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INFORMACJA DLA AUTOROW

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

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrotéw i popra-
wek nie wplywajacych na tresé¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatlaczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdéjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracja stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz znazwami placéowek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omowie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdzialy w teks$cie nalezy oznaczy¢ numeracjag rzymska a podroz-
dziaty — arabskg. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny byé¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczyé: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskag w nawia-
sie — numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwiazku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujgc sie na literature nalezy poda¢ w teks$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zataczniki do tekstu. Kazdy zatacznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wz6r I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

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

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
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Post. Blochem. 14, 167—184 (1968).

JADWIGA BRYLA *, BARBARA FRACKOWIAK **

Wspdtzaleznos$¢ oddychania mitochondrialnego
i glikolizy cytoplazmatycznej

Intégration of Mitochondrial Respiration and Cytoplasmic Glycolysis

Some factors affecting the inhibition of cytoplasmic glycolysis by respiration
and of respiration by glycolysis are presented.

Juz prawie sto lat mineto od czasu, kiedy Pasteur (92) zaobserwo-
wat, ze przeniesienie drozdzy z warunkdéw beztlenowych do tlenowych
powoduje znaczne zahamowanie procesow fermentacyjnych. Zjawisko
hamowania glikolizy przez oddychanie zostato nazwane efektem Pasteura.
W roku 1929 Crabtree (22) zauwazyt, ze dodanie glukozy do inten-
sywnie oddychajgcych tkanek nowotworowych zmniejsza pobieranie
tlenu. Obserwacja ta nie znalazta oddzwieku az do roku 1951, gdy Kun
i wsp. (64) oraz EI’Tsine i Seitz (25 zaobserwowali hamujacy
wptyw glukozy i fruktozy na oddychanie komorek raka puchlinowego
u myszy. Proces ten nazwano efektem Crabtree.

Istnienie efektow Pasteura i Crabtree sugerowato S$cisty wspotzalez-
nos¢ metabolizmu glukozy i tlenu (38, 85, 120). Szczeg6lnie dogodne do
badan okazaty sie krwinki czerwone i komdrki nowotworowe charaktery-
zujace sie duzg intensywnos$cig glikolizy (60, 105, 134). Ostatnio stosuje
sie réwniez uktady rekonstruowane, w ktérych mozna bada¢ oddziaty-
wania miedzy poszczegdlnymi uktadami enzymatycznymi zmieniajac ich
skiad ilosciowy (38).

Do wyjasnienia wspoétzaleznosci glikolizy i oddychania w duzym
stopniu przyczynity sie wyniki badan nad poziomem wewngtrzkomor-
kowym substratow, nukleotydéw adenylowych i innych koenzy-
moéw oraz fosforanu, a takze wprowadzenie ulepszonych metod pomiaru
stopnia utleniania i redukcji skfadnikéw tancucha oddechowego (20).
Okre$lenie rozmieszczenia enzymow wewnatrz komorki pozwolito nato-

* Mgr, st. asystent Zaktadu Enzymatyki Katedry Biochemii Uniwersytetu
W arszawskiego.

** Mgr, asystent Zaktadu Enzymatyki Katedry Biochemii Uniwersytetu War-
szawskiego.



1£8 J. BRYLA, B. FRACKOWIAK 2]

miast bada¢ rozmieszczenie substancji ograniczajacych szybkosci po-
szczegblnych proceséw w organellach komérkowych (97).

Badania wykazaty, ze efekty Pasteura i Crabtree sg spowodowane
wspotdziataniem wielu czynnikéw regulujacych szybkos$¢ proceséw meta-
bolicznych.

l. Rola nukleotydéw adenylowych i fosforanu

W regulacji szybkosci proceséw glikolizy i oddychania majg zasadnicze
znaczenie sktadniki uktadu oksydacyjnej fosforylacji. Dowodéw na po-
parcie tego stwierdzenia dostarczyly gtdwnie badania stopnia redukcji
no$nikéw tancucha oddechowego oraz wpitywu czynnikéw rozprzegaja-
cych. Istnieja jednak rozbieznosci co do tego, ktéry ze sktadnikédw warun-
kujacych potencjat fosforylacyjny ma podstawowe znaczenie: jedni
autorzy (3, 13, 15, 18, 19, 20, 36, 39, 42, 54, 55, 77, 79, 81, 86, 102, 111,
112, 113) uwazaja, ze ADP, inni (7, 37, 44, 53, 62, 65, 124, 128, 131, 132,
133, 134, 135, 136), ze nieorganiczny fosforan.

Tablical
Wzajemne oddzialywanie efektéw Crabtree i Pasteura w uktadach rekonstruowanych (wg 38)

L. Zuzycie Wytwarzanie
Doswiad- . tlenu
. Badane sktadniki uktadu mleczanu
czenie (fi-g-réwno- ([xmole)
wazniki)
A a) Mitochondria 3,8
b) Mitochondria+heksokinaza +
+fosfofruktokinaza 8,0
¢) Mitochondria+uktad katalizujacy gli-
kolize 55 6,0
d) Uktad katalizujacy glikolize (w nie-
obecno$ci mitochondriéw) 6,9
B a) Mitochondria 6,1
d) Mitochondria+heksokinaza +
+fosfofruktokinaza 10,0
c) Mitochondria+uktad katalizujgcy
glikolize 10,1 17
d)Uktad katalizujacy glikolize (w nieobec-
nosci mitochondriéw) 7,5

Mitochondria watroby szczura w doswiadczeniu A zawieraty 55 mg biatka, a w doswiadczeniu B — 10 mg biatka

Wzajemng zalezno$é efektow Pasteura i Crabtree w uktadach rekon-
struowanych w warunkach tlenowych ilustruje tablica 1. W doswiadcze-
niach stosowano glutaminian jako substrat oddechowy, glukoze i fruktoze
jako substraty glikolizy oraz katalizujgcy glikolize uktad zawierajacy
nastepujace enzymy: fosfofruktokinaze, aldolaze, dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego, fosfoglicerokinaze i fosfogliceromutaze (z migsni
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krélika) oraz heksokinaze, enolaze, kinaze kwasu pirogronowego i dehy-
drogenaze mleczanowgq (z drozdzy). Doswiadczenia przeprowadzano z malg
iloScig (A) i duzg iloscig (B) mitochondriéw. Dodanie heksokinazy i fos-
fofruktokinazy do matej ilosci mitochondriow (doSwiadczenie Ab) znacz-
nie pobudzato oddychanie na skutek dostarczenia ADP wytwarzanego
w reakcjach katalizowanych przez te enzymy. Natomiast dodanie do mito-
chondriéw uktadu katalizujgcego glikolize (doSwiadczenie Ac) zmniejszato
pobieranie tlenu w poréwnaniu z doswiadczeniem Ab. W tych warunkach
rowniez szybkos$¢ glikolizy (mierzona ilosciag wytwarzanego mleczanu)
byta mniejsza od szybkosci w uktadzie nie zawierajgcym mitochondriéw
(doswiadczenie Ad). Hamowanie oddychania przez uklad zawierajacy
enzymy glikolityczne nie zachodzi w obecnosci duzo wiekszej ilosci mito-
chondriow (doswiadczenie Bb i c¢). Jednakze wtedy nastepuje wieksze
zahamowanie glikolizy niz w obecnoSci matych iloSci mitochondriow
(por. doSwiadczenia Ac i d).

1. Wptyw ADP

Dowodow na to, ze ADP jest czynnikiem hamujacym lub ograniczaja-
cym szybkosci oddychania i glikolizy dostarczyty badania stopnia utle-
niania i redukcji poszczeg6lnych sktadnikéw taricucha oddechowego (19,
20, 81).

Utlenianie cytochromu b4
20 mMglukoza

| 430-405mu V
Log 101 = 0,005

4 f

[02}~150juM

Rys. 1. Zmiany stanu oksydoredukcyjnego cytochromu b podczas oddychania i gli-
kolizy we wzbogaconej glukozg zawiesinie komoérek raka puchlinowego (wg 20)
a) spektrofotometryczny pomiar utlenienia cytochromu b
b) polarograficzny pomiar szybkosci oddychania
c) zuzycie glukozy.

Dodanie glukozy do zawiesiny komoérek raka puchlinowego powoduje
krotkotrwate przyspieszenie szybkoSci oddychania i glikolizy, czemu
towarzyszy gwattowne utlenianie cytochromu b (rysunek la). Mniej wiecej
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po jednej minucie nastepuje zardwno hamowanie oddychania i glikolizy,
jak i zmniejszenie stopnia utleniania cytochromu b, podczas gdy cyto-
chromy c i a pozostajg w dalszym ciggu utlenione.

Na podstawie zmian stanu oksydoredukcyjnego cytochromu b oraz
innych sktadnikdw taricucha oddechowego, ktdre sg podobne do zmian
zachodzgcych w izolowanych mitochondriach w obecnosci i nieobecnoSci
ADP, Chance i Hess (15, 20) wyciggneli wniosek, ze hamowanie jest
nastepstwem braku ADP. Autorzy ci uwazaja, ze ATP, wytwarzany
w stosunkowo matej ilosci przez komérki oddychajace przy udziale endo-
gennych substratow, moze by¢ wykorzystywany po dodaniu glukozy, do
jej fosforylacji. Wytwarzany w tej reakcji ADP aktywuje oddychanie
(13, 14, 58, 69, 111). Jezeli ilo$¢ dodanej glukozy jest mniejsza niz ilos¢
wytwarzanego ATP, nastepuje tak zwany krotkotrwaty efekt Crabtree
i oddychanie moze by¢ wznowione po kolejnym dodaniu glukozy (18, 20).

7mM glukoza

Zmniejszenie stezenia tlenu

Zmniejszenie absorpciji

Rys. 2. Wptyw dodania glukozy na oddychanie w zawiesinie komérek Ehrlicha raka
puchlinowego oraz towarzyszace mu rozproszenie S$wiatta (wg 91)

Ufosforylowana glukoza ulega dalszym przemianom, co powoduje
doptyw pirogronianu do mitochondriéw. Nastepuje szybki wzrost oddy-
chania, w wyniku czego stezenie wewnatrzkomorkowe ADP maleje gwat-
townie i mitochondria przechodzg ze stanu 3 do stanu 4, w ktérym ADP
jest czynnikiem ograniczajagcym szybko$¢ oddychania. Obserwuje sie
przeto zahamowanie oddychania (rysunek Ib). Dla wyjasnienia hamowa-
nia glikolizy w tych warunkach (rysunek Ic) Chance i Hess (15
42), Racker i wsp. (102, 136) oraz Lynen i Koenigsberger
(79) wysuneli hipoteze, ze ATP nagromadzone w znacznej iloSci w mito-
chondriach moze nie by¢ dostepne dla cytoplazmatycznych enzymow
fosforylujacych glukoze. Potwierdzeniem stusznoSci tej hipotezy sg obser-
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wacje Packera i Goldera (91). Zauwazyli oni, ze oddychaniu
endogennemu komdrek raka puchlinowego towarzyszyto powolne zmniej-
szanie sie rozproszenia Swiatta, a dodanie glukozy powodowato prawie
dwukrotne przyspieszenie szybkosci oddychania oraz zwiekszanie sie roz-
proszenia Swiatta az do czasu, kiedy oddychanie zostalo zahamowane
(rysunek 2). Wzrost rozproszenia $wiatla w aktywnej fazie oddychania
wystepujacy po dodaniu ADP do izolowanych mitochondriéw z wielu
tkanek zwierzecych i nowotworowych przypisuje sie skurczom mito-
chondriow (16, 90, 99).

Packer i Golder (91) przyjeli, ze wzrost rozproszenia $Swiatta po
dodaniu glukozy moze by¢ wynikiem kurczenia sie mitochondriéw na
skutek nagromadzenia sie ATP. Btona mitochondriow w stanie skurczu
staje sie nieprzepuszczalna dla ATP (98, 99, 110), a jego brak we frakcji
cytoplazmatycznej powoduje zahamowanie glikolizy, co z kolei powoduje
brak ADP wytwarzanego w reakcjach fosforylacji glukozy i zahamowanie
oddychania (107).

Waznym dowodem na korzy$¢ hipotezy o kluczowym znaczeniu
nukleotydéw adenylowych w regulacji metabolizmu glukozy i tlenu
jest cofanie hamowania oddychania i glikolizy przez dodanie czynnikéw
rozprzegajacych oksydacyjng fosforylacje (18, 20, 37, 42, 56, 62, 112, 134).
Typowym przyktadem tego zjawiska sg wyniki doswiadczenia przedsta-
wione na rysunku 3.

Rys. 3. Przywracanie zahamowanego dodaniem glukozy oddychania zawiesiny ko-
morek raka puchlinowego w obecnosci dwukumarolu (a) i 2,4-dwunitrofenolu (DNP)
(b) (wg 18)

Cyfry umieszczone przy zapisie elektrody platynowej oznaczajg ilos¢ pobieranego tlenu
w umolach/litr/sekunde.

Niecatkowite przywrécenie szybko$ci oddychania po dodaniu dwu-
kumarolu czy 2,4-dwunitrofenolu (DNP) moze by¢ wynikiem wspotza-
wodnictwa o ADP miedzy enzymami mitochondrialnymi i cytoplazma-
tycznymi, poniewaz ADP jest rowniez wykorzystywane do fosforylacji
substratowej podczas utleniania a-ketoglutaranu (37).



172 J. BRYLA, B. FRACKOWIAK 6]

Hamowanie oddychania przez glikolize wystepuje rowniez wtedy, gdy
szybkos¢ wytwarzania ADP podczas glikolizy jest wieksza niz szybkosc¢
jego fosforylacji w procesie oddychania. Ponadto efekt Crabtree wyste-
puje roéwniez w obecnos$ci jodooctanu, ktéry hamuje proces glikolizy na
poziomie reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze triozofosforanowa,
a wiec przed miejscem wymagajagcym udzialu ADP. Na podstawie tych
obserwacji Ibsen i wsp. (54) wysuneli przypuszczenie, ze hamowanie
oddychania przez glikolize nie jest spowodowane bhezpoSrednio przez
wspotzawodnictwo miedzy tymi dwoma procesami o ADP.

2. Wptyw fosforanu

Niektérzy autorzy uwazajg fosforan za gtéwny czynnik ograniczajgcy
szybkos¢ glikolizy zarowno w komorkach raka puchlinowego (53, 120, 131,
132, 133, 134, 136), czy w krwinkach czerwonych (105), jak i w uktadach
rekonstruowanych (115). Poniewaz wieksze stezenia fosforanu bardziej
stymulujg glikolize w nienaruszonych komaérkach niz w wyciagach bez-
komdrkowych, wydaje sie, ze transport fosforanu przez btony komoérkowe
odgrywa wazna role w regulacji wspétzaleznosci oddychania i glikolizy
(44, 62, 65, 115, 135). Wskazuje na to réwniez wzrost stezenia fosforanu
wewnatrz komorek oraz zwiekszenie szybkosci pobierania glukozy i wy-
twarzania kwasu mlekowego przez komdrki raka puchlinowego przy
wiekszych stezeniach fosforanu w $rodowisku (tablica 2). Obserwacje te
wskazuja na stopniowe eliminowanie efektu Pasteura wraz ze zwieksza-
niem zawarto$ci fosforanu w komdrkach.

Tablica2
Wptyw ilosci fosforanu na efekt Pasteura w komdérkach raka puchlinowego myszy (wg 135)

Stezenie Stezeni
tezenie o .
fosforanu Zuzycie Wytwarzanie Efekt
X . Faza fosforanu w
w $rodowisku Komé - glukozy mleczanu Pasteura*
) gazowa omérkach
(pimole (W)
na ml) w ji.molach/ml zawiesiny komérek/godzine
3 Powietrze 51 72 80 58
3 Azot 59 135 190
30 Powietrze 6,2 123 161 40
30 Azot 7,0 174 270
60 Powietrze 6,8 160 230 27
60 Azot 73 197 314

* 0o efektu Pasteura jest wyrazony stosunkiem réznicy ilosci mleczanu wytworzonego w warunkach beztlenowych
tlenowych do ilosci mleczanu wytworzonego w warunkach beztlenowych,

Duze stezenia fosforanu znosza czesSciowo rowniez efekt Crabtree
(7, 135).

Znaczne stymulowanie glikolizy przez fosforan jest prawdopodobnie
wynikiem przyspieszenia szybkosci reakcji katalizowanej przez dehydro-
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genaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego, jedyny enzym glikolityczny wy-
magajacy fosforanu jako substratu (121). Ponadto fosforan moze akty-
wowac fosfofruktokinaze znoszagc hamujacy wptyw ATP (83, 93).

Okazato sie (52, 58, 66, 104), ze zarowno 2,4-dwunitrofenol rozprzega-
jacy oksydacyjng fosforylacje jak tez azydek i oligomycyna, ktére unie-
mozliwiajg estryfikacje fosforanu w procesie oksydacyjnej fosforylacji,
hamuja oddychanie skrawkoéw nerki szczura tylko w okoto 30°0 i zwiek-
szajg szybkos¢ glikolizy do poziomu charakterystycznego dla warunkow
beztlenowych (tablica 3). Transport fosforanu natomiast ulega zahamo-
waniu tylko w obecnosci 2,4-dwunitrofenolu. Stad wyciggnieto wniosek,
ze energia wymagana dla transportu fosforanu przez btony komérkowe
moze pochodzi¢ z wysokoenergetycznych posrednikéw oksydacyjnej fos-
forylacji (por. artykut Bryty i Gardasa) (8, wytwarzanych przed
miejscem hamowania oligomycyna lub azydkiem (128).

Tablica

Transport fosforanu przez btony komdérkowe w nieobecnosci i obecnosci inhibitoréw oksydacyjnej
fosforylacji (wg 128)

Zuzycie  Wytwarzanie Pobieranie

Faza Badane sktadniki uktadu tlenu mleczanu fosforanu Transport
gazowa fosforanu*
w [xmolach/mg $wiezej tkanki
co02—02 Kontrola 18 2,0 4.8 3,8
2,4-dwunitrofenol 1 6,6 1,2 0,2
(0,25 mM)
Oligomycyna (1,4 [¢g/ml) 14 7,6 4,8 3,8
Azydek sodowy (2,0 mM) 15 8,2 4,9 3,9
co2n 2 Bez dodatkéw 6,8 1,0 0,0

* réznica pobierania fosforanu w warunkach tlenowych i beztlenowych.

3. Lokalizacja miejsca oksydacyjnej fosforylacji odpowiedzialnego za hamowanie glikolizy

ADP i fosforan moga byé wykorzystywane w reakcjach oksydacyjnej
fosforylacji w trzech odcinkach tancucha oddechowego: miedzy NAD +
a cytochromem b, cytochromem b a cytochromem c¢ i na poziomie oksy-
dazy cytochromowej (125). Do niedawna sgdzono, ze zapotrzebowanie
na ADP i fosforan przez kazde z trzech miejsc fosforylacji na poziomie
tancucha oddechowego ma jednakowe znaczenie we wsp6tzawodnictwie
oddychania i glikolizy. Jednak w roku 1962 Wenner i Santalo
(122) zaobserwowali, ze po zahamowaniu amytalem utleniania substratow
przy udziale NAD+ w nienaruszonych komédrkach raka puchlinowego,
utlenianie bursztynianu nie hamowato szybkosci glikolizy lub miato na
nig bardzo niewielki wptyw. Interpretacje tych spostrzezen uniemozliwiat
jednak fakt, ze amytal obniza réwniez wydajnosci oksydacyjnej fosfory-
lacji sprzezonej z utlenianiem bursztynianu (26). Wyciagniecie wtasci-
wych wnioskéw umozliwito dopiero zastosowanie rotenonu, ktéry hamuje
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utlenianie substratow przy udziale NAD+ bardziej specyficznie niz
amytal nie wptywajagc na oksydacyjng fosforylacje, ani na reakcje katali-
zowang przez ATP-aze ani tez na wymiane P—ATP (27).

Tablica 4
Wplyw utleniania bursztynianu na szybkos¢ glikolizy w komérkach raka puchlinowego myszy w nie-
obecnosci i w obecnosci rotenonu (wg 21)

Badane sktadniki uktadu Zuzycie Wytwarzanie
. tlenu glukozy mleczanu
Rotenon Bursztynian
i¢mole
0 — 43 9,9 11,2
+ 5,6 8,6 11,0
7 X 10_8M - 2,0 15,2 21,6
+ 4,6 16,0 20,1
- 0,7 17,3 25,0
7X10_7™M + 49 16,7 22,3

Rotenon hamuje endogenne oddychanie komérek raka puchlinowego,
co powoduje stymulacje przemian glikolitycznych (tablica 4). Dodanie
bursztynianu wznawia oddychanie, jednakze bez rdéwnoczesnego zaha-
mowania zuzycia glukozy i wytwarzania mleczanu. Obserwacje te suge-
ruja, ze przenoszenie elektronow z cytochromu b w kierunku tlenu,
chociaz sprzezone z dwiema fosforylacjami, nie ma wptywu na szybkosé
cytoplazmatycznej glikolizy. Na tej podstawie Cereijo-Santalo
i Wenner (21) postulujg, ze szybko$¢ glikolizy i oddychania jest
regulowana przez pierwsze miejsce oksydacyjnej fosforylacji.

Il. Rola nukleotydéw nikotynoamidoadeninowych

Niektorzy autorzy (4, 6, 61) probujg ttumaczy¢ zjawisko wspoétzalez-
nosci oddychania i glikolizy zmianami poziomu nukleotydéw nikoty-
namidoadeninowych. Podczas glikolizy nagromadza sie bowiem NAD
zred., wytwarzany w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego. Dla umozliwienia glikolizy muszg zatem
istnie¢ odpowiednie mechanizmy utleniajgce cytoplazmatyczny NAD
zred. Poniewaz btona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla tego
nukleotydu (70), jego utlenianie moze zachodzi¢ przy udziale albo meta-
bolitbw i enzyméw cytoplazmatycznych albo metabolitéw tatwo dyfun-
dujacych przez btone mitochondrialng oraz enzyméw wystepujacych za-
rowno w cytoplazmie jak i w mitochondriach. Reakcjami katalizowanymi
tylko przez enzymy cytoplazmatyczne s3: redukcja pirogronianu do mle-
czanu (szczegOlnie charakterystyczna dla komorek miesniowych) oraz
redukcja aldehydu octowego do etanolu (wystepujagca u drozdzy)dUtle-
nianie NAD zred. przy wspdétudziale enzyméw mitochondrialnych zachodzi
w nastepujacy sposob: zredukowane metabolity cytoplazmatyczne prze-
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nikaja do mitochondriéw, gdzie redukujg wewnatrzmitochondrialng pule
NAD+, powracajg do cytoplazmy w formie utlenionej, gdzie ulegaja
redukcji utleniajac cytoplazmatyczny NAD zred. Do metabolitdow tego
typu nalezg uktady: jabtczan — szczawiooctan, (wystepujacy prawdopo-
dobnie w wiekszos$ci tkanek zwierzat kregowych) oraz a-glicerofosforan —
fosfodwuhydroksyaceton (wystepujagcy w mie$niach owaddéw (9, 28)).
Zagadnienie to szczeg6towo oméwiono w jednym z poprzednich zeszytow
Postepéw Biochemii (126).

Ponadto w utlenianiu pozamitochondrialnego NAD zred. moga spetniaé
pewna role takie enzymy jak: dehydrogenaza amidu kwasu liponowego
(6, 57) i transhydrogenaza NAD (59).

Udziat enzyméw mitochondrialnych w utlenianiu cytoplazmatycznego
NAD zred. zostaje wyeliminowany po przeniesieniu komoérek do warun-
kéw beztlenowych. Powoduje to zwiekszanie iloSci zredukowanych
nukleotydéw nikotynoamidoadeninowych w cytoplazmie. Zastosowanie
techniki spektrofotometrycznej i fluorymetrycznej pozwolito stwierdzi¢,
ze proces ten zachodzi w sposéb oscylacyjny zaréwno u réznych gatun-
kéw drozdzy (11, 17, 24, 46), w komédrkach raka puchlinowego (12), w ko-
madrkach E.coli (29), jak i w przeprowadzajacych glikolize ekstraktach
serca wotu (30).

komérek drozdzy
Rys. 4. Zmiany stezenia zredukowanych nukleotydéw nikotynoamidoadeninowych
i glukozy w czasie tlenowej i beztlenowej glikolizy w komérkach drozdzy (wg 46)

Dodanie glukozy do zawiesiny komorek drozdzy (Saccharomyces
carlsbergensis) w warunkach tlenowych powoduje poczatkowo gwattowne
zwiekszenie, a nastepnie ubytek ilosci zredukowanych nukleotydéw niko-
tynoamidoadeninowych, po czym poziom NAD zred. nieznacznie wzrasta.
Po dodaniu cyjanku potasu powodujacego anaerobioze obserwuje sie przez
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pewien czas oscylacyjne zmiany w poziomie NAD zred. Procesowi temu
towarzyszy zachodzace réwniez w sposob oscylacyjny zuzywanie glukozy
(rysunek 4).

Oscylacyjne zmiany ilosSci NAD zred. mozna czeSciowo zahamowad
preinkubujac komdrki drozdzy z etanolem (45). Poniewaz utlenianie
etanolu jest zwigzane z wysokim potencjatem fosforylacyjnym hamowa-
nie to mogtoby by¢ spowodowane wysokim poziomem ATP (80). Potwier-
dzeniem tej sugestii moze by¢é przywrdcenie oscylacyjnych zmian po
dodaniu 2-dezoksyglukozy. Zwigzek ten ulega fosforylacji w reakcji
katalizowanej przez heksokinaze i nie jest dalej metabolizowany w cyklu
glikolitycznym, co powoduje zmniejszenie ilosci ATP przy rédwnoczesnym
zwiekszeniu stezenia ADP. Obserwacje te sugerujg, ze oscylacyjne zmiany
iloSci NAD zred. sg kontrolowane przez stezenie nukleotydéw adenylo-
wych (4, 49). Poniewaz jednak zmianom oscylacyjnym réwniez ulegaja
stezenia poSrednikdéw glikolizy, wydaje sie, ze zmiany te sg wynikiem
specyficznej kinetyki enzymdw glikolitycznych: fosfoheksokinazy i dehy-
drogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (4, 40, 43, 45).

I11. Kontrola aktywnosci enzyméw glikolitycznych

W badaniach nad regulacjg szybkosci glikolizy niezwykle uzyteczne
okazato sie $ledzenie poziomu poszczegblnych posrednikéw tego procesu
(10, 48, 78, 87, 88, 106, 123, 124, 128, 129).

Rys. 5. Wplyw octanu i pirogronianu na zawarto$¢ zwigzkéw posrednich glikolizy
w sercu szczura inkubowanym z glukozg (wg 123). Zawarto$¢ poszczegélnych zwiaz-
kéw wyrazono w procentach warto$ci kontrolnych otrzymanych dla serc inkubo-
wanych z glukoza.
G6P — glukozo-6-fosforan, F6P — fruktozo-6-fosforan, FDP — fruktozodwufosforan, PDA —
fosfodwuhydroksyaceton, GAP — aldehyd 3-fosfoglicerynowy, o0-GP — a-glicerofosforan,
3PGA — kwas 3-fosfoglicerynowy, 2PGA — kwas 2-fosfoglicerynowy.
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Zmiany zawartosci posrednikéw glikolitycznych w inkubowanym
z glukozg sercu szczura po dodaniu octanu lub pirogronianu — metabo-
litbw zaréwno glikolizy jak i oddychania — przedstawia rysunek 5.
Obserwowany po dodaniu octanu wzrost ilosci monofosforandw heksoz
przy jednoczesnym zmniejszeniu zawartosci fruktozodwufosforanu i pozo-
statych posrednikéw glikolizy wskazuje na hamowanie reakcji katalizo-
wanej przez fosfofruktokinaze. Mozliwe jest réwniez wtedy hamowanie
heksokinazy w wyniku nagromadzenia glukozo-6-fosforanu (101, 121).
W przeciwienstwie do octanu, pirogronian powoduje wzrost ilosci frukto-
zodwufosforanu oraz znaczny wzrost iloSci fosfotrioz, za$ ilos¢ wytwa-
rzanych kwasow 3-fosfoglicerynowego i 2-fosfoglicerynowego tylko nie-
znacznie przewyzsza wartosci kontroli. Spostrzezenia te sugerujg, ze
czynnikiem ograniczajacym szybkos¢ glikolizy w tym przypadku moze
by¢ aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

1. Fosfofruktokinaza

Hamowanie szybkosci glikolizy w warunkach tlenowych wielu auto-
row ttlumaczy inhibicjg fosfofruktokinazy przez zwiekszone stezenie
wewnatrzkomorkowego ATP, wytwarzanego w procesie oksydacyjnej fos-
forylacji (2, 10, 32, 48, 68, 75, 82, 83, 84, 89, 92, 93, 94, 96, 103, 107, 114,
128, 129, 130). Hamujgce dziatanie ATP na ten enzym cofa sie po dodaniu
fosforanu (33, 34, 67, 68, 74, 82, 83, 84, 93, 102, 116, 117, 129), adenozyno-
monofosforanu (33, 34, 48, 67, 68, 74, 82, 93, 103, 114, 116, 130), adenozyno-
dwufosforanu (48, 67, 68, 72, 82, 93, 116), fruktozo-6-fosforanu (10, 33, 34,
84, 114, 129) lub fruktozodwufosforanu (33, 34, 67, 68, 93). Dlatego tez
stosunek zawartosci ATP do AMP, ADP i fosforanu w komdrce wydaje
sie mie¢ decydujgce znaczenie dla wywotywania efektu Pasteura (48, 76,
93, 103, 128, 129).

W roku 1962 Passonneau i Lowry (93) zauwazyli, ze po do-
daniu glukozy do zawiesiny drozdzy obok niewielkich zmian zawartosci
ATP obserwuje sie znaczne zwiekszenie ilosci cytrynianu i izocytrynianu
(rysunek 6). Cytrynian w warunkach tlenowych tworzy sie w reakcji
szczawiooctanu z acetylo-CoA powstajgcym w wyniku utleniania piro-
gronianu. Poniewaz cytrynian jest inhibitorem fosfofruktokinazy (118),
a zmiany zawarto$ci monofosforanéw heksoz i fruktozodwufosforanu
sugerujag hamowanie glikolizy wtiasnie na etapie katalizowanym przez
fosfofruktokinaze, wydaje sie, ze ilos¢ cytrynianu w komérce moze regu-
lowaé¢ aktywnos$¢ tego enzymu, a tym samym wpiywaé takze na szybkos¢
procesu glikolizy (34, 35, 84, 94, 95, 106, 121, 124). Przypuszczenie to po-
piera rowniez fakt, ze nagromadzone podczas preinkubacji serca szczura
w roztworze fluorooctanu (inhibitor akonitazy) duze iloSci cytrynianu
powodujg hamowanie glikolizy na poziomie fosfofruktokinazy (5, 124).

Hamowanie fosfofruktokinazy zaréwno przez cytrynian jak i przez
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Rys. 6. Zawarto$¢ fosforanéw heksoz, ATP i cytrynianu z izocytrynianem w fer-
mentujgcych drozdzach (wg 106)
Skroty jak pod rysunkiem 5.

ATP, jest eliminowane przez fosforan, AMP i fruktozodwufosforan (95).
Wiadomo, ze w watrobie okoto 70% wewngtrzkomorkowego cytrynianu
wystepuje we frakcji mitochondrialnej (108). Wydaje sie jednak, ze wobec
hamowania fosfofruktokinazy przez bardzo mate ilosci cytrynianu, jego
cytoplazmatyczne stezenie podobnie jak fizjologiczne stezenie ATP (96)
moze catkowicie wystarczaé¢ do regulacji intensywnosci glikolizy (95).

Fosfofruktokinaza jest jedynym znanym enzymem, ktdry jest hamo-
wany przez jeden z substratéw (ATP), a stymulowany przez drugi
substrat (fruktozo-6-fosforan) oraz produkty reakcji (ADP i fruktozo-
dwufosforan) (93). Dziatanie fosfofruktokinazy w komorkach raka puchli-
nowego ttlumaczy sie w dwojaki sposéb.

W pierwszym schemacie zaproponowanym przez Passonneau
i Lowryego (73, 93, 94) oraz Monsoura (83) przyjmuje sie istnie-
nie co najmniej dwoch miejsc przytgczania ATP: miejsca substratowego
i miejsca (lub miejsc) hamowania. W u (127) przypuszcza, ze fosforan,
fruktozo-6-fosforan i inne czynniki stymulujgce moga wspotzawodniczy¢
z ATP tylko o miejsca hamowania. Przy niskich stezeniach ATP zostaje
zajete miejsce substratowe i tylko jedno miejsce hamowania, co wptywa
w matym stopniu na aktywnos$¢ fosfofruktokinazy. Natomiast przy wy-
sokich stezeniach ATP zajmowane sg obydwa miejsca hamowania, co
znacznie zmniejsza aktywno$é enzymu. Przytaczenie ATP bowiem tak
zmienia konformacje enzymu, ze miejsce przytgczenia fruktozo-6-fosfo-
ranu oddala sie od miejsca substratowego dla ATP i oddziatywanie tych
dwu substratow jest mato prawdopodobne. Czas uptywajacy od dodania
ATP do osiggniecia maksymalnego zahamowania moze by¢ czasem po-
trzebnym do zajscia tych zmian konformacyjnych. Poniewaz fosforan
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i AMP przywracajg aktywnos$¢ fosfofruktokinazy jedynie wtedy, gdy
zostata ona zahamowana przez ATP, Wu uwaza, ze zwigzki te przywracaja
uprzednig konformacje enzymu drogg wymiany z ATP w miejscach
hamowania. Podobny efekt maja rowniez wysokie stezenia fruktozo-6-
fosforanu. Ten schemat nie wyjasnia hamowania przez cytrynian reakcji
katalizowanej przez fosfofruktokinaze. Przyjecie oddzielnego miejsca
hamowania dla tego zwigzku (94) wydaje sie konieczne do wyjasnienia
jego dziatania.

Drugi schemat dziatania fosfofruktokinazy, proponowany przez Wu
(127), zaktada rozpad fosfofruktokinazy w obecnosci ATP na nieaktywne
podjednostki. Powstawanie takich podjednostek zaobserwowano podczas
inkubacji enzymu w pH 5,8 (84), lub w roztworze 2M mocznika (71).

2. Dehydrogenaza aldehydu 5-fosfoglicerynowego

W roku 1959 Hatch i Turner (41) zauwazyli, ze w warunkach
tlenowych dodanie heksozomonofosforanu lub fruktozodwufosforanu
hamowato glikolize w wyciggach z kietkow grochu. Dodanie kwasu 3-fosfo-
glicerynowego nie wywolywato tego efektu. Wnioskowano stad, ze obec-
no$¢ tlenu wptywa bezposrednio lub posrednio na jeden z enzymoéw
konieczny do przeksztatcenia fruktozodwufosforanu w kwas 3-fosfoglice-
rynowy. Prawdopodobnie jest to dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicery-
nowego, ktérej aktywnos$é po dodaniu cysteiny lub zredukowanego gluta-
tionu powraca do poziomu charakterystycznego dla warunkéw beztleno-
wych (37, 41, 50, 51, 100, 119). Sugeruje to, ze istotne znaczenie dla kon-
troli szybkosci glikolizy poprzez regulacje aktywnos$ci tego enzymu ma
stan redukcji pewnych grup -SH. Za tg hipotezg przemawia $cista zalez-
no$¢ miedzy zawartos$ciga grup -SH w wyciggach cytoplazmatycznych
a intensywnoscig procesu glikolizy (41).

3. Wptyw warunkéw Srodowiska

W latach 1965—1966 Hom mes (47, 48) stwierdzit, ze mechanizm
kontroli szybkosci glikolizy u drozdzy w warunkach tlenowych zalezy
od zawartosci glukozy w pozywce. W drozdzach hodowanych na pozywce
zawierajacej 0,6% glukozy, przeniesionych do $rodowiska reakcyjnego
obserwuje sie najwieksze stezenie fruktozodwufosforanu wtedy, gdy
rozpoczyna si¢ hamowanie oddychania (rysunek 7A). RoOwnoczes$nie
zmniejsza sie stezenie AMP i ADP — aktywatoréw fosfofruktokinazy,
a wzrasta stezenie ATP — jej inhibitora. Spostrzezenia te wskazujg, ze
hamowanie oddychania w tych warunkach jest skutkiem braku akceptora
fosforanu, a hamowanie glikolizy — wynikiem hamowania fosfofrukto-
kinazy przez zwiekszone stezenie ATP (48).

Innymi cechami odznaczajg sie drozdze hodowane na pozywce zawie-
rajacej 2°/o glukozy. Po przeniesieniu do $rodowiska reakcyjnego wyka-
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mm
Rys. 7. Stezenie glukozo-6-fosforanu, fruktozo-6-fosforanu, fruktozodwufosforanu

i nukleotydéw adenylowych podczas tlenowej glikolizy u drozdzy (wg 48)
A ®» Drozdze hodowane na pozywce zawierajacej 0,6°/0 glukoze, B — Drozdze hodowane na
pozywce zawierajacej 2% glukoze. Wyniki wyrazone w nmolach na minute i komérke.

zujg one najwieksze stezenie fruktozodwufosforanu w czasie, gdy szyb-
kos¢ oddychania jest najmniejsza, a zawartos¢ AMP w komérkach prze-
wyzsza ilos¢ ATP (rysunek 7B). A zatem w tych warunkach zmiana
aktywnosci fosfofruktokinazy nie moze warunkowac efektu Crabtree —
punkt kontrolujgcy szybko$¢ oddychania musi znajdowaé sie w dalszych
etapach glikolizy. Poniewaz réwnoczes$nie ilo$¢ pirogronianu w komérkach
drozdzy maleje, a fosfoenolopirogronianu wzrasta, wydaje sie, ze hamo-
wanie reakcji przeksztatcenia fosfoenolopirogronianu w pirogronian ogra-
nicza doptyw substratu do mitochondriow i wskutek tego hamuje oddy-
chanie. To ttumaczytoby réwniez wzrost stopnia utlenienia cytochromow
obserwowany podczas efektu Crabtree po dodaniu glukozy do tych
drozdzy (47).

IV. Uwagi koncowe

Procesy hamowania glikolizy przez oddychanie (efekt Pasteura) i od-
dychania przez glikolize (efekt Crabtree) moga by¢ przyktadami mecha-
nizmu niehormonalnej regulacji metabolizmu komorkowego (37). Jest
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prawdopodobne, ze rézne typy komorek i tkanek rdéznig sie sposobami
regulowania tych proceséw. Niskie stezenia nukleotydéw adenylowych
moga wptywaé hamujgco na oddychanie lub glikolize np. komoérek He La
(27) i raka puchlinowego (20, 91). OkreSlone stezenia inhibitoréw enzy-
moéw glikolitycznych regulujgc ich aktywno$¢ moga ogranicza¢ oddycha-
nie lub glikolize w erytrocytach (105), mie$niach (89), mézgu (74), droz-
dzach (47, 48) i komorkach raka puchlinowego (130).

Zjawisko hamowania glikolizy przez oddychanie nie jest jednak
charakterystyczne dla wszystkich typow komdrek. Na przyktad Cra-
mer (23) zaobserwowat, ze mitochondrialne oddychanie mdézgu szczura
stymuluje glikolize katalizowang przez uktad cytoplazmatyczny otrzy-
many z tej tkanki, a Schwartz i Lee (109) wykazali podobny efekt
mitochondriéow nerki $winki morskiej na uktad glikolityczny serca
i mozgu. Fakt, ze mitochondria z danej tkanki dodane do cytoplazmy
komorek mézgu, serca i pewnych typow komorek rakowatych (1) stymu-
lujg glikolize w przeciwienstwie do mitochondriéw watroby lub $ledziony,
wskazuje na istnienie biochemicznych rdznic miedzy mitochondriami
pochodzgcymi z ré6znych tkanek (109).

Chociaz zjawisko wspdtzaleznosci proceséw oddychania i glikolizy jest
badane od wielu lat, to jednak dotychczas nie wyjasniono ostatecznie
mechanizmu regulujgcego szybko$¢ tych proceséw. Przyczyny i skutki
indukowania i hamowania zarowno glikolizy jak i oddychania sg bowiem
ré6znorakie i dlatego nietatwe do zidentyfikowania.
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ANNA GRONOWSKA-SENGER*

Wspotczesne poglady na mechanizm  konwersji
p-karotenu do witaminy A

Present Knowledge of (3-Carotene Conversion into Vitamin A

Some recent works in the biochemical explanation of (3-carotene conversion to
vitamin A are presented with special reference to its mechanism and site.

I. Wstep

Witamina A nie wystepuje w Swiecie roslinnym, moze by¢ natomiast
syntetyzowana w organizmach zwierzecych z ro$linnych barwnikow Kka-
rotenoidowych. Jednakze prowitaminami sg tylko nieliczne z tych barw-
nikbw, a mianowicie te, ktdre zawierajg w czasteczce przynajmniej jeden
piersciern (3-jononowy i maja konfiguracje przestrzenng trans (77).

Z punktu widzenia zywienia czlowieka najwazniejszg role spetnia
P-karoten, nie tylko z uwagi na jego wysoka zawarto$¢ w wiekszosci spo-
zywanych produktow, ale takze dzieki obecno$ci w czasteczce dwu piers-
cieni (3-jononowych, co warunkuje jego stosunkowo duzg aktywno$¢ bio-
logiczng jako prekursora witaminy A w poréwnaniu z pozostatymi prowi-
taminami (17, 30). Biorac pod uwage, ze okoto 25% dziennego zapotrzebo-
wania na witamine A pokrywane jest przez karoten (22) zagadnienie me-
chanizmu konwersji tej prowitaminy nabiera szczeg6lnego znaczenia.

Il. Miejsce konwersji w organizmie

Pierwszym, ktory zaobserwowat tworzenie sie witaminy A z karotenu
w organizmie zywym, byl Moore (45). Stwierdzit on, ze w watrobie
szczurdw zubozonych uprzednio w witamine A i otrzymujgcych duze daw-
ki karotenu, pojawity sie znaczne ilosci tej witaminy przy $ladowej za-
wartosci karotenu. Dzieki temu przez okoto 20 lat utrzymywat sie poglad,
ze watroba stanowi gtéwne miejsce konwersji (46). Za hipoteza tg prze-
mawialy tez obserwacje Olcotta i McCanna (47), ktédrzy inkubujac

* Mgr inz., starszy asystent Katedry Technologii i Higieny Zywienia Cztowieka

Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa
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karoten z tkankg watrobowga szczuréw pozbawionych witaminy A w die-
cie, otrzymali witamine A, co przypisali dziataniu zawartych w watrobie
enzymow nazwanych karotenazg. Jednak przypuszczenia te nie zostaly
potwierdzone (2, 55).

W toku dalszych badan nad konwersjg karotenu do witaminy A P o-
pper i Greenberg (54), Lease i wsp. (37) oraz Sexton i wsp.
(59) stwierdzili, ze pozajelitowe wprowadzenie ("-karotenu nie cofa obja-
woéw niedoboru witaminy A, co podwazylo teorie Moore’a. Obserwacje te
znalazty potwierdzenie w pracach Krauzego i Pierce (36),
Thompsona i wsp. (65 66), Kona i Thompsona (33), ktérzy
wykazali, ze wprowadzony pozajelitowo roztwér olejowy lub koloidalny
P-karotenu nie ulega konwersji do witaminy A, gromadzac sie w niezmie-
nionej postaci w watrobie i innych tkankach organizmu, podczas gdy do-
ustne podanie karotenu, powoduje pojawienie sie witaminy A najpierw
w Sciance jelita cienkiego, a po pewnym czasie w limfie, krwi oraz osta-
tecznie w watrobie. Badania te przyczynily sie do powstania hipotezy,
ze Sciana jelita moze stanowié¢ miejsce konwersji karotenu (1, 12, 13, 38,
64, 65, 68, 70). W wyniku dalszych obserwacji przeprowadzonych na
réznych zwierzetach (3, 4, 5, 6, 7, 10, 24, 34, 60, 67, 74) stwierdzono jed-
nak u szczura, krdlika, Swinki morskiej, owcy, Swini i kurczecia, ze wpro-
wadzony pozajelitowo ”~-karoten ulega konwersji do witaminy A. Okazato
sie wiec, ze zaleznie od gatunku zwierzecia zdolnosé do konwersji nie
ogranicza sie wytgcznie do Sciany jelita cienkiego, ale obejmuje prawdo-
podobnie réwniez tkanki (35, 39, 41, 42, 43, 44, 73).

Chociaz przeksztatcenie ~-karotenu do witaminy A moze zachodzi¢ tak-
ze w watrobie (75), to jednak jelito jest gtdwnym miejscem, w ktorym
proces ten przebiega (do 50% warto$ci dla catego organizmu) (19, 25, 49,
51), przy czym najbardziej aktywny jest gdrny odcinek jelita cienkiego
do 1/3 jego diugosci. Srodkowa cze$¢ wykazuje duzo nizsza, a korico-
wa — bardzo matg zdolno$é do konwersji karotenu, co moze by¢ zwigzane
z brakiem pobudzajacych ten proces soli zotci i niezdolnoscig komaorek do
przeksztatcenia zaadsorbowanego skiadnika.

I11. Konwersja in vitro

W celu wyjasnienia mechanizmu konwersji wiele uwagi poswiecono
uzyskaniu odpowiedniego systemu in vitro, zdolnego wydajnie przeksztat-
ca¢ karoten do witaminy A (13, 15, 16, 33, 61, 70, 73). Stosowanie réznych
technik izolacji jelita jak: petla jelitowa (50, 51), wywrotki jelitowe (71),
skrawki jelitowe (23, 25, 53), homogenat jelitowy (31, 63) i zawiesina
komérek tkanki nabtonkowej jelita (19, 21) oraz trudnosSci zwigzane ze
znalezieniem odpowiedniej metody dla doktadnego oznaczania ilosci pow-
statej witaminy A w obecnosci (-karotenu, prowadzity do uzyskania kon-
trowersyjnych wynikow.
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Stall cup i wsp. (62), Mc Gillivray (40), Rosenberg
i wsp. (57) oraz Olsen (48) w doswiadczeniach z wyizolowanymi petla-
mi jelita cienkiego szczura, kurczat, kréw i owiec wykazali mozliwos¢
przeksztatcenia sie karotenu do witaminy A. Pozytywne wyniki uzyskat
réwniez Olson (50, 51, 52), przy czym wydajno$¢ procesu byta stosun-
kowo niska (w granicach 25°»). Grangaud i wsp. (21) stwierdzili
konwersje karotenu do witaminy A inkubujac wyizolowane jelito ryby
Gambusia holbrooki. Podobne efekty otrzymali Suzuki iwsp. (63) oraz
Koizumi i wsp. (31) stosujac homogenaty jelita szczura.

W kazdej z wymienionych metod preparowania jelit postugiwano sie
innym rodzajem postepowania analitycznego, a uzyskiwane wyniki in-
terpretowano elos¢ dowolnie, co moze prowadzi¢ do sprzecznosci przy
ich poréwnywaniu. Do najbardziej obiecujgcych i stosowanych ostatnio
metod zalicza sie badania izotopowe, a zwtaszcza znakowanie 14C. Sto-
sujagc znakowany tym izotopem (3-karoten Olson (51) badat jego absor-
bcje i konwersje do witaminy A przez jelito szczura i otrzymat estry wi-
taminy A w iloSci odpowiadajgcej okoto 40—509> znikajacego karotenu.
Podobne badania przeprowadzili Huang i Goodman (26), stwier-
dzajgc obecnos¢ estrow retinylu w iloSci odpowiadajacej okoto 90% ogol-
nej radioaktywnosci.

IV. Mechanizm konwersji

Chociaz zjawisko konwersji karotenu do witaminy A znane jest od
przeszto 35 lat, to jednak mechanizm tej przemiany nie zostat dotychczas
jednoznacznie okres$lony. Poréwnanie budowy czasteczkowej fi-karotenu
i witaminy A wskazuje na dwie mozliwos$ci (18), przedstawione na rysun-
ku 1. Pierwszg stanowi hipoteza centralnego rozpadu czasteczki P-karo-
tenu w pozycji | (28) prowadzacego do powstania dwu czasteczek aldehy-
du witaminy A, ktory jest nastepnie redukowany do retinolu. Druga
mozliwos$¢ to rozpad czasteczki karotenu w poblizu pierscienia (5-jonono-
wego (pozycja Il) i stopniowa degradacja na drodze ~-oksydacji, az do uzy-
skania czasteczki witaminy A. Przy zatozeniu 100% wydajnosci reakcji
stopien konwersji powinien by¢ w pierwszym przypadku réwny 2,
aw drugim réwny 1

Wedtug teorii rozpadu w poblizu pierscienia P-jononu, degradacja ka-
rotenu polega na stopniowym utlenianiu tancucha izoprenowego, przy
czym Redfearn (56) wykazatl, ze w wyzszych homologach witaminy
A grupy metylowe w potozeniu Gw stosunku do utlenianego atomu wegla
nie hamuja dalszego utlenienia. Utlenianie to prowadzi do uzyskania re-
tinolu, w ktérym obecno$¢ grupy metylowej w pozycji p uniemozliwia
dalsze utlenienie (9). Glover i wsp. (13) jako jedni z pierwszych wy-
kazali, ze w organizmie retinal stanowi forme posrednig przy powstawa-
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Rys. 1. Mechanizm konwersji p-karotenu do witaminy A wedtug (15)

niu witaminy A z karotenu. ROwniez na drodze chemicznej P-karoten
moze ulec utlenieniu z wytworzeniem aldehydu witaminy A (27, 69),
ale z teoretycznego punktu widzenia (14) bardziej podatne na utlenianie
jest koncowe a nie centralne wigzanie podwdjne w tancuchu izopreno-
wym. Obok formy aldehydowej wtaminy A przy chemicznym rozpadzie
czasteczki (3-karotenu pojawity sie pochodne typu retinalu zawierajgce
pierscien (3-jononowy z bocznym tancuchem alifatycznym mniejszym lub
wiekszym niz w czasteczce witaminy A. Wszystkie te zwigzki nazwano
apokarotenoidami (przedrostek ,apo” oznacza skrécenie tancucha alifa-
tycznego i utrate podwojnych wigzan w pordéwnaniu z czasteczkg (3-ka-
rotenu). Glover i Redfearn (14) podali doustnie kilka z (3-apo-
karotenoidow szczurom pozbawionym witaminy A i stwierdzili tworzenie
sie retinolu, przy czym stopiern konwersji kazdego z nich byt niski i wy-
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nosit mniej niz 4°/0 w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi z podob-

nych dawek ~-karotenu.

Prace nad metabolizmem i aktywnoscig biologiczng ré6znych (3-apoka-
rotenoidéw (15, 16), ktére uwazane sa za posrednie stadia w degradacji
czasteczki (3-karotenu, nasunety nastepujgce wnioski:

1. stopniowa degradacja nie jest gitéwng metaboliczng drogg przejscia
P-karotenu w witamine A,

2. w przypadku tworzenia witaminy A z (3-apokarotenoidéw, degradacja
niekoniecznie musi przebiega¢ droga (3-oksydacji. W wyniku dalszych
obserwacji (15, 16) stwierdzono, ze po karmieniu szczuréw 15, 25°-14C
znakowanym fi-karotenem, specyficzna aktywno$¢ wyizolowanej 1-14C
witaminy A byta znacznie wyzsza od tej, ktérg otrzymano z P-apo-
karotenoidow, co potwierdza w zupetnosci poprzednie badania z ma-
teriatlem nieizotopowym.

Naturalne wystepowanie (3-apo-S’-karotenoidéw potwierdza przypusz-
czenie, ze stopniowa degradacja ~-karotenu moze mie¢ miejsce w pewnym
stopniu w przyrodzie (8). W roslinach przeksztatcenie (3-karotenu w wi-
tamine A na ogdt nie zachodzi. Jednak Winterstein i wsp. (72)
stwierdzili obecnos$¢ retinalu w szpinaku i innych ro$linach. Mikroorga-
nizmy sg zdolne do tworzenia olefin w obecnosci Zrodta wegla z przy-
taczeniem tlenu atmosferycznego w miejscach podwdéjnego wiazania (29).
Dmitrowskij i Starikowa (11) stosujac kulture Pseudomonas
cieruginosa uzyskali przeksztatlcenie wprowadzonego karotenu w wita-
mine A w 70%.

Wydaje sie, ze najbardziej prawdopodobna jednak jest teoria central-
nego rozpadu czasteczki P-karotenu. Przemawia za nig fakt, Ze stosunek
utworzonej witaminy A do uzytego karotenu jest wyzszy od jednosci.
Sahashi i wsp. (58) w badaniach nad degradacjg P-karotenu i meta-
bolizmem witaminy A w jelicie szczura, stwierdzili obecno$¢ dwu meta-
bolitbw posrednich, tj. P-jononu oraz kompleksu biatka z aldehydem wi-
taminy A. W po6zniejszych badaniach (32) wykazano, ze przemiana P-ka-
rotenu do witaminy A nastepuje istotnie drogg centralnego rozpadu, przy
czym powstajacy retinal zwiazany z biatkiem, ulega dalszym przemianom
do formy alkoholowej i kwasowej (rysunek 2).

Chemizm konwersji zwigzany jest prawdopodobnie z procesami oksy-
doredukcji, poniewaz w powstatej czasteczce pojawia sie tlen, a produkt
pekania, retinal, jest szybko redukowany do witaminy A. Goodman
i wsp. (19, 20) w badaniach nad mechanizmem biosyntezy witaminy A
przy uzyciu preparatow enzymatycznych z jelita szczura oraz podwojnie
znakowanego P-karotenu 3H przy weglu w pozycjach 15 i 15" oraz 14C
wykazali, ze czgsteczka tlenu reaguje z dwoma centralnymi atomami we-
gla w czasteczce ~-karotenu. Nastepnie centralne podwojne wigzanie
w tancuchu fi-karotenu ulega rozszczepieniu z utworzeniem dwéch moli
retinolu zestryfikowanego gtéwnie z kwasem palmitynowym. Do podob-



190 A. GRONOWSKA-SENGER 6]

nych wnioskéw doszedt Harashima (23) badajac konwersje karotenu
do witaminy A przez skrawki jelitowe szczura.
Tak wiec mechanizm konwersji nadal nie jest w peini wyjasniony.

i3-karoten

Retinal ----------- Biatko (kompleks)

Retinal Retinal (System enzyméwijelita)

Reakcja NAD,FAD beztienowo

Canizarro
Retinol
Kwas retinowy

+
Retinol

Rys. 2. Metaboliczna droga przemian (3-karotenu i witaminy A, wedtug (32)
retinal — forma aldehydowa witaminy A; retinol — forma alkoholowa witaminy A; kwas
retinowy — forma kwasowa witaminy A.

V. Czynniki wptywajace na konwersje

Jak wykazaty liczne badania, konwersja karotenu do witaminy A in
vivo zalezy od wielu czynnikéw. Oprdécz budowy przestrzennej czasteczki
P-karotenu, na przebieg tego procesu wplywajg Zrédta karotenu, metody
podawania, wielko$¢ dawki, sktad diety, gatunek i pte¢ organizmu, stan
funkcjonalny gruczotéw wydzielania wewnetrznego, a takze obecnos¢
niektérych witamin i antybiotykéw. Rowniez w warunkach in vitro ocena
tego procesu wymagag uwzglednienia wielu czynnikdw warunkujgcych
jego aktywnosc.

Harashima (23) w doswiadczeniach nad mechanizmem konwersji
karotenu przez skrawki jelitowe szczura stwierdzit konieczno$¢ obecnosci
tlenu atmosferycznego w materiale inkubowanym. Podobne efekty uzy-
skaty Goodman i Huang (19) w badaniach biosyntezy witaminy
A przy uzyciu preparatbw enzymatycznych jelita, wykazujac ponadto
stymulujace dziatanie glutationu w tej reakcji. Olson (50) jako pierw-
szy zaobserwowal potrzebe obecnosci soli z6kci, ktérej wpltyw zwigzany
jest byé moze z wiasnosciami emulgujacymi, zwiekszajagcymi efektywnos$é
procesu. Koizumi i wsp. (31) stwierdzili, ze przemiana (5-karotenu
do witaminy A w homogenatach jelit szczuréw pozbawionych w diecie
tiaminy jest bardzo niska, przy czym dodatek NAD i FAD (jednocze$nie)
podnosi wydajnos$¢ procesu. Zalesskaja (76) badajagc wptyw eks-
perymentalnej hipo- i hipertyreozy na konwersje karotenu do witaminy
A in vitro w tkankach $winek morskich wykazata hamujace dziatanie
tiouracylu a stymulujagce — tyroksyny.
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Z przytoczonego przegladu literatury wynika, ze czynniki warunkuja-

ce wysoka wydajnosé konwersji karotenu do witaminy A nie zostaly
jednoznacznie okreslone. Szczeg6lnie wazne bytoby znalezienie uktadu
enzymatycznego, warunkujacego ten tak istotny dla organizmdéw zywych

proces.
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ALICJA SZWEYKOWSKA*

Postepy badan nad cytokininami

Recent Progress in Cytokinin Research

The term cytokinins has been recently accepted to designate substances with
kinetin-like biological activity. Studies of structure/activity relationships suggest
that high cytokinin activity is limited to N6-substituted adenines. Cytokinins have
been shown to be constituents of some tRNAs in which they are located adjacently
to the anticodon.

. Nomenklatura

W roku 1955 Skoog, Strong i Miller (34) zaproponowali nazwe
kininy dla grupy substancji o aktywnosci biologicznej podobnej do tej,
jaka wykazywata kinetyna (6-furfuryloaminopuryna). Okazalo sie jed-
nak, ze nieco wczes$niej nazwe te nadano grupie niskoczgsteczkowych
polipeptydoéw dziatajagcych na miesnie gtadkie i zakonczenia nerwowe
zwierzat, a wiec o aktywnos$ci zupetnie odmiennej od kinetyny. Przez pe-
wien czas oba znaczenia nazwy kininy wspotistnialty, powodujac jednak
pewne nieporozumienia i niedogodnosci. Probowano wiec zastepowac na-
zwe nadang przez Skooga i wsp. Duzag popularno$é zdobyta sobie nazwa
fitokininy, ktorej przedrostek podkreslat roslinny charakter tej grupy
substancji (por. 30). Gromadzity sie jednak fakty Swiadczgace o obecnosci
i aktywnosci tych zwigzkéw takze w tkankach zwierzecych (3, 11) oraz
w komorkach bakteryjnych (14, 35), a wiec o ich uniwersalnym biologicz-
nym wystepowaniu i roli. W roku 1965 odkrywcy kinetyny i autorzy
nazwy kininy — Skoog, Strong i Miller (37)— po wielu kon-
sultacjach zaproponowali nazwe cytokininy na okre$lenie substancji o ki-
netyno-podobnej aktywnosci biologicznej. Nawigzuje ona do pobudzania
przez te zwigzki cytokinezy w roéznego rodzaju komdrkach roslinnych
oraz w niektéorych komoérkach zwierzecych. Nazwa ta zostata — jak sie
wydaje — powszechnie przyjeta (miedzy innymi na miedzynarodowym
sympozjum poswieconym substancjom wzrostowym u roslin w roku 1966
w Kuhlungsborn, NRD, por. takze poz. lit. 31), zaréwno ze wzgledu na
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to, iz wigze sie ona z pierwszym zaobserwowanym efektem biologicznym
kinetyny (por. termin auksyny Koegla i Haagensmita), jak i ze wysunieta
zostata przez grupe odkrywcow tych substancji majacych szczegdlne pra-
wo do nadania im nazwy.

Il. Struktura chemiczna a aktywno$¢

Po wyodrebnieniu i identyfikacji kinetyny (If) (24) otrzymano na
drodze syntetycznej wiele substancji jej pokrewnych i wykazujacych
podobna aktywno$¢ biologiczng. Pierwsze badania (16, 26, 38) wskazy-
waty, ze aktywnos$¢ kinetyno-podobna ogranicza sie do pochodnych 6-ami-
nopurynowych. Bardziej doktadne i systematyczne badania nad zalez-
nosScig miedzy aktywnoscig biologiczng a strukturg chemiczng przeprowa-
dzili Skoog, Leonard i wsp. (36). Zbadali oni 69 zwigzkéw, prze-
waznie purynowych lub blisko spokrewnionych z purynami, ws$réd kto-
rych byto 13 nowych zwigzkdéw, opisanych po raz pierwszy.

Wzgledna aktywnos$é cytokinin moze r6zni¢ sie nieco w zaleznosci od
uzytego testu biologicznego, jak wykazat miedzy innymi Letham (19)
badajgc aktywnos$¢ biologiczng pieciu cytokinin za pomocg pieciu réznych
testbw. W badaniach Skooga, Leonarda i wsp., ktérych wyniki zostang
nizej przedstawione, oznaczano aktywno$¢ cytokininowga najbardziej czu-
tym i specyficznym testem na cytokininy — testem tytoniowym (por. poz.
lit. 31).

W teScie tym opracowanym w laboratorium Skooga uzywa sie kul-
tury tkankowej rdzenia todygi tytoniu, ktéra rosnie wylgcznie w obec-
nodci cytokininy w pozywce. Tkanka ta reaguje juz na stezenie 0,2 (ig
kinetyny/1 litr, co pozwala na wykrycie tej substancji w ilosci okoto
0,01 jag (w 50 ml pozywki). Wzrost tkanki jest proporcjonalny do stezenia
cytokinin w pozywce, w przypadku kinetyny w granicach 1—15 ng/1 litr.

Kulture tkankowa otrzymuje sie przez wyciecie w aseptycznych warun-
kach matego fragmentu rdzenia z todygi tytoniu i umieszczenie go na
odpowiedniej pozywce (22). Rozwija sie z niego kalusowa tkanka, ktdra
nastepnie mozna wielokrotnie przeszczepia¢. Przed uzyciem do testu,
tkanke przeszczepia sie dwukrotnie (w odstepach 4—5 tygodniowych) na
pozywke ze stosunkowo niskag zawarto$cig kinetyny. Po takim przygoto-
waniu mate (30—50 mg) kawaltki tkanki przeszczepia sie na pozywki
zawierajace substancje lub wyciagi, ktérych aktywno$¢ cytokininowa ma
byé oznaczona. Reakcja tkanki jest widoczna po okoto 7— 10 dniach, koA-
cowy rezultat w postaci oznaczenia Swiezej i suchej masy tkanki otrzymu-
jemy po 4—5 tygodniach. Zalgczona fotografia przedstawia przyktad ta-
kiego testu (Rysunek 1).

6-Alkiloaminopuryny. Aktywno$¢ alkilowych pochodnych adeniny za-
lezy od dtugosci tafcucha alkilowego. Najwyzszg specyficznag aktywnoscig



Rys. 1. Test tytoniowy na cytokininy
Kolejno od lewej: kultura kontrolna bez cytokinin w pozywce, kultury z réznymi stezenia-
mi testowanej substancji, w ostatniej kolbce na prawo — kontrolna kultura kinetynowa
zawierajgca 30 \ag kinetyny/1 litr pozywki
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spos$réd pochodnych nasyconych odznacza sie 6-pentyloaminopuryna (la)
oraz jej izomer 6-izoamyloaminopuryna (Ib). Sa one aktywne w tescie
tytoniowym poczawszy od stezenia 10~9M, co odpowiada aktywnosci Ki-
netyny. Podobne rezultaty otrzymali Rothwell i Wright (33) ba-
dajagc aktywnos$¢ czterech pochodnych alkilowych 6-aminopuryny za po-
mocg trzech testow biologicznych. Pochodne alkilowe wyzsze od piecio-
weglowych az do 6-decyloaminopuryny wiacznie, wykazujg stabngcg wraz
z diugoscig tancucha aktywnos$¢, podobnie jak pochodne nizsze, choé
6-etyloaminopuryna wykazuje jeszcze stosunkowo wysokg aktywnos¢.
Pewng aktywno$¢ posiada takze 6-metyloaminopuryna (stezenie progowe
10-4M), jednakze jej obecno$¢ wyraznie obniza reakcje tkanki tytoniowej
na optymalne stezenia bardziej aktywnych cytokinin. Rowniez sama
adenina wykazuje niewielka, ale wyrazng aktywno$¢ wzrastajacq w za-
kresie stezen od 2*10-4 do 8*10-4M. Nie jest wykluczone, ze dziata nie
sama adenina, ale jej N6pochodne tworzace sie w tkance tytoniowej przy
wysokiej zawarto$ci adeniny w komarkach.

>CHoQH
HN-R d) R:-CH2-CH=C
xch3
e) R:—CH2— \

a) R -OH2-(CH23-CH3

CH, f) R:-CH2
b) R -ch2-ch2ch

,CH,
c) R-ch2-ch=c¢"

'CHo

Obecno$¢ wigzan nienasyconych w podstawniku alkilowym znacznie
zwieksza aktywnos$é cytokininy. 6-(Y,Y-dwumetylo)-alliloaminopuryna
(izopentenyloadenina, IPA) (Ic) jest okoto 10 razy aktywniejsza od
6-izoamyloaminopuryny i kinetyny. Jest to obok zeatyny (ld) najaktyw-
niejsza ze znanych dotad cytokinin, wykrywalna w tescie tytoniowym
w stezeniu 10-10—10-11M. Podobnie 6-farnezyloaminopuryna i 6-geranylo-
aminopuryna sg aktywniejsze od 6-decyloaminopuryny.

6-Aryloaminopuryny. Sposréd pochodnych pierScieniowych najaktyw-
niejsza jest 6-benzyloaminopuryna (le); pod wzgledem aktywnosci zaj-
muje ona miejsce pomiedzy kinetyng a IPA, a jej najnizsze wykrywalne
stezenie wynosi 8*10 10M. Podobnie jak w pochodnych alkilowych,
obecnos$¢ podwojnych wigzan w podstawniku arylowym zwieksza aktyw-
no$¢ cytokininy: 6-fenyloaminopuryna jest znacznie aktywniejsza od
6-cykloheksyloaminopuryny.

Zar6wno usuniecie grupy metylenowej taczacej podstawnik z ami-
nopuryng w pozycji N6 jak i przedtuzenie mostku obniza aktywnos$¢. Za-
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rowno 6-fenyloaminopuryna jak i 6-(P-fenoksy)etyloaminopuryna wyka-
zujg tylko okoto 1/5 aktywnos$ci 6-benzyloaminopuryny.

Podstawienie chloru w pozycji orto w pochodnych benzyloaminowych
zwieksza aktywno$¢ czasteczki, w pozycji meta daje bardzo niewielki
efekt, a w pozycji para dziata silnie hamujgco. Wprowadzenie innych
grup (-OH, -CH3 -N02 -S03H, -NH2) obniza aktywnos¢.

W wyniku dotgczenia do 6-metyloaminopuryny silnie polarnego piers-
cienia dezoksyrybozy powstaje aktywna cytokinina, wykrywalna w ste-
zeniu 2*10~8—10-7M. Aktywnos$¢ tego zwigzku jak réwniez bardzo wy-
soka aktywno$¢ zeatyny (Id) $wiadczg, iz obecno$¢ grup polarnych
w bocznym taincuchu lub pierécieniu nie przeszkadza biologicznej ak-
tywnosci cytokinin.

Modyfikacja adeninowego sktadnika czgsteczki. Istotne znaczenie dla
aktywnos$ci cytokininy ma struktura samej adeninowej czesci czasteczki.
Zastgpienie w IPA atomu azotu grupy aminowej atomem siarki (Il)
obniza jej aktywno$¢ okoto 100 razy, a zastapienie w kinetynie atomu
wegla w pozycji 8 atomem azotu (azakinetyna) — okoto 20 razy. Wymia-
na atomow wegla i azotu miedzy pozycjami 7 i 8 kompletnie eliminuje
aktywnos$¢ cytokinin.

Pozycja podstawnika. Miejsce, w ktdrym grupa alkilowa lub arylowa
dotaczona jest do czasteczki adeniny, wptywa réwniez w istotny sposob
na aktywnos$¢ cytokinin. Z wczes$niejszych badan (2, 12) wynikato, iz nie
tylko pochodne podstawione w pozycji N6, lecz takze 1- i 3-podstawio-
ne pochodne adeniny majg aktywnos$¢ cytokinin. Starannie przeprowa-
dzone doSwiadczenia z czystymi preparatami substancji i bez stosowania
wyzszych temperatur w procedurze testu (17, 18, 32) wykazaty jednak,
ze aktywnos$¢ ograniczona jest do N6 -podstawionych pochodnych. Wyni-
ki doSwiadczen, w ktorych uzyskano aktywno$¢ 1-i 3-podstawionych po-
chodnych adeniny, byty prawdopodobnie rezultatem stosowania wyzszej
temperatury w trakcie przygotowania doswiadczenia (rozpuszczanie sub-
stancji, sterylizacja pozywek), w ktoérej zwiazki te tatwo przeksztatcaja
sie w N6-podstawione pochodne. Podobnie przedstawia sie sprawa z 9-pod-
stawionymi adeninami, w tym jednak przypadku przegrupowanie pod-
stawnika w pozycje N6 zachodzi trudniej.

Dwupodstawione adeniny. Wprowadzenie drugiego podstawnika w po-
zycjach N6, 7- i 9- do aktywnej czasteczki adeniny podstawionej w gru-
pie aminowej obniza znacznie jej aktywnos$¢. Dotgczenie grupy metylo-
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wej w pozycji N6 kinetyny lub 6-benzyloaminopuryny (111) zmniejsza ich
aktywno$¢ ponad 100 razy. Podobnie zmniejszona byta aktywnos$¢ po-
chodnych dwubenzylowych: N6,7-dwubenzyloadeniny oraz N6,9-dwuben-
zyloadeniny. 9-Rybozydy kinetyny i IPA bylty 2—5 razy mniej aktywne
od odpowiednich wolnych zasad.

Szczeg6blne znaczenie dla aktywnos$ci cytokinin majg wolne pozycje
1i 3: po ich podstawieniu aktywno$¢ praktycznie zanika, na przykiad
nieaktywne sa 2-metylo-6-benzyloaminopuryna oraz 3-metylo-6-benzy-
loaminopuryna. Bardzo aktywna IPA (Ic) traci catkowicie aktywnos¢,
gdy wskutek zwigzania jej y-wegla z azotem w pozycji 1, przeksztatca
sie w zwigzek trojpierScieniowy.

Z przedstawionych badan nad pochodnymi purynowymi wynika, ze
wysoka aktywno$¢ cytokininowa zwigzana jest z N6-jednopodstawionymi
pochodnymi adeniny, przy czym na stopien aktywnosci duzy wptyw majg
wielkos¢, ksztatt, sktad, nasycenie i tadunek podstawnika. Wyjatek w tej
regule stanowig pochodne pirymidyny, ktére wedlug Kutajewej
i wsp. (15) sg aktywne w pewnych systemach, oraz pewne pochodne mocz-
nika (7, 13), ktore wykazuja aktywnos$¢ w stymulowaniu wzrostu w tych
samych biotestach, co pochodne adeniny. Czy jednak funkcjonujg one
takze w tych samych mechanizmach kontrolujagcych wzrost, jest jeszcze
sprawg otwartg.

I11. Wystepowanie cytokinin w naturze i ich lokalizacja w komorce

Pierwsza zidentyfikowang cytokining — kinetyne — wyodrebniono
w 1955 roku (24) z produktéw autoklawowania DNA przy niskim pH
i dotychczas nie stwierdzono jej wystepowania w naturze. Od dawna
jednak wiadomo byto, ze substancje o kinetyno-podobnej aktywnosci
wystepujg w duzych ilosciach zwtaszcza w endospermie nasion (mleko ko-
kosowe, mleko kukurydziane). W roku 1963 Letham (21) wyizolowat
z endospermy kukurydzy pierwszg naturalng cytokinine, ktorg nazwat
zeatyng (lId). Okazato sie, ze wysoka zawarto$¢ cytokinin jest tez zwigza-
na z pewnymi chorobami roslin, np. ze zmianami powodowanymi przez
Corynebacterium jascians, nowotworami ro$linnymi (crown-gall) i gala-
sami.

W roku 1966 Klambt, Thies i Skoog (14) wyodrebnili z Co-
rynebacterium jascians IPA (lIc), ktorej struktura tylko nieznacznie
rézni sie od zeatyny. Cytokininy wystepuja tez w roslinach nizszych:
w roku 1966 Bauer (1) otrzymat ze sporofitowej tkanki mchu krysta-
liczng substancje o silnej aktywnos$ci cytokininowej, ktérg nazwatl bry-
okining. O jej budowie chemicznej wiadomo na razie tylko tyle, ze — po-
dobnie jak inne cytokininy — jest ona pochodng adeniny. Charakter i lo-
kalizacja podstawnika nie zostaty jeszcze okreslone; nie jest wykluczone,

3 Postepy Biochemii
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ze bryokinina okaze sie jedng ze zidentyfikowanych juz naturalnych cy-
tokinin. W roku 1962 McCalla, Morré i Osborne (23) wykazali,
ze niewielka ilos¢ znakowanej N6-benzyloadeniny ulega wiagczeniu do
RNA w starzejgcych sie lisciach. F ox w roku 1966 (9) stwierdzit w tkan-
kach tytoniu i soi rosnacych na pozywce ze znakowang N6-benzyloadeni-
na, iz zwigzek ten wigcza sie gtownie do frakcji rozpuszczalnego RNA
(SRNA).

W roku 1966 Zachau i wsp. (41) oraz Biemann i wsp. (4) wy-
odrebnili IPA z komorek drozdzy i wykazali, iz jest ona tam skiad-
nikiem dwu odmian RNA przenoszacego (tRNA) specyficznego dla sery-
ny. Charakterystyczna jest przy tym lokalizacja tej zasady w czasteczce
tRNA w miejscu bezposrednio przylegajagcym do antykodonu. Mniej wie-
cej réwnoczesnie Hall i wsp. (11) wyizolowali rybozyd IPA z en-
zymatycznego hydrolizatu sSRNA drozdzy i watroby cielecej. Cytokini-
nowg aktywno$¢ stwierdzono ponadto w preparatach sRNA z watroby
owcy i szczura (3), siewek kukurydzy (20) i niedojrzatych ziarniakéw
kukurydzy (10). Skoog i wsp. (35) stwierdzili cytokininowg aktywnos$é
w preparatach tRNA roznego pochodzenia (drozdze, watroba, Escherichia
coli), przy czym wysoka aktywnoscig wyrozniaty sie frakcje tRNA dla
seryny, a takze dla izoleucyny i tyrozyny. W czasteczkach tRNA dla ty-
rozyny Raj-Bhandary (29) wykazat takze obecno$é¢ IPA w po-
zycji przylegtej do antykodonu. Natomiast zupetnym brakiem aktywnosci
odznaczaty sie frakcje odpowiadajgce tRNA dla glicyny, alaniny, argini-
ny, waliny i fenyloalaniny. Ostatnio Ha1l i wsp. (10) wyizolowali
IPA z preparatéw sRNA pochodzgcego ze szpinaku i groszku. W sRNA
szpinaku, groszku i kukurydzy znalezli ponadto inng jeszcze cytokining,
bardzo zblizong do zeatyny, r6zniaca sie od niej tylko pozycja cis grupy
hydroksylowej w stosunku do metylenowego atomu wegla.

Trudno dzi$§ powiedzie¢, jakie jest znaczenie cytokinin w pewnych
rodzajach tRNA. Fox (9) wysunat hipoteze, ze cytokininy grajg w tRNA
role podobng do roli niektérych pochodnych metylowych zasad (8), nada-
jac mu zdolno$¢ do wiazania i przenoszenia aminokwaséw. Jeszcze trud-
niej jest spekulowa¢ na temat, czy obecnos$¢ i ewentualna funkcja cyto-
kinin w tRNA majg jaki$ zwigzek z wielorakga i silng aktywno$cig biolo-
giczng cytokinin. Cytokininy indukujg organogeneze w roslinnych kul-
turach tkankowych, kontrolujg dominacje wierzchotkowa pedu i jego roz-
galezianie sie, przyspieszajg kwitnienie, stymulujg kietkowanie nasion,
regulujg transport substancji, mobilizacje i akumulacje metabolitéw,
zapobiegajg procesom starzenia sie. Przy tak niespecyficznym dziataniu
fizjologicznym, charakterystycznym zresztg i dla innych roslinnych regu-
latorow wzrostu i rozwoju, nalezy oczekiwaé, ze na poziomie molekular-
nym reakcja, w ktérej biorg udziat cytokininy, nalezy do jednego z pod-
stawowych procesdOw metabolicznych. W doSwiadczeniach Fo x a (9) nad
wigczaniem N6benzyloadeniny znakowanej 14C w pozycji 8 do RNA nie-
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wielkg czes¢ radioaktywnosci odnajdowano takze we frakcji nie nalezgcej
do rozpuszczalnego ani rybosomowego RNA. Frakcja ta charakteryzowa-
ta sie wilasciwosciami przypisywanymi informacyjnemu RNA (mRNA).
Na tej podstawie Fox wysunat drugg, alternatywng hipoteze, wedtug
ktérej cytokininy dziatajg jako derepresory informacji genetycznej, w ten
spos6b, ze ich wigczenie do okreslonego rodzaju mRNA pozbawia go
normalnej funkcji represora.

Charakterystycznym efektem biochemicznym cytokinin jest stymu-
lacja syntezy RNA i biatka (27, 28, 40), a morfogenetyczne efekty cyto-
kinin moga by¢ blokowane przez inhibitory syntezy RNA i biatka (6, 39).
Wollgiehn (40) stwierdzit, ze stymulacja syntezy RNA przez kinetyne
dotyczy w jednakowym stopniu wszystkich wyodrebnionych przez niego
frakcji. Na tej podstawie M othes (25) sadzi, ze dziatanie kinetyny mo-
ze polega¢ na stabilizacji systemu polirybosoméw, pociggajacej za sobg
dtuzszg zywotnos¢ mRNA, lub na generalnym znoszeniu represji gendw
na drodze generalnego wytgczania histondw, uwazanych za skladniki
systemu represyjnego komorki. Rola efektorow genetycznych jest zresztg
przypisywana takze innym regulatorom wzrostu i rozwoju roslin (5).
Mozna przypuszczac, ze w warunkach naturalnych, kontrolowanych takze
przez inne systemy regulatoréw, endogenne cytokininy dzialajg bardziej
specyficznie w systemie aktywacji gendw.

Obecny stan wiedzy o cytokininach nie pozwala na sformutowanie
bardziej szczeg6towych koncepcji na temat ich roli w metabolizmie kwa-
séw nukleinowych i biatek. Mozemy jedynie oczekiwac, ze intensywne
badania prowadzone w tym kierunku rzuca wkrdtce wiecej Swiatla na
zagadnienie dziatania i znaczenia cytokinin na poziomie molekularnym.
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MARIAN MICHNIEWICZ*

Przydatnos¢ metody mikrobiologicznej do badan nad
regulatorami wzrostu roslin

The Microbiological Test as a Method for Determination of Plant Growth
Regulators

The possibility of the application of bacteria for testing of plant growth regula-
tors is discussed.

Endogenne regulatory wzrostu stanowig potezny czynnik kontrolujg-
cy wzrost i rozwdéj rosliny. Liczba substancji zaliczanych do tej kategorii
zwigzkdéw stale wzrasta. Obok auksyn, giberelin czy cytokinin, wymienié
tu nalezy takze duzg grupe inhibitoréw wzrostu. Grupa ta obejmuje
ré6znorodne pod wzgledem chemicznym i fizjologicznym substancje, kté-
rych hamujacy wptyw na wzrost i rozwdj rosliny ma charakter odwra-
calny. W zaleznosci od funkcji fizjologicznej mdéwimy o inhibitorach
wzrostu, kietkowania, kwitnienia itp. Kryterium podzialu stanowi tu
zatem obserwowany efekt, a nie mechanizm dziatania na poziomie mole-
kularnym. Tak wiec pojecie inhibitor w sensie fizjologicznym jest inne od
znaczenia tego terminu w biochemii lub chemii.

Wystepowanie inhibitoré6w wzrostu u roslin jest powszechne, a obec-
nos$¢ ich stwierdzono we wszystkich organach roslin, nalezagcych do naj-
réznorodniejszych jednostek systematycznych (11).

Do inhibitorbw wzrostu nalezy szereg nienasyconych laktonow,
a wsrod nich kumaryna, wystepujaca w roslinach w postaci ~-glikozydu
kwasu o-hydroksy-ds-cynamonowego, zwigzek znany przede wszystkim
jako inhibitor kietkowania nasion. Inhibitorami wzrostu jest wiele zwigz-
kéw fenolowych, miedzy innymi kwasy (na przyktad trans-cynamonowy,
chlorogenowy, i chelidoniowy) oraz flawonoidy (11) (na przykiad flo-
rydzyna, glukozyd floretyny, inhibitor charakterystyczny dla jabtoni (7,
16)). Do inhibitoréw zaliczyé nalezy takze abscysyne, pochodng kwasu pen-
tadienowego, kontrolujagca gtéwnie zjawiska opadania lisci i spoczynek (5).

Mimo duzych osiagnieé w dziedzinie badan nad wyodrebnianiem i o-

* Prof. dr, kierownik Katedry Fizjologii Ros$lin Uniwersytetu M. Kopernika
w Toruniu

Wykaz stosowanych skrotéw: GA3— kwas giberelowy, IAA — kwas 3-indolilo-
octowy.
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znaczaniem czynnych zwiazkéw wystepujacych w roslinie oraz wprowa-
dzenia nowych metod jak chromatografia cienkowarstwowa czy gazowa,
wielu z tych zwigzkéw nie zdotano dotad zidentyfikowaé i o ich obec-
nosci wnioskuje sie jedynie na podstawie odpowiednich testow biolo-
gicznych. Odnosi sie to zwiaszcza do inhibitorow wzrostu. Przyktadem
moze by¢ bardzo pospolicie wystepujacy w materiale ro$linnym tak zwa-
ny ,inhibitor [3’, wyizolowany po raz pierwszy w roku 1953 przez Ben-
net-Clarka i Keforda (2) i dotychczas jeszcze nie zidentyfiko-
wany. Wykazuje on odczyn kwasny, rozpuszcza sie w etanolu, benzenie,
eterze dwuetylowym i wodzie, na chromatogramach bibutowych rozwija-
nych w izopropanolu, amoniaku i wodzie (10:1:1) jego Hf wynosi 0,6—0,8.
Okazato sie, ze jest to zwigzek kompleksowy, w sktad ktérego wchodzg
zarobwno zwiazki fenolowe jak tez substancje nie bedace fenolami (17).

Niektore z testow biologicznych stosowanych przy oznaczaniu auksyn,
giberelin czy cytokinin odznaczajg sie dostateczng specyficznoscia, po-
zwalajacg z duzym prawdopodobienstwem zaszeregowaé dany zwigzek do
odpowiedniej grupy substancji wzrostowych.

Specyficznym testem na auksyne jest wygieciowy test owsiany. Auk-
syna, wprowadzona w bloczku agarowym na jedng strone dekapitowane-
go wierzchotka koleoptylu owsa, stymuluje wzrost tej wtasnie strony, co
wywotuje skrzywienie koleoptylu. Stopien skrzywienia zalezy od ilosci
wprowadzonej substancji wzrostowej (1, 8).

Za najbardziej specyficzne testy do oznaczania giberelin uwaza sie
testy kartowatych mutantdw kukurydzy lub grochu. Giberelina zdolna
jest przetamac tu genetyczng kartowato$¢ i pobudzi¢ wzrost pedu (10).

Za specyficzny test biologiczny do oznaczania cytokinin przyjmuje
sie test rdzenia tytoniu. Pod wpilywem cytokininy podzialy komodrek
tkanki rdzenia tytoniu, hodowanej in vitro, przebiegajg szybciej, co powo-
duje znaczny jej przyrost (19).

Niestety dotychczas nie znamy specyficznych testdw biologicznych dla
Nogromnej wiekszos$ci inhibitoréw wzrostu, a o ich obecnos$ci wnioskujemy
czesto tylko na podstawie hamowania wzrostu wycinkéw koleoptyli owsa
czy pszenicy. Test ten, nazywany czesto ,testem cylindrycznym?”, stoso-
wany jest rowniez do oznaczania auksyn. Zasada testu polega na stymu-
lacji (w przypadku auksyn) lub hamowaniu (w przypadku inhibitoréw)
wzrostu subapikalnych wycinkéw koleoptyli owsa lub pszenicy umieszczo-
nych w podiozu zawierajgcym wodny eluat z odpowiedniego wycinka
chromatogramu bibutowego, oraz najczesciej sacharoze i bufor fosforano-
wy (1, 8).

Do wykrywania inhibitorbw mozna réwniez stosowaé tak zwany test
pierwszego liScia owsa, uzywany takze do oznaczania gibereliny. Wycinki
koleoptylu owsa obejmujace wezet oraz czes¢ pod- i nadweziowa
umieszcza sie¢ w matych probéwkach zawierajgcych badang substancje.
Stymulacja wzrostu pierwszego liscia w poréwnaniu z kontrolg $wiadczy
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0 obecnosci gibereliny, natomiast hamowanie wskazuje na obecno$¢ inhi-
bitora wzrostu (9).

Do oznaczania inhibitorow stosuje sie niekiedy takze test polegajacy
na okreslaniu ich hamujacego wptywu na kietkowanie nasion czy tez
na wzrost korzeni rzezuchy (1, 8).

Wszystkie opisane tu testy uzywane do badan inhibitor6w wzrostu
nie sg jednak specyficzne, poniewaz hamowanie moze by¢é wywotane
przez bardzo rézne pod wzgledem chemicznym zwigzki przemieszczajgce
sie na chromatogramach z podobng szybkoscig. Nawet identyfikacja inhi-
bitordw o dobrze juz znanym skiadzie chemicznym jak florydzyna czy
abscysyna, nastrecza podobne trudnosci. Materiat roslinny zawiera
bowiem czesto tak mate ilosci tych zwigzkéw, ze nie mozna ich okresli¢
za pomocg innych metod. Dodatkowg trudno$é stanowi uzyskanie
czystych wzorcow niektdrych zwigzkdw, na przykitad abscysyny, ponie-
waz nie sg one, jak dotad, produkowane dla celow handlowych.

Ostatnio zwr6cono uwage na mozliwo$¢ zastosowania metod mikro-
biologicznych do identyfikacji regulatoro6w wzrostu roslin. Niektore
mikroorganizmy reagujg bowiem na pewne zwigzki chemiczne w sposéb
wysoce specyficzny, co dato podstawe do zastosowania ich przy oznacza-
niu witamin i aminokwaséw (3), antybiotykéw (6), mikroelementéw (15),
alkaloidow (18) i innych.

Proby zastosowania mikroorganizméw do oznaczania regulatoréw
wzrostu roslin podjeto w Zaktadach: Fizjologii Ros$lin i Mikrobiologii
Uniwersytetu M. Kopernika w Toruniu.

Badano dwa rézne inhibitory z nasion sosny, z ktérych jeden wyodreb-
niano 70% acetonem (metoda ekstrakcji giberelin), drugi za$ — 80%
metanolem (metoda ekstrakcji auksyn) (12, 13). Pierwszy inhibitor (na-
zwany umownie Pa) poddany chromatografii na bibule Whatman 3,
w uktadzie rozwijajacym: n-butanol, kwas octowy, woda (19:1:6) wyka-
zywat Rf w zakresie 0,6—0,8. Dla drugiego inhibitora chromatografowa-
nego na bibule Whatman 3, w uktadzie rozwijajacym: izopropanol, amo-
niak, woda (10:1:1) Rf miescit sie w granicach 0,7—0,8.

Inhibitor Pa hamowatl w tekscie stosowanym przy oznaczaniu giberelin
wzrost pierwszego liScia owsa oraz obnizat jego wzrost pobudzony dziata-
niem kwasu giberelowego (GA3J. Nie wptywat natomiast na cylindryczny
test koleoptyli owsa, uzywany do oznaczania auksyny, ani tez nie obnizat
stymulacji wzrostu wycinkéw koleoptyli owsa, wywotanej auksyng (IAA).

Inhibitor Pm hamowat wzrost pierwszego liscia owsa zaréwno nie
pobudzany jak i pobudzany przez GA3 jak réwniez wzrost wycinkéw
koleoptyli owsa niestymulowany i stymulowany przez I1AA.

Do badania inhibitorow Pa i Pm Strzelczyk i Michniewicz
zastosowali metode mikrobiologiczng (20, 21, 22). Wycinki rozwinietych
1 wysuszonych chromatograméw zawierajgce inhibitory umieszczano
w szalkach Petriego na agarze zawierajgcym zawiesing bakterii testowej
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natozonym cienkg warstwag na agar odzywczy. Szalki przetrzymywano
w temperaturze pokojowej przez 18 godzin, w celu umozliwienia dyfuzji
substancji aktywnych do agaru. Nastepnie bibute usuwano, a szalki
umieszczano w termostacie o temperaturze 26°C na przecigg 3—5 godzin.
Po tym czasie obserwowano wzrost bakterii testowej (rysunek 1).

Rys. 1. Schemat przedstawiajacy utozenie stref wzrostu bakterii testowej na agarze

1 —silny wzrost bakterii testowej, ? — staby wzrost bakterii w miejscu przytozenia fragmentu,

chromatogramu, 3 — strefa kompletnego zahamowania wzrostu bakterii testowej w miejscu
wystepowania inhibitora, po 35 godz. inkubacji w temp. 26°C (22).

Do testow stosowano rozmaite gatunki bakterii zarbwno gram-dodat-
nich jak i gram-ujemnych: Agrobacterium radiobacter, Arthrobacter
globijormis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Corynebacterium miclni-
ganese, Erwinia carotovora, Escherichia coli, Flavobacterium aurantiacum,
Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescens, Sarcina lutea. Na inhibitor
Pm tylko trzy spos$rdd nich, a mianowicie: Arthrobacter globijormis,
Bacillus subtilis i Bacillus cereus, zareagowatly zupetnym zahamowaniem
wzrostu (rysunek 2). Inhibitor Pa nie wywotywat natomiast hamowania
wzrostu zadnej ze stosowanych bakterii.

Porownanie wynikdw uzyskanych za pomocg testu pierwszego liscia
owsa oraz metody mikrobiologicznej (rysunek 3) wskazuje, ze test bakte-

Rys. 3. Lokalizacja inhibitora Pm wyizolowanego metoda chromatografii bibutowej
z nasion sosny, okres$lona testem pierwszego liscia owsa (A) i testem mikrobiolo-
gicznym (B)



Rys. 2. Hamowanie wzrostu Bacillus subtilis w strefie wystepowania inhibitora Pm
naniesionego na chromatogram w ilosci odpowiadajacej 0,5 g nasion sosny
Roztwory zawierajace inhibitory nanoszono na chromatogram w postaci kropli (A) lub wste-
gowo (B). Fotografia przedstawia fragment chromatogramu, stanowigcy konicowag cze$¢ 20-to
cm paska bibuly, umieszczony w szalce Petriego (20).
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ryjny okre$la znacznie doktadniej potozenie inhibitora na chromato-
gramie. Uzyskuje sie podobny efekt jak w przypadku chromatografii
zwigzkow dajacych barwne reakcje z odpowiednimi odczynnikami. Z po-
robwnania wynikéw obu testdw widaé wyraznie, ze statystycznie istotna
strefa hamowania wzrostu w tesScie pierwszego liscia owsa jest mniejsza
niz strefa wyznaczona testem bakteryjnym.

Ponadto czuto$¢ testu mikrobiologicznego jest znacznie wieksza. Oka-
zato sie bowiem, ze statystycznie istotne hamowanie wzrostu pierwszego
liScia owsa uzyskiwano nanoszac na chromatogramy wycigg w iloSci row-
nowaznej co najmniej 250 mg nasion sosny. Test mikrobiologiczny
wykazat natomiast wyrazne hamowanie wzrostu bakterii juz przy nanie-
sieniu ekstraktu w ilosci odpowiadajacej 50 mg nasion, przy czym granice
strefy zahamowania zaznaczaty sie bardzo wyraznie.

Zastosowanie testu mikrobiologicznego pozwolito takze wnioskowac,
ze badane inhibitory nie byty zwigzkami toksycznymi ani antybiotykami,
nie wptywaty bowiem na wzrost wielu réznych gatunkéw bakterii,
a u tych gatunkéw, ktore reagowaly na inhibitor Pm, zahamowanie
wzrostu ustepowato juz po okresie doby.

Metode mikrobiologiczng oznaczania regulatoréw wzrostu ro$lin przy-
stosowano takze do chromatografii cienkowarstwowej (20, 21, 22). Ptytke
szklang pokrytg zelem, na ktérym dokonano rozdziatu inhibitorow po
doktadnym usunieciu ukladu rozwijajacego, umieszczano w szalkach
Petriego i pokrywano cienkg warstwg agaru odzywczego z zawiesing
bakterii testowych i z dodatkiem skrobi. Po inkubacji trwajgcej 18 godzin
w temperaturze pokojowej i dodatkowo 3—5 godzin w temperaturze
26°C, na ptytki agarowe dziatano ptynem Lugola. Strefa hamowania
wzrostu bakterii, w ktdrej skrobia nie zostata roztozona przez amylaze
bakterii dawata z jodem ciemnoniebieskie zabarwienie, a reszta agaru
byta zb6tta. Wywotanie tym sposobem chromatogramu inhibitora Pm wy-
kazato, ze w substancji tej zawarte sg prawdopodobnie trzy sktadniki
hamujgce wzrost bakterii testowej.

Metode mikrobiologiczng zastosowano réwniez do identyfikacji zwigz-
kéw fenolowych (23). Zwiagzki te wystepujg w roslinach bardzo pospolicie
i w stosunkowo duzych iloSciach, a wiele z nich wptywa specyficznie na
wzrost rodliny dziatajgc jako stymulatory lub inhibitory (24, 25).

Zwiazki fenolowe rozdzielone na bibule chromatograficznej Whatman 3
w ukiadach: n-butanol, kwas octowy, woda (19:1:6) lub izopropanol,
amoniak, woda (10:1:1), badano testem mikrobiologicznym, technikg opi-
sang wyzej.

Okazato sie (tablica 1), ze szereg zwigzkéw fenolowych wystepujacych
w ro$linach wptywa w réznym stopniu na wzrost bakterii testowych.
Jedne z tych zwigzkéw wywotywaly hamowanie wszystkich bakterii uzy-
tych do doswiadczen (kwas trans-cynamonowy), inne nie wplywaly na
wzrost zadnej z bakterii testowych (kwas ferulowy), inne wreszcie hamo-
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waty wzrost kilku lub nawet tylko jednego gatunku bakterii (na przykitad
florydzyna, ktéra hamowata jedynie wzrost Flavobacterium aurantiacum).
Zdolnos¢ poszczegdlnych gatunkdw bakterii do réznego reagowania na
rézne zwigzki fenolowe moze by¢ wykorzystana do identyfikacji tych
zwiazkéw w materiale roslinnym. Metode mikrobiologiczng mozna tez
przystosowaé¢ do oznaczen ilosciowych znajdujgc droga rozcieficzen naj-
nizsze stezenie badanego zwigzku fenolowego wywotujace hamowanie
wzrostu bakterii.

Tablica 1

Reakcja wzrostowa bakterii testowych na zwiagzki fenolowe (23)

Zwiazek fenolowy Gatunek bakterii reagujgcy hamowaniem wzrostu

Kwas cynamonowy (trans) Agrobacterium radiobacter

Kwas o-kumarowy Arthrobacter globiformis

Kumaryna Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Corynebacterium michiganense
Erwinia carotovora
Escherichia coli
Flavobacterium aurantiacum
Proteus vulgaris
Pseudomonas fluorescens
Sarcina lutea

Naringenina Agrobacterium radiobacter
Arthrobacter globiformis
Bacillus subtilis
Flavobacterium aurantiacum
Sarcina lutea

Wanilina Arthrobacter globiformis
Pseudomonas fluorescens
Sarcina lutea

Florydzyna Flavobacterium aurantiacum
Kwas galusowy

Kwasy: Nie zareagowata zadna z bakterii testowych
chelidoniowy

ferulowy

gentyzynowy

/j-hydrobenzoesowy

kawowy

p-oksybenzoesowy

protokatechowy

salicylowy

taninowy

Uzyskane dotychczas wyniki zachecajg do dalszych prob stosowania
metody mikrobiologicznej w badaniach nad identyfikacja regulatoréw
wzrostu roslin, zwilaszcza ze procedura doswiadczeh jest bardzo prosta
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i szybka. Nalezatoby jednak zbada¢ wiekszg liczbe gatunkéw bakterii
testowych sprawdzajagc ich wrazliwo$¢ na szereg innych inhibitoréow
wzrostu, a takze na auksyny, gibereliny i cytokininy. Nie jest wyklu-
czone, ze uda sie znalez¢ bakterie, ktore reagowalyby w sposdb specy-
ficzny na poszczeg6lne zwiazki chemiczne, wchodzac w sktad wymienio-
nych grup. Chodzitoby tu zwtaszcza o grupe giberelin, do ktérej zalicza sie
aktualnie co najmniej 17 réznych zwigzkéw (4), wykazujgcych zdecydo-
wanie odrebne wiasciwosci fizjologiczne (14), a ktérych identyfikacja
napotyka w naszych warunkach na szczeg6lne trudnosci.
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STANISLAW KOHLMUNZER*

Alkaloidy Catharanthus roseus G. Don. — nowa grupa
zwigzkdéw biologicznie czynnych

Alkaloids of Catharanthus roseus G.Don----New Group of Biologically
Active Compounds

Chemical and biological properties of this new class of plant pharmacologically
active substances are reviewed. Informations concerning biosynthesis, biological
and chemical modifications of oncolytic active alkaloids as well as their pharma-
cological and clinical use are given.

W ostatnim pietnastoleciu znacznie posunety sie naprzéd badania nad
substancjami chemicznymi roslinnego pochodzenia, zwtaszcza nad tymi,
ktére moga mieé zastosowanie lecznicze, a przede wszystkim nad alkaloi-
dami indolowymi ro$liny Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae).

Postep prac nad alkaloidami Catharanthus roseus najlepiej ilustruje
fakt, ze w r. 1957 znane byly tylko 4 zwiagzki alkaloidowe z tej rosliny,
podczas gdy obecnie znamy ich ponad 60.

W badaniach nad tymi substancjami najwiekszy udziat maja badacze
amerykanscy: Svoboda iwsp. (191—203), Gorman i wsp. (60—66),
Neuss i wsp. (145—151), kanadyjscy: Noble i wsp. (153—156)
i francuscy: Janot i wsp. (89, 90). W Polsce juz od roku 1956 prowa-
dzone sg badania w Zaktadzie Farmakologii P.A.N. (105—108, 123, 124)
na surowcu roslinnym wyhodowanym w kraju. Sg to pierwsze badania
nad surowcem pochodzenia europejskiego.

Catharanthus roseus G. Don. jest pantropikalna rosling trwatg z ro-
dziny Apocynaceae. Bardzo rozpowszechnione cho¢ wedlug Steama
(189) niewtasciwe nazwy gatunkowe tej rosliny to Vinca rosea L. i Loch-
nera rosea Reich. Ro$lina zadomowiona jest w Ameryce Srodkowej i Po-
tudniowej, w Indiach, Wietnamie oraz na Madagaskarze. W Europie bywa
hodowana jako jednoroczna ro$lina ozdobna w rejonie Morza Srédziem-
nego i w Niemczech. Jest to niewysoka krzewinka lub krzew o skérko-
watych, owalno-wydtuzonych, potyskujacych lisciach oraz zywo rézowych
kwiatach piecioptatkowych (zrostych) o wydtuzonej rurce korony. Znane
sg tez odmiany biato kwitngce, lub centkowane. Do$¢ skomplikowang
taksonomie botaniczng w obrebie rodzajow Vinca, Lochnera i Catha-
ranthus naswietlajg opracowania kilku autorow (44, 47, 115, 163, 167, 189).

* Doc. dr, Zaktad Farmakologii P.A.N. w Krakowie.
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Surowcem alkaloidowym jest zasadniczo cata ro$lina, gtownie jednak
korzenie i liscie. Og6lna zawarto$¢ alkaloidow w korzeniach dochodzi do
2—3°/o, a w korzeniach bocznych nawet do 9,0°/0 (47, 54, 123), w lisciach
natomiast do 0,63% (47).

Uprawe Catharanthus roseus jako surowca alkaloidowego podjeto
w Europie Srodkowej, najpierw w Polsce (105, 123, 124), pdzniej na
Wegrzech (97) i w Rumunii (29). W tych warunkach geoklimatycznych
jest ona rosling jednoroczng. W Polsce prowadzono takze badania nad
wptywem kwasu giberelowego (czynnik wzrostowy) oraz wptywem nawo-
zenia mineralnego na wzrost tej rosliny (124).

Rosline te stosowano w medycynie ludowej Pid. Afryki, Australii,
Wietnamu, Filipin, Anglii i in. (32, 47, 165, 189).

Intensywne badania nad alkaloidami Catharanthus roseus podjeto
w zwigzku ze spostrzezeniami Beera (9), ktéry badajagc przypisywane
tej roSlinie przez medycyne ludowg (47) wiasnosci antydiabetyczne, za-
obserwowat u doswiadczalnych szczurow wyrazng leukopenie wywotang
przez nieznane ciata czynne. Frakcjonujgc aktywne wyciggi na podstawie
testow biologicznych Noble i wsp. (153) wyodrebnili czynng frakcje
alkaloidowag, a z niej alkaloid o silnym dziataniu leukopenicznym, ktéry
nazwano winkaleukoblastyng (obecnie winblastyng). W latach 1956— 1964
w laboratorium Lilly w U.S.A. otrzymano wiele dalszych alkaloidow
indolowych, z ktérych kilka odznaczato sie zdolnos$ciag hamowania rozwoju
niektérych przeszczepialnych nowotworéw u zwierzat (60, 191—201).

Zastosowanie chromatografii kolumnowej w skali fabrycznej pozwolito
uzyska¢ z Catharanthus zwigzki alkaloidowe w iloSciach umozliwiajacych
zbadanie ich wiasnosci fizykochemicznych i farmakologicznych, a w kilku
wypadkach na ustalenie struktury chemicznej. Dwa spos$rdd nich: siarczan
winblastyny i siarczan winkrystyny znalazty zastosowanie w leczeniu
niektorych postaci biataczek i chor6b nowotworowych, inne zas, o wybit-
nym dziataniu farmakologicznym sg w fazie badan klinicznych.

I. Wyodrebnianie alkaloidow Catharanthus roseus G. Don

Wyodrebnianie poszczegélnych alkaloidéw jest utrudnione przez ich
wystepowanie w wiekszych zespotach alkaloidowych. W Catharanthus
roseus G. Don. zespoty alkaloidowe sa bardzo duze (ponad 60 zwigzkow)
a ich skiad-jakosciowy i iloSciowy jest rdzny w réznych organach rosliny.
Na przyktad gtéwny alkaloid lisci — windolina (XV) nie wystepuje
w ogble w organach podziemnych, natomiast gtéwny akaloid korzeni —
ajmalicyna (I) jedynie w bardzo niewielkich ilosciach znajduje sie w li$-
ciach.

Izolowanie niektorych alkaloidéw Catharanthus roseus mozna przepro-
wadzi¢ w stosunkowo prosty sposéb. Na przyktad ajmalicyne (I) mozna
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otrzymaé¢ z zespotu alkaloidow korzeni stosujac wytgcznie selektywng
ekstrakcje (106).

Wiekszo$¢ jednak alkaloidéw Catharanthus roseus otrzymano stosujac
po kilkakrotnej selektywnej ekstrakcji przy réznych wartosciach pH wie-
lokrotne rozdziaty chromatograficzne na kolumnach przy uzyciu techniki
gradientowej.

Ekstrakcja. Podstawg selektywnej ekstrakcji pozwalajgcej na wstepne
wydzielenie frakcji alkaloidowych o mniej skomplikowanym sktadzie sg
réznice w zasadowosci i rozpuszczalnosci poszczegolnych alkaloidow.

Ekstrakcje alkaloidow z liSci — organdéw zawierajagcych najbardziej
ztozone kompleksy alkaloidowe — opracowang szczegdtowo przez Sv o -
bo de iwsp. (60, 191, 192, 195) przedstawia schemat 1. W podobny sposob
mozna ekstrahowac¢ rowniez alkaloidy korzeni. Rozdziat oparto na réznej
rozpuszczalnosci winianow alkaloidéw w rozpuszczalnikach organicznych
(dwuchloroetanie lub chloroformie), mianowicie winiany alkaloidéw beda-
cych stabymi zasadami rozpuszczajg sie w nich stosunkowo tatwo. Osobng
grupe stanowia dos¢ liczne w Catharanthus roseus alkaloidy rozpuszczalne
w eterze naftowym.

Catharanthus roseus  (liscie lub korzenie

suszone)
Eter naftowy
Wyciag Odttuszczony surowiec
1) 2% kwas winowy
) HC1@2N) 2) benzen
2) NH4OH-CHCI3
FrakcjaE ,.Kwasng wyciag benzenowy Surowiec
1) 2% kwas winowy JINH3
2) dwuchloroetan 2) benzen

Fazakwasna . Alkaliczny’wyciag benzenowy Surowiec

1) 2% kwas winowy
1) NH40H 2) dwuchloroetan Etanol
Frakcja Ai 2) dWL{CthI‘O—

etan Fazakwasna  Pozostatosé Aw&éii%zny

Frakcja A 1) NH40OH etanolowy

2) dwuchloroetan
Frakcji Bi
Faza wodna Frakcje C,D
Frakcja B
! 1) NHAOH(pH11)

2) dwuchloroetan

Frakcja F

Schemat 1. Ekstrakcja alkaloidéw z lisci Catharanthus roseus

Rozdziat alkaloidéw. Otrzymane droga ekstrakcji frakcje alkaloidowe
sq ztozonymi mieszaninami zawierajacymi nieraz do 30 alkaloidéw (na
przykiad frakcja A, schemat 1). Rozdziela sie je na kolumnach wypetnio-
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nych dezaktywowanym tlenkiem glinu. Do eluowania stosuje sie: benzen,
mieszaniny benzenu z chloroformem lub chlorkiem metylenu, chloroform
oraz mieszaniny chloroformu z metanolem.

Pierwszy rozdziat na kolumnie doprowadza zazwyczaj jedynie do wy-
odrebnienia niektérych zwigzkéw alkaloidowych zwitaszcza we frakcjach
eluowanych benzenem. Z tych frakcji wyodrebniono czystg tetrahydro-
alstonine (I1), katarantyne (VII) i windoling (XV). Kilkakrotna rechro-
matografia doprowadza do otrzymania dalszych zwigzkéw, zwitaszcza tych
0 wiekszej czasteczce. Niektore alkaloidy dimeryczne mozna wydzieli¢
w postaci dobrze krystalizujgcych siarczandw. W ten sposéb Noble
1 wsp. (153) otrzymali krystaliczny siarczan winblastyny — alkaloidu
o wybitnych witasnosciach cytostatycznych. Kilka innych alkaloidéw
dimerycznych, ktére wystepujg nieraz w iloSciach $ladowych wyodreb-
niono (193, 196—202) przeprowadzajagc mieszanine alkaloidéw z roztworu
w benzenie do 0,1M kwasu cytrynowego za pomoca destylacji z para
wodng (ang. water run down technique), a nastepnie ekstrahujgc wielo-
krotnie benzenem kwasny roztwér alkaloidowy przy wzrastajgcych war-
tosciach pH (3,4, 3,9 itd. az do 7,5). Po oddestylowaniu benzenu pod
zmniejszonym cisnieniem i krystalizacji pozostato$ci z odpowiednich roz-
puszczalnikéw (metanol, etanol, eter) otrzymano krystaliczne alkaloidy
w postaci zasad lub siarczanéw. Metoda ta daje dobre wyniki przy izo-
lowaniu stabo zasadowych alkaloidow dimerycznych, na przykiad win-
krystyny (XXII) (193, 196, 201, 202). Trudnosci przy izolowaniu tego typu
alkaloidow moze ilustrowa¢ fakt, ze wydajnos¢ preparatywna win-
krystyny jest rzedu 3X10~40/0. Alkaloid ten otrzymuje sie na skale prze-
mystowg z wydajnoscig najnizszgq ze wszystkich dotychczas otrzymywa-
nych w przemysle substancji leczniczych.

Oczyszczenie i krystalizacja alkaloidow. Kilkakrotna krystalizacja
w zasadzie doprowadza do uzyskania czystych zwigzkéw, ktére kontroluje
sie na podstawie widma w podczerwieni, przy pomocy analizy fizyko-
chemicznej oraz chromatografii cienkowarstwowej. Otrzymanie anali-
tycznie czystych substancji jest bardzo trudne ze wzgledu na ich nie-
trwato$¢ oraz adsorbowanie sie czasteczek rozpuszczalnikow. Stad tez
wynikajg liczne" korekty dotyczace witasciwosci fizyko-chemicznych
a takze danych o strukturze chemicznej poszczeg6lnych alkaloidéw,
zwilaszcza o duzej czasteczce (dimerycznych).

I1. Budowa i wiasnosci chemiczne

Poznane dotychczas alkaloidy Catharanthus roseus sg mniej lub wiecej
rozbudowanymi pochodnymi indolu lub dwuhydroindolu. Ogdélnie przy-
jety podziat wyréznia grupe alkaloidébw monomerycznych o czasteczkach
zbudowanych z 18—25 atomow wegla oraz alkaloidow dimerycznych
0 budowie symetrycznej lub asymetrycznej i czasteczkach zbudowanych



ALKALOIDY CATHARANTHUS

Alkaloidy Catharanthus roseus G. Don.

Alkaloid

Wzér sumaryczny

Alkaloidy monomeryczne

indolowe:

Ajmalicyna

Alstonina**

Ammorozyna
Dwuhydrositsirikina
1zositsirikina (-1/2 H2S04)

Katarantyna

Katyndyna (-H2504
Kawincydyna (.1/2 H2504)
Kawincyna (-1/2 H2S04)

Lochneryna
Rezerpina**
Serpentyna

Sitsirikina (-1/2H2504)

' Tetrahydroalstonina
| Winaspina
>2-acyloindolowe:
Perywidyna
Perywina

Perozyna (-1/2 H2504)

oksyindolowe:
Mitrafylina

c2lh 2nh 203
C2iIH2N 203

c2lh 8h 203

c 2lh %n 20 3¢
1/2 H2504
c2h2Zn 202 h2

c2h Zn 202¢
1/2 H2S04

C20H2N 202
c3Bndh 3
c2h2Zn 203

c2lh Zn 20 3¢
1/2 HS04
c2iHZn 203

CjoH22N20 4
ch 2n 203

cZhZ 204

«metylen o-indolinowe:

Akuamicyna
Akuamina**
Lochnerycyna

Lochnerydyna

Lochnerynina

Lochnerywina
Lochrowicyna
Lochrowidyna

Lochrowina
dwuhydroindolowe:
Dezacetylowindolina

Maandrozyna (+1/2 H2504)

4 Postepy Biochemii

ch2h 202
c2ZhZn 204
C2AH2ZN D 2

c2n 2n 203
C2ZHAN 2 4
c2n Bn 205
ch2h 203
c2Znn 204
c2Zn3In 203

cZBnIn 205

Wzér
strukt.

Lit.

(164)
| (185)

(63)
VIL  (64)
(146)

VI (137)
v (6)
@

VI (111)
(112)
1 (184)

IX (65)
(192)

X (198)

X1 (198)
\Y (89)
X1l (141)

(143)
X1 (142)
(194)
X1V (140)
(141)

XVI  (67)

(69)
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Tablica 1

T. topn. Wyste-

°C powa-
nie*
253—254 1k
286 (HC1)
221—225 k
215 1k
_ 1k
126—128 1k

239—245 r. Kk
236—239 r.  k
275—277 r. 1k

202—203 [,k
264— 265 K
156— 157 K

239—241 r. 1k

230—231 1k
235—238 1
271—279 1
180— 181 1k
219—225 I, k
269—270 1k
181— 182 k
258— 260

190—193 r. 1

211—214 r. |
168— 169 1
278—280 k
234—238 1
213—218 1
258—263 1
164— 165 1
160—173 k
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Alkaloid

Windolina

Windolinina (-2 HC1)

Windorozyna
Winkolidyna
Winkolina

oréznej budowie:
Amokalina

Perykalina

Perymiwina

Wirozyna

Alkaloidy dimeryczne
indolowo-indolinowe:
Dezacetylowinblastyna (H 2S04
1zoleurozyna

Karozyna

Katarycyna

Kataryna

Leurozydyna
Leurozyna
Leurozywina (H 2504
Neoleurokrystyna
NeoJeurozydyna
Pleurozyna

Rowidyna (H 2504)
Winafina
Winblastyna

Winkatycyna (H 25049
Winkrystyna
réznej budowy:
Karozydyna
Winkamycyna
Winkarodyna
Windolicyna
Windolidyna
Winozydyna
Winsedycyna
Winsedyna

S. KOHLMUNZER

. Wzér
Wzér sumaryczny

strukt.

cZh Inh 206 XV

CZH2ZN 2 2-2 HC1 XVII

cZHID5
¢ 2Bn % 23
c 2iH 2% 204

XVII

ClH2*D
Ci8H2N 2
c2lh2Zn 204
c2ZhX%n 204

cldh 5 o8 hZxo4
c46h 6h 409
cdoh 6n o
cdh5h o 10
C4Hi2N40 9 CH3OH

CHAHIND 9-8 HD
c4lh 5% 309 h2%ko04
cdoh 5n do 2
c4h 6h 4o,

C 46H 5N 40 io

XXI
(cHHD

CHHEN 40D XX11

CHHEN 4010
(CBH2N 20§
cdéhtn 40 10
CHNL.OI0C?)

* Objasnienia: k — korzen, 1— liscie, n — nasiona;
** znaleziono tylko w niektérych surowcach

Lit.

(149)
(150)
(153)

(193)

Tablica

T. topn.
°C

154—155

210212 r.

167
165—170
230—233

335 r.
196—202
292—293
258—261

S =

320 r.
202—206 r.
214—218
231—234 r.
271—275 r.

208—211
202—205
335 r.
188—196
219—225
191— 194
320 .
229—235
201—211

3=

b I

320 r.
218—220

=

263—278
224—228
253—256
248—251
244—250
253—257
206
198—200

e e e R

r«!

1 cd.

Wyste-
powa-
nie*

1

e

P X x

PR R R

=
=

X = ~RPRRPRR—XX
- =

=

5SS A RRRPRRERX
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z 44—50 atomow wegla. Witasnos$ci spektralne oraz ustalona w niektorych
przypadkach struktura chemiczna wskazuja, ze miedzy tymi dwoma gru-
pami zwigzkow alkaloidowych istnieje $cista zalezno$¢ i ze zwigzki dime-
ryczne w zasadzie sg zbudowane z dwdch jednakowych lub niejednako-
wych czasteczek alkaloidéw monomerycznych, ktére albo sg identyczne
z wystepujacymi w surowcu albo bardzo do nich podobne. Wyraznie wy-
kazuje to przyktad winblastyny (XXI), ktérej budowa zostata stosun-
kowo dobrze poznana.

Podziat alkaloidéw na grupy i typy chemiczne oraz niektére ich wias-
nosci fizyko-chemiczne podano w tablicy 1

Poznane dotychczas wzory strukturalne niektérych alkaloidéw
(I—XXII) stanowig uzupetnienie danych zawartych w tabeli.

W grupie alkaloidow monomerycznych, stosunkowo lepiej poznanej
pod wzgledem budowy chemicznej i dominujacej iloSciowo w surowcu
roslinnym, znajduja sie zwigzki typu karbolin (na przyktad ajmalicyna,
tetrahydroalstonina, serpentyna, mitrafylina, sitsirikina), a takze zwigzki
dwuhydroindolowe, ktére ponadto stanowiag czesto czton budowy czas-
teczki alkaloidéw dimerycznych (jak na przyktad windolina). Katarantyna
(VII) zaliczana jest do grupy alkaloidéw typu ibogainy (izolowanej z Ta-
bernanthe iboga) (64), jest ona jedynym alkaloidem Catharanthus roseus
zawierajgcym ugrupowanie izochinolinowe. Lochneryna (VI) zaliczana
jest do grupy ajmaliny (izolowanej z Rauwolfia serpentina), windolina
(XV), dezacetylowindolina (XVI), windolinina (XVII), lochnerycyna (XII)
i lochnerynina (XIV) — do grupy alkaloidéw typu aspidosperminy (izolo-
wanej z Aspidosperma Quebracho), akuamicyna (XI) i lochnerydyna (XII)
do typu alkaloidu strychniny (ze Strychnos nux vomica), perywina (IX) —
do grupy alkaloidu wobazyny (izolowanej z Voacanga africana). Katyn-
dyna i kawincyna — alkaloidy o nie ustalonych wzorach strukturalnych —
sg zblizone w budowie do sitsirikiny (VIIl). Wydaje sie, ze amorozyna
jest zblizona do lochneryny. Perozyna jest prawdopodobnie izomerem
perywiny. Budowa lochnerywiny jest nieznana — jest to zwigzek o cha-
rakterze obojetnego laktamu (64).

Wystepowanie niektérych alkaloidow monomerycznych w Catha-
ranthus roseus nie zostato potwierdzone. Na przyktad badania amery-
kanskie (195) i polskie (105) nie wykazaty w zespole alkaloidéw korzenio-
wych obecnosci rezerpiny, o ktorej donie$li Basu i Sorkar (6, 18).
Podobnie Svoboda i wsp. (195) nie znalezli akuaminy, wykrytej przez
Janot i wsp. (89) w surowcu pochodzagcym z Madagaskaru, ani alsto-
niny, o ktérej doniesli autorzy hinduscy (169, 170), japonscy (184) i ru-
munscy (29).

W skazuje to na mozliwosc¢ istnienia ,,ras geograficznych” Catharanthus
roseus o réznym skiadzie alkaloidéow. Podobnie obserwowano znaczne
réznice w aktywnos$ci przeciwleukemicznej Catharanthus roseus w za-
leznosci od pochodzenia surowca. Najaktywniejsze byty rosliny wielo-
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XXI' R=H XXl R=CHO

letnie z Indii, wykazujgce czterokrotnie wiekszg aktywno$¢ niz rosliny
jednoroczne hodowane w Kanadzie (153).

W grupie alkaloidow dimerycznych dotychczas ustalono jedynie
wzory strukturalne kilku zwigzkow, przede wszystkim winblastyny (XXI)
i winkrystyny (XXII), najaktywniejszych farmakologicznie. Widma
w podczerwieni, nadfiolecie, rezonans jadrowy, produkty degradacji
Swiadczg o zblizonej do winblastyny budowie wiekszej grupy alkaloidow:
leurozyny, leurozydyny (oba te zwigzki sg tez aktywne przeciwleuke-
micznie), izoleurozyny, kataryny, Kkatarycyny, pleurozyny, neoleuro-
krystyny i neoleurozydyny.

Pozostate alkaloidy dimeryczne majg inng, dotychczas nie znang
budowe, przy czym windolicyna i windolidyna sg przypuszczalnie syme-
trycznymi dimerami windoliny (XV).

Strukture winblastyny (XXI) i winkrystyny (XXII) ustalato Kkilku
badaczy (61, 145, 146, 147, 150). Poczatkowo sadzono, ze czasteczka win-
blastyny zbudowana jest z windoliny (XV) i katarantyny (VII) (61, 145),
a wiec alkaloidéw wystepujacych réwniez oddzielnie w surowcu. P6zniej
N euss iwsp. (149, 150) wyjasnili, ze w wyniku rozbicia czasteczki win-
blastyny otrzymuje sie obok windoliny zwigzek zblizony lecz nieco od-
mienny od katarantyny — welbanamine (XIX) lub klewamine (XX).

Otrzymano rowniez syntetyczne dimery podobne do winblastyny.
Gorman i Sweeny (65 otrzymali produkt kondensacji windoliny
(XV) z perywinolem, uzyskanym przez redukcje perywiny (I1X). Prébuje
sie tez zsyntetyzowac biologicznie aktywne potgczenia podobne do win-
blastyny przez potaczenie windoliny ze zwigzkami typu katarantyny, jak
na przyktad klewamina (XIX) (64, 203).

Wazniejsze dane fizyko-chemiczne oraz widma w podczerwieni alka-
loidow indolowych, w tym réwniez alkaloidéw Catharanthus roseus ze-
brali Neuss (148) i Hesse (80).

Bardzo pomocng przy réznicowaniu i'identyfikacji alkaloidow Catha-
ranthus roseus jest metoda chromatografii cienkowarstwowej (31, 48, 49,
70, 88, 107). Zastosowanie specjalnego odczynnika CAS (70) dajacego
z alkaloidami r6zne odczyny barwne pozwala wyrézni¢ 8 klas chromogen-
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nych alkaloidow (48), co w potgczeniu z wartosciami Rf daje duze mozli-
wosci identyfikacji, szczeg6lnie przy zastosowaniu chromatografii dwu-

kierunkowej.
I11. Biogeneza alkaloidow

Biogeneza bardziej ztozonych alkaloidéw indolowych nie jest jeszcze
catkowicie poznana. Prekursorem czesci indolowej tych zwigzkéw jest
zwykle tryptofan wzglednie tryptamina (69, 117, 120, 138). Zwigzki te
wbudowujg sie rowniez do czasteczek alkaloidow indolowych u Catha-
ranthus roseus (120). Najwiecej watpliwosci budzi biogeneza pozostatej
czesci, ktora stanowi zazwyczaj fragment 9-cio lub 10-cio weglowy. Istnie-
ja cztery zasadnicze hipotezy (71, 138): 1) Woodwarda zakfadajgca
rozpad dwuhydroksyfenyloalaniny (215), 2) monoterpenowa Thomasa
(204), 3) prefenowa Wenkerta (211—213) i 4) octanowo-malonowa
Leete (118, 119). Sposrdd nich najbardziej prawdopodobna wydaje sie
hipoteza monoterpenowa, wymagajgca jednak dalszego potwierdzenia
eksperymentalnego. Schemat biogenezy ajmalicyny i innych podobnej
budowy alkaloidéw wedtug hipotezy monoterpenowej przedstawia rysu-
nek 1, na ktorym jako fragment 10-weglowy podano przykitadowo nepe-
talakton, chociaz w przyrodzie spotykamy wiele zwigzkéw chemiczny-ch
0 podobnym ugrupowaniu (irydoidy). Biosynteza alkaloidu zgodnie
z tym schematem wymaga rozbicia wigzania pomiedzy C8 i C9 nepe-
talaktonu, ale znane sg tez liczne monoterpeny o nie zamknietym piers-
cieniu, na przyktad cytronelal i inne.

Hipoteza mewalonowa (monoterpenowa) uzyskata poparcie w pracach
Scotta i Wrighta (181), ktérzy proponuja przebieg biosyntezy
alkaloidéw indolowych typu rezerpiny i windoliny przedstawiony na
rysunku 2. Hipoteza ta jest uwazana za prawdopodobng roéwniez przez
kilku innych autoréw (19, 59).

Rys. 1. Biogeneza ajmalicyny wedtug hipotezy monoterpenowej Thomasa (204)
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COOH
c°7 * 2czasteczki mewalonianu (-2- i4C)
XX
Windolina
Hys. 2. Biosynteza alkaloidow indolowych typu rezerpiny i windoliny wedtug

hipotezy monoterpenowej (181)

Natomiast Leete (118, 119) odrzucit hipoteze monoterpenowg, po-
niewaz lakton kwasu mewalonowego (prekursor licznych monoterpendw)
nie wbhudowuje sie do alkaloidéw indolowych Rauwolfia serpentina. Suge-
ruje on, ze biosynteza zachodzi z udziatem aktywnego octanu i kwasu
malonowego (rysunek 3). Leete i Ghosal (118) udowodnili, ze kwas
malonowy wbudowuje sie w ajmaline u Rauwolfia serpentina (rysunek 4).

J3-poliketo- HOOoC
kwas
powstaty + C, metylowanie jednejgrupy
z 3 czast. metylenowej j3-poliketokwasu
acetylo-
koenzymu A
Kwas malonowy
(malonylokoenzym A)
HOOC/ c\ COOH
Rys. 3. Biosynteza alkaloidéw wedtug hipotezy octanowo-malonowej Leete’a

(118, 119)

Uzyskane jednak przez Leete i wsp. (120) wyniki badan nad biosyn-
tezg windoliny, katarantyny i ajmalicyny eliminujg dla tych zwigzkéw
droge octanowg a prawdopodobnie réwniez mewalonowg (poniewaz kwas
mewalonowy pochodzi z octanu). Wskazujg one, ze po dodaniu octanu 14C
znakowane sg wszystkie atomy wegla w czgsteczce tych zwigzkow, a nie
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tylko czes¢ nietryptofanowa. Wydaje sie, ze octan wiacza sie do ogdlnego
metabolizmu Weglowodanéw i jest wysoce prawdopodobne, ze prekursory
fragmentu 10-weglowego sg bezposrednio zwigzane z metabolizmem
weglowodanow.

3 CH3COOH
/ HCOOH coscon M
CO-S-CoA HCHO [ QHj CH,
,CHa ,
o]
CH2
HOOCM"CO-S-CoA Fragment ppzatryptofanowy
ajmatiny

Rys. 4. Wbudowywanie kwasu malonowego w ajmaling u Rauwolfia serpentina
(118)

Stolle i wsp. (190) podkreslaja, ze radioaktywno$é zwigzkéw po
podaniu octanu jest czesto efektem przypadkowym, a ponadto hipoteza
octanowo-malonowa nie wyjasnia, dlaczego fragment poza tryptofanowy
czasteczki alkaloidu ma 10 atomow wegla (9). Nieindolowa cze$¢ windo-
liny nie moze pochodzi¢ z kwasu prefenowego ani z jego prekursora —
kwasu szikimowego (190), poniewaz whbudowuja sie one wytacznie w czes¢
indolowg czgsteczki windoliny. Wedtug Mothesa (138) kwas prefe-
nowy wbudowywany jest w te czasteczke prawdopodobnie via tryptofan
(rysunek 5). Prekursorami za$ tryptofanu mogg by¢: seryna, ryboza i kwas
antranilowy (poprzez kwas szikimowy). Wenkert (213) uwaza, ze nie-
ktére typy alkaloidéow indolowych, na przykiad typ aspidosperminy, po-
wstajg nie bezposrednio z tryptofanu, ale z jego prekursoréw, pochodnych
kwasu antranilowego.

Kwas szikimowy
5 L}
Kwas antra/inowy
- COOH
NH,
H
Tg/rptofan Nwas pnefenowy

Rys. 5. Wbudowywanie kwasu prefenowego w windoling wedtug Mothesa (138).



13] ALKALOIDY CATHARANTHUS 221

IV. Alkaloidy Catharanthus roseus w hodowli tkankowej

Hodowle tkanki kallusowej Catharanthus roseus prowadzili z dobrymi
wynikami Babcock iwsp. (5), Harris i wsp. (76) oraz Richter
(175). Najlepsze wyniki uzyskano stosujac statg pozywke Wooda (72,
76). Zawiera ona inozytol i kinetyne, natomiast nie ma w niej mleczka
kokosowego. W ekstraktach z suszonej tkanki kallusowej zidentyfiko-
wano kilka alkaloiddow monomerycznych miedzy innymi windoline i win-
dolinine (gtéwne alkaloidy lisci Catharanthus roseus). Jak dotychczas nie
udato sie stwierdzi¢ wytwarzania alkaloidow dimerycznych w hodowlach
tkankowych. Harris i wsp. (76) hodujgc tkanke Catharanthus roseus
na pozywce ptynnej znalezli alkaloidy nie tylko w uformowanej tkance
ale i w pozywce. Boder i wsp. (13) przeprowadzili z powodzeniem
hodowle tkanki nowotworowej (crown-gall) Catharanthus roseus na ptyn-
nej pozywce White’a spodziewajac sie uzyskac¢ biologiczne modyfikacje
alkaloidow. W wyhodowanej tkance znaleziono okoto 0,1 mg alkaloidéw
na 1 g suszonej tkanki i zidentyfikowano windoline oraz prawdopodobnie
winkoling. W tej hodowli prowadzonej przez 1—4 tygodni dodana do po-
zywki windolina ulegta modyfikacji na dezacetylowindoline oraz pro-
dukty utlenienia. Zauwazono, ze windolina pobudza wzrost tkanki nowo-
tworowej Catharanthus roseus.

V. Biologiczne i chemiczne modyfikacje alkaloidéw

Biologiczne modyfikacje alkaloidow Catharanthus roseus probowano
uzyskaé¢ takze za pomocg mikroorganizméw. W ten sposéb mozna, jak
wiadomo, czesto uzyskac trudne do otrzymania w drodze syntezy chemicz-
nej produkty o wysokiej aktywnosci fizjologicznej.

Mallet i wsp. (122) przeprowadzili préby konwersji windoliny za
pomocag ponad 400 mikroorganizmdw. Sposréd 364 gatunkéw Strepto-
myces zdolno$¢ te wykazato 78 szczepdw, z 25 gatunkoéw nalezacych do
Actinoplanaceae — s szczepéw, a sposréd 36 gatunkéw bakterii —
2 szczepy. Natomiast zaden z gatunkéw plesniakéw przeksztatcajgcych
zwigzki steroidowe nie wptywat na konwersje windoliny. Technika badan
byta nastepujgca: ptynng hodowle wybranego szczepu inkubowano z do-
datkiem windoliny (0,4 mg/ml). Codziennie pobierane prébki badano me-
todg chromatografii cienkowarstwowej. Po uzyskaniu maksymalnego
przeksztatcenia wyodrebniano koncowe produkty, oczyszczano i badano
chemicznie. Stosujac szczepy Streptomyces uzyskano s—9 zwigzkéw réz-
nych chromatograficznie. Jeden z nich zidentyfikowano przez poréwnanie
widm w podczerwieni jako dezacetylowindolineg (XVI). Ten zwigzek
z kolei byt przeksztatcany przez szczep Streptomyces cinnamomeus do
eteru dezacetylowindoliny. Charakter pozostatych zwigzkéw uzyskanych
w wyniku konwersji windoliny nie jest jeszcze w petni wyjasniony.
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Najwieksze wysitki skierowano na zmodyfikowanie chemiczne szes-
ciu alkaloidéw dimerycznych z Catharanthus roseus, ktére wykazywaty
wiasnosci onkolityczne. W$réd nich najwieksze znaczenie majg winblas-
tyna (XXI) i winkrystyna (XXI1), zwiazki o zblizonej strukturze chemicz-
nej. Liczne préby ich modyfikacji chemicznych, zmierzajg do uzyskania
pochodnych o wiekszej aktywnosci fizjologicznej wzglednie mniejszej
toksycznos$ci. Szczegdlnie interesujgce okazaty sie potsyntetyczne 4-acylo-
analogi winblastyny, otrzymane przez zastgpienie jej grupy acetylowej
roznymi podstawnikami (75, 96, 203), przy czym najlepsze dziatanie anty-
leukemiczne u myszy DBA/2 z przeszczepialng biataczka P 1534 wykazaty
pochodne propionylowa i chloroacetylowa. Otrzymane nastepnie 4-a-ami-
noacetyloanalogi winblastyny wykazaty jeszcze lepsze dziatanie, szczegdl-
nie pochodna z podstawiong grupa dwuaminoacetylowg, ktéra w dawce
5 mg/kg powodowata dtugotrwate przezywanie zwierzat doswiadczalnych.
Obecnie bada sie klinicznie przydatnos$¢ tego zwiazku.

V1. Whasnosci biologiczne i terapeutyczne

Najwczesniejsze dane o witasnosciach terapeutycznych Catharanthus
roseus pochodza z medycyny ludowej (32, 47, 165, 166, 189). Chopra
i wsp. (27, 28) wykazali jej dziatanie przeciwbakteryjne i wtasnos$é obni-
zania cisnienia krwi. Okazato sie, ze aktywnos$¢ hypotensyjna zalezy gtéw-
nie od ajmalicyny, ktorg juz uprzednio wyizolowano z rosliny Rauwoljia
serpentina (110, 185). Wiasnosci hypotensyjne ajmalicyny zostaty sto-
sunkowo dobrze poznane (89, 90, 106, 110, 133, 168, 171, 179, 189). Wyka-
zuje ona dziatanie obwodowe, adrenolityczne i znalazta zastosowanie
lecznicze per se i w kombinacjach z rezerping w rd6znych postaciach
choroby nadci$nieniowej i schorzen uktadu krgzenia (133, 217).

Niewatpliwie najwieksze znaczenie z punktu widzenia farmakologicz-
nego uzykaty te alkaloidy Catharanthus roseus, ktére wykazaty wiasnosci
hamowania rozwoju niektorych ztosliwych nowotwordw u zwierzat a takze
u ludzi (1, 52, 94, 95, 187, 195, 203). Jak juz wspomniano, badania nad
antydiabetycznym dziataniem tych alkaloidéw nie potwierdzity wpraw-
dzie w petni przypisywanych im wiasnosci (81, 116, 157) ale zwrdcity
uwage na wywotywany przez nie efekt leukopeniczny (8, 36, 37) prowa-
dzacy az do Smierci zwierzat doSwiadczalnych. Wyciagi z Catharanthus
roseus zmniejszaty liczbe leukocytdw u szczTura w ciggu 3—5 dni ponizej
10 000.

Sposréd alkaloidéw dimerycznych najsilniejsze dziatanie onkosta-
tyczne wykazujg cztery zwigzki: winblastyna (XXI), winkrystyna (XXII),
leurozyna i leurozydyna. Inne alkaloidy dimeryczne odznaczajg sie mniej-
szg aktywnoscig (leurozywina, rowidyna, lochnerynina) lub sg nie-
aktywne. Dziatanie onkostatyczne wyciggéw z catej rosliny, zespotdw
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i frakcji alkaloidowych réwniez prawdopodobnie zalezy od obecnosci tych
alkaloidow.

Gtoéwnym obiektem badan byta przeszczepialna ostra biataczka P-1534
u myszy DBA/2 (91, 92, 93, 109, 134, 135). Zwierzeta traktowane siar-
czanem winblastyny w dawce 0,05—0,6 mg/kg przezywaly 40— 150°0
dtuzej niz kontrolne. Leurozyna dawala podobne efekty w dawce
3,0—7,5 mg/kg.

Otrzymana w 1963 roku winkrystyna przediuzata o 30—220% okres
przezywania zwierzat (dawka 0,05—0,35 mg/kg), a leurozydyna o 20—
130% (dawka 2,0—10,0 mg/kg). Zwiekszone dawki dawaty znaczne prze-
dtuzenia okresu przezywania.

Pomimo zblizonej budowy chemicznej alkaloidy te wykazujg rézne
spektrum aktywnos$ci przeciwtumorowej (203). Toksycznos$¢ ostra (LD5))
wynosi dla winblastyny 17,0 mg/kg, dla winkrystyny za$ 2,0 mg/kg. Silny
efekt leukopeniczny wystepuje tylko przy stosowaniu winblastyny, co
przy wyzszych dawkach prowadzi do $mierci zwierzecia. Winkrystyna
nie wywotuje tak silnej leukopenii, daje natomiast uboczne efekty neu-
rologiczne.

Chcac wyjasni¢ mechanizm dziatania winblastyny, leurozyny i win-
krystyny badano ich wptyw na przebieg proceséw mitotycznych u roslin
i zwierzat (22—25, 38, 42, 45, 103, 144, 160— 162, 176, 186, 206). Hamowaty
one mitoze w stadium metafazy; winblastyna i winkrystyna wywotywaty
efekt C-mitotyczny, a leurozyna — zaburzenia mitoz (ang. bali me-
taphase). Wydaje sie jednak, ze efekt mitostatyczny nie jest zwigzany
z wiasnosciami onkolitycznymi alkaloidow (203). Witasnos¢ hamowania
podziatdbw oraz wptyw na morfologie biatych i czerwonych ciatek krwi
obserwowato wielu autorow (13, 14, 56, 73, 74, 216). Nie stwierdzono wy-
raznego wpltywu hamujacego ani pobudzajagcego na glikolize komérek
nowotworowych (158). Wiecej danych o mechanizmie dziatania alkaloidow
Catharanthus roseus dostarczyly badania nad ich wplywem na meta-
bolizm kwaséw nukleinowych (34, 35, 173, 174) w zawiesinach komoarek
szpiku kostnego i komérek grasicy szczuréw. Juz Noble (153) zau-
wazyt wyrazny wptyw winblastyny i innych alkaloidéw na czynnos¢
szpiku kostnego u szczurow Wistar. Richards i wsp. (173, 174)
obserwowali wbudowywanie sie in vitro 1«C-mréwczanu w kwasy nuklei-
nowe tkanek szczuréw zdrowych. Okazato sie, ze winblastyna wplywa
hamujgco na przebieg niektorych reakcji biosyntezy DNA, szczegédlnie
za$ fragmentu purynowego. Wpltyw hamujacy na biosynteze DNA w ko-
morkach grasicy in vitro wykazywaty tylko winblastyna, winkrystyna
i leurozyna — nie wykazywaty go leurozydyna i rezerpina. Beer (9)
w dosSwiadczeniach podobnego typu nad biosyntezg kwaséw nukleino-
wych u szczurow stwierdzit, ze winblastyna nie wptywa na dobrze juz
rozwiniete guzy przeszczepialne (rak Erlicha) oraz na regenerujacg sie
watrobe, natomiast szpik kostny reaguje silnie na winblastyne in vitro
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iin vivo, przy czym silniej hamowana jest synteza DNA niz RNA. Wplyw
winblastyny na metabolizm komdrek biataczkowych L 1210 u myszy badat
Hunter (86). Laczenie winblastyny z innymi czynnikami kancerosta-
tycznymi jak kolchicyna, 6-merkaptopuryna, 8-azaguanina, kortyzon,
dawaty przedtuzenia okresu przezywania u myszy (39). Niektore amino-
kwasy, jak kwas glutaminowy, asparaginowy, arginina, cytrulina i orni-
tyna, ktére prébowano stosowac tacznie z tym alkaloidem dla zmniejsze-
nia toksycznosci obnizaty przeciwneoplastyczne dziatanie winblastyny
(35, 36, 37, 39). Aminokwasy te sg uwazane za inaktywatory winblastyny.

Dotychczasowe badania prowadzone gtdéwnie przy zastosowaniu zna-
kowanej izotopowo winblastyny wykazatly, ze hamujacy wpityw tego
zwigzku na biosynteze kwaséw nukleinowych polega gtéwnie na zahamo-
waniu wbudowywania czesci purynowej lub pirymidynowej ale juz po
wytworzeniu sie pierscienia puryny lub pirymidyny. Efekt ten wystepuje
dopiero po kilkunastu godzinach od wprowadzenia winblastyny i jedynie
po duzych jej dawkach (174). Metabolizm winblastyny w ustroju badano
za pomocg znakowanej trytem winblastyny (10, 11, 121). Wprowadzona
dozylnie winblastyna jest szybko usuwana z krwioobiegu i w postaci
nieznanych metabolitéw gromadzi sie gtéwnie w woreczku z6tciowym.
Wprowadzona dootrzewnowo — wchtania sie powoli do krwi. Interesu-
jace jest, ze czute na dziatanie winblastyny szpik kostny i grasica akumu-
lujg jej mniej niz inne organy (na przyktad watroba, nerki).

Biochemiczne wiasnosci alkaloidéw Catharanthus roseus, gtéwnie
winblastyny zestawit i opisat Rosso (178).

Svoboda, Gorman i Root (202) wykazali, ze nie bez uzasad-
nienia przypisywano tej ro$linie wiasnosci hypoglikemiczne. Sa one
jednak witasciwe tylko kilku alkaloidom. Silny efekt hypoglikemiczny
u normalnych szczuréw wywiera leurozyna a szczegllnie windolinina
(XVI11), ktérej dziatanie jest silniejsze anizeli tolbutamidu. Stabszy efekt
hypoglikemiczny wykazujg: katarantyna (VII), lochneryna (VI), tetra-
hydroalstonina (Il) i windolina (XV).

Svoboda i wsp. (201) wykazali tez, ze niektére z wymienionych
alkaloidéw, gtdwnie windolinina i katarantyna, sg silnymi diuretykami.
W ten sposéb ujawniono nowe mozliwosci zastosowan leczniczych alka-
loidéw Catharanthus roseus.

Gtéwne zastosowanie w lecznictwie znalazty te alkaloidy w niektérych
schorzeniach o charakterze nowotworowym. Siarczan winblastyny i siar-
czan winkrystyny produkowane juz w postaci lekow daty dobre wyniki
w chorobie Hodgkinsa (2, 17, 26, 53, 58, 84, 85, 104, 126, 127, 130, 152,
207—210), powodujgc catkowite lub czesciowe remisje w przeciagu kilku-
nastu tygodni. Jeszcze lepsze wyniki osiggnieto, stosujgc kombinowang
terapie promieniami X i $Srodkami alkilujgcymi oraz winblastyng lub
winkrystyng. Winblastyna jest w tym przypadku lepiej znoszona niz
winkrystyna. Pewne efekty uzyskano réwniez w leczeniu miesaka limfa-
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tycznego (lymphosarcoma) — w tym wypadku winkrystyna okazata sie
skuteczniejsza (ale bardziej toksyczna) niz winblastyna. W tablicy 2 po-
dano wyniki klinicznego leczenia uzyskane przez Frei (52) w tych
schorzeniach.

Tablica 2

Wptyw alkaloidéw Catharanthus roseus na niektére choroby nowotworowe
w zastosowaniu klinicznym wg Frei (52)

Catkowite Czesciowe

o o Ogoétem
remisje remisje

Choroba Hodgkinsa
Winblastyna 25% 50% 75%
Winkrystyna 25% 50% 75%
Lymphosarcoma (miesak
limfatyczny)
Winblastyna 10% 20% 30%
Winkrystyna 20% 40% 60%
Ostra biataczka dzieci
Winblastyna 0 0 0
Winkrystyna 40% 30% 70%

Ostre biataczki, szczegdlnie u dzieci, podlegaty silnie wptywowi lecze-
nia winkrystynag (3, 15, 20, 21, 33, 46, 100, 101, 125, 128, 132, 172, 177,
182, 183). Jeszcze lepsze efekty lecznicze uzyskano stosujac potaczone
leczenie kortykosteroidami i winkrystyng. Winkrystyna nie wptywata na
biataczki chroniczne. Wyrazng skuteczno$¢ leczenia winblastyng i win-
krystyng zaobserwowano tylko w wymienionych typach choréb nowo-
tworowych (30, 131, 187), w innych chorobach nowotworowych za$
uzyskano pewne pozytywne wyniki leczenia, jednak nie tak jednoznaczne.

W odréznieniu od wielu zwigzkéw chemoterapeutycznych i promie-
niowania X stosowanych w chorobach nowotworowych, winkrystyna
mato wpltywa na czynnos$¢ szpiku kostnego, nadaje sie wiec do kombino-
wanego podawania z innymi kancerostatykami. Tego typu terapia po-
zwala osiagna¢ remisje stanéw leukemicznych w rozmiarach dotychczas
nieosiggalnych.

Dziatanie winblastyny i winkrystyny zbadano juz wielokrotnie w kli-
nikach (7, 12, 40, 50, 57, 77-79, 83, 102, 113, 114, 129, 159, 188, 205, 214).
Mozliwosci stosowania tych lekéw ogranicza ich dziatanie uboczne:
w przypadku winblastyny to gtéwnie wywotywanie leukopenii, win-
krystyny za$ — réznego rodzaju neuropatii (41, 52, 82).

Teratogenno$é tych zwigzkéw nie zostata jeszcze wystarczajgco zba-
dana. Armstrong i wsp. (4 nie stwierdzili efektu teratogennego po
11-to miesiecznym stosowaniu winblastyny u ludzi, natomiast Ferm
(51) zaobserwowat pewne zaburzenia u ptodow chomikéw ztocistych.

Innych alkaloidéw dimerycznych nie przebadano jeszcze klinicznie.
Duze nadzieje wigze sie z leurozyng, ktére odznacza sie wprawdzie wy-
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soka toksycznoscig ale bardzo silnie hamuje komérki nowotworowe
w hodowli tkankowej (136), a nawet rozpuszcza je zupetnie (203). Te
wiasnosci sg jednak w duzym stopniu inaktywowane przez surowice
krwi.

Alkaloidy Catharanthus roseus ze wzgledu na szeroki zakres swojej

aktywno$ci biologicznej, réznorodno$¢ dziatania przy zblizonej budowie
chemicznej, oraz ich wiasnosci biochemiczne i zaleznosci biogenetyczne
sg doskonatym modelem dla kompleksowych badan substancji czynnych
w $wiecie roslinnym.
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JOLANTA BARANSKA*

WspotzaleznosSci metaboliczne pomiedzy wielonienasyconymi
kwasami tluszczowymi w organizmie zwierzecym

Relationship in the Metabolism of Polyunsaturated Fatty Acids in Animals

Recent research on metabolic relations in biosynthesis of polyunsaturated fatty
acids is reviewed. Competitive inhibition seems to operate between fatty acids of
the oleate, linoleate and linolenate families. The pathways of biosynthesis of mem-
bers of these families are given.

Uwaza sie na ogot, ze zwierzeta nie sg zdolne do syntezy wieloniena-
syconych kwas6w ttuszczowych; dla kwaséw tych wprowadzono nawet
nazwe witaminy (witamina F) jako dla substancji niezbednych do pra-
widtowego rozwoju organizmu i doprowadzanych z pokarmem. Jest to
jednak stuszne w odniesieniu do niektérych tylko kwasdéw wielonienasy-
conych ttuszczowych, zdolno$¢ bowiem do biosyntezy tych zwigzkéw jest
cecha charakterystyczng dla wszystkich zywych organizméw zaréwno
roslinnych jak i zwierzecych. Wyjatek stanowiag jedynie bakterie, ktore
zawierajg kwasy nienasycone o jednym tylko podwdjnym wigzaniu (1).

Procesy prowadzace do powstawania nienasyconych kwasow ttusz-
czowych sg wcigz stabo poznane, jednak badania z lat ostatnich rzucity
nieco Swiatla na te zagadnienia.

Stwierdzono, ze w organizmach zwierzecych wprowadzenie kazdego
podwdjnego wigzania do czgsteczki kwasu tluszczowego wymaga obec-
nosci tlenu atmosferycznego i NADP zred. oraz ze proces ten zachodzi
we frakcji mikrosomowej komérki (2, 3). Wydaje sie jednak, ze uktady
enzymatyczne katalizujgce reakcje desaturacji kwaséw nasyconych i nie-
nasyconych sa rézne (1).

Najczesciej spotykanymi w Swiecie roslinnym kwasami wielonie-
nasyconymi sg: kwas linolenowy (Cf81215 i kwas linolowy (Cfig9 12,
natomiast w Swiecie zwierzecym — kwasy typu kwasu arachidonowego

Wprowadzenie drugiego podwoOjnego wigzania do mononienasyconych
kwasow ttuszczowych (A9 zachodzi¢ moze albo w kierunku grupy mety-
lowej, albo w kierunku grupy karboksylowej (schemat 1). U roslin wy-

* Dr, adiunkt Zaktadu Biochemii Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej
M. Nenckiego PAN, Warszawa

im.
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stepuje zazwyczaj desaturacja w kierunku grupy metylowej (13, 35). Po-
woduje to przeksztatcenie kwasu oleinowego (Cis9 w kwas linolowy
Cf|-1 (schemat la).

@ (b , rAéb
U 18 18

Schemat 1. Drogi biosyntezy wielonienasyconych kwasow ttuszczowych. U roSdlin
przeksztatcenia zachodzg zgodnie z (a) i (c), u zwierzat zgodnie z (d) i (e) badz (b);
przeksztatcenie drogag (a) u zwierzat nie zachodzi.

Zwierzeta zasadniczo utracity zdolno$¢ desaturacji kwasu oleinowego
do kwasu linolowego, ktéry zatem jest dla nich zwigzkiem egzogennym
(23). Jednak w warunkach skrajnego wygtodzenia, lub przy podawaniu
pokarmu beztluszczowego, kregowce majg zdolno$¢ wprowadzenia dru-
giego podwojnego wigzania do kwasu oleinowego (7, s). Wigzanie to po-
jawia sie wowczas blizej karboksylowego konca czasteczki, prowadzac
do powstania nie kwasu linolowego, ale jego analogu, mianowicie kwasu
(Cfsro  (schemat Ib). W przeciwieAstwie do kwasu linolowego, analog ten
jest fizjologicznie bezuzyteczny, poniewaz nie moze by¢ przeksztalcony
w kwas arachidonowy, niezbedny dla prawidtowego funkcjonowania or-
ganizmow zwierzecych.

U roslin kwas linolowy przez wprowadzenie nastepnego podwdjnego
wigzania blizej grupy metylowej przeksztatca sie w kwas a-linolenowy
(Cf®1215 (schemat Ic) (9, 36).

Dla zwierzat kwas a-linolenowy jest rowniez zwigzkiem egzogennym.
U zwierzat bowiem proces desaturacji egzogennego kwasu linolowego
zachodzi w kierunku grupy karboksylowej (schemat Id), w wyniku czego
powstaje kwas Y-linolenowy (Cf&912, ktdry ulegajac dalszym prze-
ksztalceniom (schemat le) moze przejs¢ w kwas arachidonowy.

I. Przeksztatcenia kwasdw wielonienasyconych w organizmie zwierzecym

Stwierdzenie, ze gtownym wielonienasyconym kwasem ttuszczowym
u zwierzat jest kwas arachidonowy nasuwato przypuszczenie, ze niektore
kwasy wielonienasycone mogg by¢ jednak w organizmie zwierzecym syn-
tetyzowane. Nunn i Smedley-MacLean w 1938 r. (28) na
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podstawie badan nad wpitywem diety na sktad kwaséw ttuszczowych
w watrobie szczura wysuneli hipoteze, ze wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe wystepujace w organizmie powstajg z egzogennego kwasu linolo-
wego i linolenowego w wyniku proceséw desaturacji i wydtuzania tancu-
cha weglowego.

Hipoteze te dosSwiadczalnie potwierdzono w pracowni Meada w la-
tach 50-tych, dzieki zastosowaniu do badan radioaktywnych izotopow.

Mead i wsp. (33) podawali szczurom ester metylowy kwasu linolo-
wego znakowany 14C w grupie karboksylowej, po czym wyodrebniali
z tkanek kwas arachidonowy, ktéry nastepnie poddawali uwodorowaniu.
Otrzymany w ten sposéb kwas arachidowy oczyszczano chromatograficz-
nie i poddawano stopniowej degradacji. Radioaktywno$¢ odnajdywano
w weglu grupy karboksylowej (75%) oraz w weglu @ (24%), natomiast po-
zostata cze$¢ czasteczki (CizH3) nie zawierata izotopu, co wskazuje, ze
czasteczka kwasu linolowego jest wbudowywana do kwasu arachidono-
wego jako catos¢. Wysokag radioaktywno$¢ grupy karboksylowej autorzy
ttumaczyli jej pochodzeniem z octanu powstatego z rozpadu czesci po-
danego kwasu linolowego. Po podaniu szczurowi znakowanego w grupie
karboksylowej kwasu Y-linolenowego odnaleziono w kwasie arachido-
wym catg prawie aktywno$¢ (97,4%) w trzecim atomie wegla (liczac od
grupy karboksylowej) (25), co sugeruje wigczenie catej czasteczki kwasu
Y-linolenowego w kwas arachidonowy, powstajgcy w wyniku wydtuzenia
i desaturacji. Gdy Howton i Mead (12) podawali szczurowi kwas
homo-Y-linolenowy (C«81114) znakowany w atomach wegla a i [5 aktyw-
no$¢ w czasteczce kwasu arachidonowego wystepowata tez w atomach
wegla a i @ Swiadczyto to, ze podany kwas ulegat catkowicie przeksztat-
ceniu w kwas arachidonowy i ze degradacja jego byta nieznaczna.

Mead i wsp. zaproponowali schemat przeksztatcenia kwaséw lino-
lowego, y-linolenowego i homo-Y-linolenowego w kwas arachidonowy
(schemat 2).

Prawdopodobnie istnieje jeszcze inna droga prowadzaca do powstania
kwasu arachidonowego z kwasu linolowego. Z badan Blocha i wsp.

CH3(CH24CH,=CH-CH2-CH=CH-(CH2%“COOH

kwas linolowy
CH3(CH24CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-(CH24COOH

kwas y-linolenowy
CH3(CH24CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-(CH24CH2CH2COOH

kwas homo-Y-linolenowy
CH3(CH24CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-(CH23COOH

kwas arachidonowy

JA9,12 ,A6,9,12 NAB,IIL14 2A5.8,11,14
SO et o)) Fapp— =

Schemat 2. Powstawanie kwasu arachidonowego z kwasu linolowego (wg 12, 24).
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(6)) Holmana (30) i Korna (16) wynika, ze kwas linolowy moze
przytaczajagc dwuweglowy fragment przejs¢ w kwas dwudziestoweglowy
(C&L14), ktory nastepnie ulega odwodorowaniu i przechodzi w kwas
homo-Y-linolenowy, a nastepnie w kwas arachidonowy, zgodnie ze sche-
matem 3.

AQ'12 A6%912 A8'11'14 <58,11,14
c 18- c1B e C2 - A {0}
Aln
CZO

Schemat 3. Powstawanie kwasu arachidonowego z kwasu linolowego (wg 6, 16, 30).

Nastepnie Mead i wsp. (22, 34) badali, jakim przeksztatceniom ule-
ga u zwierzat podany w pokarmie ro$linny kwas a-linolenowy. Po jedno-
razowym podaniu szczurowi bedgcemu na diecie beztluszczowej linole-
nianu metylu przeprowadzono chromatograficzng analize kwaséw ttusz-
czowych z jego tkanek. Na podstawie otrzymanych wynikéw Mead zapro-
ponowal hipotetyczny przebieg przeksztatcen kwasu a-linolenowego,
przedstawiony na schemacie 4.

CH3CH2CH=CH-CH2CH=CH-CH2-CH=CH-(CH27-COOH

kwas a-linolenowy

CH3-CH2-CH=CH-CH2CH.=CH-CH2ch ,=ch-ch2ch=ch-(ch24cooh
kwas oktadekatetraenowy

CH3CH2CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-(CH2VCOOH
kwas eikozatetraenowy

ch3ch2ch=ch-ch2ch=ch-ch2ch=ch-ch2ch=ch-ch2ch=
CH-(CH23cooh

kwas eikozapentaenowy

ch3ch2ch=ch-ch2ch=ch-ch2ch=ch-ch2ch=ch-ch2ch-=
CH-(CH25COOH

kwas dokozapentaenowy
CHr CH22CH=CH-CH2CH=CH CH2CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH f
' CH-CH2CH =CH-(CH22COOH

kwas dokozaheksaenowy

112,15 91215 v nA8,11,14,17 5811,14,17 v ~A7,10,13,16,19

..... SO 55 __ycsp1iaaT __nch L s
/A4,7,10.13,16,19
C22

Schemat 4. Przeksztatcenia kwasu a-linolenowego w organizmie zwierzecym (wg. 24).

Badania Klenka i Mohrhauera (14) potwierdzity przebieg
wielu z tych reakcji. Okazato sie, ze z kwasu a-linolenowego powstaje
W organizmie zwierzecym nie kwas arachidonowy, ale kwas 20-weglowy
0 5-ciu podwojnych wiazaniach i kwas 22-weglowy o0 s-u podwojnych
wigzaniach.
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Omowione wyniki badan nad przeksztatceniem kwasu linolowego
i a-linolenowego sa zgodne z wczesniejszymi obserwacjami Holmana
i wsp. (31). Autorzy ci badali szczury uprzednio pozbawione tluszczu
w pokarmie przez okres 10 miesiecy i stwierdzili nastepujacy wplyw
diety na sktad kwaséw ttuszczowych w tkankach:

Kwas w d ie C ie -mmmmmmmmmmmeeee mKwasy wielonienasycone w tkankach
linolowy e — » czteronienasycone o 20 atomach wegla
lin olen ow Yy oo > piecionienasycone i sze$cionienasycone
brak ttuszczu w diecie---------mm-mmmemmee > tréjnienasycone

Podobne zaleznoS$ci stwierdzono réwniez u kurczaka (10) i swini (32).

Wedtug badan Fulco i Meada (7) gtobwnym tréjnienasyconym
kwasem znajdowanym u zwierzat na diecie beztluszczowej jest kwas
eikozatrienowy (C.0%811), powstajacy z kwasu oleinowego w wyniku
przeksztatcen przedstawionych na schemacie 5,

®9 CH3(CH2)rCH.=CH-(CH27-COOH

kwas oleinowy

CH3(CH27CH.=CH-CH2CHi=CH-(CH24-COOH
kwas oktadekadienowy

CH3(CH27>-CH=CH-CH2CH=CH-(CH26COOH

kwas eikozadienowy

CH3-(CH27?CH=CH-CH2CH=CH-CH2CH=CH-(CH23COOH

kwas eikozatrienowy

Cf8 SR8 sRBY __schpe

Schemat 5. Przeksztatcenia kwasu oleinowego w organizmie zwierzecym (wg 24).

Z kwasu palmitooleinowego powstaje natomiast kwas Czo7,10,13
wedtug schematu s.

Na podstawie badan nad przeksztatceniami zachodzacymi w wielo-
r.ienasyconych kwasach ttuszczowych, Mead (24) zaliczyt te kwasy do
4 roznych grup (schemat 7), ktdre nazwat rodzinami. Za podstawe klasy-
fikacji przyjat odlegtos¢ pierwszego podwoéjnego wigzania (oznaczong
cyfra stojaca za literg co) od grupy metylowej kwasu tluszczowego, ktérej
wegiel jest w tym przypadku uwazany za pierwszy.

Wszystkie wielonienasycone kwasy pochodzace z egzogennego kwasu
«-linolenowego majag budowe typu co3. Wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe pochodzace z egzogennego kwasu linolowego (schemat 2 i 3)
charakteryzujg sie budowg typu cos. Kwasy wielonienasycone nalezace
do pozostatych dwoch rodzin, wywodzace sie z kwaséw jednonienasy-
conych — oleinowego Ilub palmitoleinowego posiadajg odpowiednio
budowe typu 0j9 (schemat 5), lub budowe typu co7 (schemat 7).
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CH3 (CH25- CH - CH - (CH2)7- COOH Kwas palmitooleinowy

ch3(ch25-ch=ch-ch2ch=ch-(ch24-COOH CH3-(CH2)5-CH = CH-(CH2g—COOH
Kwas heksadekadienowy Kwas wakceninowy

ch3-(ch25-ch =ch-ch2-ch = CH-(CH26-COOH
j Kwas oktadekadienowy

CH3(CH25CH- CH-CH2 CH= CH-CH2-CH = CH - (CH2)3- COOH
| Kwas oktadekatrier/owy

CH3-(CH25-CH=CH-CH2-CH = CH-CH2CH=CH-(CH25-COOH
Kwas eikozatrienowy

18

Schemat 6. Przeksztatcenia kwasu palmitooleinowego w organizmie zwierzecym

(wg 24).
to3 CH3CH2CH=CH-# rodzina kwasu a-linolenowego
to6 CH3(CH24CH—CH- rodzina kwasu linolowego
o7 CH3(CH24CH=CH- rodzina kwasu palmitooleinowego
to9 CHJ(CH2*-CH—CH- rodzina kwasu oleinowego

Schemat 7. Typy budowy czterech rodzin kwaséw wielonienasyconych.

Wedlug Meada przeksztatcenia kwasow wielonienasyconych w orga-
nizmie zwierzecym zachodzg tylko w obrebie danej rodziny. Kierunek
przemian prowadzi przy tym od kwaséw mniej do bardziej nienasyconych
w szeregu nieodwracalnych reakcji (24, 34). Podanie kwasu nienasyco-
nego w pokarmie powodowatoby wzrost zawartosci w tkankach jedynie
kwaséw wielonienasyconych nalezgcych do tej samej rodziny co podany
kwas.

Badania lat ostatnich prowadzg jednak do odmiennych wnioskow.

Il. Wspo6tzaleznosci miedzy rodzinami kwaséw wielonienasyconych

W kilku réznych pracowniach (15, 20, 21, 27, 29) wykazano zgodnie, ze
podawanie zwierzetom egzogennych kwaséw tluszczowych jako sktadni-
kéw pokarmowych prowadzi nie tylko do wzrostu zawarto$ci kwasow
wielonienasyconych nalezgcych do tej samej rodziny co podany kwas,
lecz ponadto powoduje zmniejszenie zawartosci kwaséw nalezacych do
innych rodzin.

W celu blizszego zbadania tego zjawiska, Mohrhauer i Hol-
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man (26) podawali szczurom (uprzednio trzymanym na diecie beztlusz-
czowej) kwas linolowy i a-linolenowy w réznych stezeniach przez okres
87 dni, po czym analizowali kwasy ttuszczowe z tkanek za pomoca chro-
matografii gazowej. Stwierdzili, ze podwyzszenie w diecie zawartosci
kwasu linolowego (cos) powoduje w watrobie wzrost zawartosci kwaséw
wielonienasyconych nalezacych do rodziny cos, oraz obnizenie zawartosci
kwasu oleinowego i eikozatrienowego (rodzina co9). Zmiany zawartosci
kwaséw nalezacych do rodziny kwasu a-linolenowego (@3) byly nie-
znaczne. Natomiast wyzsze dawki kwasu linolenowego (0j3) powoduja
w watrobie przy kazdej z 3 réznych dawek kwasu linolowego (cos):

1. wzrost zawartosci kwaséw nalezacych do tej samej rodziny,

2. obnizenie zawarto$ci kwasdw nalezacych do rodziny kwasu linolo-

wego,

3. zmniejszenie zawartosci kwasu eikozatrienowego (rodzina ca9).

Na podstawie tych badan autorzy wysuwajg hipoteze, ze w procesach
metabolicznych kwasu linolowego i a-linolenowego zachodzi pewna kom-
petycja. Przeksztatcenia jednego z tych kwaséw (linolenowego) wpty-
wajg hamujgco na przeksztatcenia drugiego z nich (linolowego).

Z dalszych prac Holmana i wsp. (11, 30) wynikato, ze hamujacy
wptyw kwasu linolowego na przeksztalcenia w obrebie rodziny kwasu
linolenowego pojawia sie dopiero po podaniu kwasu linolowego w sto-
sunkowo bardzo duzych stezeniach. Natomiast kwas linolenowy juz
w stezeniach wielokrotnie nizszych silnie hamuje wszystkie przeksztat-
cenia w obrebie rodziny kwasu linolowego.

Holman i Mohrhauer wykazali réwniez, ze podawanie zwierzeciu
kwasu linolowego w wysokich stezeniach powoduje nie tylko powstanie
kwasu arachidonowego, ale prowadzi do powstawania dalszych homo-
logow dwudziestodwuweglowych rodziny &%, a mianowicie kwasu do-
kozatetraenowego (czteronienasyconego) oraz kwasu dokozapentaenowego
(piecionienasyconego), co potwierdzili rowniez Davis i Goniglio(4).

Badania Dhopeshwarkara i Meada (5) nad wptywem kwasu
oleinowego na przemiany kwasoéw nalezgcych do innych rodzin wykazaty,
ze podanie Swinkom morskim (uprzednio pozbawionym pokarmu) duzych
ilosci kwasu oleinowego powoduje wzrost zawarto$ci w watrobie i tkance
tluszczowej dwudziestoweglowego kwasu trojnienasyconego (co9). Jedno-
czeSnie obserwuje sie hamujacy wptyw kwasu oleinowego na przeksztat-
cenie kwasu linolowego w arachidonowy (cos). Zatem miedzy metaboliz-
mem kwasu oleinowego a linolowego zachodzi takze pewna wspoétzalez-
no$¢. Lowry i Tinsley (18, 19) stwierdzili, ze kwas oleinowy wpty-
wa na przeksztatcenia kwasu linolowego tylko wéwczas, gdy podany jest
w bardzo duzym stezeniu i gdy poziom kwasu linolowego jest niewysoki
(na przeksztatcenia kwasu linolenowego kwas oleinowy nie miat wptywu).
Natomiast podanie kwasu linolowego wyraznie hamuje przeksztatcenia
kwasu oleinowego.
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Te wszystkie fakty pozwolity Holmanowi i Mohrhauerowi
(11) wyciagna¢ wniosek, ze pomiedzy poszczegélnymi rodzinami kwasow
wiolonienasyconych zachodzg wyrazne wspo6tzaleznoS$ci; wzrost intensyw-
nosci przemian w obrebie jednej rodziny wptywa hamujaco na prze-
ksztatcenia zachodzgce w obrebie pozostatych rodzin. Wysuneli oni hipo-
teze, ze przemiany metaboliczne roznych kwaséw wielonienasyconych
uzaleznione sg od tych samych uktadéw enzymatycznych. Pomiedzy po-
szczeg6lnymi kwasami zachodzi wobec tego kompetycja o enzym, przy
czym powinowactwo réznych kwaséw nienasyconych do danego enzymu
jest rézne. Wydaje sie, ze powinowactwo to uzaleznione jest od odlegtosci
pierwszego podwdjnego wigzania od grupy metylowej w czasteczce kwasu
(zatem od przynalezno$ci do okreslonej rodziny). Najsilniejsze powino-
wactwo do enzymu wykazuje grupa kwasow eo3 (rodzina kwasu a-lino-
lenowego). Ten zatem kwas najsilniej wigze sie z enzymem, uniemozli-
wiajac dostep do centrow aktywnych kwasom nalezagcym do pozostatych
grup cos i co9. Stabsze powinowactwo do uktadéw enzymatycznych prze-
jawia kwas linolowy (<), a najstabsze kwas oleinowy (c09). Z tego
wzgledu kwas a-linolenowy (co3) hamuje przeksztatcenia w obrebie
wszystkich pozostatych rodzin, a kwas linolowy (cos) hamuje przeksztat-
cenia kwasu oleinowego, ale nie wptywa na przeksztatcenia kwasu a-lino-
lenowego. Dopiero podanie kwasu linolowego w bardzo duzych stezeniach,
wpltywa hamujgco na przeksztatcenia kwasu linolenowego. Aby stwierdzic¢
hamujacy wptyw kwasu oleinowego na przeksztatcenia kwaséw nalezg-
cych do innych rodzin nalezy go podaé¢ w jeszcze wiekszych stezeniach.
Hipoteza Holmana bardzo dobrze ttlumaczy, miedzy innymi, znany fakt
pojawiania sie kwasu eikozatrienowego (co9) w tkankach zwierzat z obja-
wami niedoboru egzogennych kwasow tluszczowych. Gdy brakuje bo-
wiem kwasu linolowego i linolenowego, kwas oleinowy ma fatwiejszy
dostep do uktadéw enzymatycznych i tatwiej ulega desaturacji i wydtu-
zaniu. Natomiast nie moze on wspo6tzawodniczy¢ z kwasem linolowym
i a-linolenowym i w ich obecnosci dalszym przeksztatceniom nie ulega,
totez w normalnych warunkach odzywiania nie obserwuje sie powsta-
wania kwasu eikozatrienowego w tkankach zwierzecych.

Opierajac sie na dotychczasowych danych doswiadczalnych, Lind -
strom i Tinsley (17) zaproponowali model kompetycyjnych wspét-
zaleznoS$ci w obrebie r6znych rodzin (schemat s).

Schemat 8. Model kompetycyjnych wspétzaleznosci w syntezie kwaséw wielonie-
nasyconych (wg 17).
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Qi i Q2 oznaczajg okreSlone dwa nienasycone kwasy tluszczowe po-
dawane w diecie; Si i S: to te same kwasy odnajdywane w tkankach, po
przyswojeniu Qxi Q2 przez organizm. Kwasy te ulegaja przeksztatceniom
w procesach enzymatycznych prowadzacych ostatecznie z Sxdo S7i 2z Sz
do Ss poprzez odpowiednie serie komplekséw enzym-substrat (Ci-Cs
i C2-C6). Zaktada sie, ze przeksztatcenia te sg nieodwracalne. Ex i E:
oznaczajg odpowiednio uktady enzymatyczne, przy czym EX oznacza
enzym ograniczajacy w procesie odwodorowania, a E2 odpowiedni enzym
ograniczajacy w procesie wydtuzenia tancucha. Podstawg modelu jest
zatozenie, ze te same enzymy Exi E: uczestniczg w procesach przeksztat-
cenia zaréwno S§j. jak i S2 zatem =zajecie centrow aktywnych enzymu
przez jeden z kwasow (np. musi wptywa¢ hamujaco na przeksztat-
cenia drugiego kwasu (np. S2.

Przedstawienie powstajacych produktéow reakcji jako funkcji czasu
i podanych ilosci kwaséw Qi i Q2 pozwolito autorom na analize matema-
tyczna, ktorej wyniki dobrze zgadzaly sie z danymi doSwiadczalnymi
zaréwno ich wasnych prac, jak i prac Holmana i wspotpracownikdow.

Trudno nie przyznaé, ze szereg znanych faktéw dobrze ttumaczy sie
w Swietle hipotezy Holmana i Mohrhauera. Nie nalezy jednak uwazac,
ze zagadnienie jest juz catkowicie wyjasnione. Sami autorzy hipotezy
nie negujg i innej mozliwosci, mianowicie, ze kazda z trzech rodzin wielo-
nienasyconych kwaséw ttuszczowych ma odrebny szlak metaboliczny,
a czynnikiem hamujgcym przemiany w obrebie jednej rodziny sg pro-
dukty powstajace w wyniku przeksztatcen kwaséw nalezacych do innych
rodzin.
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WOJCIECH ROSZKOWSKI *

Whptyw czestotliwosci podawania pozywienia na przemiane materii

The Effect of Feeding Frequency on Metabolic Processes

Recent views on the effect of feeding frequency upon the metabolic processes
are presented

Zagadnieniem dotychczas mato zbadanym w nauce Zzywienia jest
wptyw czasu podawania positku (ich regularnos¢ lub czestotliwos$¢) na
organizm i jego przemiany. Dotychczas badano tylko wptyw zmian ogo6l-
nej ilosci kalorii przyjmowanych w pozywieniach lub zmian w jakoscio-
wym zestawie positku na wzrost albo przedtuzenie zycia doswiadczalnych
zwierzat.

Pierwsze doswiadczenia bezpos$rednio zwigzane z wpltywem czasu
podawania pozywienia (s, 19, 33) wykazaty, ze u zwierzat karmionych
nieregularnie wystepujg zmiany anatomiczne a takze zmienia sie nasi-
lenie przemiany materii.

Szereg badan nad wptywem koncentracji ilosci pozywienia w jed-
nostce czasu na przemiane materii u zwierzat i ludzi wykonano w Pradze
w Instytucie Zywienia. Na zainteresowanie tym zagadnieniem wptyneta
zapewne czesto$¢ wystepowania otytosci na terenie Czechostowacji:
wedlug Maska (23) okoto 50°» ludnosSci Pragi cierpi na te dolegliwos¢,
ktdra poza innymi przyczynami jest réwniez wynikiem nieregularnosci
przyjmowania positkéw.

W doswiadczeniach tych uzywano jako zwierzat laboratoryjnych
kurczat, krolikow, pséw, matp i szczuréw, przy czym najbardziej przy-
datne okazaly sie te ostatnie z uwagi na ich zdolno$¢ do przyjmowania
pozywienia w krotkich odstepach czasu i tatwos$¢ przystosowania sie do
zmian w systemie zywienia. Podobne badania przeprowadzono na lu-
dziach (3) i otrzymano podobne wyniki jak u zwierzat. Najczesciej stoso-
wano nastepujgce uktady doswiadczalne: | — grupe kontrolng otrzymu-
jaca pozywienie ad libitum poréwnywano z grupg zywiong w ograniczo-
nym czasie, stosowano tak zwane periodyczne gtodowanie, to znaczy dni

* Mgr inz., Katedra Technologii i Higieny Zywienia Cztowieka Szkoty Giownej
Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa.
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swobodnego dostepu do pozywienia, na przemian z 1—3-dniowym peinym
gtodowaniem (11), lub karmienie przez :— » godz. dziennie za pomocg
na przyktad sondy zotgdkowej (s), Il — grupe kontrolng otrzymujaca
pozywienie izokalorycznie w matych ilosciach i w krotkich odstepach
czasu poréwnywano z grupg otrzymujaca te samg ilos¢ pokarmu, ale
podawang rzadziej, w wiekszych porcjach. Czas trwania do$wiadczen
wynosit od 2 tygodni (5) do 3 lat (12).

I. Adaptacja przewodu pokarmowego do zmian w systemie podawania
pozywienia

Pierwszymi zmianami wystepujacymi pod wptywem nieregularnosci
W przyjmowaniu pozywienia jest hiperfagia, czyli wzmozone taknienie
(17). Wedtug M ayer’a (24) hiperfagia moze by¢ wywotana nie tylko
przez czynniki zewnetrzne Srodowiska, ale i przez czynniki genetyczne
lub urazy chirurgiczne, chemiczne, hormonalne i psychiczne.

Zwierzeta stopniowo przyzwyczajane do | systemu zywienia zjadaty
w czasie swobodnego dostepu do pokarmu okoto trzy razy wiecej pozy-
wienia na dzien niz grupa kontrolna karmiona ad libitum, przy czym
w ciggu dwdch pierwszych godzin po podaniu pokarmu zjadaty go nawet
pie¢ razy wiecej niz zwierzeta grupy kontrolnej. Mimo to pobrany pokarm
pokrywat tylko 60—80% ogblnego zapotrzebowania kalorycznego okre-
sowo gtodzonych zwierzat, co wywotywato ostatecznie opdznienie lub
zahamowanie ich wzrostu.

Periodyczna hiperfagia wywotuje szereg zmian w przewodzie pokar-
mowym (20). Juz po uptywie kilku tygodni nastepuje hipertrofia zotagdka,
ktory zamienia sie w rodzaj magazynu pozywienia na okres gtodu, co
wykazaty badania Putilina i Staritskiej (30) nad wpltywem
czestotliwosci karmienia na wydzielnicze funkcje zotgdka i ich regulacje
u pséw. U szczurow przy diuzszym czasie doSwiadczenia wynoszacym
okoto s miesiecy zaobserwowano takze wystepowanie hipertrofii jelita
cienkiego, ktorego catkowity ciezar byt od 20 do 40% wyzszy w porow-
naniu z grupa kontrolng, podczas gdy ciezar ciata zwierzat byt o 30%
nizszy (9). Podobne wyniki otrzymat Fisher (12) u kurczat.

Badania uktadéw enzymatycznych odpowiedzialnych za aktywny
transport metabolitow przez Scianki jelita (19) staty sie podstawg obser-
wacji Fabry’ego (7), ze funkcjonalnym nastepstwem przedstawio-
nych powyzej zmian w sposobie zywienia jest zwiekszone wchtanianie
glukozy i thuszczu w blonie Sluzowej jelita cienkiego.

Grunow i wsp. (13) stwierdzili, ze zmianom morfologicznym
i funkcjonalnym przewodu pokarmowego towarzyszg rdwniez zmiany
mikroflory jelita cienkiego.
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Il. Zmiany w przemianach weglowodanowej i ttuszczowej

Zwiekszone wchitanianie cukrowcéw u okresowo gtodujacych zwierzat
wywotuje zmiany w ich przemianie weglowodanowej. Petrasek (29)
stwierdzita, ze aktywnos$¢ heksokinazy, katalizujgcej fosforylacje glu-
kozy, wzrasta u tych zwierzat okoto 5-ciokrotnie. W watrobie i mig$niach
okresowo gtodzonych zwierzat znaleziono tez zwiekszone ilosci glikogenu,
ktéry powstaje z glukozo-s-fosforanu (28).

W surowicy okresowo gtodzonych zwierzat rosnie tez poziom insuliny.
Jednoczesnie ilo$¢ insuliny, ktorg wyekstrahowano z trzustki badanych
szczuréw byta okoto 85% mniejsza niz u grupy kontrolnej, a wzajemny
stosunek ilosci a i @ komoérek wysepek Langerhansa byt réwniez zmie-
niony (io).

U okresowo gtodujacych zwierzat zwieksza sie przemiana weglowo-
dandw w tluszcze, co stwierdzono mierzgc zmiane ilorazu oddechowego
(1.0.) (11) oraz nasilenie lipogenezy badane za pomocg 14C znakowanych
substratow (14). Fabry (11) wykazat, ze u okresowo gtodujgcych zwie-
rzat 10 wynosi 0,96, podczas gdy dla grupy kontrolnej jest on réwny
0,82. Taki wzrost ilorazu oddechowego Swiadczy o przemianie cukrow-
cow na kwasy ttuszczowe, poniewaz przy przechodzeniu zwigzkéw bar-
dziej utlenionych w mniej utlenione organizm dysponuje pewng iloscia
endogennego tlenu. Dla okres$lenia szybkosci lipogenezy oznaczono wia-
czanie atomu wegla 14C z roznych substratow w kwasy tluszczowe (21,
22). U zwierzat karmionych z mniejszg czestotliwo$ciag w porownaniu
do grupy kontrolnej jedzacej ad libitum zauwazono szyhszg synteze kwa-
sow ttuszczowych zawierajacych 1C, przy jednoczesnym wzroscie zawar-
tosci-ttuszczu w organizmie, mimo obnizonego ciezaru ciata (1, s, 27).
Potwierdza to lipostatyczng teorie regulacji ciezaru ciata (25), wedtug
ktérej ilos¢ odtozonego ttuszczu zalezy od typu zwierzecia, rodzaju
ottluszczenia, typu diety, aktywnosci ruchowej i temperatury otoczenia.
Poniewaz przemiany tluszczow i weglowodanéw sa wspoétzalezne, by¢
moze zjawiska te sg zwigzane rowniez z mechanizmem glukostatycznym.

Petrasek (29) okreslita takze aktywno$¢ poszczegdlnych enzymow
tkankowych uczestniczagcych w dalszych przemianach weglowodanowych
i thuszczowych. Zaobserwowata ona wzrost aktywnosci w watrobie i ner-
kach oksydazy cytochromowej i dwu enzymow cyklu Krebsa: dehydro-
genazy mleczanowej i bursztynianowej. Przy przyjeciu aktywnosci tych
enzymoéw w grupie kontrolnej za 100%, w grupie okresowo gtodujacej
aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej wynosita w watrobie 175%
a w nerkach 180%, za$ dehydrogenazy mleczanowej w watrobie 300'%
a w nerkach 250%.

W szystkie zmiany w gospodarce weglowodandw i tluszczéw charakte-
ryzujagce sie maksymalnym wykorzystaniem substancji pokarmowych
i tworzeniem rezerw, znalazty odbicie w przemianach energetycznych

6 Postepy Biochemii
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Periodyczne gtodowanie
[ ]

[4]

Zmiany regulacji centralnego systemu nerwowego
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Okresowa hiperfagia

Przystosowanie przewo-
du pokarmowego

Wzrost wydzielania in-
suliny z B-komodrek

Podwyzszenie aktyw-

nosci wzrostowej i mi- icznej

gracyjnej w preparatach
tkankowych in vitro

a) Hipertrofia zotadka

b) Adaptacja uktadu enzyma-
tycznego w btonie $luzowej
jelita

¢) Wzrost powierzchni absorp-
cyjnej w jelicie

Okresowe wzmozenie dowozu
substancji odzywczych do
tkanek wtaczajagc doptyw glu-
kozy do watroby (z zylty wrot-
nej)

|

|
Wzrost aktywnosci
wej heksokinazy i
twarzanego
ranu

watrobo-
ilosci wy-
glukozo-6-fosfo-

i
Adaptacja przemiany weglo-
wodanow

Wzrost aktywnos$ci metabo-
ujawniajacej sie row-
niez podwyzszeniem oddycha-
nia tkankowego

|

+ u
Zwiekszenie podstawowej
przemiany materii u adapto-
wanych zwierzat

Obnizenie
ruchowej

aktywnosci

a) Wzrost syntezy gli-
kogenu w watrobie
i miesniach

b) Wzrost przemiany
weglowodanéw w
ttuszcze

c¢) Maksymalne wyko-

rzystanie Ilukol

Przystosowanie enzy-
moéw tkankowych: oksy-
dazy cytochromowej,
dehydrogenaz i ir"ych

-
Obnizenie catkowitej
przemiany materii u
adaptowanych zwierzat

Schemat 1. Adaptacja organizmu do periodycznego gtodowania,

wedtug Fabry’ego (11).
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zwierzat okresowo gtodujacych. Stwierdzono wzrost zapotrzebowania na
tlen w stosunku do ciezaru ciata lub powierzchni ciata zwierzat (29).
Jeszcze wyrazniejsze roznice tego typu zaobserwowano w dosSwiadcze-
niach in vitro z homogenatami watroby, miesnia sercowego i przepony.
Dane te dowodzga, ze powtarzajace sie w dtuzszych odstepach czasu okre-
sowe przyjmowanie wiekszych iloSci pozywienia prowadzi do przyspie-
szenia procesow utleniania tkankowego. Przyspieszenie tych procesow
jest zwigzane nie tylko z dtugos$cig okresu dostepu do pokarmu, kiedy
to tkanki zawierajg nadmiar substratdw. Wystepuje ono rowniez przy
powtérnym dostarczeniu substancji odzywczych i po pewnym czasie
wysoki poziom przemian ustala sie mimo znizonej podazy kalorii. Okre-
sowo gtodujace zwierzeta kompensujg zwiekszone utlenianie tkankowe
objawiajgce sie wzrostem podstawowej przemiany materii, obnizeniem
aktywnos$ci ruchowej.

Omowione powyzej zmiany funkcjonalne, morfologiczne i metabo-
liczne w warunkach adaptacji do okresowego gtodowania przedstawit
schematycznie Fabry i wsp. (11) (schemat 1).

lii. Wplyw zmian systemu zywienia na przebieg niektorych chordb

Okresowe gtodzenie lub inaczej przyjmowanie wiekszych iloSci pozy-
wienia w dluzszych odstepach czasu wplywa rédwniez na przebieg nie-
ktdrych chorob zwigzanych z zaburzeniami metabolizmu. W dosSwiadcze-
niach przeprowadzonych na ptakach i ssakach (3, 34) udowodniono, ze
czestotliwo$¢ podawania positkow wptywa na regulacje poziomu chole-
sterolu w surowicy oraz na cofanie sie doSwiadczalnej miazdzycy
(atherosclerosis). Cohn (3) wykazat, ze u kurczat i krélikow, ktédrym
w ciggu 2> godzin dziennie udostepniano pokarm z cholesterolem, podwaja
sie poziom cholesterolu w surowicy oraz pojawia sie «— 7 razy wiecej
uszkodzonych sklerotycznie naczyn w poréwnaniu do zwierzat jedzacych
ten sam pokarm ad libitum i to w iloSciach o 30% wiekszych. Réwniez
Wolynskij i Mikuszkin (35 stwierdzili, ze przy ottuszczeniu
wywotanym przejedzeniem podnosit sie poziom cholesterolu w watrobie,
jelicie cienkim i nadnerczach u kroélikéw.

Mechanizm tego zjawiska jest skomplikowany i dotychczas nie wyjas-
niony. Przypuszczamy, ze czestotliwo$¢é karmienia moze wptywaé na
absorpcje cholesterolu z przewodu pokarmowego i cyrkulacje wewnatrz
watroby.

1V. Wplyw zmian czestotliwosci positku na organizm cztowieka

Duzy procent ludzi, szczegdlnie w miastach odzywia sie podobnie jak
w przedstawionych powyzej doSwiadczeniach. Spozywajg oni jednora-

6*
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zowo okoto 50—70% catodziennej racji pokarmowej, podczas gdy energia
i substancje odzywcze powinny by¢ dostarczone organizmowi réwno-
miernie w ciggu catego dnia.

Przy przeprowadzeniu doswiadczen na ludziach badano wptyw czesto-
tliwosci podawania positku na organizm i jego przemiany. Badania tego
rodzaju wykonano w internatach (16), szpitalach (18) oraz na drodze
ankietowej (7).

Interesujace sg badania Fabry’ego iwsp. (7) nad ludnoScig jednej
z dzielnic Pragi. W grupach klasyfikowanych wedtug ilosci przyjmowa-
nych positkéw okreslono ilos¢ osobnikow z nadwagg, hipercholestero-
lemig i obnizong tolerancjg glukozy. Za warto$¢ graniczng przyjeto 10%
nadwagi (ustalonej dla odpowiedniego indeksu wzrostowo-wagowego),
260 mg°/o cholesterolu w surowicy i 120 mg% glukozy w surowicy
w 2 godziny po przyjeciu glukozy w ilosci 1 g/kg ciezaru ciata. Stwier-
dzono, ze zmniejszenie czestotliwosci przyjmowania positkéw powoduje
zwiekszenie procentowego udziatu osobnikow z nadwagg, hipercholeste-
rolemig i obnizong tolerancja glukozy.

Hejda i wsp. (15) w badaniach tego typu zastosowali wskaznik
Brocasa (100 X ciezar w kg: wzrost powyzej 100 cm) i stwierdzili, ze
jest on wyzszy u grupy badanych mezczyzn jedzacych ponizej 4 positkow
dziennie niz u grupy jedzacych czesciej.

W innych badaniach wptywu czestotliwo$ci positku na organizm czlo-
wieka (s) mierzono grubos$¢ fatdu skornego na reku i plecach i stwier-
dzono, ze wielko$¢ ta jest proporcjonalna do zwiekszania sie nadwagi
i stanowi dobry wskaznik dla okreslenia ilosci tkanki tluszczowej w orga-
nizmie. Kud1licka i wsp. (18), badajgc reakcje dzieci w 3 internatach
na rozne roztozenie positkbw w czasie (3, 5i 7 positkobw dziennie, izoka-
lorycznie) zastosowali ten wskaznik i stwierdzili, ze obnizenie czesto-
tliwosci spozycia prowadzi do nadwagi i wystepowania dysproporcji
w budowie ciata dzieci.

Réwniez prace Cohn’a (3) dotyczace stezenia cholesterolu i fosfo-
lipidobw w surowicy krwi ludzkiej potwierdzajg te obserwacje. Istotne
znaczenie roztozenia catodziennej racji pokarmowej na czestsze i mniejsze
positki przy rownoczesnym uwzglednieniu urozmaicenia kazdego po-
sitku podkresla réwniez Norton (26).

Z przytoczonego pismiennictwa wynika, ze przy ocenie zywienia
nalezy uwzgledni¢ nie tylko ilo$¢ czy jako$¢ przyjmowanego pozywie-
nia, ale i sposob rozdziatu jego w czasie. Cztowiek z natury przystoso-
wany jest do spozywania czesciej matych porcji pozywienia, jednak pod
wptywem rdznych czynnikéw zewnetrznych (warunki zycia, pracy, przy-
zwyczajenia itp.) zmienia swoj system zywienia i w ciggu dnia spozywa
kilka bardziej obfitych positkbw. Zmiany te zdaniem Cohn’a (2) moga
by¢ istotne w patogenezie niektdrych chordb zwigzanych z zaburzeniem
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metabolizmu: otyto$¢ (adipositas, obesitas), cukrzyca (diabetes mellitus),
marskos¢ watroby (cirrhosis hepatis) i wzrost zawartosci cholesterolu
we krwi (hipercholesterolemia), lub wptywa¢ na ich przebieg, co moze
jednoczes$nie wigzac sie z zaburzeniami hormonalnymi (4, 31). Dlatego tez
zagadnienie to wydaje sie szczegblnie wazne dla nauki o zywieniu i wy-
maga dalszych badan.
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BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT * JOANNA RYTKA**

Allosteryczna kontrola aktywnos$ci biologicznej niektorych biatek

Allosteric Control of Biological Activity of Some Proteins

Some allosteric mechanisms controlling the biological activity of different
proteins are reviewed.

Aktywnos$¢ biatek enzymatycznych in vivo warunkuja takie czynniki,
jak stezenie i dostepnosé substratéw i koenzymow, pH, temperatura,
stezenie poszczego6lnych jonow oraz sita jonowa. W wielu procesach enzy-
matycznych kohcowy produkt catego ciggu reakcji hamuje, na zasadzie
sprzezenia zwrotnego, aktywno$¢é pierwszego z szeregu enzymow czyn-
nych w jego syntezie. Enzym ten, zwany regulacyjnym, przestaje wow-
czas katalizowa¢ synteze okre$lonego intermediatu, co z kolei reguluje
ilo§¢ tworzonego produktu. Zwigzek o odmiennej strukturze przestrzen-
nej od witasciwego substratu, hamujgcy dziatanie enzymu regulacyjnego,
nazywany jest allosterycznym inhibitorem. Obecnie kazdy zwigzek, ktdry
wptywa na aktywnos$é biologiczng enzymu regulacyjnego hamujaco lub
aktywujaco, okres$la sie jako allosteryczny ligand, biatka za$ wrazliwe na
dziatanie ligandu — biatkami allosterycznymi *

Proby wyjasnienia kinetyki reakcji taczenia sie biatek z ligandami
opierajg sie na zatozeniu, ze przylagczenie matej czasteczki substratu,
inhibitora lub aktywatora, wywotuje zmiany konformacji czagsteczki biat-
kowej (11, 13, 19, 32, 39, 40). Zjawiskiem allosterii mozna tlumaczy¢
miedzy innymi przebieg krzywej dysocjacji oksyhemoglobiny (s, 41, 45).

I. Hemoglobina jako model biatka allosterycznego

Reakcja wigzania tlenu z hemoglobing jest dogodnym modelem do
badan nad kinetyka #aczenia ligandu z biatkiem allosterycznym. Kom-
pleks hemoglobina-tlen jest bowiem analogiczny do kompleksu enzym-

* Dr, adiunkt Zaktadu Biochemii Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, Warszawa.

** Dr, st. asystent Zaktadu Biochemii Akademii Medycznej, Warszawa.

* Ogo6lne wtasnosci biatek allosterycznych, jak rowniez biologiczne znaczenie
kontroli allosterycznej byty juz oméwione w artykule L. Puzynskiej, zamieszczonym
w Postepach Biochemii (48).
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-substrat i w obu przypadkach potgczenie z biatkiem powoduje zmiany
w strukturze elektronowej ligandu (tlenu, substratu) (30, 44). Trwatosé
oksyhemoglobiny sprzyja badaniu witasnosci fizykochemicznych kom-
pleksu, a do$¢ liczne dane o strukturze czwartorzedowej hemoglobiny
utatwiajg interpretacje wynikéw.

Krzywa reakcji hemoglobiny z tlenem opisuje rownanie Hilla (25)

In-~"— = nlnx+Ink 1
i-y
gdzie k oznacza stalg rownowagi, x — czastkowe cisnienie tlenu, n —

ilo§¢ czasteczek tlenu zwigzanych przez czasteczke hemoglobiny, za$
kxn

I + kxn
wyliczy¢ podstawiajgc dane doswiadczalne do wzoru 2 (ss), badz tez
wyznaczy¢ graficznie z nachylenia prostej przedstawiajgcej zalezno$é

stopien nasycenia hemoglobiny tlenem. Warto$¢ n mozna

In-r-~— odIn x
i-y
1 dy

y(I-y) d(Inx)

Wartos¢ parametru n w réwnaniu Hilla jest funkcjg liczby centréow
wigzacych ligand (2), zalezy ona rowniez od wielkoSci swobodnej energii
wzajemnego odziatywania miedzy centrami (ss). Zmiane energii swo-
bodnej AFXx wywotang przytaczeniem czasteczki ligandu X do wiazacych
ten ligand centréw biatka mozna wyznaczy¢ na podstawie réwnania (3),
w ktorym R oznacza statag gazowa, T — temperature w skali Kelvina,
a n iy sgparametrami z rownania Hilla.

2

3

Gdy n = 1, przytagczeniu ligandu nie towarzyszy zmiana wolnej energii
(AFXx —o). Tak jest w reakcji tgczenia sie tlenu z mioglobing, ktéra
zawiera jedng czasteczke hemu na jedng czasteczke biatka. Tak samo
jednak jest i wtedy, gdy czasteczka biatka zawiera dwa lub wiecej
centra wigzace ligand, ktore sg identyczne i reagujg niezaleznie od siebie
(53, s8). Reakcja przytaczania ligandu zachodzi wéwczas wedtug prawa
dziatania mas. W ten sposob przebiega na przyktad wigzanie tlenu przez
hemoglobiny pewnych mieczakéw, zawierajgce wiecej niz jeden hem na
jedng czasteczke biatka (27, 38). Zarowno dla mioglobiny jak i dla tych
hemoproteidéw mieczakdw, wykres zaleznosci stopnia nasycenia biatka
tlenem (y) od czastkowego cisnienia tlenu jest rGwnoramienng hiperbolg.
Natomiast sigmoidalna krzywa obrazujaca nasycenie tlenem hemoglobiny
ssakow jest charakterystyczna dla procesu tgczenia ligandu z biatkiem
o identycznych lecz wzajemnie zaleznych centrach wigzgcych ligand.
Przytgczenie sie tlenu do jednego z hemdéw hemoglobiny, zmienia na
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skutek oddziatywania pomiedzy centrami wigzacymi ligand powino-
wactwo pozostatych trzech hemdéw do tlenu. W tym przypadku n > 1,
a co za tym idzie AFXx > o-Reakcje taczenia sie kazdej kolejnej czasteczki
ligandu z biatkiem charakteryzuje inna stata réwnowagi. llustruje to
rownanie 4 a-d.

Hb + x krijHbx Ki= K j 4a

HbX + X~ HbX. K= 4b
k_z k_Z

HbX: + X HbX: Kz = 4c
-3

HbXs + X~ HbXas Ks = 4d
k! 4

W rownaniu 4a-d X oznacza ligand, k — state kinetyczne, a K — state
rownowagi. Wartosci statych kinetycznych mozna obliczy¢ z danych do-
Swiadczalnych (15, 16, 53). Na przyktad szybkos$¢ dysocjacji pierwszej
czasteczki ligandu mozna oznaczy¢ mierzagc szybko$¢ zastepowania
ligandu X ligandem Z w mieszaninie o znanych stezeniach HbX. i ligandu
Z a zmiennym stezeniu ligandu X (22). Zatozenie o réwnowaznosci
wszystkich hemoéw wyjasnia wprawdzie sigmoidalno$¢ krzywej nasy-
cenia Hb tlenem, jednak niektérzy autorzy uwazaja je za niestuszne.
Dwa hemy w hemoglobinie ssakéw zwiazane sa bowiem z polipeptydo-
wymi tancuchami a, a dwa z tancuchami @ Riggs (531) i Lumry (34)
sagdzg zatem, ze w hemoglobinie centra wigzace ligand sg nie tylko
zalezne ale i nieidentyczne.

Wystepujagce w jednej czasteczce biatkowej centra wigzace ligand
nie tylko mogg reagowac niezaleznie od siebie, ale ponadto kazde centrum
moze mie¢ inne powinowactwo do ligandu. Na przykiad hemoglobiny
niektérych ryb (Myxina glutinosa), zawierajagce wiecej niz jeden hem na
czasteczke biatka, zachowujg sie w reakcji z tlenem jak mieszanina kilku
czastek biatka o roznym powinowactwie do tego ligandu. W takim przy-
padku zalezno$¢ stopnia nasycenia tlenem od jego cisnienia czastkowego
wyrazona jest krzywag dzwonowa (38, 67), a wyznaczona z rdwnania
Hilla warto$¢ n jest mniejsza od jednosci.

Il. Teoretyczny model biatka allosterycznego

Dla wyjasnienia mechanizmu dziatania enzyméw regulacyjnych za-
proponowano kilka systemdw modelowych, z ktérych dotychczas naj-
doktadniej sg opracowane model Koshlanda, Nemethyego i Filmera
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(ang. seguenial model) (30, 32) oraz model Monod’a, Wyman’a i Chan-
geux (ang. symmetry model) (30, 40). Dla uproszczenia rozwazan mate-
matycznych zatozono, ze modelowe biatko allosteryczne sktada sie
z identycznych czterech podjednostek — protomeréw, z ktorych kazde
zawiera jedno miejsce receptorowe zdolne do wigzania jednego rodzaju
ligandu. Zdaniem Koshlanda i wsp. (30, 31) kazdy z protomerdw
moze wystepowaé przynajmniej w dwdch stanach konformacyjnych,
przy czym kazda zmiana konformacji jednego protomeru pod wpiywem
przytaczenia ligandu nie musi powodowaé¢ zmian konformacji pozostatych
protomerow. Przy takim zalozeniu Koshland zaproponowat dla tetra-
merycznego enzymu cztery modele wigzania ligandu S z protomerami
(rysunek 1).

Rys. 1 Cztery modele mozliwo$ci wigzania ligandu S z tetramerycznym enzymem.

Jako kwadrat przedstawiono konformacje enzymu zdolna do wigzania ligandu (29).
Modele: A — tetraedryczny; B — kwadratowy; C — linearny; D — réwnoczesny (ang.
concerted).

W modelach: tetraedrycznym (A), kwadratowym (B) i linearnym (C)
kolejne przytgczanie czgsteczek ligandu zmienia konformacje odpowied-
nich protomerow. W przypadku modelu réwnoczesnego (ang. concerted)
(D) ligand dziata réwnocze$nie na wszystkie protomery zmieniajac ich
konformacje, po czym dopiero tgczy sie z biatkiem o nowej konfiguracji
przestrzennej.

Monod i wsp. (40) przyjmuja, ze w nieobecnosci ligandu biatko
allosteryczne wystepuje w dwoéch stanach konformacyjnych rozluznio-
nym R i zbitym T (ang. relaxed i tight), bedacych w stanie réwnowagi
(wzér 5). Zmianie konfiguracji przestrzennej biatka (ze stanu R do T) nie
towarzyszy zmiana symetrii czasteczki (rysunek 2), co oznacza zarazem,
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ze nie moze nastgpi¢ zmiana konformacji tylko jednego protomeru.
Z przedstawionych zatozen wynika, ze model Monod i wsp. odpowiada
formie D modelu Koshlanda.

Tn L «Rn 5

It
s

Monomer Stan R Stan T

Rys. 2 Zmiana konfiguracji przestrzennej biatka pod wptywem ligandéw (8).

Interpretacje matematyczng ograniczymy poczatkowo do rozpatrze-
nia hipotezy Monod i wsp. (40). We wzorze 5 n oznacza ilos¢ proto-
meréw, L za$ statg rownowagi przemiany stanu T w stan R, zwang dalej
statg allosteryczng. Warto$¢ statej allosterycznej nie zalezy od stezenia
ligandéw ani stezenia substratu, wskazuje jedynie na prawdopodobien-
stwo wystepowania biatka w okre$lonym stanie strukturalnym. Wartosci
statych dysocjacji ligandu (ang. microscopic dissociation constants) zwig-
zanego z miejscem stereospecyficznym biatka w konformacji T lub R,
oznaczone odpowiednio KR i KT, sg miarg sity tych wigzan. Zdolnos¢
ligandu do wigzania sie z biatkiem tak w stanie T jak i w stanie R wska-
zuje na nieselektywno$¢ tego wigzania.

Analizujgc matematycznie oddziatywania identycznych ligandéw
(oddziatywanie homotropowe) Monod i wsp. (40) wyprowadzili funkcje

YF charakteryzujacg stan nasycenia enzymu ligandem F. Funkcja ta
(wzor &) jest odpowiednikiem funkcji Y w réownaniu Adaira okreslajgcej
stan nasycenia hemoglobiny tlenem (1).

Y = LeKTl+ ca)ll'l+ a(l + a)ll'l g
F L(1 + can+ (1 + a)n
We wzorze tym ¢ = oznacza roznice w powinowactwie dwéch

stanow konformacyjnych biatka do ligandu F, n— ilo$¢ centréw wigzga-
cych ligand/mol biatka, za$ wspdtczynnik a — stosunek stezenia tego
ligandu do jego KR

Wedtug Friedena (16) funkcja YF moze byé zastagpiona ldnetycz-

v
nym wyrazeniem -"-f/’\gdzie Vo 0znacza szybkos$¢ poczatkowg a V — szyb-
kos¢ maksymalna reakcji.

Podobny wzo6r wyprowadzili tez Koshland i wsp. (32). Dla pod-
kreslenia tetramerycznos$ci biatka allosterycznego wyznaczyli oni we
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wzorze funkcje Ns = 4Y, oznaczajaca S$rednig ilos¢ czasteczek ligandu
zwigzanego z biatkiem. Na rysunku 3a, b wykre$lono teoretyczne krzywe

dla Yf w funkcji a, przy réznych wartosciach L i c.

Rys. 3a,b Teoretyczne krzywe funkcji nasycenia jYF przy r6znych wartosciach sta-
tej allosterycznej L (a) i wspoétczynnika ¢ (b) (37)

Wygiecie nizszych czesci tych krzywych $wiadczy o kooperatywnym
oddziatywaniu czagsteczek jednakowego ligandu na makroczasteczke
biatka: przytgczenie pierwszej czasteczki ligandu obniza wolng energie
niezbedng do zwigzania nastepnej, a im wieksza jest rdoznica miedzy
iloScig energii potrzebnej do wigzania pierwszej i nastepnych czasteczek
ligandu, tym wieksze jest wygiecie krzywej. Jak wida¢ z rysunku 3, wy-
giecie krzywej jest wieksze dla statych allosterycznych L o wyzszej war-
tosci, czyli wowczas, gdy rGwnowaga pomiedzy Tn ~ Rn przesunieta jest
na korzysé stanu T. Podobny efekt obserwuje sie przy niskich wartosciach
wspotczynnika ¢, gdy powinowactwa ligandu do biatka w stanie R i T
znacznie sie roznig. Gdy natomiast powinowactwo ligandu jest jedna-
kowe do biatka w obu stanach (c = 1), a stata allosteryczna L jest niska,
wowczas funkcja YF przybiera postaé analogiczna do réwnania Michaeli-
sa-Mentena.

F 1+a Kr-+F
W przypadku kilku réznych ligandow, na przyktad substratu (S) i akty-
watora (A) charakteryzujacych sie powinowactwem do stanu R oraz
inhibitora () wigzacego sie jedynie z biatkiem w stanie T, méwimy
0 oddziatywaniach heterotropowych. W tym przypadku kazdy z ligandéw
wiaze sie z biatkiem tylko w jednym stanie konformacyjnym (54), a wiec
wigzaniami selektywnymi. Funkcja wyrazajgca nasycenie enzymu jed-

nym z ligandow (na przyktad substratem) przyjmuje wowczas postac:
- +

Vs o a-(i + a1 g

a+ Pn .

o+ y)| + (i + «
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Wspétczynniki a, fj i y wyrazajg stosunek stezenia ligandu do stalej
dysocjacji jego potgczenia z biatkiem w stanie T (Ki) lub w stanie R (KA
i Ks); zatem a = S P= ! (' A Wptyw jednego allosterycznego
ligandu (aktywatora lub inhibitora) na nasycenie biatka innym ligandem
allosterycznym przedstawiony jest na rysunku 4. Polaczenie sie aktywa-
tora z biatkiem w stanie R zwieksza ilo$¢ enzymu w konformacji zdolnej
do wigzania substratu. Sigmoidalno$¢ krzywej zmniejsza sie, a przy
odpowiednim stezeniu aktywatora krzywa ta staje sie typowa hiperbo-
liczng krzywg Michaelisa-Mentena. Natomiast inhibitor tworzagc kom-
pleks z biatkiem w stanie nie wykazujgcym powinowactwa do substratu
zwieksza sigmoidalno$¢ krzywej. Szybko$¢ przebiegu reakcji enzyma-
tycznej jest proporcjonalna do nasycenia biatka ligandem. Zatem krzywe
zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu wskazuja w pewnym
stopniu na mechanizm reakcji. Na przyktad dla aminohydrolazy AMP
z erytrocytéw, ATP, dziatajac jako allosteryczny aktywator, zmniejsza
sigmoidalno$¢ krzywej, natomiast P, bedacy allosterycznym inhibitorem
tego enzymu, znacznie ja powieksza (rysunek 5).

AMP (ixmole)
Rys. 4 Teoretyczna krzywa obrazujaca wptyw allosterycznego aktywatora (wspot-
czynnik y) i inhibitora (wspdtczynnik (3 na ksztatt krzywej funkcji nasyceniaYs (37).
Rys. 5 Wptyw allosterycznego aktywatora (ATP) i inhibitora (P) na aktywnos$¢

dezaminazy AMP z erytrocytow (47).
Oznaczenia: 0-0-0- bez efektora, #-# £ — w obecnosci ATP, A-A-A — w obecnosci P.

Zdaniem Monoda i wsp., w pewnych przypadkach zahamowanie
aktywnos$ci enzymatycznej spowodowane nadmiarem substratu mozna
ttumaczy¢é mechanizmem allosterycznym a nie oddziatywaniem czas-
teczek substratu w centrum aktywnym. Nalezy jednak wowczas zatozyc,
ze substrat moze wigza¢ sie z biatkiem w obu stanach konformacyjnych,
przy czym wieksze powinowactwo wykazuje biatko katalitycznie nie-
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aktywne. Sytuacje te opisuje réwnanie:

W réwnaniu tym K93 (stata dysocjacji substratu zwigzanego z biatkiem
w stanie katalitycznie nieaktywnym) przybiera nizszag warto$¢ od KSA
(stata dysocjacji substratu zwiagzanego z biatkiem w stanie aktywnym).
Zdaniem Chaplaina (9, 10) taki witasnie przypadek stanowi o za-
hamowaniu ATPazy aktomiozynowej pewnych owadoéw przez nadmiar
ATP.

0 oddziatywaniu ligandu allosterycznego mozna wnioskowa¢ na pod-
stawie kinetyki obserwowanej reakcji, zwlaszcza za$ zmian szybkosci
maksymalnej V i wprowadzonych przez Koshlanda (30, 32) para-
metrow kinetycznych Sos i Rs- Parametry te pozwalajg poréwnywad
,Krzywe nasycenia” enzymu ligandem, obrazujgce zalezno$¢ logarytmu
stezenia ligandu (S) od $redniej ilosci czasteczek ligandu zwigzanych
z biatkiem (Ns = 4Y), z typowymi krzywymi Michaelisa-Mentena. Para-
metr Sos 0znacza takze stezenie ligandu, przy ktdrym wysyca on potowe
miejsc wigzacych w biatku. Dla biatek, w ktorych przytgczenie ligandu
nie wywotuje zmiany konformacji warto$¢ Sos jest liczbowo rdwna
wartosci statej Michaelisa. Parametr Rs, zwany wspdtczynnikiem koope-
ratywnosci opisuje réwnanie 10, gdzie So,s 0znacza stezenie ligandu przy
90%, a SOji — przy 10% nasyceniu biatka ligandem.

Rys. 6 Poréwnanie sigmoidalnej krzywej nasycenia (------ ) z krzywa Michaelisa-
Mentena (—e—+—) (29).

Wspotczynnik Rs wskazuje stromo$¢é przebiegu krzywej w uktadzie
Ns wzgledem log (S) (rysunek ¢); krzywa ta bedzie tym bardziej stroma,
im mniejsza zmiana stezenia ligandu niezbedna jest do przejscia z 10% do
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90°/o nasycenia. Dla krzywych przebiegajacych zgodnie z réwnaniem
Michaelisa-Mentena Rs przybiera wartosci 81 «(So,s). Gdy Rs jest mniejsze
od 81, wéwczas krzywa jest bardziej stroma anizeli krzywa Michaelisa-
Mentena. Dla wiekszosci enzymow okreslenie zmian Sos i Rs oraz V max
pozwala nie tylko wnosi¢ o oddziatywaniu ligandu allosterycznego ale
i ustali¢ czy jest to oddziatywanie homotropowe czy heterotropowe.
Ligandy heterotropowe przesuwajg roéwnowage pomiedzy dwoma
stanami konformacyjnymi biatka. Wptyw ligandéw na konformacje
czgsteczki biatka charakteryzuje w pewnym stopniu pozorna stata allo-
steryczna L’ (rownanie 11) zwigzana z omawiang poprzednio statg L (54).

11

We wzorze tym wspéiczynniki cinh i cakt obrazujg wptyw inhibitora
i aktywatora na stan konformacyjny czasteczki biatkowej. Dla ligan-

dow — inhibitoré6w cinh = —1 jest wiekszy od i, dla aktywatorow

cakt = jest mniejszy od jednoSci. Dodanie inhibitora lub usuniecie

aktywatora ze Srodowiska reakcji podwyzsza wartosé L\ Ocena tego
parametru pozwala zatem na analize efektow heterotropowych przy
réznych kombinacjach ligandéw wykazujgcych powinowactwo wytgcznie
do okreslonego stanu biatka, bgdz tez taczacych sie z biatkiem w obu
konformacjach.

Warto$¢ pozornej statej allosterycznej mozna obliczyé na podstawie
wynikow doswiadczen. Najtatwiej jest oznaczy¢ aQ)p to znaczy stezenie
substratu wymagane do otrzymania 50% nasycenia nim biatka w obec-
nosci heterotropowego ligandu, a wéwczas warto$¢ pozornej statej allo-
sterycznej wylicza sie z rbwnania 12:

12

Miarg oddziatywarn homotropowych jednakowych ligandéw jest nachy-
lenie krzywej wykreslonej wedtug rownania Hilla:

gdzie nu (wspoétczynnik Hilla) oznacza wspoétczynnik interakcji i moze
by¢ liczbowo rowny ilosci centrdw wigzacych ligand (poréwnaj réwna-
nie 1). Natomiast wptyw ligandow heterotropowych na kooperatywnos$¢
wigzania mozna wyrazi¢ zalezno$Scia maksymalnej wartosci nn od po-
zornej statej allosterycznej (L”) lub stezenia w.s (rysunek 7a, b).

Gdy ligand wiaze sie selektywnie tylko z biatkiem w jednej, okreslo-
nej konformacji, wowczas wspdétczynnik ¢ jest rowny zeru. Dodanie
aktywatora do $rodowiska reakcji zmniejsza oddziatywanie homotropowe



260 B. SZTABERT, J. RYTKA [10]

(40), co obniza warto$¢ L’ i wdwczas nHmex = 1- Dodanie inhibitora
zwieksza efekt homotropowy i podwyzsza wartos¢ L\ W wypadku nie-
selektywnego wigzania ligandu (c> o) krzywe maja ksztatt dzwonowy,
a warto$¢ nn osigga maksimum przy okreslonej wartosci L\ Wykreslajac
zaleznosci nn od ao.s uzyskano analogiczne krzywe.

gL’ 19 *0,5

Rys. 7a,b Zalezno$¢ maksymalnej wartosci nn (wspoétczynnik Hilla) od stosunku

powinowactwa ligandu do stanu R i T (wspdtczynnik c¢) przy réznych wartosciach

pozornej statej allosterycznej L’ (a) i stezenia substratu wymaganego do 50% nasy-
cenia a05 (b) (51).

Powinowactwo ligandu do obu stanéw konformacyjnych biatka ogra-
nicza mozliwosci zmiany réwnowagi miedzy tymi stanami. Ograniczenia
te zalezg od stosunku powinowactwa ligandu do biatka w stanie R i T
a takze od wartosci pozornej statej allosterycznej. Okreslony stan kon-

iormacyjny biatka opisuje funkcja stanu R, okre$lona réwnaniem:

= —T = I . —
R ' T ?f-+ a)(31+ L(l + aC)n 14

Ro6znice warto$ci R przy nieskofczenie duzym oraz przy zerowym steze-
niu ligandu okresla sie jako zakres allosteryczny (Q), bedacy do pewnego
stopnia miarg mozliwosci zmian konformacyjnych biatka.

RIZR «-_CO_F\:«:O i (L'kﬁ(L-'CCHL 1 15

Z wyliczen teoretycznych wynika, ze maksymalna warto$¢ zakresu allo-
sterycznego umozliwia maksymalng kooperatywnos$¢ wigzania (54). Rysu-
nek s przedstawia prawdopodobienstwo wystepowania stanéw konfor-
macyjnych biatka allosterycznego w obecnosci szeregu ligandéw (sub-
stratu, inhibitora, aktywatora). Na wykresie tym rzedna ilustruje wza-
jemne oddziatywania homotropowe, odcieta zas — heterotropowe.
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I11. Model teoretyczny a dane do$wiadczalne

Omowiony model biatka allosterycznego opracowany przez Monod
i wsp. wskazujgcy na wzajemne oddziatywanie podjednostek, jak réwniez
na réznego typu oddziatywanie ligandow na biatko, znajduje swoje po-
twierdzenie w wynikach badan wielu enzymow regulacyjnych, jak de-
zaminaza dezoksycytydynowa zwierzat (58, 59), transkarbamylaza aspa-
raginianowa z E. coli (18), kinaza dezoksytymidynowa z E. coli (43),
oksydoreduktaza glutaminian: NADP (12, 62) oraz kilkanascie innych en-
zymoéw (17, 21, 26, 40).

Rys. 8 ,,Ograniczenia” przemian allosterycznych w obecno$ci nieselektywnie wig-

zanych ligandéw. Obszar zacieniony okres$la funkcje stanu R przy nieskonczenie
duzym i zerowym stezeniu substratu (51).

Jednym z gtéwnych argumentdéw przeciwko uniwersalnosci modelu
Monod i wsp. jest zdaniem Maeba i San wal (36) fakt, ze aktywa-
tory lub inhibitory wptywajagc na oddziatywanie pomiedzy czasteczkami
substratu z centrami wigzagcymi substrat nie zawsze zmieniajg rzedowos$é
reakcji enzymatycznej (3). Na przyktad dla fosfofruktokinazy z drozdzy

nachylenie krzywej przedstawiajacej zalezno$¢ log y-—-—— od stezenia

substratu jest identyczne zar6wno w obecnosci AMP (aktywator) jak
i ATP (inhibitor). Wyniki te wskazuja, ze dziataniu ligandu nie musi to-
warzyszy¢ zmiana oddziatywania pomiedzy centrami wigzacymi substrat.
Podobne dane uzyskano dla fosfofruktokinazy z motylicy watrobowej
(37) i miesni krélika (33) oraz dla oksydoreduktazy izocytrynian: NAD
z drozdzy (2). Za zatozeniem tym przemawiajg takze wyniki doswiadczen
Gerharta i Schachmana (20) z transkarbamylazg asparaginia-
nowg z E. coli. Autorom udato sie rozdzieli¢ natywne biatko globularne
na dwa typy podjednostek. Podjednostki jednego rodzaju odznaczaly
sie takg samg aktywnoscig enzymatyczng jak enzym natywny, ale pozba-
wione byly catkowicie wrazliwo$ci na dziatanie inhibitora CTP. Podjed-

7 Postepy Biochemii
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nostki drugiego typu (tzw. regulatorowe) nie wykazywaty aktywnosci
enzymatycznej, a posiadaty jedynie centrum wiazace inhibitor.

San wal (55,56,57), Chan (7) i Maeba (36) wykazali rdwniez,
ze dane kinetyczne uzyskane przy badaniu oksydoreduktazy izocytry-
nian: NAD z Neurospora i Aspergillus oraz dezaminazy treoniny z Sa-
Imonella typhimurium znacznie tatwiej mozna interpretowac przy zalo-
zeniu obecno$ci w czasteczce enzymu dwdéch miejsc wigzacych substrat,
z ktorych jedno miatoby charakter regulatorowy. Pozostaje jednak na-
dal nie rozstrzygniete zagadnienie, czy miejsca te zlokalizowane sg na tym
samym protomerze czy tez na réznych podjednostkach (36). Stwierdzono
ponadto, ze aktywno$¢ oksydoreduktazy izocytrynian: NADP z Neuros-
pora pojawia sie tylko wéweczas, gdy zostaje zachowana okre$lona kolej-
no$¢ dotgczania sie poszczegdlnych reagujacych zwigzkéw do miejsc al-
losterycznych w biatku (57).

Dla szeregu enzymoéw nie stwierdzono reakcji homotropowych (sub-
strat — substrat) przy réwnoczesnym oddziatywaniu substratu i mody-
fikatora (63, 42). Moze to jednak wynika¢ z niedoskonatosci metod stoso-
wanych do pomiaru szybko$ci poczatkowej reakcji przy bardzo niskich
stezeniach substratu. Nie mozna jednak wykluczy¢é przypuszczenia, ze
w przypadku tych enzyméw nie zachodzi oddziatywanie pomiedzy pod-
jednostkami.

IV. Struktura czwartorzedowa biatek allosterycznych

Zgodnie z zatozeniami Monoda i wsp. biatka allosteryczne sg oli-
gomerami zbudowanymi z identycznych podjednostek—protomerow. Po-
taczenia protomerdw ze sobg zapewniajg symetrie czgsteczce oligomeru,
przy czym wigzania miedzy protomerami nie sg typu kowalencyjnego.
Wedlug Koshlanda (31) zdolno$¢ oligomerycznego biatka do odwra-
calnej zmiany struktury czwartorzedowej zwieksza jego wrazliwo$¢ na
dziatanie matej czasteczki ligandu. Zmiany konformacyjne w czgstecz-
kach ztozonych z podjednostek zasadniczo podobne sg do zmian, ktore
zachodzg (chociaz w mniejszym stopniu) w czasteczce biatkowej zbudo-
wanej z jednego tahcucha polipeptydowego. W obu przypadkach konco-
wym efektem jest zmiana przestrzennej konfiguracji centrum aktywnego
a wiec aktywnosci katalitycznej. Na przykiad tatwosé, z jakag czasteczka
hemoglobiny ulega dysocjacji na podjednostki (bez hydrolizy czy tez
denaturacji biatka), Swiadczy, ze cztery tancuchy polipeptydowe tej cza-
steczki nie sg potaczone wigzaniami typu kowalencyjnego (6,63). Podjed-
nostki hemoglobiny potgczone sg raczej przez wewnagtrzpeptydowe wig-
zania typu soli i réznego rodzaju oddzialywania niejonowe. Tg ostatnig
sugestie popiera takze obserwacja, ze wiekszo$¢ polarnych ugrupowan
w tanicuchach polipeptydowych a i @znajduje sie na powierzchni czgstecz-
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ki biatkowej. Zdaniem Schlesingera w przypadku fosfatazy alka-
licznej z Escherichia coli znaczng role w tgczeniu protomerdéw odgrywajg
wigzania wodorowe (60).

Struktura oligomerow jest stabilna i charakteryzuje sie duzg specy-
ficznoscig wiazania pomiedzy protomerami. Wymaga to Scisle okreslonej
organizacji przestrzennej reszt aminokwasowych w poszczeg6lnych pro-
tomerach, zapewniajacej jedng i tylko jedng strukture biatka aktyw-
nego. Zaleznie od tego, czy ugrupowania na dwoéch sagsiednich protome-
rach sg identyczne czy tez rézne, potaczenia protomerow sg izologowe
lub heterologowe (24, 40), (rysunek 9).

W potagczeniach heterologowych nie ma elementu symetrii, a czgstecz-
ki majg tendencje do tworzenia duzych polidyspersyjnych agregatow.
Natomiast wigzanie, w ktorym kazdy protomer ma takie same ugrupo-
wania wigzace (rysunek 10) zapewnia czasteczce oligomeru przynajmniej
jedng o$ symetrii, duzg stabilno$¢ i wysoka specyficzno$¢ asocjacji.

Wyniki dotychczasowych badan wskazujg, ze najczesciej wystepujgca
forma izologowych oligomerdw sa tetramery o dwukrotnej osi symetrii
(23, 46, 47).

Izologowy typ potaczen pomiedzy czterema podjednostkami obserwu-
je sie miedzy innymi w czasteczce hemoglobiny. Komplementarnosé
konfiguracji obszarébw wigzacych podjednostki pozwala na tworzenie po-
taczen nie tylko typu P. ale i o« jak réwniez Pt . Powstawanie tego
typu odmian hemoglobiny moze by¢ uwarunkowane wystepowaniem
w tancuchach polipeptydowych a i [3obszarow o identycznych ugrupowa-
niach reszt aminokwasowych (5, s, 52, 61). O wiasnosciach allosterycz-

T*
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nych czasteczki hemoglobiny decyduje jednakze zachowanie nienaruszo-
nej, Scisle uporzadkowanej struktury biatka natywnego. Zmodyfikowana
hemoglobina H, bedaca tetramerem ztozonym z fU tancuchow polipepty-
dowych wykazuje nieco odmienne wiasnosci od hemoglobiny normalnej
(a€ p£) miedzy innymi ulega zmianie krzywa dysocjacji oksyhemoglobi-
ny (4). Podobnie zachowuje sie hemoglobina a| (49).

Regulacyjny enzym oksydoreduktaza glutaminian: NAD zred. z watro-
by wotu (podobnie jak hemoglobina) jest réwniez tetramerem ztozonym
z identycznych podjednostek (14) i (podobnie jak w przypadku hemoglo-
biny) aktywnym tylko przy zachowaniu niezmienionej struktury czwar-
torzedowej. W roztworze enzymu ustala sie rbwnowaga pomiedzy sta-
nem zasocjowanym i zdysocjowanym. Aktywator allosteryczny ADP
zwieksza statg tej rownowagi stabilizujgc forme tetrameryczng enzymu,
za$ inhibitor allosteryczny GTP przesuwa réwnowage reakcji w kierun-
ku stanu zdysocjowanego, a zatem katalitycznie nieaktywnego.

Oligomeryczna dezaminaza treoniny z Clostridium tetanomorphum
po dysocjacji na podjednostki rowniez jest nieaktywna (65). Substrat—
treonina i aktywator allosteryczny —ADP, ktére stabilizujg strukture
czwartorzedowg enzymu, dziatajg tez ochraniajgco na jego aktywnosé.
Zmiany konformacji czasteczki pod wpitywem allosterycznego ligandu
AMP wykazuje takze zbudowana z identycznych podjednostek fosforyla-
za b (28, 35), wskutek czego wzrasta jej zdolno$¢ do wigzania lipofilnych
ligandow (64). Zatem zachowanie oligomerycznej struktury enzymow
regulacyjnych zapewnia prawidlowy przebieg reakcji enzymatycznej.
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Ttumaczenie szeregu zjawisk obserwowanych w enzymologii mecha-
nizmem allosterii petniej wyjasnia przebieg reakcji enzymatycznych.
Wykazano bowiem, ze nie tylko zmiany struktury czwartorzedowej biat-
ka wptywajag na szybkos$¢ jego taczenia sie z ligandem, ale co wiecej,
przytaczenie matej czasteczki ligandu do biatka rowniez zmienia jego
strukture czwartorzedowa.
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JERZY KOWALCZYK* JERZY WARCHALEWSKI*

Automatyczne metody oznaczania aminokwaséw
oparte na kolumnowej chromatografii jonowymiennej

Automatic Methods of Amino Acid Determination Based on Column
lon-exchanger Chromatography

The review on the mentioned in the title methods of the determination of
amino acids as well as other naturally occuring amino compounds with particular
consideration of the recent progress in this field is given.

Automatyczne (44) analizatory aminokwaséw oparte na systemie
Spackmana, Steina i Moor e’a (166, 167) lub na innych ukita-
dach (61, 64, 140, 162) znalazty szerokie zastosowanie w biochemii a tak-
ze medycynie, farmacji, mikrobiologii, genetyce, rolnictwie, nauce o zy-
wieniu i innych, czego wyrazem sa miedzy innymi specjalne bibliografie
(178, 182). Od ostatnich publikacji przeglagdowych z tego zakresu (19,
126) wprowadzono wiele wartosciowych modyfikacji i ulepszen. Zamia-
rem niniejszej pracy jest przedstawienie osiggnietego postepu metodycz-
nego. W oparciu o wczesniej sformutowane podstawy teoretyczne kolum-
nowej chromatografii jonowymiennej (36, 52, 192) — ktdrych szersze omo-
wienie zawierajg monografie ksigzkowe (27, 53, 67, 146) — oraz pioniers-
kie prace Moor ea i Steina (120—124), Hamilton opracowat
szczegbtowe Kkryteria rozdziatlu aminokwasow tg metodg. W badaniach
swych uwzglednit wptyw rodzaju zywicy (57, 59), stopnia jej usieciowa-
nia (62), ksztattu i Srednicy czagsteczek jonitu (57, 58, 59, 60, 63), dtugosci
i Srednicy kolumny (58, 62), pH i stezenia (Na+) buforéw eluujacych (57,
59, 62), cisnienia i szybkosci elucji aminokwasow (60) a takze wptyw dy-
fuzji (58). Hamilton i wsp. (58) podali og6lng zasade, wedtug ktdrej
tylko takie dwa aminokwasy moga by¢ catkowicie rozdzielone, dla kto-
rych zdolno$¢ rozdzielcza (ang. resolution, Rr) danego uktadu jest wiek-

sza lub réwna 2. Warto$¢ Rr wynika z wzoru 1, w ktorym Va i Vb sa
Srednimi objetosciami wyptywu (przebicia) dwoch rozwazanych amino-
kwasow, odczytanymi z maksiméw ich pasm wymywania**, natomiast 5a

* Mgr, st. asystent Zaktadu Biochemii Zywnos$ci, Katedry Technologii Rolnej
Wyzszej Szkoty Rolniczej w Poznaniu.
** w pracy tej uzywano synonimowo okre$len pasmo wymywania i szczyt.
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i Sbreprezentujg wzgledne szerokos$ci tych pasm.

R
S+ &

I. Systemy podstawowe

Analizatory aminokwasow, typowe analizatory zlozone (196), zbudo-
wane sg z nastepujacych podzespotéw:

1) uktadu rozdzielczego, obejmujacego jednag lub wiecej termostato-
wo ogrzewanych kolumn jonowymiennych, pompy, zbiorniki buforow
eluujacych i odczynnikéw regenerujgcych,

2) uktadu detekcyjnego, na ktory sktada sie system doprowadzajacy
odczynnik ninhydrynowy, ogrzewana taZznia reakcyjna i fotokolorymetr,

3) uktadu rejestrujgcego ze stabilizatorem i wzmacniaczem.

Uktady te sg potgczone wezykami — zwykle tygonowymi lub teflono-
wymi, a catos¢ podporzagdkowana jest zespotowi mechanizmdédw zegaro-
wych, wytgcznikdw oraz przyrzagdéw wskazujgcych cisnienie, temperatu-
re, szybkosé elucji i inne.

Gtéwne roznice pomiedzy podstawowymi systemami opracowanymi
w latach 1956—1960 przedstawiono w tablicy I. Ponadto w systemie
Pieza-Morrisa wykorzystuje sie 9-ciokomorowy autograd (varigrad) kon-
strukcji Petersona i Sobera (134) do uzyskiwania gradientu Na+
i pH buforu oraz stosuje odczynnik ninhydrynowy i bufor eluujacy w sto-
sunku 1:1, podczas gdy w pozostatych systemach— 1:2. W systemie
Simmondsa, w przeciwienstwie do pozostatych gdzie eluat z kolumn nie
jest dzielony, nastepuje kolejno: frakcjonowanie eluatu, wstrzykiwanie
odczynnika ninhydrynowego, ogrzewanie — wywotywanie reakcji barw-
nej, rozcienczanie, pomiar i usuniecie mierzonego roztworu z kiuwety
kolorymetru. Operacje te odbywajg sie w pionowej rurce szklanej po-
dzielonej na segmenty elektromagnetycznymi zaworami i na pewnych
odcinkach wyposazonej w plaszcze grzejne i chiodzgce. Kolejnoscig
i czasem wykonywania poszczeg6lnych czynnosci steruje mechanizm
zegarowy. Poniewaz Simmonds rozdzielat aminokwasy wedtug starszych
metod Moorea i Steina (122, 123), system ten byt cztery razy
wolniejszy od metody Spackmana i wsp. (167), lecz okazat sie przy-
datny do konstrukcji wielokolumnowego, frakcjonujacego analizatora
(163, 164).

Il. Systemy zmodyfikowane

1. Metody analizy przyspieszonej

Problem matej wydajnosci analizatorow dziatajagcych w oparciu o sys-
temy podstawowe rozwigzano dwoma sposobami:
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A. Zwiekszono szybkos$¢ elucji aminokwaséw przy utrzymaniu ko-
niecznej ostrosci rozdziatu potrzebnej do zachowania pierwotnej doktad-
nosci metod (7, s, 72, 168, 169, 180) wynoszacej +3°/o.

B. Zbudowano aparaty wielokolumnowe analizujgce jednocze$nie 4—
—9 probek (17, 41, 6, 76, 94, 165) lub postuzono sie technikg kolejnego
naktadania w matych odstepach czasu kilku prébek na te samg kolumne
(171). To ostatnie rozwigzanie ogranicza sie jednak do bardzo prostych
probek jak na przyktad hydrolizaty matych peptydédw i to o specyficznej
budowie.

Serie prac nad rozwigzaniem typu A zapoczatkowat Spackman
(168), ktéry zmieniajac kilka parametrow swojego poprzedniego systemu
(167) uzyskat skrécenie czasu analizy z 22 do 6,5 godz. Czas analizy hy-
drolizatow biatkowych mozna skréci¢ stosujgc mielone zywice polisty-
renowe (79). Znaczne skrécenie czasu rozdziatu uzyskano jednak dopiero
po zastosowaniu wprowadzonych przez Hamiltona zywic sferycz-
nych (59, 61, 62) o matej srednicy kuleczek (11—25 [i), ktére uzyte do in-
nych systeméw (7, s, 73, 170, 190) wykazaty znacznie wyzszg zdolnos¢
rozdzielczg od analogicznych zywic mielonych (69, 189). Dzieki temu
a takze zapewniajgc bardziej jednolite rozmiary ziarna zywic, systema-
tycznie skracano czas rozdzialu aminokwasow’ (zwykle spotykanych
w kwasowych hydrolizatach biatkowych) do 5 godzin (180), a nastepnie
do 3 godzin (189) w jednokolumnowych systemach, w dwukolumnowym
za$ do 4 godzin (7, 9, 169), a nastepnie do 2,5 godz. (135) lub nawet do
okoto 2 godz. (172).

Do tego sukcesu, poza lepszymi zywicami, przyczynito sie tez zmody-
fikowanie bufordw i skrécenie kolumn do okoto 55 cm (aminokwasy
obojetne i kwasne) i 4— s cm (aminokwasy zasadowe). Istotne znaczenie
miato réwniez zwiekszenie szybkosci elucji do 70 ml/godz. (7, 72), a na-
wet do 120 ml/godz. (7). Pociggato to za sobg wzrost cisnienia z okoto
9 atm (7) do okoto 25 atm (72) oraz konieczno$¢ wydtuzenia teflonowej
spirali reakcyjnej z okoto 30 do 60 m aby zapewni¢ potrzebny do petnego
wywotania reakcji barwnej 15-to minutowy czas przeptywu mieszaniny
eluatu z odczynnikiem ninhydrynowym przez wrzacg taznie wodna.

Metody przyspieszone wymagaty réwniez stosowania szybkich reje-
stratoro6w pozwalajagcych notowac¢ absorpcje co 2 s.

W systemie Hubbarda (72) kwasne i obojetne aminokwasy roz-
dzielone sg na 52X0,9 cm kolumnie z zywicg PA-28, natomiast zasadowe
na 4X0,9 cm kolumnie wypetnionej zywicag PA-35. Czas rozdziatu typo-
wych aminokwaséw kwasowych hydrolizatow biatkowych wynosit 2 godz.
7 min., a w przypadku obecnosci kwasu cysternowego i tryptofanu kilka
minut dtuzej (rysunek 1).f

Jak wida¢ z rysunku 1 tak znaczne skrocenie czasu rozdziatu byto mo-
zliwe miedzy innymi dzieki maksymalnemu wyeliminowaniu martwych,
zerowych odcinkdw krzywej wymywania i przez czesciowe zazebienie sie
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czas6w pracy obydwu kolumn. Dzieki temu mozna przeprowadzi¢ 5 kom-
pletnych rozdziatbw hydrolizatéw biatkowych podczas normalnego
s-miogodzinnego dnia pracy. Doktadno$¢ metody w zakresie od 0,025 do
0,25 wynosi +2% miedzy innymi dzieki zastosowaniu nowej kiuwe-
ty przeptywowej skonstruowanej przez Hub barda i Kremen (73).
W celu polepszenia rozdziatu tyrozyny od fenyloalaniny Hubbard
(72) wprowadzit alkohol benzylowy, a zwezenie pasm wymywania (ostros-
ci szczytéw) aminokwasdw obojetnych oraz zaostrzenia i rozsuniecia
szczytéw aminokwaséw zasadowych uzyskat przez dodanie propanolu
(3—5°/0 obj.) wykorzystujac dawne spostrzezenie Moore’ai Steina
(121).
5

1C

01

Czas, godz®
Procakolumny h
z buft pHb,I8k

Rys. 1. Chromatogram mieszaniny aminokwaséw (0,10 uM kazdego z wyjatkiem
kwasu cysteinowego (rozdzielanej systemem Hubbarda (wedtug 73)).

Wydajnos$¢ analizatorow mozna zwiekszyé takze sposobem B wymaga-
jacym stosowania takiej ilosci kolumn, a niekiedy takze i uktadéw wy-
wotujacych reakcje barwng (32, 41, 99), ktéra odpowiadataby liczbie pro-
bek analizowanych jednoczes$nie.

W tych systemach istota zagadnienia lezy w budowie uktadu fotoko-
icrymetrycznego i rejestrujgcego. We wspomnianym juz systemie Sim-
mondsa i Rowlandsa (162, 163, 164) moze pracowaé jednoczesnie
s kolumn, a ¢ kompletnych analiz uzyskuje sie w ciggu 48 godz. Wyloty
wszystkich podzespotéow frakcjonujacych i reakcyjnych umieszczone sg
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w lejku potgczonym z kiuwetg kolorymetru, dokad sptywajg z nich ko-
lejno przereagowane frakcje. Umozliwia to rejestrowanie eluatow z s-miu
lub w modyfikacji I nglisa (75 46) 9-ciu kolumn rozdzielczych.

Dusi wsp. (41) zwiekszyli wydajnosé w inny, nie dla wszystkich do-
stepny sposob, tgczac dwa analizatory Beckmana Model 120B wyposazo-
ne dodatkowo w podwdjne spirale reakcyjne, kolumny i pompy, z linio-
wym spektrofotometrem Giljorda* (191) zaopatrzonym w automatyczny
przetgcznik kiuwet.

2. Metody w skali nanomolowej (10-9 M)

Dla wielu badah nad strukturg biatek i polipeptydéw lub badan Kkli-
nicznych i mikrobiologicznych (69, 189), istotnym zagadnieniem jest mo-
zliwosé analizy matych prébek rzedu mikrogramdw. Analizatory amino-
kwaséw mozna przystosowa¢ do tych wymagah zwiekszajgc ich czutos$é
przez (189):

A. elektroniczne wzmocnienie sygnatu wyjSciowego z fotokomérek,
B. wzmocnienie optyczne,
C. zmniejszenie wymiardw catego systemu analitycznego.

Pierwsza z tych mozliwosci zastosowano juz do analizy przyspieszo-
nej (41, 61, 62, 73). Rejestrator zmodyfikowano tak, aby cata jego skala
zapisu odpowiadajgca poprzednio 10 mV miescita sie w zakresie 1 mV.
Przez takie rozszerzenie zakresu rejestrator dokonywal pomiarow w roz-
pietosci od 0 do 0,04 jednostek absorpcji dajac 10-ciokrotny wzrost czu-
tosci. Wzrost czutosci na drodze optycznej (B) uzyskano przez zwieksze-
nie grubosci warstwy mierzonego roztworu przeptywajacego przez kiu-
wety uktadu fotometrycznego analizatoréw z poczatkowej 2,2 mm (167)
poprzez okoto 4 mm (61, 62), se—7 mm (73, ss, 89), 10 mm (41) do 15 mm
(111, 189). Préby zastosowania kiuwet tubularnych (inaczej horyzontal-
nych) o grubos$ci warstwy 20—50 mm (61, 83, 189) nie daty zadowalaja-
cych rezultatow, szukano zatem dalszego zwiekszenia czuto$ci analizato-
row tgczac wzmocnienie optyczne ze wzmocnieniem elektronicznym sy-
gnatu wyjsciowego. W ten spos6b Hamilton (61, 62) zdotat oznaczyé
wszystkie podstawowe aminokwasy w stezeniu o,01 |iM z doktadnos$cig
(5% przy granicy wykrywalnosci 0.1 nM (10~0M), a Hubbard
i Kremen w zakresie 0,002—0,25 mM z doktadnoscig +3%>.

Trzeci sposob zastosowali Kirstenowie (ss, 89) miniaturyzujac
300-krotnie standardowy system Spack man a Steina i Moore’a
(167) i zastepujagc kolumny szklane teflonowym wezykiem, o $rednicy
wewnetrznej 0,5 mm. Aminokwasy obojetne i kwasne rozdzielajg sie
tym sposobem w czasie 24 godz., a zasadowe w ciggu 17,5 godz. Optymal-
na wielko$¢ prébki wynosi 2X10-9M aminokwasu, a do peinej analizy

* Gilford Multiple Sample Absorbance Recording System 2000. Gilford Instru-
ment Laboratories Inc. Oberlin, Ohio, USA.
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wystarcza 5[ig hydrolizatu biatka lub 30 ul plazmy krwi. Do uzyskania
tej duzej czutoSci przyczynito sie takze zastosowanie ultramikrokiuwe-
ty przeptywowej konstrukcji Ullricha i Hampela (183). Uzycie
fotometru ,,Eppendorf” (s) pozwolito na planimetryczne, iloSciowe ozna-
czanie aminokwaséw biatkowych ze wzglednym odchyleniem standardo-
wym okoto +5°/o.

Dalszym krokiem w zwiekszaniu czutosci automatycznych analizato-
row aminokwasow jest ultramikrometoda Hamiltona (63) pozwala-
jaca wykrywac¢ aminokwasy w stezeniu ponizej 10_1M, a ilosciowo ozna-
cza¢ je z dokladnosciag +5% w zakresie od 10-i0 do 10-sM. Stanowi to
500—1000-krotny wzrost czuto$ci w stosunku do systemu (62) Spack-
mana iwsp. (167). W poréwnaniu do swego poprzedniego systemu H a-
milton zastosowal wezszg kolumne (125X0,2 cm) oraz inny fotometr*
(51) dajacy juz liniowg zalezno$¢ proporcjonalng do stezenia aminokwa-
séw. System ten pozwala dokonaé¢ analizy zawartoSci aminokwasow
w 1 Ughydrolizatu biatka, 10 i plazmy lub 100 m ptynu mézgowo-rdze-
niowego.

Czas w minutach
40 50 60 70

Rys. 2. Porownanie czuto$ci rejestracji systemu Gilforda i standardowego kolory-
metru analizatora Beckmana — 120 B parzy naniesieniu po 5nM kazdego z aminokwa-
sow (wedtug 41).

Wspomniany juz system Dusa i wsp. (41) w niezwykle prosty,
cho¢ kosztowny sposéb, tgczy w sobie szybkos$¢ (5- s godz.), wielokrot-
no$¢ (4 jednoczesne analizy), tatwos$¢ obliczen (planimetrowanie) oraz
przede wszystkim wysokg czuto$¢ pozwalajgcg na oznaczanie aminokwa-
sow w zakresie 1—10 nanomoli. Uzyskany wzrost czutosci ilustruje rysu-
nek 2.

* Du Pont split beam process stream photometric analyzer.
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3. Metody detekcji

Ws$rdd wielu stosowanych w analizatorach mozliwosci wykrywania
aminokwaséw mozna wyrdézni¢ . grupy:

A. Metody kolorymetryczne — oparte na reakcjach: ninhydrynowej (26,
47, 55, 76, 87, 95, 120, 124, 140, 143, 144) lub innych (70, 147, 148, 149)

B. Metody niekolorymetryczne na przyktad polarograficzna (12, 31, 190)
i termiczna (128, 129, 142).

A. W odczynniku ninhydrynowym (124) — przystosowanym do anali-
zatorow (167) obecna jest hydrindantina. Jest ona wrazliwa na utlenianie
i Swiatto, a ponadto niezbyt dobrze rozpuszczalna. Jesli jak w systemach
opartych na metodzie Piez a-Morrisa (140), stosunek odczynnika
do bardziej stezonych buforow wymywajgcych wynosi 1:1, powoduje to
powstawanie stratéw blokujacych kapilarne przewody analizatorow (87).
Zastgpienie hydrindantiny przez SnCl:*2H2 (76, 140) réwniez nie jest
zadowalajgce (92).

Rosen i wsp. (145) zaproponowali zastosowanie do automatycznej
analizy aminokwaséw opracowanego poprzednio przez Rosena (143)
odczynnika, w ktorym hydrindantine zastgpiono S$ladowym stezeniem
NaCN. Zapewnia to takg trwato$¢ odczynnika, ze zbedne jest jego prze-
chowywanie pod N: i bez dostepu $wiatta. Wprawdzie Grant donidst
(55), ze bufor octanowo-cyjankowy réwniez ulega rozktadowi, lecz inni
(26, 87, 95) wykazali, ze uzycie 2-metoksy-etanolu (ang. methyl cellosolve)
rzeczywiscie pozbawionego nadtlenk6w zapewnia ¢-ciomiesieczng trwa-
fos¢. Ostatnio Eastoe (42) podal prosta metode usuwania nadtlenkdw
z 2-metoksy-etanolu i trwalego przed nimi zabezpieczenia przez tagodng
alkalizacje tego rozpuszczalnika.

W innych metodach ninhydryne zastgpiono kwasem 2,4,6-tréjnitro-
benzenosulfonowym (70, 147, 149) kwasem naftochinonosulfonowym (147)
lub I-fluoro-2,4-dwunitrobenzenem (148).

B. Polarograficzng metode oznaczania eluatow z kolumn chromato-
graficznych zastosowali juz dawno Kemula i Witwicki (82) a na-
stepnie Blaedel i Todd (12), lecz dopiero Corfield i Robson
(31 oraz Winter (190) przystosowali ja do automatycznej analizy
aminokwaséw. Wedlug Corfielda i Robsona (31) po rozdzieleniu
aminokwaséw na dwéch kolumnach zywicy Zeokarb 225 eluaty po dopro-
wadzeniu pH do 9,2 sg ttoczone pompa perystaltyczng przez dodatkowg
kolumne (10X0,9 cm) z fosforanem miedziowym, gdzie a-aminokwasy
tworzg kompleksy z miedzig. Strumien N2 unoszac rozpylony wyciek
przeptywa nastepnie przez specjalnie skonstruowang komore polarogra-
ficzng, a zmiany natezenia pradu statego wzgledem czasu notowane sg
przez rejestrator. Obraz elucji aminokwasow, doktadno$¢ i czuto$¢ w tej
metodzie sg analogiczne jak w metodzie ninhydrynowej (167).
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W oryginalnym systemie N aono (128, 129, 142) wykorzystano zja-
wiska endo- i egzotermiczne towarzyszace przejsciu prédbki aminokwasu
z fazy cieklej eluentu do fazy statej adsorbentu lub jonowymiennika i od-
wrotnie.

4. Analiza ztozonych mieszanin biologicznych

Juz Spackman, Stein i Moore (125 167) oznaczali ninhy-
drynododatnie zwigzki w ptynach ustrojowych stosujgc ukiad, ktory
roznit sie od podstawowego. Zmienili oni temperature i czas wymiany
buforow w przypadku rozdziatu aminokwaséw niezasadowych oraz prze-
dtuzyli kolumny, a takze zmienili temperature, czas i bufory w przypadku
aminokwaséw zasadowych.

Komintz (90) donidst, ze czas rozdziatu zasadowych amino-zwigz-
kéw mozna skréci¢ do s-ciu godzin, zachowujac rozmiary kolumny
(50X0,9 cm) ale stosujgc bufor o pH 5281 0,70 N (Na+). Kirkpatrick
i Anderson (87) uzyskali rozdziat kilkunastu zasadowych aminokwa-
séw i ich naturalnych pochodnych w czasie okoto s-miu godzin przy
pomocy krétszej (21 cm) kolumny i buforu 0,37 N (Na+) o pH 4,26.

Ostatnio Benson i Patterson (s) opracowali przyspieszony
system automatycznego oznaczania aminokwaséw i innych ninhydryno-
dodatnich zwigzkéw powszechnie wystepujgcych w roztworach fizjolo-
gicznych. Stosujgc dwie kolumny wypetnione sferycznymi zywicami,
sulfonowym kopolimerem styrenowo-dwuwinylobenzenowym, odpo-
wiednio programujac zmiany temperatury i buforéw oraz zwiekszajgc
szybkos¢ elucji rozdzielili oni aminokwasy mieszanin biologicznych
w czasie okoto 11-tu godzin. Jest to znaczny postep w poréwnaniu z 44
godzinami wymaganymi w metodzie Spackmana i wsp. (167), tym
bardziej, ze podobnie jak w wiekszosci innych modyfikacji zachowano
pierwotng doktadno$¢ oznaczeh (+3%). W systemie tym uzyskano nie
tylko przyspieszenia analizy, lecz ponadto lepszy rozdziat cytruliny od
kwasu glutaminowego, kwaséw a-aminoadypinowego i a-amino-n-masto-
wego, a takze etanoloaminy i amoniaku oraz tryptofanu i kreatyniny.
Wykres analizy moczu otrzymany przez tych autoréw wskazuje jednak,
ze rozdziat nie jest jeszcze zadowalajgcy zwilaszcza pomiedzy cystyng
a leucyng. Wykresy analizy aminokwaséw plazmy krwi i mieszaniny
standardowej z 44 skiladnikéw (rysunek 3) $wiadczg, ze zwiekszenie
szybkosci analizy nie pogorszyto ostrosci rozdziatu poszczegdlnych sktad-
nikow.

Na niedostateczny rozdzial aminokwaséw moczu sktadajg sie co naj-
mniej dwie przyczyny. Jedng z nich jest fakt, ze ninhydryna reaguje nie
tylko ze zwigzkami majacymi wolne grupy aminowe, ale takze i z keto-
nami, ketokwasami, cukrami i laktonami (74, 150, 151, 194), co zresztg
pobudzito do nowych badan nad mechanizmem i kinetyka reakcji ninhy-
drynowej (81, 131). Drugg przyczyng jest bardzo ztozony skiad moczu.
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Rys. 3. Chromatogram syntetycznej mieszaniny aminokwaséw oraz innych amino-
-zwigzkow wystepujacych w ptynach fizjologicznych (8).

Podane w nawiasach liczby odpowiadajg nM naniesionego zwiazku. 1. Glicerofosfoetano-

loamina (0,046). 2. Fosfoetanoloamina (0,082). 3. Kwas a-aminoadypinowy (0,041). 4. Kwas

a-amino-n-mastowy (0,038). 5. Kwas (5-aminoizomastowy (0,151). 6. Aminokwasy kwasne i. obo-
jetne. 7. Kwas Y-aminomastowy (0,143). 8. Etanoloamina (0,143).
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Stwierdzono w nim obecno$¢ ponad 70 zwigzkéw ninhydryno-dodatnich,
z ktoérych znaczna cze$¢ pozostaje niezidentyfikowana (62, 84, 85).

Nawet idealnie symetryczny szczyt (57, 195) nie jest wystarczajagcym
dowodem obecnosci wytgcznie jednego tylko zwigzku, na przykiad taki
szczyt tworzg glutamina i asparagina z seryng w standardowym systemie
Spackmana iwsp. (167). Przy identyfikacji wedtug Zachariusa
i Talleya (195), ktérzy ustalili pozycje wptywu (objeto$¢ przebicia)
ponad 90-ciu zwigzkéw' czesto wystepujacych w materiale roslinnym,
pewne wskazowki co do homogennosci pasma moze da¢ porownanie sto-
sunku statej integracyjnej krzywej przy 440 i 570 mu lub tez zmiana
temperatury czy momentu wprowadzenia na kolumne nastepnego buforu
eluujgcego. Jezeli jednak taki powtdérny rozdziat nie daje pozytywnego
wyniku, (jak to miato miejsce w przypadku sulfonu S-metylo-L-cysteiny
i dwoch geometrycznych izomeréw sulfotlenku S-metylocysteiny) ko-
nieczne jest wyodrebnienie wybranego pasma, odsolenie i poddanie
wielouktadowej chromatografii bibutowej. Pomocne sg przy tym uprzednio
juz wyznaczone wiasnosci chromatograficzne zwigzkéow (125, 167, 195)
a zwlaszcza dane Hamiltona (62), ktdory zbadalt zachowanie sie
186-ciu biologicznie interesujgcych ninhydryno-dodatnich zwigzkéw
w opracowanym przez siebie systemie analitycznym. Szczegdlnie zajeto
sie zachowaniem podczas przepltywu przez kolumny analizatoréw:
cystyny (96, 119), innych aminokwas6w siarkowych oraz ich pochodnych
(34, 37, 38, 101, 165), jodoaminokwasdw (14, 15), s-cio aminocukrow (78,
185) oraz glutaminy i asparaginy (132).

5. Oznaczanie radioaktywnych aminokwaséw

Zastosowanie lotnych buforé6w do wymywania aminokwasow utatwia
pomiar ich radioaktywno$ci (104, 133). Po wprowadzeniu proszku antra-
cenowego jako statego scyntylatora (174) okazalo sie, ze energia rozpadu
promieniotworczego najczesciej uzywanych w badaniach biatek i amino-
kwasOw izotopéw 14C i 3H jest wystarczajgca do pomiaréw takze w nie-
lotnych buforach zwykle stosowanych do rozdzielania aminokwasow.
Na tej podstawie ,Schram i Loambaert (155 wykorzystujac po-
przednie doSwiadczenia z plastikowymi scyntylatorami (152, 153, 48) oraz
niezaleznie Piez (137) skonstruowali komorki przeptywowe z antra-
cenowym wypetnieniem, umieszczonym w wezyku polietylenowym lub
kwarcowej banieczce. Komérki te umieszczono u wylotu kolumny lecz
przed miejscem wprowadzenia ninhydryny do eluatu, poniewaz wptywa
ona niekorzystnie na pomiar radioaktywnos$ci tych stabych (3-emiteréw.
Schram i Lombaert (155 uzywajagc fotopowielaczy uzyskali
sprawnos$¢ rzedu 55% dla 14C oraz 2% dla trytu przy tle okoto 60 imp/min.
Poziom radioaktywnosci odpowiadajagcy podwdjnemu ttu zapewnia ste-
zenie 1—5 mjic/ml dla 3H i 0,05 m~c/ml dla 14C. Powtarzalno$¢ jest dobra,

8 Postepy Biochemii
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a odczyty dla roztworow o wzrastajgcej radioaktywnos$ci, uktadajg sie
liniowo. Aminokwasy znakowane 3H i 14C mogg by¢ oznaczone w jednym
dosSwiadczeniu w roéznych pasmach lub przy uzyciu dwoch kanatéw nawet
w tym samym pasmie wymywania. Aktywno$¢ 14C rzedu 1000 imp/min
mozna oznacza¢ przy uzyciu komérki P ieza (137) z doktadnoS$cig +5°/o,
a powyzej 3000 imp/min z doktadnoscig 1—3°0. Do uzyskania podobnej
doktadnosci dla trytu konieczna jest okoto czterdziestokrotnie wyzsza
aktywnos$¢. Wyniki mozna zapisywa¢ na specjalnym rejestratorze
Sargent, sprzezonym z przelicznikiem lub, po odpowiedniej adaptacji, na
rejestratorach znajdujacych sie w standardowym wyposazeniu analiza-
torbw aminokwasow (rysunek 4).

Szerszy przeglad zagadnieh zwigzanych z oznaczaniem wodnych roz-
tworow zwiazkow znakowanychldC opracowat Autrata (3).

ML ELUATU

Rys. 4. Jednoczesny zapis kolorymetrycznego oznaczania metodg ninhydrynowa
i oznaczania radioaktywnos$ci na przystosowanym rejestratorze Spedomax (wedtug
138).

6. Analiza DNP-aminokwaséw

Opracowano szereg metod rozdzielania i iloSciowego oznaczania DNP-
-aminokwasdw technikg chromatografii kolumnowej na zelu krzemion-
kowym (11), polikaprolaktamie (ss, 71, 174) i zywicach jonowymiennych
158). Dopiero jednak Kesner i wsp. (83) opracowali automatyczng
metode chromatograficznego oznaczania dwunitrofenylowych pochod-
nych aminokwaséw, peptydow i amin na kolumnie (100X 1 cm) wypetnio-
nej SciSle standaryzowanym, odpowiednio uwodnionym i zakwaszonym
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zelu krzemionkowym. Wymywanie przeprowadzono w gradiencie Il rze-
dowego alkoholu amylowego i metyloetyloketonu w n-heptanie. Eluenty
sg odpowietrzane, wysycane wodg, a po ich przejsciu przez kolumne na-
stepuje ciggty pomiar absorpcji roztworu (przy 340 m|x) przeptywajgcego
przez komore przystosowanego samopiszacego spektrofotometru Beck-
man DU. Ostro$¢ rozdziatu jest krytycznie zalezna od witasciwego uwod-
nienia zelu a nastepnie od temperatury, ktérg mozna programowac zalez-
nie od specyficznych potrzeb. Nie udato sie jednak tg metodg rodzielic
DNP-leucyny od DNP-izoleucyny. Dla stezen aminokwaséw 0,06—0,2 |iM
uzyskano wzgledne odchylenie standardowe 2—9%. Rozdziat DNP-po-
chodnych hydrolizatéw biatkowych w temperaturze 45°C przy uzyciu
varigradu Petersona i Sobera (134) oraz przy szybkosci wy-
ptywu 100— 150 ml/godz, mozna uzyska¢ juz w ciggu 5 godz, natomiast
rozdzielenie bardziej ztozonych mieszanin wymaga 22 godzin.

1. Firmowe analizatory aminokwasow

Pomimo prostej zasady konstrukcji analizatorow aminokwasow, tech-
niczna jej realizacja stawiajgca wysokie wymagania wytrzymatoSciowe
i niezawodnosci dziatania podzespotow — zwazywszy ciggla (czesto przez
miesigce) prace aparatow — sprawita ustalenie sie ceny podanych w ta-
blicy 2 analizatoréw w granicach 6—18 tysiecy dolaréw (109, 110, 111).

Wérod dostepnych handlowo aparatow wyrdznié mozna 3 rodzaje:

1. Analizatory o najwyzszych parametrach: szybkosci, czutosci i wy-
gody obstugi oraz umozliwiajgce podiaczenie znacznego wyposazenia do-
datkowego, co daje modele drogie, na przykiad modele 120 C Beckmana,
KLA-3 B Hitachi-Perkin-Elmera Ilub K-8000 C i K-8000 VG Phoenixa.

2. Modele stosunkowo tanie, nie ustepujace przy tym wiele czutoscia
i szybkoscig modelom wymienionym w pkt 1, choé oczywiscie o wezszej
skali mozliwosci, na przyktad Unichrom Beckmana lub M-6800 Phoenixa.

3. Modele — zestawy wszechstronne, luzno ustawione podzespoty lub
konstrukcje tatwe do adaptacji dla oznaczen innych niz aminokwaséw,
na przykiad Technicon — Auto Analyzer, Unichrom Beckmana i Biolyzer
3000 Phoenixa (136).

Wszystkie wymienione w tablicy . aparaty (poza krotkg kolumng
analizatora Aminomatu) wyposazone sg w sulfonowanie zywice poli-
styrenowe zawierajagce okoto s% dwuwinylobenzenu. Sg to w zdecydo-
wanej wiekszosci zywice sferyczne o rdznych firmowo zastrzezonych naz-
wach (Spherical, Spherix, Chromobeads Resins), ktérych blizsze oznako-
wanie informuje o $rednicy (zwykle pomiedzy 11 a 25 [;) i mozliwie mak-
symalnym wyréwnaniu ziarna, ktére to czynniki warunkujg zdolnos¢
rozdzielcza.
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Charakterystyczne dane najczesciej uzywanych

Producent Podstawowe System Metoda
typy
BECKMAN Instr. Inc. 120 Spackmana i wsp.
Spinco Division
Palo Alto, Calif. USA 120 B Spackmana i jej
modyfikacje
Unichrom )
120 C j Hubbarda oraz Bensona
g i Patersona
BENDER u. HOBEIN Aminomat E Modyfikacja met. Hanniga
Minchen BRD
EVANS ELECTROSELE- Spackmana i wsp.
NIUM Ltd. Halstead, -
Essex, England Q
HITACHI-PERKIN-EL- KLA-3 Spackmana i wsp. oraz fir-
MER Ltd. Tokyo, Japan mowa
KLA-3 B-I Spackmana i jej modyfika-
cja
PHOENIX Precision K 8000 Spackmana i wsp.
Instr. Co K 8000B >> Spackmana
c
Philadelphia, Pa. USA K 8000C £ Spackmana oraz jej mody-
) fikacja
K-8000VG Modyfikacja metod Pieza-
-Morrisa i Spackmana
VG-6000 Modyf. Pieza-Morrisa
VG-6000B c
M-6800 0 Alternatywnie modyf. Pie-
za-Morrisa lub Spackmana
TECHNICON Chromato-  System Pieza-Morrisa ijej modyfi-
graphy Corp. Ltd. Auto-Analy- 25 > kacje
Chauncey N.Y. USA zer k» w? CO

* Czas kompletnej analizy hydrolizatu biatkowego.

Sposréd podanych w tabeli 2 analizatoréw tylko wszechstronny sys-
tem Technicon-Auto-Analyzer rézni sie wyraznie od macierzystej metody
Pieza i Morrisa (140) zastosowaniem pomp dozujacych, stuzacych
do przygotowania mieszanin reagentéw oraz do stalego dzielenia potaczo-
nych strumieni banieczkami N2 co ogranicza mieszanie sie w spirali re-
akcyjnej rozdzielonych juz na kolumnie zwigzkow.

Przyktadem wszechstronnosci systemu Technicon- Auto- Analyzer mo-
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Tablica 2

firmowych analizatoréw aminokwaséw

Literatura

167

168, 169,
109, 7, 8

99

72, 73,
7, 8

112, 64

113, 167

167, 114

169, 114

167
168

168, 169
110

140, 110,
169, 110
140, 110

110

140, 110

Czas™*
w godz.

22

6,5; 3

2,2

12

22

22; 8

4,2, 2,2
22
6.5

6.5
6,5; 2,5

4,5; 3

Uwagi

Pierwszy seryjny analizator. Tak jak i nastepne typy tej firmy
jest obudowang jednostka

Wyposazenie dodatkowe (w.d.) — zestaw do preparatywnych roz-
dziatow

Model tanszy lekki i tatwo przystosowalny do innych oznaczen,
dokt. +2% juz przy stez. 0,01 (M

Typ najszybszy, dokt. iczutoséj.w.,w.d. — integrator i zestawy do
rozdziatdw preparat., peptydéw i znakowanych aminokwasoéw

Zestaw osobnych podzespotow

Jednostka obudowana, 8 kolumn do wielokrotnej analizy, w.d.
przystawka zwigkszajgca 10x czutos¢

Jednostki obudowane.

W.d. zestaw preparatywny

Dokt + 2%, poziom detekcji — 0,002 jxM, automatyczna regeneracja
kolumn, w.d. — integrator, zestaw do preparatywnych rozdzia-
téw i sekwencyjnej 4-krotnej analizy

Jednostki obudowane poza typem VG-6000B, w.d. zestaw
do preparat, rozdziatéw, dokt. +3% przy stez. 0,05 xM — 3[i.M

Model szybki, dokt. +3% od 0,02 do 2 M w.d. jak wyzej: Analiza
ptynéw fizjol. 11 godz.

Najwszechstronniejszy analizator tej firmy (w odniesieniu do analizy
aminokwaséw), duza czuto$¢: 0,001 (GIM przy rozszerzonej skali

Dokt +3%. W zakresie od 0,02—2 jzM posiadajg varigrad. zestaw
luznych podzespotéw

Model tanszy, maty, szybki.

Jest to jeden z zestawo6w luznych podzespotéw tego wszechstronnego
systemu. Czasjest zalezny od rodzaju zywicy. Dokt +3% juz w stez.
0,01 jiM, W.d. —uktad do 5-kolumnowej, sekwencyjnej analizy.

ga by¢ z jednej strony zestawy zdolne do jednoczesnego oznaczania 8-miu
(25) lub nawet 10-ciu zwigzkéw (21, 179) w 1 ml surowicy krwi, a z dru-
giej za§ — opracowany przez Catravasa (29) system rozdziatu i wstep-
nej charakterystyki peptydow (rysunek 5).

W metodzie tej enzymatyczny eluat hydrolizatu biatka po kolumno-
wym rozdziale wedtug metody Schroedera i wsp. (156) zostaje na-
stepnie rozszczepiony na 3 strumienie, z ktérych najwiekszy trafia do
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kolektora frakcji, a dwa mniejsze do ukladdéw dozujgcych. Jeden z nich
(strumien A) jest probag kontrolng i po przeprowadzeniu reakcji ninhyd-
rynowej rejestrator notuje jego absorpcje, natomiast strumien B podda-
wany jest w teflonowej spirali ogrzewaniu — hydrolizie alkalicznej, zo-
bojetnianiu, a po wywotaniu reakcji barwnej, nastepuje pomiar absorpcji
zhydrolizowanych peptydéw i rejestrator notuje uzyskane wartosci réw-
nolegle z odczytami proby kontrolnej. Por6wnanie rozmiar6w nachodzg-
cych na siebie szczytow (przed i po hydrolizie) charakteryzuje wielko$¢
rozdzielanych peptydéw, a niekiedy pozwala identyfikowa¢ pojedyncze
aminokwasy.

Rys. 5. Schemat rozdziatu i charakterystyki peptydéw przez ich hydrolize wedtug
Catravasa (wedtug 29).

Jako wyposazenie dodatkowe szczeg6lnie cenne sa:

1 Integratory oferowane przez Beckmana (Model 125 Digital Integrator
(109)) oraz Hitachi-Perkin-Elmera (Model 194 B Automatic Printing In-
tegrator (114)), z pomocg ktérych wynik analizy otrzymujemy w postaci
drukowanej tasmy zawierajacej scatkowane powierzchnie kolejnych
szczytow danego chromatogramu.

2. Zestaw do preparatywnych rozdziatow z jednoczesnym normalnym
zapisem (dzieki nieré6wnemu rozszczepieniu strumienia eluatu) uzupetnio-
nym zaznaczeniem pozycji odpowiadajacych kolejnym zebranym przez
kolektor frakcjom.

Poza wymienionymi w tablicy dwiema firmami Japan Electron Optics
Lab. Ltd, Tokyo (128, 129, 142), produkuje jeszcze analizatory amino-
kwasow, ktdre charakteryzujg sie ze wzgledu na swoj uniwersalny, ter-
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miczny system oznaczania wyjatkowg wszechstronnoscig, umozliwiajaca
rozdziat i oznaczanie poza aminokwasami i innymi zwigzkami organicz-
nymi takze i zwigzkéw nieorganicznych.

Ponadto w ZSRR (1) i Czechostowacji (Warsztaty Prototypowe Cze-
chostowackiej Akademii Nauk (108)) podjeto w ograniczonej skali pro-
dukcje tych aparatéw.

IVV. Automatyczne obliczanie wynikéw

Obliczenie jednego 20-to aminokwasowego chromatogramu powszech-
nie stosowang technikg (167) uproszczonego catkowania powierzchni
szczytéw tak zwang metodg HXW (ang. Height x Width) wymaga okoto
2 godzin (24, 54). W okresie ostatnich 3 lat przedstawiono szereg metod
automatycznego obliczania pasm wymywania (20, 46, 54, 80, 94, 141, 176,
193). W metodach tych mozna wyodrebni¢ dwa podejscia; jedno, w kté-
rym przeksztatcanie danych nastepuje po zakonczeniu analizy (ang. off-
-line system) (54, 176) i drugie, w ktorym dane wyjsciowe z analizatora
przetwarzane sg w chwili ich powstawania (ang. on-line system) (20, 46,
141, 193).

Przyktadem pierwszego rozwigzania moze by¢ poétautomatyczny In-
tegrator-Calculator Technicon (176). Wodzenie pidrem integratora po ob-
wodzie szczytu aminokwasu na chromatogramie powoduje wytworzenie
impulsow elektrycznych proporcjonalnie rosngcych w miare oddalania
od linii zerowej. Impulsy te odpowiednio przeksztatcone trafiajg do licz-
nika notujgcego juz bezposrednio stezenie aminokwasu. W ciggu 15 minut
otrzymuje sie koricowe dane z doktadnoscig +1°/o nie tracac przy tym
mozliwosci bezpos$redniej kontroli na chromatogramie, co jest wskazane,
szczegOlnie przy zaburzeniach pasma wymywania. Do tej samej grupy
rozwigzan nalezy program opracowany przez Grahama i Shel-
dricka (54). Program ten napisany w systemie ALGOL (130) pozwala
uzyska¢ dla kazdego zidentyfikowanego aminokwasu dane wyrazone
w n-M, ilosci reszt na 1000 ng N catkowitego oraz w % N aminokwasu
w stosunku do N catkowitego prdébki.

Realizujac mys$l bezposredniego przetwarzania danych Porter
i Talley (141) skonstruowali uktad, ktory przeksztatca miliwdltowe
sygnaty analogowe z trzech fotokomdrek analizatora na dane cyfrowe
zapisane na tasmie dziurkowanej takim systemem kodowania, aby mogta
by¢ odczytana przez przelicznik IBM-1600 (International Business Ma-
chine Co., Philadelphia). Podobng cyfrowg metode obliczania szczytow
wyrazajgcych stezenia aminokwas6w, wykorzystujacg taSme perforowa-
ng odczytywang nastepnie przez szybki przelicznik Merlin przedstawili
Yonda i wsp. (193). Uktad ten jest zdolny do catkowania krzywych
nawet w przypadku znacznych zmian linii zerowej lub niesymetrycznych
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i Zle rozdzielonych szczytéw. Poréwnujac maszynowg metode z recznym
sposobem obliczen Yonda i wsp. (193) dochodzg do wniosku, ze jest
ona co najmniej rownie dokladna.

Krichewsky, Schwartz i Mage (94) opracowali konstruk-
cje wykorzystujaca cyfrowy woltomierz (ang. digital voltometer) do prze-
ksztatcania danych bezposrednio z obwodu liniowego spektrofotometru
i zapisywaniu ich na tasmie perforowanej.

Rysunek 6 obrazuje zaprezentowany przez Brooksa (20) blokowy
schemat rozwigzania tego zagadnienia (i mozliwosci jego stosowania),
w ktorym przyjmowane przez zbierak (ang. scanner) i wzmocnione sy-
gnaly analogowe zostajg przeksztatcone przez cyfrowy woltomierz i skie-
rowane do uktadu kontrolujgcego kod wychodzgcych z niego danych cyf-
rowych, wybijanych nastepnie przez dziurkarke na papierowej tasmie.

Fotokomdrki

Rys. 6. Blokowy schemat programowanego cyfrowego integratora wraz z mozliwo$-
ciami zastosowania (wedtug 20).

Catos¢ jest podporzadkowana uktadowi sterujgcemu (ang. timing and
control logie). W metodzie tej podobnie jak i w innych (20, 193) przewi-
dziano mozliwos$¢ recznego wprowadzenia na taSme dodatkowych danych
identyfikacyjnych. Przez zmiane potgczen wewnetrznych mozna dostoso-
wac¢ kod danych wyjsciowych do wymagan przetwarzajgcych je maszyn
matematycznych. W przypadku braku lokalnego przelicznika pozostaje
mozliwo$¢ automatycznego przekazywania drogg telefoniczng lub radiowa
(a takze odwrotnego otrzymywania) danych z dziurkarki do centralnego
osrodka obliczeniowego.

V. Uwagi koncowe

Porownujac zalety i wady dwdch najszerzej stosowanych systemow
automatycznego oznaczania aminokwasow: dwukolumnowego — Spack -
mana, Steina i Moore’a (167) oraz jednokolumnowego systemu
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Pieza i Morrisa (140) Hirs (69) stwierdzit, ze ten ostatni cha-
rakteryzuje sie zmianami linii zerowej w regionie lizyny. Natomiast zaletg
tego systemu jest stosowanie pojedynczej kolumny, a wiec nanosze-
nie o potowe mniejszej prébki przy tej samej czuto$ci metody, a takze
mozliwos¢ rozdziatu nieco bardziej ztozonych mieszanin zasadowych
aminozwigzkoéw, bez zmian standardowych warunkéw analizy. Metoda
jednokolumnowa (140) jest jednak bardziej podatna na kiopotliwe bloko-
wanie sie kapilarnych przewodow #gczacych podzespoty z powodu stoso-
wania bardziej stezonych buforéw do elucji aminokwasow (87). Pomimo
korzysci, jakie daje jednoczesna analiza 8 lub 9 prébek w systemach
Simmondsa i Rowlandsa (163, 164) oraz 1g lisa (75), analiza-
tory te majg szereg wad, ktére wobec opracowania szybkich systemow
ograniczajg ich rozpowszechnienie (75).

Wiekszo$é przedstawionych metod deklaruje powtarzalnosé wynikéw
w zakresie +1—3%, lecz jak wykazata miedzynarodowa ankieta koor-
dynowana przez Matthias a i Wagnera (116) oraz nasze wiasne
spostrzezenia (93) odchylenia w wartosciach bezwzglednych dla tych sa-
mych probek analizowanych w réznych laboratoriach mogg by¢ wieksze.
Gtoéwnie sktadajg sie na to: zte ustalenie statych integracyjnych dla po-
szczegblnych aminokwas6w, zmiana stosunku odczynnika ninhydryno-
wego do eluatu z kolumn wskutek zapowietrzenia lub wadliwej regu-
lacji pomp oraz zte odczynniki, na przyktad zawierajgcy nadtlenki 2-me-
toksy-etanol, nieodpowiednio czysty reduktant lub azot i inne.

Nalezy jednakze stwierdzi¢, ze w ramach jednej serii oznaczen prze-
prowadzonych na tym samym ,zatadowaniu” aparatu w odczynnik nin-
hydrynowy i bufory mozna rutynowo uzyska¢ deklarowanag doktadnos¢
1x3% (92), tym bardziej, ze wtasciwg kontrole utatwiajg: kazdorazowe
stosowanie standardu wewnetrznego (159, 186) jak np. norleucyny (54),
(5-2-tionyloalaniny lub kwasu P-guanidyno-a-aminopropionowego (170),
stosunkowo czeste analizowanie peinej mieszaniny standardowej oraz
fakt, ze wiekszo$¢ zaburzen w pracy aparatu natychmiast uzewnetrznia
sie na wykresie pasm wymywania.

Chociaz analizatory oparte na cieczowej chromatografii kolumnowej
zdecydowanie przewyzszajg inne metody ilosciowej analizy aminokwa-
séw (100), to jednak ostatnie osiggniecia chromatografii gazowej amino-
kwasow i ich DNP lub PTH pochodnych (13, 35, 49, 56, 97, 98, 106, 160,
161) pozwalajg przypuszczac, ze ta wszechstronna, czuta i szybka metoda
znajdzie szerokie zastosowanie w analizie aminokwaséw.

Rozwdj metod automatycznej analizy aminokwaséw jest wymownym
przyktadem ostro rysujacego sie ogo6lnego dazenia do automatyzacji me-
tod chemii i biochemii analitycznej (196). Automatyczne metody oznaczen
opracowane zostaty juz dla setek zwigzkéw (10, 30, 111, 157, 178), spos-
rod ktérych przyktadowo wymienimy kilka grup: oznaczanie azotu ogol-
nego (45, 107, 177), peptydow (16, 29, 156) wraz z ich automatyczng synteza
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(117, 118), automatyzacje metod oznaczania biatek (16, 33, 43, 50, 105, 145,
181), enzyméw (10, 66, 157, 170), antybiotykow {18, 39), nukleotydow
i kwaséw nukleinowych (28, 127, 136, 188), witamin (40, 111), aminocuk-
row i ich pochodnych (4, 78, 175, 185), cukrow i pochodnych (2, 5, 187)
oraz ogromnej wiekszosci rutynowych analiz klinicznych (25, 111).

Dynamiczny rozw0j automatycznych metod analitycznych zwieksza
tempo i szanse rozwigzywania wielu probleméw biochemii i nauk po-
krewnych.

Autorzy dziekujg producentom analizatorobw aminokwaséw oraz
wszystkim tym, ktorzy przestali im wyczerpujace materiatly dotyczgce
omoéwionego zagadnienia.

Addendum

Literatura w tym artykule zostata ujeta do potowy 1966 r. Juz po napisaniu
artykutu osiagnieto dalsze skrécenie czasu analizy aminokwaséw, w ptynach fizjo-
logicznych do 6 godzin, a w hydrolizatach biatkowych do 110 minut (D. H. Sp ac k-
m an, Fed. Proc. 25, 198 (1966)). Zastosowanie w modelu 2 analizatora Hitachi-
Perkin-Elmer typu KLA 3B (114), zmodyfikowanego mechanizmu wymiany pomie-
dzy osadzonymi na zywicy jonami Zn2+ a rozdzielanymi aminokwasami pozwala na
rozdziat w ciggu 105 min. (Arikaw a Y., Makino |, Fed. Proc. 25 786 (1966)).

Opracowano takze szybka (7,5 godz.) metode rozdziatlu peptydéw (Benson J.
V., Jr., Jones R T, Cormick J, Patterson J. A, Anal. Biochem. 16,
91 (1966)), tryptofanu (90 min.) Robel E. J.,, Anal. Biochem. 18, 406 (1967)), tyro-
zyny i fenyloalaniny (Mechanic G, Efron M. L., Skih V. E. Anal. Biochem.
16, 420 (1966)), waliny, alloizoleucyny i leucyny a takze homocystyny i cystyny oraz
homocytruliny i cytruliny w ciggu 15—60 min. (Benson J. V., Jr.,, Cormick J,
Patterson J. A, Anal. Biochem. 18, 481 (1967)).

Ponadto wyprodukowano specjalny analizator (Phoenix PKU Micro Analyzer) dla
celow diagnostyki zaburzen metabolizmu aminokwaséw (110).
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TADEUSZ KORZYBSKI*

Porownanie Kklasyfikacji i terminologii enzyméw Miedzynarodowej
Unii Biochemicznej z poprzednig klasyfikacjg i terminologig

The Comparison of Enzyme Classification and Nomenclature of the International
Union of Biochemistry with Previous Classification and Nomenclature

A comparison is made between the modern enzyme nomenclature and classifi-
cation of the International Union of Biochemistry with previous group names of
enzymes that have been accepted as trivial ones.

Komisja Enzymowa Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (1.U.B))
stworzyta w 1961 roku howg systematyke enzymoéw (1, 4), catkowicie
zwigzang z jednoczes$nie stworzonymi zasadami systematycznej nomen-
klatury enzymow. Systematyka ta zostata uzupetniona w 1964 roku (5, 6).
Poprzednio postugiwano sie nazwami, ktére Komisja Enzymowa najczes-
ciej zakwalifikowata jako potoczne. Te ostatnie tylko czesciowo pokry-
wajg sie z nowg systematyka. Poprzednie nazwy klasyfikowano w pewne
grupy, np. dehydrogenazy, reduktazy, oksydazy itd. Przettumaczenie tych
dawnych nazw na nowe systematyczne, jest rOwnoznaczne z przypo-
rzadkowaniem poszczegélnych enzymoéw do nowych grup systematycz-
nych, lub ze znalezieniem miejsca danego enzymu w nowej systematyce
(2, 3). Przy probach przettumaczenia dawnych nazw napotyka sie na pew-
ne trudnosci, ktérych nie usuwajg nawet alfabetyczne wykazy enzymow.
Z zasady nazwy systematyczne nie informujg o stwierdzonym dos$wiad-
czalnie kierunku reakcji. Odnosi sie to zw#taszcza do klas 1 4, co precy-
zuje reguta 12 Komisji Enzymowej (5, 6). W wykazie enzymow (zatgcz-
nik E) Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (5 6) kierunku tego nie
uwidoczniono rowniez w sposobie formutowania reakcji katalizowanych
przez enzymy. Dla kazdej bowiem klasy enzyméw przyjeto jednolity
kierunek katalizowanych reakcji, niezaleznie od kierunku stwierdzonego
dosSwiadczalnie. Jedynie nazwy potoczne, wiec dawne, informujg o dos-
wiadczalnie stwierdzonym kierunku reakcji. Jest to specjalnie wazne dla
enzyméw klas oksydoreduktaz (Klasa 1) i liaz (Klasa 4). Wszystko to
stwarza pewne trudnos$ci w opanowaniu obecnej systematyki i nomenkla-
tury przy konfrontacji z nomenklaturg uprzednig. Przedstawione w obec-
nej publikacji tablice uwidoczniajg istotne cechy reakcji katalizowa-
nych przez nowe grupy enzymoéw, podano dla nich takze nazwy potocz-

* Prof. dr, Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Warszawa.
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ne, lub poprzednio uzywane. Tablice ponadto zawierajg zestawienia
nazw enzymow wedtug nowych i dawnych grup systematycznych.

Tablica 1
Klasa 1
OKSYDOREDUKTAZY

Klasyfikacja 1.U.B. wedtug donatoréw wodoru (podklasy) i akceptoré6w wodoru (pod-podklasy)

Podklasy Donatory wodoru Uwagi
1.1.-.- CH-OH
1.2.-.- iCHO grupy bez N
ICO
1.3.-.- CH-CH
1.4.-.- ch-nh?2
1.5.-.- C-NH
1.6.-.- iNAD zred. grupy z N
iNADP zred.
1.7.-.- grupa z N
18.-- grupaz s grupy z S, Fe i inne
1.9.-.- hem (Fe24)
1.10.-.- dwufenol
1.11.-.- AKCEPTOREM WO-
DORU jest H202
1.12.-.- H2
1.13.-.- jeden donator, inne grupy chemiczne
wigcza tlen
(oksygenazy)
1.14.-.- dwa donatory,

jeden z nich wiacza
tlen (hydroksylazy)

Pod-podklasy Akceptory wodoru Uwagi
l.-.1.- (NAD Dla enzymoéw pod-podklas 1.11.1- (od 1.11.1.3
Inadp do 9), 1.12.1.- i 1.13.1.9 akceptorem wodoru nie

jest NAD(P).

1.-.2.- cytochrom
1.-3.- 02 Produktem reakcjijest najczesciej H202, z wyjatkiem
enzyméw 1.8.3.2, 1.93.1 i 2, 1.10.3.1, 2i 3.
l.-.4.- -S-S- (np. liponian)
1.-.5.- chinon, lub zwigzek
pokrewny
1.-6.- grupa z N

1—-99.— inne
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Tablica 2
Klasa 1
OKSYDOREDUKTAZY

Podklasy z charakterystycznymi dla nich donatorami wodoru i rozmieszczenie w nich enzymoéw
wedtug grupowych dawnych nazw, obecnie potocznych*

Liczby enzyméw

Grupowe nazwy potoczne, klasy
fikacja poprzednia

>,
i> &
g 5
N> i - g
Klasyfikacja 1.U.B. d v e T B Efl s
Donatory wodoru ﬁ, 8 .% 2 )é g & A
Podklasy ') D g 2 g
stan zredukowany stan utleniony 0 0 X 0 0 X H X =
Grupybez N
1.1.-.- CH-OH co 62 17 9
f CHO \ COOH
1.2.-- [CO [ np. acyl % — 4
1.3.-- CH-CH c=c 9 3
GrupyzN
1.4.-.- CH-NHZ+H D) CO (+NHJ 5 6
1.5.-.- CH-NH C=N 3 2 3
Lo [NAD zred. iNAD
R [NADP zred. \NADP M
1.7.-.- grupaz N grupa z N 3 3
0 wyzszym stop-
niu utlenienia
Grupy z S, Feiinne
1.8.-.- grupazS.np. SH grupa z S 0 wyz- 1 3 2 1
szym stopniu utle-
nienia np.-S-S-
1.9.-.- hem (Fe2+) hem (Fe3H — 1 2
1.10.-.- dwufenol i inne chinon i inne —_— 3 — - - —— —
Inne grupy chemiczne
1.11.-.- AKCEPTOREM  H2+H D 2=2HD 6 1 1
WODORU
jest HD 2
1.12.-.- H2 (czasteczkowy) wigczanie H2 1 _
do akceptora
1.13.-.- jeden donator wiaczanie tlenu
1.14.-.- dwa donatory wiaczanie tlenu do — — 1 - —
jednego z nich
Razem 221 enzymoéw 108 43 32 14 13 6 1 2 1 1

* W systematyce Miedzynarodowej Unii Biochemicznej wytacznie nazwy potoczne informujg o doswiadczalnie
stwierdzonym kierunku reakcji (patrz tekst)

o*
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Tablica 3
Klasa 1

OKSYDOREDUKTAZY

Rozmieszczenie enzyméw o réznych grupowych dawnych nazwach, dzi§ potocznych, w poszczegdl-

Podklasy
1.X——

Grupowe dawne nazwy, dzi$ potoczne i uzyte skroty

d — dehydrogenaza
r — reduktaza

0 — oksydaza

h — hydroksylaza

nych podklasach i pod-podklasach

Liczby enzymoéw
Pod-podklasy

x.l.— 1.x.2.- 1.x.3.~ 1.x.4.- 1.x.5.~ 1.x.6.~ 1.x.99.-

d:53 d:3 0:9 — — — d:6

r:17

d:19 d:2 0:4 d:2 — — d:l

d:2 d:1 d:l — — — d:5

r:3

d:5 — 0:6 — — — —

r:l

d:3 — 0:3 — — — —

r:2

t:1 r:l e d:l r:l r:7 d:3
r:3 r:l

— — 0:3 — — — r:3

r:l — 0:2 r:l d:l r:l —
t:1

— — 0:2 — — r:l —

- — 0:3 — — — —

h:11

t — transhydrogenaza

(1 hydrogenaza)
(13 oksygenaz)

h:2

h:l

(6 peroksydaz, 1 katalaza, 1jodinaza)
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Klasa 1
OKSYDOREDUKTAZY

Rozmieszczenie oksydoreduktaz w podklasach i pod-podklasach.

297

Tablica 4

Liczby enzyméw o r6znych kombinacjach donatoréw i akceptoréw wodoru

Pod-podklasy

l-.1- |1.-2.-11.-.3.-| 1.-.4.-1 1.-.6.-
Akceptor wodoru
Podklasy Donatory P y
wodoru chinon
NAD cyto- 1, g lub grupa
NADP chrom uo zw.
pokrewny
1.1.-.- CH-OH 70 3 9 - —
12.. ICHO 19 2 4 2 —
\co
1.3.-.- CH-CH 5 1 1 — —
1.4.-.- ch-nh?2 6 - 6 - _
1.5.-.- C-NH 5 — 3 — _
1.6.-.- (NADzred. 1 1 . 4 1
[NADP zred.
1.7.-.- grupa z N — — 3 — —
1.8.-.- grupaz S 1 — 2 2 1
1.9.-.- hem (Fe2+) — — 2 — —
1.10.-.- dwufenol — — 3 — —
1.11.-.- AKCEPTO- (8%)
REM WO-
DORU jest
h 202
1.12.-.- H2(czastecz- (1%)
kowy)
1.13.-.- jeden dona- (13%)
tor wigcza-
nie tlenu
1.14.-.- dwa donato- 11 2 1
ry, dojed-
nego z nich
wigczanie
tlenu
Razem 118 9 34 8 2

(+22)

* Enzymy tych pod-podklas nie uzywajag NAD lub NADP jako akceptoréw wodoru.

1.-.99.-
Razem
inne
6 88
1 28
5 12
— 12
— 8
4 18
3 6
— 7
— 3
—_ 3
8
1
13
14
19 221**

** 0Ogoblna suma oksydoreduktaz 221 nie jest sumg poszczegdlnych podklas, poniewaz enzymy podklas 1.11.-.—

1.13.-.- nie zostaly zaliczone do zadnej z wymienionych pod-podklas.
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Tablica
Klasa 1
TRANSFERAZY
Klasyfikacja 1.U.B. wedtug przenoszonej grupy wyrazonej ogélnie (podklasy) i szczegétowej (pod-
-podklasy)
Liczba Liczba
Podklasy Przenoszona enzymow Pod-podklasy Przenoszolna g.rl_Jpa enzymow
grupa w pod- szczegoOtowiej w pod-
klasie podklasie
2.1.-.- Fragmenty 22 2.1.1.- -ch3 11
je dnowe- 2.1.2.- -CH2H -CHO iinne 6
glowe 2.1.3.- -COOH -CO-NH2 4
2.1.4.- -C(NH2 = NH
2.2.-.- Ugrupowa- 2 2.2.1.- R-CHO R-CO-R’ 2
nie zawie-
rajace gru-
pe alde-
hydowa lub
ketonowa
2.3.-.- Acyl 21 2.3.1.- R-CO- 20
2.3.2.- aminoacyl 1
2.4.-.- (Glik)ozyd>) 43 2.4.1.- Heksozyl 29
2.4.2.- Pentozyl 14
25 -.- Alkil i inne 6 2.5.1.- Alkil iinne 6
2.6.-.- Grupy zawie- 20 2.6.1.- -nh?2 19
rajace N 2.6.2.- = NOH 1
2.7.-.- Grupy zawie- 108 2.7.1.- AKCEPTOREM grupa 51
rajace P alkoholowa
2.7.2.- AKCEPTOREM grupa 6
karboksylowa
2.7.3.- AKCEPTOREM grupa za- 6
wierajgca N
2.7.4.- AKCEPTOREM grupa 10
zawierajgca P
2.7.5.- Grupa zawierajaca P, od- 4
tworzenie donatora
2.7.6.- Grupa pirofosforanowa 2
2.7.7.- Grupa nukleotydylowa 26
2.7.8.- Inna grupa zawierajaca 3
substytuowany fosfor
2.8.-.- Grupy zaw ie- 12 2.8.1.- Atom S 2
rajace S 2.8.2.- -SOjH 5
2.8.3. CoA
Ogoblna liczba transferaz 232
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Tablica 6
Klasa 2
TRANSFERAZY
Rozmieszczenie enzymoéw o réznych grupowych dawnych nazwach, dzi$ potocznych w poszczegél-
nych pod-podklasach klasyfikacji 1.U.B.

Licz
Nazwy pod-podklas enz;r:(?w Dawne_grupowe nazwy, Liczb,a
Pod-podklasy (LUB) W pod- dzi§ potoczne enzymoéw
podklasie " TRANSFERAZY w grupie !
2.1.1.- Metylotransferazy 1 Metylo- 1n
(Transmetylazy)
2.1.2.- Hydroksymetylotrans- 6 Hydroksymetylo- 1
ferazy
Formylotransferazy
Formylo-
Formimino- 2
2.1.5.- Karboksylotransferazy 4 Karboksylo-
(Transkarboksylazy)
Karbamoilotransferazy Karbamoilo- 2
(Transkarbamoilazy)
21.4.- Amidynotransferazy 1 Amidyno- 1
I 2.2.1.- 2 Transketolaza 1
Transaldolaza 1
2.3.1.- Acylotransferazy 20 Acylo- 4
(Transacylazy) Acetylo- 16
2.3.2.- Aminoacylotransferazy 1 (Aminoacylo)- 1
2.4.1.- Heksozylotransferazy 29 Glukozylo- 17
Glikozylo- 3
Fruktozylo- 2
Galaktozylo- 2
Glukuronylo- 1
Transglukozylaza 1
Fosforylazy 3
2.4.2.- Pentozylotransferazy 14 Fosforylazy 5
Rybozylo- 1
- Dezoksyrybozylo- 1
Fosforybozylo- 7
2.5.1.- 6 Tiaminaza 1
Pirofosforylaza 1
Cyklo- 1
Inne 3
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Pod-
podklasy

2.6.1.-

2.6.3.-

2.7.1.-

2.7.2.-

2.7.3.-

2.7.4.-

2.7.5.-

2.7.6.-
2.7.7.-

2.7.8.-

2.8.1.-
2.8.2.-
2.8.3.-

Nazwy pod”~podklas
(1.U.B.)

Aminotransferazy
(Transaminazy)
Oksiminotransferazy

Fosfotransferazy z gru-
pa alkoholowa jaka
akceptorem

Fosfotransferazy z gru-
pa karboksylowg
jako akceptorem

Fosfotransferazy z gru-
pa zawierajacg azot
jako akceptorem

Fosfotransferazy z
grupg fosforowg
jako akceptorem

Fosfotransferazy od-
twarzajgce donatory

Pirofosfotransferazy
Nukleotydylotransfe-
razy

Transferazy innych
podstawionych grup
fosforowych

Siarkotransferazy
Sulfotransferazy
CoA-transferazy

T. KORZYBSKI

Liczba
enzymow
w pod-
podklasie

19

50

10

26

[8]

dalszy ciag tablicy 6

Dawne grupowe nazwy,

dzi$ potoczne

................ TRANSFERAZY

Transaminazy
= Amino-
Oksimino-

Kinazy
(Glukozylokinazy
Fosfoglukozylokinazy)

Fosfodysmutaza

Fosfotransferaza

Kinazy

Kinazy

Kinazy

Mutazy
(Fosfomutaza
Fosfoglukomutaza
Fosfogliceromutaza

Dwufosfogliceromutaza)

Pirofosfokinazy
(Grupa przenoszona)
transferaza
Rybonukleazy
Pirofosforylaza
(Grupa przenoszona)
fosfotransferaza

Siarko-
Sulfo-
CoA-transferazy

Og6lna liczba enzymoéw klasy 2

Liczba
enzymow
w grupie

19

48

10

22

233
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Tablica 7

Klasa 3
HYDROLAZY
Klasyfikacja 1.U.B. wedlug typu wigzania ulegajacego hydrolizie
Liczba .
Wiazania  enzy- ) ) ) o Liczba
Podklasy ulegajace méw  Pod-podklasy Wigzania uleg_ajqce hydrolizie enzymoéw
hydrolizie ~w pod- w zwigzkach w pod-
Klasie podklasie
3.1.-.- Estrowe 62 3.1.1.- Estry karboksylowe 19
3.1.2.- Estry tiolowe 9
3.1.3.- Monoestry fosforanowe 19
3.1.4.- Diestry fosforanowe 8
3.1.5.- Monoestry kwasu tréjfosforo-
wego
3.1.6.- Estry kwasu siarkowego 6
3.2.-.- Glikozylowe 45 3.2.1.- Glikozydy 38
3.2.2.- Zwigzki N-glikozylowe 6
3.2.3.- Zwiazki S-glikozylowe 1
3.3.-.- Fterowe 1 3.3.1.- Tioetery 1
3.4.-.- Peptydowe 39 3.4.1.- Aminoacylopeptydy 4
3.4.2.- Peptydyloaminokwasy 3
3.4.3.- Dwupeptydy 7
3.4.4.- Peptydy, biatka 25
3.5.-.- C-N niepep- 46 3.5.1.- Amidy tancuchowe 18
tydowe 3.5.2.- Amidy cykliczne 7
3.5.3.- Amidyny tancuchowe 6
3.5.4.- Amidyny cykliczne 12
3.5.5.- Cyjanki
3.5.99.- Inne zwigzki z wigzaniem C-N
3.6.-.- Bezwodni- 12 3.6.1.- Bezwodniki zawierajace grupe 12
kow kwa- fosforylowg
sowych
3.7.-.- Cc-C 3 3.7.1.- Zwigzki ketonowe 3
3.8.-.- Wiagzanie 2 3.8.1.- Zwigzki C-halogenek 1
halogen-
kow 3.8.2.- Zwigzki P-halogenek 1
3.9.-.- Wiazanie 1 3.9.1.- Zwiazki zawierajace wigzanie 1
P-N P-N

Ogélnaliczba hydrolaz 211
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Klasa 3

HYDROLAZY

[10]

Tablica

8

Rozmieszczenie enzyméw o réznych grupowych dawnych nazwach, dzi$ potocznych w poszcze-
gélnych pod-podklasach klasyfikacji 1.U.B.

Pod-podklasy

3.1.1.-
3.1.2.-
3.1.3.-
3.1.4.-
3.1.5.-

3.1.6.-

3.2.1.-
3.2.2.-

3.2.3.-
3.3.1.-

3.4.1.-
3.4.2.-
3.4.3.-

3.4.4.-

3.5.1.-

3.5.2.-

3.5.3.-

3.54.-

3.55.-

3.5.99.-

Nazwy pod-podklas

Hydrolazy estréw karboksylowych
Hydrolazy tioloestrow
Hydrolazy monoestréw fosforanowych

Hydrolazy diestréw fosforanowych

Hydrolazy monoestréow kwasu trojfosfo-

rowego
Hydrolazy estréw kwasu siarkowego

Hydrolazy glikozydoéw
Hydrolazy zwigzkéw N-glikozylowych

Hydrolazy zwigzkéw S-glikozylowych
Hydrolazy tioeteréw

Hydrolazy a-aminoacylopeptydow
Hydrolazy peptydyloaminokwaséw
Hydrolazy dwupeptydéw

Hydrolazy peptydylopeptydéw

Hydrolizujgce niepeptydowe wigzania
C-N w amidach fancuchowych

Hydrolizujace niepeptydowe wigzania
C-N w amidach cyklicznych

Hydrolizujagce niepeptydowe wigzania
C-N w tancuchowych amidynach

Hydrolizujace niepeptydowe wigzania
C-N w cyklicznych amidynach

Hydrolizujgce niepeptydowe wigzania
C-N w cyjankach

Hydrolizujace niepeptydowe wigzania
C-N w innych zwigzkach

Dawne grupowe nazwy,
dzi$ potoczne

(substrat)azy
Hydrolazy
........... esterazy
Fosfatazy
(substrat)azy

(substrat)azy
(substrat)aza

(substrat) sulfataza
Sulfataza (substratowa)

(substrat)azy
Nukleozydazy
(substrat)aza
Tioglukozydaza

(substrat)aza

Aminopeptydazy (Imino-)

Karboksypeptydazy

Dipeptydaza (Imino, lub
Imido-)

Nazwy witasne historyczne

............. peptydaza

(substrat)aza

(substrat)azy

(substrat)azy

(substrat)aza

Deiminaza
Dezaminazy

Cyklohydrolazy
(substrat)aza

Nitrylaza

(substrat)azy

Liczba
enzymow
danej
grupy

10

=

- o N A

38

~Nw DA R R O

17

18
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Pod-podklasy

3.6.1.-

3.7.1.-
3.8.1.-
3.9.1.-

T. KORZYBSKI

Nazwy pod-podklas

Dziatajgace na bezwodniki zawierajgce
grupe fosforylowa

Dziatajgce nazwigzki ketonowe
Dziatajace nawiagzania halogenkéw

Dziatajgce na wigzania P-N

Klasa 3
HYDROLAZY

303

dalszy ciag tablicy 8

Liczba
Dawne grupowe nazwy, enzymow

dzi$ potoczne danej

grupy
Pirofosfatazy 3
Polifosfatazy (endo-, egzo-) 2
.............. fosfatazy 2
(substrat)azy 5
Apiraza 1
(substrat)azy 3
(substrat)aza 1
(substrat)aza .1
Tablica

Substraty i produkty hydrolaz charakterystyczne dla poszczeg6lnych pod-podklas

Pod-podklasa

3.1.1.-
3.1.2.-

3.1.3.-

3.1.4.-

3.1.5.-

3.1.6.-

Zwigzki ulegajace hydrolizie

3.1.-.- ESTRY

R'—CO—OR
R'—CO—SR
OH
HO—P—OR
1
0
OH
R'0 —P—OR
I
0

OH OH OH

HO—P—O0—P—0—P—OR

Il Il Il
o (6] o

HSOj—OR

Produkty hydrolizy

R —COOH
R —COOH
OH
HO—P—OH
I
0
OH
R'0 —P—OH
I
o}

OH OH OH

HO—P—O—P—O0 --P—OH

1 ] I
O 0 o

h2o4

HO—R
HS—R

HO—R

HO—R

HO—R

HO—R

9
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3.2.-.- GLIKOZYDY

321- H—(I],‘—(R
! o
(O—glikozyd)
322- H-CN—
1 (o]
(N-glikozyd)
323- H<Es |
1 o]
(s-glikozyd)

3.3.-.- TIOETERY
331l- |rR s R

34.-.- PEPTYDY
34.1- H2N —CH—CO—peotyd
i
R
34.2- peptydylo—NH—CH—COOH
i
R
34.3- HN—CH—CO—NH—CH—COOH
I [
R R,
34.4.- peptydy, biatka

3.5.-.- NIEPEPTYDOWE ZWIiAZKI

dalszy cigg tablicy 9

H-G—OH HO—R
Py

(cukier)

H—C—OH NH—
1 o

(cukier)

H— OH HS—
1 0

(cukier)

R —OH HS—R

HN—CH—COOH  (H2\) peptyd

ZAWIERAJACE WIAZANIE C-N

3.5.1. R—CO—N—R
352, R—QO
R—N—
amidy cykliczne
.NH
3.5.3.- R—C
ANH,

amidyny liniowe

XN
3.5.4.- Rl
XNH?2
amidyny cykliczne
355.- R—CN
3.5.99.- rézne

R
peptyd(COOH) HN—CH—<cooH
I
R
HN—CH—<ooH HN—cH—cooH
1
R R,
peptydy
R’—COOH HN—R
R— COOH
R'—NH—
INH?2
R—H C~0
Anh2
lub
R—CO—NH?2 NHj
N
R—C NHj
OH
R—COOH nh3

rézne
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36.-.- BEZWODNIKI KWASOWE

305

dalszy cigg tablicy 9

OH OH
1
RO—P—O—acyl RO—P—OH kwas
Il Il
(e} (e}
3.7.-.- KETONY
3.7.1.- | R—CO—CH2—R | R—COOH HX—R
38.-.- HALOGENKI
3.8.1.- —C—chlorowiec —C—OH H—chlorowiec
OR’ OR’
1 1
RO—P—chlorowiec RO—P—OH H—chlorowiec
I 1l '
o (0]
39.-.- ZWIAZKI ZAWIERAJACE
WIAZANIE P—N
R’
1 r
RO—P—NH— RO—P—OH HN—
Il
(e} (¢}

Klasa 4
LIAZY
Klasyfikacja 1.U

Tablica 10

.B

Wedtug typu wigzania ulegajacego niehydrolitycznemu rozszczepieniu (podklasy) i rodzaju grupy
odszczepianej (pod-podklasy)

Typ wigzania
. Liczba
ulegajacego ) d
Podklasy niehydroli-  cMZYmow Pod-
tycznemuroz- W po_d— podklasy
L klasie
szczepieniu
4.1.-. Cc-C 66 4.1.1.-
4.1.2.-
4.1.3.-
4.2.-.- C-0 34 4.2.1.-
4.2.99.-
4.3.-.- C-N 4.3.1.-
4.3.2.-
4.4.- C-S 4.4.1.-
4.5.-.- C-chlorowiec 45.1.-
4.99.-.- Inne 4.99.1.-

Nazwa pod-podklasy

Karboksy-liazy
Aldehydo-liazy
Ketokwaso-liazy

Hydro-liazy
Inne liazy wigzania C-O

Amoniako-liazy
Amidyno-liazy

Liazy wegiel-siarka
Liazy wegiel-chlorowiec
Inne

Ogodlna liczba liaz

Liczba
enzymow

w pod-
podklasie

39
17
10

28
6

116



3C6

KLASYFIKACJA ENZYMOW
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LIAZY

[14]

Tablica 11

Rozmieszczenie enzymoéw o réznych grupowych dawnych nazwach, dzi$ potocznych, w poszczegdl-
nach pod-podklasach klasyfikacji 1.U.B.

Pod-

pod-klasy

4.1.1.-

4.1.2.-

4.1.3.-

4.2.1.-

4.2.99.-

4.3.1.-

4.3.2.-

4.4.1.-

4.5.-.-
4.99.-.-

Liczba
Nazwy PODKLAS enzymow
Nazwy pod-podklas w pod-
podklasie

4.1.-.- LIAZY WEGIEL-WEGIEL
Karboksy-liazy 39
Aldehydo-liazy 17
Ketokwaso-liazy 10

4.2.-.- LIAZY WEGIEL-TLEN
Hydro-liazy 28
Inne liazy wigzania C-O (poza hy- 6

dro-liazami)

4.3.-.- LIAZY WEGIEL-AZOT
Amoniako-liazy 6
Amidyno-liazy 2

4.4.-- LIAZY WEGIEL-SIARKA
Liazy wegiel-siarka 6
LIAZY WEGI1EL-HALOGENEK 1
INNE LIAZY 1

Dawne grupowe nazwy,
dzi$§ potoczne *

Dekarboksylazy
Karboksylazy
Aldolazy
Ketolazy

Liazy

Liazy

Syntazy

Dehydratazy
Hydratazy
Syntazy
Liazy

Syntaza

Amoniako-liazy
Cyklodezaminaza
Liazy

Liazy
Desulfhydrazy
Detiometylaza

Ogoélna liczba liaz

* Tylko nazwy potoczne informuja o stwierdzonym doswiadczalnie kierunku reakcji.

Liczba
enzymow
w
grupie

37

a1l N -

20

116
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Tablica 12
Klasa 4
LIAZY

Zwiazki bioragce udziat w réwnaniach reakcji katalizowanych przez enzymy poszczegdlnych pod-
podklas

Zwiazki stojgce po stronie rozpadu*

Zwigzki stojgce po stronie syntezy*, (niehydrol jtycznego)

Pod-podklasy lub ulegajace rozpadowi niehydrolitycz- Pozostaty zwiazek zawie-
Odszczepiana __. L .
nemu rajacy (najczesciej) podwadj-
grupa ne wiazanie
KARBOKSY-LIAZY
4.1.1.- R—COOH co2 RH
ALDEHYDO-LIAZY
OH
4.1.2.- R—C—C—R”’ R—CHO H—C—R’
1 1
H
KETOKWASO-LIAZY
OH 0
]
4.1.3.- —C—C—C—R —C—c H—C—R
1 1 1
1 1
HYDRO-LIAZY
OH H
1 1
4.2.1.- R—C--—--C R~ h 2 R—CH=CH—R"
1 1
H H
OH OH
R—C— C—R’ h 20 R—CO—CH2-R’
1 1
H H
OH
0=C—OH h 2 co2
4.2.99.- INNE LIAZY WIAZANIA C-O

* Tylko nazwy potoczne informuja o stwierdzonym doswiadczalnie kierunku reakcji (rozpadu, syntezy)
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43.1.-

4.3.2.-
4321

4.3.2.2

4.4.1.-

45.1.-

KLASYFIKACJA ENZYMOW

AMONIAKO-LIAZY

nh2 h
1 1
C C
1 1

AMIDYNO-LIAZY

NH2 COOH

/
C=N -——-- CH

\

XNH ch2

/ 1
CH2 COOH
ch?2
1
ch?2
]
CH—NH2
1
COOH

(Kwas argininobursztynowy)

COOH
1
NH— -CH
1 1
C ch?2
NS Vo Loon

1 ]
(Kwas adenylobursztynowy)

LIAZY WEGIEL-SIARKA
C—C—S—R

LIAZY WEGIEL-HALOGENEK

c—C—Cl

nh3

nh?2

/
C=NH

\

~NH
ch?2
Ch2
ch?2

|
CH—NH2

1
COOH
(Arginina)

1 I
(Kwas ade-

nylowy)
(AMP)

HS—R

HC1

[16]

dalszy ciagg tablicy 12

COOH

CH

]

CH

1

COOH

(Kwas fumarowy)

COOH
(Kwas fumarowy)
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Tablica 13
Klasa 5
IZOMERAZY
Klasyfikacja 1.U.B. wedtug typu izomeryzacji (podklasy) i charakteru przeksztatcenia (pod-podklasy)

Liczba Pod- Liczba
Podklasy Typ izomeryzacji enzymow - podklasy Charakter przeksztatcenia enzymow
w pod- w pod-
klasie podklasie
5.1.-.- Zmiana konfigura- 19 5.1.1.- Zmiany konfiguracji wegla 8
cji wegla asymet- asymetrycznego w ami-
rycznego nokwasach
5.1.2.- Zmiany konfiguracji wegla 3

asymetrycznego w hydro-
ksykwasach i pochodnych

5.1.3.- Zmiany konfiguracji wegla 7
asymetrycznego w weglo-
wodanach

5.1.99.-  Zmiany konfiguracji wegla 1

asymetrycznego w in-
nych zwigzkach

5.2.-.- Izomeryzacja 4 4
cis-trans
5.3.-.- Oksydoredukcja 18 5.3.1.- Aldozy-ketozy 14
wewnatrzczastecz-
kowa 5.3.2.- Keto-Enolo-
5.3.3.- Przemieszczanie podwdj-
nych wigzan
5.4.-.- Przemieszczanie 4 5.4.1.- Przemieszczanie acyli 1
wewnatrzczastecz-
Kowe 5.4.2.- Przemieszczanie rodnika 1
fosforylowego
5.4.99.-  Przemieszczanie innych 2
grup
55.-.- Liazy wewnatrz- 1
czasteczkowe
5.99.-.- Inne rodzaje izome- 1
ryzacji

10 Postepy Biochemii
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Tablica 14
Klasa 5
IZOMERAZY
Rozmieszczenie enzyméw o réznych grupowych dawnych nazwach, dzi$ najczesciej potocznych,
w poszczegdlnych pod-podklasach klasyfikacji 1.U.B.

Liczba Liczba
Pod- Charakter przeksztatcenia enzyméw Dawne grupowe nazwy, enzymow
podklasy w pod- potoczne w
podk lasie grupie

51.--.- ZMIANA KONFIGURACJI \WEGLA A"SYMETRYCZNEGO (19 enzymo6w)
51.1.- R # R

X—Clt—Y Y—Cl—x 8 Racemazy 6

1 1

R’ R’
w aminokwasach Epimerazy 2
5.1.2.- w hydroksykwasach 3 Racemazy 2
Epimerazy 1
5.1.3.- w weglowodanach 7 Epimerazy 6
Mutarotaza 1
5.1.99.- w innych zwigzkach 1 Racemaza 1
5.2.-.- IZOMERYZACJA C1S-TRANS Izomerazy 4

5.3.--.- OKSYDOREDUKCJA WEWIJATRZCZASTECZKOWA (18 enzyir 6w)
5.3.1.- Aldozy-Ketozy 14 lzomerazy 14
5.3.2.- Keto- Enolo- 1 Tautomeraza 1
5.3.3.- Przemieszcz:anie podwdjnych wig- 3 lzomerazy 3
zan

54- PRZEMIESZCZENIE WEWNATRZCZASTECZKOWE (4 enzymy)

5.4.1.- Przemieszczanie acyli 1 Acylomutaza 1

5.4.2.- Przemieszczanie rodnika fosfory- 1 Fosfomutaza 1
lowego

5.4.99.- Przemieszczanie innych grup 2 Mutazy 2

5.5.-.- LIAZY WEWNATRZCZASTECZKOWE (Cykloizomeraza) j 1

5.99.-.- INNE IZOMERAZY lzomeraza 1
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Tablica 15

Klasa 6

LIGAZY

Klasyfikacja 1.U.B. wedtug typu powstatego wigzania (podklasy) i rodzaju powstatego zwigzku
(pod-podklasy) w reakcjach syntezy z nieodzownym udziatem ATP lub zwiazku podobnego, wedtug
réwnania A+B+ATP AB+ADP + P (lub: AB+AMP+PP)

Typ Liczba Liczba
Podklasy powstatego enzymow Pod Rodzaj powstajacego enzymow
wigzania w po.d— podklasy zwigzku w pod-
klasie podklasie
6.1.-.- C-0 12 6.1.1.- Aminoacylo-sRNA 12
6.2.-.- C-S 7 6.2.1.- Acylotiol 7
6.3.-.- C-N 23 6.3.1.- Amidy 3
6.3.2.- Peptydy 1
6.3.3.- Zwiazki pierscieniowe 1
. 6.3.4.- Rézne zwigzki 5
6.3.5.- Przeniesienie amidowej 3
grupy NH2 . glutaminy
na akceptor
6.4.-.- Cc-C 4 6.4.1.- wigzanie CO2 4
Ogodlna liczba ligaz 46
Tablica 16
Klasa 6
LIGAZY

Rozmieszczenie enzyméw o réznych grupowych dawnych nazwach, dzi§ (najczesciej) potocznych,
w poszczegblnych pod-podklasach klasyfikacji 1.U.B

Liczba Liczba
Pod- Rodzaje powstajacego enzymow Dawne grupowe enzymow
podklasy zwigzku w pod- nazwy, potoczne w danej
podklasie grupie
6.1.-.- TWORZENIE WIAZANIA C-O (12 enzyméw)
6.1.1.- Aminoacylo-sRNA 12 Syntetazy 12
6.2.-.- TWORZENIE WIAZANIA C-S (7 enzymoéw)
6.2.1.- Acylotiol 7 Syntetazy 7
6.3.-.- TWORZENfE WIAZANIA C-N (23 enzymy)
6.3.1.- Amidy 3 Syntetazy 3
6.3.2.- Peptydy 1 Syntetazy 1
6.3.3.- Zwigzki pierscieniowe 1 Syntetaza 1
6.3.4.- Rézne zwiazki 5 Syntetazy 5
6.3.5.- Przeniesienie amidowej gru- 3 Syntetazy 3
py z glutaminy na akcep-
tor
6.4.-.- TWORZENIE WIAZANIA C-C (4 enzymy)
6.4.1.- Wigzanie CO2 4 Karboksylazy 4

10*
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Tablica 17
Klasa 6
LIGAZY

Zwigzki biorace udziat w reakcjach syntezy katalizowanych przez enzymy poszczegélnych pod-

podklas

We wszystkich przypadkach nieodzowny jest rozktad ATP na ADP lub AMP

Pod- Zwiazki wyjsciowe
podklasy
6.1.1.- Aminokwas + sRNA
6.2.1.- Kwas + HS-CoA
6.3.1.- Aminokwas + HN-R
6.3.2.- (Amino)kwas’ + aminokwas”
6.3.3.1. 5°-fosforybozylo-formyloglicynamidyna
(FGAM)
6.3.4.- Rézne
6.3.5.-
amidowego glutaminy na akceptor)
6.3.5.3
f Glu-NH2
\ atp
6.4.1.- co02
RH + C02 \
ATP -

Produkty syntezy

Aminoacylo-sRNA
Acylo-CoA

Amid aminokwasu

N-Acylo’-aminokwas” (lub peptyd)

5’-fosforybozylo-5-aminoimidazol
(zamkniecie pierscienia imidazolowego)

Ro6zne

Glutamina+akceptor (przeniesienie NH2 Kwasglutaminowy+ akceptor-NH2

FGAM

A iGlu
\ADP+P

grupa karboksylowa

R-COOH

AAADP +P
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WLODZIMIERZ NIEMIERKO*

Znaczenie odkry¢ Marii Sktodowskiej-Curie dla biochemii

The Role of Discoveries of Maria Sklodowska-Curie for Biochemistry

The lecture shows how the splendid discoveries of Maria Sktodowska-Curie
have given to biochemistry the powerful method of tracer elements and have
provided a new insight in the dynamic state of living structures and body con-
stituents.

PANIE PRZEWODNICZACY!
SZANOWNI StUCHACZE!

W ciagu ostatnich lat trzydziestu obserwujemy niezwykle bujny roz-
woj biochemii — nauki, ktoéra bada procesy zyciowe od ich strony che-
micznej. Ten rozkwit, jak zobaczymy dalej, biochemia w duzej mierze
zawdziecza pracom Marii Skitodowskiej-Curie i Piotra Curie nad pro-
mieniotworczoscig, pracom, ktére rozpoczete w ostatnich latach ubiegte-
go stulecia juz w Kkilka lat pézniej pozwolity tym uczonym odkry¢, wy-
odrebni¢ i zbadaé¢ pierwiastki radioaktywne polon i rad i wykryé w ten
spos6b zupetnie nowy rodzaj zjawisk fizycznych. Badania te prowadzo-
ne dalej przez licznych badaczy w konsekwencjach swoich doprowadzity,
jak wiemy, do zrewolucjonizowania catej fizyki i chemii, do nowego po-
gladu na budowe materii, do poznania struktury atomu i jego jadra, do
wykrycia izotopéw i sztucznej promieniotworczo$ci oraz do mozliwoSci
przeksztatcania jednych pierwiastkbw w drugie.

| wiasnie te wspomniane przed chwila konsekwencje badan naszej
wielkiej rodaczki, po latach jak gdyby inkubacji, daty w rece biochemii,
w spos6b niemal nagty i zupetnie nie oczekiwany, catkowicie nowe mo-
zliwosci badawcze, ktore z kolei zrewolucjonizowaty biochemie i zmu-
sity nas, jak postaram sie wykaza¢, do patrzenia innymi oczyma na pro-
cesy chemiczne zachodzgce w organizmach zywych.

Przypominajg mi sie w tym miejscu prorocze stowa Marcelego Nenc-
kiego: ,,nie watpie, mowit, ze nasze zamiary przez nowe pokolenia ba-

* Prof. dr, Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckie-
go PAN, Warszawa.

Referat wygtoszony podczas V Sympozjum Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego w dniu 28 wrze$nia 1967 r. w Krakowie na Uroczystej Sesji Naukowej poswie-
conej Marii Sktodowskiej-Curie z okazji setnej rocznicy jej urodzin.
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daczy zostang osiggniete i ze nasi nastepcy beda mieli cele, ktéorych my
obecnie nie przeczuwamy”. Stowa te wypowiedziane byty przez Nenckie-
go w czasie jego odczytu wygtoszonego wiasnie tu w Krakowie w roku
1900, na rok przed Smiercig; w tym wiec okresie, w ktérym Maria Skto-
dowska-Curie dopiero rozpoczynata swoje prace.

Nie bylibysmy jednak sprawiedliwi, gdybysmy chcieli pomniejszyé
ogromny wysitek niezliczonej rzeszy uczonych, ktérzy od wielu dziesiat-
kéw lat, i nawet jeszcze duzo wcze$niej, usitowali poznawaé procesy zy-
ciowe, a w tym, jezeli tak sie mozna wyrazi¢, i chemie zycia. | sagdze na-
wet, ze jedynie wowczas, gdy dobrze uswiadomimy sobie wspaniate
w istocie, chociaz zarazem nie wystarczajace, osiggniecia badaczy lat mi-
nionych, dopiero wowczas bedziemy mogli lepiej oceni¢ i podziwia¢ zdo-
bycze biochemii wspo6iczesnej.

Juz na poczatku ubiegtego stulecia, w roku 1804 Jedrzej Sniadecki
w klasycznym dziele swoim pt.: ,, Teoria jestestw organicznych” tak cha-
rakteryzowat procesy zyciowe: ,,Organizm znajduje sie w stanie ciagtej
zmiennoSci. Jakkolwiek posta¢ zewnetrzna istoty, budowa i sktad kazde-
go organu przez diugi przecigg czasu nie ulega zmianie, ale materia,
z jakiej organizm sie sklada, odmienia sie co chwila. Indywidua zyjace
odmieniajgc ciggle materig, ktora je sktada, formujg sie z coraz innej —
lubo zawsze z tych samych nawet pierwiastkOw i w tej samej nawet pro-
porcji. Wiec wszystkie jestestwa zyjagce organizuja sie bezprzestannie;
czyli, co na jedno jest, cate zycie jest jednym i nigdy nieustajacym pro-
cesem organicznym, jest ciggtg przemiang formy, w danej za$ formie
ciggta przemiang materii”.

Te niemal nowocze$nie brzmigce sformutowania Sniadeckiego o prze-
szto sto lat wyprzedzity panujace woéwczas, i dtugo jeszcze pdzniej, po-
glady biologéw, fizjologéw i chemikéw. Poglady Sniadeckiego oparte byty
raczej na genialnej intuicji i wnikliwej spostrzegawczos$ci niz na mate-
riale faktycznym, ktdry wowczas byt niezmiernie nikty. Dopiero daleka
przyszto$¢ wykazata calg stusznos$é tych pogladéw; niezwyktg zas ich
trafnos¢ mozna byto w petni oceni¢ jedynie w czasach wspotczesnych, gdy
zastosowanie metodyki izotopowej, obok oczywiscie innych technik, do-
prowadzito biochemie do eksperymentalnego stwierdzenia stanu dyna-
micznego wszystkich, a przynajmniej znacznej wiekszosci sktadnikow
ciata i struktur biologicznych, na poziomie calego organizmu, jego na-
rzagdow, tkanek i komdrek, na poziomie struktur subkomoérkowych i na
poziomie molekularnym.

Jakzez diuga i trudna byta droga, ktdra doprowadzita do tych wyzyn
wspoOiczesnej biochemii. Droga ta wiodta, jak zawsze to bywa, poprzez
krete Sciezki wiedzy, poprzez szczeSliwe przypadki, ktére jednak, jak
kto$ powiedziat, sprzyjaja tylko temu, kto wie, jak stara¢ sie o ich wzgle-
dy* poprzez wzloty i upadki, ale zawsze i by¢ moze przede wszystkim po-
przez wytrwaty i ciezkg prace.
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Biochemia w jej obecnym rozumieniu za czaséw Sniadeckiego wias-
ciwie jeszcze nie istniata. Trudno byto wiec méwié o procesach chemicz-
nych w organizmach zywych, gdy dopiero w czasach znacznie pézniej-
szych, zaczynatly pojawiaé sie i stopniowo gromadzity sie dane o podsta-
wowych sktadnikach chemicznych organizmoéw zywych: tluszczach, we-
glowodanach, biatkach, kwasach nukleinowych; a obok tego — wiadomosci
0 istnieniu i wytwarzaniu w organizmie setek, a nawet tysiecy, rézno-
rodnych drobnoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych, o ktérych roli
1znaczeniu przez diugie lata niewiele sie wiedziato.

Ten dziat biochemii, tak zwana statyka biochemiczna, traktujacy
0 sktadnikach ciata, ogromnie sie rozwijat w ciagu catego XIX wieku;
nowsze za$, juz wspoélczesne, badania doprowadzity obecnie do niemal
catkowitego wyjasnienia struktury ogromnej wiekszosci nawet najbar-
dziej ztozonych substancji, jakimi sg biatka i kwasy nukleinowe.

Aby nalezycie oceni¢ wielko$¢ tych osiagnie¢ wystarczy zacytowac
zdanie wybitnego biochemika wiedernskiego O. Firtha z jego pieknego,
najpiekniejszego jaki znam, podrecznika chemii fizjologicznej, ktéry uka-
zal sie w dwudziestych latach biezacego wieku. ,,Kazdy biochemik, pisze
Firth, wierzy, ze przyjdzie dzied, w ktérym czasteczka biatkowa pozna-
na bedzie tak dalece, ze kazdy z tysiecy atoméw, ktéry wchodzi w jej
sktad, znajdzie w niej swoje S$cisle okreslone miejsce. Ale kazdy z nas
wie zarazem, dodaje ten autor, ze tego dnia sie nie doczeka”. A jednak
1te marzenia, aczkolwiek na razie tylko dla kilku najprosciej zbudowa-
nych biatek, juz zaczety sie spetniaé. Wykorzystujagc zdobycze wielu
nauk — jak fizyka, chemia, histologia, cytologia, histochemia — i stosu-
jac najréznorodniejsze metody badawcze, z ktérych cze$é, na przykiad
metody autoradiograficzne i mikroskopia elektronowa, zawdzieczajg
swoje powstanie wtasnie odkryciu promieniotwdrczosci, posiadamy obec-
nie bogatg wiedze nie tylko o budowie chemicznej substancji wchodza-
cych w sktad organizméw zywych, lecz czesto znamy ponadto doktadne
rozmieszczenie tych substancji w poszczegdlnych strukturach i mikro-
strukturach biologicznych.,

A jednak statyka biochemiczna, nawet tak szeroko pojeta, jak to przed
chwilg podatem, stanowi zaledwie wstep do gtdwnego zadania biochemii,
jakim jest poznanie catoksztattu procesdw chemicznych zachodzacych
w organizmie zywym, poznanie ich wzajemnego powigzania ze sobg i ich
roli i znaczenia w poszczeg6lnych zjawiskach zyciowych. Ta obszerna
dziedzina, nazywana dynamika biochemiczng, okazata sie o wiele, wiele
trudniejszag do opanowania; niemniej jednak juz od bardzo dawna usito-
wano réwnolegle prowadzi¢ systematyczne prace rowniez i w tym Kie-
runku.

Juz dawniejsze badania wskazywaty na to, ze pokarm przyjmowany
przez organizm zwierzecy, i bez ktérego organizm nieuchronnie ginie
Smiercig gtodowa, spetnia dwojakiego rodzaju zadania. Z jednej strony
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dostarcza on materiatu budulcowego, co szczeg6lnie wyrazne jest w przy-
padku organizmu rosngcego; z drugiej za$ strony, dostarcza on energii
zawartej w pokarmowych zwigzkach organicznych; energii wykorzysty-
wanej przez ustr6j w procesach utlenienia i przeksztatcanej w inne for-
my energii potrzebnej organizmowi, jak energia kinetyczna ruchu, ciepto
itd. Juz Lavoisier sadzit, ze oddychanie jest spalaniem i przy pomocy
nader prostych, lecz bardzo pomystowych metod mégt zmierzy¢ ilos¢
ciepta wyprodukowanego przez zwierze. W konhcu XIX wieku i na po-
czatku biezacego stulecia dzieki badaniom gtownie Rubnera, Benedicta
i Atwatera przy pomocy o wiele bardziej skomplikowanej, lecz bardziej
precyzyjnej techniki kalorymetrii bezposredniej i posredniej oraz respi-
rometrii udato sie nie tylko doktadnie zmierzy¢ og6lng produkcje energii
w réznych stanach fizjologicznych cztowieka, psa i innych zwierzat, lecz
ponadto mozna byto, oznaczajac jedynie ilo§¢ pobranego w czasie oddy-
chania tlenu i wydalonego C02 HD oraz zwigzkéw azotowych w moczu,
obliczy¢ ilosci biatek, ttuszczéw i weglowodandéw, ktére zostaty w orga-
nizmie spalone.

| tu napotykamy od razu na ogromng trudno$é¢ zrozumienia tych
procesow. Wspomniane substancje pokarmowe sg poza organizmem bar-
dzo stabilne; aby roztozy¢ je in vitro, a céz dopiero aby je spali¢, musieli-
bySmy zastosowaé najbardziej drastyczne $rodki chemiczne i bardzo wy-
sokg temperature. Tymczasem w ustroju zwierzecym substancje te ule-
gaja catkowitemu rozpadowi bardzo szybko i gtadko w $rodowisku obo-
jetnym, w temperaturze zwykle ponizej 40°, u zwierzat za§ zmienno-
cieplnych czesto w temperaturze jeszcze znacznie nizszej.,

Juz od dawna wykryto w organizmach zywych swoiste czynniki, pod
ktorych wptywem w tak odmienny sposéb i tak szybko mogg zachodzié
réznorodne procesy chemiczne. Czynnikami tymi sg wytwarzane w ustro-
ju enzymy — potezne katalizatory, ktére w sposob bardzo specyficzny
ogromnie przyspieszajg i jak gdyby inicjujg przebieg poszczeg6lnych
reakcji chemicznych. Pomimo wieloletnich badan nad enzymami, az do
dwudziestych lat biezacego stulecia natura chemiczna enzymdéw pozosta-
wata zupetng tajemnica.

Wysuwano co prawda juz dawno przypuszczenia, ze enzymy sg jakimi$
biatkami, lecz pierwsze dowody przemawiajace za stusznoscig tego pogla-
du uzyskano dopiero wowczas, gdy w roku 1926 badaczowi amerykan-
skiemu Sumnerowi udato sie wyizolowac i otrzyma¢ w formie krysta-
licznej ureaze, enzym rozktadajacy mocznik na amoniak i dwutlenek
wegla: enzym ten okazat sie biatkiem. Od tego czasu wyodrebniono,
oczyszczono i scharakteryzowano, Okolo dwustu réznych enzymow, nie-
mal potowe z nich udato sie uzyska¢ w stanie krystalicznym; i wszystkie
bez wyjatku z poznanych dotychczas enzymdéw okazaty sie biatkami.

Niewatpliwie, jedng z gtéwnych przyczyn tego, ze w ciggu tylu lat
natura enzymow pozostawata nieznang, byto to, ze nader czesto sg one
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obecne w organizmach zywych w ilosciach znikomo matych, katalitycz-
na za$ ich aktywnos$¢ jest zdumiewajgco wielka. Tak na przyktad, pod
wpltywem jednej czasteczki enzymu — katalazy w ciggu zaledwie jednej
minuty moze ulec rozpadowi kilka milionéw czasteczek wody utlenionej
na wode i tlen. Enzym ten wystepuje w réznych tkankach zwierzecych,
a miedzy innymi — we krwi. Zapewne kazdy z nas miat mozno$¢ zoba-
czy¢ dziatanie katalazy: roztwdr wody utlenionej nalany na najdrobniej-
szg krwawigcg ranke natychmiast zaczyna sie pieni¢ na skutek ogrom-
nej ilosci wydzielajacych sie drobniutkich pecherzykéw tlenu.

Wyswietlenie mechanizmu dziatania poszczeg6lnych enzyméw stanowi
obecnie jeden z najwazniejszych dziatdw wspotczesnej biochemii; zasto-
sowanie izotopow promieniotwdrczych i izotopdw trwalych odgrywa
w tych badaniach pierwszorzedna role.

Fakt wystepowania w organizmach zywych tak duzej ilosci réznorod-
nych enzymow, katalizujacych wielkg ilos¢ roznorodnych procesow che-
micznych, nasuwa przypuszczenie, ze procesy te muszg, a przynajmniej
moga zachodzi¢ réwniez i w samym organizmie. Tymczasem, whrew ocze-
kiwaniom, w ustroju jak gdyby prawie nic nie ulegato zmianie. Analiza
chemiczna ciata zwierzecia znajdujgcego sie w stanie réwnowagi fizjo-
logicznej wykazuje, ze sktad chemiczny jego narzadow, tkanek, krwi itd.
pozostaje niemal zawsze taki sam.

| pomimo tego, ze mozemy — jak wspomniatem — w dos$¢ prosty spo-
s6b zbada¢, jaka ilo$¢ biatek, tluszczéw i weglowodanéw w danym okre-
sie czasu ulegta w ciele przemianom, nie wiemy jednak, bez zastosowa-
nia jakichs$ specjalnych zabiegoéw, jakimi drogami te przemiany zaszly.
Gdy zwierze przyjmuje pokarm, mamy jeszcze poniekad mozno$¢ $ledze-
nia za tym, co sie dzieje z tym pokarmem w przewodzie pokarmowym pod
wptywem sokéw trawiennych. Na ten temat posiadamy zreszta caly sze-
reg ciekawych, aczkolwiek niekompletnych, danych uzyskanych juz
w dos$¢ odlegtych czasach. Lecz z chwilg gdy strawiony pokarm zostaje
wchioniety i znika z przewodu pokarmowego, znika on jak gdyby réwniez
i z oczu badacza.

Wiemy obecnie, ze dzieje sie tak dlatego, ze w organizmie zywym pa-
nuje jaka$ niezwykla harmonia: wszystkie procesy zyciowe, ktére obser-
wujemy w ustroju, sg $cisle ze sobg powigzane i podporzadkowane catosci.
Harmonia ta dotyczy rowniez proceséw chemicznych, ktoérych przebieg
jest w subtelny sposdb regulowany i kontrolowany przez uktad nerwowy
i przy pomocy mechanizmow natury chemicznej. Wskutek tej doskona-
tej koordynacji procesy chemiczne przebiegajg w ustroju tak sprawnie,
ze niemal nie zostawiajg po sobie zadnego uchwytnego $ladu; dlatego tez
zaobserwowa¢ mozemy tatwo jedynie ostateczne, koAcowe produkty prze-
mian: a wiec C02, H2, mocznik i niektdre inne zwiazki.

W ciggu wielu ostatnich dziesigtkéw lat wysitki badaczy skierowane
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byty na to, aby w jaki$ sztuczny sposob zmienié¢, zaktéci¢ lub nawet prze-
rwa¢ harmonijny przebieg proceséw chemicznych i doprowadzi¢ w ten
sposch do nagromadzania sie wiasnie przejsciowych produktéw przemia-
ny, co — jak mozna byto sadzi¢ — pozwolitoby niejako odtworzy¢ prze-
byte drogi. Badano wiec na przyktad organizm pozbawiony jakiego$ waz-
nego narzadu, badz same narzady izolowane, na przyktad watrobe, lub
miesnie, badZ jedynie skrawki z tych narzadéw, w ktérych zachowane
byty jeszcze nieuszkodzone komorki; badano rowniez oddzielone ze znisz-
czonych komorek poszczeg6lne struktury subkomérkowe, i wreszcie, ba-
dano wyodrebnione i oczyszczone enzymy.

W ten spos6b, schodzgc coraz to nizej po szczeblach hierarchii orga-
nizacyjnej ustroju, badacze uzyskiwali coraz to nowe, aczkolwiek frag-
mentaryczne dane o poszczegdlnych przejsciowych etapach reakcji chem-
micznych i o zjawiajgcych sie .przelotnie substancjach, ktorych obecno$¢
dawata mozno$¢ jak gdyby zrekonstruowac¢ to wszystko, co sie dzieje
i w normalnym ustroju jako catosci i w poszczeg6lnych jego strukturach.

Na podstawie tego rodzaju doSwiadczen powstal w pierwszych dzie-
sigtkach lat biezgcego stulecia wspanialy dzial biochemii, dotyczacy prze-
mian posrednich. Przemiany te zachodza poprzez diugi ciag szybko po
sobie nastepujacych reakcji chemicznych; zostaty one mniej lub wiecej
dobrze poznane zar6wno od strony towarzyszacych im proces6w energe-
tycznych, jak i od strony enzymoéw biorgcych w nich udziat; poznana
zostata rowniez lokalizacja niektdrych procesow chemicznych w komorce.
Wszystko to razem wziete dawato badaczom wglad w powigzania pomie-
dzy strukturami biologicznymi a ich funkcjami.

W stosunku do opisanej powyzej metodyki mozna jednak postawié
dwojakiego rodzaju zastrzezenia. Po pierwsze, jschodzac, jak to zaznaczy-
tem, coraz to nizej w hierarchii organizacyjnej ustroju coraz to bardziej
oddalamy ,sie od normalnego przebiegu zjawisk, ktore zachodzg w ustro-
ju jako catosci; dlatego tez nie mozemy mie¢ catkowitej pewnosci, czy
procesy, ktoreSmy odtworzyli, rzeczywiscie zachodzg w organizmie, czy
tylko mogtyby zachodzié, i czy wskutek tego nasze rozumowania nie do-
prowadzg nas do wrecz btednych wnioskéw. Znany jest na ten temat zar-
tobliwy przyktad przytaczany przez jednego z biochemikow: jezeli ja-
kis zdolny mechanik znajdzie potamany na kawateczki samochodzik, czy
co$ innego w tym rodzaju, bedzie on magt, nie wiedzac o co tu chodzito,
wybudowacé sobie z tych kawateczkéw jaki$ zupetnie inny przyrzad. Po
drugie, nalezy pamieta¢ ponadto o jeszcze innej trudnos$ci w badaniach
biochemicznych: igdy powstajg w przebiegu jakiej$ reakcji chemicznej
czagsteczki tych lub innych substancji, natychmiast mieszajg sie one z in-
nymi juz obecnymi uprzednio w organizmie, i my nie jesteSmy w stanie
rozr6znié czasteczek jednych od drugich i poznaé, z czego jaka substan-
cja powstata i w co zostata przeksztatcona.
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I w tym wiasnie momencie wkraczamy w zupetnie nowy okres roz-
woju badan biochemicznych, okres bedacy wtasnie konsekwencja badan
Marii Sktodowskiej-Curie, w ktérym przy uzyciu izotopow po raz pierw-
szy otrzymujemy mozno$¢ rozrézniania poszczeg6lnych czasteczek, moz-
no$¢ Sledzenia bezposrednich przeksztatcerh jednych substancji w drugie
i badania ich wedrowek w obrebie organizmu.

Jak dobrze wiadomo, izotopy danego pierwiastka posiadaja rézny cie-
zar atomowy, ale jednakowg ilos¢ protondéw w jadrze i jednakowgq ilosé
elektrondw wokot jadra. Stad tez wiasciwosci chemiczne poszczeg6lnego
pierwiastka i jego izotopu sg praktycznie biorgc identyczne.

Jezeli wprowadzimy do .czagsteczki jakiego$ zwigzku chemicznego za-
miast zwyklego pierwiastka jego izotop, nie zmienimy witasnosci chemicz-
nych tej substancji, nie bedziemy nawet mogli odrézni¢ tej czasteczki
przy pomocy metod chemicznych od innych czasteczek, i co wazniejsze —
jak sie okazuje — i organizm nie odczuje zadnej rdéznicy. Zwigzek ten
bedzie sie zachowywal w ustroju jak zwigzek normalny, bedzie on jed-
nak jak gdyby oznakowany obecnoscig tego izotopu.

Za pomocag okreslonych metod fizycznych mamy mozno$¢ wykry¢ ten
izotop w ustroju, w ktoryms$ z jego narzadow, w jego tkankach i komor-
kach; i jezeli stwierdzimy jego obecno$¢ w jakim$ innym zwiazku niz
ten, w ktorym sie znajdowat — mozemy sadzi¢, ze nowy zwigzek wytwo-
rzyt sie w organizmie ze znakowanego zwigzku podanego.

Po raz pierwszy zastosowal metode izotopowg w badaniach na orga-
nizmach zywych biochemik pochodzenia wegierskiego, Hevesy; lecz chy-
ba najwieksze, przetlomowe i najistotniejsze zdobycze osiggnat w tej dzie-
dzinie Schoenheimer, ktéry w latach 1935 do 1941 (roku jego przed-
wczesnej Smierci) ogtosit ze swymi wspétpracownikami piekng iserie prac
z tego zakresu. Badania te nie tylko wykazaty, ze <nowa metoda jest dla
biochemii niezwykle ptodna, lecz ,co wazniejsze, doprowadzity wkroétce
do catkowitych i rewolucyjnych zmian w naszych pogladach na charak-
ter proces6w biochemicznych.

Nie mam obecnie mozliwos$ci blizszego zatrzymania sie¢ na tym fas-
cynujagcym okresie, ktéry przezywata w owych czasach biochemia, okre-
sie, ktory tak zywo pamietam i ktéry trwa witasciwie i nadal. Dlatego tez
sprébuje jedynie w krétkich stowach i jak najbardziej ogdlnie, i w sposéb
oczywiscie bardzo uproszczony, scharakteryzowaé powstajagcy wodwczas
przed nami obraz.

Wedtug dawniejszych pogladéw ciato zwierzecia jest jak gdyby ma-
szyng. Narzady i tkanki, z ktorych jest ono zbudowane, sg czyms$ trwa-
tym; zuzywaja sie one pardzo powoli i tylko .stopniowo sg odnawiane.
Pokarm jest paliwem; zawarta w nim energia chemiczna utrzymuje ,ma-
szyne zwierzeca” w stanie czynnosci i ruchu. W organizmie dorostym
tylko nieznaczna cze$¢ pokarmu stuzy do celow budulcowych, to jest do
odnawiania powoli zuzywajgcych sie tkanek. Przy wzmozonej czynnosci
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organizm wymaga dodatkowych zrddet energii, w czasie za$ spoczynku
przemia'ny zachodzg w nim w jskali nieznacznej.

Jakzez inny jest obecny poglad na te sprawy. .Wszystkie bez wyjatku
sktadniki chemiczne ciata znajdujg sie, jak to okreslit Schoenheimer,
,W stanie dynamicznym”. Zywy organizm jest chemicznie czynny stale,
bez najmniejszej przerwy. W ciele ludzkim i w ciele zwierzat, a rowniez
i w innych organizmach zywych, tylko pozornie niewiele sie dzieje. Ba-
dania wspoétczesne wykazujg, ze mniej lub wiecej intensywne przemiany
zachodzg nie tylko w takich czynnych narzgdach jak miesnie, serce, wa-
troba, nerka, moézg, lecz i w takich pozornie inertnych — jak $ciegna,
kosci, skora. Przy pomocy techniki izotopowej uwidoczniajg sie przemia-
ny chemiczne zachodzace w pojedynczych ~komorkach i w subtelnych
strukturach subkomorkowych, dobrze stosunkowo poznanych w ostatnich
latach za pomocg mikroskopii elektronowej i innych nowoczesnych me-
tod. Dzieki temu zarysowuje sie prz*ed nami zupetnie nowy obraz komér-
ki zywej, ktorej wszystkie organelle znajdujg sie w stanie dynamicznym.

Jezeli juz dawniejsze badania wskazywaty na nie spotykane nigdzie
w Swiefeie nieozywionym, niezwykte i swoiste cechy organizmu zywego,
jako harmonijnie funkcjonujacej catosci, to w Swietle nowszych pogla-
déw biochemicznych (ktore staratem sie .tu Panstwu w tak wielkim
i uproszczonyrrj skrocie przedstawi¢) te swoiste cechy organizmu zywego
wydajg sie jeszcze bardziej zdumiewajgce. Jezeli zas uswiadomimy sobie,
ze przynajmniej niektére fragmenty tych proceséw biochemicy wspét-
czes$ni juz potrafig odtworzy¢ poza organizmem, powinno to nas napawac
duzg radoscig.

W niewielkiej, ciekawej .ksigzeczce angielskiego biologa Roystona
Clowes’a, ktéra dopiero co sie ukazata pod nazwa ,Struktura ycia”,
w nagtowku ostatniego rozdziatu zatytutlowanego ,Nowa Biologia”,
umieszczone sg jako motto nastepujace stowa Winstona Churchilla: ,To
nie jest kctaiec. To nie jest nawet poczatek konca. ,By¢ moze jest to jed-
nak koniec poczatku”.

Stowa te odnoszg sie prawdopodobnie do okresu ostatniej wojny;
jezeli chciatoby sie te stowa zastosowac¢ do wspo6iczesnej biochemii, sgdze,
ze nalezaloby je nieco zmieni¢: To nie jest jeszcze koniec, to nie jest na-
wet poczatek konca, ani koniec poczatku. Nie ulega jednak zadnej wat-
pliwosci, ze to, co daty nam badania nad promieniotwérczoscig, dato za-
razem poczatek nowej ery w biochemii.

Niech mi wolno bedzie na zakonczenie referatu jeszcze raz zacytowac
stowa Marcelego Nenckiego: ,,Zadan czekajagcych na rozwigzanie jest nie-
skonczona ilos¢ ( pojedynczy badacz przepracowawszy cale swe zycie
widzi, jak jedne pokolenia po drugich kroczy¢ i pracowa¢ muszg, a konca
badan nie ujrza. Za fo wiedza nasza bedzie coraz obszerniejsza i gieb-
sza — a korzy$¢ praktyczna coraz wieksza”.
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Przypuszczam, ze bardzo duza ilo$¢ pracownikéw naukowych jest
przekonania o tym, ,ze proces zdobywania wiedzy moze dawal wieksze
zadowolenie niz jej zdobycie. Dlatego tez stowa Marcelego Nenckiego
powinny dodawa¢ nam wielkiej otuchy, szczeg6lnie wéwczas, gdy mamy
przed sobg obraz Marii Sktodowskiej-Curie, ktéra swoim wielkim dzie-
tem i przyktadem catego swego wspaniatego i skromnego zycia wskazata
nam, jak nalezy i jak mozna stuzyé dla dobra ludzkosci.
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Sprawozdania

V Krajowe Sympozjum Biochemiczne w Krakowie

W dniach od 28 do 30 wrze$nia 1967 roku odbywato sie w Krakowie V Krajowe
Sympozjum Biochemiczne. Obrady zostaly otwarte uroczysta Sesja poswiecong
Marii Sklodowskiej-Curie. Sesji tej przewodniczyt prof. dr Kazimierz Zakrzewski.
Znaczenie odkry¢ Marii Sklodowskiej-Curie omoéwili prof. dr Bogdan Kamienski,
prof. dr Wtodzimierz Niemierko, prof. dr Henryk Niewodniczanski i doc. dr Tade-
usz Szczepkowski.

W czasie Sympozjum odbyty sie dwa kolokwia — pierwsze poswiecone enzy-
mom metabolizmu zwigzkéw siarki, drugie dotyczyto enzymow nukleolitycznych.
Rownolegle toczyty sie obrady w dwu sekcjach, na ktérych przedstawiono komu-
nikaty z réznych dziedzin obrazujgce catoksztatt prac biochemicznych prowadzo-
nych obecnie w Polsce. Ogdétem zgtoszono 12 referatéw kolokwialnych i 120 donie-
sien na tematy r6zne. W Sympozjum wzieto udziat 297 oséb. Liczba komunikatéw
nadestanych przez poszczeg6lne os$rodki wynosita: Warszawa 33, Krakéw 17, Poz-
nan 15, Gdansk 12, Torun 10, £6dZz 9, 'Zabrze-Rokitnica 8 Wroctaw 7, Lublin 7,
Biatystok 4, Gliwice 3, Szczecin 3, Olsztyn 1, zagranicznych 3 komunikaty. Zorga-
nizowano réwniez wystawe firmy Pharmacia z ‘Uppsali i wystawe Instytutu Suro-
wic i Szczepionek z Pragi. ,

Ogodlnie biorac komunikaty byty na dobrym poziomie a szereg z nich byto bar-
dzo dobrych i wywotujgcych zywe zainteresowanie. Dyskusje byty ozywione oraz
rzeczowe i zdaniem przewodniczacych sekcji Swiadczyty one o ogélnie dobrym
przygotowaniu uczestnikéw. W czasie trwania Sympozjum odbyto sie zebranie
towarzyskie, ktéore umozliwito wzajemne zblizenie i nawigzanie kontaktow.

W cze$ci towarzyskiej Sympozjum uczestnicy mieli mozno$¢ zobaczy¢ Kaba-
ret w Jamie Michalikowej oraz wzieli udziat w wycieczce do Pieskowej Skaty i do-
liny Pradnika, szczegdlnie malowniczej o tej porze roku.

Gospodarze Sympozjum uwazaja, ze goscie swoim mitym nastawieniem zosta-
wili jak najbardziej przyjemne wspomnienia. Organizatorzy pragng w tym miejscu
skorzysta¢ z okazji i podziekowa¢ Przewodniczacym i Sekretarzom poszczegélnych
sekcji za ich wktad w sprawny przebieg obrad. Pragniemy takze podzigkowac
bezposrednim organizatorom przyjecia towarzyskiego za ich bezinteresowng prace.

za Komitet Organizacyjny
Doc. dr T. Szczepkowski
Dr Z. Zak

Dziatalno$¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1965—1967

(Sprawozdanie Zarzadu Gtéwnego przedstawione na V Walnym Zebraniu w Krakowie
w dniu 29 wrze$nia 1967 r.)

Polskie Towarzystwo Biochemiczne liczy 11 Oddziatéw, to jest tyle co w roku
1965. We wszystkich osrodkach, w ktérych wyzsze uczelnie majg katedry bio-
chemii, Towarzystwo posiada swoje oddziaty. Wyjatek stanowi Torun.
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Liczba cztonkéw z 672 w toku 1965 wzrosta do 797 w roku 1,967. Najliczniej-
szym Oddziatem jest nadal Oddziat w Warszawie (259 cztonkéw), drugim z kolei
Poznan (&9 cztonkéw), a dalej £6dz (64 cztonkoéw), Krakéw i Szczecin (po 58 czton-
kéw), Oddziat Gornoslaski (54 cztonkoéw), Lublin (50 cztonkow), Wroctaw (44),
Gdansk (43), Biatystok (42) i Olsztyn (31).

Budzet Polskiego 'Towarzystwa Biochemicznego zamykatl sie ,po stronie kosz-
tow w roku 1965 kwotg 575 784,85 zt, a w roku 1966—kwotg 879 734,63 zt. Wydatki
byty zréwnowazone dochodami ze sktadek i ze sprzedazy publikacji oraz przez
dotacje otrzymywang z Polskiej Akademii Nauk. Dotacja stanowita w budzecie
Towarzystwa w roku 1965 — 55°/0 dochodéw, a w roku 1966 — SSIK). W zrost kosztéw
roku 1966 byt zwigzany z zorganizowaniem w Warszawie Ill Zjazdu Federacji
Europejskich Towarzystw Biochemicznych. Koszty te jednak zostaly z nadwyzka
pokryte przez wptywy, co znalazto 'swéj wyraz w zmniejszonym udziale dotacji
w og6lnych dochodach w roku 1966. Wéréd wydatkéw Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego najwiekszg pozycje stanowity naktady na wydawnictwa (okoto 50%>).
Koszty administracyjne PTBioch. ksztattujag sie na bardzo niskim poziomie, okoto
3°/o catosci. Dziatalno$¢ statutowa, tj. koszty zebran w Oddziatach, koszty kurséw
i konferencji, delegacje prelegentéw itp. stanowia okoto 40% budzetu Towarzystwa.

Zatozenia og6lne dziatalnosci

Do tego azeby mozna byto prowadzi¢ efektywng prace naukowg, konieczne jest
dopetnienie dwéch warunkéw pierwotnych: muszg istnie¢ dobrze wyposazone la-
boratoria i aktywne intelektualnie Srodowisko, w ktéorym wyniki badan beda dys-
kutowane w sposéb kompetentny. Dopiero wtedy, gdy warunki te sg dopetnione,
powstaje mozliwo$¢ osiggniecia wysokiego poziomu kadry naukowej. Jest rzeczag
oczywista, ze kadra nie wytworzy sie automatycznie i ze jej szkolenie wymaga
odpowiedniego wktadu pracy organizacyjnej i naktadéw finansowych. Ale nawet
najlepiej wyszkolony personel naukowy nie jest w stanie twdrczo i wydajnie praco-
waé, jezeli nie ma do dyspozycji odpowiednich warunkdédw technicznych i nie znaj-
dzie grona kolegéw, z ktérymi przedyskutuje rezultaty swych badan.

Cel dziatalnos$ci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zdefiniowany jest
w statucie jako ,,popieranie rozwoju biochemii”. Wychodzagc z przestanek sformu-
towanych powyzej, dziatalno$¢ PTBioch. w minionej kadencji Zarzadu Giléwnego
zostata skoncentrowana przede wszystkim na umozliwieniu dyskusji prac nauko-
wych, aczkolwiek rozwijano dziatalno$¢ réwniez i w dziedzinie szkolenia i w dzie-
dzinie popularyzacji 'biochemii. Nie podejmowano natomiast zadnej akcji odnosnie
wyposazenia laboratoriéw, uwazajac, ze nalezy to do gestii czynnikéw administra-
cyjnych i gospodarczych.

Zebrania naukowe w Oddziatach

Podstawowa platforma dla dyskusji sg zebrania naukowe w Oddziatach. Zebra-
nia te majg dosy¢ dawng tradycje, ale na przestrzeni ostatniego roku data sie
stwierdzi¢ zmiana ich charakteru. Jeszcze do niedawna na zebraniach gtdwnie
przedstawiano referaty przegladowe, a obecnie coraz czes$ciej w programie figuruja
doniesienia z prac wtasnych. Czestotliwo$¢ zebran nieco zmalata; w latach ubie-
gltych w kazdym Oddziale przecietnie odbywato sie jedno zebranie na miesigc, os-
statnio — przecigetnie raz na sze$¢ tygodni. Na zebraniach zaczyna jednak rozwija¢
sie bardziej ozywiona dyskusja, podobnie jak bardziej ozywionymi dyskusjami ce-
chowato sie V Sympozjum PTBioch. odbyte na zakonczenie obecnego okresu spra-
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wozdawczego, w pordwnaniu do Sympozjéw poprzednich. Do zwiekszenia atrak-
cyjnosci naukowej zebran w Oddziatach przyczynita sie réwniez zwiekszona wy-
miana prelegentow miedzy Oddziatami, umozliwiona przez powigkszenie kredytéw
na ten cel.

Konferencje, sympozja i zjazdy

Celem zebran naukowych w Oddziatach jest wymiana pogladéw miedzy uczest-
nikami. Dla omawiania jednak probleméw specjalistycznych, a zwtaszcza tych, nad
ktorymi badania sg dobrze zaawansowane, konieczne sg konferencje odbywane
w bardziej ograniczonym zespole. Cztery takie konferencje odbyly sie w okresie
sprawozdawczym. Oddziat PTBioch. we Wroctawiu zorganizowat narade biochemi-
kéw z elektronikami, majacag na celu omoéwienie perspektyw i mozliwosci wytwa-
rzania aparatury elektronicznej, uzytkowej i unikalnej, potrzebnej dla zaktadow
biochemii (grudzien 1965 roku, z udziatem 10 oséb). Nowo utworzona Komisja Foto-
biologii PTBioch. zorganizowata sympozjum w Krakowie w maju 1966 roku z udzia-
tem 50 os6b.

Oddziat w Poznaniu zorganizowat w grudniu 1966 konferencje na temat bio-
chemii $ciany naczyniowej, z udziatem 12 os6b. Oddziat w Warszawie zorganizowat
w styczniu 1967 roku konferencje na temat mitochondriéw, z udziatem okoto 20
cs6b.

Najszersza platforma dla dyskusji sag zjazdy miedzynarodowe, na nich bowiem
jest mozliwos¢ konfrontacji swoich wynikéw z wynikami osiggnietymi w innych
osrodkach, a zwtaszcza w tych, z ktéorymi kontakt polskich biochemikéw jest ogra-
niczony gtéwnie do korespondencji. Dlatego tez Zarzad Giéwny w catym okresie
sprawozdawczym czynit wiele wysitkéw, by udziat polskiej biochemii w zjazdach
byt mozliwie jak najliczniejszy. Szczegdlne znaczenie dla rozwoju kontaktéw za-
granicznych miat 11l Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych,
odbyty w kwietniu 1966 roku w Warszawie. Zjazd ten byt najliczniejszym ze
wszystkich zjazdéw naukowych, jakie odbyty sie w Polsce do owego czasu. Ponad
1000 uczestnikéw z zagranicy reprezentowato znaczng cze$¢ najwybitniejszych osrod-
kow biochemii z catego $wiata. Dla wielu polskich biochemikéw, a zwtaszcza dla
mtodej kadry, Ill Zjazd FEBS stanowit pierwszg okazje do przedstawienia swych

prac na forum miedzynarodowym. Sprawozdanie z IlIl Zjazdu FEBS ukazato sie
w Postepach Biochemii, tom 12 Nr 4, str. 601, rok 1966.
Z pomys$ilnymi wynikami, zaréwno naukowymi jak prestizowymi, Ill Zjazdu

FEBS Zarzad Gtowny taczyt nadzieje na mozliwo$¢ utrwalenia zwyczaju wysytania
duzej i reprezentatywnej grupy biochemikéw na nastepne zjazdy FEBS, zwtaszcza,
ze delegacje zagraniczne w Warszawie liczyty po kilkadziesigt a nawet sto o0sob.
Niestety, wystanie licznej delegacji na IV Zjazd FEBS w Oslo okazalo sie nie-
mozliwe, pomimo zgody i poparcia wtadz panstwowych, a to na skutek nieprzy-
chylnego stosunku organizacji zajmujacych sie¢ podr6zami zagranicznymi.

Dziatalno$¢ szkoleniowa

Dziatalno$¢ szkoleniowa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego byta w okre-
sie sprawozdawczym bardziej réznorodna niz w okresach poprzednich. Wzorem lat
ubiegtych zorganizowano Kurs Podstaw Biochemii (wesp6t z Instytutem Antybio-
tykow w Warszawie). Kurs ten byt przeznaczony dla pracownikéw réznych spec-
jalnosci i miat na celu dostarczenie im wiadomos$ci o najnowszych osiggnigciach
we wszystkich wtasciwie dziedzinach biochemii. W kursie wzieto udziat okoto 50
0s6b; wyktady, 1 raz na tydzien, trwaty od listopada 1966 do maja 1967 roku. Pre-
legentami byli cztonkowie PTBioch. z r6znych Oddziatéw.

11 Postepy Biochemii
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Dwa specjalistyczne kursy wyktadowe zorganizowat Oddziat PTBioch. w Gdan-
sku. Pierwszy z nich, pt. Biochemia Wiruséw, odbyt sie na przetomie roku 1965
i 1966 z udziatem okoto 100 stuchaczy. Drugi, pt. Dziedziczenie i wrodzone wady
metaboliczne, odbyt sie w lutym 1967 roku z udziatem okoto 90 stuchaczy.

Komisja Fotobiologiczna PTBioch. zorganizowata w czerwcu 1967 roku w War-
szawie ,Szkote Fotochemiczna” dla fotobiologdw. Wyktady i zajecia praktyczne
trwaty 5 dni i wzieto w nich udziat 20 oséb.

Waznym odcinkiem szkolenia kadry naukowej staty sie Szkoty Letnie Fede-
racji Europejskich Towarzystw Biochemicznych. Cztonkom PTBioch. zostaty udo-
stepnione stypendia Federacji, w wyniku czego jedna osoba mogta w roku 1965 wzigé¢
udziat w Szkole na temat ,,Frakcjonowanie elementéw subkomoérkowych” w Lou-
vain, za$ w roku 1966 jedna osoba wzieta udziat w Szkole w Uppsali na temat
»Frakcjonowanie makromolekut”, a trzy w Londynie w szkole na temat mechaniz-
mu dziatania enzymoéw.

Stypendia naukowe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ciggle jeszcze nie
sg dostatecznie wykorzystywane. Stypendia te, pokrywajgce koszty pobytu i pod-
rézy na okresy okoto dwu tygodni, majg na celu umozliwienie mtodym pracowni-
kom nauki wykonanie eksperymentéow lub nauczenie sie technik doswiadczalnych
w innych o$rodkach na terenie kraju. Ze stypendiéw krajowych w roku 1965 sko-
rzystato 5 0séb, a w roku 1966 zaledwie 2.

Zdajac sobie sprawe z tego, ze trudnosci w osiggnieciu wysokiego poziomu wy-
ksztatcenia kadry naukowej sa w znacznym stopniu spowodowane niedostatecznym
przygotowaniem m#todziezy szkolnej do studidw biologicznych, nawiazano kontakty
z oérodkami szkolenia nauczycieli w Warszawie, wojewo6dztwie warszawskim i w wo-
jewddztwie gdanskim. W rezultacie, cztonkowie PTBioch. wygtosili kilkadziesigt
wyktadéw dla nauczycieli, omawiajgc najnowsze osiggniecia biochemii w zakresie
budowy i funkcji kwaséw nukleinowych, biatek, regulacji biologicznych, przemian
energetycznych.

Dziatalno$¢ wydawnicza

Kwartalnik Postepy Biochemii ukazywat sie regularnie, a jego objeto$¢ wyno-
szagca w roku 1965 okoto 42 arkuszy, w roku 1966 wzrosta do prawie 47 arkuszy.
Tym niemniej rosngcy stale naptyw artykutéow sprawit, iz prace ukazywaly sie
drukiem na og6t dopiero po 11—12 miesigcach od ich ztozenia do redakcji. Ten
stan rzeczy jest niezadawalajacy i niewspdtmierny z potrzebami. Zasieg kwartalni-
ka Postepy Biochemii jest duzy. Dla pracownikéw wielu zaktaddéw stanowiag one
podstawowe Zrodto informacji o postepie i o nowych kierunkach w biochemii, bio-
fizyce i biologii molekularnej. Wydaje sie, ze jedynag mozliwoscig skrécenia okresu
zalegania artykutéw w tece redakcyjnej jest zwiekszenie objetosci kwartalnika
i zwiekszenie czestotliwosci jego ukazywania sie.

Postepy Biochemii prenumeruje okoto 4D% cztonkéw PTBioch. Blizsza jednak
analiza tej pozornie zadawalajacej liczby wskazuje, ze w os$rodkach, ktére sg sto-
sunkowo lepiej zaopatrzone w czasopisma zagraniczne, réwniez i Postepy Biochemii
sg prenumerowane przez wieksza ilo§¢ oséb. W oérodkach mniejszych natomiast
odsetek prenumeratoréow wsrod cztonkéw PTBioch. jest stosunkowo niski, pomimo,
ze tam wtasnie Postepy Biochemii maja szczegdlnie duza role do spetnienia. Pewna
poprawe sytuacji w pordwnaniu z latami ubiegtymi, przyniést system statych pre-
numerat, zachodzi jednak nadal konieczno$¢ podjecia krokéw majacych na celu
upowszechnienie czytelnictwa Postepéw Biochemii.

Monografie Biochemiczne ukazywaty sie rowniez regularnie. W roku 1965 opu-
blikowano 4 tomy o tgcznej objetosci ponad 14 arkuszy, a w roku 1966 — 5 tomow
0 objetosci 20 arkuszy. Obecnie wséréd cztonkéw PTBioch. rozprowadza si¢ 290 eg-
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zemplarzy Monografii, a wiec okoto 50flo catego naktadu — znacznie wigcej niz
w poprzednim okresie sprawozdawczym. Monografie Biochemiczne ciggle jeszcze
drukuja przede wszystkim prace habilitacyjne; pierwsze specjalne opracowania
monograficzne wptynety do teki redakcyjnej w roku 1966.

Duzym przedsigwzigciem wydawniczym w okresie sprawozdawczym byto wy-
danie materiatow Il Zjazdu FEBS. Na Zjazd przygotowano w duzym naktadzie
program wstepny i program wtasSciwy oraz tom streszczen zjazdowych o objetos$ci
prawie 360 stron. Po Zjezdzie ukazaty sie drukiem petne teksty referatéw przed-
stawionych na Sympozjum (Genetic Elements — Structure and Function) (str. 361)
oraz na dwoch kollokwiach (Biochemistry of Mitochondria (str. 122) i Biochemistry
of Blood Platelets (str. 191). Ksiazki te zostaty wydane wspé6lnie z PWN w Warsza-
wie i Academic Press w Londynie w naktadzie po 3000 egz.

Posiedzenia i dyzury Zarzadu Gitéwnego

W okresie minionej kadencji odbyto si¢ 13 plenarnych posiedzen Zarzadu Gto-
wnego, w tym 2 z udziatem przewodniczagcych Oddziatéw terenowych Towarzyst-
wa. Dyzury Zarzadu Giéwnego odbywaty sie, zgodnie z tradycjg, w kazdy pigtek
tygodnia.

Prezes
Prof. dr K. Zakrzewski
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Recenzje

Research in Protozoology vol. 1 wyd. Tze-Tuan Chen, Pergainon Press 1967

Praca pod tytutem ,Research in Protozoology” pomys$lana zostata jako dzieto
czterotomowe. Jak stwierdza wydawca Tze-Tuan Chen, profesor zoologii Potudnio-
wo Californijskiego Uniwersytetu w Los Angeles, zesp6t autoréw i konsultantéw
postawit sobie za zadanie zastgpi¢ powszechnie znang prace Calkin s’a i Su-
mme rs’a ,Protozoa in Biological Research”, ktéra juz przeszto ¢wier¢ wieku stu-
zy protozoologom jako praca podreczna. Cato$¢ wydawnictwa obejmie wszystkie
dziedziny protozoologii: morfologie i morfogeneze, taksonomie, fizjologie, immuno-
logie, rozmnazanie i genetyke, ekologie i wzrost, parazytologie itd. Tom | zawiera
rozdziatly poswigcone cytoplazmatycznym organellom, zagadnieniu zachowania ru-
chowego, przemianie materii, regulacji jonowej i wydzielaniu, oraz odzywianiu
i wzrostowi Protozoa.

Przeszto trzecig cze$¢ objetosci tomu zajmuje artykut dwéch wybitnych specja-
listobw w dziedzinie fizjologii ruchu pierwotniakéw z Zaktadu Zoologii Uniwersy-
tetu w Los Angeles T. L. Jahn’a i E. C. Bovee pod tytutem ,Motile Beha-
viour of Protozoa”. Obszerny ten przeglad rozpoczyna si¢ gruntownym omowie-
niem wspdtczesnych osiggnig¢ w dziedzinie badan nad ruchowymi reakcjami pro-
tozoa na bodZce chemiczne, elektryczne, mechaniczne oraz inne bodzce fizycznej
natury.

Specjalne zainteresowanie czytelnika zajmujacego sie biochemia wzbudzi niewat-
pliwie niewielki podrozdziat w artykule Jahn’a i Bovee po$wiecony analogii (a mo-
ze homologii) miedzy mechanizmami ruchomymi komoérek pierwotniaczych a ak-
tywnos$ciag mie$ni. Autorzy podkreslajg, ze w organellach ruchowych wystepuja
kompleksy proteinowe podobne do aktomiozyny, przy czym ATP odgrywa role Zré-
dta energetycznego skurczow, podczas gdy niektore kationy (zwlaszcza Ca2+) sa
czynnikiem pobudzajgcym reakcje ruchowe.

Okoto 70 stron posSwiecono systematycznemu przeglagdowi ro6znorakich typéw
ruchu komoérek pierwotniaczych. Bardziej wnikliwa klasyfikacja ruchéw ameboi-
dalnych daje autorom sposobno$¢ do zasugerowania bardzo istotnej rewizji takso-
nomicznej, ktdrej jednak wiekszo$¢ taksonomistow nie akceptowata.

Rozdziat pod tytutem ,Contractile Vacuoles, lonic Regulation, and Excretion”
napisany przez brytyjskiego protozoologa J. A. Kitching’a badajgcego juz
przeszto 30 lat wodniczki tetnigce, zajmuje sie raczej podkres$leniem panujacych
w tej dziedzinie pradow anizeli jakim$ wyczerpujacym przegladem zagadnienia.
Podkresla sie wielki postep, jaki w ciggu ostatnich pieciu lat dokonat sie
w badaniach nad mikrostrukturg wodniczek tetnigcych i ktoéry doprowadzit do
wykrycia morfologicznego i fizjologicznego zwigzku miedzy wydzielniczag tak zwang
~plazma nefridialng” protozoa a ich endoplazmatycznym retikulum. Omdéwiono tez
wspobtczesne badania nad przepuszczalnosciag btony komérkowej, wewnatrzkomor-
kowg koncentracja jonowag oraz nad aktywnym transportem jonéw u Protozoa.
W toczacej sie obecnie dyskusji nad wchtanianiem K+ zwigzanym z wydalaniem
Na+, ktore to zjawisko zachodzi w komodérkach pierwotniaczych na tej samej dro-



330 RECENZJE [21

dze, jak zostato to ustalone dla komérek tkankowcéw, Kitching catkiem wyraznie
deklaruje si¢ jako zwolennik stusznos$ci teorii ,pompy sodowej”.

Po zapoznaniu sie z pracag W. F. Danforth’a pod tytulem ,Respiratory
Metabolism” dochodzi si¢ do wniosku, iz olbrzymia cze$¢ wspétczesnych osiggniec
w tej dziedzinie zalicza si¢ do biochemii opisowej: identyfikacja szlakéw przemian
podtoza oraz ostatecznych produktéw oddechowej przemiany materii w komodrkach
pierwotniaczych. Do tej pory nie stwierdzono, wbrew oczekiwaniu, odmiennych
niz u innych organizméw mechanizméw procesé6w oddechowych u Protozoa.

Ostatni rozdziat zatytutowany ,Nutrition and Growth of Protozoa” napisany
przez R. P. Hall’a zajmuje sie gtéwnie technika kultur aksenicznych, a w szcze-
gélnosci wymogami pokarmowymi tego rodzaju kultur (Zrédta wegla i azotu, po-
trzeby mineralne). Szczegétowo omawia sie znaczenie rdznych witamin i innych
czynnikéw wzrostowych. Raczej praktyczne podejscie do zagadnienia wyjasnia
istotne kierunki wspdtczesnych badan, ktére w duzym stopniu sga inspirowane
potrzeba rozwoju aksenicznych kultur dla kazdego masowego eksperymentu w dzie-
dzinie biochemii pierwotniakéw.

Ogolnie méwigc nalezy podkresli¢, iz wydany tom | ,,Research in Protozoology
powinien sta¢ sie cennym podrecznikiem zaréwno dla protistologéw jak i dla ba-
daczy biologii komoérkowej, pewne za$ jego rozdzialty moga wzbudzi¢ wielkie
zainteresowanie u specjalistow wielu innych dziedzin fizjologii i biochemii.

A. Grebecki

C. J. Duncan. The Molecular Properties and Evolution of Excitable Cells.
Pergamon Press 1967, str. X I+ 253

W ksigzce, ktéra stanowi 35-y tom Zoology Division z International Series of
Monographs in Pure and, Applied Biology, autor przedstawit swoje poglady na
mechanizm pobudzenia komérek nerwowych. Jak wiadomo, u podstaw proceséw
pobudzenia leza zjawiska przenikania jondéw przez btony komérkowe, dlatego tez
autor wiele miejsca w ksigzce po$wigcit zagadnieniom przepuszczalnos$ci bton dla
kationow.

Podstawowa hipotezg autora, ktdrg stara sie poprze¢ zaréwno wynikami wta-
snych prac jak i odpowiednimi danymi z obszernie przytaczanego piSmiennictwa,
jest nastepujacy poglad: komodrki pobudliwe majg wsp6lny mechanizm regulujacy
przepuszczalno$¢ bton dla kationéw; tym Kkontrolujagcym uktadem jest biatko
kurczliwe — ATP-aza, zlokalizowana w btonach; enzym ten podobny jest do ATP-azy
zawartej w btonach mitochondriéw, lecz odmienny od ATP-azy czynnej w aktyw-
nym transporcie. Jego konfiguracja molekularna moze ulega¢ modyfikacji zaleznie
od ilosci ATP obecnego w uktadzie. Autor opierajagc sie m.in. na do$wiadczeniach
Goldacra za prototyp uktadu receptorowo-efektorowego uwaza amebe; pierwotniak
ten odpowiada ruchem na bodziec mechaniczny. Na skutek deformacji btony plazrna-
tycznej, wywotanej tym bodzcem ulega modyfikacji konfiguracji ATP-azy, miesz-
czacej sie w btonie ameby. Prowadzi to do zmiany interakcji enzymu z ATP i do
zmian przeksztatcania solu w zel, zjawiska zwigzanego z ruchem ameboidalnym.
Opierajac sie miedzy innymi na pracach Grundfesta, autor sprowadza organizacje
komérek nerwowych do trzech elementéw: wejécia, przewodzenia i wyjscia i wy-
kazuje, ze cho¢ w miare ewolucji organizméw zwierzecych zachodzi specjalizacja
tych komoérek, to jednak kazda zachowata wtasciwosci zaréwno receptora jak i efek-
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tora. Akson ze swoimi zdolno$ciami przewodzenia jest ewolucyjnie tworem poéz-
niejszym.

Podstawy funkcjonowania narzadéw zmystéw autor wyprowadza z modelu,
za ktory, jak podano, przyjat amebe i omawia to zagadnienie z punktu widzenia
wspoélnego mechanizmu przetwarzania energii w tych narzadach w inny rodzaj
energii. Jednym z dowodoéw, ze mechanizm, lezacy u podstaw przetwarzania jed-
nego rodzaju w drugi w narzgdach zmystow (czy tez og6lniej w komoérkach pobu-
dliwych), ma charakter enzymatyczny, jest wptyw temperatury na czynno$¢ na-
rzagdéw zmystow.

Autor wyraza poglad, ze ATP-aza, kontrolujgca przepuszczalnosé¢ bilon dla
kationédw, jest w jaki$ blizej jeszcze nie znany sposéb powigzania z niespecyficzng
esteraza cholinowga. Esteraza ta miataby by¢ biatkiem receptorowym dla wyzwala-
nej acetylocholiny. Potgczenie acetylocholiny z enzymem modyfikowatoby czg-
steczke ATP-azy, co w konsekwencji prowadziloby do zmian przepuszczalnos$ci
bton dla kationéw. Podobny mechanizm dziatatby réwniez w dwoéch pozostatych
elementach (przewodzenia i wyjscia) narzagdu zmystowego. Autor omawia takze
zjawiska wystepujace w ptytce nerwowo-mie$niowej, podkreslajgc role kompleksu
ATP-aza-esteraza cholinowg, zaréwno kontrolujgcego przepuszczalno$¢ bton jak
i uwalniania acetylocholiny.

Cato$¢ swoich poglagdéw autor przedstawit w postaci schematu, obrazujacego
zjawiska wystepujace: 1. w elementach wyjsciowych (narzady zmystéw, btona
postsynaptyczna), 2. w aksonie i 3. w elementach wyjsciowych (sekrecja). Uwi-
doczniony jest rowniez wptyw szeregu czynnikéw na aktywno$¢ ATP-azy oraz
esterazy cholinowej i acetylocholinowej.

Na podkreslenie zastuguje dobry uktad ksigzki. Kazdy rozdziat zakonczony
jest kroétkim streszczeniem uwydatniajgcym gtowne tezy rozdziatu. W licznych
tabelach i rysunkach przedstawiony jest obfity materiat faktyczny, omawiany
gtéwnie z punktu widzenia hipotezy autora majacej wykazaé¢ jednolito§¢ mecha-
nizmoéw kontrolujacych przepuszczalnosé dla kationdw wiekszosci bton zwierzecych.

Mozliwe, ze niektore tezy autora ulegng w przyszto$ci pewnym zmianom, lecz
ksigzka pobudza do mys$lenia i winna zainteresowa¢ zaréwno neurochemikéw jak
neurofizjologéw i neurofarmakologéw.

S. Niemierko

A Laboratory Manuat of Analytical Methods of Protein Chemistry, vol. 1V,
wyd. P. Alexander i H. P. Lundgren, Perganion Press, Oxford 1966

Ksigzka stanowi kontynuacje dobrze znanej w laboratoriach biochemicznych
serii, zapoczatkowanej przez wydawnictwo Pergamon Press w roku 1958. Obecny,
czwarty tom liczy stron 233 i zawiera 6 monografii. Dla prac doswiadczalnych
najprzydatniejsze zapewne okazag sie dwie pierwsze z nich: ,,Oznaczanie tioli i grup
dwusiarczkowych” (S. J. Leach) oraz ,Mikrotechniki oddzielania aminokwaséw
i peptydéw przy pomocy elektroforezy wysokonapieciowej” (S. Blackburn), sta-
rannie opracowane i podajace wiele szczegdtéw praktycznych. Bardziej watpliwe
jest, czy dla otrzymywania polimeréw aminokwasowych szerzej bedg wykorzysty-
wane, przynajmniej w chwili obecnej, metody termicznej polikondensacji amino-
kwasoéw, opisane w interesujagcym rozdziale przez S. W. Fox’a i K. Harada.
W iele waznych szczegétéow techniki eksperymentalnej podaje D. A. Darcy
w swoim rozdziale pod tytutem ,Oznaczanie swoistych biatek w mieszaninach
przy pomocy precypitacji w zelu”. D. Rosen podaje zasady teoretyczne, sposéb
wykonywania pomiardéw i wiele danych konstrukcyjnych dla aparatury do pomia-
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row statej dielektrycznej w roztworach biatek, pod nieco wprowadzajagcym w biad
tytutem ,,Pomiary dielektryczne biatek”. W rozdziale pod tytutem ,Skiad amino-
kwasowy wybranych biatek i polipeptydéw” (W. H. Ward) zestawiono sktad ami-
nokwasowy dla okoto 80 réznych biatek, wyrazajagc zawarto$¢ aminokwasow
w niezbyt dogodny sposéb, w mmolach/g. Autor podaje réwniez strukture kowa-
lencyjng wielu biatek i polipeptydéw, wedtug danych nieco przestarzatych, gdyz
nie przekraczajgcych roku 1&64. Uzyteczno$¢ tego rozdziatlu w podreczniku metod
laboratoryjnych wydaje sie by¢ problematyczna.

Podrecznik jako cato$¢ stanowi¢ moze cenne uzupetnienie ksiegozbioréw zakta-
doéw biochemii, zaréwno specjalizujacych sie w badaniach nad biatkami jak i in-
nych.

K. Zakrzewski
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Komunikaty

Uchwala Sekcji Fizjologii Roélin Polskiego Towarzystwa Botanicznego
w sprawie uzgodnienia nomenklatury i nazewnictwa dotyczacego zwigzkow
regulujacych wzrost i rozwéj roslin

W ramach Sekcji Fizjologii Ros$lin, P.T.B. zorganizowano konferencje robocza,
na ktérej przedyskutowano zagadnienie niejednolitego stosowania w polskiej lite-
raturze naukowej nomenklatury dotyczacej zwigzkéw regulujacych wzrost i rozwdj
roslin. Konferencja, w Kktérej uczestniczyto 35 os6b reprezentujgcych rézne dyscy-
pliny naukowe (fizjologia, biochemia, chemia) odbyta sie w Instytucie Sadownictwa
PAN w Skierniewicach w dniach 16 i 17 grudnia 1966. Opracowano propozycje,
ktére zostaly nastepnie przyjete i zatwierdzone na plenarnym posiedzeniu Sekcji
Fizjologii Roélin PTB w Poznaniu w dniu 13 wrze$nia 1967 r.

Tre$¢ uchwaty przedstawia sie nastepujaco:

Pojecia naukowe nie sa state. Ulegaja one ewolucji w miare postepu naszej wie-
dzy, a takze ksztattujg sie zaleznie od indywidualnego odczucia poszczegélnych ba-
daczy. Stad wynika wtasnie potrzeba dyskusji. Jednakze podejmowanie jakichkol-
wiek decyzji i narzucanie ich og6towi badaczy wydaje sie byé z géry skazane na
niepowodzenie, zwtaszcza jezeli miatltyby one by¢ podejmowane przez niewielkie
tylko grono pracownikéw nauki. Dlatego tez takie pojecia jak wzrost i rozwoj, kté-
re sa ze sobg $cisle zwigzane i od siebie uzaleznione nie moga by¢ ujete w jaka$
ogblng definicje bez szerszej dyskusji w skali $Swiatowej. Istniejg jednak realne
podstawy do ujednolicenia nomenklatury i nazewnictwa dotyczacego zwigzkéw re-
gulujacych wzrost i rozw6j roslin, w oparciu o najcze$ciej stosowang terminologie
w literaturze angielskiej. Literatura ta obejmuje bowiem najwiekszg ilo$§¢ prac
dotyczacych tych zagadnien i posiada najwieksze tradycje odno$nie interesujacej
nas terminologii. Z tych wtasnie wzgledéw postanowiono przyja¢ jako generalng
zasade oparcie sie¢ na terminologii i nazewnictwie angielskim oraz stosowanie skro-
tow nazw angielskich, wprowadzajgc jednocze$nie objasnienia polskie.

Dla okre$lenia poszczegélnych zwiazkéw regulujagcych wzrost™ i rozwdj roélin
przyjeto nastepujace zalecenia.

Zwigzki organiczne, ktére w matych ilosciach wykluczajgcych oddziatywanie
troficzne, stymuluja, hamujag lub w inny sposéb wptywajag na procesy wzrostu
i rozwoju roéliny nazywamy regulatorami wzrostu ros$lin (synonim — substancje
wzrostowe). Termin ten ma najszerszy zakres i obejmuje zwigzki naturalne (hor-
mony ro$linne lub fitohormony) jak tez zwigzki syntetyczne. Terminowi temu
mozna nadaé¢ blizsze znaczenie okres$lajac proces fizjologiczny, w jakim uczestniczag
dane zwigzki. W ten spos6b mozna moéwi¢ o regulatorach kwitnienia, owocowania
itp. Stosujac te terminy nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, ze zasadniczo brak pomie-
dzy nimi wyraZznej granicy, poniewaz ta sama substancja moze oddzialywaé¢ na sze-
reg roznych proceséw. Mimo, ze terminy ,regulator wzrostu roélin” i ,substancja
wzrostowa” sg synonimami, celem ujednoliczenia nomenklatury zaleca si¢ uzywa-
nie terminu ,regulator wzrostu roslin”.
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Naturalne regulatory wzrostu ros$lin (wytwarzane przez roéliny) okreslone zo-
staty terminem hormonéw wzrostu roélin (,fitohormony”), naturalne regulatory
kwitnienia — hormonami kwitnienia i w sposéb analogiczny tworzyty sie terminy
odnosnie innych hormonéw. Termin ,hormon roslinny” nie odzwierciedla jednak
w spos6b jednoznaczny jego dziatania, dlatego tez uzywanie tego terminu nalezy
uzna¢ za niewskazane. Termin ,hormonizacja” majacy oznacza¢ oddzialywanie na
rosliny przy pomocy regulator6w wzrostu np. drogg oprysku, czy moczenia nasion
nalezy uzna¢ za niewtasciwy.

W literaturze pos$wieconej substancjom regulujagcym wzrost i rozwdéj roslin bar-
dzo czesto stosuje sie terminy ,stymulatory”, ,,promotory” i ,aktywatory”. Jednak-
ze z uwagi na to, ze ten sam zwigzek moze dziata¢ raz jako stymulator a raz jako
inhibitor, nalezy tych terminéw unikaé¢ w sensie ich kwalifikacji w obrebie regula-
toréow wzrostu i odnosi¢ je wytagcznie do okre$lonego dziatania w konkretnych przy-
padkach. To samo odnosi sie do takich poje¢ jak antagonista czy synergista.

Auksyny — zwigzki, ktére charakteryzuje zdolno$¢ wywotywania wzrostu elon-
gacyjnego komorek pedu. Ich dziatanie jest podobne do tego, jakie wywotuje kwas
3-indolilooctowy (IAA). Zwiagzki te moga wpitywaé takze na inne procesy fizjo-
logiczne, jednak, efekt, jaki wywierajag na wydtuzenie sie komorek, uwaza sie za
najbardziej charakterystyczny. Dla oznaczenia tych zwigzkéw jako najbardziej spe-
cyficzny przyjmuje sie test wygieciowy koleoptyli owsa.

Nazwe ,heteroauksyna” uzywang niekiedy dla okreslenia kwasu 3-indolilooc-
towego (IAA) nalezy uzna¢ za niewtasciwg. Jednakze z uwagi na rozpowszechnienie
tego terminu w niektérych krajach, termin ten nalezy uwzglednia¢ w literaturze
podrecznikowej i popularyzatorskiej z odpowiednig interpretacja.

Gibereliny — zwigzki, ktorych specyficzne dziatanie polega na wydtuzaniu i sty-
mulacji podziatdbw komoérkowych (lub na pobudzaniu obu tych proceséw), a ktdre
posiadajg taki sam szkielet gibanu jak kwas giberelowy. Jako najbardziej specy-
ficzne uwaza sie testy kartowatych mutanéw kukurydzy. Zwiagzki te reguluja takze
szereg innych proceséw fizjologicznych.

Na okre$lenie zwigzkow wykazujacych tylko wtasciwosci biologiczne gibereliny,
przyjeta sie w literaturze Swiatowej nazwa substancje giberelinopodobne. Termin
ten nie jest jednak dostatecznie sprecyzowany, dlatego tez w piSmiennictwie polskim
nalezatoby go raczej unikac¢ i zastagpi¢ formg opisowa.

Dotychczas znane gibereliny sa kwasami (kwasy giberelinowe) i oznacza sie je
skrotem GA. Jeden z tych kwaséw — giberelina A3 nazwana jest kwasem giberelo-
wym (GA3J.

Cytokininy — substancje, ktérych najbardziej charakterystycznym efektem jest
stymulacja podziatébw komorkowych, choé¢ regulujag one takze szereg innych proce-
sow fizjologicznych. Ich dziatanie jest podobne do tego, jakie wywotluje kinetyna
(6-furfuryloaminopuryna) oraz inne 6-podstawione pochodne adeniny. Spos$réd zna-
nych obecnie testdw najbardziej specyficzny jest tytoniowy Skooga i wspotpra-
cownikow.

Réwnoznacznymi terminami sa ,kininy” i ,fitokininy”, jednak termin ,cytoki-
nina” wprowadzony przez odkrywcéw tej grupy zwiazkéw zostal przyjety przez
wiekszo$¢ badaczy i dlatego zaleca sie stosowanie go w pismiennictwie polskim.

Regulatory wzrostu hamujgce wzrost i rozwéj, a ktérych dziatanie ma charak-
ter odwracalny nazywamy inhibitorami wzrostu. Wéréd tej grupy substancji wy-
rézniamy inhibitory naturalne wytwarzane przez ro$liny oraz inhibitory syntetyczne.

Pojecie inhibitora wzrostu mozna ograniczy¢ przez blizsze okreslenie funkcji
biologicznej. W ten sposéb mozna wiec méwi¢ o inhibitorach wzrostu, kietkowania,
kwitnienia itp. Stosujac te terminy nalezy jednak uwzgledni¢ fakt, ze substancja ta
moze oddziatywaé¢ na szereg roznych proceséw, a zatem wyraznej granicy pomiedzy
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nimi nie da sie ustali¢. Przyktadem moze by¢ abscysyna, ktéra reguluje zjawisko
opadania i spoczynek.

Przedstawiony tu podziat inhibitoréw wzrostu oparty jest o zasade funkcji lub
efektu, a nie o zasade mechanizmu dziatania na poziomie molekularnym. Nalezy
zatem wyraznie odrézni¢ znaczenie ,inhibitora” w sensie fizjologicznym od pojecia
»inhibitora” uzywanego w biochemii lub chemii.

Retardanty wzrostu ro$lin— inhibitory syntetyczne hamujace wzrost elongacyj-
ny pedu o dziataniu przeciwnym niz gibereliny. RoS$liny reagujace na retardanty
poddane ich dziataniu odznaczajg sie¢ charakterystycznym pokrojem przejawiajgcym
sie w skroceniu pedu i uintensywnieniu zielonej barwy lisci. Zwigzkiem wywotuja-
cym typowe zmiany charakterystyczne dla dziatania retardantéw jest chlorek chlo-
rocholiny (CCC).

Prof. dr Marian Michniewicz
(Przewodniczacy Sekcji Fizjologii Roélin PTB)
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