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Post. Blochem. 21, 275—293, 1975.

JERZY DUSZYNSKI*

Transport nukleotydéw adeninowych w mitochondriach

Transport of Adenine Nucleotides in Mitochondria

Mitochondrion to organellum komorkowe, w ktorym zachodzg tak
wazne procesy metaboliczne jak: synteza ATP, cykl Krebsa, P — oksyda-
cja kwasow ttuszczowych, etapy cyklu mocznikowego i inne.

W mitochondronie mozna wyr6zni¢: btone zewnetrzna, przestrzen
miedzybtonowg, btone wewnetrzng i przestrzen wewnetrzng, zwang ma-
triks. Btony mitochondrialne sg nie tylko barierami ograniczajgcymi prze-
strzenie mitochondrionu, lecz takze miejscami waznych przemian enzy-
matycznych, np. w wewnetrznej btonie umiejscowiony jest taficuch od-
dechowy i uktad oksydacyjnej fosforylacji.

Btona wewnetrzna rézni sie zdecydowanie swg przepuszczalnoscig od
btony zewnetrznej. Ta ostatnia wydaje sie przepuszczaé czasteczki zalez-
nie od ich wielkosci, co oznacza, ze mogg przez nig tatwo przenika¢ cza-
steczki 0 ciezarze czasteczkowym ponizej 5000 (1,2). O przechodzeniu za$'
czasteczki przez btone wewnetrzng decydujg jej wihasciwosci fizykoche-
miczne, a przede wszystkim to czy czasteczka jest hydrofilna czy hydro-
fobna. Czasteczki rozpuszczalne w lipidach z reguly fatwo przenikaja
przez blone wewnetrzng. Zjonizowane, hydroiilowe czasteczki naogo6t nie
moga biernie przenika¢ przez wewnetrzng blone; wiele metabolitow
mitochondrialnych posiada takie wtasnie wiasciwosci.

Staba przepuszczalno$é btony wewnetrznej w stosunku do jonéw wy-
nika z jej podstawowych witasciwosci fizykochemicznych, a mianowicie
btonowego potencjatu elektro-chemicznego. Powstajacy na skutek wy-
pompowywania protonow z matriks przez ukiad ,pompy protonowej”
znajdujacy sie w blonie wewnetrznej potencjat ten odgrywa najprawdo-
podobniej decydujaca role w mechanizmie oksydacyjnej fosforylacji. By
taki potencjal mogt powsta¢ btona musi by¢ bardzo szczelna wobec cza-
steczek zdolnych do neutralizowania tego potencjatu, a wiec wobec cza-
steczek zjonizowanych. Transport wiekszosci zjonizowanych metabolitéw

* Dr, Zaktad Biochemii Komérki Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
Wykaz stosowanych skrétéow: ATRA — atraktylozyd, BA — kwas bongkrekowy,

KT — kwasy ttuszczowe, Kd— stata dysocjacji, cyt. a— cytochrom a.
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przez btone zapewniaja nos$niki. Jednakze jednokierunkowe, nos$nikowe
przenoszenie zjonizowanych czasteczek réwniez wptywatoby na potencjat
btonowy. Stad tez prawie kazdy tego typu transport (za wyjatkiem ukta-
dow generujacych potencjat btonowy, a wiec np. ,pompy protonowej”)
zachodzi albo na zasadzie symportu, a wiec rownolegtym przenoszeniu
jondéw o znakach przeciwnych; albo antyportu, a wiec przenoszeniu jonéw
0 tym samym tadunku w kierunkach przeciwnych. Witasnie antyport jest
gtdéwnym mechanizmem wedtug ktérego dokonuje sie transport nosniko-
wy przez wewnetrzng btone mitochondrialng.

W mitochondriach, organellach o intensywnym metabolizmie, wyste-
pujag bardzo aktywne uktady nos$nikowe. Z tego witasnie powodu mito-
chondria sg dogodnym obiektem do badan nad transportem nos$nikowym
przez btony biologiczne.

Zagadnienie transportu nukleotydéw adeninowych skupito uwage du-
zej ilosci laboratoriow. Stato sie tak dlatego, ze uktad, ktory dostarcza
mitochondriom ADP, a transportuje ATP do cytosolu, odgrywa w funk-
cjonowaniu komérki decydujacg role. Rowniez do$¢ wczesne wykrycie
specyficznych inhibitorow tego procesu wptyneto na znaczne zaawanso-
wanie wiedzy o transporcie nukleotydéw adeninowych (w przypadku
innych mitochondrialnych uktadéw transportujgcych do chwili obecnej
nie udato sie znalez¢ tak specyficznych inhibitoréw). W roku 1962 odkry-
to, ze pewne glikozydy roé$liny Atractylis gummijera hamujg oksydacyjng
fosforylacje (3,4). W roku 1964 stwierdzono, ze hamujg one rowniez wig-
zanie nukleotydéw adeninowych do btony mitochondrialnej (5). W roku
1965 wykazano, ze hamujg one transport nukleotyddéw adeninowych przez
wewnetrzng btone mitochondrialng (6,7,8,9,10) i poznano ich strukture
(11). Od tego czasu datuje sie szybki postep badan nad transportem nu-
kleotyddw adeninowych przez wewnetrzng btone mitochondrialna.

I. Podstawowe cechy transportu nukleotydéw adeninowych

Jak powiedziano wyzej, transport nukleotydéw adeninowych przez
wewnetrzng btone mitochondrialng przebiega na zasadzie antyportu. Prze-
niesieniu jednej czasteczki nukleotydu z cytoplazmy do wnetrza mito-
chondrionu towarzyszy przeniesienie innej czasteczki nukleotydu w kie-
runku odwrotnym. W ten sposob pule nukleotydéw adeninowych w cyto-
solu i mitochondriach pozostajg niezmienione, co ma duze znaczenie w
regulacji metabolizmu komorkowego, zwiaszcza dla prawidtowego funk-
cjonowania mitochondrialnych proceséw wytwarzajagcych ATP oraz cyto-
plazmatycznych proces6w zuzywajgcych ATP. Transport nukleotydéw
adeninowych przez btone mitochondrialng nazywa sie zwykle transloka-
cjg, a czynnik ulokowany w btonie mitochondrialnej, ktéry ten transport
umozliwia — translokazg. Stwierdzono (9), ze translokacji podlegajg wy-
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tagcznie ADP i ATP, podczas gdy AMP nie przenika przez wewnetrzng
btone mitochondrialng, co ma do$¢ istotne znaczenie dla metabolizmu
komorkowego. Po obu stronach wewnetrznej btony mitochondrialnej mu-
szg sie bowiem znajdowac¢ systemy enzymatyczne fosforylujagce AMP do
ADP. Po stronie zewnetrznej funkcje te petni kinaza adenylowa, uloko-
wana w przestrzeni miedzybtonowej, a wewnatrz mitochondrionu —
fosfotransferaza GTP—AMP.

W procesie translokacji wymianie poprzez btone mitochondrialng pod-
lega¢ mogg zarébwno czasteczki ADP na ADP, ATP na ATP, jak i ADP
na ATP. Uzywajagc ATP podwdjnie znakowanego: MC w pierScieniu pury-
nowym i 3P w ostatniej grupie fosforanowej wykazano (12), ze translo-
kacji podlega cata czasteczka, a nie jej reszty fosforanowe, jak to sugero-
wano weczesniej.

Il. Specyficznosé

Translokaze charakteryzuje wysoka specyficznos¢ w stosunku do nu-
kleotydow adeninowych. Nukleotydy o innej zasadzie, np. UTP, UDP,
GTP, GDP, CTP i CDP w ogdle nie wigzg sie z btong mitochondrialng
i nie ulegaja translokacji (12,13). Wszelkie chemiczne modyfikacje piers-
cienia adeninowego bardzo obnizajg powinowactwo nukleotydu do trans-
lokazy. | tak 1-N-tlenki nukleotydéw adeninowych wigza sie okoto 10 ra-
zy stabiej z translokazg niz niemodyfikowane czgsteczki (14,15). Uwaza
sie, ze wprowadzenie podstawnika tlenowego do pierscienia adeninowego
i tym samym zmniejszenie charakteru aromatycznego pierscienia ostabia
hydrobowe oddziatywania adeniny z translokazg. Modyfikacja czgsteczki
cukru w nukleotydzie powoduje réwniez znaczne obnizenie jego powino-
wactwa do translokazy. W poréwnaniu z ADP i ATP, transport dezoksy-
-ADP i dezoksy-ATP jest znacznie wolniejszy (16). Rowniez wszelkie
zmiany w tancuchu fosforanowym nukleotydu obnizajg jego powinowac-
two do translokazy. Transport adenozyno 5'-0-(dwufosfo-2,3-metylenofo-
sforanu), adenozyno 5'-0-(dwufosfo-2,3-imidofosforanu) adenozyno 5'-0-
-hydrofosforanu i adenozyno 5-tetrafosforanu jest wolniejszy od trans-
portu ADP czy ATP (17,18,19).

Ciekawe jest poréwnanie specyficzno$ci translokazy nukleotydéw ade-
ninowych ze specyficznoscig uktadu oksydacyjnej fosforylacji. Istotny
wptyw na reaktywno$¢ ADP w ukiladzie oksydacyjnej fosforylacji maja
wszelkie zmiany w tancuchu fosforanowym nukleotydu, podczas gdy mo-
dyfikacje reszty cukrowej lub pierscienia adeninowego wywotujg juz
znacznie mniejsze efekty (14,20,21,22). Natomiast, jak to juz opisano,
wszelkie modyfikacje czesci nukleozydowej nukleotydu obnizajg drastycz-
nie jego reaktywnos$¢ z translokaza, a zmiany w tancuchu fosforanowym
wywotujg stabsze efekty. Stad tez poglad, ze istotnym czynnikiem odpo-
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wiedzialnym za absolutng specyficzno$¢ oksydacyjnej fosforylacji w mi-
tochondriach w stosunku do ADP jest witasnie specyficznos$¢ translokazy
nukleotydéw adeninowych (9,23,24,25,26).

I11. Kinetyka translokacji

Problem, czy cata pula wewnatrzmitochondrialnego ADP i ATP pod-
lega translokacji, byt obiektem kontrowersji w poczatkowym okresie
badan. Pewni badacze uwazali, ze tylko cze$¢ tej puli jest bezposrednio
wymienialna z zewnetrznymi nukleotydami (10), natomiast inni, ze bez-
posredniej wymianie podlega cata pula (9). Hipoteze o niehomogennosci
wewnagatrzmitochondrialnej puli ADP i ATP, istnienia kilku przedziatéw
w matriks mitochondrialnej wysunieto w potowie lat piecdziesiatych (27).
W odréznieniu od zewnetrznego ADP, wewnatrzmitochondrialne ADP
nie moze by¢ nigdy ufosforylowane w 100%; przypuszczano wiec, ze
cze$¢ wewnatrzmitochondrialnego ADP musi sie znajdowa¢ w przedziale
mitochondrialnej matriks, izolowanym od uktadu oksydacyjnej fosfory-
lacji (28). Poglad ten utrzymywat sie przez lata (29,30). Dopiero badania
nad translokacjg nukleotydéw adeninowych wyjasnity te kwestie. Stwier-
dzono mianowicie, ze cata pula wewngtrzmitochondrialna ADP i ATP
jest bezposrednio wymienialna (12,31). Tak wiec przypuszczenie o kilku
przedziatach matriks nie znajduje tu potwierdzenia. Niemniej jednak w
literaturze pojawiaja sie wcigz prace postulujgce istnienie oddzielnych
przedziatdw w matriks mitochondrialnej (32,33).

Transport nukleotydéw adeninowych jest reakcja pierwszego rzedu
w stosunku do wewnatrzmitochondrialnej puli nukleotydéw adeninowych
(12).

Tabela 1

Warto$¢ statych kinetycznych transportu nukleotydéw adeninowych w mitochondriach
watroby szczura

llo$¢ miejsc wigzacych

([¢mole/g biatka mito.) 0,13
Powierzchnia miejsca 4x104 (A2 na czasteczke) = 250 (cm2/([imol)
Temperatura
0°C 20°C 37°C

(ekstrapolowana)

Aktywnos$¢ translokazy

(fzmole/min/g biatka) 7 200 1200
Liczba obrotéw (min-1) 55 1600 1000
Szybko$¢ przeptywu przez po-

wierzchnie blony

([Amol/min/cm2) 0,2 7 40
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Na uwage zastuguje bardzo silna zaleznos¢ (34) aktywnosci transloka-
zy od temperatury. Stwierdzenie tego typu zaleznosci (35,13,4) byto jed-
nym z dowoddw na nos$nikowy charakter transportu nukleotyddéw ade-
ninowych. /

IV. Regulacja translokacji

Juz w roku 1965 w pracowni Klingenberga wykazano, ze ADP
ze Srodowiska podlega szybszej translokacji niz ATP (9). Nie wykazano
natomiast zadnych roznic w transporcie ADP i ATP z wnetrza mitochon-
driow (12). Roznice w transporcie zewnetrznych nukleotydéw najlepiej
sie uwidaczniajg w uktadzie kompetycyjnym, a wiec takim, w ktorym
obecne sg w $rodowisku oba rodzaje nukleotydéw. W takim wtasnie ukta-
dzie stwierdzono, ze powinowactwo ADP do translokazy jest dziesie¢
razy wieksze niz powinowactwo ATP (12). Tylko mitochondria sprzezone,
czyli zdolne do oksydacyjnej fosforylacji wykazujg r6zne powinowactwo
do ADP i ATP. Obnizenie stanu energetycznego mitochondridw, czy to
przez dodanie czynnikéw rozprzegajacych oksydacyjng fosforylacje czy
przez dodatek walinomycyny przy obecnosci jonéw potasu w Srodowisku,
wyréwnuje powinowactwa ADP i ATP do translokazy. W takich mito-
chondriach szybkosci transportu ADP i ATP sg jednakowe.

Zjawisko roznego powinowactwa ADP i ATP do translokazy nie zo-
stato jeszcze wytlumaczone w sposob, ktory zyskat ogdlng akceptacje.
Klingenberg (34) wigze bezposrednio rdzne powinowactwo nukleo-
tydow do translokazy z potencjatem elektrochemicznym na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Vigna is (36) postuluje, ze translokaza w roz-
nych stanach konformacyjnych charakteryzuje sie roznym powinowac-
twem do nukleotydow.

W warunkach fizjologicznych czasteczki ATP i ADP s3 zjonizowane.
W tahAcuchu tréjfosforanowym ATP wystepuja cztery protony zdolne do
dysocjacji. W pH 7,0 warto$ci pK trzech z nich sg niskie (pomiedzy 2 i 3),
a pK czwartego protonu przybiera warto$¢ 6,5. Tak wiec, w $rodowisku
obojetnym okoto 75% czasteczek ATP wystepuje w postaci ATP-4,
a praktycznie cafa reszta jako ATPH3-. ADP zawiera trzy protony zdolne
do dysocjacji. W pH 7,0 okoto 40°/0 czasteczek ADP wystepuje w roztwo-
rze w postaci ADP3-, a praktycznie cata reszta w postaci ADPH2-. W ko-
morce przewazajgca czes¢ ADP i ATP wystepuje w formie kompleksu
z magnezem lub wapniem, przy czym ATP wykazuje okoto dziewiecio-
krotnie wieksze powinowactwo do tych kationéw niz ADP. Przypuszcza
sie, ze translokacji podlegajg tylko wolne (nieskompleksowane) nukleoty-
dy adeninowe (37).

Klingenberg uwaza (34), ze ADP zostaje przenoszone przez bto-
ne jako ADP3-. Poglad ten opart on na obserwacji, ze wszystkie specy-
ficzne inhibitory translokacji, kwas bongkrekowy, atraktylozyd i karbo-
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ksyatraktylozyd posiadajg co najmniej trzy tadunki ujemne i wszelkie
chemiczne modyfikacje zmniejszajgce ilos¢ tadunkdéw do liczby ponizej
trzech prowadzag do zatracenia zdolnosci inhibitorowych. Czasteczka AMP,
ktdra w swej najbardziej zjonizowanej formie moze posiada¢ dwa tadunki
ujemne, nie wykazuje zupetnie powinowactwa do translokazy. Tak wiec
najprawdopodobniej wymianie mogg podlegac: ADP3-, ATP4- i ATPH3-.

Wymiane ADP3* na ATPH3- nazywamy elektroneutralng, a wymiane
ADP3~ na ATP4- elektrogenng. Gdy w S$rodowisku byty obecne jony po-
tasu i walinomycyna podczas pobierania przez mitochondria ATP, pota-
czonego z uwalnianiem wewnetrznego ADP, zaobserwowano réwnolegte
pobranie 0,4mola K+/Imol ATP (34). W podobnych warunkach — ale w
obecnosci rozprzegacza powodujacego przenikalno$¢ dla protonéow —
stwierdzono pobranie 0,6mola H+ przy pobraniu Imola ATP (38). Gdy
ADP z zewngtrz wymieniato sie z wewnagtrzmitochondrialnym ATP (w
obecnos$ci oligomycyny) stwierdzono uwolnienie 0,4mola H+ na mol ATP
(34). Stad tez sadzi sie, ze wymiana ATP na ADP jest w czasci elektro-
neutralna, a w czesci elektrogenna.

W mitochondriach w stanie wysokoenergetycznym na bionie we-
wnetrznej ustala sie potencjat z tadunkiem ujemnym po wewnetrznej
stronie btony i dodatnim na zewnatrz. Potencjat ten powstaje w wyniku
dziatania pompy protonowej, ktdra sprawia, ze wewnatrz mitochondrionu
stezenie H+ jest nizsze niz w $rodowisku. Potencjat ten stymuluje elek-
trogenng wymiane ADP3w na ATPwew. ROZnica stezenh protondéw po obu
stronach btony utatwia elektroneutralng wymiane ADP3w na ATPH""W
Klingenberg uwazat (12,31,34), ze zmniejszone powinowactwo ATP ze
srodowiska do translokazy w mitochondriach w stanie wysokoenergetycz-
nym moze ttumaczyé dominujacy elektrogenny charakter wymiany i ist-
nienie potencjatu btonowego. Tego typu mechanizm nie wyjasniat obser-
wacji, ze wymiana ATP na ATP przebiega wolniej niz wymiana ADP
na ADP lub ADPzw na ATPwaw (35).

By wytlumaczyé to zjawisko Klingenberg rozwinat swa hipoteze (39)
i zaproponowat tak zwany model r6znego rozmieszczenia no$nika. Model
ten zaktada, ze czasteczki nos$nika moga porusza¢ sie w bitonie tylko w
potgczeniu z ADP lub ATP (bez zwigzanego nukleotydu nosnik zostaje
unieruchomiony na powierzchni btony). Sity zwigzane z potencjatem bto-
nowym oddziatywujg na kompleks nosnika i nukleotydu adeninowego. Na
skutek tych oddziatywan w mitochondriach sprzezonych, bardziej ujem-
nie natadowane kompleksy nosnika z nukleotydem liczniej wystepuja na
zewnetrznej powierzchni wewnetrznej btony, a nosniki o mniejszym ta-
dunku ujemnym na wewnetrznej powierzchni tejze btony. Zaktada sie, ze
noé$niki potagczone z ATP majg tadunek bardziej ujemny niz kompleksy
no$nika z ADP, a zatem skupiajg sie na zewnetrznej powierzchni biony
wewnetrznej. Stad tez utrudniony- jest transport ATP do wnetrza mito-
chondrionu. Dodanie rozprzegacza znosi potencjat btonowy i tym samym
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asymetryczne rozmieszczenie kompleksow nosnika z ATP i ADP zostaje-
rowniez zniesione. W tych warunkach transport ATP ze $srodowiska prze-
biega z tg samg szybkos$cig jak transport ADP.

Model ,,réznego rozmieszczenia natadowanego nosnika” nie ttumaczy
jednak wielu obserwacji. | tak stwierdzono, ze zaleznie od stanu energe-
tycznego mitochondridw zmienia sie Kmzewnetrznego ATP do transloka-
zy (40). W stanie niskoenergetycznym Kmjest niskie i rowna sie wartosci.
Km ADP, natomiast w stanie wysokoenergetycznym Km jest znacznie
wieksze od Km ADP. Ostatnio Vignais opisat zmiany w Kmzewnetrznego
ADP w zaleznosci od stanu energetycznego mitochondriéw (41). Model
Klingenberga nie ttumaczy tych zmian w powinowactwie ADP czy ATP
do translokazy. Nie ttumaczy réwniez dlaczego powinowactwo wewnagtrz-
mitochondrialnych nukleotydéw jest takie samo (12). Trudno tez wy-
ttumaczyé na podstawie tego modelu zaobserwowang réznice w szybkosci
wymian: ATP na ATP i ATPzwna ADPwew.

Z tego powodu cze$¢ badaczy stara sie wyjasni¢ réznice w transporcie
zewnetrznego ATP i ADP istnieniem réznych form konformacyjnych
translokazy (36,41,42). Powotuja sie oni jeszcze na nastepujgce fakty do-
Swiadczalne. Stwierdzono mianowicie znaczny wptyw obecnosci ADP na
charakter wigzania specyficznego inhibitora translokazy — 35-atrakty-
lozydu do mitochondriéow (36). Preinkubacja mitochondriow z ADP powo-
duje zanik w nich miejsc wigzgcych atraktylozyd z duzym powinowac-
twem. Vignais sadzi przeto, ze zmiany w charakterze wigzania atrak-
tylozydu sg odbiciem zmian allosterycznych translokazy, pod wptywem
ADP jako efektora. Tak tez interpretuje sie obserwacje, ze po preinku-
bacji mitochondriéw z ADP translokacja nukleotydéw adeninowych staje
sie czuta na odczynniki blokujgce grupy sulfhydrylowe (43,44,45). Bez
uprzedniej preinkubacji mitochondriow z ADP odczynniki te nie oddzia-
tywuja na translokacje. Roéwniez ostatnio opisano zmiany w objetosci
mitochondridw, ktore sg zwigzane ze zmianami w uktadzie translokazy
w bionie mitochondrialnej (39). | tak ATP, ADP i kwas bongkrekowy
powoduje skurcz mitochondriow (46,47,48,39,18), atraktylozyd powoduje
ich rozkurcz (39).

Rézne state predkosci transportu ADP i ATP do mitochondrionu
(KAdp, Katp) powoduja, ze stosunki ATP/ADP po obu stronach biony sg
rézne. Opisuje to nastepujgcy wzor:

ATP ) [ (LATP ) 3 ( Koe | /[ Kabe )

ADP zew ADP wew i KA_'I:P / KA.’;P
Symbolami KAp i KA'p oznaczono state szybkos$ci transportu ADP i ATP
w kierunku na zewnatrz. Sg one sobie réwne.

Tak wiec: (ATP [ B3e : ATP
_ADP zew = KA-’I.‘P ADP wew
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W sprzezonych mitochondriach KAdP > KAtP, stad tez

[ ATP \  ~ | ATP \
\ADP~L« "' VADP /v,

ATP
Istotnie stwierdzono, ze stosunek na zewnatrz jest wyzszy niz
wewnatrz mitochondriéw (49,50,51). Obnizony wewnagtrzmitochondrialny
ATP
jest korzystny ze wzgledéw termodynamicznych dla syntezy ATP.
W przestrzeni pozamitochondrialnej, tam gdzie gtdwnie ATP jest zuzy-
wane, korzystne jest podniesienie tego stosunku.

V. Inhibitory translokazy

Wprowadzenie wysoce specyficznych inhibitoréw do badan nad trans-
lokacjag nukleotydéw adeninowych znacznie poszerzyto mozliwosci po-
znawcze w tej dziedzinie. Pierwszym chronologicznie odkrytym inhibi-
torem byt atraktylozyd (5,9,10). W roku 1969 opisano w pracowni
H. A. Lardy’ego inhibitorowe witasciwosci kwasu bongkrekowego
(52). W roku 1971 wprowadzono do badan pochodng atraktylozydu, kar-
boksyatraktylozyd (gumiferyna) (53,54,55,56,57,58).

Z rosliny Atractylis gummifera, produkujgcej atraktylozyd i karbo-
ksyatraktylozyd, hodowanej na podtozu z dodatkiem radioaktywnego
siarczanu, otrzymano inhibitory pietnowane w siarce (54,59).

Uzycie tych inhibitoréw pozwolito na bardziej wnikliwe badania dzia-
tania translokazy na poziomie molekularnym. W trakcie pierwszych ba-
dan stwierdzono, ze atraktylozyd jest inhibitorem kompetytywnym (60,
61), a kwas bongkrekowy (62) i karboksyatraktylozyd (54) inhibitorami
niekompetytywnymi transportu nukleotydéw adeninowych. Ciekawe jest,
ze do inhibitorowego dziatania kwasu bongkrekowego potrzebna jest Kil-
kuminutowa preinkubacja tego zwigzku z mitochondriami (63). Wszystkie
opisane inhibitory cechujg state dysocjacji w zakresie 5X10~9M — 2X
X10~8M. Uwaza sie, ze inhibitory translokazy nukleotydéw adeninowych
podobnie jak ADP i ATP, sg ligandami translokazy.

Wiele informacji dotyczacych molekularnych podstaw translokacji
uzyskano badajgc oddziatywanie nukleotydéw adeninowych z translokazg
(16,64). Przeprowadzone doswiadczenia wygladajg w zarysie nastepujaco.
Mitochondria inkubowane z 4C ADP gromadzg pewng radioaktywnos$¢, na
Ictorg sktada sie zarbwno 14C ADP wymienione z wewngtrzmitochondrial-
ng pulg nukleotydéw adeninowych, jak i 4C ADP zwigzane z translokaza
w btonie wewnetrznej. JeSli mitochondria uprzednio preinkubowac
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Ryc. 1. Inhibitory translokazy nukleotydéw adeninowych

z atraktylozydem, pietnowanie tego typu nie zachodzi (mozna jedynie
obserwowac pietnowanie spowodowane wigzaniem niespecyficznym oraz
obecnosciag UC ADP w przestrzeni pozamitochondrialnej). Dodanie za$
atraktylozydu po inkubacji z 4C ADP powoduje wyparcie radioaktywnego
nukleotydu z miejsc wigzacych translokazy, lecz nie usuwa pietna z wne-
trza mitochondrionu. W opisanych doSwiadczeniach udato sie uzyskac in-
formacje o ilosci miejsc wigzacych specyficznie ADP w mitochondriach.
Opisano dwa rodzaje miejsc wigzacych: o wysokim (Kd”*0,3 ~M), o ni-
skim (Kd~ 7 fiM) powinowactwie. Sugeruje sie, ze odpowiadajg one we-
wnetrznym i zewnetrznym miejscom wigzania nukleotydéw adeninowych
w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. W przypadku mitochondridéw
watroby szczura obliczono, ze stosunek miejsc wigzacych do ilosci cza-
steczki cytochromu a wynosi 1,2 (mol/mol). W mitochondriach z serca
szczura stosunek ten wynosi 2,2.
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Stwierdzono nastepnie, ze w mitochondriach z watroby szczura ilo$¢
miejsc wigzacych atraktylozyd i karboksyatraktylozyd jest identyczna
z ilosScig miejsc wigzacych specyficznie ADP (65, 54). ADP wypiera zwig-
zany atraktylozyd (64). Zwigzany karboksyatraktylozyd moze zosta¢ wy-
party przez atraktylozyd i kwas bongkrekowy dodany wraz z ADP (od-
dzielne dodanie ADP i kwasu bongkrekowego nie wplywa na wigzanie
karboksyatraktylozydu przez translokaze) (66,67). Z badahn nad oddziaty-
waniem kwasu bongkrekowego i translokazy wynika, ze niskie pH, pod-
wyzszona temperatura i diuzsza preinkubacja utatwia zadzialanie tego
inhibitora (68, 69, 70). W obecnosci kwasu bongkrekowego 4C ADP wigze
sie z translokazg znacznie silniej i tak zwigzanego MC ADP nie wypiera
juz atraktylozyd (70).

Tabela 2.
Wigzanie nukleotydéw adeninowych z mitochondriami (34)
Rodzaj mitochondriow
Cechy wigzania watroba serce serce wotu
szczura szczura
ADP ADP ADP ATP
miejsc wigzacych/cyt. a 1,2 2,2 13 1,4
% miejsc 0 wysokim i niskim
powinowactwie 100:0 25:75 20:80 17:83
Kd(nMm) 05 0,1 0,1-0,3 0,6
41 4-7 12,0
specyficznos¢ wigzanie ADP i ATP, brak wigzania AMP lub nukleotydow
0 innej zasadzie niz adenina
zalezno$¢ temperaturowa bardzo mate zmiany w Kd pomiedzy 0°C a 25°C
zalezno$¢ od pH zmniejszenie w ilosci miejsc wigzacych o 80% przy zmianie
pH z 7,0 do 8,0; pK = 7,2
wrazliwos¢ chemiczna na odczynniki reagujace z histydyng

Na podstawie opisanych w tym rozdziale wynikéw opracowano mole-
kularny model dziatania translokazy jako ruchomego nosnika (71, 72).
Przyjeto, ze jej regiony wigzace przemieszczajg sie z jednej strony btony
na druga, oraz ze przemieszczenie to moze zachodzi¢ tylko wtedy, gdy
ADP lub ATP znajduje sie w miejscu wigzacym. Istnieje wiec mozliwos¢
unieruchomienia wszystkich czgsteczek nos$nika po tej stronie btony, po
ktérej nie bedzie nukleotydéw. W swiezo wyizolowanych mitochondriach,
wiekszo$¢ czasteczek nos$nika znajduje sie po zewnetrznej stronie btony
wewnetrznej, jako ze zwykle brak jest w Srodowisku nukleotydéw adeni-
nowych. Atraktylozyd nie przenika przez btone. Blokuje on czasteczki
nosnika na stronie zewnetrznej btony. Kwas bongkrekowy moze przenikac
przez btone i dlatego miejsca wiazace nosnika po obu stronach btony we-
wnetrznej sg dla niego dostepne. W $wiezo otrzymanych mitochondriach
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kwas bongkrekowy wigze sie z nos$nikiem gtownie po stronie wewnetrz-
nej btony, gdyz tam na skutek istniejgcego gradientu pH na blonie na-
stepuje jego akumulacja (stad tez efekt pH, temperatury i czasu na dzia-
tanie kwasu bongkrekowego).

Zew wew
BA -BA
Kw— BA
K,
KzADP ADPKy »ADP
ADP-
K*
ATP- Kz

Ryc. 2. Model dziatania translokazy nukleotydéw adeninowych. (wg 72).
Symbolami Kz oznaczono czasteczki nos$nika przy zewnetrznej stronie blony,
a Kw przy wewnetrznej stronie btony wewnetrznej mitochondrianu.

Model ten ttumaczy wiekszo$¢ przedstawionych powyzej wynikow. Nie
jest to model idealny, jego gtéwna wartoscig jest jednak, ze jest on wy-
razem dazno$ci myslenia o transporcie nukleotydéw adeninowych w ka-
tegoriach procesdw molekularnych.

V1. Dziatanie tioestréw acylo-CoA na translokaze

W roku 1967 wykazano po raz pierwszy hamowanie translokacji nu-
kleotydéw adeninowych w mitochondriach przez oleinian (73). Tym sa-
mym wyjasniono wcze$niejszg obserwacje, ze kwasy ttuszczowe w niskich
stezeniach hamujg mitochondrialng ATP-aze stymulowang przez DNP
(74). W 1971 wykazano, ze za zahamowanie translokazy przy dodatku kwa-
sow tluszczowych do preparatu mitochondrialnego odpowiedzialne sg
gtownie ich zaktywowane pochodne, czyli tioestry kwaséw ttuszczowych
z CoA (75, 76, 77).

Tioestry acylo-CoA, znane juz wczes$niej jako inhibitory Kkilku enzy-
moéw mitochondrialnych (78, 79, 80, 81, 82), okazaly sie bardzo silnymi
inhibitorami transportu nukleotydéw adeninowych do wnetrza mitochon-
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dridw. Oznaczono state inhibitorowe (Kj) réznych tioestréw acylo-CoA
(83). Najsilniejsze dziatanie inhibitorowe wykazujg myrystoilo- i palmi-
toilo-CoA (sg to tioestry CoA i kwaséw ttuszczowych 14- i 16-weglowych).
Wraz ze zmniejszaniem, jak i zwiekszaniem liczby wegli w podstawniku
acylowym (w poréwnaniu z 14- i 16-weglowymi podstawnikami) state in-
hibitorowe tioestréw acylo-CoA rosna wyraznie, a wiec ich zdolnosci
inhibitorowe malejg. Tioestry acylo-CoA sg zwigzkami powierzchniowo
czynnymi. Cho¢ detergenty hamuja tez w pewnym stopniu aktywnosé
translokazy nukleotydéw adeninowych (84), dziatanie tioestréw acylo-CoA
na translokaze nie sprowadza sie wytacznie do ich dziatania detergento-

© O,

Acylo-CoA
\
\\
AMP CoA+ KT <--\ ----------------- -> KT

ATP«l
> ADP ~ ——Ciepta

Utlenienie

ATP €

ADP

Ryc. 3. Mechanizm regulacji metabolizmu energetycznego brunatnej tkanki

tluszczowej przez diugotancuchowe acylo-CoA (87)
C, M —oznaczajg przedziaty: cytoplazmatyczny i wewnatrzmitochondrialny

(matriks). Karn. —symbolizuje uktad acylotransferazy karnitynowej.

Tioestry acylo-CoA wystepujg w tkankach zwierzecych i stad przy-
puszczenie, ze silne hamowanie przez nie aktywnoS$ci translokazy moze
mie¢ znaczenie regulacyjne. Dziatanie to moze odgrywac role w regulacji
przemian kwas6w ttuszczowych, a mianowicie ich utleniania czy estryfi-
kacji do tréjglicerydow (75). Na podstawie zaobserwowanego wyzszego
poziomu acylo-CoA w watrobie szczura z cukrzycg alloksanowg i w wa-
trobie hibernujgcej wiewidrki, zaproponowano regulatorowg role tych
zwigzkéw w metabolizmie tych tkanek (85,86). Wojtczak (87) postu-
luje znaczenie regulatorowe tioestrow acylo-CoA w metaboliZmie brunat-
nej tkanki ttuszczowej. W wyizolowanych z tej tkanki mitochondriéw
stwierdzono zahamowanie translokazy nukletydéw adeninowych. Mozna
je byto odwrdci¢ przez dodanie albuminy surowiczej, ktéra — jak wiado-
m o— silnie wigze kwasy tluszczowe a takze tioestry acylo-CoA, dlatego
uwaza sie, ze za to zahamowanie odpowiedzialne sg zewngtrzmitochon-
drialne tioestry acylo-CoA. Poniewaz gtdwng funkcja tej tkanki jest ter-
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mogeneza autorzy proponujg mechanizm, w ktérym tioestry acylo-CoA
maja regulowaé metabolizm tej tkanki.

Schemat mozna opisa¢ nastepujagco. Giownym substratem oddecho-
wym mitochondriéow brunatnej tkanki tluszczowej sg kwasy ttuszczowe.
W przestrzeni cytoplazmatycznej zachodzi synteza acylo-CoA, ktéry na-
stepnie, przy udziale uktadu transferazy karnitynowej, dostaje sie do
wnetrza mitochondrionu (88,89) i ulega utlenieniu dostarczajac energii
do produkcji ATP. W przypadku nadmiernej produkcji ATP i jego trans-
portu do cytoplazmy wzrasta ilo$¢ acylo-CoA i zachodzi hamowanie trans-
portu nukleotyddéw adeninowych przez btone wewnetrzng. Wdwczas ener-
gia utleniania przeksztatca sie gtéwnie w ciepto na skutek cze$ciowego
rozprzezenia mitochondriéw dziataniem wolnych kwasow tluszczowych.
Gdy natomiast poziom ATP w przestrzeni cytoplazmatycznej jest niski,
staba jest rowniez produkcja acylo-CoA i cata jego ilos¢ ulega transpor-
towi do wnetrza mitochondrionu i utlenieniu.

Acylo-CoA

Produkty
utlenienia

Ryc. 4. Mechanizm regulacji metabolizmu energetycznego komoérki przez
dtugotancuchowe acylo-CoA. (Oznaczenia jak na rycinie 3)

Podobny, lecz bardziej ogdlny schemat dotyczacy mitochondriéow in-
nych tkanek, zaproponowali Wojtczak i wsp. na IX Miedzynarodo-
wym Kongresie Biochemicznym w Sztokholmie w 1973 r. (90). Schemat
ten zaklada, ze intensywnos$¢ oddychania regulowana jest nie tylko pozio-
mem ADP w komorce, lecz i jego dostepnoscig do miejsc syntezy ATP
w blonie mitochondrialnej, co z kolei zalezy od ilosci acylo-CoA powsta-
jacego w przestrzeni cytoplazmatycznej (90).

Zaproponowano regulatorowe dziatania acylo-CoA przez inhibicje
translokazy w ketogenezie (91, 92) i w regulacji karboksylacji pirogro-
nianu (93, 94). Karboksylacja pirogronianu jest reakcjg enzymatyczng
o kluczowym znaczeniu w regulacji glukoneogenezy, ketogenezy i lipo-
genezy w watrobie.



288 J. DUSZYNSKI [14]

Powstanie szczawiooctanu z pirogronianu (karboksylaza pirogroniano-
wa) bedzie nasilato glukoneogeneze lub tez tlumito ketogeneze poprzez
wigczanie acetylo-CoA, prekursora ciat ketonowych, do cytrynianu. Cy-
trynian za$ jest w przestrzeni cytoplazmatycznej prekursorem kwasow
tluszczowych. Badajgc wyizolowane mitochondria w stanie tak zwanym
»aktywnym?” (95) stwierdzono, ze tioestry acylo-CoA zwigkszajg szyb-
kos¢ karboksylacji pirogronianu (93). Uwaza sie, ze jest to skutkiem
wzrostu wewngtrzmitochondrialnego stosunku ATP/ADP w wyniku za-
hamowania wymiany powstajagcego ATP z zewnetrznym ADP (96). ATP
jest niezbednym dostarczycielem energii dla karboksylacji pirogronianu,
podczas gdy ADP jest inhibitorem odpowiedniej karboksylazy.

szczawiooctan weglowodany
co2
pirogrom an scytrynian-------- »kwasy ttuszczowe
acetslo-CoA ciata ketonowe

Tioestry acylo-CoA hamujg réwniez transport cytrynianu i jabtczanu
przez btony mitochondrialne (97). State inhibitorowe w tej inhibicji sg
jednak o rzad wielko$ci wyzsze niz w inhibicji translokazy nukleotydéw
adeninowych (83). Stad tez propozycje regulatorowego znaczenia tej in-
hibicji w lipogenezie (97) nalezy traktowa¢ ostroznie.

W badaniach z uzyciem izolowanych komdrek i catych organow jak
narazie nie udato sie wykaza¢ regulatorowej roli tych zwigzkéw. Mozna
to ttumaczy¢ miedzy innymi wptywem jon6w magnezu i wapnia. Stwier-
dzono mianowicie, ze kationy wielowartosciowe moga modyfikowaé od-
dziatywanie acylo-CoA z btong mitochondrialng (37).

Podniesiono rowniez problem, czy tioestry acylo-CoA mogg dziataé
inhibitorowo od strony wewnetrznej (matriks). Jak narazie nie udato sie
tego wykaza¢, a jest to istotne, gdyz przy pomocy bardzo szybkiej i sub-
telnej metody rozdziatu komorki na frakcje cytosolu i organelli (98) wy-
kryto, ze okoto 80%> CoA w hepatocycie jest zlokalizowane wewnatrzmi-
tochondrialnie (99).

VI1I. Biosynteza translokazy

Przykiadem oryginalnego podejscia do zagadnienia struktury translo-
kazy sa badania genetyczne.

W roku 1972 Kolarov i wsp. (100) stwierdzili, ze w punktowym
mutancie jadrowym drozdzy opi, ktéry charakteryzuje sie utrata aktyw-
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nosci uktadu oksydacyjnej fosforylacji, translokaza nukleotydéw adeni-
nowych wykazuje bardzo zmienione wiasciwosci. Na podstawie badan
nad tym mutantem uwaza sie, ze punktowa mutacja jadrowa moze wpty-
wac bezposrednio na wiasciwos$ci translokazy. Oznacza to, ze jadrowy
DNA koduje przynajmniej jej czes¢. W roku 1973 Haslam i wsp. (101)
doniesli o braku wigzania i transportu ADP czutego na atraktylozyd w
mitochondriach wyizolowanych z komdérek Saccharomyces cerevisiae ho-
dowanych w obecnosci erytromycyny (hamujacej mitochondrialng synte-
ze biatka) lub tez z mutantow petite (charakteryzujacych sie brakiem
mitochondrialnego DNA i obnizong zawarto$cig cytochromoéw). Natomiast
mitochondria otrzymane ze szczepu dzikiego wykazujg czuty na atrakty-
lozyd transport i wigzanie ADP (102), nawet jesli hoduje sie je w wa-
runkach beztlenowych, co pozbawia ich cytochroméw i uktadu syntety-
zujacego ATP w oksydacyjnej fosforylacji. Fakty te Swiadczg o uczestnic-
twie mitochondrialnej syntezy biatka w powstawaniu translokazy.
Badania przeprowadzone nad innymi uktadami mitochondrialnego trans-
portu, nie wykazaly udzialu mitochondrialnej syntezy biatka w ich po-
wstawaniu (103). Okazato sie jednak, ze mitochondria otrzymane z mu-
tantéw petite nie posiadajg wewnetrznych nukleotydéw adeninowych.
Gdy preinkubowa¢ takie mitochondria ze 100 mM ATP, czes¢ ATP bier-
nie przenika przez btone. W tak natadowanych mitochondriach otrzyma-
nych z mutantéw petite mozna juz zaobserwowaé czutg na atraktylozyd
translokacje.

Ostatnio rozpoczeto badania dotyczace izolowania mutantow drozdzy
nieczutych na inhibitor translokazy, kwas bongkrekowy (104, 105). Sa to
mutanty jadrowe. Genetyczne badanie translokazy jest dziedzing nowg
i w przysztosci na pewno dostarczy wielu danych o strukturze i biosynte-
zie translokazy.

VIII. Préoby izolacji

Od Kilku lat podejmuje sie préby wyizolowania translokazy nukleoty-
dow adeninowych (106). Najtrudniejszym zadaniem w opracowaniu pro-
cedury izolacji jest ustalenie testu, ktéry by wskazywal, ze oczyszczone
biatko jest wtasnie translokazg. Przebadano mozliwo$¢ uzycia w tym celu
oddziatywan pomiedzy translokazg i jej ligandami. Wiagzanie ATP i ADP
z biatkiem jest mato specyficzne i bardzo labilne. Wigzanie sie $5-atrak-
tylozydu, a zwiaszcza I-karboksyatraktylozydu z translokazg wydaje sie
znacznie pewniejszym sprawdzianem. Obiecujgce wydajg sie rowniez proé-
by powigzania MC-NEM i nosnika wigzaniem kowalencyjnym, a nastepnie
Sledzenie pietna w trakcie procedury izolacji. Pracujgc ta metodg w labo-
ratorium Klingenberga uzyskano wyniki (107), wskazujace, ze
translokaza jest biatkiem btonowym o mas.;e czgsteczkowej 30 000. Cie-

2 Postepy Biochemii
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kowym testem na okreSlenie, czy biatko jest nosnikiem, moze by¢ proba
wzbudzenia transportu nukleotydow adeninowych przez btony liposo-
moéw, pod wptywem dodania do liposoméw badanego biatka (108).

Mimo dziesieciu lat intensywnych badan translokaza nukleotydéw ade-

ninowych wcigz skupia uwage duzej ilosci laboratoriéw. Ostatnio postu-
luje sie (109), ze translokaza moze by¢ bezposrednio zwigzana z uktadem
oksydacyjnej fosforylacji. ADP zewngtrzmitochondrialny w powigzaniu
z translokazg podlegatby fosforylacji do ATP, bez uprzedniego wejscia do
przestrzeni matriks. Hipoteza ta stwarza nowe perspektywy dla badan
nad translokazg nukleotydéw adeninowych.
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WOJCIECH MICHALSKI*

Dysmutaza ponadtlenkowa

Superoxide Dismutase

Wstep

Odkryte przez Pasteura bakterie beztlenowe nie rosng w atmosferze
powietrza i czystego tlenu, podczas gdy pozostatym mikroorganizmom,
wzglednie tlenowym i tlenowym, tlen nie ogranicza wzrostu (1). Obser-
wacje te zapoczatkowaty badania nad szkodliwym dziataniem tlenu oraz
nad poznaniem mechanizméw ochraniajgcych tlenowce przed dziataniem
wysokich jego stezen. Juz w roku 1893 Gottstein odkryt, ze bakterie
tlenowe rozkitadajg HD 2z wydzieleniem gazu (2), ktéry pdzniej zidenty-
fikowano jako tlen, a zjawisko to wytlumaczono aktywnos$cig katalazy.
Stwierdzono tez, ze nadtlenek wodoru hamowat wzrost bakterii beztleno-
wych w fazie logarytmicznej (3). P0zniejsze prace wykazaty, ze ekstrakty
z komérek bakterii beztlenowych nie zawierajg katalazy (4), a dodanie
tego enzymu w warunkach tlenowych do hodowli beztlenowcow przy-
wraca komorkom zdolnos¢ wzrostu (1). Egzogenna katalaza, w poréwna-
niu z warunkami fizjologicznymi, nie w petni ochrania beztlenowce przed
toksycznym dziataniem tlenu (3,5). Ponadto wiele gatunkéw bakterii tle-
nowych z rodzajow Streptococcus i Pneumococcus oraz bakterii kwasu
mlekowego nie zawiera katalazy (6,7).

Fakty te doprowadzity do wnioskow, ze toksyczne dziatanie tlenu jest
nastepstwem wytwarzania w komorkach produktéow redukcji tlenu czast-
kowego (3,5) np: HD 2oraz, ze katdlaza nie jest jedynym enzymem ochra-
niajgcym organizmy tlenowe (6,7). Czasteczka HD 2 powstaje w wyniku
przytaczenia 2e i 2H+ do czasteczki tlenu, natomiast do catkowitego zre-
dukowania czgsteczki 0 2 potrzebne sg 4 elektrony. Reakcje te sg wielo-
stopniowe, a metabolitami pos$rednimi sg zwiazki o charakterze wolnych
rodnikow. Wykorzystujgc witasnosci paramagnetyczne tych zwigzkow
stwierdzono istnienie jonu ponadtlenkowego 02 jako produktu jedno-
elektronowej redukcji 02 (8).

* Mgr, Zaktad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski,
ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa.
Wykaz stosowanych skrotéow: EDTA — etylenodwuaminoczterooctan; A —

akceptor; EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny.
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Réznorodnos$¢ reakcji wytwarzajacych in vivo jon ponadtlenkowy
(ang. Superoxide radical) i jego duza aktywno$¢ w procesach utleniania
i redukcji sugeruje, ze jest on czynnikiem odpowiedzialnym za toksyczne
dziatanie tlenu. W 1968 roku Fridovich i McCord odkryli w ko-
markach zwierzat i roslin dysmutacje jonow ponadtlenkowych (schemat 1)
katalizowang przez enzym nazwany przez nich dysmutazg ponadtlenkowg
(oksydoreduktaza ponadtlenek: ponadtlenek). EC.1.15.1.1. (ang. Superoxi-
de: Superoxide oxidoreductase) (9,10). Enzym ten wspéidziatajac z kata-
lazg i peroksydazami wystarczajgco zabezpiecza komdrki przed toksycz-
nym dziataniem tlenu (11).

dysmutaza
*

Of +Or +2H + e h o2+ 02
AH, katalaza
2
A A/ percksydazy H20+’é' Oz
2H.0

Schemat 1. Wspotzalezno$¢ reakcji katalizowanych przez dysmutaze ponadtlenkowa,
katalaze i peroksydazy (11)

Arneson (12) oraz Giovagnoli i wsp. (13) sugerujg natomiast,
ze rola dysmutazy ponadtlenkowej nie polega na przyspieszaniu reakcji
dysmutacji lecz raczej na przeksztatcaniu czasteczki 02 ze stanu wzbu-
dzonego do stanu podstawowego (stan singletowy -> stan tripletowy), co
przedstawiono na schemacie 2.

0, +0, --—- mol- +, *
2Ht"
h 22
0*4-0% v *(02-02* -------- %202+ hvluminascencja

Schemat 2. Powstawanie w reakcji dysmutacji czasteczek tlenu w stanie wzbudzonym
(02%) i ich przeksztatcenie do stanu podstawowego (12)

Intensywne badania prowadzone w ostatnich kilku latach dostarczyty
wielu danych dotyczacych budowy, wystepowania i mechanizmu dziatania
dysmutazy ponadtlenkowej. Zagadnienia te przedstawit Fridovich
(11,214) w dwoch artykutach przeglgdowych.
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W artykule niniejszym zostang oméwione wiasnos$ci dysmutazy ponad-
tlenkowej i jej substratu 02~ uwzgledniajac mechanizm reakcji oraz.
ochronng role tego enzymu w metabolizmie tlenu.

I. Jon ponadtlenkowy jako substrat dysmutazy ponadtlenkowej
1-1. Budowa i wtasnosci fizyko-chemiczne tlenu
Jak wiadomo osiem elektronow atomu tlenu krazy po orbitach K i L,
sze$¢ z nich znajduje sie na orbitalach 2s i 2p i decyduje o chemicznych

wiasciwosciach tlenu. Rozmieszczenie elektron6w w podstawowym stanie
walencyjnym jest nastepujace *

Is2i2s22p4

Dwa elektrony walencyjne znajdujg sie na orbitalu 2s, a cztery pozostate
na orbitalu 2p. Orbital ten jest rozszczepiony na trzy réwne pod wzgle-
dem energetycznym poziomy 2px, 2py i 2pz na ktérych moze znajdowac
sie tgcznie sze$¢ elektron6w — na kazdym po dwa o przeciwnie skierowa-
nych spinach. Poniewaz na orbitalu 2p znajdujg sie tylko cztery elektro-
ny nie wszystkie poziomy moga by¢ zapetnione. W stanie podstawowym
dwa elektrony z orbitalu 2p majg spiny skierowane réwnolegle — sg one
nieskompensowane. Absorpcja kwantu energii przez atom tlenu w stanie
podstawowym moze spowodowal jakoSciowe zmiany w rozmieszczeniu
elektrondw na powtoce walencyjnej, to znaczy moze zmieni¢ kierunek
jednego z dwoéch niesparowanych elektrondw i doprowadzi¢ do ich kom-
pensacji. Wypadkowa liczba spinowa S w stanie podstawowym (t.zw. stan

1 1
tripletowy) wynosi(+ 2)+(+2—) = 1, w stanie wzbudzonym za$ (t.zw.

1 1
stan singletowy) wynosi (+~2)+(—2) = 0 (15). W organizmach jednak

tlen nie wystepuje w formie atomowej, lecz wytgcznie niemal w postaci
czasteczek dwuatomowych. Czasteczkowy tlen za$ ma forme dwurodnika
posiada bowiem dwa niesparowane elektrony, moze wiec po absorpcji
kwantu energii przechodzi¢ w stan wzbudzony — singletowy. Czasteczka
02w stanie wzbudzonym powstaje w reakcjach o charakterze wolnorod-
nikowym, na przyktad w reakcjach fotolitycznych (15).

Stwierdzono, ze czasteczka tlenu ma wiasnos$ci paramagnetyczne co
wskazuje na istnienie w niej dwdch nieskompensowanych elektronow.
Uwzglednia to zaproponowany w 1931 roku przez Paulinga wzdr: |0-~f 0|
z dwoma wigzaniami trgjelektronowymi (taki typ wigzania nosi nazwe
wigzania nieparzystoelektronowego). Wewnatrz kazdej z obu trdjek jest

* Cyfry 1 i 2 oznaczajg gtéwng liczbe kwantowa (odpowiadajga kolejno powto-
kom K i L), litery s i p poboczng liczbe kwantowa, a cyfry po prawej stronie u gory
liczbe elektrondw na danym orbitalu. Pionowa kreska oddzielono elektrony biorace
udzial w tworzeniu potgczen chemicznych tlenu.
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po jednym elektronie o nieskompensowanym spinie, ktéry przy tym nie
kompensuje sie ze spinem elektronu drugiej trojki (8,16).

Mozliwe rozmieszczenie elektronéw na trzech poziomach energetycz-
nych orbitalu 2p oraz ich udziat w tworzeniu wigzan miedzyatomowych
w roznych formach tlenu przedstawia schematycznie tabela 1

Tabela 1.

Hozmieszczenie elektronéw na trzech poziomach energetycznych orbitalu 2p tlenu
w roznych typach wigzan miedzy atomami (16)

: . Odleglosc
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Ji
nadtienkowy | L1t ]It :
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J
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W tablicy zaznaczono, ze w tworzeniu wigzania atomowego typu a
biorg udziat elektrony z poziomu 2pz. Powstanie wigzan trojelektronowych
jest nastepstwem oddziatywania miedzy elektronami z pozioméw 2px
i 2py (17).

Przytaczanie elektronéw do czasteczki tlenu w reakcjach redukcji po-
cigga za sobg naruszenie wigzan trojelektronowych, czego konsekwencja
jest zwiekszenie odlegtosci miedzy jadrami atomoéw (16).
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1-2. Charakterystyka jonu ponadtlenkowego
1-2.1. Wytwarzanie

Pierwszym produktem redukcji 02 (przytaczenie le i 1H+) jest rodnik
nadhydroksylowy H 02 (ang. perhydroxyl radical), ktéry moze dysocjowaé
na proton i jon ponadtlenkowy zgodnie z odwracalng reakcja:

HO;AH ++ O™

Rownowaga tej reakcji ustala sie przy pH = 7—8 (18).

Jon 0 2~ mozna otrzymaé takze w reakcji jednoelektronowego utlenia-
nia nadtlenku wodoru uzywajagc CelV jako utleniacza (19). Jon ponadtlen-
kowy powstaje rowniez podczas fotolizy (20), ultrasonifikacji (21—22)
i radiolizy (23—25) wody, a takze w reakcjach utleniania zredukowanych
flawoproteidow (26—33), katecholamin (34), ferrodoksyn (35—37), hemo-
proteidéw (38,39) i chinondw (29).

Ostatnio do wytwarzania jonéw 0 2~ i badania ich dysmutacji zastoso-
wano metode impulsowej radiolizy wody nasyconej tlenem w potgczeniu
ze zmodyfikowang technika elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(23). Metoda radiolizy polega na cyklicznym naswietlaniu wody promie-
niami X lub strumieniem elektron6w o energii kinetycznej 4—5MeV w
obecnosci etanolu jako wychwytywacza rodnikéw OH*. Na schemacie 3
przedstawiono zachodzace w tym ukladzie reakcje i state ich szybkos-
ci (23).

eag+ 0 2——*02 ki = 2-1010M-1s-1 o)

OJ+H H O * 2 k2= 2-1010M-1 s-1 2
Schemat 3. Procesy zachodzgce podczas radiolizy wody nasyconej tlenem (23)

Zredukowane przenos$niki elektronéw: metylowiologen czy ferrodok-
syna uzywane do badania fotosyntetycznego transportu elektronow w
obecnosci HzO jako donora elektronéw utleniajg sie tlenem atmosferycz-
nym z wytworzeniem jonéw ponadtlenkowych (40,41). Procesy te w obec-
nosci askorbinianu, cysteiny lub glutationu (AH2 moga zaktécaé stechio-
metrie zuzycia tlenu przez wyizolowane chloroplasty (42,43).

1-2.2. Wykrywanie

Obecno$¢ jonow 02~ jako produktéow wyzej wymienionych reakcji
stwierdzono metodami spektroskopii masowej (44) i optycznej (24,45—A47)
oraz metodag elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) (19,26,
35,36,48—50).

Badajac widmo absorpcji w ultrafiolecie poddanego radiolizie roztwo-
ru uzyskano maksima pochtaniania przez rodnik HO™ przy 230nm i przez
jon 02 przy 245 nm (23—25).
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Metoda spektroskopii optycznej zawodzi jednak przy badaniu widma
jonéw ponadtlenkowych wytwarzanych przez uktady enzymatyczne (np:
flawinowe). Stezenie jonow Oz~ w stanie rownowagi, katalizowanej enzy-
matycznie reakcji dysmutacji jest nizsze od zdolnosci rozdzielczej tej me-
tody. Dlatego tez dopiero zastosowanie zmodyfikowanej metody spektro-
skopii EPR polegajacej na badaniu widma w gwattownie oziebionych roz-
tworach pozwolito ustali¢ podstawowe parametry widma jonu ponad-
tlenkowego (48—50).

Technika EPR stuzy do wykrywania i charakteryzowania wolnych
rodnikéw. Jesli czasteczka posiadajgca niesparowany elektron znajdzie

sie w jednorodnym polu magnetycznym to nastgpi rozdzielenie elektro-

1
ndéw na dwie grupy, jedna zawierajgca elektrony o spinie i druga

0 spinie -y . RoOznica energii miedzy tymi grupami jest skwantowana

1
1bedzie wynosita AE —yg BNHD(gdzie: HO — natezenie pola magnetycz-

nego, Bn — magneton jadrowy Bohra, g — wspotczynnik rozszczepienia
charakterystyczny dla wszystkich rodnikdw, wynoszacy teoretycznie
2,0023). JeSli prébe umieszczong w polu magnetycznym naswietli¢ pro-
mieniowaniem elektromagnetycznym o czestotliwos$ci v, to przy warunku
hv = g BnHO cze$¢ elektronéw przejdzie z nizszego poziomu energetycz-
nego na wyzszy i nastagpi absorpcja promieniowania. Ksztatt krzywej wid-
ma absorpcji jako funkcji natezenia pola oraz wyliczone wartosci g cha-
rakteryzuja badany rodnik (51). Knowles i wsp. (52) stosujac metode
EPR do identyfikacji jonu ponadtlenkowego wytwarzanego przez oksy-
daze ksantynowg z mleka ssakow uzyskali wartosci gil = 2,08 i g_ L — 2,00.
Symbole gil i g L sg tozsame odpowiednio z oznaczeniami gz i gx= gy
stosowanymi do charakterystyki ztozonych widm EPR. W zestawieniu
z publikowanymi (53) widmami taka charakterystyka dowodzi wolno-
rodnikowego charakteru (Oz+ e = 0 2-) utleniania tlenem czgsteczkowym
ksantyny do kwasu moczowego przez oksydaze ksantynowa.

Stosowanie spektroskopii EPR pozwala na identyfikacje i charaktery-
styke rodnikowych wiasnosci metabolitow posrednich, nie pozwala jednak
na $ledzenie procesu ich powstawania az do momentu osiggniecia stanu
rébwnowagi, a informacje na ten temat umozliwiajg badanie kinetyki
reakcji enzymatycznych. W tym celu wykorzystano witasnosci redukcyjne
jonu ponadtlenkowego. Jako akceptorow elektronéw uzyto zwigzkow
o charakterystycznym widmie absorpcji fal swietlnych, takich jak: cyto-
chrom c (Fe+3) (54), czteronitrometan (55) i biekit nitrotetrazoliowy (56).
Stezenie wytworzonego jonu 0 2~ obliczano z r6znicy maksimow absorpcji
formy utlenionej i zredukowanej akceptordw elektronéw. Zastosowanie
posrednich metod chemicznych, oméwiono w rozdziale II.
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1-2.3. Trwatosé

Trwatos$¢ jonu ponadtlenkowego jest funkcjg pH. Zaobserwowano mia-
nowicie, ze w roztworze o duzym stezeniu protonow (pH = 5) jon 02~
ulega spontanicznie reakcji wielostopniowej dysmutacji z wytworzeniem
02i HXD 2 (reakcja ta ma charakter rekombinacji wolnych rodnikow).
Przebieg tych przemian przedstawiaja reakcje:

o2+ h+”" ho; )
ho2rho2->HD2+02 @)
ho;+07+h+ >h22+o0. @)
02+02 —=0"- ®

07~ + 2H+->HD 2+ 02 6)
O-+0,-+2H+" HD 2+ 02 (6)

Behar iwsp. (23) oraz Czapski (57) podajg, ze stata szybkosci k
spontanicznej reakcji dysmutacji (robwnanie 6) jest 102M-1s_1, czyli okoto
107 razy mniejsza od szybkoSci reakcji enzymatycznej dysmutacji (patrz
rozdziat II).

W Srodowisku alkalicznym natomiast jony ponadtlenkowe charaktery-
zuja sie stosunkowo diugim okresem trwatosci, jest to wynikiem reakcji
jonow 02~ z jonami hydroksylowymi OH-:

0.7+ OH- » HO03-

Powstajagcy w tej reakcji jon ponadhydroksylowy (ang. superhydroxyl
ion) ma wiasnosci podobne do jonu 02-. Stabilizujgce dziatanie $rodo-
wiska alkalicznego polega wiec na niemoznos$ci wytwarzania rodnikéw
HO*2 i zmniejszeniu tym samym ilosci mozliwych rekombinacji wolnych
rodnikow. Najwyzszg stabilno$¢ johow ponadtlenkowych uzyskano w
pH ~ 10(52,8).

1-3. Wystepowanie jonu ponadtlenkowego w uktadach biologicznych

Utlenianie substratow i redukcja tlenu przez enzymy flawinowe mo-
ze zachodzi¢ w dwdch reakcjach jednoelektronowych z wytworzeniem
wolnych rodnikéw substratu i tlenu lub w jednej reakcji dwuelektrono-
wej (27,29). Badania iloSciowe utleniania ksantyny tlenem przez oksydaze
ksantynowga wykazaty, ze okoto 50% zuzytego tlenu ulega redukcji —
w reakcji jednoelektronowej czego nastepstwem jest wytworzenie jonu
ponadtlenkowego (27). Innymi enzymami wytworzgjagcymi w katalizowa-
nych przez nie reakcjach jon 02~ sa dehydrogenazy mitochondrialne:
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bursztynianowa i dwuhydroorotanowa (59), oksydaza aldehydéw z wag-
troby krélika, a takze oksydaza dwuamin z watroby $swinki morskiej (60)
i oksydaza NADPH z leukocytow wielojgdrowych ssakéw (61—63).

Jon ponadtlenkowy powstawa¢ moze réwniez w wyniku reakcji nie-
enzymatycznego utleniania mioglobiny i hemoglobiny (38,60), a procesy
te hamuje nie catkowicie katalaza, co sugeruje, ze utleniaczem moze tu
by¢ nadtlenek wodoru. W $rodowisku alkalicznym w obecnosci jonow
Fe+3 zaobserwowano takze spontaniczne utlenianie adrenaliny do adreno-
chromu (34). Reakcje tg hamuje catkowicie dysmutaza ponadtlenkowa
(34).

Powstawanie jonu ponadtlenkowego stwierdzono takze w chloropla-
stach. Reakcja ta jest zwigzana z fotosyntetycznym transportem elektro-
néw poniewaz dwuchlorofenylometylomocznik hamuje jego wytwarzanie
(64). Wydaje sie, ze zr6dtem 0 2~ moga tu by¢ zaréwno reakcja fotolizy
wody jak i samoutleniania zredukowanych benzo- i naftochinonéw (29, 60,
65). Jak postuluje Fridovich (11) jon manganu, bedacy przenos$nikiem
elektronow Il uktadu fotosyntezy moze byé takze koenzymem chloropla-
stowej dysmutazy ponadtlenkowej, a jon ponadtlenkowy metabolitem
posrednim procesu fotosyntetycznego utleniania wody do tlenu czastecz-
kowego.

Jon 02~ bierze udziat w nieenzymatycznej hydroksylacji p-krezolu.
Fakt ten sugeruje (66), ze jon ten jest odpowiedzialny za wytwarzanie
rodnika hydroksylowego. Rodnik ten moze powstawa¢ w cyklu reakcji
podanym przez Habera i Weissa w roku 1934 (schemat 4) (67).

pOr +H++HD 2-------- >0 h+h2+02 (1
oh-+h22- — .h2-o0j+h+ 2

Schemat 4. Wytwarzanie rodnika OH- w cyklu reakcji Habera i Weissa (67)

Przypuszcza sig, ze jon ponadtlenkowy w podobny spos6b bierze udziat
w reakcji hydroksylacji zachodzacej in vivo za posrednictwem cytochro-
mu P-450 z mikrosoméw (68).

Zaobserwowany fakt wytwarzania H2 2 wewnatrz mitochondriéw
sugeruje mozliwo$¢ powstawania jonu ponadtlenkowego jako metabolitu
posredniego w redukcji 02w tancuchu oddechowym (69). Wydaje sie, ze
w tych organellach 02~ powstaje w reakcjach spontanicznego utleniania
zredukowanych chinonéw (29) lub cytochromoéw (38,39).

1-4. Szkodliwe dziatanie jonu ponadtlenkowego w uktadach biologicznych

Powszechno$é wystepowania 02~ oraz jego duza reaktywno$¢ jako
rodnika w reakcjach wutleniania i redukcji stwarza niebezpieczenstwo
wywotywania trwatych zmian w budowie struktur subkomérkowych. Mo-
zliwos¢ takich zmian tlumaczytaby szkodliwe dziatanie tlenu na organiz-
my i wskazywata na ewentualng role dysmutazy ponadtlenkowej jako
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enzymu ochraniajagcego, wystepujacego powszechnie u wszystkich ba-
danych organizméw tlenowych. Uwaza sie, ze szkodliwe dziatanie tlenu,
a scislej jonu ponadtlenkowego sprowadzi¢ mozna do takich procesow
jak: peroksydacje kwasow tluszczowych, depolimeryzacja wielocukrow
(70,71) i kwasow nukleinowych oraz utleniania grup sulfhydrylowych
biatek (72,73).

Stwierdzono, ze wiasnosci bakteriobdjcze antybiotyku streptonigry-
ny--—--zwigzku o charakterze p-chinonu — sg nastepstwem wytwarzania
jonu ponadtlenkowego podczas redukcji i spontanicznego utleniania jej
grup chinonowych (71). Streptonigryna zwieksza aktywno$¢ oksydazy
NADH i NADPH (74,75) oraz powoduje denaturacje DNA bakteryjnego
(Escherichia coli) (76). Dysmutaza ponadtlenkowa i katalaza catkowicie
ochraniajg bakterie przed zabo6jczym dziataniem streptonigryny.

Pfeiffer i McCoy (61) wykazali wspo6tzalezno$¢ miedzy wytwa-
rzaniem jonéw 02~ w reakcji enzymatycznego utleniania NADPH, a pe-
roksydacjg nienasyconych kwaséw ttuszczowych fosfolipidéw bton ery-
trocytéw, mitochondriéw i lizosoméw. Kro-Lan Fong i wsp. (77)
stwierdzili natomiast, ze w procesie peroksydacji lipidow bton lizosoméw
nie biorg udziatu bezposrednio jony ponadtlenkowe lecz rodniki hydro-
ksylowe. Proces ten jest konsekwencjg aktywnosci enzyméw flawino-
wych. Dysmutaza ponadtlenkowa catkowicie ochrania erytrocyty przed
hemoliza (78), hamuje tez peroksydacje lipidéw bton mitochondrialnych
(78), ale tylko czesciowo hamuje peroksydacje lipidow bton lizosoméw
(77). Wytwarzanie rodnika OH* zachodzi tu zapewne na drodze cyklu re-
akcji Habera i Weissa (67), a katalaza catkowicie hamuje peroksy-
dacje lipidow bton lizosoméw (77).

Peroksydacja nienasyconych lipidow, pociggajaca za sobg trwatg de-
strukcje bton, postuzyta do wyjasnienia istoty procesu fagocytozy bakterii
przez leukocyty wielojgdrowe ssakow. Stwierdzono mianowicie zwigkszo-
ng aktywnos$é oksydazy NADPH (NADH) w leukocytach po zakazeniu
bakteriami (63), a takze wzbudzenie luminescencji w zakresie diugosci
fal charakterystycznym dla 0 2w stanie wzbudzonym (tzw. stan singleto-
wy), a tlen czasteczkowy w stanie wzbudzonym ma witasnosci silnie utle-
niajace. Egzogenna dysmutaza ponadtlenkowa catkowicie wygasza lumi-
nescencje (63). Na tej podstawie Allen i wsp. (63) przypisuja wzbu-
dzonej czasteczce tlenu wiasnos$ci bakteriobdjcze. Klebanoff (62) na-
tomiast uwaza, ze witasnosci bakteriobdjcze leukocytdw sg zwigzane z wy-
twarzaniem rodnikéw hydroksylowych. Przeciw hipotezie Allena
i wsp. (63) przemawia fakt, ze tlen czgsteczkowy w stanie wzbudzonym
jest wychwytywany przez czasteczki wody, stad czas jego trwania in vivo
jest bardzo krotki (79,80). Wykazano réwniez, ze wytwarzanie 02w stanie
singletowym w reakcji modelowej rozktadu jonéw CrOiT3hamujg azydki
i histydyna, dysmutaza jednak nie wptywa na ten proces (81).
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Il. Kinetyka reakcji dysmutacji katalizowanej przez dysmutaze
ponadtlenkowg

Matg ilos¢ badan kinetycznych reakcji enzymatycznej dysmutacji spo-
wodowato stosunkowo po6zne odkrycie aktywnos$ci enzymatycznej dysmu-
tazy ponadtlenkowej oraz trudnosci natury metodycznej w wykrywaniu
substratu tego enzymu.

Do wytwarzania jonéw ponadtlenkowych w badaniach kinetycznych
stosuje sie impulsowg radiolize wody. Stezenie Or powstajgcego w tym
procesie jest rzedu 50"-M, co pozwala na zastosowanie do badania witasci-
wosci dysmutazy ponadtlenkowej zaré6wno metody EPR jak i metody
spektroskopii optycznej (82,83). Ustalono, ze stata szybkos$¢ reakcji k
wynosi ,9X109M-1s-1 i nie ulega zmianie w zakresie pH od 6 do 95.
Wykazuje to, iz jon Or a nie HO: jest substratem dysmutazy ponadtlen-
kcwej. Stosujac impulsowg radiolize wody w warunkach nasycenia enzy-

06 g

04

absorpcja

o 1 1 1 1
400 500 600 700

dlugosé¢ fali (nm)

Ryc. 1. Wptyw jonéw CN~ na widmo absorpcji dysmutazy ponadtlenkowej z ery-
trocytéw krwi wotu
Krzywa 1 — natywny enzym zawierajacy atomy Cu i Zn bez inhibitora; krzywe 2, 31 4 —
enzym po dodaniu odpowiednio 0,5 10 i 20 moli CN~ na gramoatom zwigzanej miedzi (84).

mu substratem wyznaczono warto$¢ statej Michaelisa Km= 5XI0-4M co
Swiadczy o duzym powinowactwie substratowym. Wykazano réwniez, ze
szybkos$¢ reakcji jest zalezna od gestosci mieszaniny reakcyjnej. Zwiek-
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szenie bowiem gestosci roztworu (przez dodanie glicerolu) powoduje ob-
nizenie szybkosci reakcji 0—65%. Jest to zwiazane z ograniczong dyfuzja
enzymu i substratu (82).

Badania nad wptywem niektérych anionéw jednowartosciowych na
aktywnos$¢ dysmutazy wykazaty, ze jony azydkowe Nr i fluorkowe F-
w stezeniu ImM nie hamujg tej reakcji. Natomiast jon cyjankowy w ta-
kim stezeniu hamuje w 99% aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (82).

Ustalono, ze jony CN- laczg sie z atomami Cu+2 enzymu, a badania
nad wspotczynnikiem powinowactwa inhibitora do enzymu wykazaty, ze
warunkiem catkowitej inhibicji jest dodanie 2moli CN- na jeden mol
enzymu (84). Rycina 1 przedstawia zmiany charakterystycznego widma
dysmutazy po traktowaniu réznymi stezeniami jonéw cyjankowych CN-.
Zmiany te sg spowodowane wysycaniem wigzan koordynacyjnych miedzi
jonami inhibitora.

Wykazano, ze jon CN~ tgczy sie z atomem miedzi wigzaniami koordyna-
cyjnymi typu Cu — C (85).

Dysmutaza ponadtlenkowa jest rowniez wrazliwa na produkt reakcji
dysmutacji — nadtlenek wodoru (86). Mechanizm inhibicji wydaje sie by¢
podobny do reakcji z jonami cyjankowymi (86).

Do badan kinetycznych stosowano réwniez metody posrednie. Badano
mianowicie wptyw dysmutazy na reakcje redukcji jonami Or takich
zwigzkow jak cytochrom c, czteronitrometan i biekit nitrotetrazoliowy
(rozdziat 1.-2.2). Wyliczona tymi metodami stata szybko$¢ reakcji jest
rzedu 2X109M_1s_1, a wiec zgodna z wynikiem badan bezposrednich (87).

Proces inhibicji redukcji biekitu nitrotetrazoliowego jonami 07 przez
dysmutaze ponadtlenkowg wykorzystano do jakoSciowego oznaczania tego
enzymu podczas rozdziatu elektroforetycznego na zelu poliakryloamido-
wym (56).

I11. Dysmutaza ponadtlenkowa
I11-1. Wystepowanie

Dysmutaze ponadtlenkowga zawierajacg atomy Cu i Zn wyodrebniono
z erytrocytéw (88), watroby (89,90), moézgu (91,92,93), z miesnia sercowe-
go ssakow (91), a takze z lisci roslin wyzszych (94,95,96), drozdzy (97)
i mikroorganizmow (98,99,95). Aktywny enzym z erytrocytow wotu otrzy-
mano w formie krystalicznej (100,101).

W wielu organizmach znaleziono inne formy dysmutazy ponadtlen-
kowej rdznigce sie obecnoscig 2 atoméw Mn lub jednego atomu Fe w
miejsce miedzi i cynku, lecz nie r6znigce sie budowg apoenzymu. Dys-
mutaza zawierajgca Mn+2 ulega nieodwracalnej inaktywacji w obecnosci
rozpuszczalnikéw organicznych, nie mozna przeto do jej wyodrebnienia
stosowac ekstrakcji tymi rozpuszczalnikami (94).

Dysmutaze ponadtlenkowg zawierajgcg Fe (najprawdopodobniej jon
trojwartoSciowy) wyodrebniono miedzy innymi z Escherichia coli (102)

3 Postepy Biochemii
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i sinicy Spirulina sp. (95). Natomiast dysmutaze zawierajacg Mn+2 wy-
odrebniono z hydrogenosoméw wiciowcdw pasozytniczych (103) oraz
z E. coli (91,102) i Streptococcus mutans (104) oraz mitochondriéw: drozdzy
(97), watroby (105) i lisci szpinaku (95), a takze z kietkéw pszenicy (96).

Dysmutaze ponadtlenkowa, zawierajgca Mn+2wyodrebniong z frakcji
mitochondrialnej, zlokalizowano w tych organellach gtownie w formie
niezwigzanej z btonami, chociaz w mitochondriach z watroby kurczat
enzym ten wystepuje w przestrzeni miedzybtonowej zwigzany z biong
wewnetrzng (95,97,105).

W cytosolu komdrek badanych organizméw pro- i eukariotycznych
znajduje sie tylko dysmutaza zawierajgca Cu i Zn (95, 96, 103, 105). Na-
tomiast zadnej z form enzymu nie zlokalizowano w peroksosomach stru-
nowcéw i roslin wyzszych (103).

W badaniach dysmutazy ponadtlenkowej, ze wzgledu na wystepowa-
nie jej w komdrkach ssakéw w tym takze cztowieka, gtownym obiektem
zainteresowania jest enzym zawierajacy atomy miedzi i cynku. Dlatego
tez omawiane nastepnie wyniki bedg dotyczyty przede wszystkim badan
tego witadnie enzymu.

I11-2. Wyodrebnianie z materiatu biologicznego

Reakcje enzymatycznej dysmutacji wykryto wprawdzie dopiero w
roku 1968 (9, 10), lecz znane byty juz wcze$niej biatka o budowie podob-
nej do dysmutazy ponadtlenkowej. W 1938 roku Mann i Keilin
(106) wyodrebnili z erytrocytow zawierajgce miedZ biatko o masie cza-
steczkowej 30—35 tys. i nazwali je erytrokupreing. Podobne biatko wy-
odrebniono w 1953 roku z watroby konia (hepatokupreina) (107). Opraco-
wanie standardowej metody wyodrebniania miedzioproteidéw pozwolito
odnalez¢ biatka o podobnych wiasnosciach w mieéniu sercowym i mozgu
ssakéw (108). Dopiero w 1970 roku stwierdzono, ze biatka .te oprocz
dwoch atoméw miedzi dwuwartoSciowej zawierajg dwa atomy cyn-
ku (109).

Wykrycie aktywno$ci dysmutazy i jej substratu nastgpity w pewnym
sensie przypadkowo. Podczas badania oksydazy sarkozynowej, uzywajac
pochodnych kwasu p-hydroksysulfonowego jako analogow strukturalnych
substratu zauwazono zwiekszone zuzycie tlenu mimo zahamowania utle-
niania sarkozyny. Nastepowato wowczas utlenianie siarczynu do siarcza-
nu. Siarczyn powstawat w wyniku dysocjacji sulfonianu. Dodanie do
mieszaniny reakcyjnej egzogennego cytochromu c (Fe+S) powodowato je-
go redukcje (110). Obserwacje te zapoczatkowaly badania nad mechaniz-
mem enzymatycznego utleniania substratéw tlenem czasteczkowym pro-
wadzac w rezultacie do wykrycia jonu ponadtlenkowego jako metabolitu
posredniego reakcji oksydacji (111).
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McCord (11) badajac stechiometrie redukcji cytochromu c (Fe+S
przez oksydaze ksantynowg zauwazyt, ze anhydraza weglanowa z ery-
trocytow hamuje te reakcje. Badania wykazaty, ze anhydraza o masie
czasteczkowej okoto 30 000 byta zanieczyszczona w powaznym stopniu
erytrokupreing i jej to wiasnie przypisano aktywnos$¢ wychwytywania
jonow ponadtlenkowych wytwarzanych przez oksydaze ksantynowg i re-
dukujacych cytochrom c. Wyizolowana nastepnie z erytrocytow dysmu-
taza ponadtlenkowa okazata sie immunologicznie identyczna z erytroku-
preing i podobnymi jej miedzioproteidami (10, 112).

Metoda wyodrebniania dysmutazy ponadtlenkowej z erytrocytow
(dawna erytrokupreing) polega na ekstrakcji biatek enzymatycznych *
mieszaning chloroformu, etanolu i wody z poddanych hemolizie krwi-
nek. Dysmutaze wysalano z fazy organicznej ekstraktu kwasnym fosfora-
nem sodowym, a nastepnie oczyszczano metodg chromatografii jonowy-
miennej (10). Zastosowanie rozpuszczalnikdw organicznych nie powoduje
utraty aktywnosci enzymu ani nie zmienia jego ruchliwosci elektrofore-
tycznej (95, 113).

Dysmutaza ponadtlenkowa zawierajgca miedz i cynk jest biatkiem
niezwykle stabilnym (11). Enzym ten nie jest wrazliwy na traktowanie
mocznikiem o stezeniu 9,5M czy 4°/o roztworem soli sodowej siarczanu
dodecylu (114). Chlorowodorek guanidyny w stezeniu 1,2M w tempera-
turze 25¢C powoduje catkowitg utrate aktywnos$ci dysmutazy, lecz odptu-
kanie reagenta przywraca jej aktywnos$¢ (114). Dodanie jednak 10~3M
roztworu EDTA razem z chlorowodorkiem guanidyny uniemozliwia reak-
tywacje mimo, ze EDTA nie jest inhibitorem dysmutazy. Sugeruje to, ze
chlorowodorek guanidyny zmienia powinowactwo biatka do jonéw Cu+2
i Zn+2i tym samym umozliwia ich zwigzanie z EDTA (112). Dysmutaza
nie traci takze aktywnos$ci nawet po wytraceniu z roztworu w tempera-
turze 70cC (89).

111-3. Budowa enzymu

Czasteczki dysmutazy ponadtlenkowej zbudowane sg z okoto 210—
250 reszt aminokwasowych i odpowiednich jondw metali (2Cu+2 i 2Zn+2
lub 2Mn+2 lub IFe+3). Masa czasteczkowa enzymu zawierajacego Zn i Cu
wynosi okoto 33 000, natomiast form zawierajagcych Mn lub Fe dochodzi
do 38 000 (10, 91, 94, 97, 98, 102, 113, 114). Podczas gdy analiza sekwencji
aminokwasOw jest bardzo trudna ze wzgledu na zablokowanie N-kofnco-
wych aminokwaséw (114, 115) analiza jakoSciowa zostata juz wykonana
(91, 106, 111, 115-117). Wynika z niej, ze czasteczka apoenzymu nie za-
wiera reszt tryptofanu (117, 118) *, a zawiera Srednio od 12 do 16 reszt
histydyny oraz cystyne, cysteine i treonine (94, 119).

* Wedtug Rotilio i wsp. (84) dysmutaza z erytrocytow wotu zawiera od 1

do 2 reszt tryptofanu na czasteczke. Spowodowane to jest jak sie wydaje zanieczysz-
czeniami preparatu bogata w tryptofan anhydraza weglanowg (11).

3*
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Udato sie rowniez ustali¢, ze zadna z form dysmutazy ponadtlenkowej
nie zawiera w czasteczce weglowodanow (97).

Na podstawie rozdziatlu elektroforetycznego, analizy aminokwaséw
i badan genetycznych (11, 120) wykazano, ze dysmutaza zawierajgca Cu
i Zn zbudowana jest z dwdch identycznych podjednostek. Odpornos¢ tego
enzymu na dziatanie soli sodowej siarczanu dodecylu sugeruje, ze pod-
jednostki sg potagczone wigzaniami kowalencyjnymi (91). Hartz i De-
utsch (120) stwierdzili jednak, ze stabilizujagcy wptyw na holoenzym
maja jony metali. Otrzymany przez nich drogg dializy apoenzym dyso-
cjowat na podjednostki po dodaniu siarczanu dodecylu lub mocznika.
Wrazliwo$¢ enzymu na te zwigzki wzrastata takze po alkilacji grup sulf-
hydrylowych (120).

Badania dyfrakcji promieni X przez krysztaly dysmutazy ponadtlen-
kowej z erytrocytow wykazaty, ze konformacja przestrzenna kazdej pod-
jednostki ma forme cylindrycznie zwinietej (3 struktury (,,harmonijki)
z hydrofobowymi grupami aminokwaséw skierowanych do wnetrza cy-
lindra (121).

Doktadne badania widma EPR dysmutazy ponadtlenkowej zawierajga-
cej Cu i Zn wykazaty, ze kazdy atom miedzi jest potgczony trzema wig-
zaniami koordynacyjnymi z atomami azotu grup imidazolowych histydy-
ny, a czwarte wigzanie jest wolne (122). Na podstawie widma
magnetycznego rezonansu jadrowego ustalono, ze czwarte wigzanie koor-
dynacyjne jest typu Cu—O, a odlegto$¢ miedzy atomami miedzi i tlenu
jest rzedu 2A. Stwierdzono, Ze jest to wigzanie bardzo labilne (123—125).
Na podstawie badan kinetyki hamowania reakcji dysmutacji jonéw po-
nadtlenkowych jonami CN~ postuluje sie, ze donorem atomu tlenu dla
czwartego wigzania koordynacyjnego miedzi moze by¢ HzO lub jon Or>
rodnik HO: i tlen czasteczkowy. Wydaje sie wiec, ze jony Cu+2 sg odpo-
wiedzialne za aktywno$¢ enzymatyczng dysmutazy. Jonéw miedzi nie
udato sie efektywnie zastapi¢ jonami Ca+2, Ni+2, Hg+2, Mg+2, Zn+2 czy
Fe+2 (126).

Apoenzym dysmutazy jest wrazliwy na utlenianie na $wietle w obec-
nosci biekitu metylenowego, podczas gdy holoenzym nie traci aktywnosci
w tych warunkach (124). Stwierdzono réwniez, ze spos$réd wszystkich
aminokwaséw apoenzymow tylko histydyna ulegata utlenianiu (Ryc. 2),
a utleniony apoenzym nie odzyskiwat aktywnosci enzymatycznej po do-
daniu stechiometrycznych ilosci miedzi i cynku. Dodanie tych jonow
przed naswietleniem ochrania apoenzym przed utlenianiem (nie nastepuje
utlenianie histydyny).

Interesujgcy jest fakt, ze jony Zn+2 ochraniajg apoenzym i dodane
nawet w 800-krothym nadmiarze nie blokujg miejsca przytaczenia miedzi.
Stwierdzono, ze jony Cu+2 i Zn+2 wystepujg w podjednostkach parami
i znajdujg sie blisko siebie w odlegtosci 5-6 A (126, 127). t
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Wykazano réwniez, ze po oddializowaniu jonéw cynku zwieksza sie
liczba odstonietych grup sulfhydrylowych (119). Fakt ten przemawia za
mozliwos$cig polaczen czterech wigzan koordynacyjnych cynku z atomami
siarki, wydaje sie jednak, ze uwalnianie grup -SH jest konsekwencja
zmiany struktury enzymu (11).
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Ryc. 2. Wptyw obecnosci jonéw Cu+2 i Zn+2 na utlenianie na S$wietle apoenzymu

dysmutazy ponadtlenkowej i zawartych w nim reszt histydyny
Do mieszaniny reakcyjnej zawierajacej biekit metylenowy dodano: apoenzymu, punkty
puste O, O i jako kontroli holoenzymu, punkty petne «, m. krzywe charakteryzujgce zmiany
ilosci enzymu oznaczono kétkami; krzywe dotyczace utleniania histydyny oznaczono kwadra-
tami (zmodyfikowano wg 124).

Do aktywnosci enzymu niezbedne sg zatem jony Cu+2 Do utrzymania
za$ struktury trzeciorzedowej enzymu konieczne sg zaréwno jony Cu+2
jak i Zn+2 Ustalono jednak, ze jony cynku mozna efektywnie zastgpic
jonami Co42 i Hg+2 (iony Mn+2, Ni+2 i Fe+2 nie stabilizujg enzymu (10,
124, 126).

I11-4. Mechanizm reakcji

W Swietle przytoczonych badan nie ulega watpliwosci, ze jony Cu+2
wchodzg w skiad miejsca aktywnego dysmutazy ponadtlenkowej (122—
128). Syntetyczny preparat zawierajgcy atom miedzi potgczony z czastecz-
kami takich aminokwaséw jak lizyna, histydyna i tyrozyna wykazuje
okoto 5—7% aktywnos$ci enzymu natywnego (129).

Metodg radiolizy pulsacyjnej ustalono, ze pojawienie sie substratu —
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07 w roztworze dysmutazy powoduje czeSciowe ostabienie niebiesko-
zielonej barwy enzymu, ale zwiekszanie stezenia substratu ma tylko nie-
wielki wptyw na to zjawisko. CzeSciowy zanik barwy jest spowodowany
redukcjag Cu+2 do Cu+l, a dodanie do zredukowanego enzymu (przez dzia-
tanie np: H 2, substratu — 07 powoduje przywrdcenie barwy. Zredu-
kowany enzym jest tak samo aktywny jak enzym utleniony (130, 131).
Obserwacje te pozwalaja sadzi¢, ze mechanizm wychwytywania jondw
ponadtlenkowych przez dysmutaze polega na cyklicznej reakcji redukcji
i utleniania jonéw Cu+2 (az do momentu ustalenia stanu réwnowagi) w
reakcji przytaczania substratu (132).
Kolejne etapy tego procesu przedstawiajg nastepujgce reakcje:

02+ Enzym—Cuf" E—Cu+2—02 E—Cu++0: (1)
E_Cu#l+02" E—Cu+—02 [0))
E—Cu+l------ 02+ 2H+ <+ E-Cu®+HD2 (3)

Wykorzystujgc wiasnosci redukcyjne zelazocyjanku i utleniajagce ze-
lazicyjanku ustalono, ze potencjat oksydoredukcyjny dysmutazy ponad-
tlenkowej EO wynosi 0,40V (133). Potencjat EO jonu ponadtlenkowego
wynosi 0,15V (134).

Chociaz dotychczas nie opublikowano prac omawiajagcych ewentualng
zmiane struktury enzymu (11) podczas redukcji miedzi w reakcji z jona-
mi ponadtlenkowymi, wydaje sig, ze zmiany takie nie nastepuja, a miej-
scem aktywnym sg tylko jony miedzi (11).

IV. Biologiczna rola dysmutazy

Tlen w stezeniach niefizjologicznych jest szkodliwy dla wszystkich
organizméw (135, 136). Jezeli wiec dysmutaza ponadtlenkowa peini role
ochronng, to poziom tego enzymu in vivo powinien byé zalezny od wzra-
stajgcego stezenia tlenu w otoczeniu. Gregory i Fridovich (137, 138)
zaobserwowali to zjawisko u szeregu wzglednie tlenowych bakterii, mie-
dzy innymi u Streptococcus faecalis.

Na rycinie 3 przedstawiono wptyw réznych stezen tlenu na przezy-
walnos$¢ kolonii S. faecalis. Jak wida¢ z przebiegu krzywej i przeniesienie
bakterii z warunkéw beztlenowych w atmosfere tlenu o ci$nieniu 46 atm.
powoduje gwaltowne zmniejszenie przezywalnosci bakterii. Azot o tym
samym cis$nieniu nie szkodzi komdrkom S. faecalis (krzywa 2). Krzywa 3
charakteryzuje normalnie rosnaca kolonie w warunkach 46 atm. 02 po
uprzedniej inkubacji w atmosferze 100% 02 (cisnienie atmosferyczne).
Badania poziomu dysmutazy w takich komdrkach S. faecalis wykazaty
16-krotny wzrost aktywnos$ci tego enzymu (137, 138).
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Badania bakterii tlenowej Escherichia coli wykazaly, ze dodanie do
pozywki puromycyny (inhibitora biosyntezy biatek) po inkubacji w atmo-
sferze 100% tlenu nie wptywa na przezywalnos$¢ bakterii przy zwieksze-
niu cisnienia tlenu nawet do 20 atm., podczas gdy komérki nieinkubo-
wanej kolonii E. coli w nowych warunkach gwattownie ging (70).
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Ryc. 3. Wptyw réznych stezen tlenu na przezywalnos$¢ Streptococcus faecalis

% przezywalnosci wyliczano po przeniesieniu bakterii z warunkdéw tlenowych w : atmosfere
tlenu pod cisnieniem 46 atm, A------- A; atmosfere azotu pod cisnieniem 46 atm, 0O------- 0;
w atmosfere 10040 tlenu, a nastepnie w atmosfere tlenu pod ciSnieniem 46 atm, O -------- O (137).

Indukcje dysmutazy ponadtlenkowej stwierdzono takze w organiz-
mach eukariontycznych na przykiad: w komaérkach Saccharomyces cere-
visieae (70) i erytrocytach szczura (139). Stwierdzono wzrost aktywnosSci
dysmutazy ponadtlenkowej po inkubacji w atmosferze 100% tlenu w
komorkach drozdzy S. cerevisieae.

Przy cisnieniu rownym 16 atm. aktywno$¢ wilasciwa enzymu wzrosta
12-krotnie.

Role ochronng dysmutazy ponadtlenkowej wykazano ostatecznie w pra-
cach nad mutantem niezdolnym do syntezy tego enzymu in vivo. Otrzy-
mano wrazliwego na temperature mutanta TS—2 E. coli niezdolnego
w temperaturze 42°C do biosyntezy dysmutazy i przez to niezdolnego do
zycia w warunkach tlenowych. Wywotanie rewersji mutacji TS—2 przy-
wracato mutantowi zdolno$¢ syntezy enzymu i wzrostu w atmosferze
tlenu (140).
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Wrazliwo$¢ dysmutazy ponadtlenkowej na nadtlenek wodoru skie-
rowato zainteresowanie badaczy na problem wspotzaleznosci miedzy
reakcjag dysmutacji i aktywnos$cig katalazy. Okazato sie, ze katalaza wy-
stepuje tylko w mikroorganizmach tlenowych, obecno$¢ dysmutazy
stwierdzono w komérkach bakterii tlenowych i wzglednie tlenowych (60).
Mikroorganizmy wzglednie tlenowe mimo aktywnos$ci dysmutazy nie za-
wierajg katalazy. Z bakterii tych zapewne, nadtlenek wodoru dyfunduje
na zewnatrz (60). Stwierdzono, ze wzrastajagce cisnienie i tym samym
wzrastajace stezenie tlenu indukuje zar6wno synteze de novo dysmutazy
zawierajacej Cu i Zn jak i zawierajgcej Mn, podczas gdy poziom dysmu-
tazy E. coli zawierajgcej Fe nie zmienia sie w tych warunkach (141). Nie
stwierdzono takze (poza kilkoma przypadkami watpliwymi) indukcji tle-
nem aktywnosci katalazy ani peroksydaz (141).

W Swietle tych badan wydaje sie nie ulega¢ watpliwosci, ze dysmutaza
ponadtlenkowa a nie katalaza jest enzymem skutecznie ochraniajacym
organizmy przed toksycznym dziataniem tlenu.

V. Znaczenie ewolucyjne

Zdaniem Fridovicha (11) odkrycie az trzech form dysmutazy po-
nadtlenkowej w organizmach prokariontycznych i organellach komodrek
eukariontobw ma duze znaczenie ewolucyjne, szczeg6lnie w rozwazaniach
nad hipotezg egzogennego pochodzenia organelli na przyktad mitochon-
driow (142).

POCHO- |
DZENIE
ENZYMU SEKWENCJA AMINOKWASOW
5 10
E. coli(Mn) SER TYR THR LEU PRO SER LEU PRO TYR ALA TYR ASP ALA
Mitochon-
drion (Mn) LYS HIS THR LEU PRO ASP LEU PRO TYR ASP TYR GLY ALA
E. Coli (Fe) SER PHE GLUILEU PRO ALA LEU PRO TYR ALA LYS ASP ALA

Cystosol
(Cu, Zn)Ac  ALA THR LYS ALA VAL CYS VAL LEU LYS GLY ASP GLY PRO

15 20 25
E.coli(Mn) LEU GLU PRO HIS PHE ASP LYS GLN THR MET GLU LEU
Mitochon-
drion (Mn) LEU GLU PRO HIS ILE SER ALA GLU ILE MET GLN LEU
E. coli(Mn) LEU ALA PRO HIS ILE SER ALA GLU ? ILE GLU TYR
Cytosol
(Cu, Zn) VAL GLN GLY THR ILE HIS PHE GLU ALA LYS GLY ASP

Ryc. 4. Porownanie sekwencji aminokwaséw N-koncowych réznych form dysmutazy
ponadtlenkowej. (142)
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Podobienstwo w budowie dysmutazy zawierajacej Mn z bakterii
i z mitochondriow oraz réznice miedzy dysmutazg mitochondrialng a en-
zymem cytoplazmatycznym przemawiajg wyraznie za wewngtrzkomor-
kowga symbiozg prokariont — protoeukariont, bedaca w zatozeniach teorii
zjawiskiem prowadzgcym do powstawania mitochondriéw. Fakt, ze dys-
mutaza mitochondrialna jest zakodowana w jagdrowym DNA nie podwaza
tej teorii, poniewaz przeniesienie materiatu genetycznego miedzy sym-
biontami jest bardzo prawdopodobne (11).

Na rycinie 5 przedstawiono ustalong sekwencje 25 aminokwaséw (od
N-konca) réznych form dysmutazy ponadtlenkowej. Widoczne podobien-
stwa i réznice w sekwencji aminokwaséw przemawiajg za egzogennym
pochodzeniem mitochondriéw, a moze tez innych organelli komérko-
wych.

Artykut nadszedt 27.1.1975; po rewizji autorskiej otrzymano 18.3.1975.
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Budowa i funkcja glikolipidow siarczanowych

Structure and Function of Sulfated Glycolipids

Wsrod dotychczas poznanych siarczanowych pochodnych glikolipidow
zwierzecych mozna wyr6zni¢ dwie podstawowe grupy: |. Siarczany galak-
tozyloglicerydéw; Il. Siarczany sfingoglikolipidow. Wspolng cecha tych
zwigzkow jest obecno$é grupy siarczanowej przy trzecim weglu galaktozy.

W skiad grupy sulfosfingoglikolipidow wchodzg siarczany: galaktozy-
loceramidu, laktozyloceramidu i galaktozylolaktozyloceramidu oraz kwas
ungulowy, zawierajgcy ponadto galaktozoamine i kwas sialowy.

I. Siarczany galaktozyloglicerydow

Siarczanowe glikolipidy zaliczamy do grupy glikozyloglicerydéw, w
ktérych grupa cukrowa potgczona jest wigzaniem O-glikozydowym z trze-
cim weglem dwuglicerydu lub alkilo-2-acyloglicerolu. Siarczanowg po-
chodng glikozyloglicerydu wykryto w 1972 roku (1,2). Zwigzek ten sta-
nowi gtowny glikolipid jader i spermy szczura i wieprza, czemu zawdzie-
cza swg nazwe — seminolipid (2).

Jakos$ciowa analiza oczyszczonego siarczanu glikozyloglicerydu wyka-
zala, ze zawiera on galaktoze, kwasy tluszczowe, diugotancuchowy eter
glicerolu i grupe siarczanowg (1,2). Skiad odsetkowy kwaséw tluszczo-
wych i eterow glicerolu w siarczanie glicerogalaktolipidu z jader wieprza
i szczura oraz spermy wieprza podano w tabeli 1

Widmo w podczerwieni (Rye. 1) wskazuje na wielkie podobienstwo do
widma galaktozylo-dwuglicerydu, w ktérym to zwigzku galaktoza przy-
faczona jest wigzaniem beta-glikozydowym (obecno$¢ szczytu absorpcji
w zakresie 875 cm-1). Absorpcja w zakresie 820 cm-1 i 1240 cm-1 Swiad-

*) Ph. D., Department of Biochemistry, New York Medical College, Valhalla,
New York, U.S.A.

< Dr med., Klinika Choréb Wewnetrznych Akademii Medycznej, ul. M. Skto-
dowskiej 24a, 15-276 Biatystok.
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Tabela 1.

Procentowy sktad kwaséw ttuszczowych i eteréw glicerolu w sulfoglicerogalaktolipidzie (1,2)

Procent kwaséw ttuszczowych Procent eteréw glicerolu
Tkanka
14:0 16:0 chimyl* batyl**
Jadra i sperma wieprza 5,0 95,0 78,0
Jadra szczura 90,0 90,0 10,0

* Alkohol palmitylowy tworzacy estry z glicerolem
** Alkohol stearylowy tworzacy estry z glicerolem

czy o0 obecnosci estrowej grupy siarczanowej w pozycji ekwatorialnej
galaktozy.

Pozycje grupy acylowej (absorpcja w zakresie 1735 cm-1) potwierdzo-
no takze za pomocag spektrometrii magnetycznego rezonansu protonu (2).
Badania strukturalne za pomocag catkowitej metylacji siarczanu galakto-
zyloglicerydu ustality pozycje grupy siarczanowej przy weglu trzecim ga-

3300 2000 1800 7900 700
cm—1

Ryc. 1. Widmo absorpcyjne w podczerwieni sulfogalaktozyloglicerydu
(z jader wieprza) (2)

CK20H
oh/l T I\ N0 G,
ef Xc HCOCO(CH2)i4CH3
A\ ? so3h h |
[o C H2CO(CH2)I5CH3
H OH

Ryc. 2. Wzér strukturalny sulfogalaktozyloglicerydu (2)

laktozy (obecno$¢ 2,4,6-tr6j-O-metylogalaktozy). Kwasna metanoliza siar-
czanu glicerogalaktolipidu data trzy r6zne pochodne: monogalaktozylo-
-dwugliceryd, monogalaktozylo-monogliceryd oraz siarczan galaktozylo-
-alkilo-glicerolu. Pozwolito to na ustalenie (2) struktury siarczanu glice-
rogalaktolipidu jako:

I-0-heksadecylo-2-0-heksanodekanoilo-3-beta'-sulfogalaktozylo-glicerol
<Ryc. 2).
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Badania nad rozmieszczeniem siarczanu galaktozyloglicerydu w réz-
nych tkankach zwierzecych wskazujg na jadra i sperme, jako na tkanki
0 najwiekszym stezeniu tego zwigzku (Tabela 2).

Tylko $ladowe ilosci siarczanu galaktozyloglicerydu wykryto w moézgu
szczura (3).

Tabela 2.

Zawarto$¢ (w mg) sulfogalaktozyloglicerydu w jadrach szczura i wieprza oraz w spermie wieprza

(1,2).

Tkanka mg/g masy tkanki
Jadra szczura 0,48
Jadra wieprza 0,24
Sperma wieprza 0,83

Il. Siarczany sfingoglikolipidéw

Do grupy estrow siarczanowych sfingoglikolipidéw (sulfatydéw) na-
lezg siarczany: monoheksozyloceramidu, dwuheksozyloceramidu, trojhek-
sozyloceramidu oraz kwas ungulowy.

I1-1. Kwas ungulowy

Kwas ungulowy wykryli w 1967 roku Nieminen iwsp. (4) w tkan-
ce rogowej kopyta (ungula — tac. kopyto) i zaliczyli go do siarczanowych
pochodnych gangliozydéw. Natomiast U eta i wsp. uwazajg kwas ungu-

25 3,0 40 50 60 70 808010 12 1416
T T T T T

I T T ' e

1 1 1 1 1
2000 7600 1200 800 600

4000 3000
cm-1

Ryc. 3. Widmo absorpcyjne w podczerwieni kwasu ungulowego (5)

lowy za pochodng siarczanowga cholesterolu (4 a). Przyczyng owej rdéznicy
zdan jest odmienna ruchliwo$é kwasu ungulowego w chromatografii cien-
kowarstwowej i rozna intensywno$¢ barwienia sie chromianem potasu

4 Postepy Biochemii
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Tabela 3.

Sktad kwasow ttuszczowych w kwasie ungulowym wyizolowanym z réznych tkanek (5.6)

Tkanka

16:0*
Zrogowaciaty naskdrek
cztowieka 53,2
Wihosy cziowieka 49,2
Paznokcie cztowieka 38,7
Szczecina $wini 39,1
Wetna owcy 32,8
Pi6éra ptakéw 29,8
Kopyto konia 19,7

Procent kwaséw ttuszczowych

16:1

79

1,9

10,2

25,5

*—liczba atoméw Wegla; liczba podwéjnych wigzan

Zawarto$¢ ttuszczoéw i kwasu ungulowego w réznych tkankach zwierzecych (5,6)

18:0

28,5

32,0

50,6

42,2

41,5

30,5

63,7

Lipidy catkowite

Tkanka

Zrogowaciaty naskérek
cztowieka

Wiosy cztowieka
Paznokcie cztowieka
Szczecina Swini
Wetna owcy

Piora ptakow

Kopyto konia

Procent masy
tkanki

1,2

31

21

31

51

2,0

2,0

18:1

7,6

10,1

Procent ttuszczéow

20:0

3,8

6,0

51

46

12,0

catkowitych

13,8

3,9

10,2

3,5

4,5

7,0

25,0

Kwasy
hydro-
ksylowe

6,6

74

8,4

73

Kwas ungulowy

Pozostate

kwasy
ttuszcz.

54

6,0

54

2,3

4,6

Tabela 4.

Procent masy

tkanki

0,11

0,23

0,14

0,5
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w kwasie siarkowym niz to wykazujg poznane dotad siarczanowe gliko-
lipidy i gangliozydy. Natomiast wspdlne cechy siarczanowych glikolipi-
dow, gangliozydéw i kwasu ungulowego, to: tworzenie niebiesko-czerwo-
nej barwy z odczynnikiem rezorcynolowym i identyczna absorbcja w wid-.
mie podczerwonym o szczycie przy 1240 cm-1 zdradzajgca obecno$¢ grupy
siarczanowej (Ryc. 3).

Azot stanowi 3,8%, a siarka 2,4% kwasu ungulowego. Jego ciezar cza-
steczkowy, oznaczony za pomocg metody osmometrycznej w metanolu,
wynosi 1280. Kwasna metanoliza kwasu ungulowego wykazata obecnos$é
galaktozy, galaktozoaminy, zasady dtugotaricuchowej i kwasu tltuszczowe-
go w stosunkach molarnych rownych jednosci. Kwas sjatowy wchodzacy
w sktad kwasu ungulowego, rézni sie od kwasu sialowego zawartego w
gangliozydach duzg odpornoscig na kwasng hydrolize.

Cechg charakterystyczng kwasu ungulowego jest duza r6znorodnosc
kwasow ttuszczowych zawartych w jego czasteczce (Tabela 3), a takze
réznorodnos$¢ zasad diugotancuchowych, niemniej jednak C—18 sfingo-
zyna stanowi zawsze najwiekszy procent zasad, bez wzgledu na zrodio
pochodzenia kwasu ungulowego.

Zawarto$¢ kwasu ungulowego w réznych tkankach stanowi tres¢ tabeli 4.

11-2. Siarczan galaktozyloceramidu

Sktad tego sulfatydu zostat po raz pierwszy podany przez B lixa (7),
ktory wykazat, ze zwigzek ten zbudowany jest z sfingozyny, kwasow
ttuszczowych i estru siarczanowego galaktozy. Wstepne prace dotyczace
pozycji grupy siarczanowej sugerowaty, ze jest ona przytgczona do wegla
szostego galaktozy (8,9). Dalsze badania (10— 13) wykazaty jednak, ze ze-
stryfikowana jest przy weglu trzecim galaktozy. Galaktoza przytgczona
jest do ceramidu wigzaniem beta (14):

(SOsH - 3)—Gal—(1 -> Ij—Cer

11-3. Siarczan dwuheksozyloceramidu

Sulfatyd zbudowany z galaktozy, glukozy i ceramidu zostat po raz
pierwszy wyizolowany z nerki cztowieka przez Martenssona (15).

Metoda czeSciowej hydrolizy i utleniania nadjodanem wykazaty, ze
sulfatyd ten jest galaktozyloglukozyloceramidem posiadajagcym grupe
siarczanowg przytaczong do wegla trzeciego galaktozy (16). Wyniki me-
tylacji potwierdzity pozycje grupy siarczanowej, a takze pozwolity usta-
li¢ wigzanie miedzy galaktoza i glukozg jako 1—4 (17):

(SOH > 3)—Gal—(1 > 4)—Gic—(@  lj—Cer
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Tabela 5.
Zawarto$¢ sulfatydow w réznych organach kregowcéw w [¢M/g suchej tkanki
1
i Sulfatyd
monoheksozylo
Sulfatyd ceramidu Sulfatyd Sulfatyd
Tkanka monoheksozylo- + dwuheksozylo-  trdjheksozylo-
ceramidu Sulfatyd ceramidu ceramidu
dwuheksozylo-
ceramidu

Substancja szara
mézgu cztowieka (20) 1,8 - _
Substancja biata
moézgu cztowieka (21) 26,2 _ _
Nerka cztowieka (22) 0,55 0,20 _
Sledziona cztowieka
(22) 0,05 _
Watroba cztowieka
(22) 0,02 _
Cze$¢ korowa nerki
bydlecej (23) 0,1 — .
Cze$¢ rdzenna nerki
bydlecej (23) 0,9 — _
Sluzéwka zotadka
Swini (19) 0,38 0,15 0,08
Jelito psa (24) 0,18 —

Gruczot solny mewy
(29) 5,65 — —

Gruczot solny kaczki
(25) 8,20 — _
Nerka psa réwniez zawiera siarczan dwugalaktozyloceramidu (18):
(SOH)—Gal—Gal—Cer
Nadal jednak struktura tego zwigzku jest nieznana.

11-4. Siarczan tréjheksozyloceramidu

Sluzéwka zotadka $wini zawiera oprécz siarczanéw galaktozyloce-
ramidu i laktozyloceramidu, réwniez siarczan trojheksozyloceramidu (19).
Jak to wynika z analizy produktéw jego degradacji, sulfatyd ten zbudo-
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wany jest z glukozy, ceramidu i dwu czasteczek galaktozy, czyli jest on
siarczanem galaktozylolaktozyloceramidu. Typ wigzan miedzy cukrami,
a takze pozycje grupy siarczanowej ustalono postugujgc sie metodg me-
tylacji i utleniania nadjodanem: grupa siarczanowa przytgczona jest do
wegla trzeciego terminalnej galaktozy, a wigzania Gal—Gal i Gal—Gic
sg typu 1-»4

(SOsH -> 3—Gal—(1 -> 4j—Gal—(1 -> 4)—Gic—(1 -> |j—Cer

11-5. Lokalizacja narzadowa sulfatydow

Z dotychczasowych badan nad rozmieszczeniem sulfatydow w narzg-
dach zwierzat wynika, ze sulfatydy dwuheksozylo- i tréjheksozylocera-
midu wystepujg w wiekszosci narzadow migzszowych z wyjatkiem tkanki
nerwowej, natomiast sulfatyd galaktozyloceramidu wystepuje zaréwno
w tkance nerwowej jak i w pozostatych narzgdach (Tabela 5).

Na szczeg6lng uwage zastuguje wysoki poziom sulfatydéw w sub-
stancji biatej mézgu cztowieka, a u ptakbw — w gruczotach solnych. Sul-
fatydy wraz z innymi lipidami (gtéwnie cerebrozydami) tworza btone ota-
czajacg wypustki osiowe komdrek nerwowych. Obecno$¢ duzych iloSci
sulfatydow w czesci rdzennej nerki i gruczotach solnych wigze sie z trans-
portem sodu (23).

I1l. Budowa czes$ci ceramidowej sulfatydow

Sulfatydy réznych tkanek kregowcéw zawierajg te samg cze$¢ polarng
(SOH -> 3—Gal), natomiast réznig sie czeScig lipofilowa (ceramidowsg).

I11-1. Kwasy ttuszczowe sulfatydéw

Rozktad kwaséw ttuszczowych w sulfatydach jest na ogét podobny do
rozktadu w innych glikosfingolipidach danego narzadu. Siarczan galakto-
zyloceramidu i cerebrozyd zawieraja duzo hydroksykwaséw, ktére w przy-
padku sulfatydéw gruczotéow solnych ptakéw, stanowig ponad 90°/0 kwa-
sow ttuszczowych (23). Siarczan galaktozyloceramidu nerki bydlecej za-
wiera gtownie kwasy 22h :O; 23h :O oraz 24h :0O. Sulfatydy tkanek in-
nych niz nerwowa, zawierajg ponadto duzg ilos¢ C2 Ci6i Ci8 kwasow
ttuszczowych (Tabela 6 i 7):

Siarczan dwuheksozyloceramidu na og6t zawiera mniej hydroksykwa-
séw, ktore, np. w przypadku nerki bydlecej stanowia zaledwie 17°/0 ca-
tosci kwaséw tluszczowych, a tylko znikomy procent w btonie Sluzowej
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zotgdka (19). Siarczan trojheksozyloceramidu wyizolowany z $luzéwki zo-
tadka Swini (19) zawiera znaczng ilo§¢ kwaséw ttuszczowych C—16 i C—18
i tylko $ladowe ilosci hydroksykwasow (Tabela 8):

Tabela 6.

Zawarto$¢ kwaséw ttuszczowych o prostych tancuchach weglowych (w %) wystepujacych
w sulfatydach mézgu i nerki cztowieka (26)

Dwuheksozylo-
Monoheksozylosulfatydy y

sulfatydy
Kwasy . .
thuszezowe Substancja Substancja
biata szara Nerka

mozgu mézgu
16:0 13 1,3 6,7 8,4
18:0 53 4.8 1,5 32
18:1 1,3 0,5 0,2 0,2
20:0 0,5 0,8 45 79
22:0 15 2,2 22,7 23,6
22:1 0,4 0,3 1,0 18
23:0 2,6 9,0 10,0 2,6
23:1 — — 0,6 0,6
24:0 18,6 135 31,2 26,8
24:1 38,7 40,0 18,7 225
25:0 3.3 57 1,0 0,7
25:1 11,4 13,4 0,6 0,2
26:0 0,9 1,7 03 05
26:1 8,7 0,3 0,3 _

111-2. Diugotancuchowe zasady sulfatydow

Réznorodnos$¢ zasad diugotancuchowych, zaréwno dwu- jak i tréjhy-
droksylowych wystepujacych w sulfatydach, jest dodatkowym czynnikiem
zwiekszajacym heterogennos$¢ czesci lipofilnej sulfatydow.



(9] GLKOUPDY SARCZANOAE 327

Tabela 7.

Procentowa zawarto$¢ kwaséw hydroksylowych wystepujacych w sulfatydach moézgu i nerki
cztowieka (26)

Dwuheksozylo-

Monohesozylosulfatydy sulfatydy
Kwasy . -
hydroksylowe Sub_stancla Substancja

biata szara Nerka

mozgu madzgu
16 h:0 — — 2,9 151
18 h:0 0,6 0,4 11 15
20 h:0 0,2 0,4 2,6 7,1
22 h:0 4,9 6,1 16,0 19,3
22 h: 1 — 0,8 0,9
23 h:0 12,0 16,2 16,9 9,9
24 h:0 26,9 37,1 29,1 23,2
24 h: 1 33,9 16,0 24,4 16,7
25 h:0 58 9,9 1.2 13
25h:1 6,4 5,0 1,8 —
26 h:0 19 25 0,4 0,7
26 h: 1 59 57 0,4 —

Sulfatydy nerki bydlecej (23) oprécz zasad dwuhydroksylowych, za-
wierajg takze od 30 do 50°/0 zasad tréjhydroksylowych. Podstawowg za-
sadg mono- i dwuheksozylosulfatydéw nerki ludzkiej jest C-18 sfingenina
oraz — w znacznie mniejszych iloSciach — C—18 fitosfinganina (27). Sul-
fatydy gruczotow solnych mewy i kaczki (25) cechuje wysoka zawarto$é
C—20 sfingeniny (Tabela 9) i brak zasad trojhydroksylowych.

Sulfatydy gruczotéw solnych (28) Sgualus acanthiasis (rekin z rodziny
Saualidae) zawierajg okoto 50% zasad trojhydroksylowych, gtdwnie C—18
i C—19 fitosfinganine. Spos$réd zasad dwuhydroksylowych najwiecej jest
C—18 sfingeniny. Sulfatydy te takze zawierajg rozgatezione zasady dwu-
i tréjhydroksylowe. Zasad tego typu nie spotyka sie w sulfatydach mézgu*
nerki i gruczotow solnych ptakéw. Zasady diugotancuchowe wystepujace
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Tabela 8

Zawarto$¢ kwasow ttuszczowych tréjheksozylosulfatydu
Sluzéwki zotgdka Swini (w %) (19)

Dtugosé tancucha

Procent
weglowego
1
14:0 1 15
16:0 18,7
18:0 29,2
18:1 255
20:0 3,2
20:1 89
20h:0 .0
1
22:1 3,0
22h:0 2,5
24:1 31
24h:0 0,3
Niezidentyfikowane 31

w sulfatydach zotgdka Swini (19) majg podobng budowe do zasad znale-
zionych w innych glikolipidach tej tkanki (29—33) w gtéwnej mierze jest
to C—18 sfingenina.*

IV. Biosynteza glikolipidéw siarczanowych
IV-1. Biosynteza sulfatydéw

Badania McKhanna iwsp. (34)i Balasubramaniana oraz
Bachawata (35) wykazaly, ze homogenaty mozgu, watroby, nerki
i Sledziony szczura zawieraja enzym, ktéry przenosi grupe siarczanowag
z 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczanu na galaktozyloceramid dajac galak-

*) Bardziej szczeg6towe dane — patrz artykut B. Czartoryskiej, Post. Bio-
chem. (1971), 17, 3—25.
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Tabela 9.

Diugotancuchowe zasady wystepujagce w sulfatydach

gruczotdw solnych mewy i kaczki (w %) (25)
Zasada Procent
Mewa Kaczka
C15sfinganina 1 1
Cl6sfinganina 2 2
C1r-sfinganina 5 3
C17-sfingenina 1 1
Ci8sfinganina 10 5
C18sfingenina 22 28
C19sfingenina 1 2
C2sfinganina 14 4
Cjo-sfingenina 40 52

tozylosulfatyd. Grupa siarczanowa moze tez by¢ przenoszona na laktozy-
loceramid dajac laktozylosulfatyd (36). Synteza sulfatydéw jak i innych
zwiagzkow siarczanowych (mukopolisacharyddw, siarczanowych glikopro-
teidéw i steroiddéw) wymaga aktywacji nieorganicznego siarczanu przy
udziale ATP. Proces ten jest katalizowany przez enzym ATP-sulfurylaze.
Powstajacy adenozylo 5'-fosfosiarczan w obecnosci ATP i enzymu kinazy
adenozylo-5'-fosfosiarczanu daje 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczan. Ak-
tywna grupa siarczanowa w obecno$ci enzymu sulfotransferazy jest na-
stepnie przenoszona na odpowiedni akceptor. Sulfotransferaza przeno-
szgca grupe siarczanowg na galaktozyloceramid lub laktozyloceramid nosi
nazwe sulfotransferazy cerebrozydu. Z wstepnych prac nad wewnatrz-
komérkowa lokalizacjag tego enzymu w watrobie szczura i myszy oraz
w madzgu szczura wynika, ze (34, 37, 38) znajduje sie on we frakcji mikro-
somalnej. Poniewaz frakcja ta zawiera gtdwnie btony pochodzace z reti-
kulum endoplasmatycznego, aparatu Golgiego i uktadu siateczkowo-$réd-
btonkowego, doktadnej lokalizacji tego enzymu nie ustalono. Najwiecej
jednak danych przemawia za aparatem Golgiego, jako gtéwnym siedli-
skiem sulfotransferazy (Tabela 10).

Nieznaczna aktywnos$¢ sulfotransferazowa frakcji gtadkich mikroso-
mow moze by¢ wynikiem zanieczyszczenia tej frakcji btonami aparatéw
Golgiego.
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Sulfotransferaza aparatu Golgiego wykazuje wysoka specyficznosé w
stosunku do galaktozyloceramidu oraz do galaktozylosfingozyny (psycho-
zyny). Z badan Cumara i wsp. (40) oraz Nussbauma i Mande-
la (41) wynika jednak, ze sulfotransferazy: przenoszaca aktywng grupe
siarczanowga na psychozyne dajac siarczan psychozyny i sulfotransferaza
przenoszaca grupe siarczanowg na galaktozyloceramid, r6znig sie statg
Michaelisa. Ponadto psychozyna jest niekompetytywnym inhibitorem sul-
fotransferazy galaktozyloceramidowej. Dalsze etapy syntezy siarczanu ga-
laktozyloceramidu z siarczanu psychozyny nie sg obecnie znane.

Young (42) za pomocg autoradiografii wykazat, ze radioaktywny
o042 najwczesniej ukazuje sie w retikulum endoplazmatycznym i apa-
racie Golgiego. Na podstawie tych danych sugeruje, ze aprat Golgiego nie
tylko zawiera sulfotransferaze, ale tez i enzymy zwigzane z aktywacja
nieorganicznego siarczanu przez ATP.

Tabela 10.

Aktywnos$¢ sulfotransferazy w oczyszczonych frakcjach wewnatrzko-
mérkowych nerki szczura (39)

Aktywnos¢ sulfotransferazy

Frakcja ix mole/godz/mg biatka
Petny homogenat 0,2
Jadra 0,0
Mitochondria 0.0
Mikrosomy szorstkie 0,2
Mikrosomy gtadkie 13
Aparat Golgiego 14,0
Btona plazmatyczna 0,0
Supernatant (10 5000xg) 0,0

1V-2. Biosynteza sulfogalaktozyloglicerydu

Badania nad biosynteza siarczanu galaktozyloglicerydu prowadzone
przez Knappa iwsp. (43) wskazujg, ze jadra szczura zawierajg enzym,
sulfotransferaze, przenoszaca grupe siarczanowa na wegiel trzeci galakto-
zy z 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczanu zaréwno na monogalaktozylo-
-dwugliceryd jak i na galaktozylo-ceramid. Galaktoza w obydwu tych
zwigzkach potgczona jest z czescig lipidowg wigzaniem typu beta. Dwu-
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galaktozylo-dwugliceryd, ktory zawiera alfa-galaktoze jako korncowy cu-
kier, nie moze by¢ akceptorem grupy siarczanowej. Wyniki te wskazuja,
ze sulfotransferaza z jader szczura jest w stanie usiarczanowac galakto-
lipidy posiadajgce zaréwno glicerolowy jak i sfingozynowy szkielet, ale-
tylko wtedy, gdy zawierajg beta-galaktoze jako koncowy cukier.
m\Wzbogacenie aktywnosci sulfotransferazy — w poréwnaniu z homo-
genatem (Tabela 11) — zauwazono we frakcji mikrosomalnej, a najwyz-
szag we frakcji aparatébw Golgiego.
Tabela 1i.

Specyficzna aktywnos$¢ sulfotransferazy 3'-fosfoadenozylo-5'-fosfosiarczanu: galaktolipid w wew-
natrzkomoérkowych frakcjach jader szczura (43)

. 3 (35S) inkorporowany Wzgledna

Frakcja komérkowa (cpm/50 [Jg enzymu/godz.) aktywnos¢ specyficzna
Petny homogenat 580 1,0
Frakcja mikrosomalna 1400
Frakcja zawierajgca aparat
Golgiego 10100 17,3
Supernatant
105 OOOxg 0 0

* cmp—impulséw na minute

Wyniki te potwierdzajg spostrzezenia Fleischera i Zambrano (39)
0 aparacie Golgiego, jako systemie stuzacym nie tylko do transportu i mo-
dyfikacji produktow wydzielniczych, ale réwniez jako bioragcym udziat
w ostatecznej syntezie lipidow, ktore stajg sie czeScig bton komorkowych.

V. Degradacja sulfatydéw

Poczatkowym etapem degradacji sulfatydoéw jest usuwanie grupy siar-
czanowej. Dalej proces degradacji przebiega podobnie do tych, jakie obser-
wujemy w obojetnych glikolipidach.

Obecnos¢ sulfatazy w mozgu i innych tkankach byta po raz pierwszy
wykazana przez Mehla i Jatzkewitza (44). Aktywno$¢ sulfatazy
cerebrozydowej zalezy od dwoch skiadnikéw: cieptostabilnego i cieptola-
bilnego. Uwaza sig, ze labilny sktadnik jest prawdopodobnie arylosulfata-
za A (45). Obnizony poziom tego enzymu lub jego brak stwierdzono u lu-
dzi cierpigcych na leukodystrofie metachromatyczng. Schorzenie to ce-



352 B L SLOMANY | IN 4

echuje nadmierne gromadzenie sie mono- i dwuheksozylosulfatydéw w réz-
nych tkankach (46). Poniewaz poziom mono- i dwuheksozylosulfatydow
wzrasta w czasie tej choroby, uwaza sie, ze arylosulfataza A jest odpo-
wiedzialna za usuwanie grupy siarczanowej z obydwu sulfatyddw.

Wstepnym etapem degradacji sulfatyddw moze tez by¢ de-N-acylacja,
w wyniku ktérej powstaje siarczan psychozyny.

Ostatnio Eto i wsp. (47) wykazali obecno$¢ sulfatazy siarczanu psy-
chozyny w tkankach ludzkich (fibroblasty skory).

Z przedstawionych przez autoréw danych wynika, ze prawdopodobnie
ta sama sulfataza degraduje zaréwno siarczan psychozyny jak i siarczan
galaktozyloceramidu. Skoro ta sama sulfataza moze usuwaé grupe siar-
czanowag z siarczanu psychozyny i siarczanu galaktozyloceramidu, grupa
N-acylowa czesci ceramidowej galaktozyloceramidu wydaje sie nie od-
grywac istotniejszej roli w rozpoznaniu substratu przez sulfataze. Nato-
miast pozycja grupy siarczanowej na galaktozie jest zasadniczo wazna:
np. syntetyczny galaktozylo-(6-siarczan)-ceramid i galaktozo-6-siarczan nie
sg hydrolizowane przez sulfataze (48).

Psychozyna z powodu obecnosci wolnej grupy aminowej wykazuje
wiasnosci cytotoksyczne (49). By¢ moze wihasciwosci detergentowe sg przy-
czyng rozlegtego uszkodzenia mieliny obserwowanej w leukodystrofii (50).

VI. Wiasnosci immunologiczne sulfatydéw

Poczatkowe préby imrnunizacji zwierzat w celu uzyskania przeciwciat
przeciwko sulfatydom byty niepomys$ine (51). Wprowadzenie udoskona-
lonych metod otrzymywania przeciwciat przeciwko czesci cukrowej gli-
kolipidéw (52) pozwolito ostatnio na uzyskanie przeciwcial skierowanych
przeciwko grupie siarczanowej i przylegtym grupom hydroksylowym cza-
steczki sulfatydu (53). Immunizacja krdlika siarczanem galaktozylocera-
midu w obecnosci albuminy bydlecej i adiuwantu Freunda powodowato
powstanie w przeciggu 40 dni przeciwcial przeciwko sulfatydom, ktérych
obecno$¢ mozna byto wykaza¢ za pomocg proby wigzania dopetniacza.
Nie powiodty sie natomiast préby uwidocznienia przeciwcial testami pre-
cypitacyjnymi. Odczyn wigzania dopetniacza zachodzit jedynie w obec-
nosci lipidéw pomocniczych, co jest charakterystyczng cecha haptendow
lipidowych. Stabe wtasnosci antygenowe sulfatydéw wedtug Hakomoriego
(53), sa wynikiem obecnosci silnie anionowej grupy siarczanowej.

VII. Funkcja glikolipidow siarczanowych

Pomimo duzej ilosci danych o rozmieszczeniu narzgdowym i budowie
msulfonowanych glikolipidow, nie wiele wiadomo o ich funkcji w organiz-
mie. Wzrost poziomu siarczanu galaktozyloglicerydu w jadrach szczura
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podczas pojawiania sie pierwszorzedowych spermatocytéw (43), moze
wskazywaé na jego role w procesie ksztaltowania sie jader.

Kwas ungulowy (6) wykazuje witasnosci bakteriostatyczne, a nawet
bakteriobdéjcze w stosunku do Streptococcus i Staphylococcus, moze wiec
uczestniczy¢ w ochronie naskdrka przed zakazeniem bakteryjnym. Sulfa-
tydy sa sktadnikiem bion komoérkowych i mogag odgrywaé role w proce-
sach selektywnej przepuszczalnosci i kontroli kontaktu miedzy komér-
kowego.

Znajdujace sie w Sluzéwce zotadka sulfatydy moga chroni¢ jg przed
autotrawieniem, a takze mogg stanowi¢ receptor jonéw sodowych. Duza
zawarto$¢ sulfatydéw w gruczotach podszczekowych (54) sugeruje ich
udziat w procesach wydzielniczych tego gruczotu. Spolaryzowane czastecz-
ki sulfatydow, obecne na powierzchni bton komoérkowych, mogg by¢ re-
ceptorami hormonow, produktow wydzielniczych komorki, jonow lub
antygenow.

Tabela 12.

Stosunek aktywnosci Na+, K+ATP-azy do stezenia sulfatydéw w réznych tkankach (25). Aktywnos$¢
enzymu przedstawiona jako ilos¢ mmoli fosforu nieorganicznego/g tkanki/godz. Wartosci
sulfatydéw przedstawione w \-molach/g suchej tkanki

Stosunek Na+, K+ATP-azy

Tkanka do sulfatydéw
Gruczot solny mewy 2,0
Gruczot solny kaczki 2,3
Gruczot wydalniczy psa morskiego 2,9
Czeé¢ korowa nerki bydlecej 17,7
Cze$¢ rdzennna nerki bydlecej 2,3
Substancja szara moézgu 2,1—1.2
Substancja biata mdzgu 0,04—0,026
Neuron 0,8
Komérki glejowe 2,7

Karlsson i wsp. (23, 25 27, 28) badajgc sulfatydy tkanek o wzmozo-
nym transporcie jondw sodowych zauwazyli, ze zawarto$¢ sulfatydow
wzrasta wraz z aktywnos$cig wydzielniczg tkanki. Cze$¢ rdzenna nerki,
w ktorej odbywa sie transport jonéw sodowych, zalezny od kortikosteroi-



- B L SOMAVY | IN 6

doéw, wykazuje znacznie wyzszy poziom sulfatydéw niz cze$¢ korowa.
ATP-aza aktywowana przez jony Na+ i K+, uwazana jest za istotng cze$¢
pompy sodowej (55). Poréwnujac aktywnosé¢ ATP-azy zaleznej od jonow
sodowego i potasowego (Na+, K+-ATP—azy) oraz poziom sulfatydéw w tej
samej tkance, Karlsson i wsp. (25) zauwazyli, ze stosunek ten jest podob-
ny w gruczotach solnych ptakéw, czeSci rdzennej nerki, substancji szarej
i komérkach glejowych mézgu (Tabela 12):

Na podstawie powyzszych danych wysuneli oni hipoteze, ze sulfatydy
moga stuzy¢ jako receptory albo przenosniki jonéw sodowych oraz dalej,
ze sulfatydy i Na+, K+-ATP-aza podlegajaca wptywowi kortykosteroidow,
sq skiadnikami btony komorkowej odpowiedzialnej za transport jondw so-
dowych.

Dane zebrane do chwili obecnej przemawiajg za tym, ze tylko czes¢
korowa nerki i substancja biata mdzgu (mielina) wykazujg inng warto$¢
aktywnos$ci Na+, K+-ATP-azy niz inne tkanki, gdzie stosunek stezenia sul-
fatydow do aktywnosci ATP-azy, jest wartoScig w przyblizeniu statg. Po-
niewaz podstawowym zadaniem mieliny jest ostanianie wypustek osio-
wych nerwoéw, Karlsson i wsp. (25) sugerujg, ze podczas réznicowa-
nia sie mieliny, sulfatydy zostalty oddzielone od Na+, K+-ATP-azy.
W przypadku nerki ci sami autorzy (24) uwazajg, ze jedynie funkcja Na+,
K+-ATP-azy kontrolowanej przez kortykosteroidy (a zlokalizowanej
w czesci rdzennej nerki) jest zwigzana z sulfatydami.

Transport jonow w czesci korowej nerki, ktéry nie jest kontrolowany
przez kortykosteroidy, jest takze niezalezny od sulfatydéw. Analiza oczy-
szczonej Na+, K+-ATP-azy wskazuje, ze chociaz enzym ten ma charakter
lipoproteidu (56), nie zawiera on sulfatydow (56) albo stanowig one zniko-
my procent czesci lipidowej tego enzymu (57). Badania nad rekombinacjg
Na+, K+-ATP-azy ustality (58), ze do odzyskania aktywnosci enzymatycz-
nej niezbedne sg fosfatydyloseryna i fosfatydyloglicerol. Sktad czesci ttu-
szczowej ATP-azy jest rézny w zaleznoSci od metody stosowanej do jej
oczyszczania i od typu tkanki uzytej do otrzymywania tego enzymu. We
wszystkich jednak badanych przypadkach sulfatydy wydajg sie nie od-
grywaé wiekszej roli w aktywacji Na+, K+-ATP-azy. Upowaznia to do
uogoélnienia, ze chociaz poziom sulfatydéow w tkankach o intensywnym
transporcie jonow sodowych jest znacznie wyzszy niz w pozostatych, to
jednak nie majag one wpltywu na aktywnos¢ Na+, K+-ATP-azy.

Artykut nadszedt 14.12.1974; po rewizji autorskiej otrzymano 8.3.1975.
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WALDEMAR LUTZ *

Kwasy zotciowe

Bile Acids

Kwasy zo6tciowe, monokarboksylowe pochodne cholesterolu powstajg
w watrobie, a nazwa wynika z ich obecnosci w zékci. Wystepujace w zoikci
kwasy zoiciowe sg pochodnymi hydroksylowymi kwasu 5”-cholanowego
(wzor 1) i roznig sie liczbg oraz rozmieszczeniem grup hydroksylowych (1).

H
HO
COOH
HO™” ~oH

H
; | E COOH,
~ n
HO” H OH

* Dr, Zaklad Analityki Lekarskiej, Instytut Medycyny Wewnetrznej WAM,
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Z6k¢ ludzka zawiera kwasy zotciowe pierwotne i wtérne. Kwasy zotciowe
pierwotne — cholowy (wzor Il) i chenodezoksycholowy (wzé6r I1I) po”
wstaja w watrobie z cholesterolu, wtdérne za$ z pierwotnych pod dziata-
niem flory bakteryjnej jelit. Sa to kwas dezoksycholowy (wzér 1V) i kwas
litocholowy (wzér V) (2).

| COOH

HO”” v
H

W z6kci kwasy zotciowe wystepuja jako amidy glicyny lub tauryny (3).
Te pochodne nosza nazwe zwiazanych kwasow zotciowych. W zokci czio-
wieka dominuja kwasy zoOlciowe zwiazane z glicyna, a np. w z06kci szczura
z tauryng (1). Stosunek ilosci kwasow zo6tciowych zwigzanych z glicyng
do zwigzanych z tauryna jest na ogot charakterystyczny dla zwierzat da-
nego gatunku, ale tatwo ulega zmianom w zalezno$ci od sktadu pokarmu,
dziatania niektérych hormonow, itd. (4). Kilka lat temu (5) proponowano
nazwa¢ zwigzane kwasy zoétciowe ,solami zétciowymi” dla odréznienia od
wolnych kwaséw zotciowych, ale termin ten sie nie przyjat.

Znaczenie kwasow zolciowych w przemianie materii wynika z dwoch
zasadniczych funkcji jakie petnig one w organizmie. Pierwsza funkcja to,
jak wiadomo, wiasciwos$¢ obnizania napiecia powierzchniowego i emulgo-
wania lipidéw (7); druga to eliminacja z organizmu piersScienia sterydo-
wego (6).

I. Wiasnosci kwaséw zo6tciowych

Pochodne giicynowe i taurynowe kwaséw cholowego (kwas 3a-, 7a-,
12a-tréihydroksy-5(3-cholanowy), chenodezoksycholowego (kwas 3a-, 7a-,
dwuhydroksy-5(3-cholanowy) i dezoksycholowego (kwas 3a-, 12cx-dwuhy-
droksy-58-cholanowy) wystepujg w zo6fci cztowieka jako sole sodowe
i potasowe. Wykazano takze w zéici cztowieka obecnos$¢ (1—2%) soli so-
dowych i potasowych kwasu litocholowego (kwas 3a-hydroksy-5|3-chola-
nowy( (8). Z zékci innych kregowcow izolowano kilka innych kwasow

CH;0H
CH
o1 \CHL0H

Vi
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i alkoholi zo6tciowych, jak np. scymnol (wzér VI) z z6ici ryb chrzestno-
szkieletowych (9).

COOH
S

OH

5 vit
H

W czgsteczkach kwaséw zétciowych wystepuje nasycony piersScien cy-
klopentanoperhydrofenantrenowy (steran), do ktérego dotgczone sg po-
larne grupy a-hydroksylowe przy weglach 3, 7 i 12. Przestrzenny wzor
czasteczki kwasu cholowego (wzo6r VII) pokazuje, ze wszystkie trzy grupy
hydroksylowe wystepujg ponizej ptaszczyzny utworzonej przez pierscien
steranowy. Cykloheksanowy pierscien A znajduje sie w konfiguracji cis
w stosunku do pierscienia B. Podobnie w innych kwasach zdéiciowych
obserwuje sie tego typu zaleznos$ci strukturalne. W ten sposéb kwasy
zotciowe, w odroznieniu od ich prekursora — cholesterolu, sa 5”-sterola-
mi. Rozmieszczenie hydrofilnych grup hydroksylowych po jednej stronie
ptaszczyzny czasteczki a hydrofobowych grup metylowych po stronie
przeciwnej warunkuje polaryzacje ptaszczyznowg w czgsteczkach kwasow
z6tciowych (10).

Do pierscienia steranowego przy C-17 dotaczony jest krdtki alifatycz-
ny tancuch zakonczony zjonizowang, silnie hydrofilng grupg karbosylowa.
Zapewnia to znaczng rozpuszczalno$é¢ kwaséw zdétciowych w wodzie (11).
Ruchomos$¢ osiowa bocznego tancucha alifatycznego pozwala na to, ze
grupa karboksylowa lezy w tej samej ptaszczyznie, co grupy hydroksy-
lowe warunkujace polarnosé czesci czasteczki. tancuch boczny zwiaza-
nych kwasoéw zotciowych jest diuzszy a takze bardziej polarny, niz
w wolnych kwasach zétciowych, poniewaz zawiera grupe karboksylowg
kowalencyjnie zwigzang z glicyng lub tauryna; wolny za$ koniec tego
przedtuzonego tancucha bocznego stanowi grupa karboksylowa lub sul-
fonowa.

Hydrofobne i hydrofilne czesci czgsteczek kwaséw zotciowych nie sg
tak wyraznie odgraniczone jak w dtugotancuchowych czasteczkach alifa-
tycznych, takich jak mydta i detergenty (12). Tym niemniej wystepujgca
w kwasach zdétciowych polarnosé ptaszczyznowa umozliwia im tworzenie
agregatow czasteczkowych zwanych micelami (Ryc. la) (13). Mogg tez
one tworzy¢ tzw. micele mieszane (Ryc. Ib), w skiad ktérych wchodzg
rowniez fosfolipidy (gtownie lecytyny) lub monoglicerydy i kwasy ttusz-
czowe (12, 14, 15). Takie mieszane micele moga wigza¢ czasteczki tréjgli-
cerydow i cholesterolu i w ten sposdéb rozpuszcza¢ je w roztworach wod-
nych (16). Krytyczne stezenie micelarne kwasow zoiciowych wystarcza-
jace aby mogt powsta¢ roztwér micelamy in vitro wynosi 2 milimole/litr
(7). Stezenie kwaséw zb6iciowych w gornym odcinku jelita po positku
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waha sie w granicach 3-12 milimoli/litr (17), a wiec jest znacznie wyzsze
od krytycznego stezenia micelarnego. Stezenie to rdzne jest w przypadku
kwas6w zétciowych wolnych i zwigzanych; zalezy ono ponadto od liczby
i rozmieszczenia grup hydroksylowych w czgsteczkach tych kwaséw (7).
Sktad i wielko$¢ miceli zalezy takze od temperatury oraz pH S$rodowis-
ka (7, 17).

a)

przekroj
podtuzny

przekroéj
poprzeczny'

liczba czasteczek 2-10
w agregacie

12-100

Ryc. la. Pierwszo- i drugorzedowa struktura miceli prostych tworzonych przez czg-
steczki kwaséw zéiciowych w roztworach wodnych. Powierzchnie hydro-
filne (zawierajgce grupy OH) czasteczek kwaséw zéiciowych skierowane sg
na zewngtrz natomiast hydrofobowe do wnetrza powstatego agregatu czg-

steczkowego.
czasteczki czasteczki
lecytyn
b) vty kwasow ttuszczowych

\

przekroj %

podtuzny é% %Eg

przekroj

poprzeczny

Ryc. Ib. Struktura miceli mieszanych tworzonych przez czgsteczki kwasdw z6tcio-
wych z czagsteczkami lecytyn (A) oraz z czasteczkami kwasoéw ttuszczowych
(B) w roztworach wodnych.

Czasteczki kwasow zétciowych tworzg strukture walcowata na zewnagtrz ktérej skierowane
sg powierzchnie hydrofilne, natomiast do wnetrza powierzchnie hydrofobowe kontaktujace sie
z tancuchami weglowodorowymi czasteczek lecytyn i kwasoéw ttuszczowych. Polarne fragmenty
lecytyn (fosfatydylocholina) i kwaséw ttuszczowych (grupy COOH) wystaja na zewngtrz po-
wstatego agregatu zwiekszajac jego wiasciwosci hydrofilne.
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Il. Biosynteza kwasow zdiciowych
I1-1. Biosynteza kwasu cholowego

W ciggu reakcji prowadzacych do powstania kwasu cholowego mozna
wyrézni¢ dwa etapy: 1) transformacje czasteczki cholesterolu do 3cc-, la-,
12a-trojhydroksy-5(3-cholestanu (wzér XIV); 2) degradacje tancucha bocz-
nego powstatego triolu.

11-1.1. Transformacja czasteczki cholesterolu w 3ct-, 7a-, 12a-tr6jhydroksy-5(3-cholestan

Droge biosyntezy, prowadzaca od cholesterolu do 3a, 7«-, 12a-tréjhy-
droksy-5~-cholestanu przedstawiono na rycinie 2.

Reakcjg zapoczatkowujaca jest hydroksylacja czasteczki cholesterolu
(wzor VIII) w pozycji 7 w wyniku czego powstaje 33-, 7a-dwuhydroksy-
cholest-5-en (wzo6r IX). Reakcja 7a-hydroksylacji cholesterolu jest praw-
dopodobnie etapem ograniczajgcym szybkos¢ syntezy kwaséw zotciowych.
Reakcje w obecnosci tlenu oraz NADPH katalizuje mikrosomalny sy-
stem enzymatyczny (18). Nie jest rozstrzygniete czy w skiad systemu
oksygenazy wchodzi cytochrom P-450 (19).

Przeksztatcenie czasteczki 3(3-, 7«-dwuhydroksycholest-5-enu (wzoér
IX) w 7a-hydroksycholest-4-en-3-on (wzér XI) odbywa sie poprzez utle-
nienie grupy 3(3-hydroksylowej i przesuniecie wigzania podwojnego z po-
zycji 5 w 4 pod dziataniem enzymoéw frakcji mikrosomalnej komorek
watroby (20). Reakcja ta wymaga NAD i wydaje sie, ze katalizujg jg dwa
enzymy: 3(3-hydroksy-CZ-steroidodehydrogenaza, ktéra katalizuje przej-
Scie 3P-, 7a-dwuhydroksycholest-5-enu (wz6r IX) w 7a-hydroksycho-
lest-5-en-3-on (wzér X) i A53-keto-C2F- steroidoizomeraza, ktéra katali-
zuje przejscie 7a-hydroksycholest-5-en-3-onu (wz6r X) w 7a-hydroksy-
cholest-4-en-3-on (wzér Xl). Sg rowniez sugestie, ze reakcje te katalizuje
tylko jeden enzym (21).

12a-hydroksylacje 7a-hydroksycholest-4-en-3-onu (wzdér XI) i powsta-
nie 7a-, 12«-dwuhydroksycholest-4-en-3-onu (wzér XIlI) katalizuje enzym
mikrosomalny, ktdry ma witasciwosci podobne do tych jakie stwierdzono
badajac 7a-hydroksylaze cholesterolowa (22). Enzym wymaga obecnosci
NADPH i tlenu a hamuje go tlenek wegla. 12a-hydroksylaza moze spet-
nia¢ wazng funkcje regulacyjng w okreslaniu stosunku kwasu cholowego
do chenodezoksycholowego w zotci (1).

Stereospecyficzng hydrogenacje la-, 12a-dwuhydroksyholest-4-en-3-
onu (wz6r XIl) do nasyconej pochodnej la-, 12a-dwuhydroksy-5p-chole-
stan-3-onu (wzér XIII) katalizuje A43-keto-C2/-steroido-5|3-reduktaza (23).
Specyficznym kofaktorem enzymu jest NADPH. Enzym ten redukuje
takze kilka nienasyconych C19 Cn i C2 sterydéw z szybkoS$cia przewyz-
szajaca szybkos¢ obserwowang w przypadku la-, 12a-dwuhydroksycho-

5 Postepy Biochemii



202 W LUTZ ]

lest-4-en-3-onu (wz6r XII). Nie wiadomo dotychczas czy wynika to z nis-
kiej specyficznosci substratowej enzymu, czy tez obecnosci kilku reduktaz
W preparacie enzymatycznym. 7a-, 12a-dwuhydroksycholest-4-en-3-on
(wzor XII) moze by¢ wspdlnym prekursorem dla kwasu 5a-cholanowego
jak i dla kwasu 5fi-cholanowego (24). Enzymy, ktore okreslaja konfigu-
racje przy C-5, rdznig sie lokalizacjg subkomorkowa (24, 25). 5”*-reduktaza
jest obecna w ptynie komérkowym, gdy 5a-reduktaza wystepuje w mi-
krosomach.

Viil IX
S
R g
“OH 0 ~OH
X1
QH OH
e PRI~
“~OH O ~OH
H
Xl Xin

Ryc. 2. Biosynteza kwasu cholowego
Przedstawiono kolejne etapy konwersji czasteczki cholesterolu do 3a-, 7a-, 12a-tréjhydro-
ksy-5|3-cholestanu. Cholesterol (VIII) -* 3f5-, 7a-dwuhydroksycholest-5-en (I1X) -* 7a-hydroksy-
cholest-5-en-3-on (X) 7a-hydroksycholest-4-en-3-on (XI) -» la-, 12a-dwuhydroksycholest-4-en-3-on
(XIl) ->m 7a-, 12a-dwuhydroksy-5f3-cholestan-3-on (XIIl) -m 3a-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-5|3-chole-
stan (X1V, patrz str. 343).

Dehydrogenaza 3a-hydroksy-CZ2~-sterydowa, katalizujgca reakcje
przejscia 7a-, l1l2a-dwuhydroksy-5|3-cholestan-3-onu (wzér XIIl) w 3a-,
la-, 12«-tréjhydroksy-5P-cholestan (wzér XIV) znajduje sie w superna-
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Ryc. 3. Biosynteza kwasu cholowego
Przedstawiono kolejne etapy degradacji tancucha bocznego 3a-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-
50-cholestanu. 3ct-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-5fl-cholestan (XIV) “m Za-, la-, 12a-, 26-czterohydroksy-
-5fi-cholestan (XV) 3a-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-50-cholestan-26-al (XVI) -mkwas 3a-, 7a-, 12a-tréj-
hydroksy-50-cholestan-26-owy (XVIIl) -* Za-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-5|3-cholestan-24-en-26-yloCoA
(XVII) -> 3a-, 7a-, 12u-24-czterohydroksy-5f)-cholestan-26-yloCoA (XIX) -> 3a-, 7a-, 12a-tréj-
hydroksy-50-cholestan-24-on-26-yloCoA (XX) - cholyloCoA (XXI) i propionyloCoA (XXII).
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tancie (100 000 g) homogenatu watroby szczura (23). Oczyszczony enzym
wymaga obecnosci NAD i charakteryzuje sie malg specyficznos$cig substra-
towg (1). Katalizuje bowiem nie tylko redukcje 7a-, 12a-dwuhydroksy-
5ft-cholestan-3-onu (wz6r XIII) ale takze innych nasyconych 3-keto-ste-
rydéw z serii Ci9, C2 i C2i.

Pr6cz omoéwionej tu istniejg jeszcze wprawdzie inne alternatywne
drogi syntezy 3a-, 7a-, 1l2a-tréjhydroksy-5P-cholestanu (wzér XIV) (26,
27), ale sg one znacznie mniej wydajne i prawdopodobnie nie odgrywaja
wiekszej roli w wytwarzaniu kwasow zotciowych przez watrobe.

11-1.2. Degradacja tancucha bocznego 3a-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-50-cholestanu

Etapy degradacji tancucha bocznego 3<¢, 7a-, 12a-tréjhydroksy-5%-cho-
lestanu (wzér XIV) przedstawiono na rycinie 3.

Pierwszym etapem w eliminacji koncowej grupy izopropylowej z bocz-
nego tancucha izooktylowego 3a-, 7a-, 12a-trojhydroksy-5|3-cholestanu
(wzdér XI1V) jest hydroksylacja do 3a-, 7a-, 12a-, 26-czterohydroksy-5f}-cho_
lestanu (wzdr XV). System enzymatyczny, katalizujgcy te reakcje zloka-
lizowano poczatkowo we frakcji mitochondrialnej watroby szczura (28),
dopiero ostatnio wykazano (29), ze hydroksylacja tancucha bocznego prze-
biega znacznie tatwiej w obecnosci frakcji mikrosomalnej oraz po doda-
niu NADPH. Mikrosomalne preparaty przeksztatcajg 3a-, 7a-, 12a-troj-
hydroksy-5P-cholestan (wzor X1V) w 25-i 26-czterohydroksypochodne (29).
Jednak tylko z 3a-, 7«-, 12a-czterohydroksy-5P-cholestanu (wzdr XV)
moze powstawaé kwas cholowy. Ustalono ponadto, ze w reakcji hydro-
ksylacji bierze udziat prawdopodobnie cytochrom P-450 (30).

3a-, 7a-, 12a-, 26-czterohydroksy-5P-cholestan (wzér XV) ulega dalej
przeksztatceniu w kwas 3a-, 7a-, 12a-trdjhydroksy-5P-cholestan-26-owy
(wzér XVII) pod dziataniem enzymoéw wystepujacych w supernatancie
(100 000 g) homogenatu watroby szczura (31). Transformacja wymaga
NAD i prowadzi poprzez zwigzek posredni 3a-, 7ct-, 12a-tréjhydroksy-
5|3-cholestan-26-al (wzor XVI). Konwersja 26-olu do kwasu 26-owego jest
analogiczna do oksydacji etanolu do aldehydu octowego i kwasu octowego
w obecnosci dehydrogenazy alkoholowej. Sg dane wskazujgce (31), ze de-
hydrogenaza alkoholowa watroby i enzym katalizujacy synteze kwasu
cholestanowego z czterohydroksycholestanu sg identyczne.

Konwersja kwasu 3a-, 7a-, 12a-trdjhydroksy-5P-cholestan-26-owego
(wzdr XVII) do kwasu cholowego i kwasu propionowego zachodzi pod
dziataniem enzymow frakcji mitochondrialnej, a szybko$¢ reakcji wzrasta
po dodaniu frakcji cytoplazmatycznej homogenatu watroby szczura (1).
W koncowych etapach procesu degradacji tancucha bocznego kwas cho-
lestanowy wystepuje jako ester koenzymu A (1). *-oksydacja tego kwasu
przebiega poprzez zwigzki posrednie 3a-, 7a-, 12a-tréjhydroksy-5P-cho-
lestan-24-en-26-yloCoA (wzor XVIII), 3a-, 7a-, 12a-, 24a-tetrahydroksy-
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5p-cholestan-26-ylo CoA (wzdr XIX) i 3a- 7«-, 12a-tréjhydroksy-5f5-cho-
lestan-24-on-26-yloCoA (wz6r XX). Koncowymi produktami tego ciaggu
reakcji sg cholyloCoA (wz6r XIXI) i propionyloCoA (wzér XXII).

11-2. Biosynteza kwasu chenodezoksycholowego

Kwas cholowy i chenodezoksycholowy powstajg wprawdzie ze wspél-
nego prekursora — cholesterolu — istniejg jednak pewne watpliwosci,
w ktdrym punkcie rozchodza sie drogi syntezy tych kwaséw z6tcio-
wych (32).

Wydaje sie, ze ostatnim wspdlnym intermediatem kwasu cholowego
i chenodezoksycholowego jest 7a-hydroksycholest-4-en-3-on (wzdr XI)
(33). Jesli zwigzek ten nie ulegnie 12a-hydroksylacji (Ryc. 2), to moze on
nastepnie by¢ przeksztalconym w 7a-hydroksy-5P-cholestan-3-on (wzér
XXII) i dalej w 3a-, 7a-dwuhydroksy-5|i-cholestan (wzér XXIV), ktéry
z duzg wydajnoscig ulega hydroksylacji w pozycji 26 do 3a-, 7a, 26-troj-
hydroksy-5p-cholestanu (wzor XXV), nastepnie przeksztatcanego w kwas
chenodezoksycholowy (wzor Ill). Kolejne etapy syntezy kwasu chenode-
zoksycholowego poczynajac od 7a-hydroksy-5p-cholestan-3-onu (wzér
XXI1II) przedstawiono na rycinie 4. Etapy syntezy od cholesterolu do
7a-hydroksycholest-4-en-3-onu (wzér Xl) sg przedstawione na rycinie 2.

e
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Ryc. 4. Biosynteza kwasu chenodezoksycholowego

Przedstawiono reakcje przeksztatcania 7a-hydroksy-5{3-cholestan-3-onu (XXIIl) w 3a-, 7a-dwu-
hydroksy-5fi-cholestan (XXI1V) i dalej w 3o-, 7a-26-tréjhydroksy-50-cholestan (XXV), ktéry pod-
lega nastepnie transformacji do kwasu chenodezoksycholowego (I11). Etapy biosyntezy od chole-
sterolu (VIII) do 7a-hydroksycholest-4-en-onu (XI) sg identyczne jako podczas biosyntezy kwasu
cholowego (rycina 2). tancuch boczny 3a-, 7a-, 26-tréjhydroksy-P-cholestanu (XXV) ulega
degradacji poprzez ciag reakcji analogiczny do tego jaki przedstawiono dla 3a-, 7a-, 12a-,
24-czterohydroksy-5f$-cholestanu (XV) (rycina 3).
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Przebiegu degradacji tancucha bocznego 3a-, 7a-, 26-tr6jhydroksy-
5P-cholestanu (wzér XXV) niezbadano jeszcze doktadnie, przypuszcza sie
jednak (30), ze sg podobne do opisanych przy biosyntezie kwasu cholo-
wego (Hyc. 3).

Spostrzezenie, ze 3a-, 7a-dwuhydroksycholest-5-en ulega przemianie
w kwas 3f>, 7cc-dwuhydroksycholest-5-enowy w obecnos$ci preparatéw mi-
tochondrialnych oraz frakcji nadmikrosomalnej (100 000 g) homogenatu
watroby szczura (34) sugeruje mozliwo$¢ wystepowania innej alterna-
tywnej drogi syntezy kwasu dezoksycholowego. Utworzony kwas 3(3,
7a-dwuhydroksycholest-5-enowy ulega nastepnie tatwo przeksztatceniu
w kwas chenodezoksycholowy.

11-3. Powstawanie zwigzanych kwaséw zoétciowych

Nowosyntetyzowane kwasy zéiciowe wystepuja wewnatrz komorki
watrobowej, jako estry z CoA (1), gdzie rowniez CoA estryfikuje powra-
cajace z jelita do watroby poprzez zyte wrotng wolne kwasy zétciowe (35).
Doswiadczalnie wykazano to stosujgc enzym mikrosomalny w obecnosci
ATP i jondbw Mg++. Wigzanie kwasow zotciowych z glicyng i tauryng
katalizuje nastepnie lizosomalna acylotransferaza (3).

11-4. Biosynteza kwaséw zo6iciowych w watrobie cztowieka

Wczesne etapy syntezy kwasow zoOtciowych w watrobie ludzkiej (36,
37) obejmujace synteze 3a-, 7a- 12a-tréjhydroksy-5P-cholestanu (wzoér
XI1V) i 3a-, 7a-dwuhydroksy-5f3-cholestanu (wzor XXIV) sa analogiczne
do stwierdzonych w watrobie szczura.

Z206t¢ cztowieka zawiera stosunkowo wiecej kwaséw dezoksycholowego
i chenodezoksycholowego, niz z6#¢ szczura, w ktorej ponadto znaleziono
kwasy muricholowe (1). Te roznice gatunkowe sg konsekwencjg obecnosci
systemdw enzymatycznych w watrobie szczura, nie wystepujacych w wa-
trobie ludzkiej (1). Pierwszy z nich katalizuje 7a-hydroksylacje kwasu
taurodezoksycholowego i w ten sposéb regeneruje kwas taurocholowy, de-
cydujac o niskiej zawartosci kwasu dezoksycholowego w zéici szczura.
Drugi system entymatyczny przeksztatca kwas chenodezoksycholowy po-
przez 6(3-hydroksylacje w kwas a-muricholowy, ktéry z kolei moze ulec
epimeryzacji w pozycji 7 i przeksztatci¢ sie w kwas a-muricholowy. Re-
akcji 6|3-hydroksylacji kwasow zétciowych nie stwierdzono dotychczas
w watrobie ssakdéw naczelnych.

11-5. Kontrola szybkos$ci biosyntezy kwasow zo6tciowych w watrobie

Pierwotne kwasy zb6tciowe powstajagce w watrobie i wydzielone z z64-
cig do jelita cienkiego uczestnicza w emulgacji i absorpcji ttuszczéw.
Zresorbowane ze Swiatta jelita poprzez system zyly wrotnej wracajg do
watroby co skutecznie zachowuje ich pule w organizmie (35), (Ryc. 5).
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W normalnych warunkach szybkos$¢ fyntezy kwasow zotciowych w wa-
trobie jest niska i wynosi 200 do 500mg/dobe u cztowieka i 5 do 10mg
na dobe u szczura (1). Jest ona zupeinie wystarczajgcg dla pokrycia do-
bowej utraty kwaséw zotciowych z katem. Podanie zywicy cholestyrami-
nowej wigzacej kwasy zotciowe i uniemozliwiajgcej ich zwrotng resorpcje
zmniejsza pule kwasow zdtciowych co prowadzi do 5—10 krotnego wzmo-
zenia ich biosyntezy (38). Ta oraz inne obserwacje doprowadzity do wnios-
ku, ze biosynteze kwasow zoiciowych kontroluje mechanizm ujemnego
sprzezenia zwrotnego, to znaczy, ze szybko$¢ biosyntezy kwaséw zdicio-
wych zmienia sie odwrotnie do wielkosci ich naptywu do watroby (39).

krazenie
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Rye. 5. Krazenie watrobowo-jelitowe kwaséw zélciowych.

jelito

Pierwszym enzymem kontrolujagcym biosynteze kwasow zo6tciowych
jest 7a-hydroksylaza cholesterolu. Enzym ten wykryto we frakcji mikro-
somalnej, a poziom jego aktywnosSci ulega zwiekszeniu w watrobie szczu-
réw z przetokg zo6iciowa- lub szczurow, ktéorym podawano zywice chole-
styraminowa (40, 41). Inne etapy reakcji prowadzacych od cholesterolu
do kwasu cholowego w tych warunkach nie ulegaty aktywacji. Jedynym
wyjgtkiem byta reakcja 12a-hydroksylacji 7a-hydroksycholest-4-en-3-onu
(wzér X1) (41). Enzym 12a-hydroksylaza moze odpowiadac¢ za drugi proces
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regulacyjny i by¢ moze decyduje o stosunku kwasu cholowego do cheno-
dezoksycholowego.

Badania przeprowadzone in vitro sugerowaly, ze gtdbwnym enzymem
regulujacym biosynteze kwasow zOiciowych jest zapewne 7a-hydroksy-
laza cholesterolowa. To przypuszczenie znalazto swoje potwierdzenie row-
niez w badaniach in vivo na szczurach (42) oraz na izolowanej perfundo-
wanej watrobie krolika (43). W badaniach tych oznaczano szybko$é wia-
czania czterech znakowanych prekursoréw I-4C-octanu, 2-UC-mewalonia-
nu, 4-UC-cholesterolu i 3a.-f 7a-dwuhydroksy-4-#4C-cholestenu (wzdr 1X)
w kwasy z6iciowe. Wiaczanie znakowanego octanu, mewalonianu lub cho-
lesterolu do kwasow zdiciowych byto nizsze w obecnosci normalnej iloSci
krazgcych kwaséw zdéiciowych, a ulegato znacznemu zwiekszeniu w wa-
runkach zmniejszonego naptywu kwasow zoétciowych do watroby, inten-
sywnos$¢ wigczania 3a-, 7a-dwuhydroksy-4-UC-cholest-5-enu (wzo6r 1X)
natomiast nie ulegata zmianom w zaleznosci od dostawy kwaséw zoéicio-
wych do watroby. Wysnuto zatem wniosek, ze pod kontrolg sprzezenia
zwrotnego znajduje sie tylko synteza 3a-, 7a-dwuhydroksy-cholest-5-enu
(wzor 1X), nie podlegajg jej za$ dalsze etapy biosyntezy kwas6w zobicio-
wych.

Nie wiadomo dotad czy i jakie etapy syntezy kwasow zoOtciowych po-
przedzajace 7a-hydroksylacje cholesterolu podlegaja specyficznej kontroli.
Tworzenie kwasow zo6tciowych zalezy od ilosci cholesterolu syntetyzowa-
nego przez watrobe lub tez dostarczonego do tego narzadu (6). Nalezatoby
zatem oczekiwaé, ze zahamowanie biosyntezy cholesterolu powinno pro-
wadzi¢ do obnizenia szybkosci syntezy kwaséw zo6tciowych. Poniewaz en-
zymem ograniczajacym szybko$¢ syntezy cholesterolu jest reduktaza
3-hydroksy-3-metylo-glutaryloCoA (44), czynniki wptywajgce na zmniej-
szenie aktywnosci tego enzymu (lub zmniejszajgce jego stezenie), na przy-
ktad gtodzenie (1), mogtyby zapewne prowadzi¢ takze do zmniejszenia
wytwarzania kwasOw zoOiciowych. Nie mozna rowniez dotychczas wy-
kluczy¢ mozliwosci kontroli aktywnosci reduktazy 3-hydro-3-metylo-glu-
taryloCoA przez krgzace kwasy zo6iciowe.

I1l. Wydzielanie kwasow zdiciowych przez watrobe

Wspomniano wyzej, ze pula kwaséw zo6tciowych pochodzi nie tylko
z syntezy de novo lecz stanowi w duzej mierze materiat reabsorbowany
z jelita dostarczany do watroby przez system zyty wrotnej (45).

Kwasy zoétciowe wystepujg w osoczu w formie zwigzanej z biatkami
(46). Istnieja posrednie, ale dos¢ przekonywujace dowody, ze pobieranie
zwigzanych z biatkami kwaséw zo6tciowych przez komorki watrobowe za-
lezy od obecnosci nosnika, ktéry zostat zlokalizowany w btonie komdrko-
wej (45). Wychwytywanie kwaséw z6iciowych przez komaérki watrobowe
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zachodzi z duzg wydajnosciag (47). Ze wzgledu na wysoki wskaznik oczysz-
czania przez watrobe, stezenie kwaséw zétciowych znajdowanych w oso-
czu ludzi zdrowych jest niskie. Poniewaz ponadto wskaznik oczyszczania
przez nerki jest bardzo niski (48), zawarte w osoczu kwasy zOtciowe
powracajg w niemal catoSci do watroby i wchodzg ponownie w cykl
jelitowo-watrobowy.

Bakterie znajdujgce sie w Swietle jelita powodujg rédzne chemiczne'
modyfikacje kwasow zo6lciowych, miedzy innymi rozszczepienie wigzania
peptydowego miedzy kwasem zétciowym a glicyng i tauryng (1). Reabsor-
bowane z jelita kwasy zéiciowe powracajace do watroby w formie nie-
zwigzanej po sprzezeniu z glicyng lub tauryng (49) s ponownie wydzie-
lane do zéici. Wigzanie kwaséw zdtciowych z glicyng lub tauryng nie jest
jednak konieczne aby komorka watrobowa mogta je wydzieli¢ do z64-
ci (50).

COOH

i) 0 XXV

Badania nad pdisyntetycznym kwasem 3, 7, 12-tréjketocholanowym
(wzér XXVI) pobudzajgcym komorki watrobowe do zwiekszonego wy-
dzielania zétci (45) wykazaty, ze kwas ten pobrany przez komorki wa-
trobowe cztowieka zostaje nie tylko wysycony przez glicyne lub tauryne,
lecz takze ulega modyfikacji w efekcie redukcji jednej lub kilku grup
ketonowych (51). Dominujgcymi pochodnymi powstatymi w tym procesie
sg kwas 3cc-hydroksy-7, 12-dwuketocholanowy i kwas 3a-, 7a-dwuhydro-
ksy-12-ketocholanowy. Stwierdzono roéwniez, ze niewielka ilos¢ kwasu
dehydrocholowego (okoto 5°/0) ulega redukcji do kwasu cholowego (kwasu
3a-, 7a-, 12-tréjhydroksycholanowego). Nie wykazano jednak wydalania
podanego kwasu dehydrocholowego w formie zwigzanej z glicyng lub
tauryna.

Nie znamy dotad mechanizmu ,zageszczania” kwasow zo6tciowych we-
wnatrz komorek watrobowych. Inne, podane z zewnatrz aniony, takie,
jak sulfobromoftaleina i fluoresceina, ulegaja znacznemu zageszczeniu we-
wnatrz komdrek watrobowych przed sekrecjg do kanalikéw zotciowych
(45). Wewnatrzkomérkowe gromadzenie substancji whbrew gradientowi
stezen moze wy-nika¢ z aktywnego ich pobierania, moze takze by¢ spo-
wodowane wewnatrzkomorkowym wigzaniem tych substancji. Koncepcja
wigzania wewnatrzkomdrkowego niektérych aniondéw organicznych zna-
lazta potwierdzenie przez wykrycie w komodrkach watrobowych dwdéch
biatek (nazwanych Y i Z) odznaczajgcych sie wysokim i specyficznym
powinowactwem do sulfobromoftaleiny i bilirubiny (52, 53). Czy te biatka,
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lub inne podobne, uczestnicza w pobieraniu i przechowywaniu kwasow
z6tciowych w komdérce watrobowej pozostaje dotychczas kwestig nie roz-

strzygnieta.

IV. Toksyczne wiasciwosci kwaséw zo6tciowych

Zgromadzone obserwacje wydajg sie wskazywac, ze toksycznos$¢ kwa-
sow zotciowych w nadmiarze wynika z interakcji z lipidami bton biolo-
gicznych (54). Uszkadzajagcy wptyw kwasow zo6iciowych zalezny jest od
liczby grup hydroksylowych obecnych w czasteczce. Badajac wplyw
kwasow zétciowych na hemolize krwinek czerwonych stwierdzono, ze
najsilniejsze wtasciwosci hemolityczne maja pochodne monohydroksylowe
kwasu cholanowego, jak na przykiad kwas litocholowy (55), podczas gdy
kwas chenodezoksycholowy ma nieco stabsze witasciwosci hemolityczne,
ale znacznie wieksze niz kwas cholowy.

Innym przyktadem wiasciwosci toksycznych, zalezacych od liczby
grup hydroksylowych w czasteczce kwasu zéiciowego, moze by¢ roz-
przeganie procesu oksydatywnej fosforylacji w mitochondriach (56).
I w tym przypadku kwas chenodozoksycholowy okazat sie bardziej
aktywnym niz kwas cholowy, by¢ moze z powodu réznej zdolnosci wia-
zania sie z biatkami mitochondrialnymi (54). Toksyczne oddziatywanie
kwaséw zotciowych na mitochondria jest zastanawiajace, poniewaz utle-
nianie tancucha bocznego cholesterolu (podczas syntezy kwaséw zoicio-
wych) odbywa sie wiasnie w mitochondriach (29). Zwigzane kwasy 26t
ciowe sg mniej aktywne w hamowaniu funkcji mitochondriéw (54). Przy-
puszczalnie ma to zwigzek z tatwiejszym przechodzeniem niezwigzanych
kwasow zéiciowych przez btony mitochondrialne.

Interakcja dwu- i trojhydroksylowych pochodnych kwasu cholanowe-
go z mikrosomalnym cytochromem P-450 jest szczeg6lnie wazng, ponie-
waz cytochrom ten katalizuje hydroksylacje wielu zwigzkéw sterydo-
wych (57), a takze kwaséw zéiciowych (1). W strukturze cytochromu
P-450 wyrdéznia sie dwa regiony przestrzenne: hydrofobowy (przypusz-
czalnie bogaty w fosfolipidy) wigzgcy skiadniki rozpuszczalne w ttusz-
czach takie, jak sterydy i region zawierajgcy pierscien hemowy, ktory
wigze zwigzki zasadowe takie jak na przykiad nikotynoamid (58). Kwasy
z6fciowe dwuhydroksylowe i w znacznie mniejszym stopniu kwasy tréj-
hydroksylowe wigzg sie z fragmentem lipoproteidowym, gdzie kompety-
tywnie hamujg wiazanie substratow wtasciwych dla tego regionu (59).
Jesli 7a- i 12a-hydroksylacje odbywaja sie takze z udzialem cytochromu
P-450, na co wskazujg wyniki niektdrych badan (19, 22), to zahamowanie
jego aktywnosci moze doprowadzi¢ do powstania bezposrednio z chole-
sterolu monohydroksylowych kwaséw zo6tciowych.
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Kwas litocholowy w odréznieniu od dwu- i tréjhydroksylowych po-
chodnych kwasu cholanowego wywotuje neoplastyczng transformacje
hepatocytow (54). Kwas ten i jego pochodna glicynowa majg ponadto
silne witasciwosci pyrogenne, indukujgc uwalnianie pyrogenu z leukocy-
tdw (60). Ponadto zwiazanie z tauryng lub glicyng nie zmniejsza cytotok-
sycznych wiasciwosci kwasu litocholowego (61), co obserwowano badajac
kwasy dwu- i trojhydroksylowe (54).

Te szczegblne wiasciwosci moga wynikaé ze stosunkowo niskiej roz-
puszczalnosci wolnego kwasu litocholowego w wodzie oraz jego potaczen
z glicyng i tauryng (62). Kwas litocholowy wigze sie z biatkami transpor-
towymi osocza ze znacznie wiekszym powinowactwem niz kwasy dwu-
i tréjkarboksylowe (63). Niewielkie ilosci kwasu litocholowego, jakie sg
absorbowane przez jelito, wystepujg w osoczu w postaci zwigzanej z biat-
kami. Po wychwyceniu przez watrobe moze on ulec hydroksylacji, a takze
zwigzaniu z glicyng lub tauryng (35). Pochodne glicynowe kwasu lito-
cholowego nie roznig sie toksycznymi witasciwosciami od kwasu wolnego.
Estryfikaéja za$ grupy hydroksylowej przez kwas siarkowy redukuje
w znacznym stopniu toksyczne wiasciwosci tego kwasu (64). Przypusz-
czalnie estryfikacja w pozycji 3 stwarza efekt przestrzennej zawady
w wigzaniu pierScienia sterydowego kwasu litocholowego ze strukturami
hydrofobowymi bton i organelli komoérkowych (54). Siarczan kwasu lito-
cholowego ze wzgledu na wysoki stopied oczyszczania przez nerki (65),
znacznie wyzszy niz w przypadku innych kwaséw zdtciowych, jest szybko
wydalany do moczu. Sadzi sie, ze estryfikacja kwasu litocholowego sta-
nowi proces odtruwania.

Uwagi koncowe

Jedna z zasadniczych funkcji jaka petnig kwasy zéiciowe w organiz-
mie cztowieka i zwierzat jest ich udziat w procesie trawienia i absorpcji
tluszczow pokarmowych. Zwiazki te umozliwiaja emulgacje tluszczdw,
stymuluja proces lipolizy, utatwiajg wchtanianie a takze biorg udziat
w procesie transportu wchtonietych ttuszczéw z komoérek Sluzéwki jelita
do limfy (66). Ponadto kwasy zoOtciowe odgrywajg istotng role w spraw-
nym przebiegu wielu procesow metabolicznych. Zaktocenia w metaboliz-
mie kwaséw zoOtciowych zapoczatkowujg lub nasilajg nieraz istniejace juz
schorzenia organizmu. Poznanie mechanizmdw, za poSrednictwem Kktorych
kwasy zéiciowe wptywajg na prawidtowe funkcjonowanie tkanek i na-
rzgdéw otwiera przeto nowe perspektywy w zakresie profilaktyki i terapii
wielu schorzen metabolicznych, wsrod nich kamicy zoéitciowej (8, 67) oraz
miazdzycy (38).

Artykut nadszedt 23.9.1974; po rewizji autorskiej otrzymano 14.2.1975.
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SPRAWOZDANIE

Krajowa konferencja bioenergetyczna

Warszawa, 10 — 11 luty 1975 r.

W dniach 10 i 11 lutego 1975 r. odbyta sie w Warszawie krajowa konferencja
bioenergetyczna, zorganizowana przez Zaktad Biochemii Komérki Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Nenckiego wspdélnie z niedawno utworzong Sekcja Bioenergetycz-
ng Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Konferencja ta byta kolejnym z serii
spotkan polskich bioenergetykéw. Dwie podobne konferencje miaty miejsce w ubieg-
tych latach w Warszawie, a jedna w 1974 r. w Gdansku. Podobnie jak poprzednie
takze obecna konferencja miata charakter roboczo-dyskusyjny. Udziat w niej wzigto
ponad 50 os6b z 5 osrodkéw akademickich (Bialystok, Gdansk, Poznan, Szczecin
i Warszawa), przy czym 24 uczestnikow przedstawito doniesienia z biezgco wykony-
wanych badan. Giéwnymi reprezentowanymi problemami byty: transport jonéw
i metabolitéw przez biony biologiczne, wptyw réznych czynnikéw na oksydacyjng
fosforylacje i stany energetyczne mitochondriéw oraz regulacja metabolizmu na po-
ziomie mitochondrialnym. Jedyny go$¢ zagraniczny konferencji, doc. L. Kova¢ z Bra-
tystawy, przedstawit sprawozdanie z odbytego wcze$niej w Lenigradzie sympozjum
na temat genetycznych funkcji mitochondriow. Ze wzgledu na roboczy charakter
konferencji i prezentowanie badan nieukonczonych postanowiono nie publikowaé
zadnych materiatéw sprawozdawczych. Wydaje sie, ze bytoby celowe coroczne orga-
nizowanie podobnych konferencji.

L. Wojtczak.
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skroécenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: W artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajace
przedstawionag dziedzine z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,,Postepach Biochemii”. W teks$cie nalezy podawaé jedynie nazwis-
ka badaczy, ktérych prace maja podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Acta, (1972), 276, (1) np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,

181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autor(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty

jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydawania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans

Green and Co, London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N,
Greville G. D., t. 5, str. 1—58, Academic Press, London

Zatgczniki: Kazdy zalgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egzemplarzach na
oddzielnych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym
numerowi uzytemu w tek$cie, oraz oznaczy¢ (na gérze stronicy otéw-
kiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowac¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli
i nagtowki rubryk winny jasno opisywaé ich tre$¢ zaznaczajac z jakich
(jakiej) prac(y) pochodza informacje podane w tabeli.

Ryciny tj. wykresy, rysunki, schematy, lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich oméwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframi arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na bialym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonaé linig ciensza niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mieé¢ wysokos¢
nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw natomiast win-
ny by¢ opatrzone napisem fatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: ADO iE |
Rycine nalezy opatrzyé na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,dot’ (otéw-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny w druku podejmuje wy-
dawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisaé na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw aby zabezpieczyé
maszynopisy i ilustracje przed pogieciem.
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