. Fusco R, Trave R, Vercellone A. Chimica e industra (Milan) 37, 251
(1966).”

16. Horodysky A G, Waller G R, Eisenbraun E. J., J. Biol. Chem.
244, 3110 (1969).

17. Hyeon, Suong Be; 1Isoe, Sacchihiko; Sakan Takeo, Tetrahe-
dron Letters 51, 5325 (1968).

18. Isoe Sacchihiko, Ono Teiichi, Hyeon Suong Be, Sakan
Takeo, Tetrahedron Letters 51, 5319 (1968).

19. Leete E. Science 147, 1000 (1965).

20 Loew P, Goeggel H, Arigoni D. Chem. Comm. 2, 347 (1966).

2. Marini-Bettolo G. B.,, Ann. 1st. Super Sanita 4, 489 (1968).

22. McConnel J F, Mathieson A L, Schoenborn B. P, Tetrahedron
Letters str. 445 (1962).

23. MeElvain S. M, Bright R D, Johnson P. R, J Am. Chem. Soc. 63,
1558 (1941).

24, Meinwald J, Chadka M. S, Hurst J J, Eisner T. Tetrahedron
Letters str. 29 (1962).

25. Mothes K, Schutte H. R., Biosynthese der Alkaloide, Veb Deutscher
Verlag der Wissenschaften, Berlin 1969.

26. Regnier F. E, Waller G R, Eisen braun E. J, Auda H. Phyto-
chemistry 7, 221 (1968).

27. Robinson R, Tetrahedron 6, 217 (1959).

28. Roth L M, Eisner T. Ann. Rev. Ent. 7, 107 (1962).

29. Sakan T, Fujino A, Murai F, Butsugan Y., Suzui A. Bull
Chem. Soc. Japan 32, 315 (1959).

30, Sakan T, Fujino A, Murai F, Suzui A, Butsugan Y., Ter-
shima Y., Bull. Chem. Soc. Japan 33, 712 (1960).

31. Scott, Aastair J.,J. Am. Chem. Soc. 21, 91 (1969).

32. Shah D.D., Cleland W. W, Porter J. W, J. Biol. Chem. 240, 1946 (1965).

33. Taylor W. I, Science 153, 954 (1966).

34. Thomas R., Tetrahedron Letters str. 544 (1961).

35. Todd N. B. J., Heredity 53, 54 (1962).

36. Torsell K, Wahlberg K. Tetrahedron Letters 8, 445 (1966).

37. Waller G. R, Progress in the Chemistry of Fats and Other Lipids, Pergamon
Press, Londyn 1969, t. X, cz. 2.

38. Wenkert E. J, J. Am. Chem. Soc. 84, 98 (1962).

39. Yeowell D. A, Schmid H. Experientia 20, 250 (1964).



: {'{,;.J-'i“i'
s

na T\'i;'
'. .,::.. ﬂ.!
MR R

5 1Y
,(.'




Post. Blochem. 17, 91—104 (1971)

TERESA BARANKIEWICZ*, MAGDALENA MILER**

Funkcje i metabolizm kwasu retinowego***

Function and Metabolism of Retinoic Acid

The presented survey deals with physiological role of the retinoic acid. The
special consideration is given to its interaction with vitamin A metabolism.

Od odkrycia witaminy A do chwili obecnej poznano juz dos¢ dobrze
budowe chemiczng tej witaminy i jej pochodnych. Sadzono, ze te rdzno-
rodne zwigzki o wtasciwosciach witaminy A spetniaja odmienne funkcje
w organizmie. Biochemiczng role witaminy A na poziomie molekularnym
wyjasniono jedynie w procesie widzenia (57, 63). W dalszym ciggu pozo-
staje natomiast nieznany mechanizm biochemiczny, dzieki ktéremu wita-
mina stymuluje wzrost, rozwdj i rozmnazanie. Dlatego poszukuje sie
aktywnej formy witaminy A, ktéra albo mogtaby odgrywaé posrednia role
w metabolizmie, albo by¢ specyficzng dla kazdego z tych proceséw. Istniejg
poglady, ze forma alkoholowa witaminy A — retinol — nie jest forma
aktywng w ogo6lnym metabolizmie ssakdéw i ptak6w. Przypuszcza sig, ze
aktywnym zwigzkiem jest raczej albo sam kwas retinowy (I) albo jego
pochodne.
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* Mgr, Instytut Botaniki, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
** Mgr inz., Katedra Technologii i Higieny Zywienia Czlowieka, Szkota Gtéwna
Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa
*** Nomenklatura wedtug Komisji Nazewnictwa Biochemicznego IUPAC-1UB (26):
retinol — alkohol witaminy A, retinal — retinen — aldehyd witaminy A,
kwas retinowy — forma kwasowa witaminy A, retinoilo — j3-glukuronid —
P-glukuronid kwasu retinowego
Wykaz stosowanych skrotow: all-trans kwas retinowy (retinol, retinal) o wszyst-
kich wigzaniach podwo6jnych w potozeniu trans
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I. Fizjologiczne dziatanie kwasu retinowego jako jednej z form
witaminy A

Kwas retinowy i jego estry zostaly wykryte w 1946 roku przez dwoch
badaczy holenderskich Van Dorpa i Arensa (56) podczas przepro-
wadzania syntezy chemicznej retinolu. Badacze ci (55) w doswiadczeniach
na szczurach stwierdzili, ze zwigzek ten wykazuje stosunkowo wysoka
aktywno$¢ biologiczng. So6l sodowa kwasu retinowego podana doustnie
pobudzata w takim samym stopniu jak retinol wzrost szczuréw zubozonych
w witamine A. Jednakze forma kwasowa witaminy A nie chronita zwierzat
przed zaburzeniami w procesie widzenia, a wiec nie mogta spetniac¢ roli
retinalu, formy niezbednej do prawidtowego przebiegu tego procesu (57).
Nasuneto to wniosek, ze w organizmie nie moze zachodzié¢ redukcja kwasu
retinowego do retinalu (44, 55).

Dowling i Wald (10) potwierdzili, ze kwas retinowy moze spet-
niaé podstawowe funkcje witaminy A w organizmie szczura, utrzymujac
zwierzeta w dobrym ogd6lnym stanie zdrowia i umozliwiajac im normalny
wzrost. Autorzy ci wykazali rowniez, ze forma kwasowa nie jest formg
aktywna w tworzeniu pigmentow wzrokowych. U szczuréw karmionych
dieta zawierajagcg kwas retinowy obserwowano rozwijanie sie S$lepoty
zmierzchowej, ktéra w koncowej fazie prowadzita do catlkowitej utraty
wzroku. Doktadniejsze badania chorego narzadu wzroku pozwolity okreslié
patologie zmian strukturalnych charakteryzujacg sie zmniejszonym steze-
niem rodopsyny, utratg opsyny i rozpadem zewnetrznych czesci precikéw
oka. Podawanie przez dtuzszy okres czasu kwasu retinowego wywotywato
kurczenie sie wewnetrznych czesci precikow i nieodwracalne zmniejszanie
sie w nich liczby komdrek nerwowych, co w koncowym stadium zmian
prowadzito do nieodwracalnej $lepoty.

Thompson i Howell (51) wykazali brak aktywnosci kwasu reti-
nowego w procesach rozmnazania zwierzat. Szczury na diecie bez retinolu,
a zawierajacej kwas retinowy rosty dobrze, wygladaty zdrowo, ale stop-
niowo tracity wzrok i stawaty sie bezptodne. U samic szczuréw w trzecim
tygodniu cigzy pojawiata sie martwica tozyska, ktérej towarzyszyta re-
sorpcja ptodu. Niedobdr witaminy A u samcéw powodowat zahamowanie
spermatogenezy, ktére nastepowato po normalnym wytworzeniu spermato-
gonii i spermatocytéw, przy czym stwierdzano réwniez zmiany martwicze
w jadrach i nasieniowodach (23). Podawanie samcom i samicom retinolu
przywracato stan normalny.' Retinol odgrywa zasadniczg role takze w re-
produkcji ptakéw i nie moze by¢ zastgpiony przez kwas retinowy (52).
W przeciwienstwie do samcow szczurdw, u kogutéw na diecie zawierajacej
kwas retinowy obserwowano normalny przebieg spermatogenezy. Kury
na takiej samej diecie niosty sie dobrze, nie ustepujac w produkcji jaj
grupie kontrolnej, ktéra otrzymywata retinol. Zarodki, ktére rozwijaty
sie w jajach pochodzgcych od kur, otrzymujgcych wytgcznie kwas retino-
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wy, poczatkowo rozwijaty sie normalnie, a zmiany pojawiaty sie dopiero
po 48 godzinach inkubowania jaj. Efekt ten okazat sie odwracalny, bo po
podaniu tym samym kurom retinolu nastepowat normalny rozwoj zarodka.
Autorzy przypuszczaja, ze kwas retinowy podawany kurom speinia role
witaminy A niezbednej dla niesienia sie kur, ale nie moze zastapic¢ retinolu
w prawidtlowym rozwoju zarodka. Prawdopodobnie kwas retinowy nie
jest przenoszony do jaja i zarodek ginie z braku witaminy A. Poniewaz
deficyt witaminy A u rosngcych zwierzat odbija sie szczegOlnie ujemnie
na pewnych tkankach jak nabtonek, kosci i system nerwowy, brak retinolu
w rozwijajagcym sie zarodku jest wystarczajgcym powodem zahamowania
jego rozwoju, a w koncowej fazie zamarcia (39). Wedlug Krishna-
murthy i wsp. (29) forma kwasowa witaminy A w dawkach do 100 ng
jest wystarczajgca dla pobudzenia wzrostu, ale nie chroni kurczgt przed
powstawaniem zmian patologicznych w oku i centralnym systemie nerwo-
wym.

Pierwsze poréwnanie aktywnos$ci biologicznej kwasu retinowego i reti-
nolu przeprowadzili Van Dorp i Arens (55), wykazujgc za pomocy
testu watrobowego, ze obie te formy witaminy A maja prawie takg sama
aktywnos$¢ biologiczng. Natomiast Mahadevan i wsp. (33) sa zdania,
ze kwas retinowy pobudza wzrost szczurdw silniej niz retinol. Wydaje sie
jednak, ze zagadnienie aktywnos$ci biologicznej kwasu retinowego nie jest
dotychczas catkowicie wyjasnione, na co zwracajag uwage Zile i De
L uca (70). Autorzy ci stwierdzili, ze kwas retinowy ma mniejszg aktyw-
nos¢ biologiczng niz retinol, co ttumacza szybszym metabolizmem i wyda-
laniem formy kwasowej. Byloby to zgodne z danymi Hoppego (22),
ktéry stwierdzit, ze aktywno$¢ kwasu retinowego wynosita okoto 61—67%
aktywnosci retinolu. Na og6t uwaza sie, ze réznice miedzy kwasem retino-
wym i retinolem w zapobieganiu objawom niedoboru witaminy A sg sto-
sunkowo niewielkie, przy czym moga byé spowodowane réznym stopniem
absorpcji i stabilno$ci oraz nieco innym mechanizmem i szybkosScig trans-
portu tych dwéch form w organizmie (49).

De Man iwsp. (5) w doSwiadczeniu na kurczetach i szczurach porow-
nali aktywnos$¢ biologiczng form all-trans kwasu retinowego i octanu reti-
nylu, stwierdzajac, ze oba te zwigzki wykazujg na og6t zblizong aktyw-
nosc.

Malathi i wsp. (34) badajac zmiany ciezaru ciata szczuréw zubozo-
nych w witamine A stwierdzili, ze kwas retinowy podawany dootrzewnowo
posiadat 141% aktywnos$ci octanu witaminy A, co moze sie wigza¢ z gor-
szym wykorzystaniem formy octanowej wprowadzonej tg drogg (49).

Thompson i Pitt (53) zwrdcili uwage, ze toksyczno$¢ retinolu
dla organizmu zwierzecego jest wynikiem jego utleniania do kwasu retino-
wego. Autorzy ci sugerujg, ze kwas retinowy jest znacznie bardziej tok-
syczny niz retinal i retinol, a duzy nadmiar tego kwasu powoduje ostre
objawy hiperwitaminozy (54). Kwas retinowy jest co najmniej 500 razy
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bardziej toksyczny niz retinol (52). Nawet 0,5ug kwasu retinowego
wstrzyknietego do jaja kurzego wstrzymuje rozwd@j zarodka. Jednak we-
diug Hoppego (22) kwas retinowy i retinol podawane w duzych daw-
kach sg jednakowo toksyczne.

Rdznorodnosé objawdw patologicznych zwigzanych z niedoborem wita-
miny A wskazywataby, ze witamina ta speinia wiecej niz jedng funkcje
biologiczna. Nadal nie wyjasniony jest sposéb dziatania poszczeg6lnych
form witaminy A, ktdrych obecnos¢ w organizmie zapobiega powstawaniu
szeregu zmian patologicznych, jak: zahamowanie wzrostu, rogowacenie
nabtonka, uszkodzenie systemu nerwowego, zaburzenia w rozmnazaniu
i wiele innych.

Uwaza sie obecnie, ze retinol i kwas retinowy moga odgrywaé role
niezbednych kofaktoréow szczeg6lnie w dwdéch systemach biochemicznych,
mianowicie w syntezie mukopolisacharydéw (40, 60) oraz w tworzeniu
i metabolizmie hormondw sterydowych (25, 58).

1. Zrédta kwasu retinowego w organizmie

Brak metod pozwalajgcych na identyfikacje kwasu retinowego w tkan-
kach zwierzat byt przyczyng watpliwosci co do naturalnego wystepowania
tego zwigzku (1, 29, 41, 44, 59). Jednak ostatnio udato sie stwierdzi¢, ze
kwas retinowy pojawia sie przejsciowo w kilku tkankach wkrétce po po-
daniu w diecie lub droga pozajelitowg gotowej formy kwasowej, a takze
po podaniu retinalu, retinolu i karotenu (6, 12, 15, 24, 37).

Od dawna byto wiadomo, ze pewne tkanki ssakow mogg przeksztatcac
{3-karoten w retinal. Mechanizm tego procesu poznano dos¢ dobrze, ale nie
wyjasniono nalezycie dalszych przemian powstatego retinalu (19, 21, 38).
Goodman i wsp. (21) stwierdzili, ze rozerwanie czasteczki (5-karotenu
nastepuje w miejscu podwdjnego wigzania przy C5—-C1H z wytworzeniem
dwodch czasteczek retinalu. Enzymy rozszczepiajgce to wigzanie wystepujg
w rozpuszczalnej frakcji $Sluzowki jelita oraz w watrobie. Po podaniu
P-karotenu in vivo wykryto w nabtonku jelitowym, limfie i watrobie reti-
nol i estry retinylowe, a takze niewielkie ilosci nie okreSlonego blizej
zwigzku o charakterze kwasu (7, 18, 24, 36, 50). Na podstawie badan nad
metabolizmem P-karotenu Crain i wsp. (3) sugerowali, ze P-karoten
jest przeksztatcany nie w retinol, a w inne produkty, a Zachman
i Olson (66) stwierdzili, ze jednym z tych produktdw moze by¢ kwas
retinowy, o czym juz wczesniej donosili inni autorzy (2).

Crain i wsp. (4 inkubowali (5-karoten z frakcjg rozpuszczalng na-
btonka jelitowego i stwierdzili, ze cho¢ gtéwnym produktem reakcji byt
retinal (90%), powstawaty rowniez niewielkie ilosci kwasu retinowego.
Dodanie NAD lub zredukowanego NAD do preparatu enzymatycznego
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z nabtonka powodowato dziesieciokrotne zwiekszenie ilosci kwasu retino-
wego w mieszaninie inkubacyjnej. Réwniez w doswiadczeniach in vivo po
podaniu szczurom “-karotenu znajdowano oznaczalne ilosci kwasu retino-
wego w tkankach zwierzat. Dane te wskazujg na obecno$¢ w nabtonku
jelitowym szczura uktadu lub uktadéw enzymatycznych zdolnych do de-
gradacji P-karotenu do kwasu retinowego. Pierwszym etapem bytaby prze-
miana P-karotenu w retinal, a nastepnie utlenienie do kwasu retinowego
na drodze bezposredniej lub poprzez retinol, przy czym zaréwno NAD,
jak i zred. NAD stymulujg ten proces. Crain i wsp. (4 przypuszczaja,
ze wspomniane uktady enzymatyczne maja wiasnosci podobne do oksydazy
retinalu wyodrebnionej z watroby szczura przez Mahadevana i wsp.
(33).

Podobne obserwacje poczyniono badajgc przemiany retinalu znakowa-
nego C na weglu C5 (4, 6, 15, 17). Zarowno in vivo, kiedy znakowany
retinal podawano szczurom, jak i w doSwiadczeniach in vitro zwiazek ten
przeksztatcat sie w kwas retinowy, przy czym wydajnos$¢ tej reakcji byta
wyzsza niz w przypadku P-karotenu: w doswiadczeniach in vivo 24% po-
danej radioaktywnos$ci znajdowano w formie kwasowej w krwi zyty wrot-
nej, a wydajno$¢ przemiany in vitro oceniono na 80—90%. Na podstawie
doswiadczen in vitro stwierdzono, ze witasnosci enzymu katalizujgcego
przemiane retinalu w kwas retinowy nie réznig sie od witasnosci enzymu
katalizujgcego przemiane P-karotenu w ten kwas.

Ostatnio (4, 13, 16) coraz czesciej przypuszcza sie, ze znaczna cze$é
retinalu jest utleniana do kwasu retinowego w nabtonku jelitowym zwie-
rzat, skad jest wchtaniana do uktadu krwionosnego. Ta przemiana, obok
innej, prowadzacej od retinalu poprzez retinol do estrow retinylowych,
uwazanej za gtéwna, jest prawdopodobnie jedng z alternatywnych drog
przemian w warunkach fizjologicznych o dotychczas nieznanym znaczeniu
(13, 16). Przypuszcza sie, ze przeksztatcenie retinalu w kwas retinowy jest
procesem nieodwracalnym (67), c6 mogtoby wyjasnia¢ niemozno$¢ zasta-
pienia aldehydowej formy witaminy A przez forme kwasowg w leczeniu
zmian patologicznych wystepujgcych w narzadach wzroku przy niedoborze
witaminy A

Fidge iwsp. (16) stwierdzili, ze obydwie formy witaminy A, retinol
i retinal, przeksztatcajg sie w kwas retinowy z prawie jednakowga wydaj-
noscig (15—20%), co moze nasuwaé przypuszczenie, ze réwniez pewna
cze$¢ retinolu z pozywienia moze by¢ utleniona do kwasu w nabtonku
jelitowym i wchionieta do krwiobiegu. Nabtonek jelitowy nie jest jedynym
poznanym miejscem powstawania kwasu retinowego w organizmie zwie-
rzat. Takze enzymy watroby przeksztatcajg zaréwno retinal, jak i retinol
w kwas retinowy (9, 14, 17, 33) (schemat 1). Wydaje sie, ze enzymem wa-
runkujacym to przeksztatcenie jest watrobowa dehydrogenaza aldehydo-
wa, ktérg za pomocg frakcjonowania mozna oddzieli¢ od dehydrogenazy
alkoholowej (33).
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Il. Identyfikacja p-glukuronidu kwasu retinowego

Przypuszcza sie, ze (3-karoten, retinol i retinal, podane per os, moga
ulec nieodwracalnemu utlenieniu do kwasu retinowego przez enzymy S$lu-
z6wki btony jelitowej, a w przypadku podania drogg poza jelitowg —
przez odpowiednie enzymy watroby (9, 14, 17, 33) (schemat 1). Kwas reti-
nowy, zaréwno podany zwierzetom w postaci gotowej, jak i powstajacy
w ich organizmie z innych form witaminy A, transportowany jest przez
krew i kragzy w ukiadzie jelitowo-watrobowym. Produkty przemian kwasu
retinowego sg mato poznane.

RETINOL

{ RETINAL

KWAS RETINOWY <—— B - KAROTEN

transferaza
UDP-glukuronianowa B~ glukuronidazy tkankowe

B-GLUKURONID KWASU RETINOWEGO

Schemat 1. Wspdizaleznosci miedzy réznymi formami witaminy A i kwasem retino-
wym

U kilku gatunkoéw zwierzat stwierdzono bardzo szybkie znikanie zna-
kowanego kwasu retinowego z krwi, watroby, nerki i jelita po podaniu
doustnym lub poza jelitowym; po 24 godz. znajdowano ten kwas juz tylko
w ilosciach $ladowych (10, 27, 29, 41, 44, 68). Radioaktywno$¢ pochodzaca
z podanego kwasu retinowego znajdowano gtoéwnie we frakcji biatkowej
analizowanych tkanek, ekstrahowanej rozpuszczalnikami polarnymi (28).
Radioaktywny produkt, bardziej polarny niz kwas retinowy (12, 66), byt
wydalany gtéwnie z zbtcig (65 66). Dunagin i wsp. (11) wyizolowali
ten gtowny produkt metabolizmu kwasu retinowego i stwierdzili, ze
oczyszczony preparat zawierat jako gtéwny sktadnik zwigzek o niektdrych
wiasciwosciach zblizonych do kwasu retinowego. Na podstawie wynikow
badan struktury tego zwigzku, przeprowadzanych metodami chemicznymi
i fizycznymi oraz za pomocga inkubacji z P-glukuronidaza, autorzy ci przy-
puszczali, ze gtownym produktem metabolizmu kwasu retinowego wyste-
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pujacym w zokci jest jego |3-glukuronid (retinoilo-P-glukuronid) (Il). P6z-
niejsze dane (13) potwierdzity te sugestie.

l | /2
(\/\/\\/\/ o
COOH
O
8 OH

Badania przeprowadzone metodg chromatografii jonowymiennej wy-
kazaty, ze pochodne kwasu retinowego z z6kci rozdzielaja sie na kilka frak-
cji (4, 35), z ktorych frakcja polarnych zwigzkéw' (3-glukuronidowych
wykazywata wiekszg radioaktywno$¢ niz wolny kwas i jego pochodne
estrowe.

IV. Migjsce syntezy (3-glukuronidu kwasu retinowego

Szybkie znikanie kwasu retinowego z watroby i innych tkanek (12,
15), obecnosé rozpuszczalnych w wodzie metabolitdw tego zwigzku w wa-
trobie i jelicie (29, 62), a takze pojawianie sie (3-glukuronidéw w zétkci
nasuwato przypuszczenie, ze synteza tych pochodnych przebiega w watro-
bie (65). Zachman i wsp. (64), a takze Yagishita i wsp. (62) za-
obserwowali powstawanie tych pochodnych zaréwno w wyizolowanej
watrobie, jak réwniez in vivo po wstrzyknieciu znakowanego MC kwasu
retinowego do zyty wrotnej szczura z podwigzanym przewodem zd6tciowym.
Na tej podstawie autorzy wysuneli przypuszczenie, ze gtdwnym miejscem
tworzenia |3-glukuroniddw kwasu retinowego jest watroba. Lip pel
i Olson (32) otrzymali retinoilo-p-glukuronid inkubujgc kwas retinowy
z mikrosomami watroby szczura. Lipp el (31) stwierdzit, ze enzym wa-
troby szczura warunkujacy synteze retinoilo-~-glukuronidu, a mianowicie
transferaza przenoszaca reszte kwasu glukuronowego z UDP-glukuronianu
na reszte kwasu retinowego, jest podobny do innych enzyméw syntetyzu-
jacych glukuronidy. Optymalne pH dziatania tego enzymu znajduje sie
w zakresie 7—8; szybkos$¢ tworzenia P-glukuronidu in vitro w temperatu-
rze 37°C wynosi 0,5—5,0 ixg na godzine na miligram biatka frakcji mikroso-
malnej z watroby. Jedynym produktem reakcji jest retinoilo-(3-glukuronid.

W warunkach in vivo o szybkosci tworzenia pochodnych kwasu retino-
wego w watrobie mozna wnioskowac na podstawie szybko$ci pojawiania sie
ich w zotkci. Zachman i wsp. (67) badali szybko$¢ wydalania metaboli-
téw kwasu retinowego u kurczat i $winek morskich. Juz w 6 godzin od mo-
mentu dozylnego wstrzykniecia zwierzetom znakowanego MC kwasu reti-
nowego znajdowano w zétci az 20—30°/0 podanej radioaktywnos$ci. Temu

7 Postepy biochemii 171 r.
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szybkiemu i ciggtemu wydalaniu towarzyszyto obnizenie ilosci MC-kwasu
retinowego w tkankach. Nath i Ol son (35) badali szybko$¢ wydala-
nia pochodnych kwasu retinowego z z6tcig u szczuréw z niedoborem wita-
miny A, ktéorym podano znakowany retinol. Autorzy ci stwierdzili, ze me-
tabolity te wydzielane sg w sposob ciagty z szybkosScig 03i-ig na mililitr
z6kci. Prawdopodobnie zatem wydalanie P-glukuronidéw kwasu retinowego
z z6kcia u réznych gatunkdw zwierzat jest normalnym procesem fizjolo-
gicznym w przypadku podawania kwasu retinowego, natomiast w przy-
padku podawania innych form witaminy A jedynie jedna z mozliwych drog
metabolicznych (16).

Przemiana kwasu retinowego w pochodne P-glukuronidowe zachodzi nie
tylko w watrobie. Juz Dunagin i wsp. (11) szukajgc miejsca powsta-
wania pochodnych (5-glukuronidowych zwr6cili uwage na ich obecnosé
w jelitach zwierzat i przypuszczali, ze w nabtonku jelita moze zachodzi¢
rowniez synteza tych zwigzkéw. Dane innych autoréw (31, 64, 65, 66, 67)
rowniez wskazywaty na te mozliwos¢, gdyz metabolity kwasu retinowego
znaleziono w $cianach jelita i jego Swietle nawet u szczuréw z podwigza-
nym przewodem zétciowym, co wskazywatoby, ze (3-glukuronid kwasu reti-
nowego powstaje w nabtonku jelita. Lippel (31) wykryt w mikroso-
mach nabtonka jelitowego szczura transferaze glukuronylowa dziatajaca
in vitro w takich samych warunkach jak enzym wystepujacy w mikroso-
mach watroby. Obecnie uwaza sie, ze kwas retinowy moze by¢ przeksztat-
cany w P-glukuronid réwniez w nabtonku jelita, skad prawdopodobnie jest
on przenoszony przez ukiad zyty wrotnej do watroby.

V. Krazenie jelitowo-watrobowe pochodnych kwasu retinowego

W ciggu ostatniego dziesieciolecia wykryto polarne pochodne retinolu
w plazmie, moczu, kale, jelicie i watrobie kurczat i szczuréw (20, 35, 42, 45,
59, 61). Stwierdzono takze szybki metabolizm retinolu i wydalanie jego
glukuronowych pochodnych z zétcig (28, 29), podobnie jak wielu innych
zwigzkow: bilirubiny, witaminy K i szeregu pochodnych sterydowych (8,
48). Jednakze cze$¢ tych metabolitdw nie jest ponownie wchianiana z jelit
w przeciwienstwie do retinoilo-(3-glukuronidu, ktéry bierze udziat w kra-
zeniu jelitowo-watrobowym (11, 25), podobnie jak kwasy i barwniki zét-
ciowe oraz cholesterol (64). Wykrycie szybkiego taczenia sie kwasu retino-
wego z kwasem glukuronowym w watrobie, wydalania glukuronidow
z 70icig i ich czeSciowej resorpcji z jelit (64, 65) rzucito duzo Swiatta na
niektore trudne do wyjasnienia przedtem aspekty metabolizmu kwasu
retinowego.

Wedtug Nathia i Ols ona (35) podawane dootrzewnowo metaboli-
ty kwasu retinowego sg wydalane w kale i moczu z szybkoS$cig podobng do
wydalania z zétcia. Metabolity te pojawiaja sie najpierw w moczu jako
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glukuronidy, a nastepnie w kale gtéwnie jako wolne retiniany. Wedtug
tych autordw odzyskanie podanych zwigzkbw w moczu wynosito 10%,
natomiast w kale wahato sie od 40 do 65% podanej dawki, w zaleznosci
od tego czy podawany byt retinol czy kwas retinowy. Jest to zgodne
z wczesniejszymi danymi, ze kat jest gtdéwng drogg wydalania metabolitow
witaminy A z organizmu, a wiekszo$¢ radioaktywnosci pochodzacej z po-
danych zwigzkéw wystepuje w kale w formie kwasu retinowego (59, 61).
Zdaniem autoréw tych prac, wystepujacy w kale kwas retinowy powstaje
prawdopodobnie podczas przechodzenia glukuronidu wraz z miazga pokar-
mowg wzdtuz jelit wskutek hydrolizy retinoilo-(5-glukuronidu, ktora jest
katalizowana przez (3-glukuronidaze wytwarzang przez mikroflore jelitowa.
Fizjologiczne znaczenie krgzenia jelitowo-watrobowego pochodnych
réznych form witaminy A nie jest jeszcze w peini wyjasnione. Wprawdzie
pochodne retinolu i kwasu retinowego w formie biologicznie aktywnych
glukuronidéw wydalaja sie gtéwnie z zokcig (16, 35), jednak poniewaz wiele
zwigzkow bierze udziat w krazeniu jelitowo-watrobowym bez wyraznego
znaczenia fizjologicznego, udziat w nim pochodnych witaminy A nie Kko-
niecznie musi Swiadczy¢ o funkcjonalnym znaczeniu tego procesu.

VI. Aktywnosé¢ biologiczna p-glukuronidéw kwasu retinowego

Lakshmann i wsp. (30), a takze Sundaresan i wsp. (47)
wysuwali przypuszczenie, ze istnieje ,aktywna forma” witaminy A, ktora
bierze bezposredni udziat w przemianach metabolicznych zwiazanych z bio-
logicznym dziataniem zaréwno alkoholowej, jak i aldehydowej formy tej
witaminy. Gdy wykryto, ze kwas retinowy wykazuje aktywnos$¢ biologicz-
ng podobng do aktywnosci witaminy A (35, 62), rozwazano mozliwos$é, ze
witasnie ta pochodna jest poszukiwang ,,formg aktywna”. Poniewaz nie uda-
wato sie wykry¢ podawanego zwierzetom kwasu retinowego w ich tkankach
(1, 29, 41, 44, 59) przypuszczano, ze kwas retinowy ulega w organizmie
przeksztatceniu w zwigzek aktywny metabolicznie (62, 65). Sugestie te
potwierdzata obecnos¢ rozpuszczalnych w wodzie metabolitéw kwasu reti-
nowego w z0ici (65, 66). Taki metabolit o aktywno$ci biologicznej podobnej
do aktywnosci witaminy A wyodrebniono zaréwno po podaniu szczurom
retinolu (62), jak i kwasu retinowego (43, 69). Dunagin iwsp. (11), ktd-
rzy okreslili strukture chemiczna tego metabolitu, prébowali wyjasni¢ jego
funkcje biologiczng. Wedtug tych autpréw (3-glukuronid kwasu retinowego
mogt by¢ aktywng forma kwasu retinowego albo w postaci niezmienionej,
albo po uwolnieniu kwasu retinowego przez (3-glukuronidaze powszechnie
wystepujacg w tkankach ssakow (37).

Nath i Ols on (35 w dosSwiadczeniach na szczurach z niedoboreip
witaminy A okreslili aktywnos$¢ biologiczng (5-glukuronidu kwasu retino-
wego. Stwierdzili oni, ze zwigzek ten podany dootrzewnowo w duzych daw-

7*
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kach (27jag) wyraznie pobudzat wzrost zwierzat. Wedtug testu wzrostowe-
go aktywno$¢ biologiczng (3-glukuronidu oceniono na okoto 30— 100%
aktywnosci all-trans kwasu retinowego i all-trans retinolu.

VII. Inne drogi metabolizmu kwasu retinowego

Przemiany metaboliczne kwasu retinowego zachodzace w watrobie
i w jelicie prowadzg do powstania produktow z nienaruszonym tafcuchem
izoprenoidowym, ktére Dunagin i wsp. (11) scharakteryzowali jako
(3-glukuronidy kwasu retinowego (retinoilo-P-glukuronidy).

Nie wydaje sie, aby przeksztatcenie do P-glukuronidéw stanowito jedy-
ng przemiane metaboliczng kwasu retinowego w organizmie zwierzat.
Wprawdzie Lippel (31) nie znalazt metabolitéw bedacych struktural-
nymi modyfikacjami kwasu retinowego, jednak juz wcze$niej Dunagin,
Zachman i Olson (13) donosili o mozliwosci niewielkich zmian
w tafAcuchu weglowym tego zwigzku.

Zagadnieniem przemian metabolicznych kwasu retinowego, polegaja-
cych na zmianach w jego strukturze chemicznej, zajmowali sie Roberts
i de Luca (42). Przeprowadzili oni doSwiadczenie na zwierzetach z nie-
doborem witaminy A, ktérym podawano kwas retinowy znakowany w po-
zycji CH CH C6 i C7 Na podstawie pomiaréow radioaktywnosci w wydy-
chanym z ptuc C02 w moczu i w kale zwierzat doSwiadczalnych autorzy ci
sugerujg co najmniej trzy drogi przemian metabolicznych kwasu retino-
wego, z ktérych dwie prowadzg do zmian diugosci tafcucha izoprenoido-
wego od strony grupy karboksylowej (schemat 2), a mianowicie:

1) przemiany rodnika kwasu retinowego zachodzgce bez zmian w jego tan-
cuchu weglowym — okoto 2/3 podanego zwigzku ulega temu przeksztat-
ceniu (droga 1),

2) dekarboksylacja wegla z pozycji C5(droga Il),

3) eliminacja ¥C02zardwno z pozycji CBjak i C} przy czym degradacja
nie przebiega dalej niz do C7 (produkt zawieratl znakowane atomy C6

"i C7(droga HI).

Gtéwnym produktem przemian zachodzacych na drodze | sg (3-gluku-
ronidy kwasu retinowego. Mechanizm usuwania wegla Cj5jako krancowej
grupy karboksylowej wydaje sie oczywisty, natomiast sprawa sposobu eli-
minacji CY4jako MC02pozostaje nierozwigzana. Istnieje kilka mozliwosci:
kolejna dekarboksylacja CH i CY4 oddzielenie czastki dwuweglowej (CH
i CH lub wiekszego fragmentu weglowego, ktéry jest nastepnie metaboli-
zowany do C02 Wyjasnienie, w jaki spos6b nastepuje odigczenie CHw or-
ganizmie, wymaga dalszych prac.

Dzieki pracom Sundaresana i Therriaulta (46) nieco wiecej
wiadomo o szybkosci proces6w degradacji tancucha i o ilosciowym udziale
poszczegblnych drég w metabolizmie rodnika kwasu retinowego. Szybko$¢
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Schemat 2. Przypuszczalne drogi przemian kwasu retinowego (wg 42)

dekarboksylacji Ci5jest duzo wieksza niz CHi w cztery godziny po wstrzyk-
nieciu szczurom znakowanego kwasu retinowego okoto 14% radioaktyw-
nosci C02pochodzito z CH 7% z CH4 a tylko 0,8% z C7i C6 Dekarboksyla-
cja wegla Cb zachodzi zatem bardzo szybko i wydajnie w porédwnaniu
z innymi przemianami.

o] przemianach cze$ci pierscieniowej kwasu retinowego nie uzyskano
dotychczas zadnych danych.

VIIl. Uwagi koncowe

Dotychczas nie udato sie w petni wyjasni¢ ani mechanizmu dziatania
fizjologicznego witaminy A z wyjatkiem procesu widzenia, ani tez prze-
mian metabolicznych prowadzacych do degradacji jej czesteczki.

Odkrycie, ze kwas retinowy pobudza wzrost u zwierzat z niedoborem
witaminy A, a takze stwierdzenie mozliwos$ci przeksztatcania w warunkach
in vivo retinolu i retinalu w kwas retinowy, oraz niezwykta intensywnos$¢
dalszych przemian, sugeruje udziat tego kwasu w metabolizmie witaminy
A. Otwarte pozostaje zagadnienie, czy kwas retinowy uczestniczy bezpo-
Srednio w przemianach czasteczki retinolu, czy tez wystepuje na bocznym
torze prowadzgcym poprzez nieznane jeszcze reakcje do zwigzku z ,,aktyw-
noscig retinolu”. Obserwacje Swiadczace, ze przemiany kwasu retinowego
i octanu retinylu przebiegaja w ten sam czy przynajmniej podobny spo-
sob (tablica 1), a retinol przed degradacjg tafncucha izoprenoidowego ulega
utlenieniu do kwasu (42), przemawiajg za pierwszg mozliwoscig (sche-
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mat 2) Natomiast fakt, ze (3-glukuronidy wykazujg aktywno$¢ stymula-
tora wzrostu (35), popiera drugg mozliwos¢.

Nieznany jest rowniez mechanizm regulujgcy intensywno$¢ metaboliz-
mu witaminy A i jej pochodnej kwasowej. Roberts i de Luca (42
sugerujg, ze w przypadku degradacji czynnik lub czynniki kontrolujgce
mogtyby dziata¢ w miejscu przeksztatcenia retinolu czy retinalu do kwasu
retinowego. Regulacja mogtaby odbywac sie poprzez sprzezenie zwrotne
za posrednictwem kwasu retinowego czy jakiego$ innego metabolitu, lub
dzieki niskiej liczbie obrotéw enzymu katalizujgcego przeksztatcenie réz-
nych form witaminy A w kwas retinowy.

Tablica 1
Udziat poszczeg6lnych przemian kwasu retinowego w jego ogélnym metabolizmie.
Dla poréwnania podano obok wartos$ci dla octanu retinylu (wg 42)

; % /o
Droga przemian . .
kwas retinowy octan retinylu
I 62 — 65 67 — 69
1 18 — 20 9— 12
i 18 — 20 17— 19

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono prac dotyczacych czynni-
kéw regulujagcych intensywno$¢ wydzielania P-glukuronidowych pochod-
nych kwasu retinowego i innych form witaminy A.

Mimo, ze od wielu lat prowadzi sie badania metabolizmu kwasu retino-
wego, okreslenie roli tego kwasu w dziataniu biologicznym i przemianach
witaminy A w organizmie zwierzagt wymaga dalszych badan.
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LILIANA KONARSKA *

P-Glukuronidaza
P-Glucuronidase

The occurence and characteristics of p-glucuronidase and its role in mammalian
organisms are reviewed. The diagnostic usefulness of the enzyme assay is briefly
discussed.

I. Wstep

(5-Glukuronidaza (glukuronohydrolaza P-D-glukuronidéow EC 3.2.1.31)
nalezy do (5-glikozydaz. Katalizuje ona hydrolize (3-D-glukuronidéw (kwa-
sow P-D-glukopyranozydouronowych) powstajagcych w wyniku potgczenia
kwasu P-D-glukuronowego z calym szeregiem zwigzkéw, zaréwno egzo-
jak i endogennych, zawierajgcych grupy hydroksylowe, karboksylowe, ami-
nowe, iminowe lub tiolowe (52, 56, 199). Do zwigzkéw tych nalezg miedzy
innymi tyroksyna, kortykosterydy, estrogeny, testosteron, aldosteron, ka-
techolaminy oraz bilirubina (14, 118), wiele lekéw i trucizn. Zestawienie
ich podajg Smith i Williams (199) oraz Dohrmann (52).

P-Glukuronidy powstajg w watrobie z kwasu UDP-glukuronowego (52,
55, 57, 94, 204) i odpowiednich aglikondw. Proces ten uwazany jest za jeden
z mechanizmdéw detoksykacyjnych, poniewaz wiele zwigzkéw, fizjologicz-
nie wystepujacych w organizmie, a takze wprowadzonych z zewnatrz traci
swojg aktywnos$¢ biologiczng czy tez wiasnosci toksyczne po potaczeniu
z kwasem glukuronowym. Poza tym w postaci glukuronidow zwigzki te sa
lepiej rozpuszczalne w wodzie co sprzyja ich usuwaniu z organizmu (1).

Aktywnos$é (3-glukuronidazy (P-GR) u ssakéw podlega kontroli hormo-
nalnej. Rola enzymu u ssakdw moze polega¢ miedzy innymi na uwalnia-
niu aktywnych hormonow sterydowych z ich glukuronidéw oraz na uwal-
nianiu aktywnych aglikonéw z powstajagcych w organizmie glukuronido-
wych potgczen (199) réznych lekéw (wiekszo$¢ z nich w postaci glukuro-
nidéw jest farmakologicznie nieczynnna). fi-GR moze takze bra¢ udziat
w katabolizmie mukopolisacharydéw oraz w dostarczaniu kwasu gluku-
ronowego do syntezy kwasu askorbinowego.

Zmiany aktywnosci 0-GR, ktére obserwuje sie w réznych stanach fizjo-

* Mgr, Katedra Chemii Og6lnej, Akademia Medyczna, Warszawa
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logicznych i patologicznych, staty sie przyczyng intensywnych badan nad
tym enzymem. Obecnie (3-GR jest jedng z najlepiej poznanych glikozy-
daz (137).

1. Metody oznaczania aktywnosci (3-glukuronidazy

Pierwsze metody badania aktywnos$ci (3-GR polegaty na oznaczaniu nie-
roztozonego substratu lub uwalnianego przez enzym kwasu glukuronowe-
go. Obecnie stosuje sie spektrofotometryczne oznaczanie aglikonu uwalnia-
nego z substratu podczas hydrolizy enzymatycznej (65, 136).

NajczeSciej stosowanym substratem jest mono-|3-glukuronid fenolfta-
leiny, uzyskiwany z moczu krélikow, ktorym wstrzyknieto podskornie fos-
foran fenolftaleiny (49, 60, 62, 170). Substrat ten ma wysokie powinowac-
two do enzymu i jest gwattownie hydrolizowany nawet przez nieoczyszczo-
ne preparaty enzymatyczne. Aktywnos$¢ (3-GR oznacza sie najczesciej me-
todg Fishmana i wsp. (75), polegajacag na pomiarze kolorymetrycz-
nym ilosci fenolftaleiny uwolnionej z substratu. Aktywnos$¢ (3-GR wyraza
sie w jednostkach Fishmana (zwanych inaczej jednostkami fenolftaleino-
wymi) odpowiadajacych ilosci mikrogramdw fenolftaleiny uwolnionej z jej
P-glukuronidu w ciggu 1 godziny w przeliczeniu na 1g.Swiezej tkanki.
Oznaczenie wykonuje sie w temperaturze 37°C przy optymalnym stezeniu
substratu i pH. Metoda ta pozwala oznaczyé 10ug aglikonu. Ujemna jej
strong jest wrazliwo$¢ barwy roztworu na niewielkie zmiany pH oraz
adsorpcja fenolftaleiny przez osady biatkowe.

Obok P-glukuronidu fenolftaleiny najczesciej stosowanym substratem
jest syntetyczny (3-glukuronid p-nitrofenolu (111, 168). Barwa roztworu
p-nitrofenolu nie wykazuje istotnej zaleznosci od pH. Do oznaczania aktyw-
nosci P-GR metodami kolorymetrycznymi stosuje sie rowniez jako substra-
ty P-glukuronidy: fenolu (136), p-chlorofenolu (201) i 8-hydroksychinoli-
ny (184).

W metodzie fluorymetrycznej jako substrat stosuje sie P-glukuronid
4-metylo-7-hydroksykumaryny (130, 160, 224), ktérego preparatyka jest
stosunkowo prosta (156). Metoda ta jest okoto stokrotnie czulsza od kolo-
rymetrycznej (z (3-glukuronidem fenolftaleiny jako substratem) i dlatego
znajduje szczegdlne zastosowanie do oznaczania aktywnosci P-GR w moczu
i krwi (224). Przydatno$¢ jej w znacznym stopniu ogranicza jednak wysoka
warto$¢ proby kontrolnej. L ewy i wsp. (130) przypuszczajg, ze uwal-
niany aglikon jest niestabilny, co nie zostalo potwierdzone przez innych
autoréw (122), nalezy jednak podkresli¢, ze nie stosowano identycznych
warunkdw oznaczania. Veriety iwsp. (210) podaja, ze do oznaczen fluo-
rymetrycznych mozna stosowaé 1-naftylo-P-glukuronid jako substrat.

We wszystkich tych metodach preparaty enzymatyczne o wysokiej
aktywnosci witasciwej muszg by¢ stabilizowane przez dodanie do badanej
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préby roztworu albuminy lub DNA (65, 140), poniewaz wykazujg spadek
aktywnos$ci po rozcieAczeniu.

Aktywnos$¢ (3-GR oznacza sie rowniez metodami histochemicznymi (4,
22, 64, 68, 77, 86, 97, 180), ktére jednak, nawet przy najlepszej technice
barwienia, nie pozwalajg na oznaczenie catkowitej aktywnos$ci enzymu
w badanym materiale.

I11. Wystepowanie

P-GR wystepuje powszechnie w $wiecie zwierzecym. Znajduje sie ona
we wszystkich tkankach i ptynach ustrojowych ssakdéw. Szczeg6lnie wy-
sokg aktywnos$cig P-GR odznaczajg sie watroba, nerki, $ledziona, najadrza
i tkanka rakowa (72). Natomiast w tkance moézgowej, we krwi i moczu
aktywnos$¢ jest zazwyczaj niska. Wyjatek stanowi mocz szczura charak-
teryzujacy sie bardzo wysoka aktywnoscig enzymu. Niskg aktywnosé P-GR
we krwi ttumaczyé mozna zjawiskiem asocjacji enzymu z elementami mor-
fotycznymi (224), np. leukocytami (75, 189, 224) czy ptytkami krwi (51).

Poziom (3-GR w tkankach ssakéw poszczegélnych gatunkéw rézni sie
bardzo znacznie. Na przyktad w watrobie szczura jest on bardzo wysoki
(20 000 jednostek fenolftaleinowych na gram Swiezej tkanki), natomiast
u Swini bardzo niski (200 jednostek) (36). Tkanki myszy wykazujg $redni
poziom enzymu, przy czym jest on determinowany dziedzicznie. Wyodreb-
niono szczepy bogate i ubogie w ten enzym (1, 28). ,,Wysoki” poziom P-GR
u myszy uzalezniony jest od pojedynczego dominujgcego genu (119, 172,
173). Wiekszo$¢ hodowanych laboratoryjnie myszy wykazuje aktywnosé
tego enzymu w watrobie rzedu 2500 jednostek.

Tkanki cztowieka charakteryzujg sie Srednim poziomem |[5-GR, przy
czym najwiekszg aktywno$¢ wykazuje endometrium, a nastepnie kolejno
watroba, nerki, $ledziona, jelita, najadrza, nadnercza, S$linianki i tozysko.
Wysoka aktywnos$é obserwuje sie rowniez w leukocytach (75).

W gruczole napletkowym samicy szczura (clitoral gland) aktywno$é
j"-GR jest niezwykle duza (okoto 2 000 000 jednostek) w stosunku do innych
tkanek. Ciekawe, Ze ten narzad u myszy ma aktywnos$¢ nizszg w poréwna-
niu z innymi tkankami. Aktywnos¢ (3-GR gruczotu napletkowego u sam-
cow i samic szczura pozostaje pod kontrolag hormonéw sterydowych (12,
76, 175).

U ssakéw P-GR wykryto réwniez w przewodzie pokarmowym (39, 102,
106; 113), gdzie prawdopodobnie moze spetnia¢ role enzymu trawiennego.
Wedtug Williamsa iwsp. (221) P-GR odgrywa prawdopodobnie wazng
role w jelitowo-watrobowym krazeniu lekéw i kontroli ich dziatania.
W zwigzku z tym interesujgcym zjawiskiem jest wystepowanie w nor-
malnej zo6tci 2,4-laktonu kwasu glukocukrowego (VII), silnego inhibitora
enzymu (159).
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(5-GR wystepuje réwniez u bezkregowcoéw. Soki trawienne niektérych
mieczakow (Helix pomatia, Patella vulgata) oraz szaranczakéw zawieraja
enzym o aktywnosciach rzedu 100 000 jednostek fenolftaleinowych. Enzym
ten wystepuje u niektérych mikroorganizmow jako adaptatywny lub
konstytucyjny, a takze jako wewnatrz- lub zewngtrzkomorkowy. Na uwa-
ge zastuguje wysoki poziom (3-GR w makrofagach. Rozmnazanie sig¢ ich
moze powodowal wzrost aktywno$ci enzymatycznej komdrek (32, 41,
208, 218).

W Swiecie roslin (126, 216) fi-GR wystepuje tylko sporadycznie i to
w niewielkich ilosciach (np. w Scutellaria baicalensis, Scutellaria epilobi-
jolia). Wyczerpujgce zestawienie aktywnosci P-GR w tkankach zwierze-
cych i roslinnych podajg Lewy i Conchie (128).

IV. Otrzymywanie

Poczatkowo P-GR otrzymywano ze $ledziony (82, 92, 171) i watroby
(11, 78, 191, 198) wotu lub cielecia (9, 11, 92). Tkanki te nie odznaczajg sie
zbyt wysoka aktywnos$cig enzymu, sg jednak materiatem tatwo dostepnym
w duzych ilosciach.

Preparaty o bardzo wysokiej aktywnos$ci otrzymuje sie (140) z gruczotu
napletkowego samicy szczura. Materiat ten jest wprawdzie trudny do zdo-
bycia w wiekszych ilosciach (z jednego osobnika uzyskuje sie okoto
100 mg tkanki gruczotowej), ale jest najbogatszym z dotychczas znanych
zrodet enzymu. L e w y i wsp. (140) z preparatu z gruczotu napletkowego
0 aktywnosci witasciwej 18 000 jednostek fenolftaleinowych na mg biatka
uzyskiwali frakcje o aktywno$ci ponad 455000 jednostek. Snaith
1 Lewy (200) oczyszczajagc {5-GR z gruczotu napletkowego szczura na
Sephadex G-100 uzyskali preparat o aktywnosci 620 000 jednostek.

W latach 1952—58 ukazato sie wiele prac na temat wystepowania |5-GR
w soku z przewodu pokarmowego mieczakéw (46, 47, 48, 98, 99, 196, 203),
ktory jest kilkakrotnie bogatszym zrédiem enzymu niz inne dotad stoso-
wane. Enzym z Patella vulgata (145), a szczegdlnie z powszechnie wyste-
pujacego u nas winniczka Helix pomatia (174) znalazt szerokie zastosowa-
nie, miedzy innymi do hydrolizy glukuronidéw hormonéw sterydowych
wystepujacych w moczu, przy czym stosowano zaréwno sok (23, 24, 87,
88, 174), jak i oczyszczone preparaty enzymu (196). Alfsen i Yayle
(2) otrzymali z soku zotgdkowego Helix pomatia (3-GR w postaci krysta-
licznej, ktéra wykazywata jednak nizszg aktywno$¢ wiasciwg (rzedu
106 000 jednostek) od preparatu enzymatycznego z gruczotu napletkowego
samicy szczura. (3-GR otrzymuje sie réwniez z mie$nia sercowego wotu
(187), z niektdrych szczepow bakterii Escherichia coli lub Bacillus coli (92)
oraz z mikroorganizméw zwacza owcy (145).
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V. Lokalizacja (3-glukuronidazy w komérkach ssakéw

Rozmieszczenie P-GR w komdrce badano w tkankach myszy i szczura.
Rézne typy subkomérkowych czastek oddzielano przez wirowanie az do
otrzymania koncowego, optycznie klarownego supernatantu. W otrzyma-
nych frakcjach oznaczano aktywnos$é enzymu wykonujac jednocze$nie ob-
serwacje mikroskopowe. Okazato sig, ze w komérkach watroby i nerek
P-GR wystepuje gtéwnie we frakcji mitochondriow i mikrosoméw, a w nie-
wielkich ilosciach we frakcji jadrowej i rozpuszczalnej (115, 212). W ko-
mdrkach $ledziony i tkanki rakowej stosunkowo znaczng aktywnos$¢ (3-GR
wykryto we frakcji rozpuszczalnej, ktdra odpowiada pozbawionej ziarni-
stosci cytoplazmie. llo$¢ enzymu w cytoplazmie moze wzrasta¢ (prawdo-
podobnie na skutek uwalniania sie z lizosoméw) podczas uszkodzenia
komérki lub zaburzen w jej funkcjach. |3-GR w lizosomach wykryli D e
Duve i wsp. (5 6,41 42, 192) oraz Shibko i wsp. (193), co zostato
potwierdzone przez innych autoréw (67, 188). Fishman i wsp. (67)
znaleZli fi-GR w retikulum endoplazmatycznym.

Enzym w cytoplazmatycznych ziarnistosciach nie jest w peini dostepny
dla substratu i dlatego niecatkowicie aktywny. Nie mozna jednak wyklu-
czy¢ powolnej dyfuzji substratu do wnetrza ziarnistosci. Homogenizacja
tkanki w Srodowisku wodnym na skutek zmian osmotycznych w mito-
chondriach i mikrosomach powoduje przejscie enzymu w ponad 50% do
roztworu (214), pozostaty zas w rozbitych ziarnisto$ciach enzym staje sie
dostepny dla substratu i w peini aktywny. W wodnym odpowiednio roz-
cieAiczonym homogenacie mozna bezposrednio oznacza¢ catkowitg aktyw-
no$¢ enzymatyczng tkanki, przy zatozeniu, ze nie zawiera ona endogennych
inhibitorbw. Homogenaty izotoniczne i hypotoniczne wykazujg catkowita
aktywnos$é (3-GR po rozbiciu ziarnistosci cytoplazmatycznych w sposob
mechaniczny lub przez dziatanie niejonowymi substancjami powierzchnio-
wo czynnymi (np. Triton X-100), jak réwniez po inkubacji w buforze octa-
nowym o pH 52. W pH 52 nastepuje aglutynacja nierozpuszczalnego ma-
teriatu, z ktérego powoli uwalnia sie enzym. Rozcieficzanie wodg roztworéw
izotonicznych prowadzi réwniez do powolnego uwalniania sie enzymu do
Srodowiska.

V1. Zmiany aktywnosci p-glukuronidazy w tkankach i ptynach
ustrojowych ssakow i ich znaczenie w diagnostyce lekarskiej

Badania nad zmianami aktywnosci (3-GR pod wptywem rdznych czyn-
nikéw w stanach fizjologicznych i patologicznych przeprowadzano zaréwno
u zwierzat doswiadczalnych, jak i u ludzi. Znamienny wzrost aktywnosci
enzymu w nerkach i watrobie myszy, utrzymujacy sie przez kilka dni,
zaohserwowano po podaniu $srodkéw toksycznych, jak chloroform, cztero-
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chlorek wegla lub mentol (43, 131, 195). U kota stwierdzono prawie
40-krotny wzrost aktywnos$ci enzymu w nerwie kulszowym po jego uszko-
dzeniu i podczas zwyrodnienia ttuszczowego (90). U myszy zmienia sig
aktywnos¢ |3-GR wraz z wiekiem, przy czym w watrobie u osobnikow mio-
dych jest ona znacznie wyzsza niz u dorostych (104).

Wiadomo obecnie, ze na aktywnos$¢ (3-GR in vivo maja znaczny wpiyw
hormony sterydowe (52, 66, 113, 115, 182). Aktywnos$¢é tego enzymu w ma-
cicy myszy znacznie sie zmniejsza po wycieciu jajnikow, a po podaniu
estrogenow zwieksza. Wptyw hormondéw sterydowych na aktywno$é¢ (J-GR
nie ogranicza sie tylko do narzadoéw ptciowych (34). Wptyw estrogenow
(30, 31, 71, 102) przejawia sie takze w zmianach aktywnos$ci enzymu we
krwi i btonie $luzowej macicy u kobiet podczas cyklu miesiecznego.
W okresie pierwszych 15—20 dni aktywnos$¢é wzrasta, po czym znowu ob-
niza sie (71, 72). W czasie cigzy stwierdza sie znaczny wzrost poziomu
enzymu we krwi obwodowej, ktédry po porodzie wraca szybko do normy
(103, 178). Podajac estrogeny mozna utrzyma¢ podwyzszony poziom (5-GR
rowniez po porodzie (73). Szczeg6lnie duze aktywnosci P-GR we krwi
obserwowano u kobiet w stanach przedrzucawkowych, co wykorzystuje
sie w diagnostyce do wczesnego rozpoznawania tego schorzenia. (5-Gluku-
ronidaze zawiera rowniez wydzielina pochwy; aktywnos$é tego enzymu nie
jest wysoka w okresie peinej dojrzatosci piciowej az do okresu klimak-
terium, po ktérym wzrasta niekiedy trzykrotnie (72), w przeciwieAstwie
do tkanki macicy i pochwy, w ktérych aktywnos$é enzymu maleje. Wzrost
ten wywotany jest prawdopodobnie brakiem estrogenéw, poniewaz poda-
wanie tych hormonéw obniza aktywnos$é enzymu (71). Charakterystyczne
jest, ze podawanie estrogendéw nie hamuje wzrostu aktywnosci |3-GR wy-
wotanego zmianami nowotworowymi (102, 120, 121, 169, 217). Tkanka
nowotworowa charakteryzuje sie wyjagtkowo wysoka aktywnoscig (3-GRr
podczas gdy aktywnos$¢ innych enzymdw jest na ogot obnizona. Doktadne
dane dotyczgce interpretacji wynikow oznaczania poziomu P-GR w diagno-
styce stan6éw nowotworowych narzagdéw rodnych podaje Sterkowicz
(202).

Wzrost aktywnosci (3-GR obserwuje sie réwniez w plynie moézgowo-
rdzeniowym w przypadku nowotwordw ztosliwych osrodkowego uktadu
nerwowego oraz w soku zotgdka w przypadku raka tego narzadu (202).
Aktywno$¢ (5-GR wzrasta rowniez w moczu chorych na raka pecherza
(15, 17), jakkolwiek nie stwierdzano tego we wszystkich przypadkach (16,
123), prawdopodobnie na skutek tego, ze w moczu wystepuje na ogo6t
inhibitor enzym (123). Boyland i wsp. (15 18) zwiekszeniu aktywnosci
P-GR w moczu przypisujg znaczenie patogenetyczne w powstawaniu raka
pecherza moczowego.

Aktywno$¢ enzymu wzrasta takze w piynach wysiekowych optucno-
wych i brzusznych, gdzie przenikajace leukocyty ulegajac leukolizie zwiek-
szaja poziom enzymu (202).
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Zmiany aktywnoSci (5-GR obserwuje sie w réznych schorzeniach watro-
by. Pineda iwsp. (177) podaja, ze w ostrych schorzeniach watroby ak-
tywnos$¢ (3-GR w surowicy krwi wyraznie wzrasta i utrzymuje sie dtuzej na
wyzszym poziomie niz aktywno$¢ aminotransferaz i bilirubina. Wyniki te
nie zostaty w petni potwierdzone przez innych autoréw (100). Wzrost ak-
tywnosci (3-CR obserwuje sie rowniez w przypadku nowotwordw ztosli-
wych (222) i marskosci watroby. P ineda i wsp. (177) sugeruja, ze zmia-
ny aktywnosci (3-GR odzwierciedlajg stan czynnosciowy komorek watrobo-
wych oraz stopien ich dezorganizacji.

Marogg i Wegmann (144) oraz Rafatowicz (181) stwier-
dzili wyzszy poziom kwasu glukuronowego we krwi chorych na cukrzyce.
Zambotti i wsp. (226) zaobserwowali wzrost aktywnosci (3-GR w wa-
trobie szczuréw z cukrzycg alloksanowg, co Gol dbar g i wsp. (81) oraz
Dohrmann (50) ttumaczg adaptacyjnym zwiekszeniem syntezy |3-GR,
wywotanym przez nagromadzanie sie nieprawidtowych metabolitow ule-
gajacych sprzeganiu z kwasem glukuronowym. Mozliwe wiec, Ze wzrost
iloSci substratow (glukuronidéw) powoduje wzrost syntezy enzymu. We-
diug Rogali (186) wzrost aktywnosci P-GR w surowicy chorych na
cukrzyce nalezy wigza¢ ze zwiekszonym metabolizmem kwasu glukurono-
wego.

VI1I. Dziatanie (E-glukuronidazy

1. Mechanizm dziatania

Preparaty enzymatyczne (3-GR, otrzymywane z réznorodnego materia-
tu biologicznego, uwalniajg z réznych substratéw aglikon i kwas glukuro-
nowy w iloSciach réwnowaznych. Punkt rownowagi reakcji przesuniety
jest wybitnie w strone hydrolizy (130, 138, 147, 155, 211).

Rozszczepienie wigzania glikozydowego w (3-glukuronidach na drodze
hydrolizy enzymatycznej, jak i kwasnej badano stosujgc wode znakowang
IsO oraz mentylo- i benzoilo-p-glukuronidy (58).

Kwas glukuronowy uwalniany po wyczerpujacej hydrolizie oznaczano
réoznymi metodami. Miwa (164) identyfikowatl go jako so6l potasowa
i cynchonidynowg. Inni autorzy stosowali doktadniejszg metode polegajaca
na utlenianiu do kwasu D-glukocukrowego i identyfikacji jego pochodnych
(83, 124, 143, 146, 147). Do identyfikacji kwasu glukuronowego stosowano
rowniez chromatografie bibutowa (130, 147, 184).

(3-GR moze katalizowa¢ reakcje transglikozydacji polegajaca na prze-
niesieniu czasteczki kwasu D-glukuronowego z P-glukuronidéw na odpo-
wiednie akceptory (52, 69). Fishman i Green (69, 70) stwierdzili, ze
w pewnych warunkach (5-GR przenosi reszte kwasu glukuronowego z aro-
matycznych i alicyklicznych ~-glukuronidéw na proste alifatyczne alkoho-
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le i glikole, np. glikol etylenowy i propylenowy. Reakcja ta, hamowana
przez roztwory kwasu glukocukrowego (inhibitora P-GR), wymagata ste-
zen akceptora rzedu 2—3m (15— 20% w/v glikolu) dla przeniesienia okoto
10°/o kwasu glukuronowego donora. Proby przeniesienia reszty glukuro-
nylowej na fenole lub alicykliczne alkohole jako akceptory nie daty rezul-
tatow. Zarowno glikol etylenowy, jak i propylenowy nie tworzg |3-glukuro-
nidéw in vivo (79, 80).

Wiekszg wydajno$¢ przeniesienia reszty glukuronylowej na proste al-
kohole przez P-GR, uzyskano w pdzniejszych badaniach, stosujac jako do-
nor acyloglukuronid (229), szczegélnie gdy uzywano preparatu enzymu
bakteryjnego. Jednak i w tym przypadku wymagane byty wysokie steze-
nia akceptora.

Cohen (29) obserwowat, ze glikol propylenowy zwieksza hydrolize
|5-glukuronidu pregnandiolu w moczu przez handlowy preparat P-GR ssa-
koéw. Sugerowano, ze ma tu miejsce mechanizm przeniesienia. Wydaje sie
jednak, ze glikol propylenowy moze zachowywac sie podobnie jak aceton,
chloroform i inne rozpuszczalniki organiczne, ktére czasami aktywuja
enzym.

Wszystkie dotychczasowe dane na temat reakcji transglikozydacji przy
udziale (3-GR (schemat 1, reakcja 2) $wiadczg, ze jej wydajnos¢ jako jednej
z mozliwych drég biosyntezy jest nieporéwnanie nizsza od tej, w ktorej
jako donor reszty glukuronylowej bierze udzial kwas UDP-glukurono-
wy (schemat 1, reakcja 1). Stwierdzono ponadto, ze i,4-lakton kwasu glu-
kocukrowego (VII), silny inhibitor (3-GR, nie hamuje syntezy glukuroni-

UDP-glukoza Aglikon X-glukoronian

akceptor
dehydrogenaza UDP-glukozy
\ (2)
UDP-gluku roni an p- glukuronidaza
akceptor
4
N‘ :D
transferaza UDP-glukuronylowa aglikon X

ubp A/\_

Schemat 1. Drogi syntezy glukuronidéw u ssakéw (52)

Glukuronid akceptora
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dow katalizowanej przez preparaty tkankowe tego enzymu w warunkach
fizjologicznych (118).

Jest wiec mato prawdopodobne aby P-GR mogta dziata¢ jako transfe-
raza in vivo, przynajmniej w zwigzku z syntezg P-glukuronidéw najcze-
$ciej spotykanych w moczu. Synteza glukuronidéw zachodzi wiec prawdo-
podobnie wytgcznie poprzez kwas UDP-glukuronowy z udziatem odpo-
wiedniej transferazy (glukuronylotransferaza UDP-glukuronian:akceptor
nieswoisty) katalizujacej reakcje przeniesienia reszty glukuronylowej
z UDP-glukuronianu na odpowiedni aglikon (52, 55, 56, 57).

2. Specyficznosé

P-GR hydrolizuje wszystkie naturalne, eterowo (I) lub estrowo (II)
zwigzane kwasy P-D-glukopyranozydouronowe, jak rowniez syntetyczne
kwasy P-D-galaktopyranozydouronowe (IIlI), nie wykryte dotychczas
w przyrodzie. Enzym nie dziata na kwasy a-D-glukopyranozydouronowe
(IV), jak rowniez na P-D-glukopyranozydy (V).

COOH COOH

(m (v) V)

Nie jest wyjasnione czy enzym hydrolizuje kwasy P-D-glukofuranozy-
douronowe. Twierdzenie jakoby naturalny substrat P-GR, p-aminoben-
zoilo-P-glukuronid, miat strukture furanozowa (167), obalili Kato i wsp.
(107, 108). P-Glikozydy glukofuranozourono-6,3-laktonu (VI) nie sg atako-
wane przez enzym, a otwarcie pierscienia laktonowego w tego typu zwiaz-
kach prowadzi do ich rozktadu. Wprawdzie syntetyczny kwas 2-naftylo-
-P-D-glukofuranozydouronowy moze by¢ substratem dla P-GR (109, 110),
lecz ma on nizsze powinowactwo do enzymu od odpowiadajgcego mu kwa-
su glukopyranozydouronowego.

Badania nad hamowaniem P-GR przez aldonolaktony, odpowiadajace
pod wzgledem konfiguracji substratom, dostarczyty wielu cennych spo-
strzezen dotyczacych specyficznosci enzymu (38). P-GR jest hamowana
nie tylko przez 1,4-lakton kwasu glukocukrowego (VII), lecz réwniez przez
gotowane roztwory kwasu galaktocukrowego (IX), zawierajgce nieziden-
tyfikowane jego laktony. Jest to zrozumiate w Swietle tego, ze enzym hy-

8 Postepy biochemii 1/71 r.
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drolizuje takze (3-galakturonidy. Oba inhibitory moga hamowac reakcje
z obydwoma typami substratdw, co wskazuje na identycznos$¢ aktywnosci
P-glukuronidazowej i fi-galakturonidazowej enzymu. Preparaty P-GR
z gruczotu napletkowego samicy szczura i z Patella vulgata majg obie
aktywnosci bardzo wysokie i stabilne przy identycznych warto$ciach pH
(140, 157). Oczyszczanie zwieksza aktywno$¢ (5-galakturonidazows: stosu-
nek aktywnos$ci (3-glukuronidazowej do aktywnos$ci P-galakturonidazowej
enzymu z gruczotu napletkowego w pH 4,5 wynosi 3,1 po czeSciowym
oczyszczeniu, a 1,4 po catkowitym oczyszczeniu enzymu.

Mimo tej dwojakiej aktywnos$ci enzymu nazwanie go (3-glukuronidazg
jest wiasciwe, poniewaz jedynie (5-glukuronidy znane sg jako naturalnie
wystepujace substraty tego enzymu.

W przeciwienstwie do preparatdw enzymatycznych z tkanek ssakow,
preparaty z matzy Patella vulgata hydrolizujg syntetyczne a-glukuronidy
i a-galakturonidy (157). W odr6znieniu od p-GR enzymy katalizujgce te
reakcje sg stabilne w innych pH i temperaturze oraz nie sg hamowane
przez 2,4-lakton kwasu glukocukrowego i lakton. kwasu galaktocukrowego.
Ekstrakty ze Slimakéw nie wykazujg aktywnosci a-glukuronidazy (209).
Siadowg aktywnos$¢ a-glukuronidazy wykryto réwniez w populacji mikro-
organizmow z ptynu zwacza owcy, w pewnych grzybach zyjacych w sym-
biozie z korzeniami drzew oraz w zawartosci jelita grubego szczura. Han-
dlowy preparat pektynazy z grzybow, enzymu katalizujgcego hydrolitycz-
ny rozktad substancji pektynowych (kwasy wielogalakturonowe) do kwasu
galakturonowego i dwugalakturonowego (176) wykazuje rowniez niewiel-
kg aktywnos$é a-glukuronidazy.

3. Udziat P-glukuronidazy w metabolizmie hormonéw piciowych

Hormony piciowe, ktére tacza sie z kwasem glukuronowym dajac glu-
kuronidy, majg wptyw na aktywnos$¢ (5-GR (52, 66, 127, 182). Podawane
w dawkach nawet nie przekraczajgcych zakresu fizjologicznego, powoduja
znamienny wzrost aktywnos$ci (3-GR w surowicy krwi i w roznych narza-
dach. Pcd wptywem zeniskich hormondéw piciowych zwieksza sie aktyw-
no$¢ (3-GR w watrobie, $ledzionie, macicy i surowicy krwi (52), podczas
gdy testosteron powoduje szczegblnie wzrost P-GR w nerce. Powyzsze
dane oraz zmiany aktywnos$ci fi-GR po wycieciu jajnikow, w czasie cyklu
miesiecznego, klimakterium i cigzy moga $wiadczy¢ o tym, ze enzym ten
posiada specjalng funkcje w metabolizmie hormonéw piciowych.

Wedtug Dohrmanna (52) w organizmie zwiekszeniu ilosci gluku-
ronidow moze zapobiega¢ wzmozenie (pod wptywem hormonow piciowych)
biosyntezy (5-GR (schemat 2). Proces ten moze stanowi¢ mechanizm kon-
trolny regulujacy stezenie hormonow i lekéw w roznych tkankach. We-
diug Dohrmanna (52) oznaczanie aktywnosci [3-GR moze by¢ przy-
datne ,,do okreslenia puli hormonow sterydowych w organizmie”.
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Agi ikony
Hormony
sterydowe
Biosynteza taczenie Aglikon +
p - glukuronidazy z kwasem glukuronowym kwas glukuronowy
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/ /
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Glukuronidy agiikonu

Wydalanie

Schemat 2. Udziat P-glukuronidazy w metabolizmie kwasu glukuronowego (52>

4. Udziat (3-glukuronidazy w katabolizmie niukopolisacharydéow

Fizjologiczng role |3-GR w katabolizmie mukopolisacharydéw (35, 213r
230) okreslajg prace Karla Meyera i wsp. (89, 141, 142, 161, 220)
nad strukturg kwasu hialuronowego i chondroityny oraz ich rozkiadem
przez niektére enzymy ssakow.

Przyjmuje sie (96, 220), ze kwas hialuronowy wystepujacy u ssakéw?7
w tkankach pochodzenia mezodermalnego zbudowany jest z utozonych na
przemian reszt kwasu glukuronowego i N-acetylo-D-glukozoaminy, po-
tagczonych wigzaniami 1,3 i 1,4-P-glikozydowymi (schemat 3). Jest on linio-
wym polimerem, w ktdrym podstawowg powtarzajacg sie jednostkag jest
dwucukrowiec: kwas hialobiuronowy (206). Dwucukrowcowe jednostki po-
taczone sg wigzaniem $-1,4 (142).

Siarczany- chondroityny A i C o podobnym typie czasteczki jak kwas
hialouronowy zawierajg reszty kwasu D-glukuronowego i N-acetylo-D-ga-
laktozoamirie. Siarczan chondroityny B zbudowany jest z reszt kwasu

8*
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Schemat 3. Budowa kwasu hialuronowego (a — jednostka dwucukrowcowa) oraz

miejsce dziatania: A — (3-glukuronidazy, B — hialuronidazy pijawki, C — (3-N-ace-
tyloglukozoaminidazy, D — hialuronidazy z jader)

L-iduronowego i N-acetylo-D-galaktozoaminy na przemian potgczonych
wigzaniami typu (3-

Ani kwas hialuronowy, ani siarczan chondroityny nie sg atakowane
przez P-GR. Enzym ten przy wspotudziale (5-N-acetyloglukozoaminidazy
rozktada dopiero oligosacharydy powstajagce w wyniku czesciowej depoli-
meryzacji kwasu hialuronowego i chondroityny przez hialuronidaze. Suro-
we preparaty hialuronidazy z jader zawierajg zaréwno P-GR, jak i P-N-ace-
tyloglukozoaminidaze (162). Jagdrowa hialuronidaza rozktada kwas hialu-
ronowy hydrolizujac wigzania glikozydowe, tgczace grupy redukujace
N-acetyloglukozoaminy; i uwalnia oligosacharydy o rdznej diugosci tan-
cucha. Na te zwigzki dziatajg od nieredukujgcego konca czgsteczki na
przemian najpierw P-GR a potem (3-N-acetyloglukozoaminidaza (142, 219).
Kwas hialobiuronowy powstajacy podczas enzymatycznego rozktadu kwa-
su hialuronowego przez jadrowa hialuronidaze (uwazany za P-glukuronid
N-acetyloglukozoaminy), jest oporny na dziatanie (3-GR i dlatego moze
wystepowac w moczu.

Inkubowane w podobnych warunkach siarczany oligosacharydéw, po-
wstajgce z siarczandéw chondroityny A i C, dajg jako jedyny zidentyfiko-
wany produkt, kwas glukuronowy. Siarczan chondroityny B nie jest hy-
drolizowany przez hialuronidaze z jader, a pochodne oligosacharydy nie sg
-atakowane przez (5-GR.

Oligosacharydy, powstajgce z kwasu hialuronowego pod dziataniem
hialuronidazy z pijawki, sa atakowane najpierw przez (3-N-acetylogluko-
zoaminidaze, a nastepnie przez (3-GR, a zatem w kolejnosci odwrotnej (141)
niz oligosacharydy powstajace pod wptywem hialuronidazy z jader. Hia-
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luronidaza z pijawki rézni sie od hialuronidazy z jader nie tylko miejscem
dziatania na tancuch kwasu hialuronowego, lecz rowniez tym, ze nie dzia-
ta na siarczany chondroityny A i C (230).

VIII. Wiasnosci (3-glukuronidazy

(3-GR nalezy do globulin. Jej ciezar czgsteczkowy wynosi ponad 200 000
(tablica 1), a punkt izoelektryczny znajduje sie w pH 5—6 (65, 198). Ener-
gia aktywacji w reakcji hydrolizy (3-glukuronidu fenolftaleiny przez (3-GR
wynosi 14 600 kal/mol (65, 187).

Tablica 1.
Ciezar czagsteczkowy |3-glukuronidazy z réznych zrédet
Zrédio enzymu Ciezar czgsteczkowy Literatura
Mézg krélika 266 000 (101)
Serce wotu 287 000—292 000 (187)
Watroba wotu 280 000 (179)
Nerka szczura 210 000 (183) .
Watroba cztowieka 218 000 (166)

1. Zalezno$¢ aktywnosci i stabilnosci (3-glukuronidazy od pH

Preparaty @-GR ssakdéw w buforze octanowym lub cytrynianowym
w warunkach zblizonych do wysycenia enzymu substratem wykazujg op-
tymalne dziatanie przy réznych wartosciach pH (tablica 2) w zaleznosci
od tego z jakiego materiatu biologicznego otrzymywano enzym. Wartos$¢
optymalnego pH zalezy réwniez od stopnia oczyszczenia enzymu oraz wa-
runk6w oznaczania (138). Reszta cukrowa w substracie ((3-glukuronid lub
P-galakturonid), ma znaczny wptyw na optymalne pH dziatania enzymu,
natomiast charakter aglikonu wywiera niewielki wptyw, poniewaz tylko
w bardzo malym stopniu wplywa na jonizacje (3-glukuronidu (185). Prepa-
raty otrzymane z tkanek zwierzat nienalezacych do ssakéw wykazujg op-
tymalne dziatanie przy pH ponizej 6 niezaleznie od charakteru aglikonu
(138), a preparaty bakteryjne w poblizu obojetnego pH (tablica 2).

Mills i wsp. (163, 198) stwierdzili, ze (3-GR ze $ledziony i watroby
wotu dziata optymalnie w coraz bardziej alkalicznym pH w miare zwiek-
szania stezenia substratu (z 0,25 do 4,0 mM P-glukuronidu fenolftaleiny),
podobnie jak enzym z mieczakéw. Dla wyjasnienia tych wynikéw Cox
(40) sugeruje, ze tylko niezjonizowany substrat moze byé atakowany przez
enzym.

Kwas ftalowy i niektére inne kwasy aromatyczne w stosunkowo wy-
sokim stezeniu (okoto IOmM) powoduja przesuniecie optymalnego pH dla
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Tablica 2.

Wartos$ci optymalnego pH dziatania (3-glukuronidazy z ré6znego materiatu
biologicznego

Zr6dto enzymu Substrat Optymalne pH Literatura
Mocz cztowieka A 4,5 lub 5,0 19
Watroba myszy3) A 45 i 52 112, 194
Gruczot napletkowy szczura A 45 i 5,0—5,2 59, 140
Gruczot napletkowy szczura B 4,5 140
Gruczot napletkowy szczura C 3,9 140
Miesien sercowy wotu A 52 187
Xenopus laevis (zarodek) D 4,5 13
Helix pomatia (przewo6d pokarmowy) A 4,4—18 98
Patella vulgata (worek trzewiowy) A 3,8 120
Cellana tramoserica (worek trzewiowy) A 4,2—14 40
Scutellaria baicalensis (korzen) A 3,8—4,6 126
Escherichia coli A 6,2 21, 197
Streptococci A 5,5—7,0 95
Mikroorganizmy ze zwacza owcy A 6,5—8,6 145

a) Preparat enzymatyczny nieoczyszczony
Substraty: A — B-glukuronid fenolftaleiny

8 — fenylo-B-glukuronid

C — fenylo-R-galakturonid

D — glukuronid 8-hydroksychinoLiny

Rys. 1. Wptyw DNA i buforu ftalano-

wego na zalezno$¢ aktywnosci oczysz-

czonej [3-glukuronidazy z watroby wotu
od pH

A — kontrola w 0,1M buforze octanowym,

B — 0,1M bufor octanowy plus 0,0606 DNA,
C — 0,1M bufor ftalanowy (198)

Uwolniona fenalftaleina pig/godz.

P-GR ssakdw (198) w kierunku wyzszych wartosci (rysunek 1); kwas ftalo-
wy (130) wykazuje taki sam wptyw na enzym z Patella vulgata (rysu-
nek 2).

Optymalne pH dziatania (3-GR zalezy od rodzaju i stezenia buforu.
Wyczerpujace zestawienie optymalnych wartosci pH dla P-GR z réznych
zré6det mozna znalez¢ w przegladowym artykule Lewy i Marsha
(138), a Swiezsze dane o hydrolizie P-glukuronidéw sterydéw podajg W a -
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Rys. 2. Hydroliza 1,25 mM (3-glukuroni-
du fenolftaleiny przez (3-glukuronidaze
z Patella vulgata przy réznych wartos-
ciach pH w: (x) — 0,05 M buforze octa-
nowym i (0)— 0,25 M buforze ftalano- 02

wym [ /
Optymalng aktywno$¢ w kazdym buforze ©

przyjeto za 1,0 (130)

=
| |

pH

kabayashi i Fishman (211) oraz Kushinsky i Otternass
(17).

Preparaty (3-GR ssakdéw sag stabilne w zakresie pH od 5,0 do 8,0, pre-
paraty z mieczakbw majg nieznacznie szerszy zakres stabilnosci (47, 130),
a preparaty enzymatyczne z flory bakteryjnej zwacza sg stabilne tylko
w optymalnym pH (106).

2. lzoenzymy

W 1953 roku Mills i wsp. (163) otrzymali trzy rdzne frakcje (3-GR
z watroby i $ledziony wotu o optymalnym pH dziatania: 3,4, 45 i 52. Na
podstawie danych o wptywie réznych inhibitoréw i réznych stezen sub-
stratu na szybko$¢ hydrolizy enzymatycznej oraz wartosci energii akty-
wacji przypuszczali oni, ze biatka tych trzech frakcji mogg by¢ niezalezny-
mi enzymami. Za pomocg chromatografii na DEAE-celulozie (165, 190)
rozdzielono [3-GR z watroby szczura na frakcje, odpowiadajagce enzymowi
zlokalizowanemu w mitochondriach, mikrosomach i frakcji rozpuszczalnej
(190). Yamamura iwsp. (228), uzyskali trzy izoenzymy [3-GR z watro-
by szczura przez rozdziat na kolumnie z DEAE-ce\ulozy, natomiast przez
elektroforeze na bloku skrobiowym uzyskali rozdziat P-GR z watroby czto-
wieka, szczura i myszy na 2—4 izoenzymy.

IX. Substancje wptywajace na aktywnos$¢ (3-glukuronidazy

Aktywno$¢ P-GR w znacznym stopniu zalezy od stezenia substratu (ry-
sunek 3). Oczyszczony preparat P-GR z gruczotu napletkowego samicy
szczura wykazuje najwiekszg aktywno$¢ przy stezeniu 0,63mM P-gluku-
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ronidu fenolftaleiny, a przy wyzszych stezeniach nastepuje spadek aktyw-
nosci wskutek hamowania enzymu przez nadmiar substratu (140).

Wyniki te sg zgodne z hipoteza, wedtug ktérej enzym taczy sie z niezjo-
nizowanym substratem, tworzgc zaréwno aktywny (ES) jak i nieaktywny
kompleks (ES2). Na aktywno$¢ (3-GR ma wplyw bardzo wiele zwigzkdw
organicznych i nieorganicznych.

100
g o
g’ 80 - x X,
£ \
=2
‘B g %
= A Rys. 3. Wptyw stezenia substratu na
b:;’ szybkos$¢ hydrolizy [3-glukuronidu fe-
g 40L- nolftaleiny przy pH 45 w 0,05 M bufo-
= % rze octanowym, przez o0czyszczong
§ : P-glukuronidaze z gruczotu napletko-
2 wego szczura
\ (0) —w obecnosci 0,01% albuminy, (x) — bez
olLL A | IS 1P albuminy (140)
25 5 10 25 50 400 250

Stezenie substratu (x1075M)

1. Wptyw niektérych zwigzkéw organicznych na aktywnos$¢ enzymu

Wiele zwigzkdéw, zaréwno o wysokim jak i niskim ciezarze czasteczko-
wym, aktywuje, hamuje lub inaktywuje P-GR, przy czym niektére z nich
(np. kwas ftalowy) powodujg réwniez zmiany w przebiegu krzywej za-
leznosci aktywnosci od pH (163, 215).

W niskich stezeniach P-GR ssakdw jest aktywowana lub stabilizowana
przez caty szereg zwigzkdéw o wysokim ciezarze czasteczkowym, jak albu-
mina, DNA, chitozan i niektére dwuaminy oraz przez zinaktywowany dzia-
taniem temperatury enzym (8, 198). Prawdopodobnie substancje te chro-
nig enzym przed jonami metali ciezkich oraz przed powierzchniowa
denaturacjg. Niektore preparaty (3-GR sg aktywowane juz w stanie nie-
oczyszczonym, inne dopiero po oczyszczeniu (9, 11). Omawiane zjawisko
przebiega roznie dla réznych aktywatorow (rysunek 4).

Albumina nie zmienia warto$ci pH optymalnych dla dziatania enzymu,
a wptyw jej jest taki sam, czy substratem jest (3-glukuronid czy tez P-ga-
lakturonid. DNA nie tylko mniej skutecznie ochrania enzym, ale podobnie
jak kwas ftalowy, zmienia optymalne pH dziatania enzymu na bardziej
alkaliczne. Jak juz wspomniano, DNA hamuje ponadto P-galakturonidazo-
wa aktywnos$¢ (5-GR przy wszystkich warto$ciach pH. W zwigzku z tym
albumina lepiej nadaje sie do stabilizowania enzymu niz DNA.
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30 L)
=3
S
=
Rys. 4. Hydroliza 0,63 mM P-glukuroni- gm_
du fenolftaleiny przy réznych wartos- 2
ciach pH w 0,06 M buforze octanowym i
=

przez oczyszczony preparat |3-glukuro-

nidazy z gruczotu napletkowego szczura

(x) — kontrola, (0) — w obecnosci 0,03%

DNA, (#) —w obecnos$ci 001% albuminy
(140)

3
T

Romeo i De Bernard (187) podaja, ze 0,1M bufor cytryniano-
wy wyraznie hamuje aktywno$¢ P-GR, zwtaszcza przy niskich warto$ciach
pH. Podobne doniesienia o stabym dziataniu hamujagcym kwasu cytryno-
wego i niektorych kwasow organicznych ukazaty sie juz wczes$niej (163,
183, 187, 225). Prawdopodobnie hamowanie to polega na konkurencji mie-
dzy grupami karboksylowymi tych kwasdw i substratu (59, 187). Enzym
z Patella vulgata (mieczak) nie jest hamowany przez nadmiar substratu
i nie jest aktywowany przez kwas ftalowy (rysunek 2).

Kwasne mukopolisacharydy jak heparyna, siarczan chondroityny (215)
i kwas hialuronowy (7) hamujg niespecyficznie P-GR (45), prawie w 100%,
ich dziatanie nie daje sie odwroci¢ Tritonem X-100.

Do niespecyficznych inhibitoréw P-GR nalezg réwniez kwasne zywice
jonowymienne (10) oraz anionowe detergenty (np. Teepol XL), ktdére po-
wodujg szybko nieodwracalng inaktywacje (214).

Cholesterol, P-karoten i retinol juz w bardzo niskich stezeniach hamu-
ja aktywnos$¢ oczyszczonych preparatow P-GR. Cholesterol w stezeniu
0,2mM hamuje enzym w 86%, a 0,ImM P-karoten (w 5% etanolu) —
w 53%. Inhibicje te zmniejsza o 10—20% albumina w stezeniu 0,05%
(187). Tappel i Dillard (207) przypuszczajg, ze wptyw choleste-
rolu i retinolu na P-GR polega na rozbijaniu czasteczki enzymu na nieak-
tywne jednostki.

Kushinsky i wsp. (116) badajac aktywno$¢ P-GR w roztworach
NaCl lub buforze o rédznych stezeniach stwierdzili, ze sita jonowa miesza-
niny reakcyjnej ma znaczny wptyw na aktywno$¢ enzymu, zalezny od
pochodzenia P-GR. Na przyktad aktywno$¢ P-GR z Patella vulgata i Esche-
richia coli maleje wraz ze wzrostem sity jonowej. Autorzy sugerujg, Zze
rozbiezno$¢ danych o aktywnosci niektérych preparatow P-GR i dziataniu
niektdrych substancji jako aktywatoréow i niespecyficznych inhibitoréw
enzymu moze wynika¢ z réznic w sile jonowej stosowanych mieszanin
reakcyjnych.
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2. Wpiyw jonéw metali ciezkich na aktywno$¢ P-glukuronidazy

Aktywnos$¢ P-GR ssak6w in vitro nie zmienia sie pod wptywem wielu
pospolitych inhibitorow jak: fluorki, cyjanki, azydki, jodooctan i dwuni-
trofenol (138, 191, 223).

Wptyw jonéw Ag+, Hg2+ i Cu2+ na aktywno$¢ (3-GR badano na oczysz-
czonych preparatach enzymatycznych z watroby wotu (191), myszy i szczu-
ra (134, 135), z gruczotu napletkowego szczura (59), z Patella vulgata (130),
Helix pomatia (98) i Escherichia coli (54). Oczyszczony enzym jest hamo-
wany silniej przez jony Ag+ i Hg2+ niz przez jony Cu2+ przy czym jedno-
czeSnie obserwuje sie zmiane optymalnego pH dziatlania w Kkierunku
nizszych wartosci (59). Hamujace dziatanie Cu2+ poteguja zwiazki o wias-
nosciach redukujgcych (59). Na preparatach (3-GR wykazano (59, 135), ze
dziatanie jonéw Cu2+ zalezy od ich redukcji do Cu+. Wydaje sie, ze zmien-
no$¢ wynikow doswiadczen nad hamowaniem (3-GR przez kwas askorbi-
nowy mozna wyjasni¢ obecnos$cig sladow Cu2+ (59, 138).

Dziatanie jon6éw metali jest procesem ziozonym. Fernley (59)
w doswiadczeniach nad wptywem Cu2+ Ag+, Hg2+ p-chlororteciobenzoesa-
nu i wodorotlenku fenylorteciowego na aktywnos$¢ (3-GR obserwowat trzy
zjawiska: 1) wspétzawodnictwo o enzym miedzy substratem i inhibitorem
w przypadku p-chlororteciobenzoesanu i jondw Ag+, Hg2+ i Cu2+ co su-
geruje obecno$¢ grup -SH w centrum aktywnym enzymu; 2) tworzenie
kompleksu ES2w przypadku wodorotlenku fenylorteciowego i jonéw Hg2+,
Ag+ i Cu2+ 3) wigzanie sie z kompleksem ES jonow Hg2+ i Ag+, ktére
nie wigza sie z samym enzymem czy substratem. Jony Hg2+ i Ag+ jakos-
ciowo w podobny sposéb hamujg aktywnos$¢ (3-GR.

Ciekawym zagadnieniem jest kinetyka inhibicji (5-GR przez jony metali
ciezkich (59). Przy niskich stezeniach substratu procent hamowania przez
jony Hg2+ maleje wraz ze wzrostem stezenia substratu. Przy wyzszych
stezeniach substratu stopien inhibicji wzrasta wraz ze wzrostem stezenia
substratu, przy czym w obecnosci jondéw rteci hamowanie przez nadmiar
substratu zaznacza sie wyrazniej. Jony rteci zwiekszajg statg Kmdla aktyw-
nego kompleksu ES oraz obnizajg wartos¢ statej K2 (stata dysocjacji nie-
aktywnego kompleksu enzym-substrat ES2w przypadku inhibicji spowo-
dowanej nadmiarem substratu).

Wodorotlenek fenylorteciowy (CBHSHgOH) przy niskich stezeniach
substratu nie ma wptywu na aktywno$¢ enzymu. Zwigzek ten w wysokim
stezeniu zwieksza hamowanie (3-GR przez nadmiar substratu (K2zmniejsza
sie). Zwigzek ten dziata inaczej niz p-chlororteciobenzoesan, ktory hamuje
(3-GR kompetycyjnie, a jego dziatanie fatwo ulega odwréceniu przez cyste-
ine, natomiast cystyna i kwas etylenodwuaminoczterooctowy nie znosza
inhibicji (59). Przyjmuje sie, ze dziatanie p-chlororteciobenzoesanu ogra-
nicza sie do ugrupowania -SH w centrum aktywnym enzymu (59), nato-
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miast wodorotlenek fenylorteciowy, znany réwniez jako czynnik blokujacy
grupy -SH (27), reaguje tylko z grupg karboksylowa substratu.

Lewy i Conchie (128) uwazajg, ze przy niskich stezeniach sub-
stratu Hg2+ i organiczne zwigzki rteci reagujg z enzymem powodujac jego
inhibicje. Substrat w wyzszych stezeniach wypiera Hg2+ dajagc aktywny
kompleks ES. Dalszy wzrost stezenia substratu prowadzi do wigzania me-
talu przez substrat, prawdopodobnie przez wolng grupe karboksylowg
w reszcie kwasu glukuronowego. Powstajacy glukuronian rteci reagujac
z enzymem daje nieaktywny kompleks ES2Vie(Me-metal).

Bardzo mozliwe, ze inhibicja P-GR przez nadmiar substratu jest uzalez-
niona od obecnosci Sladéw metali ciezkich. Wzrastajace stezenie substratu
utatwia tworzenie kompleksu metal-enzym-substrat, o czym $wiadczg
krzywe szybkosci hydrolizy przez oczyszczong |3-GR w obecnosci jondw
Hg2+ (59). Hamowanie przez jony Hg2+ wzrasta stopniowo z uptywem
czasu, przy czym jest ono wyrazniejsze dla wyzszych stezen substratu.
Preinkubacja samego enzymu lub substratu z jonami Hg2+ nie daje takich
wynikéw. Inhibicje przez jony Hg2+ odwraca EDTA (59).

Oprécz doswiadczen z p-chlororteciobenzoesanem informacji o struk-
turze enzymu dostarczaja doswiadczenia (59) z siarczynami i kwasnymi
siarczynami, ktére rozszczepiajg wigzania dwusiarczkowe wedtug reakcji
(26, 27):

fs-sr + S0§-"rs-so3+ fs-

Kwasny siarczyn hamuje aktywnos$¢ (3-GR (rysunek 5), a efekt ten poteguja
jony Cu2+ (10 u-M). Wprawdzie same jony Cu2+ hamujg aktywno$¢ enzymu,
lecz wptyw ten mozna pomingé, poniewaz przy pH 52 (warunki doswiad-
czenia) powodujg one okoto 10'% inhibicji przy stezeniu ImM. Poniewaz
EDTA przeciwdziata inaktywacji enzymu przez kwasny siarczyn nieza-
leznie od tego czy do $rodowiska reakcyjnego wprowadzano jony Cu2+
mozna przypuszczaé, ze nawet Sladowe ilosci miedzi w wodzie destylowanej
lub odczynnikach moga katalizowaé¢ reakcje z kwasnym siarczynem. Ha-
mowanie enzymu przez kwasny siarczyn katalizujg réwniez jony Hg2+
i Ag+. Hamujgce dziatanie kwas$nego siarczynu na (3-GR w znacznym
stopniu ograniczane jest przez substrat (59). Na podstawie tych danych
Fernley (59) wysuwa przypuszczenie, ze w centrum aktywnym enzymu
obok grup -SH mogg wystepowac grupy dwusiarczkowe.

3. Endogenne tkankowe inhibitory (3-glukuronidazy o nieokre$lonej strukturze

Stwierdzono, ze wodne homogenaty tkanek szczura wykazujg matg
catkowitg aktywnos$¢ (5-GR przy wysokich stezeniach tkanki (215). Aktyw-
no$¢ ta wzrasta w miare rozcieficzania homogenatu, nie osiagajac jednak
warto$ci granicznej. Zjawisko to ttumaczy sie obecno$cig w tkankach szczu-
ra niezidentyfikowanego, termostabilnego i nie dajacego sie oddializowaé
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Rys. 5. Wptyw kwasnego siarczanu sodu,
dodawanego podczas preinkubacji, na
aktywnos$¢ P-glukuronidazy z gruczo-
tu napletkowego szczura w obecnosci

0,01°/0 albuminy i jonéw Cu2+
(O) —enzym i ablumina, (A)—enzym, al-
bimina i ImM kwasny siarczyn, (~) —en-
albumina, i 10nM

zym, kwasny siarczyn
1 | i CusS04 (59)
0 30 60 90
Czas preinkubacji (min)

inhibitora, ktéry mozna usung¢ z homogenatu przez wirowanie,po uprzed-
nim zbuforowaniu do pH 5,2. Dlatego tez preparaty, ktére przeszty przez
pierwszy zwykty etap oczyszczania, wolne sg od tego inhibitora. Witasnosci
omawianego czynnika bada sie w zagotowanych homogenatach tkanek,
w ktérych dziataniem wysokiej temperatury zniszczono aktywnos$¢ p-GR.

Tkanki myszy wykazujg duzo nizszg aktywnos¢ (3-GR niz tkanki szczu-
ra, a catkowita aktywno$¢ homogenatu z tkanek myszy nie zalezy od
rozcienczenia. Po termicznej inaktywacji (3-GR homogenaty z tkanek my-
szy hamuja enzym szczura (215). Warto podkresli¢, ze endogenny inhibitor
w bardzo nieznacznym stopniu wptywa na aktywno$¢ enzymu z tkanek
myszy.

Obecnos¢ endogennych inhibitorow |3-GR stwierdzono réwniez w osoczu
krwi (63) i tkankach psa (61) oraz w preparatach z Helix pomatia (98) i su-
rowicy cztowieka (53).

Wptlyw inhibitora nie zalezy od pH, a Triton X-100 znosi jego dziatanie.
Przypuszcza sie (215), ze inbitor t3czy sie z kompleksem enzym-substrat.
Wskazuje na to wzrost inhibicji wraz ze wzrostem stezenia substratu
(rysunek 6), oraz wzrost powinowactwa substratu do enzymu przy two-
rzeniu sie zaréwno aktywnego kompleksu ES jak i nieaktywnego kom-
pleksu ES2 (inhibicja spowodowana nadmiarem substratu). Fizjologiczna
rola endogennego inhibitora nie jest jeszcze wyjasniona.
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Rys. 6. Wplyw stezenia substratu na
szybko$¢ hydrolizy (3-glukuronidu fe- .
nolftaleiny przez wolng od inhibitora n 20 /

0-glukuronidaze szczura
(0)— w obecnosci 0125% gotowanego homo-
genatu watroby szczura, (0) —kontrola (215)
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X. Specyficzne inhibitory

1. Budowa strukturalna inhibitora a jego wptyw na aktywno$¢ (3-glukuronidazy

Zgodnie z ogllnie przyjeta zasada, podang przez Horikoshi (91),
laktony wywodzace sie z czesSci cukrowej danego glikozydu wykazujg ha-
mujacy wptyw na f3-glikozydaze, ktéra hydrolizuje ten glikozyd. Aldono-
laktony, ktdre sg silnymi inhibitorami kompetycyjnymi (3-glikozydaz (38),
muszg by¢ identyczne pod wzgledem dtugosci tancucha, podstawnikow
i konfiguracji z resztg cukrowg substratu. W niektorych przypadkach
hamujg one takze odpowiednie a-glikozydazy.

Badajac wptyw kwasu cukrowego i jego pochodnych na aktywno$é
P-GR, Lewy iwsp. (125 132) wykryli pierwszy inhibitor tego enzy-
mu — 2,4-lakton kwasu glukocukrowego (VII). Sposréd dotychczas pozna-
nych jest on jednym z najsilniejszych inhibitoréw (5-GR.

2,4-Lakton kwasu glukocukrowego nie dziata na inne glikozydazy (tak-
ze na a-glukuronidaze), a |3-GR nie jest hamowana przez laktony innych
kwasow cukrowych z wyjatkiem laktonu kwasu D-galaktocukrowego (IX).

Poczatkowo sadzono (105), ze kwas glukocukrowy hamuje enzym.
Obecnie wiadomo, ze inhibicje powodujg $ladowe ilosci 2,4-laktonu (125)
powstajgce w roztworach kwasu glukocukrowego w zwykle stosowanych
do oznaczania enzymu warunkach (nieznacznie kwasne pH). Tworzenie
sie 2,4-laktonu osigga stan réwnowagi po 30 minutowym gotowaniu roz-
tworu kwasu glukocukrowego w kwasnym pH. Lakton ten w stezeniu
2,5 X 10_6M hamuje aktywnos¢ (3-glukuronidaz z r6znych zrodet w okoto
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50%. Aktywnosci (3-GR nie hamuje 6,3-lakton kwasu glukocukrowego
(1,4-lakton kwasu L-gulocukrowego, VIII), ktéry powstaje obok 1,4-lak-
tonu w roztworach kwasu glukocukrowego.

(3-GR hamowana jest kompetycyjnie przez kwas glukuronowy (X) oraz
w mniejszym stopniu przez kwas galakturonowy. Nie wydaje sie jednak
aby reakcja ta byta prostym odwréceniem hydrolizy, poniewaz typowe
aglikony nie sg inhibitorami. Glukuronolakton (6,3-lakton kwasu o -giu-
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HeoH 0 HGoH o HeoH Hc:OH HCOH
| o}

CH HOGH CH HoCH HOGH
HoC - TR Cp— oo Ho HGoH
HeoH HGoH 0 wcon HCOH (Fcp—

co COOH clo COOH COOH
(vr) (vu) (W) (DO X)

CiO CIO CIO Cco qo
HGOH HCOH HOGH HCIOH HCOH
HOCH HoGH HOCH Hoc:H HOC:H
o CH HEOH HCoH HOGH
HC woeeer HGOH HC e HC —

CH20H ch2oh chZ2oh ch2oh COOH
(X1) (xn) (xm) (XIV) (XV)

kofuranozouronowego, VI) nie hamuje (3-GR (201). Interesujacy jest fakt,
ze enzym otrzymany z mikroorganizmoéw zyjacych w zwaczu owiec nie
jest hamowany przez kwas galakturonowy ani jego lakton (155).
Niedawno stwierdzono, ze 1i,5-laktony odpowiednich cukréw (np.
w przypadku a- i (5-mannozydazy — manno-2,5-lakton, XIII, a a- i (3-glu-
kozydazy — glukono-i,5-lakton, XIV) sg silniejszymi inhibitorami gliko-
zydaz niz 1,4-laktony (33, 38, 129, 138, 139). Obecnie niekt6re nietrwate
aldono-2,5-laktony otrzymuje sie przez utlenianie cukréw pyranozowych
gazowym tlenem w stabo kwasnym pH, w obecnosci platyny jako katali-
zatora (37). Otrzymany w ten sposéb 2,5-lakton kwasu glukocukrowego,
2—3 razy silniej hamuje (3-GR niz krystaliczny i,4-lakton. Mozliwe, ze
gotowany roztwdr glukocukrzanu zawiera obok 1,4-laktonu pewne ilosci
1,5-laktonu. Otrzymany przez utlenianie kwasu galakturonowego w obec-
nosci platyny 1,5-lakton kwasu D-galaktocukrowego (XV) dwukrotnie
silniej hamowal aktywno$¢ (3-GR niz 2,4-lakton kwasu glukocukrowego.
Poniewaz kwas galaktocukrowy jest mezo-zwigzkiem, jego roztwdr moze
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zawiera¢ mieszanine laktonow i by¢ moze tylko D-J,5-lakton jest inhibito-
rem. Jak wiadomo gotowane roztwory galaktocukrzanu sg stosunkowo
stabymi inhibitorami w poréwnaniu z analogicznymi roztworami gluko-
cukrzanu.

Badano farmakologiczne witasnosci i,4-laktonu kwasu glukocukrowego
jako czynnika hamujgcego aktywnos$¢ (3-GR in vivo (114). Stwierdzono,
ze hamuje on wzrost guzéw nowotworowych u myszy, przy czym jedno-
czeSnie obserwowano zmniejszenie $miertelnosci zwierzat (25). Zwigzek
ten podawano doustnie pacjentom z objawami nowotworu pecherza mo-
czowego (18). Proponowano takze stosowanie 1,4-laktonu w zdtaczce no-
worodkow (3, 20). Jako alternatywne metody hamowania aktywnosci
(5-GR in vivo proponowano (84, 85) podawanie 2,4-6,3-dwulaktonu kwasu
glukocukrowego (XVI) oraz jego dwu-O-acetylo pochodnej (93), ktoérych
dziatanie jako inhibitoréw enzymu zalezy oczywiscie od przemiany w 1,4-
lakton kwasu glukocukrowego w organizmie.

Warto podkresli¢, ze kwas glukocukrowy oraz jego 1,4-lakton sg u ssa-
kéw zwyktymi metabolitami.

2. Biosynteza specyficznego inhibitora (3-glukuronidazy

Metabolizm kwasu glukuronowego (powstajgcego w organizmie z gli-
kogenu i glukozy poprzez UDP-glukoze oraz degradacji (3-glukuronidéw
przy udziale (5-GR) prowadzi do powstawania kwasu glukocukrowego,
ktory jest endogennym zrédiem silnego inhibitora (5-GR jakim jest jego
lakton (schemat 4). Powstawanie inhibitora P-GR z jednego z jej produktow
dziatania mozna uwaza¢ za mechanizm ,ujemnego sprzezenia zwrotnego”.

Marsh (150) wykazat, ze mocz ssak6w roznych gatunkow zawiera
dializujgcy i termostabilny czynnik, ktéry w $rodowisku kwasnym staje
sie specyficznym inhibitorem P-GR. Maksymalne dziatanie wykazuje on
po zakwaszeniu moczu do pH 2 w 100°C, lecz jest ono wyrazne rowniez
w warunkach stosowanych do oznaczania aktywnosci (3-GR. Wystepowanie
tego inhibitora w znacznym stopniu komplikuje oznaczanie tego enzymu
w moczu i stosowanie go do uwalniania sterydow z glukuronidéw wydzie-
lanych w moczu (133). Prawdopodobnie czynnikiem cze$ciowo warunku-
jacym hamowanie (3-GR przez mocz ssakow jest kwas glukocukrowy lub
jeden z jego laktonéw (149, 150).

Zdrowy dorosty cziowiek wydziela 10mg kwasu D-glukocukrowego
w dobowej ilosci moczu. Wartos$¢ ta wzrasta okoto 100-krotnie (150) w cia-
gu 24 godzin po doustnym podaniu 5 g glukuronolaktonu (VI), a po trzech
dobach poziom kwasu D-glukocukrowego wraca do normy. Wzrost poziomu
tego zwigzku obserwowano roéwniez w moczu szczura i $Swinki morskiej.
U szczura byt on duzo nizszy niz u innych ssakéw, co ttumaczy sie mozli-
woscig konkurencji dwéch drég metabolicznych o D-glukuronolakton (50),
ktory u tego zwierzecia moze takze stuzy¢ do syntezy kwasu askorbino-
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Glikogen UDP-glukoza
Kwas UDP-glukuronovsy ft - glukuronidy

Kwas D-glukuronowy

D-glukuronolakton Kwas L-gulonowy

L-gulonolakton

Kwas D-glukocukrowy J

Kwas L-askorbinowy

Schemat 4. Drogi metabolizmu kwasu glukuronowego (151)

wego (schemat 4). Srednio dobowa ilo$¢ wydzielanego z moczem kwasu
glukocukrowego u kobiet jest o 20% nizsza niz u mezczyzn, lecz zostaje
podwojona podczas cigzy i utrzymuje sie na podwyzszonym poziomie kilka
dni po porodzie (148, 150). Zjawisko to wyjasniaja badania przeprowadzone
na myszach. Stwierdzono, ze aktywnos¢ dehydrogenazy, katalizujacej utle-
nianie glukuronolaktonu (VI) do kwasu glukocukrowego (XVII, schemat 5)
w watrobie myszy, wzrasta podczas cigzy dwukrotnie (154). By¢ moze
w ten sposéb utrzymywany jest podwyzszony poziom hormonoéw sterydo-
wych w krazeniu og6lnym w stanie sprzezonym i nieaktywnym.

Enzymem, ktéry in vivo katalizuje reakcje powstawania kwasu glu-
kocukrowego lub jego laktonu z D-glukuronolaktonu (schemat 5), jest
wykryta w watrobie ssakéw dehydrogenaza D-glukuronolaktonu (151).
Enzym ten wspdtdziata z NAD+ i wystepuje w cytoplazmie komorki (151,
152). Substratem dla dehydrogenazy jest glukuronolakton, ndtomiast kwas
glukuronowy reaguje prawdopodobnie tylko po laktonizacji (151). Enzym
ten jest niekompetycyjnie hamowany przez proste, pierwszorzedowe alko-
hole alifatyczne (inhibicja wzrasta w miare zmniejszania sie rozpuszczal-
nosci tych zwigzkéw w wodzie) oraz przez barbiturany i inne $rodki uspo-
kajajace. In vivo, S$rodki uspokajajace wzmagajag wydzielanie kwasu
glukocukrowego (158), podobnie jak kwasu glukuronowego i askorbino-
wego.
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Schemat 5. Powstawanie kwasu glukocukrawego (XVII) z glukuronolaktonu (VI)
in vivo u ssakow (153)

Utlenianie glukuronolaktonu (VI) przez NAD+ jest procesem nieod-
wracalnym, w ktérego wyniku, jako pierwszy produkt postulowanego
(151, 153) ciggu reakcji (schemat 5), powstaje 2,4-6,3-dwulakton kwasu
glukocukrowego (XVI). Zwigzek ten jest nietrwaty i w $srodowisku wod-
nym ulega mutarotacji do dwoch monolaktonéw kwasu glukocukrowego;
hamujacego (5-GR 2,4-laktonu (VII) i niehamujgcego 6,3-laktonu (VIII).

Postulowany cigg reakcji przedstawiony na schemacie 5 poparty wyniki
doSwiadczen z dehydrogenaza watroby ludzkiej (153). Produkt dziatania
tego enzymu hamuje (3-GR bez uprzedniego traktowania kwasem. Na pod-
stawie tych danych oczywisty staje sie spadek aktywnosci |3-GR w krwi
cztowieka, obserwowany po podaniu glukuronolaktonu (74). U myszy pro-
duktem dziatania dehydrogenazy glukuronolaktonu jest zwigzek, ktéry
hamuje aktywno$¢ (3-GR dopiero po traktowaniu kwasem (153). Nadal nie
wyjasniono w jaki sposob 2,4-lakton powstaje in vivo u tego ssaka. Nie
wiadomo czy glukuronolakton przechodzi bezposrednio w kwas glukocu-
krowy czy w jego 6,3-lakton oraz czy preparat enzymatyczny zawiera
2,4-laktonaze. W obecnosSci homogenatu z watroby myszy z 1,4-6,3-dwu-
laktonu kwasu glukocukrowego powstaje bowiem duzo wiecej 2,4-laktonu
niz wskutek spontanicznego rozktadu dwulaktonu. Tego dziatania nie wy-
kazuje homogenat z watroby ludzkiej (153). Po podaniu glukuronolaktonu
myszom wykrywano w watrobie znaczne ilosci kwasu glukocukrowego,
przy czym réwniez i w tym przypadku ilo$¢ tego kwasu w formie 1,4-lak-
tonu byta wieksza niz w stanie rébwnowagi (153).

Doswiadczenia nad poziomem aktywnosci dehydrogenazy glukurono-

9 Postepy biochemii /71 r.
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laktonu w watrobie myszy, szczura i cztowieka wykazaty, ze zalezy on od
wieku i pici zwierzat (154). Aktywnos$¢ dehydrogenazy wykazujg takze
tkanki nerek i jader.

Rak tkanki powoduje zanik aktywnosci dehydrogenazy. Braki w ukta-
dzie warunkujgcym synteze glukuronidéw sg przyczyng zottaczki u nowo-
rodkow (227), spowodowanej gromadzeniem sie w ustroju wolnej bilirubiny
(normalnie wydzielanej jako acylo-P-glukuronid). Zodttaczka moze by¢
wywotana nie tylko przez podniesiony poziom aktywnosci |3-GR w tkan-
kach u dzieci (104), lecz takze przez spadek syntezy 2,4-laktonu kwasu
glukocukrowego.

Nalezy podkresli¢, ze dehydrogenaza glukuronolaktonu nie jest iden-
tyczna z dehydrogenazg D-glukozy czy glukozo-6-fosforanu (44, 151, 205).
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MARIA M. JELENSKA *

Kowalencyjne wigzania krzyzowe w kolagenie

The Covalent Cross-Links in Collagen

The actual views on character of covalent cross-links and their significance
for the maintenance of collagen structure are discussed.

Kolagen jest biatkiem tkanki tgcznej stanowigcym u kregowcéw oko-
to 30% wszystkich biatek tkankowych. W jego hydrolizatach catkowitych
znaleziono bardzo duzg zawarto$¢ kwasOw pirolidynowych (okoto 25%)
i glicyny (okoto 30%). W skiad kolagenu kregowcow wchodzi tez rzadko
spotykana w biatkach hydroksylizyna, natomiast nie stwierdzono w nim
obecnosci tryptofanu i cysteiny. W wyniku badan nad budowg kolagenu,
ktérych przeglad ukazat sie w Postepach Biochemii (72) ustalono, ze pod-
stawowga jednostkag strukturalng kolagenu jest tropokolagen zbudowany
z trzech lewoskretnych tahcuchéw polipeptynowych skreconych wokot
siebie w prawoskretny superheliks. Dwa z tych tafcuchow tzw. almaja
bardzo zblizony skiad aminokwasowy, za$ trzeci tafcuch a2 rozni sie od
nich znacznie budowg pierwszorzedows.

W $wiezo zsyntetyzowanym kolagenie poszczegdlne tafncuchy sa pota-
czone miedzy sobg wytacznie wigzaniami wodorowymi. Natomiast w cza-
sie ,dojrzewania” i starzenia sie kolagenu powstajga w nim réznego typu
kowalencyjne wigzania krzyzowe zarowno wewngatrz jak i miedzycza-
steczkowe (30, 43, 45, 47, 52, 70, 78). O obecnosci tych wigzan $wiadczg
wyizolowane z kolagenu dimery P i trimery y powstate z dwéch lub trzech
tancuchoéw a, przy czym liczba wypisana przy symbolu wskazuje, z kt6-
rych tancuchéw a sg one zbudowane.

Z powodu braku cysteiny nie ma w kolagenie kregowcow mostkow
dwusiarczkowych wystepujacych w wiekszosci innych biatek. Posiada on
natomiast wigzania aldolowe (powstate na drodze kondensacji aldolowej),
wigzania aldiminowe (typu zasady Schiffa), oraz Y-glutamylowe wigzania

* Mgr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Badan Jedrowych,
Warszawa

Wykaz stosowanych skrotow: KRS — kolagen rozpuszczalny w solach, KRK —
kolagen rozpuszczalny w kwasach, Hse — homoseryna, FDNB — I-fluoro-2,4-dwu-

nitrobenzen
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peptydowe. Wigzania krzyzowe wystepujace w kolagenie omowione byty
w kilku pracach przegladowych (4, 7, 41, 59, 72). W ostatnim roku uka-
zato sie jednak sporo prac znacznie rozszerzajgcych i wyjasniajagcych pro-
blem powstawania wigzan krzyzowych. OmoOwienie niniejsze dotyczy
gtownie postepu dokonanego w ostatnim okresie.

I. Krzyzowe wigzania kowalencyjne wewnatrzczasteczkowe

Zarowno liczba jak i rodzaj wigzan krzyzowych wystepujacych w ko-
lagenie zalezg od zrédta kolagenu oraz wieku zwierzecia. | tak np.: kola-
gen ze Sciegien Achillesa zawiera wiecej wigzan krzyzowych niz kolagen
ze skoéry, a kolagen ze starego zwierzecia wiecej niz kolagen z miodego
osobnika.

1. Wigzania krzyzowe wewnatrzlancuchowe

Do wigzan, ktére wystepujg we wszystkich typach kolagenu kregow-
cow nalezg wigzania wewnatrzlancuchowe. Sg to rzadko spotykane w in-
nych biatkach wigzania peptydowe 7-karboksylowe (34, 36, 38, 77).

Obecnos$¢ wigzania peptydowego "/-karboksylowego mozna stwierdzic¢
oznaczajagc zawarto$¢ kwasu glutaminowego z wolng grupg «-karboksy-
lowg. Franzblau i wsp. (34) estryfikowali wolne grupy karboksylo-
we w kolagenie a nastepnie przeprowadzali je w kwasy hydroksamowe.
Te z kolei po reakcji z FDNB i przegrupowaniu Lossena oraz hydrolizie
dawaty w przypadku kwasu glutaminowego zwigzanego wigzaniem "/-glu-
tamylowym, semialdehyd kwasu bursztynowego. llo$¢ powstatych reszt
semialdehydu kwasu bursztynowego wskazywata, ze conajmniej 30'% reszt
kwasu glutaminowego w ichtiokolu i 13% w kolagenie ze skdry cielecej
wystepuje w postaci zwigzanej peptydowo przez grupe "/-karboksylows.

Teoretycznie mozliwe jest réwniez istnienie w tancuchach kolagenu
wigzan peptydowych z udziatem e-aminowej grupy lizyny. Mechanic
i Levy (51) wyizolowali nawet z kolagenu $ciegien Achillesa wotu troj-
peptyd N e-lizynowy, a mianowicie N e-(glicylo-a-glutamylo) lizyne, kté-
rego budowe udowodnili przez jego degradacje oraz synteze. Wyniki te
nie zostaly jeszcze potwierdzone przez innych, jednak nalezy liczy¢ sie
z tym, ze kilka lizyn w czasteczce tropokolagenu moze by¢é zwigzanych
wigzaniem e-peptydowym (18, 73).

Do niedawna przypuszczano, ze opr6cz wyzej wspomnianych wigzan
w tancuchu polipeptydowym kolagenu sg obecne wigzania estrowe. Wig-
zania te mozna znalezé w wielu biatkach i peptydach. Najczesciej sg to
wigzania poprzeczne miedzy dwoma tafcuchami polipeptydow¥mi, lub
tez na C-koncu tancucha peptydowego. Gallop i wsp. (39) zaobserwo-
wali, ze pod wptywem hydrazyny lub hydroksylaminy (w warunkach,
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ktére powodujg rozerwanie wigzan estrowych), masa czgsteczkowa kola-
genu zmniejsza sie z okoto 300 000 do blisko 25 000, co przypisali rozer-
waniu 6 wigzan estrowych w taricuchu a. Na tej podstawie Gallop (36)
zaproponowat podjednostkowy model czasteczki tropokolagenu (model
4:4:4), ktory przedstawiono na rysunku 1.

TL

X
Rys. 1. Podjednostkowy model czasteczki tropokolagenu wedtug Gallopa (36)

W modelu tym kazdy tancuch a sktada sie z 4 podjednostek powigzanych
dwiema parami wigzan estrowych, z ktdrych jedno jest tworzone przez a
a drugie przez j*-karboksylowg grupe kwasu asparaginowego (20). Donor
grup -OH w tych wigzaniach estrowych nie zostat ustalony.

Opierajac sie na takim podjednostkowym modelu czasteczki tropoko-
lagenu Gallop (36) wysunagt hipoteze, ze wigzania miedzytancuchowe
w kolagenie powstajg na drodze transestryfikacji. Hipoteza ta jednak nie
zostata potwierdzona doswiadczalnie: u zwierzat latyryeznych nie znale-
ziono wigzan miedzytancuchowych w kolagenie mimo, ze sg w nim jak
przypuszczano, wigzania estrowe wewnatrztancuchowe.

W Swietle najnowszych badan Born steina (22) wystepowanie
wigzan estrowych w kolagenie staje pod znakiem zapytania. Bornstein
udowadnia, ze traktowanie kolagenu hydroksylaming nie prowadzi do ro-
zerwania wigzan estrowych lecz cyklicznych imidéw utworzonych w tfan-
cuchu polipeptydowym przez reszty asparaginy. W wyniku tej reakcji na-
stepuje pekniecie tafcucha polipeptydowego. (Schemat 1).

@) 0 0
] 1 1 0
—NH—CH—C—NH—CH2—-C— -> —NH—CH—C U + NH3
CHo—C—NH2 N—CH2—C-
| CHo—c /
(0]
0
1
,NH.OH
0 0
0
—NH—CH—C—NHOH (@] —NH—CH—C—OH .
| + i | + nh2—ch2—c—
CHo—C—OH NH,—CH.,—C— CH2—C—NHOH
N | I
0 o]

Schemat 1. Proponowana struktura wigzan rozrywanych przez hydroksylamine (22)
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Jak widac¢ z przedstawionych tu wynikéw nadal brak przekonywujacych
dowoddéw na wystepowanie wewnatrztancuchowych wigzan estrowych.

2. Wiagzania krzyzowe miedzytancuchowe

O obecnosci wigzan krzyzowych miedzytancuchowych Swiadczy m.

wyizolowanie z czgsteczki tropokolagenu dimeréw P, ktore, jak wykazano,
powstajg z dwdch tancuchéw  (Pa) lub tancuchdw axi a2 (52 (48).

W 1962 roku powstata koncepcja ewentualnego udziatu aldehydéw
w wigzaniach krzyzowych (45). Obecnos$¢ aldehydéw w kolagenie wyka-
zano juz wcze$niej, lecz rola ich nie byta jasna. Pewne wskazania co do
udziatu aldehydéw w tworzeniu wigzan krzyzowych przyniosty wyniki
uzyskane przez Rojkinda, Blumenfeld i Gallopa (62, 63).
Autorzy ci wyizolowali z kolagenu trawionego kolagenaza bakteryjng
(peptydaza A z Clostridium) peptyd zbudowany z 30 reszt aminokwaso-
wych i zawierajacy jedng grupe aldehydowg. Badajac produkt reakcji tej
grupy aldehydowej z 2,4-dwunitrofenylohydrazyng ustalili, ze jest to
w istocie P-hydroksyaldehyd, ktéry tatwo ulega dehydratacji do a,[3-nie-
nasyconego aldehydu. Badany peptyd, w ktérym stwierdzono obecnosé
aldehydu miat zablokowana grupe N-koricowga, co pozwolito autorom przy-
puszczaé, ze byt on enzymatycznie odszczepiony z N-korca czasteczki tro-
pokolagenu.

Jasniejszy poglad na role aldehydow w kolagenie przyniosty prace
Bornsteina i wsp. (24, 27). Frakcjonowali oni na CM-celulozie zde-
naturowany kolagen rozpuszczalny w obojetnych roztworach soli (KRS)
oraz rozpuszczalny w kwasach (KRK). KRS jest to kolagen Swiezo zsynte-
tyzowany i dlatego jego czasteczki tropokolagenu zbudowane sg gtownie
z tancuch6w a, natomiast KRK jest to nieco starszy kolagen zawierajacy
w czgsteczce tropokolagenu obok tafcuchow a takze dimery Gi trimery vy.
Bornstein iwsp. (24, 27) rozrywali za pomocg cyjanobromu wigzania
metionylowe w tafncuchach a z KRS oraz a i @z KRK. Po takim trakto-
waniu z tancuchdw a KRS wyizolowali oni krotki peptyd, w ktorym piata
pozycje od N-konica zajmowata lizyna. Natomiast z tancuchow a KRK
otrzymali oni peptyd, w ktdrym na piatej pozycji od N-korica zamiast li-
zyny znalezli 6-semialdehyd kwasu a-aminoadypinowego; jak stwierdzono
w badaniach izotopowych powstat on z lizyny (24). Po podaniu zwierze-
tom MC-lizyny zaréwno lizyna w N-koncowym peptydzie z KRS jak
i 6-semialdehyd w analogicznym peptydzie z KRK sg radioaktywne. Na-
suneto to przypuszczenie, ze przejScie lizyny w &-semialdehyd kwasu
a-aminoadypinowego miato miejsce w czasie dojrzewania kolagenu (stop-
niowe przeksztalcenie KRS w KRK). Przy rozszczepieniu cyjanobromem
dimeréw P (z KRK) Bornstein iwsp. (27) uzyskali peptyd, ktéry nie
zawierat ani lizyny ani 0-semialdehydu kwasu a-aminoadypinowego, na-
tomiast posiadat a, "-nienasycony aldehyd. Poniewaz dimer @ powstaje

%

n.
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w wyniku wytworzenia wigzania miedzy dwoma tancuchami a autorzy
ci przypuszczajg, ze wigzanie to moze powsta¢ na drodze kondensacji al-
dolowej dwoch 5-semialdehydéw kwasu a-aminoadypinowego obecnych
w sgsiednich tancuchach. Ttumaczytoby to obecnos$¢ a,(5-nienasyconego al-
dehydu w dimerze P z KRK (Schemat 2).

tancuch a
N-koniec '§ 9 B
ch?2 c|h2 ch?2
ch?2 ch?2 ch?2

ch?2 o|h2 ch?2

CHN CHO -> CH--OH -* CH

1 1 I
ch?2 CH--CHO C—CHO

ch2 ch?2 ch2
ch2 ch?2 ch2
N-koniec 1 J J

Schemat 2. Powstawanie wigzania krzyzowego w reakcji kondensacji aldolowej

W najnowszych pracach poswieconych zagadnieniu wigzan krzyzo-
wych w kolagenie spotyka sie dalsze dowody na powstawanie wigzan al-
dolowych (44, 58, 65, 66). Rojkind i wsp. (66) po trawieniu kolagenu
ze skory szczura kolagenazag bakteryjng wyizolowali peptyd, ktory za-
wierat a,(3-nienasycony aldehyd. Skiad aminokwasowy tego peptydu’ byt
bardzo podobny do sktadu peptydu wyodrebnionego przez Bornsteina
i wsp. (24, 27) z kolagenu ze skéry szczuréw traktowanego cyjanobro-
mem. Stosujagc MC-lizyne Rojkind i wsp. (66) wykazali, ze byta ona
wyjsciowym substratem w biosyntezie a,(5-nienasyconego aldehydu, co
jest zgodne z zaproponowanym przez Bornsteina i wsp. (27) mecha-
nizmem powstawania wigzan krzyzowych na drodze kondensacji aldo-
lowej.

Hipoteze te potwierdzity réwniez wyniki badan bilansowych trytu przy
przemianie H-lizyny w pochodng aldehydowa. Przyjmujgc aktywnos$¢
wiasciwg radioaktywnej lizyny wbudowanej w kolagen za 100% Roj -
kind iwsp. (66) stwierdzili, ze radioaktywnosé¢ wtasciwa a,(3-nienasyco-
nego aldehydu pochodzacego z lizyny wynosi okoto 125%, a wiec zgodnie
z przebiegiem kondensacji aldolowej przedstawionym na schemacie 3.

Produkt tej kondensacji wyizolowano w 1969 roku zaréwno z elastyny
(47, 67), jak i z kolagenu (44, 58, 65). W przypadku kolagenu produkt kon-
densacji aldolowej wyizolowano z catej czgsteczki tropokolagenu (58), z di-
merow |32 (44), jak réwniez peptydéw uzyskanych po trawieniu kolagenu
kolagenazg bakteryjng (65) lub odszczepionych cyjanobromem (44).

Przedstawione prace dowodza istnienia wigzania aldolowego w cza-
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Schemat 3. Bilans trytu w resztach aldehydowych po podaniu zwierzetom 4,5-3H-lizy-
ny: a) powstawanie aldehydu, b) kondensacja aldolowa (66)

steczce tropokolagenu. O lokalizacji tego wigzania na 5 pozycji od N-kon-
ca tancucha a mowity wspomniane wyzej wyniki badan Bornsteina
i wsp. (24, 27). W dalszej pracy ci sami autorzy stwierdzili, ze skiad i sek-
wencja aminokwasow w peptydzie zawierajgcym wigzania aldolowe roz-
nig sie od typowego sktadu i sekwencji aminokwasow kolagenu. Ponadto
peptyd ten nie ma budowy spiralnej. Brak struktury spiralnej przy
N-koncu czasteczki tropokolagenu ttumaczy tatwy dostep niektorych en-
zymoOw proteolitycznych do tej czesci czasteczki. Bornstein i wsp.
(23) postugujac sierozdziatem elektroforetycznym na zelu poliakryiamido-
wym stwierdzili, ze po odszczepieniu omawianych peptydow chymotryp-
syng lub cyjanobromem z czasteczki tropokolagenu, ktéra miata wigzanie
krzyzowe wewnagtrztancuchowe, pozostaje kolagen, w ktérym nie ma juz
dimeréw B, lecz tylko pojedyncze tahAcuchy o ruchliwosci zblizonej do
ruchliwos$ci tancuchéw a. Na tej podstawie autorzy ci wyrazili przypusz-
czenie, ze wigzania aldolowe sg zlokalizowane w nieheliksowej czesci cza-
steczki tropokolagenu (Rys. 2).

Omowione wyzej wigzania aldolowe powstajg w wyniku kondensacji
aldolowej dwoch reszt 5-semialdehydu kwasu a-aminoadypinowego.
Ostatnio Bailey i wsp. (11, 15) wyizolowali z kolagenu kosci, dentyny
zebow oraz Sciegien Achillesa tzw. syndezyne, ktéra powstata w wyniku
kondensacji aldolowej dwdéch aldehydéw, przy czym prekursorem jedne-
go z nich byta lizyna a drugiego'hydroksylizyna. Lokalizacja tego wigza-
nia w czasteczce tropokolagenu nie jest dotychczas ustalona, gdyz niezna-
ne jest potozenie hydroksylizyny, ktéra ulega oksydacyjnej dezaminacji
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do aldehydu. W kolagenie izolowanym z kosci 50°/0 reszt iizyny na piatej
pozycji od N-korica tancucha polipeptydowego jest hydroksylowanych
(15). Poniewaz hydroksylizyna zlokalizowana w nieheliksowej czesci cza-
steczki jest tatwo dostepna dla enzymu katalizujgcego jej przeksztalcenie
do aldehydu, mozna przypuszczac, ze wigzanie krzyzowe przez syndezyne
umiejscowione jest w telopeptydach. Konieczne jest jednak dalsze po-
twierdzenie tego przypuszczenia.

Rys. 2. Dziatanie chymotrypsyny i cyjanobromu na czgsteczke tropokolagenu (23)

W ostatnich latach Blumenfeld, Gallop i Schneider (21,
37, 69) zaproponowali jeszcze jeden schemat powstawania wewngatrzczga-
steczkowych wigzah krzyzowych. Wyizolowali oni z kolagenu, poddanego
redukcji i hydrolizie sze$¢ aminoalkoholi (miedzy innymi lizynol), kto-
rych prekursorami wedtug autoréw byty odpowiednie aminoaldehydy.
Wedtug tej hipotezy lizynal byt C-koncowym aminoaldehydem zwigza-
nym z fafncuchem polipeptydowym przez grupe e-aminowa. Tylko taka
lokalizacja lizynalu mogta ttumaczy¢é obecno$¢ w preparatach kolagenu
enozaliny, ktéra mogta powsta¢ z lizynalu na drodze nieoksydacyjnej de-
zaminacji. Wedtug autoréw tej koncepcji reszty enozaliny z dwéch sasied-
nich tahcuchéw a mogg w odpowiednich warunkach tworzyé wigzania po-
przeczne czego potwierdzeniem bylo wyizolowanie dwuenozaliny (Sche-
mat 4).

W Swietle najnowszych badarn opisana wyzej teoria wydaje sie mato
prawdopodobna. P az i wsp. (57) dowodza, ze wiekszo$¢ a-aminoalkoholi
izolowanych po redukcji i hydrolizie kolagenu pochodzi nie z a-amino-
aldehydéw, jak wczesniej przypuszczano lecz powstaje z redukcji wigzan
peptydowych.
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Schemat 4. Powstawanie wigzania krzyzowego miedzy dwiema resztami enozalin (17)

Zatem sposrod teoretycznie mozliwych wigzan krzyzowych wewnatrz-
czgsteczkowych w kolagenie (41) do tej pory doSwiadczalnie udowodniono
obecnos$¢ wigzan aldolowych i peptydowych Y-glutamylowych.

Il. Krzyzowe wigzania kowalencyjne miedzyczasteczkowe

0O wystepowaniu wigzan miedzyczasteczkowych w kolagenie Swiadczy
obecno$¢ w nim dimerow @ (25, 26) oraz trimerdw y22 (78) zbudowanych
z dwadch lub trzech tancuchéw a2pochodzacych z sgsiadujacych czasteczek
tropokolagenu. Dimery ff2i Pu moga pochodzi¢ z pojedynczych czasteczek
tropokolagenu.

Na pewne podobieAstwo wigzan wewnatrz i miedzyczasteczkowych
wskazuja badania kolagenu wyodrebnionego ze zwierzat latyrycznych.
Wykazaty one, ze podanie zwierzetom zwigzkdw latyrogennych hamuje
powstawanie obu typow wigzan (40, 53, 55). Moznaby wiec przypuszczac,
ze natura wigzan miedzyczasteczkowych i wewnatrzczgsteczkowych jest
zblizona. W tej sytuacji byto prawdopodobne, ze aldehydy wystepujace
w wigzaniach wewnatrzczasteczkowych biorg udziat takze w tworzeniu
wigzan miedzyczasteczkowych. Przy powstawaniu wigzan wewnatrzczg-
steczkowych kondensacja aldolowa jest utatwiona wskutek tego, ze alde-
hydy w fancuchach a czasteczki tropokolagenu potozone sg naprzeciw
siebie. Powstanie wigzan miedzyczgsteczkowych z udziatem dwoéch reszt
aldehydowych jest jednak mato prawdopodobne, gdyz sasiednie czasteczki
tropokolagenu we witdknach kolagenowych sg przesuniete wzgledem siebie
0 1/4 diugosci czagsteczki. Wobec tego zaczeto badaé mozliwosci powsta-
wania wigzania typu zasady Schiffa miedzy wolng grupa aminowa jednej
czasteczki z resztg aldehydowa sasiedniej czasteczki tropokolagenu (6, 8,
9, 12, 13, 14, 15, 16, 56, 74, 75, 76).
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Bailey iwsp. (6 8 9 12, 13, 14, 15) przedstawili szereg dowoddéw
na wystepowanie wigzan tego typu we witdknach kolagenowych. Zaobser-
wowali oni miedzy innymi, ze zwigzki rozszczepiajgce to wigzanie obnizajg
wytrzymatos¢ wiokien kolagenowych, natomiast zwigzki stabilizujgce
zwiekszajg wytrzymatos¢ wiokien kolagenowych (Schemat 5).

X

)>—CH2—N—/

np. R—SH
lub HCN

. ) —ch2- nh—

Schemat 5. Reakcje wiagzan typu zasady Schiffa (8)

Zmniejszajaca sie wraz z wiekiem kolagenu podatnosé wiazan typu zasady
Schiffa na odczynniki rozrywajgce tego rodzaju wigzania Bailey (8)
ttumaczy ich stabilizacje in vivo przez przytgczenie jakiego$ zwigzku do
podwojnego wigzania. Tak wiec wigzania typu zasady Schiffa w kolagenie
miatyby charakter przejSciowy i w czasie starzenia sie kolagenu bytyby
przeksztatcane w wigzania bardziej trwate. W aldiminowych wigzaniach
krzyzowych miedzyczgsteczkowych zdaniem Baileya bierze udziat grupa
aldehydowa z konca jednej czasteczki i wolna grupa g-aminowa sasiedniej
czasteczki. Gdyby grupa e-aminowa pochodzita z lizyny, to wdéwczas po-
winno sie znalezé w hydrolizatach kolagenu N8-(5-amino-5-karboksypen-
tanylo)-lizyne czyli lizynonorleucyne. Zwigzku tego nie udato sie jednak
dotychczas wyizolowa¢ z kolagenu, znaleziono go natomiast w elastynie
(33, 35, 46). Z kolagenu pochodzacego ze Sciegien ogona szczura, ze $ciegien
Achillesa wotu, oraz kosci i dentyny zebdw Bailey wyizolowat ostatnio
Ne-(5-amino-5-"karboksypentanylo)-hydroksylizyne czyli hydroksylizyno-
norleucyne (9, 11, 13, 14, 15). Zwigzek ten powstat w reakcji grupy alde-
hydowej 5-semialdehydu kwasu a-aminoadypinowego z grupa E-aminowa
hydroksylizyny. Produktem posSrednim tej reakcji jest réwniez zasada
Schiffa (Schemat 6).

Hydroksylizyny nie znaleziono w telopeptydach, a wiadomo, ze wyste-
puje ona w heliksowej czesci czasteczki tropokolagenu; dlatego przyjmuje
sie, ze miedzyczasteczkowe wigzania typu zasady Schiffa powstajg miedzy
aldehydem zlokalizowanym w telopeptydzie jednej czasteczki, a hydro-
ksylizyng w heliksowej czesci z drugiej czasteczki.

Mozliwe, ze w kolagenie sg rOwniez inne niz opisane tutaj wigzania
typu zasady Schiffa, gdyz obok 5-semialdehydu kwasu a-aminoadypino-

\
10 Postepy biochemii 171 r.
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Schemat 6. Biosynteza hydroksylizynonorleucyny (13)

wego donorami grup aldehydowych moga byé réwniez a, |5-nienasycone
aldehydy (5, 64) za$ donorami grup aminowych — inne aminokwasy niz
hydroksylizyna.

Poniewaz w tworzeniu wigzan zarowno wewnatrz jak i miedzycza-
steczkowych bierze udziat aldehyd, ktéry powstaje z lizyny na drodze
oksydacyjnej dezaminacji zaczeto szuka¢ enzymu, ktoéry katalizowatby te
przemiane. Wielu autoréw postuluje, ze przemiane lizyny do aldehydu
katalizujg niektore aminooksydazy (19, 28, 42, 54). Nie jest jednak jasne,
dlaczego aktywnos$¢ tych enzymdw nie ulega zahamowaniu po podaniu
zwierzetom zwigzkéw latyrogennych (np. P-aminopropionitryli) w steze-
niach, ktore hamujg in vivo powstawanie wigzan krzyzowych w kolagenie.
Istnienie niesklasyfikowanego jeszcze enzymu katalizujgcego przemiane
lizyny zwigzanej peptydowo do 5-semialdehydu kwasu a-aminoadypino-
wego i wrazliwego na fizjologicznie czynne stezenia latyrogenow, stwier-
dzili Pinnel, Martin i Gee (60, 61) w wyciggach z kosci, aorty
i skéry. Enzym ten, jak donie$li ostatnio Bailey i Fowler (10), ka-
talizuje powstawanie in vitro wigzan aldolowych i aldiminowych w kola-
genie pochodzacym ze zwierzat latyrycznych. W najnowszej pracy Sie -
gela i Martina (71) mozna znalez¢ dalsze dowody na powstawanie
miedzyczgsteczkowych wigzan w kolagenie, w obecnosci enzymu izolowa-
nego z chrzastek embrionéw kurzych wg Pinnela i Martina
i Gee (60, 61). StopiehA oczyszczenia tego enzymu jest jednak zbyt maty,
aby mozna byto wyjasni¢ jego strukture i przeprowadzi¢ doktadniejsze
badania wtasnosci.

Nie znaleziono dotychczas enzymu Kkatalizujgcego kondensacje aldolo-
wa dwoch reszt aldehydowych. Przypuszcza sie, ze przemiana ta, prowa-
dzgca do wytwarzania-* wigzania aldolowego jest nieenzymatyczna (71).

Précz oméwionych wyzej rodzajow wigzan poprzecznych spotyka sie
w kolagenie mniej doktadnie zbadane wigzania innego typu. | tak w kola-
genie z dentyny zebdw Veis i Schlueter (68, 79, 80) postuluja
obecnos$¢ wigzan dwuestrowych z udziatem reszt fosforanowych. Whniosek
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ten oparli na obserwacji, ze zelatyna otrzymana z odwapnionego za pomo-
cag EDTA kolagenu zawiera mocno zwigzane reszty fosforanowe.

Adam i wsp. sadza, ze w wigzaniach poprzecznych moze braé¢ udziat
takze jon metalu (1, 2, 3). Podanie zwierzetom tiosiarczanu ztota zwieksza
bowiem wytrzymatos¢ wiokien kolagenowych, za§ w przypadku zwierzat
latyrycznych zabieg ten zwieksza ilo$¢ kolagenu nierozpuszczalnego. Po-
dobny efekt wystepuje po podaniu zwierzetom soli miedzi i bizmutu.
Z ostatnich prac grupy Adama (31) wynika, ze wigzania krzyzowe po-
wstajgce w kolagenie pod wptywem preparatéw zilota zlokalizowane sg
w obszarze telopeptydow.

Mostki dwusiarczkowe nie wystepujag w kolagenie kregowcéw mozna
je natomiast znalez¢ w kolagenie bezkregowcéw. Mc Bride i wsp. (49,
50) stwierdzili wystepowanie mostkéw S-S w kolagenie z naskorka
Ascaris lumbricoides. Traktowanie tego kolagenu P-merkaptoetanolem po-
wodowato znaczne obnizenie lepkosci oraz zmniejszenie masy czasteczko-
wej i skrecalnosci optycznej. W zredukowanym kolagenie autorzy stwier-
dzili obecno$¢ okoto 30 reszt -SH na 1000 aminokwaséw. Spotyka sie
rowniez doniesienia o udziale reszt tyrozynowych, obecnych w telopepty-
dach, w tworzeniu wigzan krzyzowych (17, 29, 32).

W przegladzie tym omoéwiono szczegétowo tylko te. rodzaje wigzan
krzyzowych wystepujagcych w kolagenie, ktorych obecno$¢ zostata dobrze
udokumentowana doswiadczalnie. Wobec duzego zainteresowania tg tema-
tyka mozna jednak mieé nadzieje, ze w najblizszym czasie nastgpi dalsze
wyjasnienie szczegétow Zar6éwno natury jak i biosyntezy wigzan krzyzo-
wych w kolagenie.
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EWA JOANNA SIKORSKA *

Procesy zwigzane z powstawaniem przeciwciat

Mechanisms of Antibody Synthesis

Recent advances in the studies on the mechanism of antibody synthesis are
reviewed and discussed.

W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan nad procesami immu-
nologicznymi w organizmach. Odkrycie kodu genetycznego zmusito do
zrewidowania starych pogladdéw na synteze przeciwciat. W wielu o$rod-
kach rozpoczeto wielostronne badania tego zjawiska w oparciu o aktualne
poglady na biosynteze biatka. Badania te dotyczyty zaréwno bezposredniej
syntezy czasteczki immunoglobuliny, jak i mechanizmu dziatania antyge-
nu. Wykryto istnienie immunogennych kompleksow RNA z antygenem
i usitowano poda¢ hipotezy przedstawiajgce mozliwie prawdziwie caty
proces wytwarzania przeciwciat. W niniejszym artykule bedg przedsta-
wione wyniki niektérych z tych doswiadczen.

I. Dziatanie antygenu

Zwykle po zetknieciu sie z antygenem w ustroju powstaje szereg
zjawisk, miedzy innymi wytwarzaja sie przeciwciata skierowane przeciw
podanemu antygenowi. Warto$ciami krytycznymi sg wielko$¢ dawki i for-
ma chemiczna antygenu. Jak wiadomo, antygenami moga by¢ biatka,
wielocukry i kompleksy biatek z innymi zwigzkami, a nasilenie i rodzaj
odpowiedzi immunologicznej zalezg od dawki i sposobu podania antygenu
(1,4,34,60,71).

Po zetknieciu sie z antygenem powstajg zmiany w subcellulamej struk-
turze komorki wytwarzajacej przeciwciata (25). Wiele z tych zmian na-
stepuje w ciggu godzin lub dni. Og6lnie uwaza sie, ze indukcyjna faza
trwa tydzien, cho¢ przy duzej wrazliwosci organizmu moze by¢ znacznie
zredukowana (71). Zmiany te obejmujg zwiekszenie szybkosci syntezy
RNA, DNA i biatka (23, 51, 52). Pojawia sie nowy rodzaj RNA, wykry-
walny metodg hybrydyzacji z DNA (17). Wzrasta specyficzna aktywnos$¢
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enzyméw metabolizmu nukleotydowego (45), a takze ilos¢ i wielko$¢ po-
lirybosoméw (58). Nastepnie pojawiajg sie przeciwciata (19, 72). Na przy-
ktad, po dootrzewnowym podaniu myszom erytrocytéw owczych jako
antygenu stwierdzono w $ledzionie piecsetkrotny wzrost ilosci komorek
tworzacych przeciwciata, czemu towarzyszyto zwiekszenie aktywnosci
kinazy tymidynowej i urydynowej oraz przyspieszenie syntezy RNA juz
w ciggu 2 godzin po injekcji. Badania izotopowe z urydyng i tymidyna,
znakowanymi trytem, wykazaly, ze wzrost syntezy RNA wyprzedza
wzrost syntezy DNA (61). Komdrki z ptynu otrzewnowego myszy reago-
waty podobnie do komdrek ze $ledziony (12).

Szczegétowe badania nad losem antygenu w ustroju prowadzili Gar -
vey i wsp. (14, 36, 37, 38, 39, 40, 65). Wyniki tych badan obrazuje sche-
mat 1. Podajgc dozylnie hemocyjanine jako antygen stwierdzono, ze po
pierwszym wstrzyknieciu w watrobie krélika pozostaje niewielka ilo$¢
materiatu antygenowego, ktéra stopniowo maleje z uptywem czasu (16).
Badania ilosciowe wykazaty, ze retencja materiatu antygenowego w wa-
trobie jest odwrotnie proporcjonalna do wewngatrzkomérkowej aktyw-
nosci wytwarzania przeciwciatl (38). Kiedy antygen wprowadzono po raz
drugi do ustroju, zjawiska przebiegaty szybciej (40). Juz po kilku godzi-
nach antygen znikat z watroby, a réwnoczes$nie pojawiaty sie cytoplazma-
tyczne zmiany w jej komérkach parenchymatycznych. Komdérki uszko-
dzone wskutek kontaktu z antygenem z drugiej injekcji uwalniaty zawarty
w nich antygen, ktéry dostawat sie do uktadu krazeniowego, wchodzit do
innych tkanek zdolnych do tworzenia przeciwciat i czesciowo byt wyda-
lany z moczem.

Roszman i Stavitsky (64) badali pierwotng i wtérng odpo-
wiedZ na podanie antygenu. Nastepnego dnia po wstrzyknieciu krélikom
hemocyjaniny wyosobniali komorki weztdw limfatycznych. Komorki te
poddawane inkubacji z antygenami znakowanymi MC syntetyzowaty radio-
aktywne przeciwciata typu IgM i 1gG. Og6lna synteza biatka byta w nich
2—3 razy wieksza w poréwnaniu z syntezg w komérkach z weztéw lim-
fatycznych zwierzat nieimmunizowanych. Badania prowadzone z aktyno-
mycyng D wykazaly, ze synteza przeciwciat jest mniej wrazliwa na dzia-
tanie tego inhibitora niz synteza innych biatek. Wptyw aktynomycyny
zalezal od czasu dziatania. Po 8 godzinach nastepowato czesSciowe zaha-
mowanie syntezy DNA, catkowite — RNA, a synteza przeciwciat przebie-
gata normalnie. Po 15 godzinach synteza DNA byta zahamowana catkowi-
cie, RNA czesSciowo, a syntezy przeciwciat nie bytlo w ogdle. Podobne
zjawiska zaobserwowali autorzy przy uzyciu 5-bromourydyny jako inhi-
bitora. Z danych tych mozna wnosi¢, ze przynajmniej przez 8 godzin
wystarcza mRNA do syntezy przeciwciat, potem jest konieczne wznowie-
nie syntezy RNA i DNA.

Badania majace na celu znalezienie antygenu w komérkach syntety-
zujacych przeciwciata nie daty rezultatu nawet przy uzyciu bardzo czu-
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Schemat 1. Losy antygenu w ustroju wg (35a)
Ag — antygen, Ab —przeciwciato

tych metod (59). Swiadczytoby to, ze albo stezenie antygenu jest bardzo
mate, albo antygenu w pierwotnej formie w ogdle nie ma. Jezeli jednak
przyjac¢, ze antygen wzmaga synteze mRNA, badZz reaktywuje go z nie-
aktywnej formy i ze pewna ilos¢ tego m-RNA jest stabilna przez jaki$
czas (54, 70), to synteza przeciwciat mogtaby mie¢ miejsce przez ten
witasnie czas nawet w nieobecnos$ci antygenu. Natomiast z chwilg degra-
dacji mRNA ustataby catkowicie i nowe porcje antygenu bytyby wyma-
gane do indukcji.

Przy badaniu wtornej odpowiedzi organizmu na antygen Roszman
i Stavitsky (64) izolowali z krélikow komoérki weztow limfatycznych
w réznym czasie po injekcji i poddawali je inkubacji ze znakowanymi
UC aminokwasami. Badania wykazaty, ze pierwsze znakowane przeciw-
ciata pojawiajg sie drugiego dnia po injekcji, maksimum syntezy ma miej-
sce czwartego dnia, a potem nastepuje spadek. Autorzy uwazaja, ze réz-
nica w odpowiedzi pierwotnej i wtdrnej jest natury iloSciowej, a nie
jakosciowej.

Jezeli chodzi o szybko$¢ odpowiedzi na antygen i zakres tworzenia
przeciwcial, to sugeruje sie, ze mogg one zaleze¢ od ilosci uprzednio istnie-
jacych w populacji komoérek zawierajagcych specjalne receptory dla po-
szczegblnych antygenéw. Uwaza sie tez, ze sg oddzielne, zréznicowane
linie komérkowe do syntezy przeciwciatl IgM i 1gG, istnienie ewentualnego
wspélnego prekursora tych linii nie zostato stwierdzone (75).
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Synteza przeciwciat in vitro trwa dtuzej niz in vivo. Prawdopodobnie
pewne regulujgce mechanizmy, ktore istniejg in vivo sg in vitro nieczynne
lub czynne tylko czesSciowo (55, 62).

Zmniejszenie syntezy przeciwcial moze byé odniesione do dyspersji
polirybosoméw na skutek utraty mRNA lub interferencji z wigzaniem
rybosoméw do endoplazmatycznego retikulum (8).

Il. RNA w biosyntezie przeciwciat

Liczne badania nad mechanizmem tworzenia przeciwcial wykazaty, ze
preparaty RNA otrzymane z makrofagéw, poddanych inkubacji z anty-
genami, majg immunogenne wasnosci, powodujg powstawanie przeciw-
cial wobec tych antygenow (3, 26, 27). Przeciwciata w komodrkach $ledzio-
ny powstajg juz po 10 minutach od momentu dodania immunogennych
preparatow RNA (46).

Fishman, Gottlieb i ich wspotpracownicy (2, 26, 27, 28, 29;
30, 41) prébowali wyodrebni¢ immunogenng frakcje RNA z calego RNA
komdrek makrofagowych inkubowanych z antygenami. Gottlieb
i wsp. (41) zastosowali do rozdzialu RNA metode wirowania w gradiencie
siarczanu cezu. Otrzymali oni dwie frakcje ciezszg i lzejszag. Wiasnosci
immunogenne wykazywata gtéwnie lzejsza frakcja, ktdéra stanowita za-
ledwie 5% catkowitego RNA. Po jej oczyszczeniu metodg chromatogra-
ficzng stwierdzono, ze zawiera ona 28°/o biatka. Istnienie podobnej frakcji
RNA ze zwigzanym biatkiem wykazano takze w makrofagach nie inku-
bowanych z antygenami. Dalsze badania (40a) pozwolity stwierdzi¢, ze
RNA takiego typu wystepuje jedynie w makrofagach i makrofagopodob-
nych komdrkach, jak na przykiad komdrki Kupfera w watrobie. Autor
sugeruje, ze biatko zwigzane z RNA z nieinkubowanych z antygenami
makrofagéw mogto powsta¢ wskutek uprzednich zetknie¢ w cyklu zycio-
wym tych komdrek z nieznanymi antygenami. Bytoby to zgodne z hipotezg
0 przechowywaniu w makrofagach immunologicznej informacji. Zwigzek
tego biatka z antygenem potwierdzity badania izotopowe. Gdy do miesza-
niny inkubacyjnej dodano jako antygenu znakowane 1A biatko z faga
E. coli T2 powstata frakcja RNA zwigzana z radioaktywnym biatkiem.

Badanie sktadu nukleotydowego immunogennej frakcji RNA wykaza-
fo, ze zawiera ona wiecej CMP i GMP w porownaniu z ciezszg, wiekszg
frakcjg i catkowitym makrofagowym RNA (tablica 1).

Wedtug Gottlieba i wsp. (40a) wiasnosci immunogenne lzejszej
frakcji byty niszczone przez pronaze, natomiast rybonukleazy A i Tt,
a takze alkalia miaty stabsze dziatanie, przy czym skuteczne stezenia
RN-az byly duzo wieksze niz pronazy. Préby przeprowadzenia cigzszej
frakcji makrofagowego RNA w lzejszag za pomocg trawienia nukleazami
(rybonukleazg A i T\) nie daty rezultatu.
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Tablica 1
Sktad zasad makrofagowego RNA i jego oczyszczonych frakcji
% molowy
Frakcja
CMP AMP GMP UMP
Lzejsza 26,1 20,8 32,5 20,6
Ciezsza 24,2 27,8 28,2 20,6
Catkowity makrofagowy RNA 22,6 24,6 30,0 23,0

Makrofagowy SP-RNA rozdzielano przez dwukrotne ultrawirowanie w gradiencie CSjSO,,
a nastepnie chromatografia na TEAE-celulozie w 7,5M moczniku. Prébki frakcji w 0,33M NacCl
hydrolizowano w 0,3M KOH przez 24 godziny. Zasady rozdzielano droga elektroforezy bibu-
towej a ich radioaktywno$¢ po elucji z elektroferogramu mierzono w roztworze Breys-Cabosil.

Dodanie aktynomycyny D do inkubowanych z antygenami makrofa-
géw catkowicie hamowato powstawanie immunogennej frakcji.

Cohen i wsp. (18) wykazali, ze immunogenna frakcja RNA sedy-
mentuje w gradiencie sacharozy w zakresie 8—12S.

Fishman i wsp. (27, 29, 30) badajagc RNA pochodzgcy z makrofa-
goéw inkubowanych z antygenami wyizolowali za pomocg metod chromato-
graficznych dwie odmienne, immunogenne frakcje. Jedna z nich nie
zawierata antygenu i nie powstawata w obecnosci aktynomycyny D w $ro-
dowisku inkubacyjnym. Druga frakcja byta skompleksowana z antygenem.
W komérkach weztdw chtonnych po dodaniu pierwszej frakcji powsta-
waty przeciwciata 19S, dodatek drugiej inicjowat tworzenie przeciwciat
7S. Jezeli uzyto jako antygenu faga E.coli T2 i otrzymane preparaty
makrofagowego RNA poddano dziataniu surowicy anty T2otrzymywano
osad. Supernatant znad tego osadu mial wiasnosci tworzenia wytgcznie
przeciwciat 19S, a wyekstrahowany z osadu RNA mogt inicjowa¢ jedynie
tworzenie przeciwciat 78S.

Inkubacja makrofagéw z dwoma rdznymi antygenami (fag E.coli T2
i B. subtilis SP 32) prowadzita do powstania immunogennych frakcji RNA,
ktore miaty zdolno$¢ wywotywania w komérkach weztdw chionnych syn-
tezy specyficznych przeciwciat 7S i 19S wobec kazdego z tych antyge-
now (31).

Obecnos¢ immunogennego, skompleksowanego z antygenem RNA
stwierdzono w makrofagach, komdrkach weztow limfatyczr.ych, $ledziony
(35) i watroby (37).

Prébowano takze zbada¢, czy pod wptywem réznych antygendéw po-
wstajg w komdrkach limfoidalnych odmienne rodzaje RNA. W badaniach
prowadzonych in vivo i in vitro uzyto jako antygendw erytrocytow ow-
czych, kurzych i krdliczych oraz E. coli i y-globuline ludzky. Stosujac
metody hybrydyzacji DNA-RNA i znakowania izotopami wykazano, ze te
antygeny wywotujg powstawanie nowych, réznych rodzajow RNA (20).
Obecnos¢ takich RNA w komorkach (makrofagi i limfocyty) ptynu jamy
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otrzewnowej poddanych dziataniu réznych antygendéw wykazaty réwniez
badania Cohena (21). Podczas inkubacji tych komorek z substancjami
nieimmunogennymi, na przykiad z syntetyczng DNPZBpolilizyng, nie po-
wstawal nowy rodzaj RNA. Szybko$¢ syntezy nowych rodzajow RNA
okazata sie wieksza od szybkosci syntezy catego pozostatego RNA komoér-
ki (przenoszacy, rybosomalny i informacyjny dla innych biatek niz prze-
ciwciata).

Prébowano takze wyodrebni¢ z samych limfocytéw informacyjne RNA
specyficzne dla roéznych przeciwciat (21). Jako antygen zastosowano ery-
trocyty owcze i kurze, a powstajgce kwasy nukleinowe, znakowane po-
dwdjnie H- i UC-urydyng (47), rozdzielano za pomocg chromatografii na
metylowanej albuminie (48, 56). Wykazano, ze w odpowiedzi na poszcze-
go6lne antygeny powstaja specyficzne mRNA.

I11. Biosynteza przeciwciat

Biosynteza przeciwciat przebiega takimi samymi drogami jak biosyn-
teza innych biatek (9, 68), a wiec z udziatem procesow transkrypcji i trans-
lacji. W komorce wytwarzajgcej przeciwciata okoto 30—50% ogolnej ilosci
syntetyzowanego biatka stanowig immunoglobuliny. Stwierdzono, ze in-
formacja okreslajgca specyficznosé przeciwciat zawarta jest w DNA ko-
morek syntetyzujacych przeciwciata (11, 15, 22, 24, 49, 69). Nie wiadomo
jednak, czy kazdy klon komorek tworzgcych przeciwciata ma rézny DNA
kodujacy, czy tez DNA we wszystkich klonach jest taki sam, a tylko rézne
jego czesci ulegaja derepresji (20, 43).

Znany inhibitor biosyntezy biatka na poziomie transkrypcji DNA, ak-
tynomycyna D, hamuje tworzenie przeciwciat zaréwno in vivo, jak i in
vitro (68, 74). Dostarczenie zahamowanemu aktynomycyna uktadowi no-
wego mMRNA wznawia biosynteze (73).

Jak wiadomo miejscem-syntezy biatka w komdrkach sg polirybosomy,
na ktorych uktadajg sie mMRNA. Rozmiar polirybosomdéw jest zwykle pro-
porcjonalny do dtugosci mMRNA. Badania wykazaty, ze taincuchy lekkie (L)
i ciezkie (H) sa tworzone na réznych polirybosomach (6, 7, 50, 57, 76).
Polirybosomy te rodzielono w gradiencie sacharozy, zageszczono przez
odwirowanie i wyizolowano powstajgce na nich tancuchy polipeptydowe.
Okazato sie, ze tancuchy L sg tworzone na mniejszych polirybosomach
190S1 Czas powstawania tancucha L wynosi $rednio 30 sekund (66, 67).
tancuchy L sg autonomicznie uwalniane z miejsc syntezy do matej puli
wolnych tancuchéw L (6f. Synteza tancuchéw L i H jest zrbwnowazona
(77) i nie ma netto nadmiaru syntezy lub wydzielania tafcuchow L (5, 6).
tancuchy H powstajg na wiekszych polirybosomach 270S. Czas powsta-
wania jest diuzszy, siega on 75 sekund. Sg dwie r6zne sugestie dotyczace
sposobu taczenia sie tancuchéw w czasteczke y-globuliny. Wedlug jednej
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potaczenie nastepuje na wiekszych polirybosomach, na ktérych tancuchy
L przyczepiajg sie do powstajagcych tancuchéw H. Kompleks L-H, jak
podaje Scharff (66), jest prekursorem czterotancuchowej czasteczki
immunoglobuliny. Molekularny sktad agregatéw L-H uwolnionych z 270S
polirybosomow nie zostat jednak jeszcze ustalony. Askonas i Wil-
liamson (4, 5 6) proponujag inng koncepcje, wedtug ktérej najpierw
ulegajg dimeryzacji dwa powstajace tancuchy H (schemat 2). Nastepuje
polirybosomalna interakcja i wytworzenie mostka siarczkowego. Nie wia-
domo czy przytaczenie tancucha L poprzedza uwolnienie dimeru H-H czy
mu towarzyszy. W pierwszym przypadku przytgczenie tancucha L mogto-
by warunkowaé uwolnienie tancuchéw H. W drugim wypadku dimer H-H
mogtby przez kréotki okres czasu istnie¢ samodzielnie. Jak dotad nie wy-
kryto jednak wolnych tancuchéw H podczas gdy wolne tancuchy L wy-
krywano w niektorych stanach patologicznych (4, 5, 67).

Badania nad mRNA dla obu typéw tancuchéw wykazaty, ze stata sedy-
mentacji mMRNA dla tancucha L wynosi 9S—11S, a bardziej heterogenicz-
nego mMRNA dla tancucha H — ponad 14S. Mozna obliczy¢ (44), ze mRNA
wyizolowany z frakcji 1*OS polirybosoméw koduje tancuch o ciezarze
czasteczkowym okoto 25 000. Jak wykazali Lennox i wsp. (50) wynik
ten jest zgodny z translacjg tancucha L z jednego punktu startowego.

Synteza polipeptydowego tancucha

:\\

e ﬁ.-&‘ﬁ ff&f?

2-4 \ 8-12
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Schemat 2. Biosynteza czgsteczki immunoglobuliny-G wg (78)
Schemat opracowano na podstawie dos$wiadczen z komdrkami nowotworowymi myszy (5563
plasmacytoma)
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Czas pottrwania informacyjnych RNA kodujacych tancuchy czasteczki'
immunoglobuliny jest stosunkowo dtugi w poréwnaniu z innymi mRNA
w komorce.

Ostatnim etapem budowy czasteczki immunoglobuliny jest dotgczenie
reszty weglowodanowej. Pierwszg przytagczong resztag cukrowg jest gluko-
zoamina. Wiaze sie ona z tancuchami biatka zanim jeszcze zostang one
uwolnione z polirybosomdw (53). Dalsze heksozy, mannoza i galaktoza,
przytgczane sg juz po skompletowaniu i uwolnieniu polipeptydowych tan-
cuchoéw z polirybosomow (57). Przytgczanie heksoz jest katalizowane przez
odpowiednie enzymy dziatajgce niezaleznie od procesu biosyntezy biatka.
Czasteczki heksoz moga przytacza¢ sie az do momentu wydzielenia cza-
steczki biatka z komérki (57). Oznaczajgc procent cukrow w glikoprotei-
nach, a w tym i w immunoglobulinach (53), stwierdzono, ze jest on wyzszy
w biatkach wydzielonych z komérek niz w wewngtrzkomérkowych. Na-
suwa to przypuszczenie, ze skompletowanie reszty weglowodanowej jest
wewnatrzkomorkowym sygnatem do wydzielenia czasteczki biatka przez
btone komérkowa.

IV. Mechanizm tworzenia przeciwciat

R6zne hipotezy wysuniete na podstawie dotychczas uzyskanych da-
nych prébujag mozliwie doktadnie przedstawi¢ mechanizm powstawania
przeciwciat. Braun (10) zaklada dziatanie dwukomoérkowego systemu
ztozonego z makrofaga i limfocytu (schemat 3). Pierwszym etapem po
zetknieciu antygenu z makrofagiem jest przemiana materiatlu antygeno-
wego i przytaczenie produktu do RNA. Efektem tych reakcji jest wytwo-
rzenie immunogennego kompleksu RNA-antygen. W kompleksie deter-
minanta antygenowa warunkuje specyficznos¢, a RNA jest niespecyficz-
nym aktywatorem. Determinanta antygenowa petni wedtug Brauna role
pilota wprowadzajgcego aktywator do wiasciwego klonu komorek immu-
nologicznie kompetentnych, do odpowiednich limfocytow. Rdznorodne
klony komérek powstajga w organizmie juz w okresie zycia ptodowego
i wedtug teorii klonow (13) ilo$¢ ich jest wystarczajagca dla rozpoznania
wszelkich mozliwych antygenow, z ktérymi w poézniejszym zyciu ustroj
mogtby sie spotkaé. W skiad kazdego klonu wchodza komdrki zdolne do
rozpoznania tylko jednego wiasciwego sobie antygenu. Rozpoznanie to
nastepuje na bionach, gdzie sg jakby miejsca rozpoznajgce (32, 42, 63)
(ang. antibody-like recognition site), z ktérymi reaguje determinanta od-
powiedniego antygenu. Wynikiem tej reakcji jest wnikniecie niespecy-
ficznego aktywatora do komérki i rozpoczecie wszystkich proceséw zwia-
zanych z syntezag przeciwciat oraz intensywne namnazanie wiasciwych
komdrek. Wnikniecie immunogennego kompleksu RNA-antygen do nie-
wiasciwych komoérek jest w normalnych warunkach zupetnie niemozliwe.
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MAKROFAGI LIMFOCYTY
Z specyficznymi

- miejscami i O:: IO
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@: il
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Schemat 3. Hipotetyczny przebieg tworzenia przeciwciat wg (10)
Ag —antygen Ab — przeciwciato

Wzrost komoérek
tworzacych Ab

Zatozenie, ze w immunogennym kompleksie RNA jest jedynie nie-
specyficznym aktywatorem nasuwa przypuszczenie, ze w przypadku
zmienionej przepuszczalnosci btony komdrkowej nie wykluczone jest wej-
Scie tego RNA do nieodpowiednich komoérek i zapoczatkowanie syntezy
niewtasciwych przeciwciat. Ewentualnos$¢ te potwierdzono doswiadczalnie.
Na komorki Sledziony dziatano zwigzkami zmieniajgcymi przepuszczalno$é
btony (chloropromazyna, epinefryna), a nastepnie wprowadzano erytrocy-
ty owcze jako antygen. Zaobserwowano wsrdéd wytworzonych przeciwciat
takze takie, ktére byty skierowane przeciw innym antygenom niz podane.

Schemat Brauna pozwala wyttumaczy¢ kilka znanych zjawisk immu-
nologicznych, a mianowicie brak tworzenia przeciwcial u nowonarodzo-
nych osobnikéw (33), paraliz immunologiczny oraz zanik zdolnoSci do
syntezy przeciwciat po naswietleniu promieniami X. Zgodnie z zatozeniami
omawianego schematu synteza przeciwciat moze sie rozpocza¢ tylko
w przypadku istnienia w ustroju zdolnych do przerobienia antygenu ma-
krofagéw i kompetentnych limfocytow, majacych odpowiednie miejsca
rozpoznajace wytworzony przez makrofagi immunogenny kompleks RNA-
-antygen.

U nowonarodzonych osobnikdw istniejg wprawdzie wtasciwe klony ko-
morek immunologicznie kompetentnych, ale nie ma jeszcze dojrzatych
makrofagéw, ktére bytyby zdolne do przetworzenia podanego antygenu.
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Jezeli ten brak wyréwnac¢ podaniem noworodkom antygenu wraz z ma-
krofagami z dorostych osobnikéw nastepuje, jak wykazano dosSwiadczalnie,
zapoczatkowanie syntezy przeciwciat.

Paraliz immunologiczny, ktdry jak wiadomo mozna wywota¢ podaniem
nadmiaru antygenu, mozna by ttumaczy¢ zablokowaniem miejsc receptoro-
wych na limfocytach przez wolne antygeny. W tej sytuacji wytwarzane
przez makrofagi immunogenne kompleksy RNA-antygen miatyby zamk-
niete wejscie do wiasciwych komérek immunologicznie kompetentnych
i mogtyby jedynie wspétzawodniczyé o nie z wolnymi antygenami.

Po naswietlaniu promieniami X nastepuje porazenie makrofagow,
w tych warunkach wytworzenie immunogennego kompleksu nie bytoby
mozliwe i to ttumaczytoby brak odpowiedzi immunologicznej.

V. Uwagi koncowe

Szereg danych Swiadczy o istnieniu immunogennego kompleksu RNA-
-antygen. Jednak zarowno sam kompleks, jak i zjawiska towarzyszace jego
powstaniu wymagajg jeszcze wielu badan. Nie sag znane ani enzymy zaan-
gazowane w tym procesie, ani sposdb rozpoznania antygenu przez makro-
fag. O budowie kompleksu tez niewiele wiadomo. Konieczne jest znale-
zienie sekwencji nukleotydowej RNA oraz ustalenie miejsca, wzglednie
miejsc, do ktérych przytaczany jest antygen. Wymaga takze zbadania,
jakie wigzanie wytwarza sie miedzy RNA a antygenem i czy zalezy ono
od rodzaju antygenu. Nastepnie bardzo istotne jest wykazanie jak to sie
dzieje, ze mimo trawienia w makrofagu, antygen zachowuje swojg charak-
terystyczng strukture. Dyskusyjne jest nadal czy kazdy antygen musi ulec
przetworzeniu w makrofagu, czy tez ta droga dotyczy jedynie duzych, nie-
rozpuszczalnych antygenéw. One bowiem gtéwnie byty stosowane w omo-
wionych poprzednio doswiadczeniach Gottlieba i Fishmana
(30, 41).

Inni badacze, jak na przyktad Gravey (35b), uwazajg, ze rola ma-
krofagdw wobec rozpuszczalnych antygenéw moze byé przypadkowa, po-
niewaz sg takze dane, ktOre przemawiajg za tym, ze te antygeny majg
pierwszy i drugi kontakt od razu z komdérkami limfoidalnymi.

Mozna spodziewac sie, ze w najblizszej przysztosci wiele z tych jeszcze
niewyjasnionych zagadnien znajdzie wyttumaczenie na podstawie nowych
danych doswiadczalnych.
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Uorganizowanie strukturalno-metaboliczne jgdra komorkowego

Structural and Metabolic Organization of the Cell Nucleus

Numerous biochemical and cytochemical data indicating that substructural ele-
ments of the cell nucleus (nucleolus, extranucleolar chromatin, nuclear sap and
perinuclear spase) constitute the separate and interdependent metabolic compart-
ments, are reviewed. Discussion is focused on the fact that metabolic activities of
the cell nucleus are correlated with appearance of the compartments in the in-
terphase nucleus. Nucleus compartmentation can be regared as a form of higher
organization of biological systems, acquired during evolution by eukaryotic orga-
nisms.

Jadro, nadrzedna organella komorkowa, charakteryzuje sie przewaga
procesdw anabolicznych nad przemianami katabolicznymi. Jest ono sied-
liskiem podstawowej puli kwasu dezoksyrybonukleinowego w komorce,
a zatem najistotniejszej czesci jej genomu. Chloroplasty i mitochondria,
cho¢ wykazujg pewien zakres autonomii metabolicznej, rowniez podlega-
ja kontroli jadra (31, 32, 102).

Jadro, podobnie jak inne organelle, mozna uwazaé za sui generis prze-
dziat (kompartament) metaboliczny komérki. Nie jest ono jednak prze-
dziatem izolowanym. Swiadczg o tym dwa podstawowe fakty: 1. w bionie
jadrowej widoczne sg pory, ktére za posrednictwem zespotu kanalikéw
taczg plazme jadrowa (nukleoplazme czyli karioplazme) z cytoplazma (27,
63, 110). Wielokrotnie obserwowano przeptyw zwigzkéw wysokoczastecz-
kowych, gtdwnie biatek i RNA, z jadra do cytoplazmy (100, 112). Niektdre
dane (17, 54) sugeruja, ze mozliwy jest takze przeptyw pewnych biatek,
miedzy innymi biatek nukleotropowych (54), z cytoplazmy do jadra. Tran-
sport zwigzkéw niskoczasteczkowych w tym kierunku nie podlega dys-
kusji (31, 110).

2. w okresie posredniego podziatu komorki (mitozy), a SciSlej w czasie
podziatu jadra (kariokinezy), dochodzi u wiekszo$ci organizméw do frag-
mentacji btony jadrowej i wymieszania metabolitéw cytoplazmy i nukleo-
plazmy (76). Wyjatkiem w tym wzgledzie okazaty sie niektdre grzyby (39)
i pierwotniaki, na przyktad Tetrahymena pyriformis (26). Btona jadrowa
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u tych organizméw pozostaje nienaruszona w czasie catego cyklu komar-
kowego, a chromosomy przemieszczajg sie w dwoch przeciwlegtych kie-
runkach w wydtuzonym jadrze (u T. pyriformis— w makrojadrze, patrz
nizej).

W ostatnich latach duzym zainteresowaniem cieszy sie problem loka-
lizacji podstawowych procesdw biochemicznych w poszczegélnych pod-
frakcjach uzyskiwanych za pomocg wirowania réznicowego. W artykule
tym omawiamy nowsze dane wskazujace, ze w jadrze komoérkowym istnie-
je pewna specjalizacja poszczegdlnych substruktur w przeprowadzaniu
okreslonych proceséw. Okreslone przestrzenne usytuowanie substruktur
w jadrze implikuje wystepowanie zjawisk przedziatowos$ci strukturalno-
metabolicznej w tej organelli. Sadzimy, Zze odgraniczenie przestrzenne
pewnych szlakéw metabolicznych w jadrze moze by¢ uwazane za forme
wspotzaleznosci miedzy rdznymi procesami biochemicznymi, czego wy-
razem bytoby wspétdziatanie miedzy poszczegélnymi substrukturami ja-
drowymi.

I. Uorganizowanie przestrzenne jadra

Jadro zawiera nieobtoniong (60, 89, 101) organelle: jedno lub Kilka
jaderek (w jadrach oocytéw niektorych ptazéw — setki (66)). 11o$¢ i ksztatt
jaderek moze by¢ cechg gatunkowg (na przykiad u glonu Acetabularia
(31)), pomimo ze jaderka sg tworami roznoksztattnymi (pleomorfizm) (11).
Jaderka nie majg charakteru trwatego — jako morfotycznie widzialne
struktury wystepujg zazwyczaj jedynie w okresie miedzypodziatlowym cy-
klu komérkowego (interfaza). Zanikajg one w profazie kariokinezy i po-
jawiajg sie ponownie juz w jadrach potomnych, podczas telofazy (11, 89).
U pewnych organizméw jaderka zachowujg swa integralno$¢ strukturo-
wa w czasie mitozy (13, 111). Zenkteler (111) przytacza dane $wiad-
czace o odbywaniu sie wewnatrzjgderkowej mitozy u skretnicy (Spiro-
gyra).

Wedtug Georgieva (29) jaderko wraz z chromatyng tworzy
tzw. kompleks jaderkowo-chromosomalny. Wedtug pracownikéw grupy
Buscha (93, 96) jaderko stanowi cze$¢ sktadowg tzw. jgdrowej siatki
nukleoproteidowej. Sktada sie ona z zespotu nukleoproteidéw promieniscie
rozchodzacych sie w karioplazmie od jaderka do otoczki jgdrowej, stano-
wiacych prawdopodobnie szlak transportowy dla rybosoméw przekazy-
wanych z jadra do cytoplazmy.

Chromatyna jadrowa pozostaje w stanie rozproszenia w okresie inter-
fazy cyklu komérkowego (24). W jadrach niektérych organizméw wi-
doczne sg wdwczas skondensowane rejony chromatyny, tzw. skiadniki
heterochromatynowe (44) (np. pseudojaderka, kariosomy (24)), a niekiedy
nawet interfazalne chromosomy (18, 54a, 58). Rozproszona chromatyna
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jadra interfazalnego moze byc¢ rozdzielona na kilka frakcji w czasie roz-
nicowego wirowania homogenatéw jadrowych (8, 79). W czasie mitozy
ulega ona kondensacji i uwidaczniajg sie chromosomy (24). Niezupetnie
jasne sg zwiagzki miedzy chromatyna jaderkowg i chromatyng wystepu-
jaca w karioplazmie (29). Wiadomo dzisiaj o istnieniu tzw. chromatyny
zwigzanej z jaderkiem (7, 69, 87, 88). Cze$¢ tej chromatyny moze wyste-
powaé w jaderku (14, 65, 88), cze$¢ natomiast tworzy pierscienie chroma-
tynowe stanowigce tzw. chromatyne wokotjagderkowg czyli perinukleo-
larng (4, 14). Siebert i Humphrey (86) okreslili chromatyne ja-
drowg wraz ze zwigzanymi z nig enzymami mianem ,przestrzeni chro-
matynowej” jadra.

Po odwirowaniu chromatyny z plazmy jadrowej, w supernatancie po-
zostaje tzw. sok jadrowy (kariolimfa) (29, 89). Z soku jadrowego mozna
uzyskaé za pomocg wirowania rybosomy jadrowe i frakcje biatek rozpusz-
czalnych (60, 82).

Otoczka jadra (karyotheca (24)) jest btong podwodjng (100, 110). We-
wnetrzna warstwa tej btony jest nieco grubsza od warstwy zewnetrznej,
czego przyczyng jest najprawdopodobniej fakt, ze obejmuje ona tzw. gesta
lamelle wewnetrzng, oddzielajagcg ja od chromatyny (100). Miedzy obiema
btonami otoczki jadra znajduje sie tzw. przestrzen wokdtjgdrowa — peri-
nuklearna (60, 63), Przestrzenie perinuklearne jader sgsiednich komorek
sg ze sobag potgczone, prawdopodobnie za posrednictwem kanalikdw en-
doplazmatycznego retikulum (63). Biony retikulum sg bowiem S&cisle ze-
spolone z zewnetrzng blong otoczki jagdrowej (100, 105). Kanaliki plazma-
tyczne miedzykomorkowe (plazmodesmy) speiniatyby tu role tgczy mie-
dzy przestrzeniami wokotjgdrowymi, ktére, by¢ moze, nie majg bezpo-
Sredniego kontaktu z cytoplazma (105).

Il. Przedziatlowo$¢ metaboliczna jadra

Wymienione wyzej czesci sktadowe jadra roznig sie miedzy.sobg skia-
dem chemicznym i intensywnos$cia metabolizmu pewnych zwigzkéw. Tak
na przykiad w jaderku wystepujg gtownie rybonukleoproteidy, w Kkario-
plazmie natomiast — dezoksyrybonukleoproteidy (14, 60), cho¢ stwierdza
sie tam rowniez obecno$¢ pewnych ilosci RNA (60, 109). Jedynie 5—20%
DNA jadrowego wystepuje w jaderku (4, 14, 62). Wiekszos¢ DNA jadro-
wego wykrywana jest w chromatynie pozajaderkowej (14). U organizmoéw
eukariotycznych DNA ten pozostaje zwigzany z biatkami. Ciekawym wy-
jatkiem okazaty sie pewne wiciowce z rzedu Dinoflagellatae, u ktérych
chromosomowy DNA wystepuje w stanie wolnym (54a), podobnie jak
DNA tzw. regionu jagdrowego prokariontow.

Jaderko stanowigc 20—40% suchej masy jadra obejmuje jedynie oko-
to 10% jego objetosci (60), co wskazywatoby, ze stezenie RNA i biatek
jest wyzsze w jaderku niz w pozajagderkowych obszarach jadra (62, 98).
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Rowniez aktywno$¢ niektdrych enzymow jest wieksza w jaderku. Szcze-
g6lnie interesujgca jest pod tym wzgledem polimeraza RNA zalezna od
DNA. Zgodnie z danymi Hulberta i wsp. (47), jaderkowa polimeraza
RNA jest $cisle zwigzana z cistronami (czyli miejscami genetycznymi na
chromosomie) warunkujgcymi synteze rybosomowego RNA i pozostaje
w stanie wysokiej aktywnosci. W przeciwieAstwie do niej, pozajaderkowa
polimeraza RNA, stanowigca przewazajacg ilos¢ tego enzymu w jadrze,
jest zwigzana z matrycg DNA i histonami utrzymujgcymi jg w stanie sil-
nej represji. Uaktywniajac ja przez podwyzszenie sity jonowej Srodowis-
ka, Hulbert iwsp. (47) zmienili sktad RNA syntetyzowanego in vitro
w jadrach komdrek watroby szczura.

Badania Jacoba i wsp. (48) przeprowadzone na jadrach komoérek
watroby szczura wykazaly, ze polimeraza RNA wystepujaca w jaderku
jest enzymem odmiennym od polimerazy RNA wystepujgcej w chroma-
tynie pozajgderkowej. Autorzy ci stwierdzili, ze amanityna, toksyczny
peptyd wyodrebniony z grzyba Amanita phalloidea, hamuje aktywnos$¢
polimerazy RNA (aktywowanej przez jony manganu Mn2+ i siarczan amo-
nu) wystepujacej w chromatynie pozajgderkowej, nie wptywa natomiast
na aktywnos$é polimerazy jaderkowej (aktywowanej przez jony magnezu
Mg2+).

Cistrony dla rybosomowego RNA zlokalizowane sg wytgcznie w chro-
matynie zwigzanej z jaderkiem, a niekiedy — we wnetrzu jaderka (47, 87,
88). Zdaniem Tandlera i Sirlina (101) jaderko i tzw. chromatyna
zwigzana z jaderkiem stanowig oddzielne kompartamenty fizjologiczne
jadra. Skiad zasad RNA syntetyzowanego w jaderku wykazuje duze roz-
nice w poréwnaniu z RNA wytwarzanym w chromatynie pozajgderkowej
(25, 38, 47, 48, 67, 70). RNA jaderkowy wykazuje podobienstwo do RNA
rybosomoéw cytoplazmatycznych — jest bogaty w guanine (38, 81, 97).
Pewnym wyjatkiem sg jaderka u glonu Acetabularia, w ktérych wykryto
RNA podobny do DNA jaderkowego (9).

Zdaniem Prescotta (76) chromatyna jadrowa i jagderko stanowig
oddzielne systemy syntezy RNA w jadrze. Zgodnie z danymi grupy Bu-
scha (96), tzw. ,,pozostatos¢ jadrowa” czyli nukleoproteidy nierozpuszczal-
ne w 2M roztworze chlorku sodu, pozostajagce po wydzieleniu jaderek
z tzw. jadrowej siatki nukleoproteidowej (patrz wyzej), syntetyzuja RNA
o statej sedymentacji 18S. RNA jaderkowy u tego samego obiektu badan
(watroba szczura) charakteryzuje sie natomiast statg sedymentacji 28S.

Istniejg sugestie (21, 79, 87, 103), w mysl ktérych jaderko warunkuje
depolimeryzacje wysokoczgsteczkowego RNA prekursorowego. Wysuwa-
no tez przypuszczenie, ze w jagderku mogg by¢ dokonywane zmiany w dru-
gorzedowej strukturze #tancucha polinukleotydowego, syntetyzowanego
poza jaderkiem (79). Nie wykluczona bytaby tu metylacja rozpuszczalnego
(6) lub rybosomowego RNA (21), gdyz stwierdzono, ze zespoty metylaz ja-
drowych wystepuja gtéwnie w jaderku.
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Pewne wyniki wskazuja na duzag niezalezno$¢ metaboliczng jaderek
od chromatyny pozajaderkowej. Szczeg6lnie interesujace sg dane uzyska-
ne przez Perr y’ego (73) oraz przez Perry’ego i wsp. {75). Jaderko
komérek HelLa dezaktywowali oni wybidrczo za pomocg mikrowigzki
Swiatta nadfioletowego. W tych warunkach pozajagderkowe obszary kario-
plazmy — w przeciwienstwie do jaderek — wykazywaty do$¢ aktywny
metabolizm RNA. Réwniez doswiadczenia, w ktérych uzyto aktynomycyny
D, nasuwaty podobne wnioski. Antybiotyk ten w niskim stezeniu silnie
hamowat synteze jaderkowego RNA, nie wplywajac w powazniejszym
stopniu na synteze chromatynowego RNA (74). Z doswiadczen Sir lin a
i wsp. (90) wynika, ze u muchowki z rodzaju Smittia aktynomycyna C
hamowata catkowicie synteze RNA w jaderku, a jedynie nieznacznie za-
ktocata synteze RNA w chromosomach. W zwigzku z tym Sirlin i wsp.
(90) wyrazili opinie, ze metabolizm RNA jaderkowego uzalezniony jest
od przemian RNA w nukleoplazmie. Uwazajg oni, ze w jaderku wyste-
puja dwie gtowne klasy RNA: RNA pochodzacy z chromatyny i RNA
syntetyzowany w jaderku na matrycowym RNA pochodzenia chromaty-
nowego.

Précz aktynomycyny roéznicowe dziatanie na metabolizm RNA poszcze-
g6lnych substruktur jadrowych wykazuje, miedzy innymi, tioacetamid
(97). Zwiazek ten doprowadza do nagromadzenia RNA w jaderku przy
jednoczesnym zahamowaniu syntezy rybosoméw cytoplazmatycznych.
Sadzono, ze tioacetamid moze zaburza¢ synteze chromosomowego RNA,
co mogtoby z kolei wywiera¢ wptyw na metabolizm RNA w jaderku (16).

Doswiadczenia prowadzone z uzyciem proflawiny wykazaty, ze zaha-
mowaniu syntezy RNA w jaderku nie musi towarzyszy¢ inhibicja syntezy
RNA w chromatynie (91). Podobnie leworfanol, syntetyczna morfina, ha-
mowat synteze RNA jaderkowego, nie wplywajgc na synteze RNA
chromatynowego w komdrkach watroby szczura (83).

Zdaniem Rh o i Bonnera (79) oraz Goldsteina i Micou
(30) synteza RNA jadrowego zachodzi przede wszystkim w chromatynie
pozajgderkowej. RNA ten jest nastepnie transportowany do jgderka, gdzie
jest przejsciowo gromadzony i stad przekazywany do cytoplazmy. W ja-
derku moze ulega¢ on pewnym przeobrazeniom strukturalnym, by¢ moze
zmianom konformacyjnym. Gdyby rzeczywiscie hipoteza ta okazata sie
prawdziwa, mielibysmy ciekawy przyktad przestrzennego oddzielenia
(kompartamentacji) dwoch kolejnych etapdw syntezy RNA: tworzenia
tancucha polinukleotydowego i proceséw jego modyfikacji strukturalnych.
Pewnym potwierdzeniem — a zrazem rozszerzeniem —tej hipotezy sg wy-
niki Ringborga i wsp. (79a) sugerujace, ze w komdrkach Slinianek
u larw Chironomus tentans ostateczne dojrzewanie strukturalne prekur-
sorowego RNA rybosomalnego uprzednio zmodyfikowanego w jaderku ma
miejsce w chromosomach.

Podobne wnioski nasuwajg sie z cytochemicznych obserwacji Dasa
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(23), ktoéry stwierdzit, ze w czasie mitozy, kiedy chromatyna jest skonden-
sowana w postaci chromosomdw i nie wykazuje zdolnosci do syntezy RNA,
struktury jaderkowe widoczne w poOznej profazie synteze te jeszcze pro-
wadzg. Natomiast w okresie telofazy zawigzki jaderek potomnych czyli tzw.
ciatka projaderkowe, rozpoczynajg synteze RNA wczes$niej niz ulegajaca
rozproszeniu chromatyna.

Synteza DNA jadrowego odbywa sie gtdwnie w chromatynie wystepu-
jacej w karioplazmie. Jednakze, zdaniem Morina i wsp. (69), chroma-
tyna jaderkowa wykazuje szybszy metabolizm DNA niz chromatyna
pozajaderkowa. Zdaniem Harrisa (36) w jagderku ma miejsce inicjacja
syntezy DNA jadrowego.

W ostatnich latach szczegdlnym zainteresowaniem cieszy sie problem
syntezy biatek w poszczeg6lnych strukturach jadra (5 8). Wiadomo dzi$
powszechnie, ze biatka stanowig przewazajgca cze$¢ (50—80%) suchej ma-
sy zarowno jadra jako catosci, jak tez i jaderka (14, 60, 85, 98). Juz 30 lat
temu zwrécono uwage (20), ze komorki charakteryzujgce sie szybkim
metabolizmem biatek majg jaderka o duzych rozmiarach. Wiadomo tez,
ze jaderko podobnie jak cate jadro, stopniowo zwieksza swoje rozmiary
w okresie interfazy, kiedy metabolizm biatek jest najintensywniejszy (19,
62). Powszechnie przyjmuje sie dzisiaj (odnos$niki — patrz (62)), ze jaderko
jest bardzo aktywnym centrum syntezy biatek, nie tylko RNA. Jest ono
najprawdopodobniej miejscem syntezy biatek rybosomalnych, a byé moze
wytwarza cate rybosomy cytoplazmatyczne, badZz tez ich prekursory (62,
87, 88). Sirlin (87) wysungt przypuszczenie, iz rybosomy cytoplazma-
tyczne sg pochodzenia jaderkowego, natomiast rybosomy wykrywane
w chromatynie pozajaderkowej majg znaczenie jedynie w syntezie biatek
jadrowych.

Zgodnie z wynikami Birnstiela i wsp. (3), jadsrko jest najaktyw-
niejszym w syntezie biatek przedziatem metabolicznym jadra komérko-
wego. Birnstiel i Hyde (7) podaja, ze niektore biatka zsyntetyzo-
wane w jaderku sg przekazywane do chromatyny pozajaderkowej. Ta
ostatnia, bedac oddzielnym systemem biosyntezy biatek w jadrze, jest
zarazem znacznie mniej aktywna.

Wyniki Buscha (15) wskazujg, ze chromatyna pozajgderkowa syn-
tetyzuje miedzy innymi histony. Biatka te sg raczej mato aktywne meta-
bolicznie (87) i speiniajg najprawdopodobniej role regulacyjng w proce-
sach transkrypcji DNA (1, 46). Szczeg6towe badania Spal ding a
i wsp. (94), przeprowadzone na zsynchronizowanych populacjach komoérek
HelLa, wykazaly, ze synteza histonéw jest skorelowana z synteza DNA
w jadrze. Maksymalne znakowanie biatek zasadowych w jadrze obserwo-
wano bowiem w okresie maksymalnej syntezy DNA podczas interfazy
cyklu komorkowego (patrz Uwagi koncowe). Kiedy jednak zahamowano
gwattownie synteze DNA za pomocag hydroksymocznika, wowczas pewne
frakcje tych biatek wykazywaly nadal bardzo aktywny metabolizm po-
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mimo spadku natezenia proceséw wigczania znakowanych aminokwaséw
do histonéw. Zdaniem Spaldinga i wsp. (94) Swiadczytoby to o uza-
leznieniu syntezy histonéw od obecnosci noworeplikowanego DNA. Stwier-
dzono tez, ze inne frakcje biatek jadrowych moga by¢ syntetyzowane
w okresie, gdy synteza DNA jest wstrzymana (49). Mimo ze histony sku-
pione sg gtoéwnie w pozajgderkowych rejonach jadra, Birnstiel
i Hyde (7) stwierdzali aktywny metabolizm tych biatek réwniez w ja-
derku.

Przemiana biatek w jadrze odbywa sie wiec zarowno w jaderku, jak
w karioplazmie. Istniejg dane wskazujace, ze réwniez sok jadrowy od-
grywa pewng role w biosyntezie biatek jadrowych. Dotychczas jednak
niezupetnie jasny jest zwigzek miedzy metabolizmem tych substancji
w soku jgdrowym i w chromatynie (87). W soku jagdrowym stwierdzano
wystepowanie enzyméw aktywujgcych aminokwasy (43). Zdaniem Geor -
gieva (29) odbywa sie tam gtownie wstepny etap syntezy biatek (akty-
wacja aminokwaséw).

W soku jadrowym, gdzie stezenie RNA jest najprawdopodobniej sto-
sunkowo niskie, moze odbywaé sie replikacja pewnych frakcji kwasu
rybonukleinowego (87). Tam tez wykrywane sg enzymy glikolityczne
i enzymy cyklu kwaséw trdjkarboksylowych, a takze zachodzi synteza
niektérych koenzymow (na przyktad NAD) i wytwarzanie wigzah wyso-
koenergetycznych (odno$niki — patrz (29)). Jak podkreSla Georgiev
(29) miedzy sokiem jadrowym a cytoplazmg zachodzi swobodna wymiana
niektérych metabolitébw. Tym samym sok jadrowy stanowi oddzielny
przedziat metaboliczny w jadrze.

I11. Metabolizm RNA w strukturach jgderka

Pewne dane doswiadczalne wskazuja, ze oprdcz roéznic w metabolizmie
RNA poszczeg6lnych substruktur jadra, réwniez w samym jaderku moz-
na zaobserwowaé pewne zréznicowanie strukturalne, ktérego odbiciem jest
zréznicowany metabolizm RNA.

Morfotycznie nienaruszone jgderko w jadrze interfazalnym wykazuje
obecnos¢ struktur widknistych, tzw. nucleonemata lub nukleolonemata
(L poj. nucleonema lub nukleolonema) rozmieszczonych w $rodkowych
rejonach organelli i struktur granularnych, usytuowanych w obszarach
peryferycznych (29, 40, 51, 56, 84). W jaderkach niektorych komorek ob-
serwuje sie ponadto rejony bezstrukturowe, tzw. pars amorpha (84). Po-
szczegblne struktury jaderka uwidocznione sg na rysunku 1

Z badah grupy Buscha (71, 98) wiadomo, ze w jaderkach komérek
watroby szczura elementy fibrylarne zawierajag gtéwnie niskospolimery-
zowany RNA o statej sedymentacji 6S. W przeciwienstwie do nich, ele-
menty granularne zawieraja RNA szybko opadajgcy o statych sedymen-
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tacji 28S i wyzszych. Pod wptywem aktynomycyny D podawanej in vivo
nastepuje charakterystyczne przemieszczanie obu typéw elementéw struk-
turalnych, przy czym ze wzrostem ilosci granul w jaderku wzrasta ilos¢
RNA wysokospolimeryzowanego (71). Wyniki te wskazujg na pewnego
rodzaju specjalizacje obu rodzajéw struktur jaderkowych w syntezie
roznych klas RNA.

Badania przeprowadzone na muchoéwce z rodzaju Chironomus przez
Stevens (99) wykazaly, ze aktynomycyna D i w tym przypadku wy-
wotuje stopniowg segregacje elementow fibrylamych i granularnych
w jaderku. Autorka ta sadzi, ze elementy fibrylarne stanowig forme wol-
nego RNA jaderkowego, natomiast granule sg prekursorami rybosomow
cytoplazmatycznych. W obecno$ci aktynomycyny D, gdy wstrzymana jest
synteza RNA, wsrdd elementow widéknistych uwidoczniajg sie amorficzne
skupienia wolnych biatek.

Autoradiograficzne badania La Coura i Crawleya (56) wy-
kazaty, ze nowosyntetyzowany RNA pojawia sie najpierw w elementach
fibrylarnych, a dopiero pdzniej przekazywany jest on do elementéw gra-
nularnych. Podobne rezultaty uzyskat Karasaki (51, 52), ktéry badat
rozwéj jaderek u zarodkoéw traszki Triturus pyrrhogaster. Zdaniem tego
autora (52), elementy widkniste sg strukturami najwcze$niej pojawiajg-
cymi sie w ontogenezie jaderek.

Szczegolnie interesujace wyniki uzyskali niedawno Miller i Be-
atty (66), ktdorzy badali oba rodzaje struktur jagderkowych w oocytach
traszki Triturus viridescens. Autorzy ci stwierdzili, ze elementy fibrylarne
jaderka (okre$lane przez nich terminem ,rdzen jaderka”) sg niciami DNA
stanowigcymi geny. Inne fibryle (matrix) pokrywajgce nici DNA — sg
natomiast skupieniami polimerazy RNA, ktéra zespolona z genem syn-
tetyzuje kwas rybonukleinowy. Badania autoradiograficzne w potgczeniu
z obserwacjami w mikroskopie elektronowym wykazaty bowiem, ze ele-
menty fibrylarne nie pokryte elementami matrix nie wigczajg znakowa-
nych rybonukleozydotrojfosforanéw. Granule z kolei sg , korg” jaderka *

IV. Ontogeneza jaderka

Powszechnie przyjmuje sie dzisiaj, ze proces formowania jgderek jest
kontrolowany przez material chromatynowy tzw. organizatora jaderko-
kowego (2, 42, 89). Organizator jaderkowy jest zapewne okreslonym
miejscem genetycznym na okreslonym chromosomie (2, 59, 80). Wedtug
dawniejszych koncepcji Heitza (42), w gre wchodzityby tu tzw. SAT-
-chromosomy (chromosomy sine acido thymonucleinico). W przypadku
wystepowania kilku jaderek w danym jadrze, mamy najprawdopodobniej
do czynienia z kilkoma organizatorami (2, 12, 89). Wskutek braku lub
niewtasciwego dziatania organizatora jaderkowego na przyktad u mutanta

* Patrz addendum
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Rys. 1. Jaderko komoérek nerki pawiana (Papio papio) oglagdane pod mikroskopem
elektronowym, powiekszenie 42 000 X

Przygotowanie i barwienie —patrz poz. (84). Oznakowanie poszczeg6lnych substruktur: a —

strefa peryferyczna jaderka zawierajgca granule rybonukleoproteidowe; b — strefa centralna

jaderka zawierajaca struktury witdékniste (nukleolonemata); ¢ —sktadniki bezstrukturalne
(pars amorpha), najprawdopodobniej biatka
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potudniowo-afrykanskiej ropuchy platanna (Xenopus laevis) proces roz-
wojowy jaderka jest zahamowany (12, 89). Jednocze$nie mutant ten nie
wyksztatca rybosomow cytoplazmatycznych, co jest potwierdzeniem faktu,
iz organizator jaderkowy zawiera cistrony warunkujgce synteze ryboso-
malnego RNA (104).

Wedtug Stevens (99) organizator jgderkowy pozostaje w Scistym
zwigzku z elementami fibrylarnymi wystepujgcymi w tej organelli (por.
rozdziat poprzedni). Kara$ aki (51, 52) uwaza, ze u traszki elementy
fibrylarne jaderka przypominajg swym wygladem skondensowane chro-
mosomy. Fibryle, jak podkre$laliSmy wyzej, sa najwcze$niej pojawiajacym
sie elementem strukturalnym jaderka i sg widoczne juz w tzw. jaderku
pierwotnym, ktére u traszki wyksztatca sie w okresie gastrulacji, podobnie
jak u platanny (Xenopus laevis) (12). Dopiero pOzniej pojawiajg sie ele-
menty granularne tworzace warstwe peryferyczng dojrzatego jaderka
(51, 52).

Zanik jgderka jako wyosobnionego tworu jadrowego w okresie mitozy
nie przesgdza sprawy ciggtosci genetycznej jego elementow struktural-
nych. Badania Brinkleya (11), Hsu (45, Harrisa (37) i Mar-
tina (64) wykazaty, ze przynajmniej niektére elementy strukturalne
jaderka, najprawdopodobniej biatkowe (37, 64), sg tworami — postugujac
sie terminologia Sirlina (87) — preformowanymi. Znaczy to, ze po-
mimo zaniku morfotycznie nienaruszonej organelli w czasie mitozy, do-
chodzi wowczas jedynie do rozproszenia materiatu jaderkowego (55). Juz
podczas anafazy w czasie kariokinezy widékniste elementy jgderka wi-
doczne sg wzdtuz ramion chromosomdw. We Woczesnej telofazie tzw. ciatka
projaderkowe (22) sg juz wyraznie wyksztatcone. Zdaniem Brinkleya
(11) oba podstawowe rodzaje struktur jaderkowych, granule i fibryle,
pozostajagce po dezintegracji jaderka w okresie profazy, moga spetniac
role zawigzkow jaderek potomnych.

Podkresli¢ jednak trzeba, ze istniejg pewne dane sprzeczne z przyj-
mowanym przez wielu autoréw pogladem, sugerujgcym ciggtos¢ genetycz-
ng jaderek. Na przyktad Lafontaine i Chouinard (57) uwazajg,
iz ciatka projaderkowe powstajg jako produkty aktywno$ci metabolicznej
chromosomoéw w okresie telofazy. W zgodzie z takg opinig pozostawatyby
obserwacje dokonane przez Browna i Emer yego (13) na kilku
gatunkach roslin, miedzy innymi traw. Jaderko u tych organizméw nie
zanika w okresie profazy, a po wyksztatceniu sie jaderek potomnych stare
jaderko jest usuwane z jadra. Liczne pozycje literatury na temat tego
zjawiska mozna znalez¢ w artykule przegladowym Zenktelera (111).

Prace nad ontogenezag jaderka, cho¢ nie wyjasniaja ostatecznie pro-
blemu jego ciggtosci genetycznej, wskazujg na Scistg wspotzalezno$¢ me-
taboliczng miedzy poszczeg6lnymi substrukturami w jadrze. Jak mozna
sadzi¢, chromatyna jadrowa spetnia centralng role w procesie wyksztat-
cania substruktury jadra. Wskazywatyby na to cytowane wyzej badania
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nad organizatorem jgderkowym. Nie wiadomo jednak, jaka jest rola orga-
nizatora jaderkowego w metabolizmie dojrzatego funkcjonalnie jader-
ka (87).

V. Heterogennos$¢ jader komdrkowj”ch

Obok przestrzennego odgraniczenia niektorych szlakéw metabolicznych
w jadrze komorkowym, czego wyrazem jest wyksztatcenie wiasciwej mu
struktury, przedziatowo$¢ metaboliczna moze by¢ realizowana na drodze
wyksztatcenia jader heterogennych.

Heterogennos$é jader, polegajagca na wyksztatcaniu kilku jader w danej
komérce, réznigcych sie intensywnoscia metabolizmu podstawowych
zwigzkdw, jest zjawiskiem mato zbadanym.

Szczeg6lnym przypadkiem zjawiska heterogennos$ci jader jest dymor-
fizm tej organelli u niektérych pierwotniakéw (Protozoa). Interesujgce
pod tym wzgledem sg przede wszystkim wymoczki (Ciliata) i korzenio-
nézki (PJiizopoda) (35). Istotg dymorfizmu jagder u wymoczkow jest wyste-
powanie u nich jadra duzego (makrojagdra) i jagdra matego (mikrojadra).
Cho¢ zjawisko to znane jest od dawna, badania poréwnawcze nad prze-
mianami biochemicznymi zachodzacymi w obu typach jader prowadzone
sq dopiero od lat kilkunastu (35). Badania te prowadzono, miedzy innymi,
na pantofelkach z gatunku Paramaecium caudatum (78), P. aurelia (108)
oraz na pierwotniaku Tetrahymena pyriformis (33). Na uwage zastuguja
prace Gorovskyego i Woodarda (34). Autorzy ci ustalili, ze
mikrojadro u T. pyriformis jest genetycznie nieaktywne i w czasie wzrostu
wegetatywnego komarki nie syntetyzuje RNA (33), w przeciwienstwie do
makrojadra. Zdaniem autoréw (34) oba typy jader zawierajg analogiczng
informacje genetyczng, pozostajgcg w odmiennych stanach aktywnosci.
Warto tu doda¢, ze mikrojadro u tego organizmu, w przeciwieAstwie do
makrojadra, nie zawiera jagderek, wykazujagc tym samym inne uorganizo-
wanie strukturalne (87). Précz jaderek makrojgdro zawiera okresowo
pojawiajace sie tzw. ciatka kwasu rybonukleinowego, ktére przekazuja
najprawdopodobniej RNA syntetyzowany w tzw. ciatkach chromatyno-
wych do jaderka (26).

W przeciwieAstwie do mikrojgdra u Tetrahymena pyriformis, jadro
mate pantofelka Paramaecium aurelia wykazuje aktywny metabolizm
DNA (108). Dotychczas nie stwierdzono wystepowania szczepdéw P. aurelia
pozbawionych tej organelli, co jest zjawiskiem do$¢ czestym u T. pyrifor-
mis (34). Zdaniem Gorovsky’ego i Woodarda (34) fakty te
moga wskazywac, ze u roznych pierwotniakdw mikrojadra zostaty w roz-
nym stopniu wprzegniete do pozaptciowych przemian komoérkowych. Jak
podkreslat niedawno Greli (35), dotychczas niewiele wiadomo, jakie
znaczenie funkcjonalne dla komérki ma zjawisko dymorfizmu jader. Do-
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dajmy od siebie, ze jest ono, by¢é moze, wyrazem kompartamentacji me-
tabolicznej na poziomie organellowym.

To samo moznaby powiedzie¢ o heterogennosci jader w pytkach kwia-
towych, w ktorych wystepuje jadro generatywne i jadro wegetatywne.
Z pracy Wevera (106) wiadomo, ze w pytku trzykrotki (Tradescantia)
jedynie jadro generatywne syntetyzuje DNA. W zarodkach nasiennych
wystepujg jadra o odmiennych funkcjach fizjologicznych, na przyktad
jadro zygotyczne i jagdro bielmowe (92). Wiadomo tez, ze tzw. jgdro pier-
wotne i jagdra wtorne (czyli generatywne — warunkujgce wyksztatcanie
spor) u glonu Acetabularia nie sg sobie rownowazne biochemicznie.
W przeciwienstwie do jadra pierwotnego, jagdra wtorne nie sa w stanie
kierowa¢ procesami morfogenezy plechy u tego glonu (31, 41).

Powszechnie znanym zjawiskiem jest wystepowanie licznych jader
w tzw. komdrczakach. Nie wiadomo, czy jadra komorczakéw sg sobie
rownowazne. Niekiedy w danym materiale biologicznym moze dochodzié¢
do uwielokrotnienia ilosci jader wskutek zaburzern procesu cytokinezy,
nastepujacego zazwyczaj po kariokinezie w czasie mitozy (28). W innych
przypadkach wskutek zjawiska tzw. endomitozy, czyli podziatlu chromo-
somOw wewnatrz obtonionego jadra (24, 28), wyksztatcajg sie jadra poli-
ploidalne czyli jadra zawierajgce wielokrotng liczbe chromosomoéw w po-
rownaniu do normalnej liczby chromosomoéw charakterystycznej dla
danego gatunku. Ostatnio Johnston i wsp. (50), postugujac sie tech-
nikag wirowania strefowego, rozdzielili jadra komorek watroby szczura
na populacje jader diploidalnych i tetraploidalnych. Jaderka obu typdw
jader wykazywaty rd6zng intensywno$¢ syntezy biatek i RNA, przy czym
jaderka jader tetraploidalnych byty bardziej aktywne. Znaczenie tego
zjawiska nie jest jednak wyjasnione.

VI. Uwagi koncowe

Wyniki wielu prac sugeruja, ze jaderko, chromatyna pozajgderkowa
karioplazmy i tzw. sok jadrowy sg oddzielnymi systemami metabolicz-
nymi w jadrze komérkowym. Innymi stowami, jadro interfazalne moze
by¢ rozpatrywane jako zespdt przedziatow (kompartamentéw) metabolicz-
nych, ktérych istnienie implikowane jest substrukturg tej organelli. Ist-
nienie przedziatowos$ci metabolicznej w jadrze dyskutowali miedzy inny-
mi Siebert (85, Sirlin (87), Georgiev (29 oraz pracownicy
grupy Buscha (70, 96).

Zagadnienie kompartamentacji metabolicznej wewnagtrzorganellowej
byto juz dawniej dyskutowane w odniesieniu do mitochondriéw. Nie poru-
szajac szerzej tego problemu zwro6cimy jedynie uwage, ze w mitochond-
riach wyréznia sie tzw. przedziat zewnetrzny obejmujacy btony zewnetrzne
tej organelli i przestrzenie wewnatrzgrzebieniowe oraz kompartament
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wewnetrzny ztozony z bton wewnetrznych i matrix. W obu przedziatach
stwierdza sie charakterystyczne rozmieszczenie enzymdw oddechowych,
enzyméw wprzegnietych w metabolizm fosfolipiddw i przeprowadzajgcych
utlenienia kwaséw ttuszczowych. Liczne odno$niki literaturowe na ten
temat mozna znalez¢ w pracy Wojtczaka i wsp. (107).

Wydaje sig, ze kompartamentacja jadra komorkowego ma bardziej
ztozony charakter i przypomina — w pewnym sensie — zjawisko prze-
dziatowosci komarki traktowanej jako cato$é. Jak dotychczas, nie ma po-
wszechnej zgodnosci pogladow na temat wzajemnych relacji miedzy
poszczegOlnymi przedziatami metabolicznymi w jadrze. Przyktadem moze
tu by¢ zagadnienie roli jaderka w metabolizmie RNA jadrowego.

Ogolny charakter przedziatowos$ci jadra zmienia sie w czasie cyklu
komoérkowego. Towarzyszg temu zmiany szybkosci przemian w komorce-
W okresie mitozy ustajg w zasadzie procesy anaboliczne podstawowych
zwigzkdw: biatek, RNA i DNA. Wiadomo dzi§ powszechnie, ze synteza
tych zwigzkdéw odbywa sie przede wszystkim, jesli nie wytgcznie, w okre-
sie miedzypodziatowym podczas interfazy cyklu komérkowego. Wood -
ard iwsp. (109), badajgc autoradiograficznie i mikrofotometrycznie szyb-
ko$§¢ metabolizmu w jadrach komorek merystemu u korzeni bobu (Vicia
jaba) stwierdzili, ze w okresie mitozy zachodzg jedynie przemiany katabo-
liczne biatek i RNA. Synteza tych zwigzkéw odbywa sie jedynie w dwdch
kolejnych okresach miedzy p6Zng telofazg i wczesng profaza, a wiec pod-
czas interfazy. DNA syntetyzowany jest, przynajmniej w komérkach orga-
nizmoéw wyzszych, jedynie w tzw. fazie S podczas interfazy (2, 53, 95), gdy
synteza RNA jest wstrzymana (29, 109) (por. schemat 1). Jak podkreslat
Georgiev (29), replikacja DNA w dezoksyrybonukleoproteidach chro-
matyny moze zachodzi¢ jedynie wdwczas, gdy pozostajg one w stanie
rozproszenia. Mianem ,rozproszona chromatyna” okre$la sie chromatyne,
w ktérej nie sg widoczne chromosomy bez zastosowania jakichkolwiek
metod utrwalania i barwienia materiatu. Zgodnie z wynikami Hay
i Revela (40), geste granule chromatynowe (stanowigce tzw. sktadniki
heterochromatynowe (44)), wystepujace niekiedy w karioplazmie, nie sg
w stanie syntetyzowa¢ DNA w przeciwienstwie do otaczajgcej je chroma-
tyny rozproszonej jadra interfazalnego (czyli chromatyny wiasciwej —
euchromatyny). Ciekawym wyjatkiem sg tzw. interfazalne chromosomy
obserwowane w jadrach niektérych komérek u larw owadéw dwuskrzy-
dtych (Diptera) — zwane chromosomami politenicznymi (wielopasmowy-
mi) (58) oraz chromosomy szczoteczkowe w jadrach oocytéw u niektdrych
ptazéw (18). Chromosomy te tworzg odpowiednio: pufy lub petle (ktére
sg najprawdopodobniej ,rozluZznionymi” niciami DNA) i wykazuja inten-
sywny' metabolizm biatek oraz RNA (10, 24). Ponadto, makrojadra nie-
ktérych pierwotniak6w wykazujg obecno$¢ chromosoméw w ciagu catego
cyklu komérkowego (35). U pierwotniaka z rodzaju Euplotes synteza DNA
odbywa sie w dwdch tzw. warstwach reorganizacyjnych, ktore przesuwa-
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jac sie do centrum makrojadra zmieniajg konsystencje nukleoplazmy —
tuz przed syntezg DNA nukleoproteidy przechodzg w stan rozproszony
(77). Z przytoczonych przyktadéw wynika, ze cyklicznym zmianom w sta-
nie uorganizowania struktury jadra towarzyszg giebokie zmiany metabo-
liczne. U drozdzy z gatunku Schizosacharomyces pombe, ktérych komorki
podlegajg podziatom amitotycznym i w zwigzku z tym nie wyksztatcajg
sie chromosomy, a takze nie zanika jaderko, synteza RNA zachodzi w spo-
sob ciagty (68).

eZO\IN

Kierunek przebiegu
Faza G cyklu komdrkowega

Schemat 1. Fazy syntezy i spoczynku metabolicznego w cyklu komdrkowym

Przyblizone okresy trwania poszczeg6lnych faz cyklu komdérkowego (odpowiadajgcego czasowi
jednej generacji komoérek) wg Stannersa i Tilla (95 dla hodowanych in vitro (L)-
komérek myszy. W ogélnych zarysach podobne schematy uzyskano réwniez dla komdrek
innych organizméw wyzszych (68a). Czas trwania cyklu komérkowego u myszy — okoto 20 godz.
Mitoza (obejmujaca kariokineze— posredni podziat jadra i cytokineze— podziat komodrki)
zachodzi w ciggu okoto Vso czasu cyklu. W wiekszos$ci komérek u réznych organizméw synteza
DNA, RNA i biatek jest wstrzymana (68a, 109)
Interfaza, okres migdzypodziatowy, obejmuje 3 fazy: Faza S — okres syntezy DNA trwajacy
koto *3 czasu catego cyklu komérek myszy. W komérkach HelLa — synteza RNA (72). Faza
Gt—pomitotyczny okres spoczynku metabolicznego DNA, obejmujacy okoto H2 czasu cyklu
komoérkowego u myszy. W komoérkach licznych organizméw odbywa sig wéwczas synteza RNA
i biatek (68a, 109). Faza G2— premitotyczny okres spoczynku metabolicznego DNA, obejmu-
jacy u myszy okoto Vs cyklu. Synteza RNA i biatek w komérkach licznych organizmoéw

Tak wiec dezintegracji strukturalnej jadra w czasie mitozy i zanikowi
kompartamentacji tak jadra jak i catej komorki towarzyszy zanik aktyw-
nosci anabolicznej organizmu. Mozna wiec sadzi¢, ze istnienie przedziatow
metabolicznych jest warunkiem odbywania sie proceséw syntetycznych
tak na poziomie organelli, jak i na poziomie catej komdrki. Chodzi tu
zapewne o wtasSciwe przestrzenne rozmieszczenie struktur i najprawdo-
podobniej — o pewne odgraniczenie przestrzenne okre$lonych szlakéw
metabolicznych w jadrze komorkowym. Wydaje sie bowiem, ze nieaktyw-
ne metabolicznie (skondensowane) chromosomy wykazujg wyzszy stopien
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uorganizowania morfotycznego w poréwnaniu do aktywnej chromatyny
rozproszonej. Przeglad hipotez na temat struktury chromosoméw mozna
znalez¢ w artykule opublikowanym przez Malec (61). Procesy kon-
densacji chromosomoéw z jednoczesng spiralizacja chromonemy opisuja
De Rober tis iwsp. (24).

Zjawisko przedziatowosci metabolicznej jadra, jako odbicie komparta-
mentacji catej komorki, nie powinno by¢ jednak absolutyzowane. Obser-
wowane jest ono bowiem jedynie podczas interfazy — ma wiec charakter
czasowy. Ponadto, poszczegOlne przedzialy metaboliczne jadra pozostaja
w Scistych, cho¢ niezupetnie jeszcze wyjasnionych, zwigzkach. Wspétza-
leznosci metaboliczne miedzy kompartamentami jadra sg przedmiotem
intensywnych badahA. Pamieta¢ nalezy, iz zjawisko przedziatowosci meta-
bolicznej obserwuje sie jedynie u organizméw eukariotycznych. Pro-
karionty (bakterie i sinice) nie wyksztatcajg organelli komdérkowych
a zamiast jadra komorkowego posiadajg jedynie tzw. obszar jadrowy
(zawierajacy skupienie DNA), ktdry nie jest oddzielony btong od reszty
komorki. Nie jest wiec wykluczone, ze zjawisko przedziatowos$ci struk-
turalno-metabolicznej jest wyrazem rozwoju filogenetycznego systemdw
biologicznych.

LITERATURA

1 Allfrey V., Littau V. Mirsky A. Proc. Nat. Acad. Sei. U.S. 49,
414 (1963).

2. Barr H. J, Esper H. Exptl. Cell. Res. 31, 211 (1963).

3. Birnstiel M. L, Chipchase M, Bonner J., Biochem. Biophys. Res.
Comm. 6, 161 (1961).

4 Birnstiel M L, Chipchase M I H, Flamm W. G., Biochim.
Biophys. Acta 87, 111 (1964).

5 Birnstiel M L, Chipchase M. Il. H, Hayes R. J, Biochim. Biophys.
Acta 55, 728 (1962).

6. Birnstiel M L, Fleissner E, Borek E. Science 142, 1577 (1963).

7. Birnstiel M. L, Hyde B. B, J. Cell. Biol. 18, 41 (1963).

8 Birnstiel M. L, Rho J A, Chipchase M. I. H., Biochim. Biophys.
Acta 55, 734 (1962).

9. Bréadchet J., w Biochim. Biophys. Acta Library, torn 10, Regulation of Nucleic
Acids and Protein Biosynthesis, Red. V. V. Koningsberger i L. Bosch, Elsev.
Publ. Comp., Amsterdam 1967, str. 330.

10. Brachet J., Biochemia Rozwoju, PWN, Warszawa 1964.

11. Brinkley B. R, J. Cell Biol. 27, 411 (1965).

12 Brown D. D, Gurdon J. B, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 51, 139 (1964).

13. Brown W. V., Emery W. H. P, Am. J. Bot. 44, 585 (1957) cyt. wg 66.

14. Busch H., w Comprehensive Biochemistry, Red. M. Florkin, E. M. Stotz,
Elsev. Publ. Comp. Amsterdam 1968, t. 23, str. 39.

15. Busch H., Histones and Other Nuclear Proteins, Academic Press, New
York-Londyn 1965, str. 171.

16. Busch H, Muramatsu M, Adams S H, Liau M C, Smetana



[19]

17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.
24.

25.
26.

217.
28.
29.

30.
31

32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.

48.
49.
50.
51
52.

53.
54.

54a.

55.
56.

STRUKTURA JADRA KOMOREK 177

K., Exptl. Cell Res. (Suppl.) 9, 150 (1963).

Byers T.J, Platt D. P, Goldstein L., J. Cell Biol. 19, 467 (1963).
Callan H. G, Intern. Rev. Cytol. 15, 1 (1963).

Carriere R, Lebloud C P, Messier B. Exptl. Cell Res. 23, 625
(1961).

Caspers son T. Naturwissenschaften 29, 33 (1941), cyt. wg 88.

Culp L A, Brown G. M., Arch. Biochem. Biophys. 137, 222 (1970).

Das N. K., Exptl. Cell Res. 26, 428 (1962).

Das N. K., Science 140, 1231 (1963).

De Robertis E D. P, Nowinski W. W., Saez F. A, Cytologia (Bio-
logia komérki), PWN, Warszawa 1969.

Edstrom J. E, Gall J. G., J. Celi Biol. 19, 279 (1963).

Elliot A. M., w The Cell in Mitosis, red. L. Levin, Academic Press, New-
York 1963, str. 107.

Feldherr C. M., J. Cell Biol. 14, 65 (1962).

Gajewski W, Kosmos, seria A (Biologia) 4, 682 (1955).

Georgiev G. P, w Enzyme Cytology, red. D. B. Roodyn, Academic Press,
Londyn-New York 1967, str. 27.

Goldstein L, Micou J., J. Biophys. Biochem. Cytol. 6, 301 (1959).
Gotaszewski T, Rytel M, Szarkowski J W. Wspoétzaleznosci
metaboliczne jadra i cytoplazmy w komérce glonu Acetabularia sp., Monogra-
fie Biochemiczne Nr 18, PWN, Warszawa 1968.

Gotaszewski T, Szarkowski J W., Post. Biochem. 10, 491 (1964).
Gorovsky M. A, J Celi Biol. 27, 37 A (1965).

Gorovsky M A, Woodard J., J. Cell Biol. 42, 673 (1969).

Grell K. G, w The Cell, red. J. Brachet, A. E. Mirsky, Academic Press,
New York-Londyn 1964, t. 6, str. 1

Harris H. Biochem. J. 72, 54 (1959).

Harris H. Nature 190, 1077 (1961).

Harris H., Progr. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 2, 19 (1963).

Hawker L. E., Biol. Rev. 40, 52 (1965).

Hay E. D, Revel J.P., J. Cell Biol. 16, 29 (1963).

Hadmmerling J., Ann. Rev. Plant Physiol. 14, 65 (1963).

Heitz E, Planta 12, 775 (1931), cyt. wg 59.

Hopkins J W. Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. 45, 1461 (1959).

Hsu T. C., Exptl. Cell Res. 27, 332 (1962).

Hsu T. C, J. Cell Biol. 26, 539 (1965).

Huang R C, Bonner J., Proc. Nat. Acad. Sei. LJ S. 48, 1216 (1962).
Hulbert R B, Miller E G, Vaughan C. L., Advan. Enzyme Reg. 7,
219 (1969).

Jacob S. T, Sajdel EEM, Munro H. N, Biochem. Biophys. Res. Comm.
38, 765 (1970).

Jockusch B. M, Brown D. F, Busch P. Biochem. Biophys. Res.
Comm. 38, 279 (1970).

Johnston J R, Mathias A P, Pennington F, Ridge D,
Biochim. Biophys. Acta 195, 563 (1969).

Kara saki S. J. Cell Biol. 26, 937 (1965).

Karasaki S. J. Ultrastr. Res. 11, 246 (1964).

Kolodny G. M., Gross P.R. Exptl. Cell Res. 56, 117 (1969).

Kroeger H, Jacob J, Sirlin J. L., Exptl. Cell Res. 31, 416 (1963).
Kubai D, Ris H. J Cell Biol. 40, 508 (1969).

La Cour L.F., Exptl. Cell Res. 29, 112 (1963).

La Cour L F, Crawley J W. C, Chromosoma 16, 124 (1965).

12 Postepy Biochemii 1/71 r



178

57.
58.
59.
60.

61.
62.
63.
64.
65.

66.

67.
68.

68a.

69.

70.

71.
72.
73.
74.
75.
76.
7.
78.
79.

79a.

80.
81.

82.
83.
84.
85.

86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.

93.
94,

T. GOLASZEWSKI, J. W. SZARKOWSKI [16]

Lafontaine J G, Chouinard L. A., J. Celi Biol. 17, 167 (1962).
Laufer H, Nakase Y., Vanderberg J., J. Cell Biol. 19, 43A (1963).
Long well A.C., Svihla G. Exptl. Cell Res. 20,294 (1960).

Lyndon R. F.,, w Plant Cell Organelles, red. J. B. Pridham, Academic Press,
Londyn-New York 1968, str. 16.

Malec J. Post. Biochem. 14, 523 (1968).

Malec J. Post. Biochem. 15, 215 (1969).

Marinos N. G, J. Ultrastruct. Res. 3, 328 (1960).

Martin P. G., Nature 190, 1078 (1961).

McConkey E H, Hopkins J W. Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 51, 1197
(1964).

Miller O. L. jr.,, Beatty B. R.,, w Supplement 1 do J. Cell. Physiol. 74,
225 (1969). Materiaty Symposium on Protein-Nucleic Acid Interaction w Galtin-
burg, Tennessee 31 marzec—3 kwiecien, 1969, The Wistar Institute Press, Phila-
delphia. por. Science 164, 955 (1969).

Mitchison J. M., Intern. Rev. Cytol. 19, 97 (1966).

Mitchison J. M., Lark K. G, Exptl. Cell Res. 28, 452 (1962).

Monesi V., w Handbook of Molecular Cytology, red. Lima-de-Faria, North-
Holland Publ. Comp. Amsterdam-Londyn, 1969, str. 472.

Morin G. A, Zajdela F, Costerrousse O. Exptl. Cell Res. 13,
204 (1957).

Muramatsu M, Hodnett J L, Steele W. J, Busch H. Biochim.
Biophys. Acta 123, 116 (1966).

Narayan K S, Steele W. J, Busch H. Exptl. Cell Res. 43, 483 (1966).
Pagoulatos G N, Darnell J. E., J. Cell Biol. 44, 476 (1970).

Perry R.P. Exptl. Cell Res. 20, 216 (1960).

Perry R.P.,, Exptl. Cell Res. 29, 400 (1963).

Perry R P.,, Hell A, Errera M. Biochim. Biophys. Acta 49, 47 (1961).
Prescoll D. M, Progr. Nucleic Acid. Res. Mol. Biol. 3, 33 (1964).

Prescott D. M, Kimbal R. F., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 47, 686 (1961).
Rao M., Prescott D., J. Cell Biol. 33, 281 (1967).

Rho J H, Bonner J., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 47, 1611 (1961).
Ringborg U, Daneholt B., Edstrém J-E., Egyhéazi E, Ry-
dla nder L., J Mol. Biol. 51, 679 (1970).

Ritossa F. M, Spiegelman S, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 53, 737 (1965).
Ro T: S, Muramatsu M, Busch H., Biochem. Biophys. Res. Comm.
14, 149 (1964).

Sadovski P.D, Howden J. A, J. Cell Biol. 37, 163 (1968).

Sakiyama S, Usui S, Miura Y. Advan. Enzyme Reg. 7, 207 (1969).
Schoefl G. J, J. Ultrastruct. Res. 10, 224 (1964).

Siebert G, w Comprehensive Biochemistry, red. M. Florkin, E. M. Stotz,
Elsev. Publ. Comp. Amsterdam 1968, t. 23, str. 1

Siebert G, Humphrey G. B., Advan. Enzymol. 27, 239 (1965).

Sirlin J. L, Intern. Rev. Cytol. 15, 35 (1963).

Sirlin J. L., Nature 186, 275 (1960).

Sirlin J. L., Progr. Biophys. Biophys. Chem. 12, 25 (1962).

Sirlin J. L, Jacob J, Kato K.-J, Exptl. Cell Res. 27, 355 (1962).
Sirlin J L, Tandler G J, Jacob J., Exptl. Cell Res. 31, 611 (1963).
Siwecka M A, Gotaszewski T, Szarkowski T. (w przygoto-

waniu).

Smetana K, Steele W. J, Busch H. Exptl. Cell Res. 31, 198 (1963).
Spalding J, Kajiwara K, Mueller G. C, Proc. Nat. Acad. Sei.
U. S. 56, 1535 (1966).



[17] STRUKTURA JADRA KOMOREK 179

95. Stanners C P, Till J. E, Biochim. Biophys. Acta 37, 406 (1960).

9. Steele W, Busch H. Biochim. Biophys. Acta. 129, 54 (1966).

97. Steele W, Okamura N, Busch H. J. Biol. Chem. 240, 1742 (1965).

98. Stern H., Johnston F. B., Setterfield G., J Biophys. Biochem.
Cytol 6, 57 (1959).

99. Stevens B.J., J. Ultrastruct. Res. 11, 329 (1964).

100. Stevens B.J, André J, w Handbook of Molecular Cytology, red.
A. Lima-de-Faria, North-Holland Publ. Comp., Amsterdam-Londyn 1969,
str. 837.

101. Tandler C J, Sirlin J. E., Biochim. Biophys. Acta 55, 228 (1962).

102. Turski W, Gross M., Post. Biochem. 13, 359 (1967).

103. Vesco C, Penman S. Biochim. Biophys. Acta 169, 188 (1969).

104. Wallace H, Birnstiel M. L., Biochim. Biophys. Acta 114, 296 (1966).

105. Watson M., J. Biophys. Biochem. Cytol. 7, 257 (1955).

106. Wever G., J.Cell Biol. 27, 112A (1965).

107. Wojtczak L, Zatuska H, Zborowski J., w Biochemistry of Intra-
cellular Structures: Mitochondria and Endoplasmic Reticulum, red. L. Wojt-
czak, W. Drabikowski, H. Strzelecka-Gotaszewska, PWN Warszawa 1969, str. 75.

108. Woodard J, Gebier B, Swift H. Exptl. Cell Res. 23, 258 (1961).

109. Woodard J, Rasch E, Swift H. J. Biophys. Biochem. Cytol. 9, 445
(1961).

110. Zagdérski W., Post. Biochem. 11, 145 (1965).

111. Zenkteler M., Wiad. Botan. 4,31 (1960).

112. Zetsche K. Naturwissenschaften 51, 18 (1964).

ADDENDUM

Juz po oddaniu artykutu do druku ukazata sie praca rozszerzajagca dotychcza-
sowe wyniki na ten temat (Das N. K., Micou-Eastwood J., Ramamurthy G., Alfert M.,
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 67, 968 (1970)). Autorzy badali synteze RNA w jaderku
niezaptodnionych jaj robaka morskiego Urechis caupo (typ Echiuroidea). Stwierdzili
oni, ze synteza wielkoczgsteczkowego (o statej sedymentacji 38S) rRNA prekurso-
rowego odbywa sie w rejonie fibrylarnym jaderka (czyli w jego rdzeniu), gdzie
wystepuje DNA. Tam tez zachodzi wstepna depolimeryzacja RNA prekursorowego,
w wyniku ktérej powstaje RNA 30S1 Ten z kolei jest natychmiast przekazywany do
rejonu granularnego jaderek (czyli strefy korowej— cortex), przy czym nastepuje
jednocze$nie powazna zmiana konformacyjna czasteczek: wibékienkowa struktura
RNA zostaje zastapiona przez ziarnistg strukture rybonukleoproteidu.
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RECENZIE

Wtodzimierz Ostrowski —Elekroioreza w badaniach
biochemicznych i klinicznych

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa 1970 (str. 288 cena 42 z!)

Ksigzka jest przeznaczona dla chemikéw analitykéw, w szczegélnosci dla bio-
chemikéw i analitykéw Kklinicznych.

Podrecznik-monografia o metodach elektroforetycznych W. Ostrowskiego wy-
petnia luke w zestawie polskiego pis$miennictwa z zakresu metod chromatograficz-
nych i elektroforetycznych. Obok obszernego podrecznika ,,Chromatografia”
z 1956 roku ukazaty sie w ostatnim dziesiecioleciu ré6zne monografie z dziedziny me-
todyki chromatograficznej i jej zastosowania, jak chromatografia w analizie lekow,
witamin, hormonéw, aminokwaséw i w badaniach aminoacydurii, czy podrecznik
chromatografii cienkowarstwowej. Brak byto natomiast podstawowego podrecznika
w zakresie elektroforezy.

Ksigzka Ostrowskiego pt. ,,Elektroforeza w badaniach biochemicznych i kli-
nicznych” —w matym formacie zawiera na 250 stronach bogaty, zwiezle ujety ma-
teriat z teorii i praktyki metody analitycznej zwanej elektroforeza z licznymi zasto-
sowaniami gtéwnie w biochemii i analityce klinicznej, a ponadto przeglad i cha-
rakterystyke réznych odmian i modyfikacji tej podstawowej metody analitycznej.

Na cato$¢ wydawnictwa sktadajg sie: Wstep i rys historyczny, Cze$¢ | poswie-
cona elektroforezie w roztworach i Cze$¢ Il o elektroforezie na nos$nikach. Pozy-
tywnie nalezy oceni¢ zwiezto$¢ tekstu, jasny i krétki sposéb przedstawienia w szcze-
golnosci podstaw teoretycznych, jednolity uktad, szczeg6towe opisy aparatury
opatrzone doskonatymi rysunkami, wyczerpujacy przeglad wariantow, modyfikacji
i odmian metodyki oraz bogaty materiat zastosowan. Cze$¢ pierwsza zawiera dane
podstawowe o Kklasycznej metodzie Tiseliusa, ponadto opisy i charakterystyke
elektroforezy konwekcyjnej, mikroelektroforezy w roztworach swobodnych, elektro-
forezy mikroskopowej w zawiesinach, elektroforezy pasmowej, w roztworach, die-
lektroforezy i elektromagnetoforezy. W czesci drugiej autor opisuje elektroforeze
na nosnikach, w szczegélnosci najobszerniej elektroforeze bibutowg nisko-, Srednio-
i wysokonapieciowg, ponadto elektroforeze dwukierunkowa i elektrochromatografie.
Ta cze$¢ zawiera liczne przyktady praktycznego stosowania elektroforezy w anali-
zie jako$ciowej i ilosciowej biatek w ptynach ustrojowych, peptydéw, aminokwa-
séw, kwaséw nukleinowych, cukréw i niektérych innych substancji organicznych
i nieorganicznych. Oprécz opisu elektroforezy bibutowej znajdujemy w tej czesci
ksigzki obszerne stosunkowo opisy elektroforezy na innych no$nikach, jak na zela
skrobiowym, agarowym, poliakrylamidowym, a w koncu elektroforezy na cienkich
warstwach.

Pismiennictwo, oddzielnie zebrane dla poszczegdlnych czesci, obejmuje przeszto
1200 pozycji bibliograficznych z uwzglednieniem wszystkich polskich prac. Dobre
opracowanie jezykowe, poprawna terminologia, staranne rysunki uzupetniajg ca-
tos¢ tej pozytecznej ksigzki.

Krytycznie mogtabym sie odnie$¢ do niealfabetycznie zestawionego piSmien-
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nictwa i do braku ,addendum” z uzupetnionym piSmiennictwem do 1969 roku.
W celu usprawiedliwienia autora musze podaé, ze okres produkcyjny, bynajmniej
nie z winy autora, byt niezwykle dtugi i ciggnat sie przez dtugie lata. Autor w mie-
dzyczasie uzupetnit piSmiennictwo do 1966 roku i unowocze$nit tekst, ale ksigzka
ukazata sie na rynku ksiegarskim dopiero w kohAcu maja 1970 roku. Niewielki
naktad (1300 egzemplarzy w sumie) jest zbyt skromny w stosunku do potrzeb. Nie-
watpliwie ksigzka ta powinna sie znalez¢é w kazdym laboratorium analitycznym,
a w szczegblnosci w biochemicznych i analitycznych pracowniach klinicznych.

J. Opienska-Blauth

Farbreaktionen in der spektrophotometrischen Analyse
organischer Verbindungen, tom I. ,,Organische Farbreagenzien”

red. J. J. Vejdelek i B. Kakac, VEB Gustaw Fischer Verlag, Jena 1969
(stron 804)

Powyzsza monografia stanowi zaktualizowane i rozszerzone wznowienie pod-
recznika ,,Handbuch der Kolorimetrie” (3 tomy, 1962—1966). W odro6znieniu od daw-
nego wydania, obecne zawiera szerszy przeglad reakcji barwnych, stosowanych nie
tylko w farmacji, biologii i medycynie, ale takze w zakresie ogdlnej chemii orga-
nicznej. Dalsza réznicg jest odmienny niz poprzednio uktad materiatu. Jest on
uszeregowany w rozdziaty wedtug gtownych typoéw odczynnikéw organicznych, sto-
sowanych w kolorymetrii, jak: fenole, aldehydy, ketony, chinony, zwigzki z grupa
nitrowg, zwiazki z grupg aminowa, zwigzki dwuazoniowe, barwniki itd.

Podrozdziaty posSwiecone poszczeg6élnym odczynnikom podajg szczeg6towo ich
zastosowanie, petne mechanizmy reakcji chemicznych, ogdlne omoéwienie optymal-
nych warunkéw danej reakcji w zastosowaniu do kolorymetrii, obszerny wybor
opiséw wykonania oznaczen kolorymetrycznych z zastosowaniem danego odczynnika.

Cennym uzupetnieniem kazdego podrozdziatlu sa tabele, podajace wykaz lite-
ratury opisujgcej przyktady kolorymetrycznych oznaczen na podstawie danej re-
akcji barwnej. Niezaleznie od tabel kazdy podrozdziat zaopatrzony jest w spis li-
teratury.

Szybkie odszukanie interesujgcej czytelnika reakcji kolorymetrycznej badz od-
czynnika utatwia obszerny indeks rzeczowy oraz alfabetyczny wykaz autoréw.

Monografia Vejdelaka i Kakaca tgczy umiejetnie strone teoretyczno-chemicz-
na z praktycznym, analitycznym zastosowaniem najwazniejszych odczynnikéw orga-
nicznych w analizie kolorymetrycznej zwigzkdéw organicznych. Bogata literatura
zgromadzona w monografii uwzglednia zakres reakcji barwnych, interesujgcych
zaroéwno biochemika, jak chemika-organika, farmaceute i lekarza.

Z tych wzgledow ksigzke mozna poleci¢ do uzytku wszystkim pracownikom
zajmujacym sie kolorymetrycznymi oznaczeniami zwigzkéw organicznych.

J. Trojanowski
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SPRAWOZDANIA

X1V Miedzynarodowa Konferencja na temat:

Biochemia Lipidéw — metabolizm steroli; enzymy lipolityczne
Lund (Szwecja) 9—12.VI1.1970 r.

Organizatorem i gospodarzem Konferencji byt prof. dr Bengt Borgstrom wraz
z zespotem pracownikéw Oddzialu Chemii Fizjologicznej Centrum Chemicznego
Uniwersytetu w Lund. Konferencja poswiecona byta dwu zagadnieniom: metabo-
lizmowi steroli oraz enzymom lipolitycznym.

W sympozjum, zgodnie z zatozeniami regulaminu, wzieto udziat 150 uczestni-
kéw, a obrady odbywaly sie w jednej sekcji. Streszczenia referatéw i doniesien
zostaty wydrukowane przed Konferencjg, odrebnego druku peinych tekstow nie
przewiduje sie.

W ramach tematu: ,metabolizm steroli” wygtoszono 8 referatéw plenarnych
oraz 36 doniesien. J. de Gier z Utrechtu (Holandia) w pierwszym referacie plenar-
nym omowit aktualne i wazne zagadnienie znaczenia steroli dla przepuszczalnosci
i wtasciwosci naturalnych i sztucznych bton. Funkcja cholesterolu w btonach ko-
moérkowych zaréwno zewnetrznych, jak i wewnetrznych sprowadza sie do roli
materiatu impregnujacego te biony, co powoduje obnizenie ich przepuszczalnosci.
Autor przedstawit szereg dowoddédw doswiadczalnych na poparcie takiego stano-
wiska, uzyskanych w wyniku badanh przeprowadzonych na btonach sztucznych, tzw.
liposomach, na btonach mycoplazma — zastosowanych pomystowo w charakterze
osmometru, oraz na krwinkach czerwonych. Wykazat on, ze pochodne ketonowe
steroli nie mogg zastgpi¢ cholesterolu ani innych obojetnych steroli w tej funkcji,
nie wykazujac zdolnosci impregnowania bton.

Zagadnienia bilansu przemiany cholesterolu, roli krgzenia jelitowo-watrobowe-
go cholesterolu i kwaséw zéiciowych oraz roli kwaséw zétciowych w warunkach
prawidtowych i w patologii byly przedmiotem obszernych referatéw wygtoszonych
przez E. A. Ahrensa z Nowego Yorku (USA), E. H. Mosbacha z Nowego Yorku
(USA), D. M. Smalla z Bostonu (USA) oraz A. F. Hofmanna z Rochester (USA). Dzie-
ki wprowadzeniu bardzo pomystowych technik badawczych, umozliwiajgcych prze-
prowadzenie bezposrednich pomiaréw wydzielania sktadnikéw zéici, ich wydalania
oraz syntezy de novo, a takze okre$lanie puli kwaséw z6iciowych przy réznego
stopnia zaktéceniach krazenia jelitowo-wagtrobowego, wykazano, ze dzienna synteza
cholesterolu w watrobie cztowieka miesci sie w granicach od 300—3000mg na dobe,
w zaleznosSci od dowozu kalorii w diecie, od sprawnosci reabsorpcji cholesterolu
i kwaséw zoétciowych oraz wydajnosci krgzenia jelitowo-watrobowego. Dzienna re-
absorpcja cholesterolu z przewodu pokarmowego nie przekracza 700mg ($rednio
200—400mg) nawet przy znacznie wyzszej podazy cholesterolu w diecie (Ahrens).
Wchtanianie soli kwaséw zéiciowych w przewodzie pokarmowym wynosi 98Y0 wy-
dzielonych do zéici tych kwaséw, a cata pula (okoto I,0mMol) krazy z szybkos$ciag
10—12 cykli na dobe (Smali, Mosbach).

Biosynteza kwaséw zo6iciowych regulowana jest na zasadzie sprzezenia zwrot-
nego przez ilos¢ kwaséw zoétciowych powracajacych do watroby krazeniem zwrot-
nym. Hamowanie syntezy rozpoczyna sie, gdy ilo$¢ ta wynosi 7mMoli na dobe, i jest
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catkowite, gdy warto$¢ ta przekroczy 10,3mMola na dobe. Jak wynika z przedsta-
wionych na konferencji badan Mosbacha oraz Boyda i wsp. (Edynburg, Anglia),
intensywnoé¢ biosyntezy kwaséw zo6tciowych regulowana jest na poziomie zespotu
enzymoéw katalizujgcych 7-a-hydroksylacje cholesterolu (cytochrom P-450, zalezny
od tlenu, zred. NADP oraz cieptostatego czynnika cytoplazmatycznego), natomiast
dalsze przeksztatcanie 7-a-hydroksycholesterolu jest niezalezne od wielkosci kraza-
cej puli kwaséw zétciowych.

Role fizjologiczng kwaséw zoétciowych i konsekwencje wynikajgce z zaburzen
ich wchianiania badat Hofmann przy uzyciu catkowicie nowej i bardzo pomystowej
techniki doswiadczalnej, pozwalajacej nie tylko na przeprowadzenie badan bilan-
sowych, ale réwniez na precyzyjne kontrolowanie réznego stopnia zaburzen w kra-
zeniu wrotnym sktadnikéw z6ici. Wyniki tych badan wskazujg, ze sole kwasow
z6tciowych, poza swojg podstawowa rolg w solubilizacji produktéw lipolizy i ich
wchtanianiu oraz poza petnieniem funkcji regulatoréw biosyntezy na zasadzie re-
presoréw witasnej syntezy, wykazujga rowniez witasciwosci pobudzania wydzielania
wody i sodu do $wiatta jelita grubego.

Wspéiczesny stan badan nad mechanizmem syntezy kwaséw zdiciowych, a wiec
szczegbtowa sekwencje reakcji przeksztatcania cholesterolu w kwas cholowy i che-
nodezoksycholowy, tgcznie z problemem regulacji tej syntezy przedstawit w bardzo
interesujagcym referacie H. Danielson z Sztokholmu (Szwecja).

W pozostatych doniesieniach pierwszej czesci Konferencji wiele uwagi poswie-
cono zagadnieniom transportu cholesterolu i innych obojetnych steroli przez $lu-
z6wke jelita, w chtonce i w osoczu. Duzym zainteresowaniem cieszyto sie doniesienie
J. A. Glomseta z Waszyngtonu (USA), ktéry przedstawit szczegdtowa analize lipo-
proteidéw osocza u o0s6b z rodziny o genetycznie uwarunkowanym braku enzymu
acylotransferazy lecytyna jcholesterol. Badania te dostarczyty danych o fizjologicznej
roli tego enzymu w osoczu.

W ramach sympozjum na temat enzymow lipolitycznych wygtoszono 7 referatéw
plenarnych oraz 16 doniesien. Lipazom tkankowym poswiecone byty dwa referaty
plenarne: M. Vaughan z Bethesdy (USA) — ,Lipaza tkanki ttuszczowej wrazliwa na
dziatanie hormonéw” oraz T. Olivecrony z Umea (Szwecja) — ,Lipazy lipoproteido-
we”. W referatach tych oméwiono przegladowo role i fizjologiczne znaczenie lipaz
tkankowych, ich swoisto$¢ substratowa i cechy roéznigce je od lipazy trzustkowej.
Na przyktadzie wynikéw badan wykonanych na czesciowo oczyszczonej lipazie lipo-
proteidowej z mleka krowiego Olivecrona wykazatl, ze w sktad tego enzymu wchodzi
reszta glukozoglikanowa w postaci siarczanu heparanu (wielocukier réznigcy sie
od heparyny iloScig reszt siarczynowych). Hamowanie reakcji enzymatycznej przez
stezenia soli mineralnych wyzsze od okres$lonego krytycznego stezenia soli sugeruje,
ze wzajemne oddziatywanie miedzy poliwalencyjnymi jonami jest niezbedne dla
przebiegu reakcji enzymatycznej. Wazne wydaje sie rowniez stwierdzenie, ze hepa-
rynopodobne glukozoaminoglikany moga wchodzi¢ w potgczenia z lipaza lipopro-
teidowg, co autor udowodnit wykazujac, ze enzym ten jest wydatnie wigzany przez
zel agarowy kowalencyjny zwigzany z heparynoidami lub polianionami.

Wiekszo$¢ pozostatych referatéw plenarnych i doniesien sympozjum poswiecona
byta enzymom lipolitycznym trzustki. Z duzym zainteresowaniem spotkat sie refe-
rat L. Sardy’ego z Marsylii (Francja), najblizszego wspotpracownika Desnuelle’a,
ktory omowit strukture i funkcje niektérych reszt aminokwaséw wchodzacych
w sktad lipazy trzustkowej. Lipaza ta sktada sie z dwoéch izoenzyméw o identycz-
nym ciezarze czasteczkowym i identycznym sktadzie aminokwasowym, a roznia-
cych sie tylko zawartoscia glukozoaminy, przy czym obie te formy majg charakter
glikoproteidowy. Spos$réd 13—14 reszt cysteinowych, zawartych w czasteczce, tylko
dwie majg wolng grupe -SH i, co zastuguje na podkreslenie, kazda z tych grup
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odznacza sie inng reaktywnoscig. Jedna z nich jest tatwo dostepna i znajduje sie
»na powierzchni” czasteczki enzymu prawdopodobnie w poblizu miejsca wigzacego
enzym, ktére ponadto zawiera niezbedne dla jego funkcji aminokwasy: seryne i hi-
stydyne.

Na temat swoisto$ci substratowej lipazy trzustkowej oraz fizykochemicznych
aspektéw hydrolizy wigzania estrowego w lipolizie, z uwzglednieniem praw rza-
dzacych reakcjami przebiegajacymi na granicy faz, wypowiedzieli sie w spos6b
kontrowersyjny H. Brockerhoff z Halifax (Nowa Szkocja) oraz F. H. Mattson
z Cincinnati (USA).

Szczegb6towa charakterystyke i kompletng strukture I i Il rzedowg innego enzy-
mu lipolitycznego trzustki — fosfolipazy A, przedstawit G. H* de Haas z Utrechtu
(Holandia). Enzym ten, wytwarzany przez egzokrynowa cze$¢ trzustki w formie
nieaktywnego prekursora, jest biatkiem o ciezarze czasteczkowym okoto 18 000,
sktadajacym sie z 130 reszt aminokwaséw potgczonych w jedng ni¢ polipeptydowa,
powigzang poprzecznie 6 mostkami siarczkowymi. tagodna trypsynoliza uwalnia
z nieaktywnego zymogenu N-terminalnie zlokalizowany heptapeptyd, odstaniajac
N-koncowa alanine, niezbedng dla wigzania substratu do enzymu. Sze$¢ z o$miu
reszt lizyny rozmieszczonych jest w najblizszym sasiedztwie C-koncowego odcinka
tego biatka, co moze nasuwaé przypuszczenie o jakiej$§ swoistej roli tego odcinka
polipeptydowego dla przebiegu reakcji enzymatycznej. Modyfikacja chemiczna
wolnych grup aminowych lizyny pozostaje jednak bez wyrazniejszego wptywu na
aktywnos$¢ enzymu.

G. Vahouny z Waszyngtonu (USA), C. Erlanson z Lund (Szwecja), H. Filipek-
-Wender z Poznania (Polska) oraz L. Kelly i wsp. z Ohio (USA) przedstawili wyniki
swoich badanh dotyczacych trzeciego enzymu lipolitycznego trzustki i jelita — este-
razy cholesterolowej. W doniesieniach tych szeroko omawiano kontrowersyjne po-
glady na identyczno$¢ oraz swoisto$¢ substratowg tego enzymu i na role soli kwasow
troj- i dwuhydroksycholanowych w reakcjach katalizowanych przez ten enzym.
Nalezy podkresli¢, ze Vahouny, ktdry przedstawit sktad aminokwasowy oczyszczo-
nego przez siebie enzymu, przypominajgcy skiad aminokwasowy lipazy trzustkowej,
wykazat, ze enzym ten rézni sie od lipazy brakiem tyrozyny. W wyniku trawienia
trypsyna powstaje prawdopodobnie aktywny enzymatycznie peptyd o nieznanym
blizej sktadzie i niewiadomej funkcji fizjologicznej. Autor sadzi, ze peptyd ten
warunkuje aktywno$é¢ enzymatyczng $luzéwki jelita i uczestniczy w procesie re-
estryfikacji cholesterolu wchtonietego z $wiatta jelita. Wydaje sie, ze poglad ten
jednak nie ma uzasadnienia, gdyz cze$ciowo oczyszczona esteraza cholesterolowa
Sluzéwki jelita jest biatkiem wielkoczasteczkowym (Filipek-Wender).

Obrady Konferencji cieszyty sie ogromnym zainteresowaniem, czego wyrazem
byta petna frekwencja uczestnikéw oraz ozywiona dyskusja towarzyszaca kazdemu
doniesieniu. W podsumowaniu Konferencji podkre$lono dobitnie i wielokrotnie, ze
konferencje naukowe gromadzace niewielkg liczbe uczestnikéw obeznanych S$cisle
z okre$lonym tematem obrad stwarzajg optymalne warunki do wymiany pogladéw
naukowych.

Nastepna, XV Miedzynarodowa Konferencja z cyklu ,,Biochemia lipidow”, od-
bedzie sie w 1971 roku w Munster (NRF) i posSwiecona bedzie metodologii i che-
micznej syntezie lipidéw.

H. Filipek-Wender
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KOMUNIKATY

International Council of Scientific
Unions Abstracting Board (ICSU AB)

Komunikat

Na dorocznym zebraniu ICSU AB w Columbus (Ohio, USA) postanowiono kon-
tynuowac realizacje pierwszego etapu planu Swiatowego systemu sieci informacyjnej
(streszczenia i indeksy) w nauce i technologii.

Do cztonkéw ICSU AB zalicza sie 11 najwiekszych Swiatowych stuzb informa-
cyjnych Anglii, Francji, NRF, USA i ZSRR. Pierwszy etap planu okres$la zasady
wspoétpracy miedzy cztonkami sieci informacyjnej ICSU AB w nabywaniu, selekcji
i wymianie dokumentéow objetych dziatalnoscig tej sieci. Ma to zapobiec dublowaniu
w nabywaniu czasopism, ktoére wystepuje obecnie ws$réd gtownych stuzb infor-
macyjnych.

Wedtug tego planu cztonkowie sieci informacyjnej z poszczeg6lnych dyscyplin
naukowych przyjeliby odpowiedzialno$¢ za nabywanie i wybor artykutéw z najpo-
wazniejszych czasopism w ich dziedzinie. Artykuty, ktére mogtyby interesowac inne
dyscypliny, bytyby przekazywane w formie mikro (wraz ze streszczeniem autorskim
i standardowym komputerowym opisem bibliograficznym) do odpowiedniej jednostki
sieci informacyjnej bezposrednio lub za posrednictwem centralnej komorki rozdziel-
czej. Nabywanie i wybdr artykutdw z czasopism poswigconych dziedzinom wiedzy
nie objetym dziatalnoscig stuzb informacyjnych nalezatoby do cztonkdw sieci
ICSU AB zaleznie od jezyka, w ktérym publikowane jest czasopismo; artykuty te
bytyby kierowane do odpowiedniej specjalistycznej komorki tej sieci. Przewodni-
czacy ICSU AB dr Byron Riegel stwierdzit, ze wprowadzenie w zycie i dziatanie
Swiatowego systemu sieci informacyjnych jest dla ICSU AB diugofalowym zada-
niem o pierwszorzednym znaczeniu. Wspoétpraca cztonkéw sieci przy nabywaniu
i selekcji dokumentéw stanowi pierwszy wazny krok na drodze do tego celu.

Dr Riegel podkreslit, ze taka wspotpraca pozwoli znacznie obnizy¢ koszt naby-
wania i selekcji materiatow przez poszczegdlnych cztonkdédw sieci, jak réwniez
zmniejszy catkowity koszt dokumentacji naukowej w skali $wiatowej. Kazdy
z cztonkéw sieci bedzie nabywat i opracowywat znacznie mniej czasopism. Stuzby
informacyjne obstugujace okreslona dyscypline naukowag w roéznych jezykach beda
nadal nabywatly podstawowe czasopisma tej dziedziny, natomiast bedg mogty zre-
zygnowa¢ ze znacznej ilosci czasopism poswieconych gtdéwnie innej dyscyplinie.
Dr Riegel jest zdania, ze taki uktad przyczyni sie znacznie do uzyskania petniejszej
dokumentacji w kazdej z dyscyplin. W rezultacie kazdy z cztonkéw sieci informa-
cyjnej bedzie mégt otrzymaé dane z kompletu opracowywanych przez sie¢ czasopism,
ktérych ilos¢ ocenia sie na okoto 35000. Pierwszym krokiem w realizacji tego planu
bedzie wuzgodnienie miedzy cztonkami sieci wspdlnej definicji opracowywanych
tematow, procedury wyboru materiatéw oraz form zapisu bibliograficznego, a takze
ustalenie stopnia dublowania czasopism obecnie opracowywanych przez poszczeg6l-
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nych cztonkéw sieci informacyjnej. Plan ten wymaga takze dokiadnego zestawienia
zapisow komputerowych prowadzonych przez cztonkéw sieci w celu sprawdzenia
zgodnosci i mozliwosci wymiany tych zapiséw, a takze analizy uzywanych metod
rejestracji; ostatecznym celem bytaby bezposSrednia wymiana streszczen i pozycji
indeksu miedzy cztonkami sieci.

Cztonkami sieci informacyjnej ICSU AB sa: Astronomy and Astrophysics Ab-
stracts, Bibliographie des Sciences de Terre, Bibliography and Index of Geology,
BioSciences Information Service of Biological Abstracts, Bulletin Sygnaletique,
Chemical Abstracts Service, Chemischer Informationsdienst, Science Abstracts,
Physikalische Berichte, Referativnyj Zhurnal, Zentralblatt fir Mathematik. Spra-
wozdania z zebrania ICSU AB z czerwca 1970 roku zawierajgce opis pierwszego
etapu planu Swiatowego systemu sieci informacyjnej sa do nabycia w sekretariacie
ICSU AB, 17 rue Mirabeau, Paris 16e, Francja, w cenie 150 doi. USA + optata
pocztowa.

ICSU AB zawiadamia, ze ukazata sie

TENTATIVE LIST OF PUBLICATIONS OF ICSU SCIENTIFIC UNIONS,
SPECIAL AND SCIENTIFIC COMMITTEES AND COMMISSIONS
OF ICSU, YEAR 1969, AND CORRECTIONS AND ADDITIONS
TO THE 1968 LIST

(Maj 1970 r., str. 44, cena 5,0 doi. USA + optata pocztowa)
Wydawnictwo to jest obecnie w sprzedazy i mozna je otrzymaé w sekretariacie
ICSU AB, 17 rue Mirabeau, Paris 16° Francja.

ICSU AB zawiadamia o publikacji

SURVEY OF THE ACTIVITIES OF THE ICSU SCIENTIFIC UNIONS,
SPECIAL AND SCIENTIFIC COMMITTEES AND COMMISSIONS
OF ICSU IN THE FIELD OF SCIENTIFIC INFORMATION
DURING THE YEAR 1969
(Maj 1970 r., str. 365, tablice, cena 12,0 dol. USA + optata pocztowa)

Sprawozdanie to przedstawia w skroécie dziatalno$é organéw ICSU w dziedzinie
informacji naukowej.

Wydawnictwo to ukazuje sie regularnie, corocznie od 1965 roku. Zestawiono
liste ponad 170 Komisji i Komitetéw podajac przy kazdym informacje ogdlng (na-
zwa, nazwiska przewodniczacego, sekretarza, terminarz zebran itp.), a takze ogdiny
opis dziatalnos$ci i podsumowanie prac za rok 1969.

Wydawnictwo to jest obecnie w sprzedazy i mozna je otrzyma¢ w sekretariacie
ICSU AB, 17 rue Mirabeau, Paris 16°, Francja.
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