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IN F O R M A C JA  D L A  A U T O R Ó W

P o s tę p y  B io ch em ii  p u b lik u ją  a r ty k u ły  r e fe ra to w e  ze w sz y s tk ic h  
d zied zin  b io ch em ii n ie  d ru k o w a n e  w  in n y ch  czasop ism ach . A r ty k u ły  
d ru k o w a n e  w  P o s tę p a c h  B io ch em ii  n ie  m ogą  b y ć  b ez  zg o d y  R ed a k cji  
p u b lik o w a n e  w  in n y ch  cza so p ism a ch . A r ty k u ły  są  h o n o ro w a n e  w g  u s ta ­
lo n y ch  sta w ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b e zp ła tn ie  25 o d b itek  p racy; żą d a ­
n ie  d a lszy ch  od b itek  (p łatnych) n a le ży  z g ło s ić  p ise m n ie  n a d sy ła ją c  
pracę. A u to ra  o b o w ią zu je  k o rek ta  au torsk a . K o sz ty  zm ian  te k stu  w  k o ­
rek c ie , poza  p o p ra w k a m i b łę d ó w  d ru k a rsk ich  p o n o si autor.

R ed a k cja  za strzeg a  so b ie  m o żn o ść  w p ro w a d zen ia  sk ró tó w  i p op ra­
w e k  n ie  w p ły w a ją c y c h  na  treść  p racy .

F o rm a  m a szy n o p isu .  M a szy n o p is  p racy  i w sz e lk ie  z a łą czn ik i n a le ży  
n a d sy ła ć  w  dw u egzem p la rza ch . M aszyn op is p o w in ien  b y ć  n a p isa n y  
jed n o stro n n ie , z p o d w ó jn ą  in te r lin ią , z m a rg in esem  ok. 4 cm  po  le w e j  
i  ok. 1 cm  po p ra w ej s tro n ie  oraz z n u m era cją  stron . N a  p ierw szej  
stro n ie  n a le ży  z a m ieśc ić  ty lk o : im io n a  (w  p e łn y m  b rzm ien iu ) i  n a ­
z w isk a  a u torów , ich  sto p n ie  i ty tu ły  n a u k o w e  w ra z  z n a zw a m i p la có w ek  
n a u k o w y ch , ty tu ł p racy  w  ję zy k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im  oraz o m ó w ie ­
n ie  tem a tu  p racy  w  języ k u  a n g ie lsk im  (n a jw y żej 5 w ie r sz y  m a sz y n o ­
p isu ).

R o zd z ia ły  w  te k śc ie  n a le ży  ozn a czy ć  n u m era cją  rzy m sk ą  a p o d ro z­
d z ia ły  —  arabsk ą . T y tu ły  n ie  w y d z ie lo n e  z te k stu  n ie  p o w in n y  być  n u ­
m ero w a n e.

W te k śc ie  n ie  n a le ży  za m ieszcza ć  żad n y ch  ta b lic , ry su n k ó w , sc h e ­
m a tó w  i w zo ró w . W  żąd a n y m  m ie jscu  n a le ży  p o zo sta w ić  w o ln y  w ie rsz  
i oznaczyć: T a b lica  1, R ys . 1, S ch e m a t 1 lu b  liczb ą  rzy m sk ą  w  n a w ia ­
s ie  —  n u m er o d p o w ied n ieg o  w zo ru . W  te k śc ie  n a le ży  o d w o ła ć  s ię  do 
n u m era c ji w zo ru  po sło w n y m  w y m ie n ie n iu  zw ią zk u , np.: k w a s g lu ta ­
m in o w y  (I).

P o w o łu ją c  s ię  n a  lite ra tu rę  n a le ży  podać w  te k śc ie , w  n a w ia s ie , 
k o le jn y  n u m er  p o zy c ji w  sp is ie  litera tu ry .

Z a łą c zn ik i do  te k s tu .  K ażd y  za łą czn ik  n a leży  d o łą czy ć  na o d d zie ln ej  
k artce , op atrzon y  k o le jn y m  n u m erem  o d p o w ia d a ją cy m  u ży tem u  w  te k ś ­
c ie, np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em a t 1. F o to g ra fie  i w y k re sy  
n a le ży  ozn aczyć  ja k o  ry su n k i. W szy stk ie  za łą czn ik i n a le ży  ozn a czy ć  
u g ó ry  n a z w isk ie m  a u tora  i p o czą tk o w y m i w y ra za m i ty tu łu  pracy .

T a b lica  p o w in n a  z a w iera ć  n a g łó w e k  o p isu ją cy  jej treść , jej ru b ry ­
k i p o w in n y  b y ć  zaopatrzon e w  o d p o w ied n i ty tu ł.

P o d p isy  i o b ja śn ien ia  pod ry su n k a m i i sch em a ta m i p o w in n y  b yć  
d o łączon e na  o d d zie ln ej k artce . O zn aczen ia , k tó ry ch  n ie  m ożn a  n a p isa ć  
na m a szy n ie , n a le ży  w y r a źn ie  n a n ieść  czarn ym  tu szem . W  fo to g ra fia ch  
i  w y k re sa c h  n a leży  ozn a czy ć  „ górę” i „ d ó ł”.

L ite ra tu ra .  W ykaz lite ra tu ry  n a leży  w y p isa ć  od d zie ln ie , na o sta tn ich  
stron ach  m a szy n o p isu , w  a lfa b e ty cz n e j k o le jn o śc i n a z w isk  a u torów .
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Post . Blochem.  14, 167—184 (1968).

JA D W IG A  B R Y Ł A  *, B A R B A R A  F R Ą C K O W IA K  **

Współzależność oddychania mitochondrialnego 
i glikolizy cytoplazmatycznej

Intégration of Mitochondrial Respiration and Cytoplasmic Glycolysis

S o m e fa c to rs  a ffe c t in g  th e  in h ib itio n  of c y to p la sm ic  g ly c o ly s is  by  resp ira tio n  
and o f resp ira tio n  b y  g ly c o ly s is  are p resen ted .

Już praw ie sto lat m inęło od czasu, kiedy P a s t e u r  (92) zaobserwo­
wał, że przeniesienie drożdży z w arunków  beztlenow ych do tlenowych 
powoduje znaczne zaham owanie procesów ferm entacyjnych. Zjawisko 
ham ow ania glikolizy przez oddychanie zostało nazwane efektem  Pasteura. 
W roku 1929 C r a b t r e e  (22) zauważył, że dodanie glukozy do in ten ­
sywnie oddychających tkanek nowotworowych zmniejsza pobieranie 
tlenu. Obserw acja ta nie znalazła oddźwięku aż do roku 1951, gdy K u n  
i wsp. (64) oraz E l ’ T s i n e  i S e i t z  (25) zaobserwowali ham ujący 
w pływ  glukozy i fruk tozy  na oddychanie komórek raka puchlinowego 
u myszy. Proces ten  nazwano efektem  Crabtree.

Istnienie efektów Pasteura  i C rabtree sugerowało ścisłą współzależ­
ność m etabolizm u glukozy i tlenu  (38, 85, 120). Szczególnie dogodne do 
badań okazały się krw inki czerwone i komórki nowotworowe charak tery ­
zujące się dużą intensyw nością glikolizy (60, 105, 134). Ostatnio stosuje 
się również układy rekonstruow ane, w  których można badać oddziały­
w ania m iędzy poszczególnymi układam i enzym atycznym i zm ieniając ich 
skład ilościowy (38).

Do w yjaśn ien ia  współzależności glikolizy i oddychania w dużym  
stopniu przyczyniły  się w yniki badań nad poziomem w ew nątrzkom ór­
kowym  substratów , nukleotydów  adenylow ych i innych koenzy­
mów oraz fosforanu, a także wprow adzenie ulepszonych metod pom iaru 
stopnia u tlen ian ia i redukcji składników  łańcucha oddechowego (20). 
O kreślenie rozmieszczenia enzym ów w ew nątrz kom órki pozwoliło nato­

* M gr, st. a sy s te n t  Z ak ład u  E n zy m a ty k i K a ted ry  B io ch em ii U n iw er sy te tu  
W a rsza w sk ieg o .

** M gr, a sy s te n t  Z a k ła d u  E n zy m a ty k i K a ted ry  B io ch em ii U n iw er sy te tu  W ar­
sz a w sk ieg o .
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1£8 J. BRYŁA, B. FRĄCKOWIAK [2]

m iast badać rozmieszczenie substancji ograniczających szybkości po­
szczególnych procesów w organellach kom órkowych (97).

Badania wykazały, że efekty P asteura  i C rabtree są spowodowane 
współdziałaniem  wielu czynników regulujących szybkość procesów m eta­
bolicznych.

I. Rola nukleotydów adenylowych i fosforanu

W regulacji szybkości procesów glikolizy i oddychania m ają zasadnicze 
znaczenie składniki układu oksydacyjnej fosforylacji. Dowodów na po­
parcie tego stw ierdzenia dostarczyły głównie badania stopnia redukcji 
nośników łańcucha oddechowego oraz w pływ u czynników rozprzęgają- 
cych. Istn ieją  jednak rozbieżności co do tego, k tóry  ze składników w arun ­
kujących potencjał 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) uważają, że ADP, inni (7, 37, 44, 53, 62, 65, 124, 128, 131, 132, 
133, 134, 135, 136), że nieorganiczny fosforan.

T a b 1 i c a 1
Wzajemne oddziaływanie efektów Crabtree i Pasteura w układach rekonstruowanych (wg 38)

Doświad­
czenie Badane składniki układu

Zużycie
tlenu

(fi-g-równo-
ważniki)

Wytwarzanie
mleczanu
([xmole)

A a) Mitochondria 3,8
b) M itochondria+heksokinaza +

+fosfofruktokinaza 8,0
c) M itochondria+układ katalizujący gli­

kolizę 5,5 6,0
d) Układ katalizujący glikolizę (w nie­

obecności mitochondriów) 6,9

B a) Mitochondria 6,1
d) M itochondria+heksokinaza +
+fosfofruktokinaza 10,0
c) M itochondria+układ katalizujący

glikolizę 10,1 1,7
d)Układ katalizujący glikolizę (w nieobec­

ności mitochondriów) 7,5

M itochondria wątroby szczura w doświadczeniu A zawierały 5,5 mg białka, a w doświadczeniu B — 10 mg białka

W zajem ną zależność efektów Pasteura  i C rabtree w  układach rekon­
struow anych w w arunkach tlenow ych ilu stru je  tablica 1. W doświadcze­
niach stosowano glutam inian jako substra t oddechowy, glukozę i fruktozę 
jako substra ty  glikolizy oraz katalizu jący  glikolizę układ zaw ierający 
następujące enzymy: fosfofruktokinazę, aldolazę, dehydrogenazę aldehydu 
3-fosfoglicerynowego, fosfoglicerokinazę i fosfoglicerom utazę (z mięśni
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ODDYCHANIE A GLIKOLIZA 169

królika) oraz heksokinazę, enolazę, kinazę kwasu pirogronowego i dehy­
drogenazę m leczanową (z drożdży). Doświadczenia przeprowadzano z małą 
ilością (A) i dużą ilością (B) m itochondriów. Dodanie heksokinazy i fos- 
fofruktokinazy do m ałej ilości m itochondriów (doświadczenie Ab) znacz­
nie pobudzało oddychanie na skutek dostarczenia ADP wytwarzanego 
w reakcjach  katalizow anych przez te enzymy. Natom iast dodanie do m ito­
chondriów układu katalizującego glikolizę (doświadczenie Ac) zmniejszało 
pobieranie tlenu  w porów naniu z doświadczeniem Ab. W tych w arunkach 
również szybkość glikolizy (mierzona ilością w ytw arzanego mleczanu) 
była m niejsza od szybkości w układzie nie zaw ierającym  m itochondriów 
(doświadczenie Ad). Ham owanie oddychania przez układ zaw ierający 
enzym y glikolityczne nie zachodzi w obecności dużo większej ilości m ito­
chondriów (doświadczenie Bb i c). Jednakże w tedy następuje większe 
zaham ow anie glikolizy niż w obecności m ałych ilości m itochondriów 
(por. doświadczenia Ac i d).

1. W pływ A D P

Dowodów na to, że ADP jest czynnikiem  ham ującym  lub ograniczają­
cym szybkości oddychania i glikolizy dostarczyły badania stopnia u tle­
niania i redukcji poszczególnych składników łańcucha oddechowego (19, 
20, 81).

, Utlenianie cytochromu b  ł
20 mM glukoza

| 430-405 mu V
Log I0/ I =  0,005

4  f

[02}~150juM 

50sek----- H

R y s. 1. Z m ia n y  stan u  o k sy d o red u k cy jn eg o  cy to ch ro m u  b pod czas od d y ch a n ia  i g l i ­
k o liz y  w e  w z b o g a co n e j g lu k o zą  z a w ie s in ie  k o m ó rek  raka  p u ch lin o w e g o  (w g  20 )

a) sp ek trofotom etryczn y  pomiar utlen ien ia  cytochrom u b
b) polarograficzny pomiar szybkości oddychania
c) zużycie g lukozy.

Dodanie glukozy do zawiesiny kom órek raka puchlinowego powoduje 
k ró tko trw ałe  przyspieszenie szybkości oddychania i glikolizy, czemu 
tow arzyszy gw ałtow ne u tlenianie cytochrom u b (rysunek la). M niej więcej
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170 J. B R Y Ł A ,  B. FR Ą C K O W IA K [4]

po jednej minucie następuje zarówno ham owanie oddychania i glikolizy, 
jak  i zmniejszenie stopnia u tlen ian ia cytochrom u b, podczas gdy cyto- 
chrom y c i a pozostają w dalszym  ciągu utlenione.

Na podstawie zmian stanu  oksydoredukcyjnego cytochrom u b oraz 
innych składników łańcucha oddechowego, które są podobne do zmian 
zachodzących w izolowanych m itochondriach w obecności i nieobecności 
ADP, C h a n c e  i H e s s  (15, 20) wyciągnęli wniosek, że ham owanie jest 
następstw em  braku ADP. A utorzy ci uw ażają, że ATP, w ytw arzany 
w stosunkowo m ałej ilości przez kom órki oddychające przy udziale endo­
gennych substratów , może być w ykorzystyw any po dodaniu glukozy, do 
jej fosforylacji. W ytw arzany w tej reakcji ADP aktyw uje oddychanie 
(13, 14, 58, 69, 111). Jeżeli ilość dodanej glukozy jest m niejsza niż ilość 
w ytw arzanego ATP, następuje tak  zw any kró tkotrw ały  efekt Crabtree 
i oddychanie może być wznowione po kolejnym  dodaniu glukozy (18, 20).
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R y s. 2. W p ły w  dod an ia  g lu k o zy  na o d d y ch a n ie  w  z a w ie s in ie  kom órek  E hrlicha  raka  
p u ch lin o w eg o  oraz to w a rzy szą ce  m u  ro zp ro szen ie  św ia tła  (w g 91)

Ufosforylowana glukoza ulega dalszym  przem ianom , co powoduje 
dopływ pirogronianu do m itochondriów. N astępuje szybki wzrost oddy­
chania, w  w yniku czego stężenie w ew nątrzkom órkow e ADP m aleje gwał­
townie i m itochondria przechodzą ze stanu  3 do stanu 4, w którym  ADP 
jest czynnikiem  ograniczającym  szybkość oddychania. Obserwuje się 
przeto zaham owanie oddychania (rysunek lb). Dla w yjaśnienia ham ow a­
nia glikolizy w tych w arunkach (rysunek lc) C h a n c e  i H e s s  (15, 
42), R a c k e r  i wsp. (102, 136) oraz L y n e n  i K o e n i g s b e r g e r  
(79) w ysunęli hipotezę, że ATP nagrom adzone w znacznej ilości w m ito­
chondriach może nie być dostępne dla cytoplazm atycznych enzymów 
fosforylujących glukozę. Potw ierdzeniem  słuszności tej hipotezy są obser­

7m M  g lu ko za
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[5] O D D Y C H A N IE  A G L IK O LIZA 171

w acje P a c k e r a  i G o l d e r a  (91). Zauważyli oni, że oddychaniu 
endogennem u kom órek raka  puchlinowego towarzyszyło powolne zm niej­
szanie się rozproszenia św iatła, a dodanie glukozy powodowało praw ie 
dw ukrotne przyspieszenie szybkości oddychania oraz zwiększanie się roz­
proszenia św iatła aż do czasu, kiedy oddychanie zostało zaham owane 
(rysunek 2). W zrost rozproszenia św iatła w aktyw nej fazie oddychania 
w ystępujący  po dodaniu ADP do izolowanych m itochondriów z wielu 
tkanek  zwierzęcych i nowotworowych przypisuje się skurczom  m ito­
chondriów (16, 90, 99).

P a c k e r  i G o l d e r  (91) przyjęli, że wzrost rozproszenia św iatła po 
dodaniu glukozy może być w ynikiem  kurczenia się m itochondriów na 
skutek nagrom adzenia się ATP. Błona m itochondriów w stanie skurczu 
staje  się nieprzepuszczalna dla ATP (98, 99, 110), a jego brak  we frakcji 
cytoplazm atycznej powoduje zaham owanie glikolizy, co z kolei powoduje 
b rak  ADP w ytw arzanego w reakcjach  fosforylacji glukozy i zaham owanie 
oddychania (107).

W ażnym  dowodem na korzyść hipotezy o kluczowym  znaczeniu 
nukleotydów  adenylow ych w regulacji m etabolizm u glukozy i tlenu 
jest cofanie ham ow ania oddychania i glikolizy przez dodanie czynników 
rozprzęgających oksydacyjną fosforylację (18, 20, 37, 42, 56, 62, 112, 134). 
Typow ym  przykładem  tego zjaw iska są wyniki doświadczenia przedsta­
wione na rysunku  3.

R y s. 3. P rz y w r a ca n ie  za h a m o w a n eg o  d o d a n iem  g lu k o zy  od d y ch a n ia  z a w ie s in y  k o ­
m ó rek  raka  p u ch lin o w eg o  w  o b ecn o śc i d w u k u m a ro lu  (a) i 2 ,4 -d w u n itro fen o lu  (D N P)

(b) (w g  18)
C yfry um ieszczone przy zapisie e lek trod y  p latynow ej oznaczają ilość pobieranego tlen u

w  um olach/litr/sekundę.

Niecałkowite przyw rócenie szybkości oddychania po dodaniu dw u­
kum arolu  czy 2,4-dw unitrofenolu (DNP) może być w ynikiem  współza­
w odnictw a o ADP m iędzy enzym am i m itochondrialnym i i cytoplazm a- 
tycznym i, ponieważ AD P jest również w ykorzystyw ane do fosforylacji 
substratow ej podczas u tleniania a-ketog lu taranu  (37).
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172 J. BRYŁA, B. FRĄCKOWIAK [6]

Hamowanie oddychania przez glikolizę w ystępuje również w tedy, gdy 
szybkość w ytw arzania ADP podczas glikolizy jest większa niż szybkość 
jego fosforylacji w procesie oddychania. Ponadto efekt Crabtree w ystę­
puje również w obecności jodooctanu, k tóry  ham uje proces glikolizy na 
poziomie reakcji katalizow anej przez dehydrogenazę triozofosforanową, 
a więc przed miejscem  w ym agającym  udziału ADP. Na podstawie tych 
obserwacji I b s e n  i wsp. (54) w ysunęli przypuszczenie, że hamowanie 
oddychania przez glikolizę nie jest spowodowane bezpośrednio przez 
współzawodnictwo m iędzy tym i dwoma procesami o ADP.

2. W pływ fosforanu

Niektórzy autorzy uw ażają fosforan za główny czynnik ograniczający 
szybkość glikolizy zarówno w kom órkach raka puchlinowego (53, 120, 131, 
132, 133, 134, 136), czy w krw inkach czerwonych (105), jak  i w układach 
rekonstruow anych (115). Ponieważ większe stężenia fosforanu bardziej 
s tym ulują  glikolizę w nienaruszonych kom órkach niż w wyciągach bez- 
komórkowych, w ydaje się, że transport fosforanu przez błony komórkowe 
odgrywa ważną rolę w regulacji współzależności oddychania i glikolizy 
(44, 62, 65, 115, 135). W skazuje na to również wzrost stężenia fosforanu 
w ew nątrz kom órek oraz zwiększenie szybkości pobierania glukozy i w y­
tw arzania kwasu mlekowego przez kom órki raka puchlinowego przy 
w iększych stężeniach fosforanu w środowisku (tablica 2). Obserwacje te 
w skazują na stopniowe elim inowanie efektu  Pasteura  wraz ze zwiększa­
niem zawartości fosforanu w komórkach.

T a b 1 i c a 2
Wpływ ilości fosforanu na efekt Pasteura w komórkach raka puchlinowego myszy (wg 135)

Stężenie 
fosforanu 

w środowisku 
(pimole 
na ml)

Faza
gazowa

Stężenie 
fosforanu w 
komórkach*

Zużycie
glukozy

Wytwarzanie
mleczanu

Efekt
Pasteura*
(w% )

w ¡i.molach/ml zawiesiny komórek/godzinę

3 Powietrze 5,1 72 80 58
3 Azot 5,9 135 190

30 Powietrze 6,2 123 161 40
30 Azot 7,0 174 270
60 Powietrze 6,8 160 230 27
60 Azot 7,3 197 314

* % efektu Pasteura jest wyrażony stosunkiem różnicy ilości mleczanu wytworzonego w warunkach beztlenowych 
tlenowych do ilości mleczanu wytworzonego w warunkach beztlenowych,

Duże stężenia fosforanu znoszą częściowo również efekt Crabtree 
(7, 135).

Znaczne stym ulow anie glikolizy przez fosforan jest prawdopodobnie 
w ynikiem  przyspieszenia szybkości reakcji katalizow anej przez dehydro­
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genazę aldehydu 3-fosfoglicerynowego, jedyny enzym glikolityczny w y­
m agający fosforanu jako substra tu  (121). Ponadto fosforan może ak ty ­
wować fosfofruktokinazę znosząc ham ujący w pływ  ATP (83, 93).

Okazało się (52, 58, 66, 104), że zarówno 2,4-dw unitrofenol rozprzęga- 
jący oksydacyjną fosforylację jak też azydek i oligomycyna, które unie­
m ożliw iają estryfikację fosforanu w procesie oksydacyjnej fosforylacji, 
ham ują oddychanie skraw ków nerki szczura tylko w około 30°/o i zwięk­
szają szybkość glikolizy do poziomu charakterystycznego dla w arunków  
beztlenow ych (tablica 3). T ransport fosforanu natom iast ulega zaham o­
waniu tylko w obecności 2,4-dwunitrofenolu. Stąd wyciągnięto wniosek, 
że energia w ym agana dla transportu  fosforanu przez błony komórkowe 
może pochodzić z wysokoenergetycznych pośredników oksydacyjnej fos­
forylacji (por. a rtyku ł B r y ł y  i G a r  d a s a) (8), w ytw arzanych przed 
miejscem  ham ow ania oligomycyną lub azydkiem  (128).

T a b l i c a
Transport fosforanu przez błony komórkowe w nieobecności i obecności inhibitorów oksydacyjnej

fosforylacji (wg 128)

Faza
gazowa

Badane składniki układu
Zużycie
tlenu

Wytwarzanie
mleczanu

Pobieranie
fosforanu Transport

fosforanu*
w [xmolach/mg świeżej tkanki

c o 2—o 2 Kontrola 18 2,0 4,8 3,8
2,4-dwunitrofenol 

(0,25 mM)
11 6,6 1,2 0,2

Oligomycyna (1,4 [¿g/ml) 14 7,6 4,8 3,8
Azydek sodowy (2,0 mM) 15 8,2 4,9 3,9

c o 2- n 2 Bez dodatków 6,8 1,0 0,0

* różnica pobierania fosforanu w warunkach tlenowych i beztlenowych.

3. Lokalizacja miejsca oksydacyjnej fosforylacji odpowiedzialnego za ham owanie glikolizy

ADP i fosforan mogą być w ykorzystyw ane w reakcjach oksydacyjnej 
fosforylacji w trzech odcinkach łańcucha oddechowego: między NAD + 
a cytochrom em  b, cytochrom em  b a cytochrom em  c i na poziomie oksy­
dazy cytochrom ow ej (125). Do niedaw na sądzono, że zapotrzebow anie 
na ADP i fosforan przez każde z trzech m iejsc fosforylacji na poziomie 
łańcucha oddechowego ma jednakow e znaczenie we współzawodnictwie 
oddychania i glikolizy. Jednak  w roku 1962 W e n n e r  i S a n t a l o  
(122) zaobserwowali, że po zaham owaniu am ytalem  utleniania substratów  
przy udziale NAD+ w nienaruszonych kom órkach raka puchlinowego, 
u tlenianie bursztynianu  nie hamowało szybkości glikolizy lub m iało na 
nią bardzo niew ielki wpływ. In terp re tac ję  tych spostrzeżeń uniem ożliwiał 
jednak fakt, że am ytal obniża również wydajności oksydacyjnej fosfory­
lacji sprzężonej z utlenianiem  bursztynianu  (26). W yciągnięcie w łaści­
wych wniosków umożliwiło dopiero zastosowanie rotenonu, k tóry  ham uje
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utlenianie substratów  przy udziale NAD+ bardziej specyficznie niż 
am ytal nie w pływ ając na oksydacyjną fosforylację, ani na reakcję katali­
zowaną przez ATP-azę ani też na w ym ianę P —ATP (27).

T a b l i c a  4
Wpływ utleniania bursztynianu na szybkość glikolizy w komórkach raka puchlinowego myszy w nie­

obecności i w obecności rotenonu (wg 21)

Badane składniki układu Zużycie Wytwarzanie
mleczanu

Rotenon Bursztynian
tlenu glukozy

¡¿mole

0 _ 4,3 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

7 X 10_7M + 4,9 16,7 22,3

Rotenon ham uje endogenne oddychanie kom órek raka puchlinowego, 
co powoduje stym ulację przem ian glikolitycznych (tablica 4). Dodanie 
bursztynianu  wznawia oddychanie, jednakże bez równoczesnego zaha­
m owania zużycia glukozy i w ytw arzania mleczanu. O bserwacje te suge­
ru ją , że przenoszenie elektronów  z cytochrom u b w kierunku tlenu, 
chociaż sprzężone z dwiema fosforylacjam i, nie m a w pływ u na szybkość 
cytoplazm atycznej glikolizy. Na tej podstaw ie C e r e i j o - S a n t a l o  
i W e n n e r  (21) postulują, że szybkość glikolizy i oddychania jest 
regulow ana przez pierwsze m iejsce oksydacyjnej fosforylacji.

II. Rola nukleotydów nikotynoamidoadeninowych

N iektórzy autorzy (4, 6, 61) próbują tłum aczyć zjawisko współzależ­
ności oddychania i glikolizy zmianam i poziomu nukleotydów  n ikoty- 
namidoadeninowych. Podczas glikolizy nagrom adza się bowiem NAD 
zred., w ytw arzany w reakcji katalizow anej przez dehydrogenazę alde­
hydu 3-fosfoglicerynowego. Dla umożliwienia glikolizy muszą zatem  
istnieć odpowiednie m echanizm y utleniające cytoplazm atyczny NAD 
zred. Ponieważ błona m itochondrialna jest nieprzepuszczalna dla tego 
nukleotydu (70), jego utlenianie może zachodzić przy udziale albo m eta­
bolitów i enzymów cytoplazm atycznych albo m etabolitów  łatwo dyfun- 
dujących przez błonę m itochondrialną oraz enzymów w ystępujących za­
równo w cytoplazm ie jak i w m itochondriach. Reakcjam i katalizow anym i 
tylko przez enzym y cytoplazm atyczne są: redukcja  pirogronianu do m le­
czanu (szczególnie charakterystyczna dla kom órek mięśniowych) oraz 
redukcja aldehydu octowego do etanolu (w ystępująca u drożdży)dU tle- 
nianie NAD zred. przy współudziale enzymów m itochondrialnych zachodzi 
w następujący  sposób: zredukow ane m etabolity cytoplazm atyczne prze­

http://rcin.org.pl



[9] ODDYCHANIE A GLIKOLIZA 175

n ikają  do m itochondriów, gdzie redukują  w ew nątrzm itochondrialną pulę 
NAD+, pow racają do cytoplazm y w form ie utlenionej, gdzie ulegają 
redukcji u tlen iając  cytoplazm atyczny NAD zred. Do m etabolitów  tego 
typu  należą układy: jabłczan — szczawiooctan, (w ystępujący praw dopo­
dobnie w większości tkanek  zwierząt kręgowych) oraz a-glicerofosforan — 
fosfodw uhydroksyaceton (w ystępujący w m ięśniach owadów (9, 28)). 
Zagadnienie to szczegółowo omówiono w jednym  z poprzednich zeszytów 
Postępów Biochemii (126).

Ponadto w utlen ian iu  pozam itochondrialnego NAD zred. mogą spełniać 
pew ną rolę takie enzym y jak: dehydrogenaza amidu kwasu liponowego 
(6, 57) i transhydrogenaza NAD (59).

Udział enzymów m itochondrialnych w u tlen ian iu  cytoplazm atycznego 
NAD zred. zostaje w yelim inow any po przeniesieniu kom órek do w arun­
ków beztlenow ych. Pow oduje to zwiększanie ilości zredukow anych 
nukleotydów  nikotynoam idoadeninow ych w cytoplazmie. Zastosowanie 
techniki spektrofotom etrycznej i fluorym etrycznej pozwoliło stwierdzić, 
że proces ten zachodzi w sposób oscylacyjny zarówno u różnych gatun­
ków drożdży (11, 17, 24, 46), w kom órkach raka  puchlinowego (12), w ko­
m órkach E.coli (29), jak  i w przeprow adzających glikolizę ekstraktach 
serca wołu (30).

komórek drożdży
R ys. 4. Z m ian y  stę że n ia  zred u k o w a n y ch  n u k le o ty d ó w  n ik o ty n o a m id o a d en in o w y ch  
i g lu k o zy  w  cza sie  tlen o w e j i b e z tle n o w ej g lik o liz y  w  k o m órk ach  drożdży (w g  46)

Dodanie glukozy do zawiesiny kom órek drożdży (Saccharomyces 
carlsbergensis) w w arunkach tlenow ych powoduje początkowo gwałtowne 
zwiększenie, a następnie ubytek ilości zredukow anych nukleotydów n iko­
tynoam idoadeninowych, po czym poziom NAD zred. nieznacznie w zrasta. 
Po dodaniu cy janku potasu powodującego anaerobiozę obserw uje się przez
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pewien czas oscylacyjne zm iany w poziomie NAD zred. Procesowi tem u 
tow arzyszy zachodzące również w sposób oscylacyjny zużywanie glukozy 
(rysunek 4).

O scylacyjne zm iany ilości NAD zred. można częściowo zahamować 
preinkubując komórki drożdży z etanolem  (45). Ponieważ utlenianie 
etanolu jest związane z wysokim  potencjałem  fosforylacyjnym  ham ow a­
nie to mogłoby być spowodowane wysokim poziomem ATP (80). Potw ier­
dzeniem tej sugestii może być przyw rócenie oscylacyjnych zmian po 
dodaniu 2-dezoksyglukozy. Związek ten ulega fosforylacji w reakcji 
katalizow anej przez heksokinazę i nie jest dalej m etabolizowany w cyklu 
glikolitycznym , co powoduje zm niejszenie ilości ATP przy równoczesnym  
zwiększeniu stężenia ADP. Obserwacje te sugerują, że oscylacyjne zm iany 
ilości NAD zred. są kontrolow ane przez stężenie nukleotydów  adenylo- 
wych (4, 49). Ponieważ jednak zmianom oscylacyjnym  również ulegają 
stężenia pośredników glikolizy, w ydaje się, że zm iany te są wynikiem  
specyficznej kinetyki enzymów glikolitycznych: fosfoheksokinazy i dehy­
drogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (4, 40, 43, 45).

III. Kontrola aktywności enzymów glikolitycznych

W badaniach nad regulacją szybkości glikolizy niezw ykle użyteczne 
okazało się śledzenie poziomu poszczególnych pośredników tego procesu 
(10, 48, 78, 87, 88, 106, 123, 124, 128, 129).

R ys. 5. W p ły w  octan u  i p iro g ro n ia n u  na za w a rto ść  z w ią zk ó w  p o śred n ich  g lik o liz y  
w  sercu  szczu ra  in k u b o w a n y m  z g lu k o zą  (w g  123). Z a w a rto ść  p o szczeg ó ln y ch  z w ią z ­
k ó w  w y ra żo n o  w  p ro cen ta ch  w a r to śc i k o n tro ln y ch  o trzy m a n y ch  dla serc  in k u b o -

w a n y ch  z g lu k o zą .
G6P — glukozo-6-fosforan , F6P — fruktozo-6-fosforan , FDP — fruktozodw ufosforan , PDA — 
fosfodw uhydroksyaceton , GAP — aldehyd 3-fosfog licerynow y, o-GP — a-glicerofosforan , 

3PGA — kw as 3-fosfog licerynow y, 2PGA — kw as 2 -fosfog licerynow y.
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Zm iany zawartości pośredników glikolitycznych w inkubow anym  
z glukozą sercu szczura po dodaniu octanu lub pirogronianu — m etabo­
litów zarówno glikolizy jak  i oddychania — przedstaw ia rysunek  5. 
O bserwow any po dodaniu octanu wzrost ilości m onofosforanów heksoz 
przy jednoczesnym  zm niejszeniu zawartości fruktozodw ufosforanu i pozo­
stałych pośredników glikolizy w skazuje na ham owanie reakcji katalizo­
w anej przez fosfofruktokinazę. Możliwe jest również w tedy hamowanie 
heksokinazy w w yniku nagrom adzenia glukozo-6-fosforanu (101, 121). 
W przeciw ieństw ie do octanu, pirogronian powoduje wzrost ilości fruk to ­
zodwufosforanu oraz znaczny wzrost ilości fosfotrioz, zaś ilość w ytw a­
rzanych kwasów 3-fosfoglicerynowego i 2-fosfoglicerynowego tylko nie­
znacznie przewyższa w artości kontroli. Spostrzeżenia te sugerują, że 
czynnikiem  ograniczającym  szybkość glikolizy w tym  przypadku może 
być aktyw ność dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego.

1. Fosfofruktokinaza

Ham owanie szybkości glikolizy w w arunkach tlenow ych wielu auto­
rów tłum aczy inhibicją fosfofruktokinazy przez zwiększone stężenie 
wew nątrzkom órkowego ATP, w ytw arzanego 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). Ham ujące działanie ATP na ten enzym cofa się po dodaniu 
fosforanu (33, 34, 67, 68, 74, 82, 83, 84, 93, 102, 116, 117, 129), adenozyno- 
m onofosforanu (33, 34, 48, 67, 68, 74, 82, 93, 103, 114, 116, 130), adenozyno- 
dw ufosforanu (48, 67, 68, 72, 82, 93, 116), fruktozo-6-fosforanu (10, 33, 34, 
84, 114, 129) lub fruktozodw ufosforanu (33, 34, 67, 68, 93). Dlatego też 
stosunek zawartości ATP do AMP, ADP i fosforanu w komórce w ydaje 
się mieć decydujące znaczenie dla w yw oływ ania efektu Pasteura  (48, 76, 
93, 103, 128, 129).

W roku 1962 P a s s o n n e a u  i L o w r y  (93) zauważyli, że po do­
daniu glukozy do zawiesiny drożdży obok niew ielkich zmian zawartości 
ATP obserw uje się znaczne zwiększenie ilości cy trynianu  i izocytrynianu 
(rysunek 6). C ytrynian w w arunkach tlenow ych tworzy się w reakcji 
szczawiooctanu z acetylo-CoA pow stającym  w w yniku utleniania piro­
gronianu. Ponieważ cy tryn ian  jest inhibitorem  fosfofruktokinazy (118), 
a zm iany zawartości m onofosforanów heksoz i fruktozodw ufosforanu 
sugerują ham ow anie glikolizy w łaśnie na etapie katalizow anym  przez 
fosfofruktokinazę, w ydaje się, że ilość cy trynianu  w komórce może regu­
lować aktyw ność tego enzym u, a tym  sam ym  wpływać także na szybkość 
procesu glikolizy (34, 35, 84, 94, 95, 106, 121, 124). Przypuszczenie to po­
piera również fakt, że nagrom adzone podczas preinkubacji serca szczura 
w roztworze fluorooctanu (inhibitor akonitazy) duże ilości cy trynianu  
powodują ham ow anie glikolizy na poziomie fosfofruktokinazy (5, 124).

Ham owanie fosfofruktokinazy zarówno przez cy tryn ian  jak  i przez
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G6P+F6P L"  - 1

FDP

ATP
u: i

Cytrynian + C

cr.— I 1
V77777Z,I 2

izocytrynian

4 6
jusnole/g świeżej masy

R ys. 6 . Z a w a rto ść  fo sfo r a n ó w  h ek soz, A T P  i cy try n ia n u  z izo c y try n ia n em  w  fe r ­
m e n tu ją c y ch  drożdżach  (w g  106)

Skróty  jak pod rysunkiem  5.

ATP, jest elim inowane przez fosforan, AMP i fruktozodw ufosforan (95). 
Wiadomo, że w w ątrobie około 70% wew nątrzkom órkowego cytrynianu  
w ystępuje we frakcji m itochondrialnej (108). W ydaje się jednak, że wobec 
ham ow ania fosfofruktokinazy przez bardzo małe ilości cy tryn ianu , jego 
cytoplazm atyczne stężenie podobnie jak  fizjologiczne stężenie ATP (96) 
może całkowicie w ystarczać do regulacji intensyw ności glikolizy (95).

Fosfofruktokinaza jest jedynym  znanym  enzymem, który  jest ham o­
w any przez jeden z substratów  (ATP), a stym ulow any przez drugi 
substra t (fruktozo-6-fosforan) oraz produkty  reakcji (ADP i fruktozo­
dwufosforan) (93). Działanie fosfofruktokinazy w kom órkach raka  puchli­
nowego tłum aczy się w dwojaki sposób.

W pierw szym  schemacie zaproponow anym  przez P a s s o n n e a u  
i L o w r y ’e g o (73, 93, 94) oraz M o n s o u r a  (83) p rzy jm uje się istn ie­
nie co najm niej dwóch m iejsc przyłączania ATP: m iejsca substratow ego 
i m iejsca (lub miejsc) hamowania. W u (127) przypuszcza, że fosforan, 
fruktozo-6-fosforan i inne czynniki stym ulujące mogą współzawodniczyć 
z ATP tylko o m iejsca ham ow ania. P rzy  niskich stężeniach A TP zostaje 
zajęte m iejsce substratow e i tylko jedno m iejsce ham ow ania, co wpływa 
w m ałym  stopniu na aktyw ność fosfofruktokinazy. Natom iast przy w y­
sokich stężeniach ATP zajm owane są obydwa m iejsca ham ow ania, co 
znacznie zm niejsza aktyw ność enzym u. Przyłączenie ATP bowiem tak  
zm ienia konform ację enzym u, że miejsce przyłączenia fruktozo-6-fosfo- 
ranu  oddala się od m iejsca substratow ego dla ATP i oddziaływ anie tych 
dwu substratów  jest mało prawdopodobne. Czas upływ ający od dodania 
ATP do osiągnięcia m aksym alnego zaham owania może być czasem po­
trzebnym  do zajścia tych  zmian konform acyjnych. Ponieważ fosforan
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i AMP przyw racają aktyw ność fosfofruktokinazy jedynie w tedy, gdy 
została ona zaham owana przez ATP, Wu uważa, że związki te przyw racają 
uprzednią konform ację enzym u drogą w ym iany z ATP w m iejscach 
hamowania. Podobny efekt m ają również wysokie stężenia fruktozo-6- 
fosforanu. Ten schem at nie w yjaśnia ham ow ania przez cy trynian  reakcji 
katalizow anej przez fosfofruktokinazę. P rzyjęcie oddzielnego m iejsca 
ham owania dla tego związku (94) w ydaje się konieczne do w yjaśnienia 
jego działania.

Drugi schem at działania fosfofruktokinazy, proponowany przez W u 
(127), zakłada rozpad fosfofruktokinazy w obecności ATP na nieaktyw ne 
podjednostki. Pow staw anie takich podjednostek zaobserwowano podczas 
inkubacji enzym u w pH 5,8 (84), lub w roztworze 2M mocznika (71).

2. Dehydrogenaza aldehydu 5-fosfoglicerynowego

W roku 1959 H a t c h  i T u r n e r  (41) zauważyli, że w w arunkach 
tlenowych dodanie heksozom onofosforanu lub fruktozodw ufosforanu 
hamowało glikolizę w wyciągach z kiełków grochu. Dodanie kw asu 3-fosfo- 
glicerynowego nie w yw oływ ało tego efektu. W nioskowano stąd, że obec­
ność tlenu  w pływ a bezpośrednio lub pośrednio na jeden z enzymów 
konieczny do przekształcenia fruktozodw ufosforanu w kwas 3-fosfoglice- 
rynowy. Prawdopodobnie jest to dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicery- 
nowego, której aktyw ność po dodaniu cysteiny lub zredukowanego gluta- 
tionu powraca do poziomu charakterystycznego dla w arunków  beztleno­
w ych (37, 41, 50, 51, 100, 119). Sugeruje to, że istotne znaczenie dla kon­
troli szybkości glikolizy poprzez regulację aktyw ności tego enzymu ma 
stan redukcji pew nych grup -SH. Za tą hipotezą przem aw ia ścisła zależ­
ność między zaw artością grup -SH w wyciągach cytoplazm atycznych 
a intensywnością procesu glikolizy (41).

3. W pływ warunków środowiska

W latach 1965— 1966 H o m m e s (47, 48) stw ierdził, że m echanizm  
kontroli szybkości glikolizy u drożdży w w arunkach tlenow ych zależy 
od zawartości glukozy w pożywce. W drożdżach hodowanych na pożywce 
zaw ierającej 0,6% glukozy, przeniesionych do środowiska reakcyjnego 
obserw uje się najw iększe stężenie fruktozodw ufosforanu wtedy, gdy 
rozpoczyna się ham ow anie oddychania (rysunek 7A). Równocześnie 
zmniejsza się stężenie AM P i ADP — aktyw atorów  fosfofruktokinazy, 
a w zrasta stężenie ATP — jej inhibitora. Spostrzeżenia te wskazują, że 
hamowanie oddychania w tych w arunkach jest skutkiem  braku akceptora 
fosforanu, a ham ow anie glikolizy — w ynikiem  ham ow ania fosfofrukto­
kinazy przez zwiększone stężenie ATP (48).

Innym i cechami odznaczają się drożdże hodowane na pożywce zawie­
rającej 2°/o glukozy. Po przeniesieniu do środowiska reakcyjnego w yka-
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mm

mm
R ys. 7. S tę ż en ie  g lu k o z o -6 -fo sfo r a n u , fr u k to z o -6 -fo sfo r a n u , fru k to zo d w u fo sfo ra n u  

i n u k le o ty d ó w  a d e n y lo w y c h  pod czas t len o w e j g lik o liz y  u drożdży  (w g  48)
A ■— Drożdże hodow ane na pożyw ce zaw ierającej 0,6°/0 glukozę, B — Drożdże hodow ane na 

pożyw ce zaw ierającej 2% glukozę. W yniki w yrażone w  nm olach na m inutę i kom órkę.

żują one najw iększe stężenie fruktozodw ufosforanu w czasie, gdy szyb­
kość oddychania jest najm niejsza, a zawartość AMP w kom órkach prze­
wyższa ilość ATP (rysunek 7B). A zatem  w tych w arunkach zmiana 
aktyw ności fosfofruktokinazy nie może w arunkow ać efektu C rabtree — 
punkt kontro lu jący  szybkość oddychania m usi znajdować się w dalszych 
etapach glikolizy. Ponieważ równocześnie ilość pirogronianu w kom órkach 
drożdży m aleje, a fosfoenolopirogronianu w zrasta, w ydaje się, że ham o­
wanie reakcji przekształcenia fosfoenolopirogronianu w pirogronian ogra­
nicza dopływ substra tu  do m itochondriów i w skutek tego ham uje oddy­
chanie. To tłum aczyłoby również wzrost stopnia u tlenienia cytochromów 
obserw ow any podczas efektu Crabtree po dodaniu glukozy do tych 
drożdży (47).

IV. Uwagi końcowe

Procesy ham ow ania glikolizy przez oddychanie (efekt Pasteura) i od­
dychania przez glikolizę (efekt Crabtree) mogą być przykładam i m echa­
nizm u niehorm onalnej regulacji m etabolizm u komórkowego (37). Jest
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prawdopodobne, że różne typy  kom órek i tkanek różnią się sposobami 
regulow ania tych procesów. Niskie stężenia nukleotydów  adenylow ych 
mogą wpływać ham ująco na oddychanie lub glikolizę np. kom órek He La 
(27) i raka puchlinowego (20, 91). Określone stężenia inhibitorów  enzy­
mów glikolitycznych regulu jąc ich aktyw ność mogą ograniczać oddycha­
nie lub glikolizę w ery trocytach  (105), m ięśniach (89), mózgu (74), droż­
dżach (47, 48) i kom órkach raka  puchlinowego (130).

Zjawisko ham ow ania glikolizy przez oddychanie nie jest jednak 
charakterystyczne dla w szystkich typów  komórek. Na przykład C r a -  
m e r  (23) zaobserwował, że m itochondrialne oddychanie mózgu szczura 
stym uluje glikolizę katalizow aną przez układ cytoplazm atyczny otrzy­
m any z tej tkanki, a S c h w a r t z  i L e e  (109) wykazali podobny efekt 
m itochondriów nerk i św inki m orskiej na układ glikolityczny serca 
i mózgu. Fakt, że m itochondria z danej tkanki dodane do cytoplazm y 
komórek mózgu, serca i pew nych typów kom órek rakow atych (1) stym u­
lują glikolizę w przeciw ieństw ie do m itochondriów w ątroby lub śledziony, 
w skazuje na istnienie biochem icznych różnic między m itochondriam i 
pochodzącymi z różnych tkanek  (109).

Chociaż zjawisko współzależności procesów oddychania i glikolizy jest 
badane od wielu lat, to jednak  dotychczas nie wyjaśniono ostatecznie 
mechanizm u regulującego szybkość tych procesów. Przyczyny i skutki 
indukow ania i ham ow ania zarówno glikolizy jak i oddychania są bowiem 
różnorakie i dlatego niełatw e do zidentyfikow ania.

L IT E R A T U R A

1. A i s e n b e r g  A.  R e i n f  a r  j e  B. ,  P o t t e r  V .R . ,  J. B io l. C h em . 224, 1099, 
1115 (1957).

2. B a r k e r  J.,  K h a n  M.  A.  A. ,  S o l o m o s  T., N a tu re  211, 547 (1966).
3. B e 1 i t z e r W . R. B io ch em . Z . 283, 339 (1936).
4. B e t z  A ., C h a n c e B., A rch . B io ch em . B io p h y s .  109, 579 (1965).
5. B o w m a n  R. H., B io ch em . J . 93, 13 C (1964).
6 . B o x e r  G.  E. ,  D e v l i n  T. M., S c ien ce  134, 1495 (1961).
7. B r i n  M., M c  K e e  R. W ., C a n c e r  R es. 16, 364 (1956).
8 . B r y ł a  J.,  G a r d a s  A ., P o st. B io ch em .  11, 395 (1965).
9. B ü c h e r  T.,  K l i n g e n b e r g  M., A n g e w . C h em . 70, 522 (1958).

10. B ü c h e r  T., A n g e w . C h em . 71, 744 (1959).
11. C h a n c e  B ., F ed . P ro c . 11, 196 (1952).
12. C h a n c e  B., w  T h e M ech a n ism  o f E n zy m e A ctio n , red. W . D . M cE lroy  B. 

G lass, John  H op k in s P ress , B a ltim o r e , 1954, str. 455.
13. C h a n c e  B. ,  W i l l i a m s  G. R., J. B io l. C h em . 217, 383 (1955).
14. C h a n c e  B. ,  W i l l i a m s  G. R ., A d v .  E n zy m o l. 17, 65 (1956).
15. C h a n c e  B. ,  H e s s  B ., A n n . N . Y . A c a d . Se i. 63, 1008 (1956).
16. C h a n c e  B. ,  P a c k e r  L., B io ch em . J. 68 , 295 (1958).
17. C h a n c e  B., w  C iba F o u n d a tio n  S y m p . on th e  R e g u la tio n  of C ell M eta b o lism , 

red . G. E. W o lsten h o lm e , C. M. O ’C onnor, J. and  A . C h u rch ill, L o n d y n  1959, 
str. 91.

2 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl



182 J. BRYŁA, B. FRĄCKOWIAK [16J

18. C h a n c e  B. ,  H e s s  B ., J. B io l. C h em .  234, 2416 (1959).
19. C h a n c e  B ,  H e s s  B ., J. B io l. C h em . 234, 2421 (1959).
20. C h a n c e  B ,  H e s s  B ., S c ien ce  129, 700 (1959).
21. C e r e i j o - S a n t a l o  R. ,  W e n n e r  C. E., B lo ch em . B io p h y s . R es. C om m . 15, 

491 (1964).
22. C r a b t r e e  H. G., B lo ch em . J. 23, 536 (1929).
23. C r a m e r  J. E., B io ch im . B io p h y s . A c ta  41, 155 (1960).
24. D u y r e n s L. N . M., A  m  e s z J., B io ch im . B io p h y s . A c ta  24, 19 (1957).
25. E l ’ T s i n a  N.  V. ,  S i e t  z I. F ., D o k la d y  A k a d . N a u k  S S S R  77, 653 (1951).
26. E r n s t e r  L. ,  D a l l n e r  G., A z  z o n e  G. F ., J. B io l. C h em .  238, 1124 (1963). 
27 E r n s t e r  L., A  z z o n e G . F ., D  a n i e 1 s o n L., W e i n b a c h E. C., J. B io l.

C h em . 238, 1834 (1963).
28. E s t a b r o o k  R.  W. ,  S a c k  t o r  B J. B io l. C h em . 233, 1014 (1958).
29. E s t a b r o o k  R.  W. ,  M a i t r a  P.  K. ,  S c o t t  D. B . M., B io ch im . B io p h y s .  

A c ta  56, 181 (1962).
30. F r e n k e l  R., B io ch em . B io p h y s . R es. C o m m . 21, 497 (1965).
31. F r o m a g e o t  C., C h a i x  P ., E n zym o lo g ia  3, 288 (1937).
32. F r o m m  W . J., Z e  w e  V., J. B io l. C h em . 237, 1661 (1962).
33. G a r f i n k e l  D ., w  C on tro l o f E n ergy  M eta b o lism , red . B . C hance, R. W. 

E stab rook  i J. R. W illia m so n , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork 1965, str. 101.
34. G a r f i n k e l  D., J. B io l. C h em . 241, 286 (1966).
35. G a r  l a n d  P.  B. ,  R a n d l e  P.  J.,  N e w s  h o l m e  E. A ., N a tu re  200, 169

(1963).
36. G a t t  S., F ed. P ro c . 16, 184 (1957).
37. G a t t  S. ,  R a c k e r  E., J. B io l. C h em . 234, 1015 (1959).
38. G a t t  S. ,  R a c k e r  E., J. B io l. C h em . 234, 1024 (1959).
29. G a t t  S. ,  K r i m s k y  I., R a c k e r  E., F ed . P roc . 15, 259 (1956).
40. G l o s h  A., C h a n c e B ., B io ch em . B io p h y s . R es. C o m m .  16, 174 (1964).
41. H a t c h  M.  D. ,  T u r n e r  J. F., B io ch em . J. 72, 524 (1959).
42. H e s s  B. ,  C h a n c e  B„ J. B io l. C h em . 236, 239 (1961).
43. H i g g i n s  J., P ro c . N a tl . A ca d . S e i. U .S. 51, 989 (1964).
44. H o l z e r  H. ,  G r  u n i c k e  H., B io ch im . B io p h y s . A c ta  53, 591 (1961).
45. H o m m e s  F . A ., A rc h . B io ch em . B io p h y s .  108, 36 (1964).
46. H o m m e s  F. A ., C o m p . B io ch em . P h y s .  14, 231 (1965).
47. H o m m e s  F. A ., A rch . B io ch em . B io p h y s .  109, 168 (1965).
48. H o m m e s  F. A ., A rc h . B io ch em . B io p h y s .  113, 324 (1966).
49. H o m m e s  F. ,  A. ,  S c h u r m a n s  S t e k n o v e n  F . M. A . H ., B io ch im . 

B io p h y s . A c ta  86 , 427 (1964).
50. H o r n  R. S ., H  a n g a a r d E. S., H a n g a a r d N ., B io ch im . B io p h y s . A c ta

99, 149 (1965).
51. H o r n  R.  S. ,  H a n g a a r d  N ., J. B io l. C h em . 241, 3078 (1966).
52. H u i j i n g  F. ,  S l a t e r  E. C., J. B io ch em .  (T okyo) 49, 493, (1961).
53. I b s e n  H.  K. ,  C o e  E.  D. ,  M c K e e  R . W ., C a n cer R es . 20, 1399 (1960).
54. I b s e n  H. K ., C o e E. L., M c K  e e R. W ., B io ch im . B io p h y s . A c ta  30, 384

(1958).
55. J o h n s o n  M . J., S c ien ą e  94, 200 (1941).
56. J u d a h  J.  D. ,  W i l l i a m s - A s h m a n  H . G ., B io ch em . J. 48, 33 (1951).
57. K a n i u g a  Z., P o st. B io ch em .  10, 7 (1964).
58. K a n i u g a  Z. ,  B r y ł a  J., P o st. B io ch em . 12, 451 (1966).
59. K a p l a n  N . O., C o 1 o w  i c k S. P ., N  e u f e 1 d E. F., J. B io l. C h em . 205, 

31 (1953).
60. K i t  S., G r i f  f  i n A . C., C a n cer R es. 18, 621 (1958).
61. K l i n g e n b e r g  M ., W  C on tro l o f E n erg y  M eta b o lism , red . B . C hance, R.

http://rcin.org.pl



r171 O D D Y C H A N IE  A  G L IK O LIZ A 183

W . E stab rook  i J. R. W illia m so n , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork 1965, str. 149.
62. K  o o b s D. H., M c K e e  R. W ., A rch .  B io ch em .  B io p h y s .  115, 523 (1966).
63. K r e b s  H., w  B io ch em istr y  of M itoch on d ria , red . E. C. S la ter , Z. K an iu ga , 

L. W ojtczak , A ca d em ic  P ress  —  P W N  —  L o n d y n -W a rsza w a , 1966, str. 105.
64. K u n  E., T a l a l a y  P ., W  i 11 i a m  s - A  s h m  a n H. G., C a n c e r  R es .  11, 

855 (1951).
65. K v a m m e  E., A c ta  P h y s io l .  Scan .  42, 204, 219 (1958).
66. L a r d y  E.  A. ,  J o h n s o n  D., M c M u r r a y  W. C., A rch .  B io ch em .  B io p h y s .  

78, 589 (1958).
67. L a r d y  O,  H. ,  N e w s h o l m e  E.  A. ,  R a n d l e  P . J., B io ch em .  J. 93, 641

(1964).
68. L a r d y  H.  A. ,  P a r k s  R. E., w  E nzym es: U n its  of B io lo g ic a l S tru c tu re  and  

F u n ctio n , red . O. H . G a eb ler , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork  1956, str. 584.
69. L a r d y  A.  H. ,  W e l l m a n  H ., J. Biol.  C h e m .  195, 215 (1952).
70. L a h n i n g e r  A . L J. B iol.  C h e m .  190, 345 (1951).
71. L i n g  K.  H. ,  M o r e  u s  F. ,  L a r d y  H . A ., J. B iol.  C h em .  240, 1893 (1965).
72. L o n d b e r g - H o l m  K . K ., B io ch im .  B io p h y s .  A c ta  35, 464 (1959).
73. L o w r y  O. H., w  C on tro l o f E n ergy  M eta b o lism , red . B. C hance R. W. E sta ­

b rook  i J. R. W illia m so n , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork , 1965, str. 65.
74. L o w r y  O.  H. ,  P a s s o n n e a u  J.  V. ,  H a s s e l b e r g e r  F . X ., S c h u 1 z D. 

W ., J. B iol.  C h em .  239, 18 (1964).
75. L o w r y  O.  H. ,  P a s s o n n e a u  J. V., J. B iol.  C h e m .  239, 31 (1964).
76. L o w r y  O.  H. ,  P a s s o n n e a u  J. V., VI In tern a tio n a l C on gress of B io c h e ­

m is tr y  1964, A b stra cts , str . 705.
77. L y n e n  F., A nn .  C h e m .  546, 120 (1941).
78. L y n e n  F. ,  H a r t m a n  G. ,  N e t  t e r  K.  F. ,  S c h u e g r a f f  A ., w  R e g u la ­

tio n  o f C ell M eta b o lism , red . G . E. W . W o lsten h o lm e , C. M. O ’C onnor, J . i A . 
C h u rch ill, L on d yn  1959, str. 256.

79. L y n e n  F., K  o e n i g  s b e r g  e r R. A ., A n n .  C h e m .  573, 61 (1951).
80. M a i t r a  P . K„ F ed .  P ro c .  21, 56 (1962).
81. M a i t r a  P.  K. ,  C h a n c e  B., w  C on tro l o f E n ergy  M eta b o lism , red . B . C h an ­

ce, R. W . E stab rook  i J. R. W illia m so n , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork 1965, str. 
157.

82. M a n s o u r T. E., M a n s o u r J. M ., J. B iol.  C h e m .  237, 629 (1962).
83. M a n s o u r T. E., J. Biol.  C h e m .  238, 2285 (1963).
84. M a n s  o u r  T. E., J. B io l.  C h e m .  240, 2165 (1965).
85. M c K e e  R.  E. ,  F r a r y  S.  C. ,  K o o b s  D . H., A rc h .  B io ch em .  B io p h y s .  113, 

389 (1966).
86. M e y e r h o f  O., F  i a 1 a S., B io ch im .  B io p h y s .  A c ta  6, 1 (1950).
87. M i n a k a m i  S. ,  S a i t o  T. ,  S u z u k i  C. ,  Y o s h i k a w a  H., B io ch em .  

B io p h y s .  R es.  C o m m .  17 , 748 (1964).
88. N  e w  s h  o 1 m  e E. A ., R a n d 1 e P . J., M a c h e s t e r K . L ., N a tu r e  193, 

270 (1962).
89. N e w s h o l m e  E.  A. ,  R a n d l e  P . J., B io c h e m .  J.  80, 655 (1961).
90. P a c k e r  L., J. B iol.  C h e m .  235, 242 (1960).
91. P a c k e r  L., G o 1 d e r R. H J. B iol.  C h e m .  235, 1234 (1960).
92. P a s t e u r  L., E tu d es sur la  bietre, G a u th ie r -V illa r s , P a ris  1876.
93. P a s s o n n e a u  J. V., L o w  r y O. H., B io ch em .  B io p h y s .  R es .  C o m m .  7, 10

(1962).
94. P a s s o n n e a u  J.  V. ,  L o w r y  O. H., B io ch em .  B io p h y s .  R es .  C o m m .  13, 372

(1963).
95. P  e r m  e g g i a n i A ., B  o w  m  a n R. H., B io c h e m .  B io p h y s .  Res.  C o m m .  12, 268

(1963).

Vhttp://rcin.org.pl



184 J. BRYŁA, B. FRĄCKOWIAK [18]

96. P e r m e g g i a n i  A ., M o r g  a n H. E., B io ch em . B io p h y s . R es. C o m m . 9, 252 
(1962).

97. P e t e r s  R. A ., N a tu re  177, 426 (1956).
98. P o t t e r  V.  R. ,  S i e k e v i t z  P. ,  S i m o n s o n  H. C., J. B io l. C h em . 205, 

893 (1953).
99. P r i c e  C.  A. ,  F o n n e s u  A. ,  D a v i e s  R. E., B io ch em . J. 64, 754 (1956).

100. Q u a s t  e l  J.  H. ,  W h e a t l e y  A . H. M., B io ch em . J. 26, 2169 (1932).
101. R a c k e r  E., A d v . E n zy m o l. 15, 173 (1954).
102. R a c k e r  E., A n n . N . Y . A ca d . S e i. 63, 1017 (1956).
103. R e g e n  D .M ., D a v i s  W.  W. ,  M o r g a n  M.  E., P a r k  C. R., J. B io l. C h em . 

239, 43 (1964).
104. R o b e r t s o n  H. E., B o y e r P. D., J. B io l. C h em . 214, 295 (1955).
105. R o s e  I . A . ,  W a r m s  J.  V.  B. ,  O ’ C o n n e l l  E. L., B io ch em . B io p h y s . R es. 

C o m m . 15, 33 (1964).
106. S a l a s  M.  L. ,  V i n u e l a  E., S a l a s  M. ,  S o l s  A ., B io ch em . B io p h y s . R es. 

C o m m . 19, 371 (1965).
107. S a u e r  L. A ., B io ch em . B io p h y s . R es. C o m m . 17, 294 (1964).
108. S c h n e i d e r  J.  C. ,  S t r i e b i c h  M.  J. ,  H o g e b o o m  G. H ., J. B io l. C h em . 

222, 969 (1956).
109. S c h w a r t z  A ., L e e  K . S., B io ch im . B io p h y s . A c ta  44, 590 (1960).
110. S i e k e v i t z  P. ,  P o t t e r  V. R., J. B io l. C h em . 215, 221 (1955).
111. S l a t e r  E.  C.,  H o l t o n  F. A ., B io ch em . J. 55, 530 (1953).
112. T e r n e r  C., B io ch em . J. 64, 523 (1956).
113. T u r n e r  -J. F ., N a tu re  174, 692 (1954).
114. U n d e r w o o d  A . H ., N  e w  s h o 1 m  e E. A ., B io ch em . J. 95, 868  (1965).
115. U y e d a  K. ,  R a c k e r  E., w  C on tro l o f E nergy  M eta b o lism  red . B . C hance, 

R. W . E stab rook  i J. R . W illia m so n , A ca d em ic  P ress , N e w  Y ork  1965, str. 127.
116. U y e d a  K., R a c k e r E., J. B io l. C h em . 240, 4682 (li965).
117. U y e d a  K. ,  R a c k e r  E., J. B io l. C h em . 240, 4689 (1965).
118. V i n u e l a  E. ,  S a l a s  M.  L. ,  S a l a s  M. ,  S o l s  A . B io ch em . B io p h y s . R es. 

C o m m . 19, 371 (1965).
119. W a g n e r  J.,  H a n a t a  V. ,  M a n o v a  I., K a e l  K ., A b stra cts  of IV  F E B S  

M eetin g , O slo 1967, U n iv e r s ite ts fo r la g e t , O slo 1967, str. 26.
120. W a l k e r  T. K ., N a tu re  181, 940 (1958).
121. W e i l - M a l h e b r e  H. ,  B o n e  A . D., B io ch em . J. 49, 339 (1951).
122. W e n n e r C. E., S a n t a 1 o R. C., A rch . B io ch em . B io p h y s .  98, 67 (1962).
123. W i l l i a m s o n  J. R., J. B io l. C h em .  240, 2308 (1965).
124. W i l l i a m s o n  J.  R. ,  J o n e s  E.  A. ,  A z z o n e  G . F., B io ch em . B io p h y s . R es. 

C o m m . 17, 696 (1964).
125. W o j t c z a k L ., P o st. B io ch em . 8 , 73 (1962).
126. W o j t c z a k  A . B ., P o st. B io ch em . 12, 537 (1966).
127. W u  R., J. B io l. C h em . 234, 2806 (1959).
128. W u  R., J. B io l. C h em . 240, 2373 (1965).
129. W u R., J. B io l. C h em . 240, 2827 (1965).
130. W  u R., B io ch em . B io p h y s . R es. C o m m .  14, 79 (1964).
131. W u R., B io ch em . B io p h y s . R es. C o m m , 18, 401 (1965).
132. W u R., w  C on tro l o f E n erg y  M eta b o lism , red . B . C h ance, R. W. E stab rook  

i J . R. W illia m so n , A ca d em ic  R ess , N e w  Y ork  1965, str. 187.
133. W u  R., R a c k e r  E., F ed . P roc . 16, 274 (1957).
134. W  u R., R a c k e r  E., J. B io l. C h em . 234, 1029 (1959).
135. W u  R., R a c k e r  E., J. B io l. C h em . 234, 1036 (1959).
136. W u R., R a c k e r  E., w  C ontrol m ech a n ism  in  resp ira tio n  and fe rm en ta tio n ,  

red . B . W right, T he R on a ld  P ress C om p any, N e w  Y ork  1963, str . 265.

http://rcin.org.pl



Post . Biochem.  14, 185—192 (1968).

ANNA GRONOWSKA-SENGER*

Współczesne poglądy na mechanizm konwersji 
p-karotenu do witaminy A

Present Knowledge of (3-Carotene Conversion into Vitamin A

S o m e recen t w o rk s in  th e  b io c h e m ic a l e x p la n a tio n  of (3-carotene co n v ersio n  to 
v ita m in  A  are p resen ted  w ith  sp ec ia l r e feren ce  to its  m ech a n ism  and site .

I. Wstęp

W itam ina A nie w ystępuje w świecie roślinnym , może być natom iast 
syntetyzow ana w organizm ach zwierzęcych z roślinnych barw ników  ka- 
rotenoidowych. Jednakże prow itam inam i są tylko nieliczne z tych barw ­
ników, a mianowicie te, które zaw ierają w cząsteczce przynajm niej jeden 
pierścień (3-jononowy i m ają konfigurację przestrzenną trans (77).

Z punktu  widzenia żyw ienia człowieka najw ażniejszą rolę spełnia 
P-karoten, nie tylko z uwagi na jego wysoką zawartość w większości spo­
żyw anych produktów , ale także dzięki obecności w cząsteczce dwu pierś­
cieni (3-jononowych, co w arunku je  jego stosunkowo dużą aktyw ność bio­
logiczną jako prekursora w itam iny A w porównaniu z pozostałymi prowi­
tam inam i (17, 30). Biorąc pod uwagę, że około 25% dziennego zapotrzebo­
w ania na w itam inę A pokryw ane jest przez karo ten  (22) zagadnienie m e­
chanizm u konw ersji tej prow itam iny nabiera szczególnego znaczenia.

II. Miejsce konwersji w organizmie

Pierw szym , k tóry  zaobserwował tworzenie się w itam iny A z karotenu 
w organizmie żywym, był M o o r e  (45). Stw ierdził on, że w wątrobie 
szczurów zubożonych uprzednio w w itam inę A i otrzym ujących duże daw ­
ki karotenu, pojaw iły się znaczne ilości tej w itam iny przy śladowej za­
wartości karotenu. Dzięki tem u przez około 20 lat utrzym yw ał się pogląd, 
że w ątroba stanowi główne m iejsce konw ersji (46). Za hipotezą tą prze­
m aw iały też obserwacje O l c o t t a  i M c C a n n a  (47), k tórzy inkubując

* M gr inż., sta rszy  a sy s ten t  K a ted ry  T e ch n o lo g ii i H ig ien y  Ż y w ie n ia  C złow iek a  
S z k o ły  G łó w n ej G o sp o d a rstw a  W iejsk ieg o , W arszaw a

http://rcin.org.pl



186 A. GRONOWSKA-SENGER [2]

karoten z tkanką wątrobow ą szczurów pozbawionych w itam iny A w die­
cie, otrzym ali w itam inę A, co przypisali działaniu zaw artych w w ątrobie 
enzymów nazw anych karotenazą. Jednak  przypuszczenia te nie zostały 
potwierdzone (2, 55).

W toku dalszych badań nad konw ersją karotenu do w itam iny A P  o- 
p p e r  i G r e e n b e r g  (54), L e a s e  i wsp. (37) oraz S e x t o n  i wsp. 
(59) stw ierdzili, że pozajelitowe wprowadzenie (^-karotenu nie cofa ob ja­
wów niedoboru w itam iny A, co podważyło teorię M oore’a. Obserwacje te 
znalazły potwierdzenie w pracach K r a u z e g o  i P i e r c e  (36), 
T h o m p s o n a  i wsp. (65, 66), K o n a  i T h o m p s o n a  (33), którzy 
wykazali, że w prowadzony pozajelitowo roztw ór olejow y lub koloidalny 
P-karotenu nie ulega konw ersji do w itam iny A, gromadząc się w niezm ie­
nionej postaci w w ątrobie i innych tkankach  organizm u, podczas gdy do­
ustne podanie karotenu, powoduje pojawienie się w itam iny A najpierw  
w ściance jelita cienkiego, a po pew nym  czasie w limfie, krw i oraz osta­
tecznie w wątrobie. Badania te przyczyniły się do pow stania hipotezy, 
że ściana jelita może stanowić m iejsce konw ersji karotenu (1, 12, 13, 38, 
64, 65, 68, 70). W w yniku dalszych obserw acji przeprowadzonych na 
różnych zw ierzętach (3, 4, 5, 6, 7, 10, 24, 34, 60, 67, 74) stw ierdzono jed ­
nak u szczura, królika, św inki m orskiej, owcy, świni i kurczęcia, że w pro­
wadzony pozajelitowo ^-karoten ulega konw ersji do w itam iny A. Okazało 
się więc, że zależnie od gatunku zwierzęcia zdolność do konw ersji nie 
ogranicza się wyłącznie do ściany jelita  cienkiego, ale obejm uje praw do­
podobnie również tkanki (35, 39, 41, 42, 43, 44, 73).

Chociaż przekształcenie ^-karotenu do w itam iny A może zachodzić tak ­
że w w ątrobie (75), to jednak jelito jest głównym  m iejscem , w którym  
proces ten przebiega (do 50% w artości dla całego organizmu) (19, 25, 49, 
51), przy czym najbardziej aktyw ny jest górny odcinek jelita  cienkiego 
do 1/3 jego długości. Środkowa część w ykazuje dużo niższą, a końco­
wa — bardzo m ałą zdolność do konw ersji karotenu, co może być związane 
z brakiem  pobudzających ten proces soli żółci i niezdolnością kom órek do 
przekształcenia zaadsorbowanego składnika.

III. Konwersja in vitro

W celu w yjaśnienia m echanizm u konw ersji wiele uwagi poświęcono 
uzyskaniu odpowiedniego system u in vitro, zdolnego w ydajnie przekształ­
cać karoten do w itam iny A (13, 15, 16, 33, 61, 70, 73). Stosowanie różnych 
technik izolacji jelita jak: pętla jelitow a (50, 51), w yw rotki jelitow e (71), 
skraw ki jelitowe (23, 25, 53), hom ogenat jelitow y (31, 63) i zawiesina 
kom órek tkanki nabłonkow ej jelita  (19, 21) oraz trudności związane ze 
znalezieniem  odpowiedniej m etody dla dokładnego oznaczania ilości pow­
stałej w itam iny A w obecności (^-karotenu, prow adziły do uzyskania kon­
trow ersy jnych  wyników.
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S t a l l  c u p  i wsp. (62), M c G i l l i v r a y  (40), R o s e n b e r g  
i wsp. (57) oraz O l s e n  (48) w doświadczeniach z wyizolowanym i pętla­
mi jelita  cienkiego szczura, kurcząt, krów i owiec w ykazali możliwość 
przekształcenia się karotenu do w itam iny A. Pozytyw ne w yniki uzyskał 
rów nież O l s o n  (50, 51, 52), p rzy  czym w ydajność procesu była stosun­
kowo niska (w granicach 2,5°/»). G r a n g a u d  i wsp. (21) stw ierdzili 
konw ersję karo tenu  do w itam iny A inkubując wyizolowane jelito ryby  
Gambusia holbrooki. Podobne efekty o trzym ali S u z u k i  i wsp. (63) oraz 
K o i z u m i  i wsp. (31) stosując hom ogenaty jelita  szczura.

W każdej z w ym ienionych m etod preparow ania jelit posługiwano się 
innym  rodzajem  postępow ania analitycznego, a uzyskiw ane wyniki in­
terpretow ano ęlość dowolnie, co może prowadzić do sprzeczności przy 
ich porów nyw aniu. Do najbardziej obiecujących i stosow anych ostatnio 
metod zalicza się badania izotopowe, a zwłaszcza znakowanie 14C. Sto­
sując znakow any tym  izotopem (3-karoten O l s o n  (51) badał jego absor- 
bcję i konw ersję do w itam iny A przez jelito szczura i o trzym ał estry  w i­
tam iny A w ilości odpow iadającej około 40— 50%> znikającego karotenu. 
Podobne badania przeprowadzili H u a n g  i G o o d m a n  (26), stw ier­
dzając obecność estrów  re tiny lu  w ilości odpowiadającej około 90%  ogól­
nej radioaktyw ności.

IV. Mechanizm konwersji

Chociaż zjawisko konw ersji karotenu do w itam iny A znane jest od 
przeszło 35 lat, to jednak m echanizm  tej przem iany nie został dotychczas 
jednoznacznie określony. Porów nanie budowy cząsteczkowej fi-karotenu 
i w itam iny A w skazuje na dwie możliwości (18), przedstaw ione na ry su n ­
ku 1. Pierw szą stanow i hipoteza centralnego rozpadu cząsteczki P-karo- 
tenu w pozycji I (28) prowadzącego do powstania dwu cząsteczek aldehy­
du w itam iny  A, k tó ry  jest następnie redukow any do retinolu. Druga 
możliwość to rozpad cząsteczki karotenu w pobliżu pierścienia (5-jonono- 
wego (pozycja II) i stopniowa degradacja na drodze ^-oksydacji, aż do uzy­
skania cząsteczki w itam iny A. P rzy  założeniu 100% w ydajności reakcji 
stopień konw ersji powinien być w pierwszym  przypadku rów ny 2, 
a w drugim  rów ny 1.

W edług teorii rozpadu w pobliżu pierścienia P-jononu, degradacja ka­
rotenu polega na stopniowym  u tlen ian iu  łańcucha izoprenowego, przy 
czym R e d f e a r n  (56) w ykazał, że w wyższych homologach w itam iny 
A grupy m etylow e w położeniu (5 w stosunku do utlenianego atom u węgla 
nie ham ują dalszego utlenienia. U tlenianie to prowadzi do uzyskania re ­
tinolu, w którym  obecność grupy m etylow ej w pozycji p uniemożliwia 
dalsze u tlenienie (9). G l o v e r  i wsp. (13) jako jedni z pierwszych w y­
kazali, że w organizm ie re tin a l stanow i form ę pośrednią przy powstawa-
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R ys. 1. M echan izm  k o n w e rsji p -k a ro ten u  do w ita m in y  A  w e d łu g  (15)

niu w itam iny A z karotenu. Również na drodze chemicznej P-karoten 
może ulec utlenieniu  z w ytw orzeniem  aldehydu w itam iny A (27, 69), 
ale z teoretycznego punktu  w idzenia (14) bardziej podatne na utlenianie 
jest końcowe a nie centralne wiązanie podwójne w łańcuchu izopreno- 
wym. Obok form y aldehydow ej w tam iny A przy chemicznym  rozpadzie 
cząsteczki (3-karotenu pojaw iły się pochodne typu retinalu  zaw ierające 
pierścień (3-jononowy z bocznym łańcuchem  alifatycznym  m niejszym  lub 
większym  niż w cząsteczce w itam iny A. W szystkie te związki nazwano 
apokarotenoidam i (przedrostek „apo” oznacza skrócenie łańcucha alifa­
tycznego i u tra tę  podwójnych wiązań w porów naniu z cząsteczką (3-ka- 
rotenu). G l o v e r  i R e d f e a r n  (14) podali doustnie kilka z (3-apo- 
karotenoidów szczurom pozbawionym  w itam iny A i stw ierdzili tw orzenie 
się retinolu , przy czym stopień konw ersji każdego z nich był niski i w y­
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nosił m niej niż 4°/o w porównaniu z w artościam i uzyskanym i z podob­
nych daw ek ^-karotenu.

Prace nad m etabolizm em  i aktyw nością biologiczną różnych (3-apoka- 
rotenoidów  (15, 16), które uważane są za pośrednie stadia w degradacji 
cząsteczki (3-karotenu, nasunęły następujące wnioski:
1. stopniowa degradacja nie jest główną m etaboliczną drogą przejścia 

P-karotenu w w itam inę A,
2. w przypadku tw orzenia w itam iny A z (3-apokarotenoidów, degradacja 

niekoniecznie musi przebiegać drogą (3-oksydacji. W w yniku dalszych 
obserw acji (15, 16) stwierdzono, że po karm ieniu szczurów 15, 25’-14C 
znakowanym  fi-karotenem, specyficzna aktyw ność wyizolowanej 1-14C 
w itam iny A była znacznie wyższa od tej, k tórą otrzym ano z P-apo- 
karotenoidów , co potw ierdza w zupełności poprzednie badania z m a­
teriałem  nieizotopowym.
N aturalne w ystępowanie (3-apo-S’-karotenoidów potwierdza przypusz­

czenie, że stopniowa degradacja ^-karotenu może mieć m iejsce w pewnym  
stopniu w przyrodzie (8). W roślinach przekształcenie (3-karotenu w w i­
tam inę A na ogół nie zachodzi. Jednak  W i n t e r s t e i n  i wsp. (72) 
stw ierdzili obecność re tinalu  w szpinaku i innych roślinach. M ikroorga­
nizm y są zdolne do tw orzenia olefin w obecności źródła węgla z przy­
łączeniem  tlenu atm osferycznego w m iejscach podwójnego wiązania (29). 
D m i t r o w s k i j  i S t a r i k o w a  (11) stosując ku ltu rę  Pseudomonas  
cieruginosa uzyskali przekształcenie wprowadzonego karotenu w w ita­
m inę A w  70%.

W ydaje się, że najbardziej prawdopodobna jednak jest teoria cen tral­
nego rozpadu cząsteczki P-karotenu. Przem aw ia za nią fakt, że stosunek 
utw orzonej w itam iny A do użytego karotenu jest wyższy od jedności. 
S a h a s h i i wsp. (58) w badaniach nad degradacją P-karotenu i m eta­
bolizmem w itam iny A w jelicie szczura, stw ierdzili obecność dwu m eta­
bolitów pośrednich, tj. P-jononu oraz kom pleksu białka z aldehydem  w i­
tam iny A. W późniejszych badaniach (32) wykazano, że przem iana P-ka- 
ro tenu do w itam iny A następuje istotnie drogą centralnego rozpadu, przy 
czym pow stający retinal związany z białkiem , ulega dalszym  przemianom 
do form y alkoholowej i kwasowej (rysunek 2).

Chemizm konw ersji związany jest prawdopodobnie z procesami oksy- 
doredukcji, ponieważ w powstałej cząsteczce pojaw ia się tlen, a produkt 
pękania, retinal, jest szybko redukow any do w itam iny A. G o o d m a n  
i wsp. (19, 20) w badaniach nad m echanizm em  biosyntezy w itam iny A 
przy użyciu preparatów  enzym atycznych z jelita  szczura oraz podwójnie 
znakowanego P-karotenu 3H przy węglu w pozycjach 15 i 15’ oraz 14C 
wykazali, że cząsteczka tlenu  reaguje z dwoma centralnym i atom ami w ę­
gla w cząsteczce ^-karotenu. Następnie cen tralne  podwójne wiązanie 
w łańcuchu fi-karotenu ulega rozszczepieniu z utw orzeniem  dwóch moli 
retino lu  zestryfikowanego głównie z kwasem  palm itynow ym . Do podob­
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nych wniosków doszedł H a r a s h i m a  (23) badając konw ersję karotenu 
do w itam iny A przez skraw ki jelitow e szczura.

Tak więc m echanizm  konw ersji nadal nie jest w pełni w yjaśniony.

¡3-karoten

ß-jonon

Retinal

Reakcja
Canizarro

Retinal

I
Retinal

Retinol

----------- Białko (kompleks)

(System enzymów jelita) 

NAD,FAD beztienowo

Kwas retinowy 
+

Retinol
R ys. 2. M eta b o liczn a  droga p rzem ia n  (3-karotenu i w ita m in y  A , w e d łu g  (32) 

retinal — form a aldehydow a w itam in y  A; retinol — form a alkoholow a w itam iny  A; kw as  
retinow y — form a kw asow a w itam in y  A.

V. Czynniki wpływające na konwersję

Jak  w ykazały liczne badania, konw ersja karotenu do w itam iny A in 
vivo  zależy od w ielu czynników. Oprócz budowy przestrzennej cząsteczki 
P-karotenu, na przebieg tego procesu w pływ ają źródła karotenu, metody 
podawania, wielkość dawki, skład diety, gatunek i płeć organizm u, stan 
funkcjonalny gruczołów w ydzielania wew nętrznego, a także obecność 
niektórych w itam in i antybiotyków . Również w w arunkach in vitro ocena 
tego procesu w ym agą uw zględnienia wielu czynników w arunkujących 
jego aktywność.

H a r a s h i m a  (23) w doświadczeniach nad m echanizm em  konw ersji 
karotenu przez skraw ki jelitowe szczura stw ierdził konieczność obecności 
tlenu atm osferycznego w  m ateriale inkubowanym . Podobne efekty uzy­
skały G o o d m a n  i H u a n g  (19) w badaniach biosyntezy w itam iny 
A przy użyciu preparatów  enzym atycznych jelita, w ykazując ponadto 
stym ulujące działanie g lutationu w tej reakcji. O l s o n  (50) jako pierw ­
szy zaobserwował potrzebę obecności soli żółci, k tórej wpływ  związany 
jest być może z własnościami em ulgującym i, zwiększającym i efektywność 
procesu. K o i z u m i  i wsp. (31) stw ierdzili, że przem iana (5-karotenu 
do w itam iny A w hom ogenatach jelit szczurów pozbawionych w diecie 
tiam iny jest bardzo niska, przy czym dodatek NAD i FAD (jednocześnie) 
podnosi wydajność procesu. Z a l e s s k a j a  (76) badając w pływ  eks­
perym entalnej hipo- i h ipertyreozy na konw ersję karotenu do w itam iny 
A in vitro w tkankach świnek m orskich w ykazała ham ujące działanie 
tiouracylu a stym ulujące — tyroksyny.
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Z przytoczonego przeglądu lite ra tu ry  wynika, że czynniki w arunku ją­
ce wysoką w ydajność konw ersji karotenu do w itam iny A nie zostały 
jednoznacznie określone. Szczególnie ważne byłoby znalezienie układu 
enzym atycznego, w arunkującego ten  tak  istotny dla organizmów żywych 
proces.
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A L IC JA  SZ W E Y K O W SK A *

Postępy badań nad cytokininami

Recent Progress in Cytokinin Research

T he term  c y to k in in s  has b een  r ec en tly  a ccep ted  to d esig n a te  su b sta n ces  w ith  
k in e t in - lik e  b io lo g ic a l a c t iv ity . S tu d ies  of s tr u c tu r e /a c t iv ity  re la tio n sh ip s  su g g es t  
that h igh  cy to k in in  a c t iv ity  is lim ite d  to N 6-su b stitu te d  a d en in es. C y to k in in s h a v e  
b een  sh o w n  to  be c o n stitu e n ts  of som e tR N A s in  w h ic h  th e y  are lo ca ted  a d ja cen tly  
to th e  an ticod on .

I. Nomenklatura

W roku 1955 S k o o g ,  S t r o n g  i M i l l e r  (34) zaproponowali nazwę 
kininy dla grupy substancji o aktyw ności biologicznej podobnej do tej, 
jaką w ykazyw ała kinetyna (6-furfuryloam inopuryna). Okazało się jed­
nak, że nieco wcześniej nazwę tę nadano grupie niskocząsteczkowych 
polipeptydów działających na mięśnie gładkie i zakończenia nerwowe 
zwierząt, a więc o aktyw ności zupełnie odm iennej od kinetyny. Przez pe­
wien czas oba znaczenia nazwy kininy współistniały, powodując jednak 
pewne nieporozum ienia i niedogodności. Próbowano więc zastępować na­
zwę nadaną przez Skooga i wsp. Dużą popularność zdobyła sobie nazwa 
fitokininy, k tórej przedrostek podkreślał roślinny charakter tej grupy 
substancji (por. 30). Grom adziły się jednak fak ty  świadczące o obecności 
i aktyw ności tych związków także w tkankach zwierzęcych (3, 11) oraz 
w kom órkach bak tery jnych  (14, 35), a więc o ich uniw ersalnym  biologicz­
nym  w ystępow aniu i roli. W roku 1965 odkryw cy k inetyny  i autorzy 
nazwy kininy — S k o o g ,  S t r o n g  i M i l l e r  (37) — po wielu kon­
sultacjach zaproponowali nazwę cytokininy na określenie substancji o ki- 
netyno-podobnej aktyw ności biologicznej. Naw iązuje ona do pobudzania 
przez te związki cytokinezy w różnego rodzaju kom órkach roślinnych 
oraz w niektórych kom órkach zwierzęcych. Nazwa ta została — jak się 
w ydaje — powszechnie przyjęta (między innym i na m iędzynarodowym  
sym pozjum  poświęconym substancjom  wzrostowym  u roślin w roku 1966 
w K uhlungsborn, NRD, por. także poz. lit. 31), zarówno ze względu na

w D oc. dr, K iero w n ik  K a ted ry  B o ta n ik i O gólnej U n iw er sy te tu  im . A d a m a  M ic­
k iew icza  w  P o zn a n iu
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to, iż wiąże się ona z pierwszym  zaobserwowanym  efektem  biologicznym 
kinetyny (por. term in auksyny Koegla i Haagensmita), jak  i że w ysunięta 
została przez grupę odkrywców tych substancji m ających szczególne p ra­
wo do nadania im  nazwy.

II. Struktura chemiczna a aktywność

Po w yodrębnieniu i identyfikacji k inetyny (If) (24) otrzym ano na 
drodze syntetycznej wiele substancji jej pokrew nych i w ykazujących 
podobną aktyw ność biologiczną. Pierw sze badania (16, 26, 38) w skazy­
wały, że aktyw ność kinetyno-podobna ogranicza się do pochodnych 6-ami- 
nopurynowych. Bardziej dokładne i system atyczne badania nad zależ­
nością między aktyw nością biologiczną a s tru k tu rą  chem iczną przeprow a­
dzili S k o o g ,  L e o n a r d  i wsp. (36). Zbadali oni 69 związków, prze­
ważnie purynow ych lub blisko spokrew nionych z purynam i, wśród któ­
rych było 13 nowych związków, opisanych po raz pierwszy.

W zględna aktyw ność cytokinin może różnić się nieco w zależności od 
użytego testu  biologicznego, jak w ykazał m iędzy innym i L e t h a m (19) 
badając aktywność biologiczną pięciu cytokinin za pomocą pięciu różnych 
testów. W badaniach Skooga, Leonarda i wsp., których w yniki zostaną 
niżej przedstawione, oznaczano aktywność cytokininow ą najbardziej czu­
łym i specyficznym testem  na cytokininy — testem  tytoniow ym  (por. poz. 
lit. 31).

W teście tym  opracow anym  w laboratorium  Skooga używa się ku l­
tu ry  tkankow ej rdzenia łodygi tytoniu, która rośnie wyłącznie w obec­
ności cytokininy w pożywce. Tkanka ta reaguje już na stężenie 0,2 (ig 
kinetyny/1 litr, co pozwala na w ykrycie tej substancji w ilości około
0,01 ¡ag (w 50 ml pożywki). W zrost tkanki jest proporcjonalny do stężenia 
cytokinin w pożywce, w przypadku kinetyny w granicach 1— 15 ng/1 litr.

K ultu rę  tkankow ą otrzym uje się przez wycięcie w aseptycznych w arun­
kach małego fragm entu  rdzenia z łodygi ty toniu  i umieszczenie go na 
odpowiedniej pożywce (22). Rozwija się z niego kalusow a tkanka, którą 
następnie można w ielokrotnie przeszczepiać. Przed użyciem do testu, 
tkankę przeszczepia się dw ukrotnie (w odstępach 4— 5 tygodniowych) na 
pożywkę ze stosunkowo niską zawartością kinetyny. Po takim  przygoto­
waniu małe (30— 50 mg) kaw ałki tkanki przeszczepia się na pożywki 
zaw ierające substancje lub wyciągi, których aktyw ność cytokininow ą ma 
być oznaczona. Reakcja tkanki jest widoczna po około 7— 10 dniach, koń­
cowy rezu lta t w postaci oznaczenia świeżej i suchej m asy tkanki otrzym u­
jem y po 4— 5 tygodniach. Załączona fotografia przedstaw ia przykład ta ­
kiego testu  (Rysunek 1).

6-Alkiloam inopuryny . Aktywność alkilowych pochodnych adeniny za­
leży od długości łańcucha alkilowego. Najwyższą specyficzną aktyw nością
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R ys. 1. T est ty to n io w y  na c y to k in in y  
K olejno od lew ej: kultura kontrolna bez cytok in in  w  pożyw ce, kultury z różnym i stężen ia ­
mi testow anej substancji, w ostatniej kolbce na prawo — kontrolna kultura k inetynow a  

zaw ierająca 30 \ag kinetyny/1 litr pożyw ki
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spośród pochodnych nasyconych odznacza się 6-pentyloam inopuryna (la) 
oraz jej izom er 6-izoam yloam inopuryna (Ib). Są one aktyw ne w teście 
tytoniow ym  począwszy od stężenia 10~9M, co odpowiada aktyw ności ki- 
netyny. Podobne rezu lta ty  otrzym ali R o t h w e l l  i W r i g h t  (33) ba­
dając aktyw ność czterech pochodnych alkilowych 6-am inopuryny za po­
mocą trzech testów  biologicznych. Pochodne alkilowe wyższe od pięcio- 
węglowych aż do 6-decyloam inopuryny włącznie, w ykazują słabnącą wraz 
z długością łańcucha aktywność, podobnie jak  pochodne niższe, choć 
6-etyloam inopuryna w ykazuje jeszcze stosunkowo wysoką aktywność. 
Pew ną aktyw ność posiada także 6-m etyloam inopuryna (stężenie progowe 
10-4M), jednakże jej obecność w yraźnie obniża reakcję tkanki tytoniow ej 
na optym alne stężenia bardziej aktyw nych cytokinin. Również sama 
adenina w ykazuje niewielką, ale w yraźną aktyw ność w zrastającą w za­
kresie stężeń od 2*10-4 do 8*10-4M. Nie jest wykluczone, że działa nie 
sam a adenina, ale jej N6 pochodne tworzące się w tkance tytoniow ej przy 
wysokiej zawartości adeniny w komórkach.

>CHoQH
HN-R d) R :-C H 2-C H = C

x c h 3

e) R :—CH2 — \

a) R

b) R

c) R

I

Obecność w iązań nienasyconych w podstaw niku alkilowym  znacznie 
zwiększa aktyw ność cytokininy. 6-(Y,Y-dwumetylo)-alliloaminopuryna 
(izopentenyloadenina, IPA) (Ic) jest około 10 razy aktyw niejsza od 
6-izoam yloam inopuryny i kinetyny. Jest to obok zeatyny (Id) na jak tyw ­
niejsza ze znanych dotąd cytokinin, w ykryw alna w teście tytoniow ym  
w stężeniu 10-10— 10-11M. Podobnie 6-farnezyloam inopuryna i 6-geranylo- 
am inopuryna są aktyw niejsze od 6-decyloam inopuryny.

6-Aryloam inopuryny . Spośród pochodnych pierścieniowych najak tyw ­
niejsza jest 6-benzyloam inopuryna (Ie); pod względem aktywności zaj­
m uje ona m iejsce pomiędzy k inetyną a IPA, a jej najniższe w ykryw alne 
stężenie wynosi 8*10_10M. Podobnie jak w pochodnych alkilowych, 
obecność podw ójnych wiązań w podstaw niku arylow ym  zwiększa aktyw ­
ność cytokininy: 6-fenyloam inopuryna jest znacznie aktyw niejsza od 
6-cykloheksyloam inopuryny.

Zarówno usunięcie grupy m etylenow ej łączącej podstaw nik z ami- 
nopuryną w pozycji N6 jak  i przedłużenie m ostku obniża aktywność. Za-

-O H 2-(C H 2)3-C H 3

,CH,
- c h 2- c h 2- c h

- c h 2- c h = c '

CHo
,CH,

'CHo

f) R :-C H 2

http://rcin.org.pl



196 A. SZWEYKOWSKA [4]

równo 6-fenyloam inopuryna jak i 6-(P-fenoksy)etyloaminopuryna w yka­
zują tylko około 1/5 aktyw ności 6-benzyloam inopuryny.

Podstaw ienie chloru w pozycji orto w pochodnych benzyloam inowych 
zwiększa aktyw ność cząsteczki, w pozycji meta  daje bardzo niewielki 
efekt, a w pozycji para działa silnie ham ująco. W prowadzenie innych 
grup (-OH, -CH3, -N 0 2, -S 0 3H, -NH2) obniża aktywność.

W w yniku dołączenia do 6-m etyloam inopuryny silnie polarnego pierś­
cienia dezoksyrybozy pow staje aktyw na cytokinina, w ykryw alna w stę­
żeniu 2*10~8— 10-7M. Aktywność tego związku jak  również bardzo w y­
soka aktyw ność zeatyny (Id) świadczą, iż obecność grup polarnych 
w bocznym łańcuchu lub pierścieniu nie przeszkadza biologicznej ak­
tywności cytokinin.

Modyfikacja adeninowego składnika cząsteczki. Istotne znaczenie dla 
aktyw ności cytokininy ma stru k tu ra  samej adeninowej części cząsteczki. 
Zastąpienie w IPA atomu azotu grupy aminowej atom em  siarki (II) 
obniża jej aktyw ność około 100 razy, a zastąpienie w kinetynie atom u 
węgla w pozycji 8 atom em  azotu (azakinetyna) — około 20 razy. W ymia­
na atomów węgla i azotu między pozycjami 7 i 8 kom pletnie elim inuje 
aktyw ność cytokinin.

II III

Pozycja podstawnika. Miejsce, w którym  grupa alkilowa lub arylowa 
dołączona jest do cząsteczki adeniny, wpływa również w isto tny sposób 
na aktywność cytokinin. Z wcześniejszych badań (2, 12) wynikało, iż nie 
tylko pochodne podstawione w pozycji N6-, lecz także 1- i 3-podstawio­
nę pochodne adeniny m ają aktyw ność cytokinin. S tarannie przeprow a­
dzone doświadczenia z czystym i preparatam i substancji i bez stosowania 
wyższych tem peratu r w procedurze testu  (17, 18, 32) w ykazały jednak, 
że aktyw ność ograniczona jest do N6 -podstaw ionych pochodnych. W yni­
ki doświadczeń, w których uzyskano aktyw ność I - i  3-podstawionych po­
chodnych adeniny, były prawdopodobnie rezulta tem  stosowania wyższej 
tem pera tu ry  w trakcie przygotowania doświadczenia (rozpuszczanie sub­
stancji, sterylizacja pożywek), w której związki te łatwo przekształcają 
się w N6-podstawione pochodne. Podobnie przedstaw ia się spraw a z 9-pod- 
staw ionym i adeninam i, w tym  jednak przypadku przegrupow anie pod­
staw nika w pozycję N6 zachodzi trudniej.

Dwupodstawione adeniny. W prowadzenie drugiego podstaw nika w po­
zycjach N6-, 7- i 9- do aktyw nej cząsteczki adeniny podstawionej w gru­
pie aminowej obniża znacznie jej aktywność. Dołączenie grupy m etylo­
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wej w pozycji N6 k inetyny lub 6-benzyloam inopuryny (III) zmniejsza ich 
aktyw ność ponad 100 razy. Podobnie zmniejszona była aktyw ność po­
chodnych dwubenzylowych: N6,7-dwubenzyloadeniny oraz N6,9-dwuben- 
zyloadeniny. 9-Rybozydy k inetyny i IPA były 2— 5 razy m niej aktyw ne 
od odpowiednich wolnych zasad.

Szczególne znaczenie dla aktyw ności cytokinin m ają wolne pozycje 
1 i 3: po ich podstaw ieniu aktyw ność praktycznie zanika, na przykład 
nieaktyw ne są 2-m etylo-6-benzyloam inopuryna oraz 3-m etylo-6-benzy- 
loam inopuryna. Bardzo ak tyw na IPA (Ic) traci całkowicie aktywność, 
gdy w skutek związania jej y-węgla z azotem w pozycji 1, przekształca 
się w związek trójpierścieniow y.

Z przedstaw ionych badań nad pochodnymi purynow ym i w ynika, że 
wysoka aktyw ność cytokininow a związana jest z N6-jednopodstaw ionym i 
pochodnymi adeniny, przy czym  na stopień aktyw ności duży w pływ  m ają 
wielkość, kształt, skład, nasycenie i ładunek podstaw nika. W yjątek w tej 
regule stanow ią pochodne pirym idyny, które w edług K u ł a j e w e j 
i wsp. (15) są aktyw ne w pewnych system ach, oraz pewne pochodne mocz­
nika (7, 13), które w ykazują aktyw ność w stym ulow aniu w zrostu w tych 
sam ych biotestach, co pochodne adeniny. Czy jednak funkcjonują one 
także w tych sam ych m echanizm ach kontrolujących wzrost, jest jeszcze 
spraw ą otw artą.

III. Występowanie cytokinin w naturze i ich lokalizacja w komórce

Pierw szą zidentyfikow aną cytokininę — kinetynę — wyodrębniono 
w 1955 roku (24) z produktów  autoklaw ow ania DNA przy niskim  pH  
i dotychczas nie stw ierdzono jej w ystępow ania w naturze. Od dawna 
jednak wiadomo było, że substancje o kinetyno-podobnej aktyw ności 
w ystępują w dużych ilościach zwłaszcza w endosperm ie nasion (mleko ko­
kosowe, mleko kukurydziane). W roku 1963 L e t h a m  (21) wyizolował 
z endosperm y kukurydzy  pierwszą natu ra lną  cytokininę, k tórą nazwał 
zeatyną (Id). Okazało się, że wysoka zawartość cytokinin jest też związa­
na z pew nym i chorobam i roślin, np. ze zm ianam i powodowanymi przez 
Corynebacterium jascians, nowotworam i roślinnym i (crown-gall) i gala­
sami.

W roku 1966 K l ä m b t ,  T h i e s  i S k o o g  (14) w yodrębnili z Co­
rynebacterium jascians IPA (Ic), k tórej s tru k tu ra  tylko nieznacznie 
różni się od zeatyny. Cytokininy w ystępują też w roślinach niższych: 
w roku 1966 B a u e r  (1) otrzym ał ze sporofitowej tkanki mchu k ry sta ­
liczną substancję o silnej aktyw ności cytokininow ej, którą nazwał bry- 
okininą. O jej budowie chemicznej wiadomo na razie tylko tyle, że — po­
dobnie jak  inne cytokininy — jest ona pochodną adeniny. C harakter i lo­
kalizacja podstaw nika nie zostały jeszcze określone; nie jest wykluczone,
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że bryokinina okaże się jedną ze zidentyfikow anych już natu ra lnych  cy- 
tokinin. W roku 1962 M c C a l l a ,  M o r r é  i O s b o r n e  (23) wykazali, 
że niew ielka ilość znakowanej N6-benzyloadeniny ulega w łączeniu do 
RNA w starzejących się liściach. F o x w roku 1966 (9) stw ierdził w tk an ­
kach ty toniu  i soi rosnących na pożywce ze znakowaną N6-benzyloadeni- 
ną, iż związek ten  włącza się głównie do frakcji rozpuszczalnego RNA 
(sRNA).

W roku 1966 Z a c h a u i wsp. (41) oraz B i e m a n n i wsp. (4) w y­
odrębnili IPA z kom órek drożdży i wykazali, iż jest ona tam  skład­
nikiem  dwu odm ian RNA przenoszącego (tRNA) specyficznego dla sery- 
ny. C harakterystyczna jest przy tym  lokalizacja tej zasady w cząsteczce 
tRNA w m iejscu bezpośrednio przylegającym  do antykodonu. M niej w ię­
cej równocześnie H a l l  i wsp. (11) wyizolowali rybozyd IPA z en­
zymatycznego hydrolizatu sRNA drożdży i w ątroby cielęcej. Cytokini- 
nową aktyw ność stw ierdzono ponadto w preparatach  sRNA z w ątroby 
owcy i szczura (3), siewek kukurydzy (20) i n iedojrzałych ziarniaków 
kukurydzy (10). S k o o g  i wsp. (35) stw ierdzili cytokininow ą aktyw ność 
w preparatach  tRNA różnego pochodzenia (drożdże, w ątroba, Escherichia 
coli), przy czym w ysoką aktyw nością w yróżniały się frakcje tRNA dla 
seryny, a także dla izoleucyny i tyrozyny. W cząsteczkach tRNA dla ty ­
rozyny R a j - B h a n d a r y  (29) w ykazał także obecność IPA w po­
zycji przyległej do antykodonu. N atom iast zupełnym  brakiem  aktywności 
odznaczały się frakcje  odpowiadające tRNA dla glicyny, alaniny, argini- 
ny, w aliny i fenyloalaniny. Ostatnio H a 11 i wsp. (10) wyizolowali 
IPA z preparatów  sRNA pochodzącego ze szpinaku i groszku. W sRNA 
szpinaku, groszku i kukurydzy  znaleźli ponadto inną jeszcze cytokininę, 
bardzo zbliżoną do zeatyny, różniącą się od niej tylko pozycją cis grupy 
hydroksylow ej w  stosunku do m etylenowego atom u węgla.

Trudno dziś powiedzieć, jakie jest znaczenie cytokinin w pewnych 
rodzajach tRNA. F o x  (9) w ysunął hipotezę, że cytokininy g rają  w tRNA 
rolę podobną do roli n iektórych pochodnych m etylow ych zasad (8), nada­
jąc mu zdolność do w iązania i przenoszenia aminokwasów. Jeszcze tru d ­
niej jest spekulować na tem at, czy obecność i ew entualna funkcja cyto­
kinin w tRNA m ają jakiś związek z w ieloraką i silną aktyw nością biolo­
giczną cytokinin. Cytokininy indukują  organogenezę w roślinnych kul­
turach  tkankow ych, kontro lu ją dom inację w ierzchołkow ą pędu i jego roz­
gałęzianie się, przyspieszają kw itnienie, stym ulu ją  kiełkowanie nasion, 
regulu ją transport substancji, mobilizację i akum ulację m etabolitów , 
zapobiegają procesom starzenia się. P rzy  tak  niespecyficznym  działaniu 
fizjologicznym, charakterystycznym  zresztą i d la  innych roślinnych regu­
latorów wzrostu i rozwoju, należy oczekiwać, że na poziomie m olekular­
nym  reakcja, w  której biorą udział cytokininy, należy do jednego z pod­
stawowych procesów m etabolicznych. W doświadczeniach F o x a (9) nad 
w łączaniem  N6-benzyloadeniny znakowanej 14C w pozycji 8 do RNA nie-
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wielką część radioaktyw ności odnajdowano także we frakcji nie należącej 
do rozpuszczalnego ani rybosomowego RNA. F rakcja ta  charakteryzow a­
ła się właściwościami przypisyw anym i inform acyjnem u RNA (mRNA). 
Na tej podstawie Fox w ysunął drugą, a lte rnatyw ną hipotezę, w edług 
k tórej cytokininy działają jako derepresory inform acji genetycznej, w ten 
sposób, że ich włączenie do określonego rodzaju  mRNA pozbawia go 
norm alnej funkcji represora.

C harakterystycznym  efektem  biochem icznym  cytokinin jest stym u­
lacja syntezy RNA i białka (27, 28, 40), a m orfogenetyczne efekty cyto­
kinin mogą być blokowane przez inhibitory syntezy RNA i białka (6, 39). 
W o 11 g i e h n (40) stw ierdził, że stym ulacja syntezy RNA przez kinetynę 
dotyczy w jednakow ym  stopniu wszystkich w yodrębnionych przez niego 
frakcji. Na tej podstawie M o t h e s (25) sądzi, że działanie kinetyny mo­
że polegać na stabilizacji system u polirybosomów, pociągającej za sobą 
dłuższą żywotność mRNA, lub na generalnym  znoszeniu represji genów 
na drodze generalnego w yłączania histonów, uważanych za składniki 
system u represyjnego komórki. Rola efektorów genetycznych jest zresztą 
przypisyw ana także innym  regulatorom  wzrostu i rozw oju roślin (5). 
Można przypuszczać, że w w arunkach naturalnych , kontrolow anych także 
przez inne system y regulatorów , endogenne cytokininy działają bardziej 
specyficznie w system ie aktyw acji genów.

Obecny stan wiedzy o cytokininach nie pozwala na sform ułow anie 
bardziej szczegółowych koncepcji na tem at ich roli w  metabolizmie kw a­
sów nukleinow ych i białek. Możemy jedynie oczekiwać, że intensyw ne 
badania prowadzone w tym  kierunku rzucą w krótce więcej św iatła na 
zagadnienie działania i znaczenia cytokinin na poziomie m olekularnym .

L IT E R A T U R  A

1. B a u e r  L., Z. P fla n ze p h y s io l.  54, 241 (1966).
2. B e a u c h e s n e  G. ,  G o u t a r e l  R., P h y s io l.  P la n ta r u m  16, 630 (1963).
3. B e l l a m y  A . R., N a tu re  211, 1093 (1966). N
4. B i e m a n n  K. ,  T s u n a k a w  a S. ,  S o n n e n b i c h l e r  J. ,  F e l d m a n n  H. ,  

D u  t t i n g  D., Z a c h a u H. G., A n g e w . C h em . 78, 600 (1966).
5. B o n n e r  J., T h e M olecu la r  B io lo g y  of D e v e lo p m en t, O xford  U n iv . P ress , N e w  

Y ork and O xford , 1965, str . 117— 132.
6 . B r a n d e s  H ., B o  p p  M., N a tu r w is s .  52, 521 (1965).
7. B r u c e  M.  I., Z w a r  J.  A. ,  K e f f o r d  N . P ., L ife  S e i. 4, 461 (1965).
8 . C o m b  D . G., K  a t z S . J., J . M ol. B io l.  8 , 790 (1964).
9. F o x  J. E., P la n t P h y s io l. 41, 75 (1966).

10. H a l l  R.  H. ,  C s o n k a  L. ,  D a v i d  H. ,  M e  L e n n a n  B ., S c ien ce  156, 69 
(1967).

11. H a l l  R.  H. ,  R o b i n s  M.  J.,  S t a s i u k  L. ,  T h e d f o r d  R., J. A m . C h e m .. 
Soc. 88 , 2614 (1966).

12. H a m z i  H.  Q.,  S k o o g  F ., P ro c . N a t. A c a d . S e i. U. S . 51, 76 (1964).
13. K e f f o r d  N.  P. ,  B  r u c e M.  I., Z w a r  J. A ., P la n ta  68 , 292 (1966).

3* http://rcin.org.pl



onn A. S Z W E Y K O W S K A  [8]

14. K l ä m b t  D. ,  T h i e s  G.,  S k o o g  F.,  Proc .  Na t .  Ac a d .  Sei .  U.S.  56, 52
(1966).

15. K u ł a  j e  w a  O.  N. ,  C ż e r n y s z e w  E.  A. ,  K  a j u t e n k o L.  A. ,  D o ł g a -  
j a M.  E., W  o r o b i e w  a I. P. ,  P  o p o w  a E.  A. ,  K l a c z k o  N.  L.,  Fizjol .  
Rast .  12, 902 (1965).

16. K u r a i s h i  S.,  Sei .  P a p e r  Col l .  Gen.  Educ. ,  U n iv .  of  T o k y o  9, 67 (1959).
17. L e o n a r d  N.  J., A c h m a t o w i c z  S.,  L o e p p k y  R.  N ,  C a r r a w a y  K.  

L ,  B r a d b u r y  R.  B ,  G r i m m  W.  A.  H.,  S z w  e y k o w  s k a A. ,  S k o o g F.,  
Ni e  o p u b lik o w a n e  dan e.

18. L e o n a r d  N.  J ,  A c h m a t o w i c z  B. ,  L o e p p k y  R.  N ,  C a r r a w a y  K.  
L., G r i m  m  W.  A.  H.,  S z w  e  y k o w  s k a A. ,  H a m z i  H.  Q., S k o o g  F., 
Proc.  Nat .  A c a d .  Sei .  U. S.  56, 709 (1966).

19. L e t h a m  D.  S. ,  P l a n t a  74, 228 (1967).
20. L e t h a m  D.  S. ,  R a l p h  R. K., Life  Sei .  6, 387 (1967).
21. L e t h a m  D.  S. ,  S h a n n o n  J.  S. ,  M c D o n a l d  I. R. ,  Proc .  Ch e m. ,  Soc.  

str. 230 (1964).
22. L i n s m  a i e r E. M., S k o o g  F., P hy s i o l .  P l a n t a r u m  18, 100 (1965).
23. M c C a l l a  D.  R. ,  M o r r é  D.  J.,  O s b o r n e  D.,  B i oc h i m.  B i o p h y s .  A c t a  55,  

522 (1962).
24. M i l l e r  C.  O.,  S k o o g  F.,  O k u m  u r a F.  S. ,  v o n  S a l t z a  M.  H.,  S t r o n g  

F. M., J. A m .  C h e m .  Soc.  78, 1375 (1956).
25. M o t h e s K ., Biol .  R u n d s c h a u  4, 211 (1966).
26. O k u m u r a  F.  S. ,  E n i s h i  N. ,  I t  o h  H.,  M a s  u m  u r  a M.,  K u r a i s ­

h i  S.,  Bul l .  C h e m .  Soc.  Jap.  32, 886 (1959).
27. O lszew sk a  M. J., A c t a  Soc .  Bot .  Pol .  28, 175 (1959).
28. P a r t  h i e r  B. ,  Fl ora  156-A , 344 (1965).
29. R a j B h a n d a r y  U.  L. ,  ni e  o p u b lik o w a n e  dane.
30. R o g o z i ń s k a  J.  H. ,  Post .  B i o c h e m .  12, 265 (1966).
31. R o g o z i ń s k a  J.  H. ,  Wi a d .  Bot .  11, 77 (1967).
32. R o g o z i ń s k a  J.  H. ,  H e l g  e s  o n  J.  P. ,  S k o o g F.,  P h y s i o l .  P la nt .  17, 165

(1964).
33. R o t h w  e 11 K ., W r i g h t  S.  T.  C., Proc .  Roy .  Soc.  B  167, 202 (1957).
34. S k o o g  F.,  J. Ce l l  C o m p .  P hy s io l .  46, 365 (1955).
35. S k o o g  F.,  A  r m  s t r o n g D. ,  C h e r a y i 1 J.  D. ,  H a m p e l  A.  E., B o c k  R.  

M.,  Sc i en ce  154, 1354 (1966).
36. S k o o g  F. ,  H a m z i  H.  Q.,  S z w e y k o w s k a  A. ,  L e o n a r d  N . J . ,  C a r ­

r a w a y  K.  L. ,  F u j i  T.,  H e 1 g e s o n J.  P. ,  L o e p p k y  R.  N. ,  P h y t o c h e ­
m i s t r y ,  6, 1169 (1967).

37. S k o o g  F.,  S t r o n g  F.  M.,  M i l l e r  C. O.,  S c i en ce  148, 532 (1965).
38. S t r o n g  F.  M.,  T opics in  M icrob ia l C h em istry , Joh n  W iley  and Son s Inc., 

N ew  Y ork , 1958, str. 98— 157.
39. S z w e y k o w s k a  A. ,  S c h n e i d e r  J., A c t a  Soc.  Bot .  Pol .  36, 735 (1967).
40. W  o 11 g i e h n R., Fl ora  156-A , 291 (1965).
41. Z a c h  a u  H.  G.,  D u t t i n g  G.  D. ,  F e l d m a n n  H.,  A n g e w .  C h e m .  78, 392

(1966).

http://rcin.org.pl



Post.  Biochem.  14, ?01—207 (1968).

M A R IA N  MICHNIEWICZ*

Przydatność metody mikrobiologicznej do badań nad 
regulatorami wzrostu roślin

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

T he p o s s ib ility  o f th e  a p p lica tio n  of b a cter ia  for te s t in g  of p la n t g ro w th  r eg u la -  
tors is d iscu ssed .

Endogenne regulatory  w zrostu stanow ią potężny czynnik kon tro lu ją­
cy wzrost i rozwój rośliny. Liczba substancji zaliczanych do tej kategorii 
związków stale w zrasta. Obok auksyn, giberelin czy cytokinin, wym ienić 
tu  należy także dużą grupę inhibitorów  wzrostu. G rupa ta obejm uje 
różnorodne pod względem  chemicznym  i fizjologicznym substancje, k tó­
rych  ham ujący w pływ  na wzrost i rozwój rośliny m a charakter odw ra­
calny. W zależności od funkcji fizjologicznej mówimy o inhibitorach 
wzrostu, kiełkowania, kw itnienia itp. K ry terium  podziału stanowi tu  
zatem  obserwowany efekt, a nie m echanizm  działania na poziomie mole­
kularnym . Tak więc pojęcie inhibitor w sensie fizjologicznym jest inne od 
znaczenia tego term inu  w biochemii lub chemii.

W ystępowanie inhibitorów  wzrostu u roślin jest powszechne, a obec­
ność ich stw ierdzono we wszystkich organach roślin, należących do na j­
różnorodniejszych jednostek system atycznych (11).

Do inhibitorów  w zrostu należy szereg nienasyconych laktonów, 
a wśród nich kum aryna, w ystępująca w roślinach w postaci ^-glikozydu 
kwasu o-hydroksy-ds-cynam onow ego, związek znany przede w szystkim  
jako inhibitor kiełkow ania nasion. Inhibitoram i w zrostu jest wiele związ­
ków fenolowych, m iędzy innym i kw asy (na przykład trans-cynam onow y, 
chlorogenowy, i chelidoniowy) oraz flawonoidy (11) (na przykład flo- 
rydzyna, glukozyd floretyny, inhibitor charakterystyczny dla jabłoni (7, 
16)). Do inhibitorów  zaliczyć należy także abscysynę, pochodną kwasu pen- 
tadienowego, kontrolującą głównie zjaw iska opadania liści i spoczynek (5).

Mimo dużych osiągnięć w dziedzinie badań nad w yodrębnianiem  i o­

* P rof. dr, k ie ro w n ik  K a ted ry  F iz jo lo g ii R o ślin  U n iw e r sy te tu  M. K o p ern ik a  
w  T orun iu

W ykaz sto so w a n y c h  sk rótów : G A 3 —  k w a s g ib e re lo w y , IA A  —  k w a s 3 -in d o lilo -  
o c to w y .
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znaczaniem  czynnych związków w ystępujących w roślinie oraz w prow a­
dzenia nowych m etod jak  chrom atografia cienkow arstw owa czy gazowa, 
w ielu z tych związków nie zdołano dotąd zidentyfikować i o ich obec­
ności w nioskuje się jedynie na podstawie odpowiednich testów  biolo­
gicznych. Odnosi się to zwłaszcza do inhibitorów  wzrostu. Przykładem  
może być bardzo pospolicie w ystępujący w m ateriale roślinnym  tak zwa­
ny „inhibitor |3”, wyizolowany po raz pierwszy w roku 1953 przez B e n -  
n e t - C l a r k a  i K e f o r d a  (2) i dotychczas jeszcze nie zidentyfiko­
wany. W ykazuje on odczyn kwaśny, rozpuszcza się w etanolu, benzenie, 
eterze dw uetylow ym  i wodzie, na chrom atogram ach bibułow ych rozw ija­
nych w izopropanolu, am oniaku i wodzie (10:1:1) jego Hf wynosi 0,6— 0,8. 
Okazało się, że jest to związek kompleksowy, w skład którego wchodzą 
zarówno związki fenolowe jak  też substancje nie będące fenolam i (17).

Niektóre z testów  biologicznych stosowanych przy oznaczaniu auksyn, 
giberelin czy cytokinin odznaczają się dostateczną specyficznością, po­
zw alającą z dużym  praw dopodobieństwem  zaszeregować dany związek do 
odpowiedniej grupy substancji wzrostowych.

Specyficznym  testem  na auksynę jest wygięciowy test owsiany. Auk- 
syna, w prowadzona w bloczku agarow ym  na jedną stronę dekapitow ane- 
go w ierzchołka koleoptylu owsa, stym uluje wzrost tej w łaśnie strony, co 
w yw ołuje skrzyw ienie koleoptylu. Stopień skrzyw ienia zależy od ilości 
wprowadzonej substancji wzrostowej (1, 8).

Za najbardziej specyficzne testy  do oznaczania giberelin uważa się 
testy  karłow atych m utantów  kukurydzy lub grochu. Giberelina zdolna 
jest przełam ać tu  genetyczną karłowatość i pobudzić wzrost pędu (10).

Za specyficzny test biologiczny do oznaczania cytokinin przyjm uje 
się test rdzenia tytoniu. Pod wpływ em  cytokininy podziały komórek 
tk ank i rdzenia tytoniu, hodowanej in vitro, przebiegają szybciej, co powo­
duje znaczny jej przyrost (19).

N iestety dotychczas nie znam y specyficznych testów  biologicznych dla 
^ogromnej większości inhibitorów  wzrostu, a o ich obecności w nioskujem y 
często tylko na podstawie ham ow ania wzrostu wycinków koleoptyli owsa 
czy pszenicy. Test ten, nazyw any często „testem  cylindrycznym ”, stoso­
w any jest również do oznaczania auksyn. Zasada testu  polega na stym u­
lacji (w przypadku auksyn) lub ham ow aniu (w przypadku inhibitorów) 
w zrostu subapikalnych wycinków koleoptyli owsa lub pszenicy umieszczo­
nych w podłożu zaw ierającym  wodny eluat z odpowiedniego wycinka 
chrom atogram u bibułowego, oraz najczęściej sacharozę i bufor fosforano­
wy (1, 8).

Do w ykryw ania inhibitorów  można również stosować tak  zwany test 
pierwszego liścia owsa, używ any także do oznaczania gibereliny. W ycinki 
koleoptylu owsa obejm ujące węzeł oraz część pod- i nadwęzłową 
umieszcza się w m ałych probówkach zaw ierających badaną substancję. 
S tym ulacja w zrostu pierwszego liścia w porów naniu z kontrolą świadczy
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0 obecności gibereliny, natom iast ham ow anie w skazuje na obecność inhi­
bitora w zrostu (9).

Do oznaczania inhibitorów  stosuje się niekiedy także test polegający 
na określaniu  ich ham ującego w pływ u na kiełkowanie nasion czy też 
na wzrost korzeni rzeżuchy (1, 8).

W szystkie opisane tu  testy  używane do badań inhibitorów  w zrostu 
nie są jednak specyficzne, ponieważ ham ow anie może być wywołane 
przez bardzo różne pod względem chemicznym  związki przem ieszczające 
się na chrom atogram ach z podobną szybkością. Naw et identyfikacja inh i­
bitorów  o dobrze już znanym  składzie chemicznym  jak florydzyna czy 
abscysyna, nastręcza podobne trudności. M ateriał roślinny zawiera 
bowiem często tak  małe ilości tych związków, że nie można ich określić 
za pomocą innych metod. Dodatkową trudność stanowi uzyskanie 
czystych wzorców niektórych związków, na przykład abscysyny, ponie­
waż nie są one, jak  dotąd, produkowane dla celów handlowych.

O statnio zwrócono uwagę na możliwość zastosowania m etod m ikro­
biologicznych do identyfikacji regulatorów  wzrostu roślin. N iektóre 
m ikroorganizm y reagu ją  bowiem na pewne związki chemiczne w sposób 
wysoce specyficzny, co dało podstawę do zastosowania ich przy oznacza­
niu w itam in i am inokwasów (3), antybiotyków  (6), m ikroelem entów (15), 
alkaloidów (18) i innych.

P róby zastosowania m ikroorganizm ów do oznaczania regulatorów  
w zrostu roślin podjęto w Zakładach: Fizjologii Roślin i Mikrobiologii 
U niw ersytetu  M. K opernika w Toruniu.

Badano dwa różne inhibitory  z nasion sosny, z k tórych jeden w yodręb­
niano 70% acetonem  (metoda ekstrakcji giberelin), drugi zaś — 80% 
m etanolem  (metoda ekstrakcji auksyn) (12, 13). Pierw szy inhibitor (na­
zw any um ownie Pa) poddany chrom atografii na bibule W hatman 3, 
w układzie rozw ijającym : n-butanol, kwas octowy, woda (19:1:6) w yka­
zywał Rf w zakresie 0,6—0,8. Dla drugiego inhibitora chrom atografow a- 
nego na bibule W hatm an 3, w układzie rozw ijającym : izopropanol, amo­
niak, woda (10:1:1) Rf mieścił się w granicach 0,7—0,8.

Inhibitor Pa ham ow ał w tekście stosow anym  przy oznaczaniu giberelin 
wzrost pierwszego liścia owsa oraz obniżał jego wzrost pobudzony działa­
niem  kwasu giberelowego (GA3). Nie w pływ ał natom iast na cylindryczny 
test koleoptyli owsa, używ any do oznaczania auksyny, ani też nie obniżał 
stym ulacji wzrostu wycinków koleoptyli owsa, w yw ołanej auksyną (IAA).

Inhibitor Pm  ham ow ał wzrost pierwszego liścia owsa zarówno nie 
pobudzany jak  i pobudzany przez GA3, jak  również wzrost wycinków 
koleoptyli owsa niestym ulow any i stym ulow any przez IAA.

Do badania inhibitorów  Pa i Pm  S t r z e l c z y k  i M i c h n i e w i c z  
zastosowali m etodę mikrobiologiczną (20, 21, 22). W ycinki rozw iniętych
1 wysuszonych chrom atogram ów zaw ierające inhibitory  umieszczano 
w szalkach Petriego na agarze zaw ierającym  zawiesinę bakterii testowej
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nałożonym  cienką w arstw ą na agar odżywczy. Szalki przetrzym yw ano 
w tem pera tu rze  pokojowej przez 18 godzin, w celu um ożliw ienia dyfuzji 
substancji aktyw nych do agaru. Następnie bibułę usuwano, a szalki 
um ieszczano w term ostacie o tem peraturze 26°C na przeciąg 3— 5 godzin. 
Po tym  czasie obserwowano wzrost bakterii testow ej (rysunek 1).

R ys. 1. S c h e m a t p r z ed sta w ia ją cy  u ło żen ie  s tr e f w zro stu  b a k ter ii te sto w e j na agarze
1 — siln y  w zrost bakterii testow ej, ? — słaby w zrost bakterii w  m iejscu przyłożenia fragm entu, 
chrom atogram u, 3 — strefa  kom pletnego zaham ow ania w zrostu  bakterii testow ej w  m iejscu  

w ystęp ow an ia  inhibitora, po 3—5 godz. inkubacji w  tem p. 26°C (22).

Do testów  stosowano rozm aite gatunki bakterii zarówno gram -dodat- 
nich jak  i gram -ujem nych: 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  spośród nich, a mianowicie: Arthrobacter globijormis, 
Bacillus subtilis  i Bacillus cereus, zareagowały zupełnym  zaham owaniem  
wzrostu (rysunek 2). Inhibitor Pa nie wyw oływ ał natom iast hamowania 
w zrostu żadnej ze stosowanych bakterii.

Porów nanie wyników uzyskanych za pomocą testu  pierwszego liścia 
owsa oraz m etody m ikrobiologicznej (rysunek 3) wskazuje, że test bakte-

R ys. 3. L o k a liza c ja  in h ib ito ra  P m  w y iz o lo w a n e g o  m etod ą  ch ro m a to g ra fii b ib u ło w ej  
z n a s io n  so sn y , ok reślo n a  te s tem  p ierw szeg o  liś c ia  ow sa  (A) i te stem  m ik r o b io lo ­

g iczn y m  (B)
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R ys. 2. H a m o w a n ie  w zro stu  B a c illu s  s u b ti l is  w  s tr e fie  w y stęp o w a n ia  in h ib ito ra  P m  
n a n iesio n eg o  na ch rom atogram  w  ilo śc i o d p o w ia d a ją cej 0,5 g n asion  so sn y

R oztw ory zaw ierające inhibitory nanoszono na chrom atogram  w postaci kropli (A) lub w stę ­
gow o (B). Fotografia przedstawia fragm ent chrom atogram u, stanow iący końcow ą część 20-to 

cm paska bibuły, um ieszczony w  szalce Petriego (20).
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ry jny  określa znacznie dokładniej położenie inhibitora na chrom ato- 
gramie. Uzyskuje się podobny efekt jak  w przypadku chrom atografii 
związków dających barw ne reakcje z odpowiednimi odczynnikami. Z po­
rów nania wyników obu testów widać wyraźnie, że statystycznie istotna 
strefa ham ow ania wzrostu w teście pierwszego liścia owsa jest m niejsza 
niż strefa wyznaczona testem  bakteryjnym .

Ponadto czułość testu  mikrobiologicznego jest znacznie większa. O ka­
zało się bowiem, że statystycznie istotne ham owanie wzrostu pierwszego 
liścia owsa uzyskiwano nanosząc na chrom atogram y wyciąg w ilości rów ­
noważnej co najm niej 250 mg nasion sosny. Test m ikrobiologiczny 
wykazał natom iast wyraźne hamowanie wzrostu bakterii już przy nanie­
sieniu ekstrak tu  w ilości odpowiadającej 50 mg nasion, przy czym granice 
strefy  zaham owania zaznaczały się bardzo wyraźnie.

Zastosowanie testu  mikrobiologicznego pozwoliło także wnioskować, 
że badane inhibitory  nie były związkami toksycznym i ani antybiotykam i, 
nie w pływ ały bowiem na wzrost w ielu różnych gatunków  bakterii, 
a u tych gatunków , które reagow ały na inhibitor Pm , zaham owanie 
wzrostu ustępowało już po okresie doby.

Metodę mikrobiologiczną oznaczania regulatorów  w zrostu roślin p rzy­
stosowano także do chrom atografii cienkow arstw owej (20, 21, 22). P ły tkę 
szklaną pokrytą żelem, na którym  dokonano rozdziału inhibitorów  po 
dokładnym  usunięciu układu rozw ijającego, umieszczano w szalkach 
Petriego i pokrywano cienką w arstw ą agaru odżywczego z zawiesiną 
bakterii testow ych i z dodatkiem  skrobi. Po inkubacji trw ającej 18 godzin 
w tem peraturze pokojowej i dodatkowo 3— 5 godzin w tem peraturze 
26°C, na p ły tk i agarowe działano płynem  Lugola. Strefa ham owania 
wzrostu bakterii, w której skrobia nie została rozłożona przez am ylazę 
bakterii daw ała z jodem ciemnoniebieskie zabarwienie, a reszta agaru 
była żółta. W ywołanie tym  sposobem chrom atogram u inhibitora Pm  w y­
kazało, że w substancji tej zaw arte są prawdopodobnie trzy składniki 
ham ujące wzrost bakterii testowej.

Metodę mikrobiologiczną zastosowano również do identyfikacji związ­
ków fenolowych (23). Związki te w ystępują w roślinach bardzo pospolicie 
i w stosunkowo dużych ilościach, a wiele z nich wpływ a specyficznie na 
wzrost rośliny działając jako stym ulatory  lub inhibitory (24, 25).

Związki fenolowe rozdzielone na bibule chrom atograficznej W hatman 3 
w układach: n-butanol, kwas octowy, woda (19:1:6) lub izopropanol, 
amoniak, woda (10:1:1), badano testem  m ikrobiologicznym, techniką opi­
saną wyżej.

Okazało się (tablica 1), że szereg związków fenolowych w ystępujących 
w roślinach wpływa w różnym  stopniu na wzrost bakterii testowych. 
Jedne z tych związków w yw oływ ały ham ow anie w szystkich bakterii uży­
tych  do doświadczeń (kwas trans-cynam onow y), inne nie w pływ ały na 
w zrost żadnej z bakterii testow ych (kwas ferulowy), inne wreszcie ham o­

http://rcin.org.pl



206 M. MICHNIEWICZ [6]

wały wzrost kilku lub naw et tylko jednego gatunku bakterii (na przykład 
florydzyna, która ham ow ała jedynie wzrost Flavobacterium aurantiacum). 
Zdolność poszczególnych gatunków  bakterii do różnego reagow ania na 
różne związki fenolowe może być w ykorzystana do identyfikacji tych 
związków w m ateriale roślinnym . M etodę m ikrobiologiczną można też 
przystosować do oznaczeń ilościowych znajdując drogą rozcieńczeń n a j­
niższe stężenie badanego związku fenolowego w yw ołujące ham ow anie 
w zrostu bakterii.

Ta b l i c a  1
Reakcja wzrostowa bakterii testowych na związki fenolowe (23)

Związek fenolowy Gatunek bakterii reagujący hamowaniem wzrostu

Kwas cynamonowy (trans) 
Kwas o-kumarowy 
Kumaryna

Agrobacterium radiobacter 
Arthrobacter globiformis 
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 
Kwas galusowy

Flavobacterium aurantiacum

K w asy:
chelidoniowy
ferulowy
gentyzynowy
/j-hydrobenzoesowy
kawowy
p-oksybenzoesowy
protokatechowy
salicylowy
taninowy

N ie zareagowała żadna z bakterii testowych

Uzyskane dotychczas w yniki zachęcają do dalszych prób stosowania 
m etody m ikrobiologicznej w badaniach nad identyfikacją regulatorów  
wzrostu roślin, zwłaszcza że procedura doświadczeń jest bardzo prosta
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i szybka. Należałoby jednak  zbadać większą liczbę gatunków  bakterii 
testow ych spraw dzając ich wrażliwość na szereg innych inhibitorów  
w zrostu, a także na auksyny, gibereliny i cytokininy. Nie jest w yklu­
czone, że uda się znaleźć bakterie, k tóre reagow ałyby w sposób specy­
ficzny na poszczególne związki chemiczne, wchodząc w skład wym ienio­
nych grup. Chodziłoby tu  zwłaszcza o grupę giberelin, do której zalicza się 
ak tualn ie  co najm niej 17 różnych związków (4), w ykazujących zdecydo­
w anie odrębne właściwości fizjologiczne (14), a k tórych identyfikacja 
napotyka w naszych w arunkach na szczególne trudności.
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S T A N IS Ł A W  K O H LM Ü N ZER*

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

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

C h em ica l and b io lo g ic a l p ro p erties  o f th is  n ew  c la ss of p la n t p h a rm a co lo g ica lly  
a c tiv e  su b sta n c es  are r ev iew ed . In fo rm a tio n s co n cern in g  b io sy n th e sis , b io lo g ic a l  
and c h e m ic a l m o d ifica tio n s  of o n co ly tic  a c t iv e  a lk a lo id s  as w e l l  as th e ir  p h a rm a ­
co lo g ica l and c lin ic a l u se  are g iv en .

W ostatn im  piętnastoleciu znacznie posunęły się naprzód badania nad 
substancjam i chemicznym i roślinnego pochodzenia, zwłaszcza nad tym i, 
które mogą mieć zastosowanie lecznicze, a przede w szystkim  nad alkaloi­
dami indolowym i rośliny Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae).

Postęp prac nad alkaloidam i Catharanthus roseus najlepiej ilustru je  
fakt, że w r. 1957 znane były tylko 4 związki alkaloidowe z tej rośliny, 
podczas gdy obecnie znam y ich ponad 60.

W badaniach nad tym i substancjam i najw iększy udział m ają badacze 
am erykańscy: S v o b o d a  i wsp. (191—203), G o r m a n  i wsp. (60—66), 
N e u s s  i wsp. (145— 151), kanadyjscy: N o b l e  i wsp. (153— 156) 
i francuscy: J  a n o t i wsp. (89, 90). W Polsce już od roku 1956 prow a­
dzone są badania w Zakładzie Farm akologii P.A.N. (105— 108, 123, 124) 
na surow cu roślinnym  wyhodow anym  w kraju . Są to pierwsze badania 
nad surowcem  pochodzenia europejskiego.

Catharanthus roseus G. Don. jest pantropikalną rośliną trw ałą z ro ­
dziny Apocynaceae. Bardzo rozpowszechnione choć według S t e a m a 
(189) niewłaściwe nazwy gatunkow e tej rośliny to Vinca rosea L. i Loch- 
nera rosea Reich. Roślina zadomowiona jest w Am eryce Środkowej i Po­
łudniow ej, w Indiach, W ietnam ie oraz na M adagaskarze. W Europie bywa 
hodowana jako jednoroczna roślina ozdobna w rejonie Morza Śródziem ­
nego i w Niemczech. Jest to niewysoka krzew inka lub krzew o skórko­
w atych, owalno-w ydłużonych, połyskujących liściach oraz żywo różowych 
kw iatach pięciopłatkowych (zrosłych) o wydłużonej rurce korony. Znane 
są też odm iany biało kw itnące, lub centkowane. Dość skomplikowaną 
taksonom ię botaniczną w obrębie rodzajów Vinca, Lochnera  i Catha­
ranthus  naśw ietlają  opracow ania kilku autorów  (44, 47, 115, 163, 167, 189).

* D oc. dr, Z ak ład  F a rm a k o lo g ii P .A .N . w  K ra k o w ie .
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Surowcem  alkaloidowym  jest zasadniczo cała roślina, głównie jednak  
korzenie i liście. Ogólna zawartość alkaloidów w korzeniach dochodzi do 
2— 3°/o, a w korzeniach bocznych naw et do 9,0'°/o (47, 54, 123), w liściach 
natom iast do 0,63% (47).

Uprawę Catharanthus roseus jako surowca alkaloidowego podjęto 
w Europie Środkowej, najpierw  w Polsce (105, 123, 124), później na 
W ęgrzech (97) i w Rum unii (29). W tych w arunkach geoklim atycznych 
jest ona rośliną jednoroczną. W Polsce prowadzono także badania nad 
wpływem  kwasu giberelowego (czynnik wzrostowy) oraz wpływem  naw o­
żenia m ineralnego na wzrost tej rośliny (124).

Roślinę tę stosowano w m edycynie ludowej Płd. Afryki, A ustralii, 
W ietnam u, Filipin, Anglii i in. (32, 47, 165, 189).

Intensyw ne badania nad alkaloidam i Catharanthus roseus podjęto 
w związku ze spostrzeżeniam i B e e r a  (9), k tó ry  badając przypisyw ane 
tej roślinie przez m edycynę ludową (47) własności antydiabetyczne, za­
obserwował u doświadczalnych szczurów w yraźną leukopenię w yw ołaną 
przez nieznane ciała czynne. Frakcjonując aktyw ne wyciągi na podstawie 
testów  biologicznych N o b l e  i wsp. (153) w yodrębnili czynną frakcję  
alkaloidową, a z niej alkaloid o silnym  działaniu leukopenicznym , k tóry  
nazwano w inkaleukoblastyną (obecnie w inblastyną). W latach 1956— 1964 
w laboratorium  Lilly  w U.S.A. otrzym ano wiele dalszych alkaloidów 
indolowych, z k tórych kilka odznaczało się zdolnością ham owania rozw oju 
niektórych przeszczepialnych nowotworów u zwierząt (60, 191—201).

Zastosowanie chrom atografii kolum now ej w skali fabrycznej pozwoliło 
uzyskać z Catharanthus  związki alkaloidowe w ilościach um ożliw iających 
zbadanie ich własności fizykochem icznych i farm akologicznych, a w kilku 
w ypadkach na ustalenie s tru k tu ry  chemicznej. Dwa spośród nich: siarczan 
w inblastyny i siarczan w inkrystyny  znalazły zastosowanie w leczeniu 
n iektórych postaci białaczek i chorób nowotworowych, inne zaś, o w ybit­
nym  działaniu farm akologicznym  są w fazie badań klinicznych.

I. Wyodrębnianie alkaloidów Catharanthus roseus G. Don

W yodrębnianie poszczególnych alkaloidów jest u trudnione przez ich 
w ystępow anie w większych zespołach alkaloidowych. W Catharanthus  
roseus G. Don. zespoły alkaloidowe są bardzo duże (ponad 60 związków) 
a ich skład-jakościowy i ilościowy jest różny w różnych organach rośliny. 
Na przykład główny alkaloid liści — windolina (XV) nie w ystępuje 
w ogóle w organach podziem nych, natom iast główny akaloid korzeni — 
ajm alicyna (I) jedynie w bardzo niew ielkich ilościach znajduje się w liś­
ciach.

Izolowanie niektórych alkaloidów Catharanthus roseus można przepro­
wadzić w stosunkowo prosty sposób. Na przykład ajm alicynę (I) można
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otrzym ać z zespołu alkaloidów korzeni stosując wyłącznie selektyw ną 
ekstrakcję  (106).

W iększość jednak alkaloidów Catharanthus roseus otrzym ano stosując 
po k ilkakro tnej selektyw nej ekstrakcji przy różnych w artościach pH  w ie­
lokrotne rozdziały chrom atograficzne na kolum nach przy użyciu techniki 
gradientow ej.

Ekstrakcja. Podstaw ą selektyw nej ekstrakcji pozwalającej na w stępne 
w ydzielenie frakcji alkaloidowych o m niej skom plikowanym  składzie są 
różnice w zasadowości i rozpuszczalności poszczególnych alkaloidów.

E kstrakcję  alkaloidów z liści — organów zaw ierających najbardziej 
złożone kom pleksy alkaloidowe — opracowaną szczegółowo przez S v o - 
b o  d ę i wsp. (60, 191, 192, 195) przedstaw ia schem at 1. W podobny sposób 
można ekstrahow ać również alkaloidy korzeni. Rozdział oparto na różnej 
rozpuszczalności w inianów alkaloidów w rozpuszczalnikach organicznych 
(dw uchloroetanie lub chloroformie), m ianowicie w iniany alkaloidów będą­
cych słabym i zasadam i rozpuszczają się w nich stosunkowo łatwo. Osobną 
grupę stanow ią dość liczne w Catharanthus roseus alkaloidy rozpuszczalne 
w eterze naftowym .

Catharanthus roseus ( liście lub korzenie 
suszone)

Eter naftowy

Wyciąg

1) HC1(2N)
2) NH4OH-CHCl3

Odtłuszczony surowiec
1) 2% kwas winowy
2) benzen

Frakcja E „ Kwaśng wyciąg benzenowy
1) 2% kwas winowy
2) dwuchloroetan

Frakcja Ai

Surowiec 
/JNH3 
2) benzen

Faza kwaśna . Alkaliczny’wyciąg benzenowy Surowiec

1) NH4OH
2) dwuchloro­

etan

Frakcja A

1) 2% kwas winowy
2) dwuchloroetan Etanol

Frakcji Bi

Faza kwaśna Pozostałość Alkaliczny 
wyciąą

1) NH4OH etanolowy
2) dwuchloroetan

Faza wodna

Frakcja B

' '

Frakcje C, D

1) NH4OH(pH1l)
2) dwuchloroetan

Frakcja F

S c h e m a t 1. E k stra k cja  a lk a lo id ó w  z l iś c i  C a th a ra n th u s  ro seu s

Rozdział alkaloidów. O trzym ane drogą ekstrakcji frakcje alkaloidowe 
są złożonymi m ieszaninam i zaw ierającym i nieraz do 30 alkaloidów (na 
przykład frakcja  A, schem at 1). Rozdziela się je na kolum nach wypełnio-
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nych dezaktyw ow anym  tlenkiem  glinu. Do eluow ania stosuje się: benzen, 
m ieszaniny benzenu z chloroform em  lub chlorkiem  m etylenu, chloroform 
oraz m ieszaniny chloroform u z m etanolem .

Pierw szy rozdział na kolum nie doprowadza zazwyczaj jedynie do w y­
odrębnienia niektórych związków alkaloidowych zwłaszcza we frakcjach 
eluowanych benzenem. Z tych frakcji wyodrębniono czystą tetrahydro- 
alstoninę (II), ka taran tynę  (VII) i w indolinę (XV). K ilkakrotna rechro- 
m atografia doprowadza do otrzym ania dalszych związków, zwłaszcza tych
0 większej cząsteczce. N iektóre alkaloidy dim eryczne można wydzielić 
w postaci dobrze krystalizujących siarczanów. W ten sposób N o b l e
1 wsp. (153) o trzym ali krystaliczny siarczan w inblastyny — alkaloidu
o w ybitnych własnościach cytostatycznych. K ilka innych alkaloidów 
dim erycznych, które w ystępują nieraz w ilościach śladow ych w yodręb­
niono (193, 196—202) przeprow adzając m ieszaninę alkaloidów z roztw oru 
w benzenie do 0,1M kwasu cytrynowego za pomocą destylacji z parą 
wodną (ang. water run down technique), a następnie ekstrahując wielo­
krotnie benzenem  kw aśny roztw ór alkaloidowy przy w zrastających w ar­
tościach pH  (3,4, 3,9 itd. aż do 7,5). Po oddestylowaniu benzenu pod 
zmniejszonym  ciśnieniem  i krystalizacji pozostałości z odpowiednich roz­
puszczalników (metanol, etanol, eter) otrzym ano krystaliczne alkaloidy 
w postaci zasad lub siarczanów. M etoda ta daje dobre w yniki przy izo­
lowaniu słabo zasadowych alkaloidów dim erycznych, na przykład w in- 
krystyny  (XXII) (193, 196, 201, 202). Trudności przy izolowaniu tego typu 
alkaloidów może ilustrow ać fakt, że wydajność preparatyw na win- 
krystyny  jest rzędu 3X 10~40/o. Alkaloid ten otrzym uje się na skalę prze­
mysłową z w ydajnością najniższą ze wszystkich dotychczas otrzym yw a­
nych w przem yśle substancji leczniczych.

Oczyszczenie i krystalizacja alkaloidów. K ilkakrotna krystalizacja 
w zasadzie doprowadza do uzyskania czystych związków, które kontroluje 
się na podstawie widm a w podczerwieni, przy pomocy analizy fizyko­
chemicznej oraz chrom atografii cienkow arstw ow ej. O trzym anie anali­
tycznie czystych substancji jest bardzo trudne ze względu na ich nie- 
trwałość oraz adsorbowanie się cząsteczek rozpuszczalników. Stąd też 
w ynikają liczne" korekty dotyczące właściwości fizyko-chem icznych 
a także danych o struk turze  chemicznej poszczególnych alkaloidów, 
zwłaszcza o dużej cząsteczce (dimerycznych).

II. Budowa i własności chemiczne

Poznane dotychczas alkaloidy Catharanthus roseus są m niej lub więcej 
rozbudow anym i pochodnymi indolu lub dw uhydroindolu. Ogólnie przy­
jęty  podział wyróżnia grupę alkaloidów m onom erycznych o cząsteczkach 
zbudowanych z 18—25 atomów węgla oraz alkaloidów dim erycznych
o budowie sym etrycznej lub asym etrycznej i cząsteczkach zbudowanych
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T a b l i c a  1
Alkaloidy Catharanthus roseus G. Don.

Alkaloid Wzór sumaryczny Wzór
strukt.

Lit.
T. topn. 

°C

W ystę­
powa­
nie*

A l k a l o i d y  m o n o m e r y c z n e
i n d o 1 o w e: (164)
Ąjmalicyna c 21h 24n 2o 3 I (185) 253— 254 1, k
Alstonina** C2iH20N 2O3 286 (.HC1)
Ammorozyna — 221— 225 k
Dwuhydrositsirikina c 21h 28n 2o 3 215 1, k
Izositsirikina (-1 /2  H 2S 0 4) c 21h 26n 2o 3 • — 1, k

1/2 H 2S 0 4 (63)
Katarantyna c 21h 24n 2o 2 h 2o VII (64) 126— 128 1, k

(146)
Katyndyna (-H 2S 0 4) — 239— 245 r. k
Kawincydyna (.1/2 H 2S 0 4) — 236— 239 r. k
Kawincyna ( -1/2 H 2S 0 4) c 20h 24n 2o 2 • 275— 277 r. 1, k

1/2 H 2S 0 4
Lochneryna C20H 24N 2O2 VI (137) 202— 203 I,k
Rezerpina** c 33h 40n 2o 3 IV (6) 264— 265 k
Serpentyna c 21h 22n 2o 3 III (27) 156— 157 k

Sitsirikina ( - 1 / 2 H2S 0 4) c 21h 26n 2o 3 • VIII (111) 239— 241 r. l,k
1/2 H 2S 0 4 (112)

' Tetrahydroalstonina c 2iH22n 2o 3 II (184) 230—231 1, k
| Winaspina — 235— 238 1
> 2- a c y l o i n d o l o w e :

Perywidyna C joH 22N 20 4 271— 279 1
Perywina c 20h 24n 2o 3 IX (65) 180— 181 l,k

— (192)
Perozyna (-1/2 H 2S 0 4) — 219— 225 I, k

o k s y i n d o l o w e :
Mitrafylina c 21h 26n 2o 4 X (198) 269— 270 1, k
«-m e t y l e n  o - i n d o l i n o w e :
Akuamicyna c 20h 22n 2o 2 XI (198) 181— 182 k
Akuamina** c 22h 26n 2o 4 V (89) 258— 260 k
Lochnerycyna C21H 24N 20 2 XII (141) 190— 193 r. 1

(143)
Lochnerydyna c 20h 24n 2o 3 XIII (142) 211— 214 r. I

(194)
Lochnerynina C22H 2fiN 20 4 XIV (140) 168— 169 1

(141)
Lochnerywina c 24h 28n 2o 5 278— 280 k
Lochrowicyna c 20h 22n 2o 3 234—238 1
Lochrowidyna c 22h 26n 2o 4 213— 218 1
Lochrowina c 23h 30n 2o 3 258— 263 1
d w u h y d r o i n d o l o w e :
Dezacetylowindolina c 23h 30n 2o 5 XVI (67) 164— 165 1

(68)
Maandrozyna (• 1 /2  H 2S 0 4) — 160— 173 k
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T a b l i c a  1 cd.

Alkaloid Wzór sumaryczny Wzór
strukt.

Lit. T. topn.
°C

W ystę­
powa­
nie*

W indolina c 25h 32n 2o 6 XV (60) 154— 155 1
(62)
(98)

Windolinina (-2  HC1) C21H 24N 20 2 -2 HC1 XVII (143) 210—212 r. 1
(192)
(139)

Windorozyna c24H30N2o5 XVIII (140) 167 1
Winkolidyna c 23h 26n 2o 3 165— 170 1
Winkolina c 2iH 24n 2o 4 230—233 1
o r ó ż n e j  b u d o w i e :
Amokalina C]9H22̂*T2 335 r. k
Perykalina C i8H 20N 2 196— 202 k
Perymiwina c 21h 22n 2o 4 292— 293 r. 1

Wirozyna c 22h 26n 2o 4 258— 261 r. k

A l k a l o i d y  d i m e r y c z n e
i n d o l o w o - i n d o l i n o w e :
Dezacetylowinblastyna ( H 2S 0 4) c 44h 56n 4o 8 h 2s o 4 320 r. 1
Izoleurozyna c 46h 60n 4o 9 202— 206 r. 1

Karozyna c 46h ;6n 4o 10 214— 218 1
Katarycyna c 46h 52n 4o 10 231— 234 r. 1
Kataryna C46Hi2N 40 9 CH3OH 271— 275 r. 1

Leurozydyna _ 208— 211 r. k, 1
Leurozyna C46H58N40 9 -8 H20 202— 205 r. k, 1
Leurozywina ( H 2S 0 4) c 41h 54n 3o 9 h 2s o 4 335 r. k
Neoleurokrystyna c 46h 56n 4o 12 188— 196 r. l
NeoJeurozydyna c 48h 62n 4o „ 219— 225 r. 1
Pleurozyna C 46H 56N 4O io 191— 194 r. 1
Rowidyna ( H 2S 0 4) — 320 r. 1
W inafina — 229— 235 1
Winblastyna X X I (149) 201—211 k, 1

(c 2H5)2o (150)
(153)

Winkatycyna ( H 2S 0 4) — 320 r. 1
Winkrystyna C46H 56N 4O 10 XX II (193) 218— 220 r. k, 1

r ó ż n e j  b u d o w y :
Karozydyna — 263— 278 r. k, 1
Winkamycyna — 224—228 r. 1
Winkarodyna C44H 52N 4O 10 253— 256 r. 1
W indolicyna (C25H 22N 2Oć) 248— 251 r. 1
Windolidyna c 48h 64n 4o 10 244— 250 r. 1
Winozydyna Ĉ Ĥ N.OioC?) 253— 257 r. k
Winsedycyna ,— 206 n
Winsedyna — 198— 200 n

* Objaśnienia: k — korzeń, 1 — liście, n  — nasiona;
* * znaleziono tylko w niektórych surowcach
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z 44— 50 atomów węgla. W łasności spektralne oraz ustalona w niektórych 
przypadkach s tru k tu ra  chemiczna w skazują, że między tym i dwoma gru­
pami związków alkaloidowych istnieje ścisła zależność i że związki dime- 
ryczne w zasadzie są zbudowane z dwóch jednakow ych lub niejednako­
wych cząsteczek alkaloidów m onomerycznych, które albo są identyczne 
z w ystępującym i w surowcu albo bardzo do nich podobne. W yraźnie w y­
kazuje to  przykład  w inblastyny (XXI), k tórej budowa została stosun­
kowo dobrze poznana.

Podział alkaloidów na grupy i typy chemiczne oraz niektóre ich w łas­
ności fizyko-chem iczne podano w tablicy 1.

Poznane dotychczas wzory struk tu ra lne  niektórych alkaloidów 
(I—XXII) stanow ią uzupełnienie danych zaw artych w tabeli.

W grupie alkaloidów m onomerycznych, stosunkowo lepiej poznanej 
pod względem  budowy chemicznej i dom inującej ilościowo w surowcu 
roślinnym , znajdują  się związki typu karbolin (na przykład ajm alicyna, 
te trahydroalstonina, serpentyna, m itrafy lina, sitsirikina), a także związki 
dw uhydroindolow e, które ponadto stanow ią często człon budowy cząs­
teczki alkaloidów dim erycznych (jak na przykład windolina). K ataran tyna  
(VII) zaliczana jest do grupy alkaloidów typu ibogainy (izolowanej z Ta- 
bernanthe iboga) (64), jest ona jedynym  alkaloidem  Catharanthus roseus 
zaw ierającym  ugrupow anie izochinolinowe. Lochneryna (VI) zaliczana 
jest do grupy ajm aliny (izolowanej z Rauwolfia serpentina), windolina 
(XV), dezacetylow indolina (XVI), w indolinina (XVII), lochnerycyna (XII)
i lochnerynina (XIV) — do grupy alkaloidów typu  aspidosperm iny (izolo­
w anej z Aspidosperma Quebracho), akuam icyna (XI) i lochnerydyna (XII) 
do typu alkaloidu strychniny  (ze Strychnos n u x  vomica), peryw ina (IX) — 
do grupy alkaloidu wobazyny (izolowanej z Voacanga africana). K atyn- 
dyna i kaw incyna — alkaloidy o nie ustalonych wzorach s truk tu ra lnych  — 
są zbliżone w budowie do sitsirik iny  (VIII). W ydaje się, że am orozyna 
jest zbliżona do lochneryny. Perozyna jest prawdopodobnie izomerem 
peryw iny. Budowa lochneryw iny jest nieznana — jest to związek o cha­
rak te rze  obojętnego laktam u (64).

W ystępowanie niektórych alkaloidów m onom erycznych w Catha­
ranthus roseus nie zostało potwierdzone. Na przykład badania am ery­
kańskie (195) i polskie (105) nie w ykazały w zespole alkaloidów korzenio­
wych obecności rezerpiny, o k tórej donieśli B a s u  i S o r k a r  (6, 18). 
Podobnie S v o b o d a  i wsp. (195) nie znaleźli akuam iny, w ykry tej przez 
J  a n o t i wsp. (89) w surow cu pochodzącym z M adagaskaru, ani alsto- 
niny, o k tórej donieśli autorzy hinduscy (169, 170), japońscy (184) i ru ­
m uńscy (29).

W skazuje to na możliwość istnienia ,,ras geograficznych” Catharanthus 
roseus o różnym  składzie alkaloidów. Podobnie obserwowano znaczne 
różnice w  aktyw ności przeciw leukem icznej Catharanthus roseus w  za­
leżności od pochodzenia surow ca. N ajaktyw niejsze były  rośliny wielo-
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XXI R=H XX!I R=CHO

letnie z Indii, w ykazujące czterokrotnie większą aktyw ność niż rośliny 
jednoroczne hodowane w K anadzie (153).

W grupie alkaloidów dim erycznych dotychczas ustalono jedynie 
wzory struk tu ra lne  kilku związków, przede wszystkim  w inblastyny (XXI)
i w inkrystyny  (XXII), najaktyw niejszych farmakologicznie. W idma 
w podczerwieni, nadfiolecie, rezonans jądrow y, produkty degradacji 
świadczą o zbliżonej do w inblastyny budowie większej grupy alkaloidów: 
leurozyny, leurozydyny (oba te związki są też aktyw ne przeciw leuke- 
micznie), izoleurozyny, kataryny , katarycyny, pleurozyny, neoleuro- 
k ry styny  i neoleurozydyny.

Pozostałe alkaloidy dim eryczne m ają inną, dotychczas nie znaną 
budowę, przy czym w indolicyna i w indolidyna są przypuszczalnie sym e­
trycznym i dim eram i w indoliny (XV).

S truk tu rę  w inblastyny (XXI) i w inkrystyny  (XXII) ustalało kilku 
badaczy (61, 145, 146, 147, 150). Początkowo sądzono, że cząsteczka w in­
blastyny  zbudowana jest z windoliny (XV) i ka ta ran tyny  (VII) (61, 145), 
a więc alkaloidów w ystępujących również oddzielnie w surowcu. Później 
N e u s s i wsp. (149, 150) w yjaśnili, że w w yniku rozbicia cząsteczki w in­
b lastyny  otrzym uje się obok w indoliny związek zbliżony lecz nieco od­
m ienny od ka ta ran tyny  — w elbanam inę (XIX) lub klew am inę (XX).

O trzym ano również syntetyczne dim ery podobne do w inblastyny. 
G o r m a n  i S w e e n y  (65) otrzym ali produkt kondensacji w indoliny 
(XV) z peryw inolem , uzyskanym  przez redukcję peryw iny (IX). Próbuje 
się też zsyntetyzow ać biologicznie aktyw ne połączenia podobne do w in­
b lastyny  przez połączenie w indoliny ze związkami typu kataran tyny , jak 
na przykład klew am ina (XIX) (64, 203).

W ażniejsze dane fizyko-chem iczne oraz widm a w podczerwieni alka­
loidów indolowych, w tym  również alkaloidów Catharanthus roseus ze­
brali N e u s s (148) i H e s s e (80).

Bardzo pomocną przy różnicowaniu i' identyfikacji alkaloidów Catha­
ranthus roseus jest m etoda chrom atografii cienkow arstw owej (31, 48, 49, 
70, 88, 107). Zastosowanie specjalnego odczynnika CAS (70) dającego 
z alkaloidam i różne odczyny barw ne pozwala wyróżnić 8 klas chrom ogen-
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nych alkaloidów (48), co w połączeniu z w artościam i R f  daje duże możli­
wości identyfikacji, szczególnie przy zastosowaniu chrom atografii dw u­
kierunkow ej.

III. Biogeneza alkaloidów

Biogeneza bardziej złożonych alkaloidów indolowych nie jest jeszcze 
całkowicie poznana. P rekursorem  części indolow ej tych związków jest 
zwykle tryp to fan  względnie tryp tam ina  (69, 117, 120, 138). Związki te 
w budow ują się również do cząsteczek alkaloidów indolowych u Catha- 
ranthus roseus (120). Najwięcej wątpliwości budzi biogeneza pozostałej 
części, k tóra stanow i zazwyczaj fragm ent 9-cio lub 10-cio węglowy. Istn ie­
ją cztery zasadnicze hipotezy (71, 138): 1) W o o d w a r d a  zakładająca 
rozpad dw uhydroksyfenyloalaniny (215), 2) m onoterpenow a T h o m a s a  
(204), 3) prefenowa W e n k e r t a  (211—213) i 4) octanowo-m alonowa 
L e e t e  (118, 119). Spośród nich najbardziej praw dopodobna w ydaje się 
hipoteza m onoterpenow a, w ym agająca jednak dalszego potw ierdzenia 
eksperym entalnego. Schem at biogenezy ajm alicyny i innych podobnej 
budowy alkaloidów w edług hipotezy m onoterpenow ej przedstaw ia ry su ­
nek 1, na k tórym  jako fragm ent 10-węglowy podano przykładowo nepe- 
talakton, chociaż w przyrodzie spotykam y wiele związków chemiczny-ch 
o podobnym  ugrupow aniu (irydoidy). Biosynteza alkaloidu zgodnie 
z tym  schem atem  w ym aga rozbicia w iązania pom iędzy C8 i C9 nepe- 
talaktonu, ale znane są też liczne m onoterpeny o nie zam kniętym  pierś­
cieniu, na przykład cytronelal i inne.

Hipoteza mewalonowa (monoterpenowa) uzyskała poparcie w pracach 
S c o t t a  i W r i g h t a  (181), którzy proponują przebieg biosyntezy 
alkaloidów indolowych typu rezerpiny i w indoliny przedstaw iony na 
rysunku 2. Hipoteza ta  jest uw ażana za praw dopodobną również przez 
kilku innych autorów  (19, 59).

R ys. 1. B io g en eza  a jm a lic y n y  w e d łu g  h ip o tezy  m o n o terp en o w ej T h o m a s a  (204)
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COOH

c° 7  * 2 cząsteczki mewalonianu (-2- i4C) 
XX

Windolina
H y s. 2 . B io sy n te z a  a lk a lo id ó w  in d o lo w y ch  ty p u  r ezerp in y  i w in d o lin y  w e d łu g

h ip o te z y  m o n o terp en o w ej (181)

N atom iast L e e t e  (118, 119) odrzucił hipotezę m onoterpenow ą, po­
niew aż lakton kw asu mewalonowego (prekursor licznych m onoterpenów) 
nie w budow uje się do alkaloidów indolowych Rauwolfia serpentina. Suge­
ru je  on, że biosynteza zachodzi z udziałem  aktyw nego octanu i kwasu 
m alonowego (rysunek 3). L e e t e  i G h o s a 1 (118) udowodnili, że kw as 
m alonowy w budow uje się w ajm alinę u Rauwolfia serpentina  (rysunek 4).

J3-poliketo- 
kw as 
powstały  
z  3  cząst. 
a cety lo - 
koenzymu A

HOOC

+  C, metylowanie jednej grupy 
metylenowej ¡3-poliketokwasu

Kwas malonowy 
(malonylokoenzym A)

/ c \
HOOC COOH

R ys. 3. B io sy n te z a  a lk a lo id ó w  w e d łu g  h ip o tezy
(118, 119)

o c ta n o w o -m a lo n o w ej L  e  e  t e ’a

Uzyskane jednak  przez L e e t e  i wsp. (120) w yniki badań nad biosyn­
tezą w indoliny, k a ta ran ty n y  i ajm alicyny elim inują dla tych związków 
drogę octanow ą a prawdopodobnie również m ewalonową (ponieważ kwas 
m ew alonow y pochodzi z octanu). W skazują one, że po dodaniu octanu 14C 
znakow ane są w szystkie atom y węgla w cząsteczce tych związków, a nie
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tylko część nietryptofanow a. W ydaje się, że octan włącza się do ogólnego 
m etabolizm u Węglowodanów i jest wysoce prawdopodobne, że p rekursory  
fragm entu 1 0 -węglowego są bezpośrednio związane z m etabolizm em  
węglowodanów.

3 C H 3C O O H

/  HCOOH CO-S-CoA OH

CO-S-CoA HCHO [ QHj CH,

' ,CHa
Ó

CH2
HOOC^ ''CO - S -CoA Fragment ppzatryptofanowy

ajmatiny

R ys. 4. W b u d o w y w a n ie  k w a su  m a lo n o w eg o  w  a jm a lin ę  u R a u w o l f ia  s e r p e n t in a
(1 1 8 )

S t o l l e  i wsp. (190) podkreślają, że radioaktyw ność związków po 
podaniu octanu jest często efektem  przypadkow ym , a ponadto hipoteza 
octanowo-malonowa nie w yjaśnia, dlaczego fragm ent poza tryptofanow y 
cząsteczki alkaloidu ma 10 atomów węgla (9). Nieindolowa część windo- 
liny nie może pochodzić z kwasu prefenowego ani z jego prekursora — 
kwasu szikimowego (190), ponieważ w budow ują się one wyłącznie w część 
indolową cząsteczki windoliny. W edług M o t h e s a (138) kwas prefe- 
nowy w budow yw any jest w tę cząsteczkę praw dopodobnie via tryp to fan  
(rysunek 5). P rekursoram i zaś tryp to fanu  mogą być: seryna, ryboza i kwas 
antranilow y (poprzez kwas szikimowy). W e n k e r t (213) uważa, że nie­
które typy alkaloidów indolowych, na przykład typ aspidosperm iny, po­
w stają nie bezpośrednio z tryptofanu, ale z jego prekursorów , pochodnych 
kwasu antranilowego.

Kwas szikimowy

s '
Kwas antra/inowy

----  CO OH

NH,
H

Tryptofan V ,
ar nwas pnefenowy

R ys. 5. W b u d o w y w a n ie  k w a su  p re fen o w eg o  w  w in d o lin ę  w e d łu g  M o t h e s a (138).
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IV. Alkaloidy Catharanthus roseus w hodowli tkankowej

Hodowlę tkanki kallusowej Catharanthus roseus prowadzili z dobrymi 
w ynikam i B a b c o c k  i wsp. (5), H a r r i s  i wsp. (76) oraz R i c h t e r  
(175). Najlepsze w yniki uzyskano stosując sta łą  pożywkę Wooda (72, 
76). Zawiera ona inozytol i k inetynę, natom iast nie ma w niej mleczka 
kokosowego. W ekstrak tach  z suszonej tkanki kallusowej zidentyfiko­
wano kilka alkaloidów m onom erycznych między innym i windolinę i w in- 
dolininę (główne alkaloidy liści Catharanthus roseus). Jak  dotychczas nie 
udało się stw ierdzić w ytw arzania alkaloidów dim erycznych w hodowlach 
tkankow ych. H a r r i s  i wsp. (76) hodując tkankę Catharanthus roseus 
na pożywce płynnej znaleźli alkaloidy nie tylko w uform owanej tkance 
ale i w pożywce. B o  d e r  i wsp. (13) przeprowadzili z powodzeniem 
hodowlę tkanki nowotworowej (crown-gall) Catharanthus roseus na p łyn­
nej pożywce W hite’a spodziewając się uzyskać biologiczne m odyfikacje 
alkaloidów. W wyhodow anej tkance znaleziono około 0,1 mg alkaloidów 
na 1 g suszonej tkanki i zidentyfikowano windolinę oraz prawdopodobnie 
winkolinę. W tej hodowli prowadzonej przez 1—4 tygodni dodana do po­
żywki w indolina uległa m odyfikacji na dezacetylowindolinę oraz pro­
dukty utlenienia. Zauważono, że windolina pobudza wzrost tkanki nowo­
tworowej Catharanthus roseus.

V. Biologiczne i chemiczne modyfikacje alkaloidów

Biologiczne m odyfikacje alkaloidów Catharanthus roseus próbowano 
uzyskać także za pomocą m ikroorganizm ów. W ten sposób można, jak 
wiadomo, często uzyskać trudne do otrzym ania w drodze syntezy chemicz­
nej produkty o wysokiej aktyw ności fizjologicznej.

M a 11 e t i wsp. (122) przeprowadzili próby konw ersji w indoliny za 
pomocą ponad 400 mikroorganizm ów. Spośród 364 gatunków  Strepto-  
myces  zdolność tę wykazało 78 szczepów, z 25 gatunków  należących do 
Actinoplanaceae — 6  szczepów, a spośród 36 gatunków  bakterii —
2 szczepy. N atom iast żaden z gatunków  pleśniaków  przekształcających 
związki steroidowe nie w pływ ał na konw ersję windoliny. Technika badań 
była następująca: płynną hodowlę w ybranego szczepu inkubowano z do­
datkiem  w indoliny (0,4 mg/ml). Codziennie pobierane próbki badano m e­
todą chrom atografii cienkow arstw ow ej. Po uzyskaniu m aksym alnego 
przekształcenia w yodrębniano końcowe produkty, oczyszczano i badano 
chemicznie. Stosując szczepy Streptomyces  uzyskano 8 —9 związków róż­
nych chrom atograficznie. Jeden z nich zidentyfikowano przez porównanie 
widm w podczerwieni jako dezacetylowindolinę (XVI). Ten związek 
z kolei był przekształcany przez szczep Streptomyces cinnamomeus  do 
eteru dezacetylowindoliny. C harakter pozostałych związków uzyskanych 
w w yniku konw ersji w indoliny nie jest jeszcze w pełni w yjaśniony.
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Największe w ysiłki skierowano na zmodyfikowanie chemiczne sześ­
ciu alkaloidów dim erycznych z Catharanthus roseus, k tóre w ykazyw ały 
własności onkolityczne. W śród nich najw iększe znaczenie m ają w inblas- 
tyna (XXI) i w inkrystyna (XXII), związki o zbliżonej struk tu rze  chem icz­
nej. Liczne próby ich m odyfikacji chemicznych, zm ierzają do uzyskania 
pochodnych o większej aktyw ności fizjologicznej względnie m niejszej 
toksyczności. Szczególnie in teresujące okazały się półsyntetyczne 4-acylo- 
analogi w inblastyny, otrzym ane przez zastąpienie jej grupy acetylow ej 
różnym i podstaw nikam i (75, 96, 203), przy czym najlepsze działanie an ty - 
leukem iczne u myszy DBA/2 z przeszczepialną białaczką P  1534 w ykazały 
pochodne propionylowa i chloroacetylowa. O trzym ane następnie 4-a-am i- 
noacetyloanalogi w inblastyny w ykazały jeszcze lepsze działanie, szczegól­
nie pochodna z podstaw ioną grupą dw uam inoacetylową, k tó ra  w dawce 
5 mg/kg powodowała długotrw ałe przeżywanie zw ierząt doświadczalnych. 
Obecnie bada się klinicznie przydatność tego związku.

VI. Własności biologiczne i terapeutyczne

Najwcześniejsze dane o własnościach terapeutycznych Catharanthus 
roseus pochodzą z m edycyny ludowej (32, 47, 165, 166, 189). C h o p r a  
i wsp. (27, 28) wykazali jej działanie przeciw bakteryjne i własność obni­
żania ciśnienia krwi. Okazało się, że aktyw ność hypotensyjna zależy głów­
nie od ajm alicyny, którą już uprzednio wyizolowano z rośliny Rauwoljia  
serpentina  (110, 185). W łasności hypotensyjne ajm alicyny zostały sto­
sunkowo dobrze poznane (89, 90, 106, 110, 133, 168, 171, 179, 189). W yka­
zuje ona działanie obwodowe, adrenolityczne i znalazła zastosowanie 
lecznicze per se i w kom binacjach z rezerpiną w różnych postaciach 
choroby nadciśnieniowej i schorzeń układu krążenia (133, 217).

N iewątpliwie najw iększe znaczenie z punktu  widzenia farm akologicz­
nego uzykały te alkaloidy Catharanthus roseus, k tóre w ykazały własności 
ham ow ania rozwoju niektórych złośliwych nowotworów u zw ierząt a także 
u ludzi (1, 52, 94, 95, 187, 195, 203). Jak  już wspom niano, badania nad 
antydiabetycznym  działaniem  tych alkaloidów nie potw ierdziły w praw ­
dzie w pełni przypisyw anych im  własności (81, 116, 157) ale zwróciły 
uwagę na w yw oływ any przez nie efekt leukopeniczny (8, 36, 37) prow a­
dzący aż do śm ierci zw ierząt doświadczalnych. W yciągi z Catharanthus 
roseus zm niejszały liczbę leukocytów u szczTura w ciągu 3— 5 dni poniżej
10 000.

Spośród alkaloidów dim erycznych najsilniejsze działanie onkosta- 
tyczne w ykazują cztery związki: w inblastyna (XXI), w inkrystyna (XXII), 
leurozyna i leurozydyna. Inne alkaloidy dim eryczne odznaczają się m niej­
szą aktyw nością (leurozywina, row idyna, lochnerynina) lub są nie­
aktyw ne. Działanie onkostatyczne wyciągów z całej rośliny, zespołów
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i frakcji alkaloidowych również prawdopodobnie zależy od obecności tych 
alkaloidów.

Głównym obiektem  badań była przeszczepialna ostra białaczka P-1534 
u m yszy DBA/2 (91, 92, 93, 109, 134, 135). Zw ierzęta traktow ane siar­
czanem w inblastyny w dawce 0,05—0,6 mg/kg przeżyw ały 40— 150°/o 
dłużej niż kontrolne. Leurozyna daw ała podobne efekty w dawce 
3,0— 7,5 mg/kg.

O trzym ana w 1963 roku w inkrystyna przedłużała o 30—220% okres 
przeżywania zw ierząt (dawka 0,05— 0,35 mg/kg), a leurozydyna o 20— 
130% (dawka 2,0— 10,0 mg/kg). Zwiększone dawki daw ały znaczne prze­
dłużenia okresu przeżywania.

Pomimo zbliżonej budowy chemicznej alkaloidy te w ykazują różne 
spektrum  aktyw ności przeciw tum orowej (203). Toksyczność ostra (LD50) 
wynosi dla w inblastyny 17,0 mg/kg, dla w inkrystyny  zaś 2,0 mg/kg. Silny 
efekt leukopeniczny w ystępuje tylko przy stosow aniu w inblastyny, co 
przy wyższych dawkach prowadzi do śm ierci zwierzęcia. W inkrystyna 
nie w yw ołuje tak  silnej leukopenii, daje natom iast uboczne efekty neu­
rologiczne.

Chcąc w yjaśnić m echanizm  działania w inblastyny, leurozyny i w in­
krystyny  badano ich wpływ  na przebieg procesów m itotycznych u roślin 
i zwierząt (22—25, 38, 42, 45, 103, 144, 160— 162, 176, 186, 206). Hamowały 
one mitozę w stadium  m etafazy; w inblastyna i w inkrystyna w yw oływ ały 
efekt C-m itotyczny, a leurozyna — zaburzenia mitoz (ang. bali me- 
taphase). W ydaje się jednak, że efekt m itostatyczny nie jest związany 
z własnościami onkolitycznym i alkaloidów (203). W łasność hamowania 
podziałów oraz wpływ  na morfologię białych i czerwonych ciałek krw i 
obserwowało wielu autorów  (13, 14, 56, 73, 74, 216). Nie stwierdzono w y­
raźnego w pływ u ham ującego ani pobudzającego na glikolizę kom órek 
nowotworowych (158). Więcej danych o m echanizm ie działania alkaloidów 
Catharanthus roseus dostarczyły badania nad ich w pływ em  na m eta­
bolizm kwasów nukleinow ych (34, 35, 173, 174) w zawiesinach komórek 
szpiku kostnego i kom órek grasicy szczurów. Już N o b l e  (153) zau­
ważył w yraźny w pływ  w inblastyny i innych alkaloidów na czynność 
szpiku kostnego u szczurów Wistar. R i c h a r d s  i wsp. (173, 174) 
obserwowali wbudow ywanie się in vitro  14C-m rówczanu w kwasy nuklei­
nowe tkanek  szczurów zdrowych. Okazało się, że w inblastyna wpływa 
ham ująco na przebieg niektórych reakcji biosyntezy DNA, szczególnie 
zaś fragm entu  purynowego. W pływ ham ujący na biosyntezę DNA w ko­
mórkach grasicy in vitro w ykazyw ały tylko w inblastyna, w inkrystyna 
i leurozyna — nie w ykazyw ały go leurozydyna i rezerpina. B e e r  (9) 
w doświadczeniach podobnego typu nad biosyntezą kwasów nukleino­
wych u szczurów stw ierdził, że w inblastyna nie w pływ a na dobrze już 
rozw inięte guzy przeszczepialne (rak Erlicha) oraz na regeneru jącą się 
wątrobę, natom iast szpik kostny reaguje silnie na w inblastynę in vitro
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i in vivo, przy czym silniej hamowana jest synteza DNA niż RNA. Wpływ 
winblastyny na metabolizm komórek białaczkowych L 1210 u myszy badał 
H u n t e r  (86). Łączenie w inblastyny z innymi czynnikami kancerosta- 
tycznymi jak kolchicyna, 6-merkaptopuryna, 8-azaguanina, kortyzon, 
dawały przedłużenia okresu przeżywania u myszy (39). Niektóre amino­
kwasy, jak kwas glutaminowy, asparaginowy, arginina, cytrulina i orni- 
tyna, które próbowano stosować łącznie z tym  alkaloidem dla zmniejsze­
nia toksyczności obniżały przeciwneoplastyczne działanie winblastyny 
(35, 36, 37, 39). Aminokwasy te są uważane za inaktywatory  winblastyny.

Dotychczasowe badania prowadzone głównie przy zastosowaniu zna­
kowanej izotopowo winblastyny wykazały, że hamujący wpływ tego 
związku na biosyntezę kwasów nukleinowych polega głównie na zahamo­
waniu wbudowywania części purynowej lub pirymidynowej ale już po 
wytworzeniu się pierścienia puryny  lub pirymidyny. Efekt ten występuje 
dopiero po kilkunastu godzinach od wprowadzenia winblastyny i jedynie 
po dużych jej dawkach (174). Metabolizm winblastyny w ustroju badano 
za pomocą znakowanej try tem  winblastyny (10, 11, 121). Wprowadzona 
dożylnie winblastyna jest szybko usuwana z krwioobiegu i w postaci 
nieznanych metabolitów gromadzi się głównie w woreczku żółciowym. 
Wprowadzona dootrzewnowo — wchłania się powoli do krwi. In teresu­
jące jest, że czułe na działanie winblastyny szpik kostny i grasica akumu- 
lują jej mniej niż inne organy (na przykład wątroba, nerki).

Biochemiczne własności alkaloidów Catharanthus roseus, głównie 
w inblastyny zestawił i opisał R o s s o  (178).

S v o b o d a ,  G o r m a n  i R o o t  (202) wykazali, że nie bez uzasad­
nienia przypisywano tej roślinie własności hypoglikemiczne. Są one 
jednak właściwe tylko kilku alkaloidom. Silny efekt hypoglikemiczny 
u normalnych szczurów wyw iera  leurozyna a szczególnie windolinina 
(XVIII), której działanie jest silniejsze aniżeli tolbutamidu. Słabszy efekt 
hypoglikemiczny wykazują: ka taran tyna  (VII), lochneryna (VI), te tra-  
hydroalstonina (II) i windolina (XV).

S v o b o d a  i wsp. (201) wykazali też, że niektóre z wymienionych 
alkaloidów, głównie windolinina i katarantyna, są silnymi diuretykami. 
W ten sposób ujawniono nowe możliwości zastosowań leczniczych alka­
loidów Catharanthus roseus.

Główne zastosowanie w lecznictwie znalazły te alkaloidy w niektórych 
schorzeniach o charakterze nowotworowym. Siarczan w inblastyny i siar­
czan winkrystyny produkowane już w postaci leków dały dobre wyniki 
w chorobie Hodgkinsa (2, 17, 26, 53, 58, 84, 85, 104, 126, 127, 130, 152, 
207—210), powodując całkowite lub częściowe remisje w przeciągu kilku­
nastu tygodni. Jeszcze lepsze wyniki osiągnięto, stosując kombinowaną 
terapię promieniami X i środkami alkilującymi oraz winblastyną lub 
winkrystyną. Winblastyna jest w tym  przypadku lepiej znoszona niż 
winkrystyna. Pewne efekty uzyskano również w leczeniu mięsaka limfa-
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tycznego (lymphosarcoma) — w tym  w ypadku w inkrystyna okazała się 
skuteczniejsza (ale bardziej toksyczna) niż w inblastyna. W tablicy 2 po­
dano w yniki klinicznego leczenia uzyskane przez F r e i (52) w tych 
schorzeniach.

Ta b l i c a  2

Wpływ alkaloidów Catharanthus roseus na niektóre choroby nowotworowe 
w zastosowaniu klinicznym wg F r e i (52)

Całkowite
remisje

Częściowe
remisje

Ogółem

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

Ostre białaczki, szczególnie u dzieci, podlegały silnie wpływowi lecze­
nia w inkrystyną (3, 15, 20, 21, 33, 46, 100, 101, 125, 128, 132, 172, 177, 
182, 183). Jeszcze lepsze efekty lecznicze uzyskano stosując połączone 
leczenie kortykosteroidam i i w inkrystyną. W inkrystyna nie w pływ ała na 
białaczki chroniczne. W yraźną skuteczność leczenia w inblastyną i w in­
krystyną zaobserwowano tylko w wym ienionych typach chorób nowo­
tworowych (30, 131, 187), w innych chorobach nowotworowych zaś 
uzyskano pewne pozytywne w yniki leczenia, jednak nie tak  jednoznaczne.

W odróżnieniu od w ielu związków chem oterapeutycznych i prom ie­
niowania X stosowanych w chorobach nowotworowych, w inkrystyna 
mało wpływa na czynność szpiku kostnego, nadaje się więc do kom bino­
wanego podawania z innym i kancerostatykam i. Tego typu terapia po­
zwala osiągnąć rem isje stanów leukem icznych w rozm iarach dotychczas 
nieosiągalnych.

Działanie w inblastyny i w inkrystyny  zbadano już w ielokrotnie w kli­
nikach (7, 12, 40, 50, 57, 77-79, 83, 102, 113, 114, 129, 159, 188, 205, 214). 
Możliwości stosowania tych  leków ogranicza ich działanie uboczne: 
w przypadku w inblastyny to głównie w yw oływ anie leukopenii, w in­
krystyny  zaś — różnego rodzaju  neuropatii (41, 52, 82).

Teratogenność tych związków nie została jeszcze w ystarczająco zba­
dana. A r m s t r o n g  i wsp. (4) nie stw ierdzili efektu teratogennego po 
11-to miesięcznym stosow aniu w inblastyny u ludzi, natom iast F e r m  
(51) zaobserwował pewne zaburzenia u płodów chomików złocistych.

Innych alkaloidów dim erycznych nie przebadano jeszcze klinicznie. 
Duże nadzieje wiąże się z leurozyną, które odznacza się wprawdzie w y­
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soką toksycznością ale bardzo silnie ham uje kom órki nowotworowe 
w hodowli tkankow ej (136), a naw et rozpuszcza je zupełnie (203). Te 
własności są jednak w dużym  stopniu inaktyw ow ane przez surowicę 
krwi.

Alkaloidy Catharanthus roseus ze względu na szeroki zakres swojej 
aktyw ności biologicznej, różnorodność działania przy zbliżonej budowie 
chemicznej, oraz ich własności biochemiczne i zależności biogenetyczne 
są doskonałym  modelem dla kom pleksowych badań substancji czynnych 
w świecie roślinnym .
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JO L A N T A  B A R A Ń S K A *

Współzależności metaboliczne pomiędzy wielonienasyconymi 
kwasami tłuszczowymi w organizmie zwierzęcym

Relationship in the Metabolism of Polyunsaturated Fatty Acids in Animals

R ecen t resea rch  on m e ta b o lic  r e la tio n s  in  b io sy n th e s is  of p o ly u n sa tu ra ted  fa t ty  
acid s is r ev iew ed . C o m p etitiv e  in h ib itio n  se e m s to  op era te  b e tw e e n  fa tty  acid s of 
th e  o lea te , lin o le a te  and lin o le n a te  fa m ilie s . T h e  p a th w a y s of b io sy n th e s is  of m e m ­
bers o f th e se  fa m ilie s  are g iv en .

Uważa się na ogół, że zw ierzęta nie są zdolne do syntezy w ieloniena- 
syconych kwasów tłuszczowych; dla kwasów tych wprowadzono naw et 
nazwę w itam iny (witam ina F) jako dla substancji niezbędnych do p ra­
widłowego rozwoju organizmu i doprowadzanych z pokarm em. Jest to 
jednak słuszne w odniesieniu do niektórych tylko kwasów w ielonienasy- 
conych tłuszczowych, zdolność bowiem do biosyntezy tych związków jest 
cechą charakterystyczną dla w szystkich żywych organizmów zarówno 
roślinnych jak i zwierzęcych. W yjątek  stanow ią jedynie bakterie, które 
zaw ierają kwasy nienasycone o jednym  tylko podwójnym  wiązaniu (1 ).

P rocesy prowadzące do pow staw ania nienasyconych kwasów tłusz­
czowych są wciąż słabo poznane, jednak  badania z lat ostatnich rzuciły 
nieco św iatła na te zagadnienia.

Stwierdzono, że w organizm ach zwierzęcych w prowadzenie każdego 
podwójnego wiązania do cząsteczki kwasu tłuszczowego wym aga obec­
ności tlenu  atm osferycznego i NADP zred. oraz że proces ten zachodzi 
we frakcji mikrosomowej kom órki (2, 3). W ydaje się jednak, że układy 
enzym atyczne katalizujące reakcje  desaturacji kwasów nasyconych i nie­
nasyconych są różne (1 ).

Najczęściej spotykanym i w świecie roślinnym  kwasam i w ielonie­
nasyconym i są: kwas linolenow y (Cf89,12,15) i kwas linolowy (Cfg9'12), 
natom iast w świecie zwierzęcym  — kw asy typu kwasu arachidonowego

W prowadzenie drugiego podwójnego wiązania do m ononienasyconych 
kwasów tłuszczowych (A9) zachodzić może albo w kierunku grupy m ety­
lowej, albo w kierunku grupy karboksylow ej (schemat 1). U roślin w y­

* Dr, a d iu n k t Z ak ład u  B io ch em ii In sty tu tu  B io lo g ii D o św ia d cza ln ej im . 
M. N e n c k ie g o  P A N , W arszaw a
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stępuje zazwyczaj desaturacja  w k ierunku  grupy m etylow ej (13, 35). P o ­
w oduje to przekształcenie kwasu oleinowego (Cis9) w kwas linolowy 
Cf|-12) (schemat la).

a9 (b) , r A6’b 
U 18 18

S ch em a t 1. D rogi b io sy n tez y  w ie lo n ie n a sy c o n y c h  k w a só w  tłu sz c zo w y c h . U  r o ślin  
p r z ek sz ta łc en ia  zach odzą  zg o d n ie  z (a) i (c), u zw ier zą t zg o d n ie  z (d) i (e) bąd ź (b); 

p r z ek sz ta łc en ie  drogą (a) u zw ier zą t n ie  zach odzi.

Zw ierzęta zasadniczo u traciły  zdolność desaturacji kw asu oleinowego 
do kwasu linolowego, k tóry  zatem  jest dla nich związkiem egzogennym  
(23). Jednak  w w arunkach skrajnego wygłodzenia, lub przy podawaniu 
pokarm u beztłuszczowego, kręgowce m ają zdolność w prow adzenia d ru ­
giego podwójnego wiązania do kwasu oleinowego (7, 8 ). W iązanie to po­
jaw ia się wówczas bliżej karboksylowego końca cząsteczki, prowadząc 
do powstania nie kwasu linolowego, ale jego analogu, mianowicie kwasu 
(Cfsr9 (schemat lb). W przeciw ieństw ie do kwasu linolowego, analog ten 
jest fizjologicznie bezużyteczny, ponieważ nie może być przekształcony 
w kwas arachidonow y, niezbędny dla prawidłowego funkcjonow ania o r­
ganizm ów zwierzęcych.

U roślin kwas linolowy przez wprowadzenie następnego podwójnego 
wiązania bliżej grupy m etylow ej przekształca się w kwas a-linolenow y 
(Cf89-12-15) (schemat lc) (9, 36).

Dla zwierząt kwas a-linolenow y jest również związkiem egzogennym. 
U zw ierząt bowiem proces desaturacji egzogennego kw asu linolowego 
zachodzi w kierunku grupy karboksylow ej (schemat ld), w w yniku czego 
pow staje kwas Y-linolenowy (Cf86’9,12), k tó ry  ulegając dalszym  prze­
kształceniom  (schemat le) może przejść w kwas arachidonowy.

I. Przekształcenia kwasów wielonienasyconych w organizmie zwierzęcym

Stw ierdzenie, że głównym  w ielonienasyconym  kwasem  tłuszczowym  
u zw ierząt jest kwas arachidonow y nasuw ało przypuszczenie, że niektóre 
kwasy wielonienasycone mogą być jednak  w organizm ie zwierzęcym  syn­
tetyzowane. N u n n  i S m e d l e y - M a c L e a n  w 1938 r. (28) na
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podstawie badań nad  w pływ em  diety  na skład kwasów tłuszczow ych 
w wątrobie szczura w ysunęli hipotezę, że wielonienasycone kw asy tłusz­
czowe w ystępujące w organizm ie pow stają z egzogennego kw asu linolo­
wego i linolenowego w w yniku procesów desaturacji i w ydłużania łańcu­
cha węglowego.

Hipotezę tę  doświadczalnie potwierdzono w pracow ni M eada w la­
tach 50-tych, dzięki zastosowaniu do badań radioaktyw nych izotopów.

M e a d i wsp. (33) podawali szczurom ester m etylow y kwasu linolo­
wego znakowany 14C w grupie karboksylow ej, po czym w yodrębniali 
z tkanek  kwas arachidonow y, k tóry  następnie poddaw ali uwodorowaniu. 
O trzym any w ten  sposób kwas arachidow y oczyszczano chrom atograficz­
nie i poddawano stopniowej degradacji. Radioaktyw ność odnajdyw ano 
w węglu grupy karboksylow ej (75%) oraz w węglu (3 (24%), natom iast po­
została część cząsteczki (C1 7H 35) nie zaw ierała izotopu, co wskazuje, że 
cząsteczka kwasu linolowego jest wbudow yw ana do kwasu arachidono- 
wego jako całość. W ysoką radioaktyw ność grupy karboksylowej autorzy 
tłum aczyli jej pochodzeniem z octanu powstałego z rozpadu części po­
danego kwasu linolowego. Po podaniu szczurowi znakowanego w grupie 
karboksylowej kw asu Y-linolenowego odnaleziono w kwasie arachido­
wym  całą praw ie aktyw ność (97,4%) w trzecim  atom ie węgla (licząc od 
grupy karboksylow ej) (25), co sugeruje w łączenie całej cząsteczki kwasu 
Y-linolenowego w kwas arachidonow y, pow stający w w yniku w ydłużenia 
i desaturacji. Gdy H o w t o n  i M e a d  (12) podawali szczurowi kwas 
homo-Y-linolenowy (C208,11,14) znakow any w atom ach węgla a i |5, ak tyw ­
ność w cząsteczce kw asu arachidonow ego w ystępow ała też w atom ach 
węgla a i (3. Świadczyło to, że podany kwas ulegał całkowicie przekształ­
ceniu w kwas arachidonow y i że degradacja jego była nieznaczna.

M e a d  i wsp. zaproponow ali schem at przekształcenia kwasów lino­
lowego, y-linolenowego i homo-Y-linolenowego w kwas arachidonow y 
(schemat 2 ).

Prawdopodobnie istnieje jeszcze inna droga prowadząca do powstania 
kwasu arachidonowego z kw asu linolowego. Z badań B l o c h a  i wsp.

CH 3-(C H 2)4-C H ,= C H -C H 2-C H = C H -(C H 2)7-C O O H

k w a s lin o lo w y

CH 3-(C H 2)4-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -(C H 2)4-C O O H

k w a s  y - l in o le n o w y  

CH 3-(C H 2)4-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H  =  C H -(C H 2)4-C H 2-C H 2-C O O H

k w a s homo-Y-linolenowy 

C H 3-(C H 2)4-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -(C H 2)3-CO O H

k w a s  a ra ch id o n o w y

_,A9,12 v _,A6,9,12 v ^ A 8 ,l l ,1 4  v ^ A 5 ,8 ,ll ,1 4  
C i 8 ----- > C i 8  -----> C 2 0, ------> C20

S ch em a t 2. P o w sta w a n ie  k w a su  a r a ch id o n o w eg o  z k w a su  lin o lo w e g o  (w g  12, 24).
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(6 ), H o 1 m a n a (30) i K o r n a  (16) wynika, że kwas linolowy może 
przyłączając dwuwęglowy fragm ent przejść w kwas dwudziestowęglowy 
(C&1-14), k tóry  następnie ulega odwodorowaniu i przechodzi w kwas 
homo-Y-linolenowy, a następnie w kwas arachidonow y, zgodnie ze sche­
m atem  3.

A 9'12 A6’9’12 A8'11'14 <5,8,11,14
c 1 8 --------- -- c 18 ---------- -- c 20 ----------^  c f0

1̂1,14 
!0

S ch e m a t 3. P o w sta w a n ie  k w a su  a ra ch id o n o w eg o  z k w a su  lin o lo w eg o  (w g  6 , 16, 30).

A
C20

Następnie M e a d i wsp. (22, 34) badali, jakim  przekształceniom  ule­
ga u zwierząt podany w pokarm ie roślinny kwas a-linolenowy. Po jedno­
razow ym  podaniu szczurowi będącem u na diecie beztłuszczowej linole- 
nianu m etylu przeprowadzono chrom atograficzną analizę kwasów tłusz­
czowych z jego tkanek. Na podstawie o trzym anych wyników Mead zapro­
ponował hipotetyczny przebieg przekształceń kwasu a-linolenowego, 
przedstaw iony na schem acie 4.

C H 3-C H 2-C H = C H -C H 2- C H = C H -C H 2-C H = C H -(C H 2)7-CO O H

k w a s a - lin o le n o w y

C H 3-C H 2-C H =C H -C H 2-C H .= C H -C H 2- c h , = c h - c h 2 c h = c h - ( c h 2)4- c o o h

k w a s o k ta d ek a te tr a en o w y  

C H 3-C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -(C H 2V C O O H

k w a s e ik o za te tra e n o w y

c h 3- c h 2- c h = c h - c h 2- c h = c h - c h 2- c h = c h - c h 2- c h = c h - c h 2- c h =
C H -(C H 2)3 c o o h

k w a s e ik o za p en ta en o w y

c h 3- c h 2- c h = c h - c h 2- c h = c h - c h 2- c h = c h - c h 2- c h = c h - c h 2- c h =
C H -(C H 2)5-CO O H

k w a s d o k o za p en ta en o w y

C H r CH 2-C H = C H -C H 2-C H = C H  C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2- C H f
' C H -C H 2-C H  =  C H -(C H 2)2-CO O H

k w a s d o k o za h ek sa en o w y

„A9,12,15 _ A 6 ,9 ,12 15 v „,A8,11,14,17 , „,A5,8,11,14,17 v „ A 7 ,10,13,16,19Cl8 -----> Cl8 ---- y C 20 ----  ̂C 20 ---- > C 20 ---- >
_,A4,7,10.13,16,19

----- > C22

S c h e m a t 4. P rz ek sz ta łc e n ia  k w a su  a - lin o le n o w e g o  w  o rg a n izm ie  zw ier zę cy m  (w g. 24).

Badania K l e n k a  i M o h r h a u e r a  (14) potw ierdziły przebieg 
wielu z tych reakcji. Okazało się, że z kwasu a-linolenowego powstaje 
w organizmie zwierzęcym  nie kwas arachidonow y, ale kwas 2 0 -węglowy
o 5-ciu podwójnych wiązaniach i kwas 22-węglowy o 6 -u podwójnych 
w iązaniach.
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Omówione w yniki badań nad przekształceniem  kwasu linolowego 
i a-linolenowego są zgodne z wcześniejszym i obserw acjam i H o 1 m a n a 
i wsp. (31). A utorzy ci badali szczury uprzednio pozbawione tłuszczu 
w pokarm ie przez okres 1 0  m iesięcy i stw ierdzili następujący wpływ 
diety  na skład kwasów tłuszczowych w tkankach:

K w a s w  d i e c i e ----------------------->■ K w a sy  w ie lo n ie n a sy c o n e  w  tk a n k a ch
lin o lo w y  ——------------— »• cz tero n ien a sy co n e  o 20 a tom ach  w ę g la
l i n o l e n o w y ---------------------- > p ię c io n ie n a sy c o n e  i sze śc io n ie n a sy co n e
brak  tłu szczu  w  d i e c i e ---------------------- > tr ó jn ien a sy c o n e

Podobne zależności stw ierdzono również u kurczaka (10) i świni (32).
W edług badań F u 1 c o i M e a d a (7) głównym  trójnienasyconym  

kwasem  znajdow anym  u zw ierząt na diecie beztłuszczowej jest kwas 
eikozatrienow y (C2oA5’8,11), pow stający z kwasu oleinowego w w yniku 
przekształceń przedstaw ionych na schemacie 5,

co 9 CH3-(C H 2)rC H .=C H -(C H 2)7- COOH
k w a s o le in o w y

CH3-(CH 2)7-C H .= C H -C H 2-C H i=C H -(C H 2)4-COOH

k w a s o k ta d ek a d ien o w y

CH 3-(CH 2)7-C H = C H -C H 2-C H = C H -(C H 2)6-COOH

k w a s e ik o za d ie n o w y

CH3-(CH2)7-C H = C H -C H 2-C H = C H -C H 2-C H = C H -(C H 2)3-COOH

k w a s  e ik o za tr ie n o w y

A9 ,^ A 6 ,9  . « A 8 . l l  A5.8.11C l8 ---- > C l 8 --- - > C 2 0 -----> C20

S c h e m a t 5. P rz ek sz ta łc e n ia  k w a su  o le in o w eg o  w  o rg a n izm ie  zw ierzęcy m  (w g 24).

Z kwasu palm itooleinowego pow staje natom iast kwas C2 0 7 ,1 0 ,1 3  

w edług schem atu 6 .
Na podstawie badań nad przekształceniam i zachodzącymi w wielo- 

r.ienasyconych kwasach tłuszczowych, M e a d (24) zaliczył te kwasy do
4 różnych grup (schemat 7), które nazwał rodzinam i. Za podstawę klasy­
fikacji przyjął odległość pierwszego podwójnego w iązania (oznaczoną 
cyfrą  stojącą za literą co) od grupy m etylow ej kwasu tłuszczowego, której 
węgiel jest w tym  przypadku uw ażany za pierwszy.

W szystkie w ielonienasycone kw asy pochodzące z egzogennego kwasu 
«-linolenowego m ają budowę typu co3. W ielonienasycone kwasy tłusz­
czowe pochodzące z egzogennego kwasu linolowego (schemat 2 i 3) 
charakteryzują  się budową typu co6 . K w asy wielonienasycone należące 
do pozostałych dwóch rodzin, wywodzące się z kwasów jednonienasy- 
conych — oleinowego lub palm itoleinowego posiadają odpowiednio 
budowę typu o j9 (schemat 5), lub budowę typu co7 (schemat 7).
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CH3 (CHź)5 -  CH -  CH -  (CH2)7 -  COOH Kwas palmitooleinowy

c h 3-(ch 2)5-  c h = c h - c h 2- c h = c h - ( c h 2)4 -C O O H CH3-(C H 2)5-CH = CH-(CH2)g — COOH
Kwas heksadekadienowy Kwas wakceninowy

c h 3-(c h 2)5- c h  =  c h - c h 2- c h  =  C H -(C H 2)6-C O O H
j  Kwas oktadekadienowy

CH3-(CH2)5-CH -  C H - CH2-  CH =  CH-CH2-C H  =  CH -  (CH2)3 -  COOH 
I Kwas oktadekatrier/owy

CH3-(CH 2)5-C H = C H -C H 2- C H  =  CH-CH 2-C H = C H -(C H 2)5-CO O H
Kwas eikozatrienowy

18

S ch em a t 6 . P rz ek sz ta łc e n ia  k w a su  p a lm ito o le in o w e g o  w  o rg a n izm ie  z w ierzęcy m
(w g 24).

S ch em a t 7. T y p y  b u d o w y  czterech  rod zin  k w a só w  w ie lo n ie n a sy co n y ch .

W edług M eada przekształcenia kwasów wielonienasyconych w orga­
nizmie zwierzęcym  zachodzą tylko w obrębie danej rodziny. K ierunek 
przem ian prowadzi przy tym  od kwasów m niej do bardziej nienasyconych 
w szeregu nieodw racalnych reakcji (24, 34). Podanie kwasu nienasyco­
nego w pokarm ie powodowałoby wzrost zawartości w tkankach jedynie 
kwasów w ielonienasyconych należących do tej sam ej rodziny co podany 
kwas.

Badania lat ostatn ich  prowadzą jednak do odm iennych wniosków.

II. Współzależności między rodzinami kwasów wielonienasyconych

W kilku różnych pracow niach (15, 20, 21, 27, 29) wykazano zgodnie, że 
podawanie zwierzętom  egzogennych kwasów tłuszczowych jako składni­
ków pokarm owych prowadzi nie tylko do wzrostu zawartości kwasów 
w ielonienasyconych należących do tej samej rodziny co podany kwas, 
lecz ponadto powoduje zm niejszenie zawartości kwasów należących do 
innych rodzin.

W celu bliższego zbadania tego zjawiska, M o h r h a u e r  i H o l -

to3 C H 3-C H 2- C H = C H - # rod zin a  k w a su  a - lin o le n o w e g o

to 6 C H 3-(C H 2)4-C H —C H - rod zin a  k w a su  lin o lo w eg o

co 7 C H 3-(C H 2)4~ C H = C H - ro d z in a  k w a su  p a lm ito o le in o w e g o

to 9 C H J-(C H 2)7-C H — C H - ro d zin a  k w a su  o le in o w eg o
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m a n  (26) podawali szczurom (uprzednio trzym anym  na diecie beztłusz­
czowej) kwas linolowy i a-linolenow y w różnych stężeniach przez okres 
87 dni, po czym analizowali kw asy tłuszczowe z tkanek za pomocą chro­
m atografii gazowej. Stw ierdzili, że podwyższenie w diecie zawartości 
kwasu linolowego (co6 ) powoduje w w ątrobie wzrost zawartości kwasów 
w ielonienasyconych należących do rodziny co6 , oraz obniżenie zawartości 
kwasu oleinowego i eikozatrienowego (rodzina co9). Zm iany zawartości 
kwasów należących do rodziny kw asu a-linolenowego (a>3) były nie­
znaczne. N atom iast wyższe dawki kwasu linolenowego (oj3) powodują 
w w ątrobie przy każdej z 3 różnych dawek kwasu linolowego (co6 ):

1 . w zrost zawartości kwasów należących do tej samej rodziny,
2 . obniżenie zawartości kwasów należących do rodziny kwasu linolo­

wego,
3. zm niejszenie zawartości kwasu eikozatrienowego (rodzina co9).
Na podstawie tych badań autorzy w ysuw ają hipotezę, że w procesach 

m etabolicznych kwasu linolowego i a-linolenowego zachodzi pewna kom- 
petycja. P rzekształcenia jednego z tych kwasów (linolenowego) w pły­
w ają ham ująco na przekształcenia drugiego z nich (linolowego).

Z dalszych prac H o l m a n a  i wsp. (11, 30) wynikało, że ham ujący 
w pływ  kw asu linolowego na przekształcenia w obrębie rodziny kwasu 
linolenowego pojaw ia się dopiero po podaniu kwasu linolowego w sto­
sunkowo bardzo dużych stężeniach. N atom iast kwas linolenowy już 
w stężeniach w ielokrotnie niższych silnie ham uje w szystkie przekształ­
cenia w obrębie rodziny kw asu linolowego.

Holm an i M ohrhauer w ykazali również, że podawanie zwierzęciu 
kwasu linolowego w  wysokich stężeniach powoduje nie tylko powstanie 
kw asu arachidonowego, ale prowadzi do pow staw ania dalszych homo- 
logów dw udziestodwuw ęglow ych rodziny a>6 , a m ianowicie kwasu do- 
kozatetraenowego (czteronienasyconego) oraz kw asu dokozapentaenowego 
(pięcionienasyconego), co potwierdzili również D a v i s  i G o n i g l i o ( 4 ) .

B adania D h o p e s h w a r k a r a  i M e a d a (5) nad wpływem  kwasu 
oleinowego na przem iany kwasów należących do innych rodzin wykazały, 
że podanie świnkom  m orskim  (uprzednio pozbawionym  pokarm u) dużych 
ilości kwasu oleinowego powoduje wzrost zawartości w w ątrobie i tkance 
tłuszczowej dwudziestowęglowego kwasu trójnienasyconego (co9). Jedno­
cześnie obserw uje się ham ujący w pływ  kwasu oleinowego na przekształ­
cenie kwasu linolowego w arachidonow y (co6 ). Zatem  m iędzy m etaboliz­
mem kwasu oleinowego a linolowego zachodzi także pewna współzależ­
ność. L o w r y  i T i n s l e y  (18, 19) stw ierdzili, że kwas oleinowy w pły­
wa na przekształcenia kw asu linolowego tylko wówczas, gdy podany jest 
w bardzo dużym  stężeniu i gdy poziom kw asu linolowego jest niewysoki 
(na przekształcenia kwasu linolenowego kwas oleinowy nie miał wpływu). 
Natom iast podanie kwasu linolowego w yraźnie ham uje przekształcenia 
kwasu oleinowego.
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Te wszystkie fak ty  pozwoliły H o l m a n o w i  i M o h r h a u e r o w i  
(1 1 ) wyciągnąć wniosek, że pomiędzy poszczególnymi rodzinam i kwasów 
wiolonienasyconych zachodzą w yraźne współzależności; wzrost in tensyw ­
ności przem ian w obrębie jednej rodziny wpływa ham ująco na prze­
kształcenia zachodzące w obrębie pozostałych rodzin. W ysunęli oni hipo­
tezę, że przem iany m etaboliczne różnych kwasów wielonienasyconych 
uzależnione są od tych sam ych układów  enzym atycznych. Pom iędzy po­
szczególnymi kwasam i zachodzi wobec tego kom petycja o enzym, przy 
czym powinowactwo różnych kwasów nienasyconych do danego enzym u 
jest różne. W ydaje się, że powinowactwo to uzależnione jest od odległości 
pierwszego podwójnego wiązania od grupy m etylow ej w cząsteczce kwasu 
(zatem od przynależności do określonej rodziny). N ajsilniejsze powino­
wactwo do enzym u w ykazuje grupa kwasów eo3 (rodzina kw asu a-lino- 
lenowego). Ten zatem  kwas najsilniej wiąże się z enzymem, uniem ożli­
w iając dostęp do centrów  aktyw nych kwasom należącym  do pozostałych 
grup co6  i co9. Słabsze powinowactwo do układów  enzym atycznych prze­
jaw ia kwas linolowy (<x»6 ), a najsłabsze kwas oleinowy (co9). Z tego 
względu kwas a-linolenow y (co3) ham uje przekształcenia w obrębie 
wszystkich pozostałych rodzin, a kwas linolowy (co6 ) ham uje przekształ­
cenia kwasu oleinowego, ale nie w pływ a na przekształcenia kwasu a-lino- 
lenowego. Dopiero podanie kwasu linolowego w bardzo dużych stężeniach, 
wpływa ham ująco na przekształcenia kwasu linolenowego. Aby stw ierdzić 
ham ujący wpływ kw asu oleinowego na przekształcenia kwasów należą­
cych do innych rodzin należy go podać w jeszcze większych stężeniach. 
Hipoteza Holm ana bardzo dobrze tłum aczy, m iędzy innym i, znany fakt 
pojaw iania się kwasu eikozatrienowego (co9) w tkankach zw ierząt z obja­
wam i niedoboru egzogennych kwasów tłuszczowych. Gdy b raku je  bo­
wiem  kwasu linolowego i linolenowego, kwas oleinowy ma łatw iejszy 
dostęp do układów enzym atycznych i łatw iej ulega desaturacji i w ydłu­
żaniu. Natom iast nie może on współzawodniczyć z kwasem  linolowym 
i a-linolenowym  i w ich obecności dalszym  przekształceniom  nie ulega, 
toteż w norm alnych w arunkach odżywiania nie obserw uje się pow sta­
w ania kwasu eikozatrienowego w tkankach zwierzęcych.

Opierając się na dotychczasowych danych doświadczalnych, L i n d -  
s t r o m  i T i n s l e y  (17) zaproponowali model kom petycyjnych współ­
zależności w obrębie różnych rodzin (schemat 8 ).

S ch em a t 8 . M odel k o m p ety c y jn y c h  w sp ó łza le żn o śc i w  sy n tez ie  k w a só w  w ie lo n ie ­
n a sy co n y ch  (w g 17).
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Qi i Q2 oznaczają określone dwa nienasycone kwasy tłuszczowe po­
dawane w diecie; Si i S 2 to te same kw asy odnajdyw ane w tkankach, po 
przysw ojeniu Qx i Q2 przez organizm. K w asy te ulegają przekształceniom  
w procesach enzym atycznych prowadzących ostatecznie z Sx do S 7 i z S 2 

do S 8 poprzez odpowiednie serie kompleksów enzym -substrat (Ci-Cs 
i C2-C6). Zakłada się, że przekształcenia te  są nieodw racalne. Ex i E 2 

oznaczają odpowiednio układy enzym atyczne, przy czym Ex oznacza 
enzym ograniczający w procesie odwodorowania, a E2 odpowiedni enzym 
ograniczający w procesie w ydłużenia łańcucha. Podstaw ą m odelu jest 
założenie, że te same enzym y Ex i E 2 uczestniczą w procesach przekształ­
cenia zarówno Sj. jak  i S2, zatem  zajęcie centrów  aktyw nych enzymu 
przez jeden z kwasów (np. musi wpływać ham ująco na przekształ­
cenia drugiego kw asu (np. S2).

Przedstaw ienie pow stających produktów  reakcji jako funkcji czasu 
i podanych ilości kwasów Qi i Q2 pozwoliło autorom  na analizę m atem a­
tyczną, k tórej w yniki dobrze zgadzały się z danym i doświadczalnym i 
zarówno ich w łasnych prac, jak  i prac Holm ana i współpracowników.

Trudno nie przyznać, że szereg znanych faktów  dobrze tłum aczy się 
w świetle hipotezy Holm ana i M ohrhauera. Nie należy jednak uważać, 
że zagadnienie jest już całkowicie wyjaśnione. Sami autorzy hipotezy 
nie negują i innej możliwości, mianowicie, że każda z trzech rodzin wielo­
nienasyconych kwasów tłuszczowych ma odrębny szlak m etaboliczny, 
a czynnikiem  ham ującym  przem iany w obrębie jednej rodziny są pro­
dukty pow stające w w yniku przekształceń kwasów należących do innych 
rodzin.

L IT E R A T U R A

1. B a g d a s a r i a n  G. ,  H u l a n i c k a  D., P o st .  B io ch em .  11, 179 (1965).
2. B l o c h  K ., w  T h e C on tro l o f L ip id  M eta b o lism , red . J. K . G ran t, A ca d em ic  

P ress , L on d on — N e w  Y ork , 1963, str. 1.
3. B l o o m f i e l d  D.  K. ,  B l o c h  K ., J. Biol.  C h e m .  235, 337 (1960).
4. D a v i s  J. ,  G o n i g l i o  J. G ., J. B io l.  C h e m .  241, 610 (1966).
5. D  h o p e s h w  a r k a r G. A ., M e a d  J. F ., J. A m .  Oil  C h e m .  Soc.  6 , 297 (1961).
6 . E r v i n  J. ,  H u l a n i c k a  D. ,  B l o c h  K ., C o m p .  B io ch em .  P h y s io l .  12, 191

(1964).
7. F u l c o  A.  J. ,  M e a d  J. F ., J. B io l.  C h e m .  234, 1411 (1959).
8 . F u l c o  A.  J.,  M e a d  J. F ., J. B io l .  C h e m .  235, 3379 (1960).
9. H a r r i s  R.  V. ,  J a m e s  A . J., B io ch im .  B io p h y s .  A c ta  106, 456 (1965).

10. H i l l  E. G., J. N u tr .  89, 465 (1966).
11. H o l m a n  R.  T. ,  M o h r h a u e r  H., A c ta  C h e m .  Scand . ,  S u p p l. 1, 84 (1963).
12. H o w t o n  D.  R. ,  M e a d  J. F ., J. B io l.  C h e m .  235 3385 (1960).
13. J a m e s  A . J., w  T he C on tro l of L ip id  M eta b o lism , red . J. K . G rant, A ca d em ic

P ress , L ond on , N e w  Y ork , 1963, s tr . 17.
14. K l e n k  E. ,  M o h r h a u e r  H., Z. P h y s io l .  C h e m .  320, 218 (1960).
15. K l e n k  E. ,  O e t t e  K ., Z. P h y s io l .  C h e m .  318, 86 (1960).
16. K o r n  E. D ., J. Biol.  C h e m .  239, 396 (1964).

http://rcin.org.pl



242 J . B A R A Ń S K A [10]

17. L i n d s t r o m  T.,  T i n s l e y  J., J. L ip id  R es .  7, 758 (1966).
18. L o w r y  R.  P. ,  T i n s l e y  J., B io ch im .  B io p h y s .  A c ta  116, 398 (1966).
19. L o w r y  R.  P. ,  T i n s l e y  J., J. N u tr .  8 8 , 26 (1966).
20. M a c h l i n  L. J., N a tu r e  194, 868  (1962).
21. M a r c o  G.  J.,  M a c h l i n  L.  J. ,  E m e r y  E. ,  G o r d o n  R. S., A rch .  

B io ch em .  B io p h y s .  94, 115 (1961).
22. M e a d  J. F ., J. B io l .  C h e m .  227 , 1025 (1957).
23. M e a d  J. F ., w  L ip id  M eta b o lism , red . K . B loch , N e w  Y ork , 1960, str . 41.
24. M e a d  J. F ., F ed .  P ro c .  20, 952 (1961).
25. M e a d  J.  F. ,  H o w t o n  D . R., J. B iol.  C h e m .  229, 575 (1957).
26. M o h r h a u e r  H. ,  H o l m a n  R. T J. N u tr .  81, 67 (1963).
27. M o h r h a u e r  H. ,  H o l m a n  R. T., J. L ip id  R es .  4, 151 (1963).
28. N u n n  L.  C.  A. ,  S m e d l e y - M c L e a n  J., B io ch em .  J.  32, 2178 (1938).
29. P r i v e t t  O. S ., P  u s c h F . J., H o 1 m  a n R. T., A rc h .  B io c h e m .  B io p h y s .  57, 

156 (1955).
30. R a h m  J., H o l m a n  T., J. N u tr .  84, 15 (1964).
31. R i e c k e h o f f  J.  G. ,  H o l m a n  R.  T. ,  B u r r  G. O., A rc h .  B io ch em .  B io p h y s .

20, 331 (1949).
32. S e w e l l  R.  F. ,  M i l l e r  J. L ., J. N u tr .  8 8 , 171 (1966).
33. S t e i n b e r g  G. ,  S l a t o n  W.  H. ,  H o w t o n  D ., M e a d J. F ., J. Biol.  

C h e m .  220, 257 (1956).
34. S t e i n b e r g  G. ,  S l a t o n  W.  H. ,  H o w t o n  D. ,  M e a d  J. F., J. B io l.  C h em .  

224, 841 (1957).
35. S t u m p f  P . K ., w  T h e  C on tro l o f L ip id  M eta b o lism , red . J. K . G rant, A c a ­

d em ic  P ress , L ond on , N e w  Y ork , 1963, str . 29.
36. S t u m p f  P . K ., J a m  e s A . J., B io ch im .  B io p h y s ,  A c ta  70, 20 (1963).

http://rcin.org.pl



Post.  B iochem .  14, 243—249 (1968).

WOJCIECH R O SZ K O W SK I  *

Wpływ częstotliwości podawania pożywienia na przemianę materii

The Effect of Feeding Frequency on Metabolic Processes

R e ce n t v ie w s  on th e  e f fe c t  o f fe e d in g  fr eq u e n c y  upon th e  m e ta b o lic  p r o c esse s  
a re  p resen ted

Zagadnieniem  dotychczas mało zbadanym  w nauce żywienia jest 
w pływ  czasu podawania posiłku (ich regularność lub częstotliwość) na 
organizm  i jego przem iany. Dotychczas badano tylko wpływ  zmian ogól­
nej ilości kalorii przyjm ow anych w pożywieniach lub zmian w jakościo­
w ym  zestawie posiłku na wzrost albo przedłużenie życia doświadczalnych 
zw ierząt.

Pierw sze doświadczenia bezpośrednio związane z wpływ em  czasu 
podaw ania pożywienia (6 , 19, 33) w ykazały, że u zw ierząt karm ionych 
nieregularn ie  w ystępują zm iany anatom iczne a także zmienia się nasi­
lenie przem iany m aterii.

Szereg badań nad wpływ em  koncentracji ilości pożywienia w  jed­
nostce czasu na przem ianę m aterii u zw ierząt i ludzi w ykonano w Pradze 
w  Insty tucie  Żywienia. Na zainteresow anie tym  zagadnieniem  w płynęła 
zapew ne częstość w ystępow ania otyłości na terenie Czechosłowacji: 
w edług M a s k a  (23) około 50°/» ludności Pragi cierpi na tę  dolegliwość, 
k tó ra  poza innym i przyczynam i jest również w ynikiem  nieregularności 
przyjm ow ania posiłków.

W doświadczeniach tych używano jako zw ierząt laboratoryjnych 
kurcząt, królików, psów, m ałp i szczurów, przy czym najbardziej przy­
datne okazały się te  ostatnie z uwagi na ich zdolność do przyjm ow ania 
pożyw ienia w krótkich odstępach czasu i łatwość przystosow ania się do 
zm ian w system ie żywienia. Podobne badania przeprowadzono na lu­
dziach (3) i otrzym ano podobne wyniki jak u zwierząt. Najczęściej stoso­
w ano następujące układy doświadczalne: I — grupę kontrolną o trzym u­
jącą pożywienie ad libitum  porównywano z grupą żywioną w ograniczo­
nym  czasie, stosowano tak  zwane periodyczne głodowanie, to znaczy dni

* M gr inż., K a ted ra  T ech n o lo g ii i H ig ie n y  Ż y w ie n ia  C z ło w iek a  S z k o ły  G łó w n ej  
G o sp o d a rstw a  W iejsk ieg o , W arszaw a .
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swobodnego dostępu do pożywienia, na przem ian z 1 — 3-dniowym  pełnym  
głodowaniem  (1 1 ), lub karm ienie przez 1 — 2  godz. dziennie za pomocą 
na przykład sondy żołądkowej (6 ), II — grupę kontrolną otrzym ującą 
pożywienie izokalorycznie w m ałych ilościach i w krótkich odstępach 
czasu porównywano z grupą otrzym ującą tę samą ilość pokarm u, ale 
podaw aną rzadziej, w większych porcjach. Czas trw ania doświadczeń 
w ynosił od 2 tygodni (5) do 3 lat (12).

I. Adaptacja przewodu pokarmowego do zmian w systemie podawania 
pożywienia

Pierw szym i zmianam i w ystępującym i pod wpływem  nieregularności 
w  przyjm ow aniu pożywienia jest hiperfagia, czyli wzmożone łaknienie 
(17). W edług M a y e r ’a (24) hiperfagia może być wyw ołana nie tylko 
przez czynniki zew nętrzne środowiska, ale i przez czynniki genetyczne 
lub urazy chirurgiczne, chemiczne, horm onalne i psychiczne.

Zw ierzęta stopniowo przyzw yczajane do I system u żywienia zjadały 
w czasie swobodnego dostępu do pokarm u około trzy  razy więcej poży­
w ienia na dzień niż grupa kontrolna karm iona ad libitum, przy czym 
w ciągu dwóch pierw szych godzin po podaniu pokarm u zjadały go naw et 
pięć razy więcej niż zw ierzęta grupy kontrolnej. Mimo to pobrany pokarm  
pokryw ał tylko 60—80%  ogólnego zapotrzebow ania kalorycznego okre­
sowo głodzonych zwierząt, co wywoływało ostatecznie opóźnienie lub 
zaham owanie ich wzrostu.

Periodyczna hiperfagia w yw ołuje szereg zmian w przewodzie pokar­
m owym  (20). Już po upływ ie kilku tygodni następuje h ipertrofia  żołądka, 
k tó ry  zam ienia się w rodzaj m agazynu pożywienia na okres głodu, co 
w ykazały  badania P u t i l i n a  i S t a r i t s k i e j  (30) nad wpływem  
częstotliwości karm ienia na wydzielnicze funkcje żołądka i ich regulację 
u psów. U szczurów przy dłuższym  czasie doświadczenia wynoszącym  
około 6  m iesięcy zaobserwowano także występowanie hipertrofii jelita 
cienkiego, którego całkow ity ciężar był od 20 do 40%  wyższy w porów­
naniu  z grupą kontrolną, podczas gdy ciężar ciała zwierząt był o 30% 
niższy (9). Podobne w yniki otrzym ał F i s h e r  (12) u kurcząt.

Badania układów  enzym atycznych odpowiedzialnych za aktyw ny 
transport m etabolitów  przez ścianki jelita  (19) sta ły  się podstaw ą obser­
w acji F a b r y ’e g o (7), że funkcjonalnym  następstw em  przedstaw io­
nych powyżej zmian w sposobie żywienia jest zwiększone w chłanianie 
glukozy i tłuszczu w błonie śluzowej jelita  cienkiego.

G r u n o w  i wsp. (13) stw ierdzili, że zmianom m orfologicznym 
i funkcjonalnym  przew odu pokarm owego tow arzyszą również zm iany 
m ikroflory  jelita  cienkiego.
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II. Zmiany w przemianach węglowodanowej i tłuszczowej

Zwiększone w chłanianie cukrowców u okresowo głodujących zw ierząt 
w yw ołuje zm iany w ich przem ianie węglowodanowej. P e t r a s e k  (29) 
stw ierdziła, że aktyw ność heksokinazy, katalizującej fosforylację glu­
kozy, w zrasta u tych zwierząt około 5-ciokrotnie. W w ątrobie i m ięśniach 
okresowo głodzonych zwierząt znaleziono też zwiększone ilości glikogenu, 
k tó ry  pow staje z glukozo-6 -fosforanu (28).

W surow icy okresowo głodzonych zwierząt rośnie też poziom insuliny. 
Jednocześnie ilość insuliny, którą w yekstrahow ano z trzustk i badanych 
szczurów była około 85% m niejsza niż u grupy kontrolnej, a w zajem ny 
stosunek ilości a i (3 kom órek wysepek Langerhansa był również zmie­
niony (1 0 ).

U okresowo głodujących zwierząt zwiększa się przem iana węglowo­
danów w tłuszcze, co stw ierdzono m ierząc zmianę ilorazu oddechowego 
(I.O.) (11) oraz nasilenie lipogenezy badane za pomocą 14C znakowanych 
substratów  (14). F a b r y  (11) w ykazał, że u okresowo głodujących zwie­
rząt IO wynosi 0,96, podczas gdy dla grupy kontrolnej jest on rów ny
0,82. Taki wzrost ilorazu oddechowego świadczy o przem ianie cukrow ­
ców na kw asy tłuszczowe, ponieważ przy przechodzeniu związków bar­
dziej utlenionych w m niej utlenione organizm  dysponuje pewną ilością 
endogennego tlenu. Dla określenia szybkości lipogenezy oznaczono w łą­
czanie atom u węgla 14C z różnych substratów  w kwasy tłuszczowe (21, 
22). U zw ierząt karm ionych z m niejszą częstotliwością w porów naniu 
do grupy kontrolnej jedzącej ad libitum  zauważono szybszą syntezę kw a­
sów tłuszczowych zaw ierających 14C, przy jednoczesnym  wzroście zaw ar­
tości-tłuszczu w organizmie, mimo obniżonego ciężaru ciała (1 , 6 , 27). 
Potw ierdza to lipostatyczną teorię regulacji ciężaru ciała (25), według 
k tórej ilość odłożonego tłuszczu zależy od typu zwierzęcia, rodzaju 
otłuszczenia, typu diety, aktyw ności ruchow ej i tem pera tu ry  otoczenia. 
Ponieważ przem iany tłuszczów i węglowodanów są współzależne, być 
może zjaw iska te są związane również z m echanizm em  glukostatycznym .

P e t r a s e k  (29) określiła także aktyw ność poszczególnych enzymów 
tkankow ych uczestniczących w dalszych przem ianach węglowodanowych 
i tłuszczowych. Zaobserwowała ona wzrost aktyw ności w w ątrobie i n e r­
kach oksydazy cytochromowej i dwu enzymów cyklu Krebsa: dehydro­
genazy mleczanowej i bursztynianow ej. P rzy  przyjęciu aktyw ności tych 
enzymów w grupie kontrolnej za 1 0 0 % , w grupie okresowo głodującej 
aktyw ność dehydrogenazy bursztynianow ej w ynosiła w w ątrobie 175% 
a w nerkach 180%, zaś dehydrogenazy mleczanowej w w ątrobie 300'% 
a w nerkach 250%.

W szystkie zm iany w gospodarce węglowodanów i tłuszczów charak te­
ryzujące się m aksym alnym  w ykorzystaniem  substancji pokarm owych 
i tworzeniem  rezerw , znalazły odbicie w przem ianach energetycznych
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P er io d y cz n e  g ło d o w a n ie
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n o śc i w z ro s to w e j i m i­
g ra cy jn ej w  p rep a ra ta ch  
tk a n k o w y ch  in  v i t r o

W zrost a k ty w n o śc i m e ta b o ­
l i c z n e j  u ja w n ia ją ce j s ię  r ó w ­

n ież  p o d w y ższen iem  o d d y ch a ­
n ia  tk a n k o w eg o

I
± ■

Z w ię k sz e n ie  p o d sta w o w ej  
p rzem ia n y  m a ter ii u a d a p to ­
w a n y ch  z w ierzą t

O b n iżen ie
ru ch o w ej

a k ty w n o śc i

a) W zrost sy n te z y  g l i-  
k o g en u  w  w ą tro b ie  
i m ięśn ia ch

b) W zrost p rzem ia n y  
w ę g lo w o d a n ó w  w  
tłu szcze

c) M a k sy m a ln e  w y k o ­
r zy s ta n ie  g lu k o zyI I

P rz y sto so w a n ie  e n z y ­
m ó w  tk a n k o w y ch : o k sy ­
d azy  cy to ch ro m o w ej,  
d eh y d ro g en a z  i inn ych!
O b n iżen ie  ca łk o w ite j  
p rzem ia n y  m a ter ii u 
a d a p to w a n y ch  zw ierzą t

S c h e m a t 1. A d a p ta cja  organ izm u  do p er io d y czn eg o  g ło d o w a n ia , 
w e d łu g  F  a b  r y ’e g  o (11).
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zw ierząt okresowo głodujących. Stwierdzono w zrost zapotrzebow ania na 
tlen  w stosunku do ciężaru ciała lub powierzchni ciała zw ierząt (29). 
Jeszcze w yraźniejsze różnice tego typu  zaobserwowano w doświadcze­
niach in vitro z hom ogenatam i w ątroby, mięśnia sercowego i przepony. 
Dane te dowodzą, że pow tarzające się w dłuższych odstępach czasu okre­
sowe przyjm ow anie w iększych ilości pożywienia prowadzi do przyspie­
szenia procesów utleniania tkankowego. Przyspieszenie tych procesów 
jest związane nie tylko z długością okresu dostępu do pokarm u, kiedy 
to tkanki zaw ierają nadm iar substratów . W ystępuje ono również przy 
pow tórnym  dostarczeniu substancji odżywczych i po pew nym  czasie 
wysoki poziom przem ian ustala  się mimo zniżonej podaży kalorii. O kre­
sowo głodujące zwierzęta kom pensują zwiększone u tlenianie tkankow e 
objaw iające się wzrostem  podstawowej przem iany m aterii, obniżeniem 
aktyw ności ruchow ej.

Omówione powyżej zm iany funkcjonalne, morfologiczne i m etabo­
liczne w w arunkach adaptacji do okresowego głodowania przedstaw ił 
schem atycznie F a b r y  i wsp. (1 1 ) (schemat 1 ).

Iii. Wpływ zmian systemu żywienia na przebieg niektórych chorób

Okresowe głodzenie lub inaczej przyjm ow anie w iększych ilości poży­
wienia w dłuższych odstępach czasu w pływ a również na przebieg nie­
których chorób związanych z zaburzeniam i m etabolizm u. W doświadcze­
niach przeprow adzonych na ptakach i ssakach (3, 34) udowodniono, że 
częstotliwość podawania posiłków w pływ a na regulację poziomu chole­
sterolu w surow icy oraz na cofanie się doświadczalnej miażdżycy 
(atherosclerosis). C o h n  (3) w ykazał, że u kurcząt i królików, k tórym  
w ciągu 2  godzin dziennie udostępniano pokarm  z cholesterolem , podwaja 
się poziom cholesterolu w surow icy oraz pojaw ia się 4 — 7  razy więcej 
uszkodzonych sklerotycznie naczyń w porów naniu do zw ierząt jedzących 
ten sam  pokarm  ad libitum  i to w ilościach o 30% większych. Również 
W o l y n s k i j  i M i k u s z k i n  (35) stw ierdzili, że przy otłuszczeniu 
wyw ołanym  przejedzeniem  podnosił się poziom cholesterolu w w ątrobie, 
jelicie cienkim  i nadnerczach u królików.

M echanizm tego zjaw iska jest skom plikow any i dotychczas nie w yjaś­
niony. Przypuszczam y, że częstotliwość karm ienia może wpływać na 
absorpcję cholesterolu z przewodu pokarmowego i cyrkulację  w ew nątrz 
w ątroby.

IV. Wpływ zmian częstotliwości posiłku na organizm człowieka

Duży procent ludzi, szczególnie w m iastach odżywia się podobnie jak 
w  przedstaw ionych powyżej doświadczeniach. Spożyw ają oni jednora­
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zowo około 50—70% całodziennej racji pokarm owej, podczas gdy energia 
i substancje odżywcze powinny być dostarczone organizmowi rów no­
m iernie w ciągu całego dnia.

P rzy  przeprowadzeniu doświadczeń na ludziach badano wpływ często­
tliwości podawania posiłku na organizm  i jego przem iany. Badania tego 
rodzaju wykonano w in ternatach  (16), szpitalach (18) oraz na drodze 
ankietow ej (7).

In teresujące są badania F a b r y ’e g o i wsp. (7) nad ludnością jednej 
z dzielnic Pragi. W grupach klasyfikow anych według ilości przyjm ow a­
nych posiłków określono ilość osobników z nadwagą, hipercholestero- 
lem ią i obniżoną tolerancją glukozy. Za w artość graniczną przyjęto 10% 
nadwagi (ustalonej dla odpowiedniego indeksu wzrostowo-wagowego), 
260 mg°/o cholesterolu w surow icy i 1 2 0  m g%  glukozy w surowicy 
w 2 godziny po przyjęciu glukozy w ilości 1 g/kg ciężaru ciała. S tw ier­
dzono, że zmniejszenie częstotliwości przyjm ow ania posiłków powoduje 
zwiększenie procentowego udziału osobników z nadwagą, hipercholeste- 
rolem ią i obniżoną to lerancją glukozy.

H e j d a i wsp. (15) w badaniach tego typu zastosowali wskaźnik 
Brocasa (100 X ciężar w kg: wzrost powyżej 100 cm) i stw ierdzili, że 
jest on wyższy u grupy badanych mężczyzn jedzących poniżej 4 posiłków 
dziennie niż u grupy jedzących częściej.

W innych badaniach w pływ u częstotliwości posiłku na organizm czło­
wieka (8 ) mierzono grubość fałdu skórnego na ręku  i plecach i stw ier­
dzono, że wielkość ta jest proporcjonalna do zwiększania się nadwagi 
i stanowi dobry wskaźnik dla określenia ilości tkanki tłuszczowej w orga­
nizmie. K u d 1 i c k a i wsp. (18), badając reakcję dzieci w 3 in ternatach  
na różne rozłożenie posiłków w  czasie (3, 5 i 7 posiłków dziennie, izoka- 
lorycznie) zastosowali ten  w skaźnik i stw ierdzili, że obniżenie często­
tliwości spożycia prowadzi do nadwagi i w ystępow ania dysproporcji 
w budowie ciała dzieci.

Również prace C o h n ’a (3) dotyczące stężenia cholesterolu i fosfo­
lipidów w surow icy krw i ludzkiej potw ierdzają te obserwacje. Istotne 
znaczenie rozłożenia całodziennej racji pokarm owej na częstsze i m niejsze 
posiłki przy równoczesnym  uw zględnieniu urozm aicenia każdego po­
siłku podkreśla również N o r t o n  (26).

Z przytoczonego piśm iennictw a wynika, że przy ocenie żywienia 
należy uwzględnić nie tylko ilość czy jakość przyjm owanego pożywie­
nia, ale i sposób rozdziału jego w czasie. Człowiek z n a tu ry  przystoso­
w any jest do spożywania częściej m ałych porcji pożywienia, jednak pod 
wpływem  różnych czynników zew nętrznych (warunki życia, pracy, przy­
zwyczajenia itp.) zmienia swój system  żywienia i w ciągu dnia spożywa 
kilka bardziej obfitych posiłków. Zm iany te zdaniem  C o h n ’a (2) mogą 
być istotne w patogenezie niektórych chorób związanych z zaburzeniem
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metabolizmu: otyłość (adipositas, obesitas), cukrzyca (diabetes mellitus), 
marskość w ątroby (cirrhosis hepatis) i wzrost zawartości cholesterolu 
we krw i (hipercholesterolemia), lub wpływać na ich przebieg, co może 
jednocześnie wiązać się z zaburzeniam i horm onalnym i (4, 31). Dlatego też 
zagadnienie to w ydaje się szczególnie ważne dla nauki o żywieniu i w y­
maga dalszych badań.
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B A R B A R A  G R Z E L A K Ó W S K A -S Z T A B E R T  *, JO A N N A  R Y T K A **

Allosteryczna kontrola aktywności biologicznej niektórych białek 

Allosteric Control of Biological Activity of Some Proteins

S om e a llo s ter ic  m ech a n ism s c o n tr o llin g  th e  b io lo g ic a l a c t iv ity  o f d iffe re n t  
p ro te in s are r ev iew ed .

Aktywność białek enzym atycznych in vivo  w arunkują  takie czynniki, 
jak  stężenie i dostępność substratów  i koenzymów, pH, tem peratura , 
stężenie poszczególnych jonów oraz siła jonowa. W wielu procesach enzy­
m atycznych końcowy produkt całego ciągu reakcji ham uje, na zasadzie 
sprzężenia zwrotnego, aktyw ność pierwszego z szeregu enzymów czyn­
nych w jego syntezie. Enzym  ten, zw any regulacyjnym , przestaje wów­
czas katalizować syntezę określonego in term ediatu, co z kolei reguluje 
ilość tworzonego produktu. Związek o odm iennej struk tu rze  przestrzen­
nej od właściwego substra tu , ham ujący działanie enzym u regulacyjnego, 
nazyw any jest allosterycznym  inhibitorem . Obecnie każdy związek, k tóry  
w pływ a na aktyw ność biologiczną enzym u regulacyjnego ham ująco lub 
aktyw ująco, określa się jako allosteryczny ligand, białka zaś wrażliwe na 
działanie ligandu — białkam i allosterycznym i *.

Próby w yjaśnienia k inetyki reakcji łączenia się białek z ligandam i 
opierają się na założeniu, że przyłączenie m ałej cząsteczki substratu , 
inhibitora lub aktyw atora, w yw ołuje zm iany konform acji cząsteczki b iał­
kowej (11, 13, 19, 32, 39, 40). Zjawiskiem  allosterii można tłum aczyć 
między innym i przebieg krzyw ej dysocjacji oksyhemoglobiny (6 , 41, 45).

I. Hemoglobina jako model białka allosterycznego

Reakcja w iązania tlenu  z hemoglobiną jest dogodnym modelem do 
badań nad k inetyką łączenia ligandu z białkiem  allosterycznym . Kom ­
pleks hem oglobina-tlen jest bowiem analogiczny do kom pleksu enzym -

* Dr, ad iu n k t Z a k ła d u  B io ch em ii In sty tu tu  B io lo g ii D o św ia d cza ln e j im . 
M. N en ck ieg o  P A N , W arszaw a .

** Dr, st. a sy s ten t  Z a k ła d u  B io ch em ii A k a d e m ii M ed yczn ej, W arszaw a.
* O gólne w ła sn o śc i b ia łek  a llo s ter y cz n y c h , jak  r ó w n ie ż  b io lo g iczn e  zn a czen ie  

k o n tro li a llo s ter y cz n e j b y ły  już o m ó w io n e  w  a r ty k u le  L . P u ż y ń sk ie j , za m ieszczo n y m  
w  P o s tę p a c h  B io c h e m i i  (48).
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-substra t i w obu przypadkach połączenie z białkiem  powoduje zmiany 
w s truk tu rze  elektronow ej ligandu (tlenu, substratu) (30, 44). Trwałość 
oksyhemoglobiny sprzyja badaniu własności fizykochem icznych kom ­
pleksu, a dość liczne dane o struk tu rze  czwartorzędowej hemoglobiny 
u łatw iają  in terp re tac ję  wyników.

K rzyw ą reakcji hem oglobiny z tlenem  opisuje rów nanie Hilla (25)

l n - ^ — =  n ln x + ln k  1
i - y

gdzie k oznacza stałą równowagi, x — cząstkowe ciśnienie tlenu, n — 
ilość cząsteczek tlenu  związanych przez cząsteczkę hemoglobiny, zaś

wyliczyć podstaw iając dane doświadczalne do wzoru 2  (6 8 ), bądź też 
wyznaczyć graficznie z nachylenia prostej przedstaw iającej zależność

W artość param etru  n w rów naniu Hilla jest funkcją liczby centrów  
wiążących ligand (2 ), zależy ona również od wielkości swobodnej energii 
wzajem nego odziaływ ania m iędzy centram i (6 8 ). Zm ianę energii swo­
bodnej AFXx w yw ołaną przyłączeniem  cząsteczki ligandu X do wiążących 
ten  ligand centrów  białka można wyznaczyć na podstawie rów nania (3), 
w  którym  R oznacza stałą  gazową, T — tem peratu rę  w skali Kelvina, 
a n i y są param etram i z rów nania Hilla.

Gdy n =  1, przyłączeniu ligandu nie towarzyszy zm iana wolnej energii 
(AFXx — 0 ). Tak jest w reakcji łączenia się tlenu  z mioglobiną, która 
zawiera jedną cząsteczkę hem u na jedną cząsteczkę białka. Tak samo 
jednak jest i w tedy, gdy cząsteczka białka zaw iera dwa lub więcej 
centra wiążące ligand, które są identyczne i reagu ją  niezależnie od siebie 
(53, 6 8 ). Reakcja przyłączania ligandu zachodzi wówczas według praw a 
działania mas. W ten sposób przebiega na przykład wiązanie tlenu przez 
hemoglobiny pewnych mięczaków, zaw ierające więcej niż jeden hem  na 
jedną cząsteczkę białka (27, 38). Zarówno dla mioglobiny jak  i dla tych 
hem oproteidów mięczaków, w ykres zależności stopnia nasycenia białka 
tlenem  (y) od cząstkowego ciśnienia tlenu  jest rów noram ienną hiperbolą. 
Natom iast sigm oidalna krzyw a obrazująca nasycenie tlenem  hemoglobiny 
ssaków jest charakterystyczna dla procesu łączenia ligandu z białkiem
o identycznych lecz wzajem nie zależnych centrach wiążących ligand. 
Przyłączenie się tlenu do jednego z hemów hemoglobiny, zmienia na

kx n
stopień nasycenia hemoglobiny tlenem . W artość n możnal +  kxn

ln - r -^ — od ln x
i - y

1 dy
2

y ( l - y )  d(lnx)

3
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skutek oddziaływania pomiędzy centram i wiążącymi ligand powino­
wactwo pozostałych trzech hemów do tlenu. W tym  przypadku n >  1, 
a co za tym  idzie AFXx >  0 - Reakcję łączenia się każdej kolejnej cząsteczki 
ligandu z białkiem  charakteryzuje  inna stała równowagi. Ilu stru je  to 
rów nanie 4 a-d.

Hb + x ¡ r  H b x  K i = 4ak_i k_j

HbX +  X ^  HbX 2 K 2 =  4b
k _ 2 k _ 2

HbX 2 +  X HbX 3 K 3 =  4c
- 3

HbX 3 +  X ^  HbX 4 K 4 =  4d
k_! —4

W rów naniu  4a-d X oznacza ligand, k — stałe kinetyczne, a K — stałe 
równowagi. W artości stałych kinetycznych można obliczyć z danych do­
św iadczalnych (15, 16, 53). Na przykład szybkość dysocjacji pierwszej 
cząsteczki ligandu można oznaczyć m ierząc szybkość zastępowania 
ligandu X ligandem  Z w m ieszaninie o znanych stężeniach HbX 4 i ligandu 
Z a zm iennym  stężeniu ligandu X (22). Założenie o równoważności 
wszystkich hemów w yjaśnia w prawdzie sigmoidalność krzyw ej nasy­
cenia Hb tlenem , jednak niektórzy autorzy uw ażają je za niesłuszne. 
Dwa hem y w hemoglobinie ssaków związane są bowiem z polipeptydo- 
wym i łańcucham i a, a dwa z łańcucham i (3. R i g g s (51) i L u m r y (34) 
sądzą zatem, że w hemoglobinie centra wiążące ligand są nie tylko 
zależne ale i nieidentyczne.

W ystępujące w jednej cząsteczce białkowej centra wiążące ligand 
nie tylko mogą reagować niezależnie od siebie, ale ponadto każde centrum  
może mieć inne powinowactwo do ligandu. Na przykład hemoglobiny 
niektórych ryb  (M yxina glutinosa), zaw ierające więcej niż jeden hem  na 
cząsteczkę białka, zachow ują się w reakcji z tlenem  jak  m ieszanina kilku 
cząstek białka o różnym  powinowactwie do tego ligandu. W takim  przy­
padku zależność stopnia nasycenia tlenem  od jego ciśnienia cząstkowego 
w yrażona jest krzyw ą dzwonową (38, 67), a wyznaczona z rów nania 
Hilla w artość n jest m niejsza od jedności.

II. Teoretyczny model białka allosterycznego

Dla w yjaśnienia m echanizm u działania enzymów regulacyjnych za­
proponowano kilka system ów modelowych, z których dotychczas n a j­
dokładniej są opracow ane model Koshlanda, Nem ethyego i Film era
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(ang. seąuenial model) (30, 32) oraz model M onod’a, W ym an’a i Chan- 
geux (ang. sym m etry  model) (30, 40). Dla uproszczenia rozważań m ate­
m atycznych założono, że modelowe białko allosteryczne składa się 
z identycznych czterech podjednostek — protom erów , z których każde 
zawiera jedno m iejsce receptorow e zdolne do wiązania jednego rodzaju 
ligandu. Zdaniem  K o s h l a n d a  i wsp. (30, 31) każdy z protom erów  
może występować przynajm niej w dwóch stanach konform acyjnych, 
przy czym każda zm iana konform acji jednego protom eru pod w pływ em  
przyłączenia ligandu nie musi powodować zmian konform acji pozostałych 
protom erów. P rzy  takim  założeniu Koshland zaproponował dla te tra -  
merycznego enzym u cztery modele wiązania ligandu S z protom eram i 
(rysunek 1 ).

R ys. 1 C ztery  m o d e le  m o ż liw o śc i w ią z a n ia  lig a n d u  S z te tra m ery czn y m  e n zy m em . 
J a k o  k w a d ra t p rzed sta w io n o  k o n fo rm a cję  en zy m u  zd o ln ą  do w ią z a n ia  lig a n d u  (29). 
Modele: A — tetraedryczny; B — kw adratow y; C — linearny; D — rów noczesny (ang.

co n cer ted ).

W modelach: tetraedrycznym  (A), kw adratow ym  (B) i linearnym  (C) 
kolejne przyłączanie cząsteczek ligandu zmienia konform ację odpowied­
nich protom erów. W przypadku m odelu równoczesnego (ang. concerted) 
(D) ligand działa równocześnie na wszystkie protom ery zm ieniając ich 
konform ację, po czym dopiero łączy się z białkiem  o nowej konfiguracji 
przestrzennej.

M o n o d i wsp. (40) przy jm ują, że w nieobecności ligandu białko 
allosteryczne w ystępuje w dwóch stanach konform acyjnych rozluźnio­
nym  R i zbitym  T (ang. relaxed i tight), będących w stanie równowagi 
(wzór 5). Zmianie konfiguracji przestrzennej białka (ze stanu R do T) nie 
towarzyszy zmiana sym etrii cząsteczki (rysunek 2 ), co oznacza zarazem,

http://rcin.org.pl



[5] A L LO STE R Y C ZN A  K O N T R O L A 255

że nie może nastąpić zm iana konform acji tylko jednego protom eru. 
Z przedstaw ionych założeń w ynika, że model M o n o d  i wsp. odpowiada 
formie D m odelu Koshlanda.

Tn L • Rn 5

It
s

Monomer 

R ys. 2 Z m ian a

Stan R Stan T

k o n fig u ra c ji p rzestrzen n e j b ia łk a  pod  w p ły w e m  lig a n d ó w  (8).

In terp re tac ję  m atem atyczną ograniczym y początkowo do rozpatrze­
nia hipotezy M o n o d  i wsp. (40). We wzorze 5 n oznacza ilość proto- 
m erów, L zaś stałą równowagi przem iany stanu  T w stan  R, zwaną dalej 
stałą  allosteryczną. W artość stałej allosterycznej nie zależy od stężenia 
ligandów ani stężenia substra tu , w skazuje jedynie na praw dopodobień­
stwo w ystępow ania białka w określonym  stanie struk tu ra lnym . W artości 
stałych dysocjacji ligandu (ang. microscopic dissociation constants) zwią­
zanego z m iejscem  stereospecyficznym  białka w konform acji T lub R, 
oznaczone odpowiednio K R i K T, są m iarą siły tych wiązań. Zdolność 
ligandu do w iązania się z białkiem  tak  w stanie T jak  i w stanie R w ska­
zuje na nieselektyw ność tego wiązania.

A nalizując m atem atycznie oddziaływania identycznych ligandów 
(oddziaływanie homotropowe) M o n o d  i wsp. (40) wyprowadzili funkcję 
YF charakteryzującą stan  nasycenia enzym u ligandem  F. Funkcja ta 
(wzór 6 ) jest odpowiednikiem  funkcji Y w rów naniu A daira określającej 
stan nasycenia hem oglobiny tlenem  (1 ).

Y  =  L ç K Î1 +  ca )11" 1 +  a ( l  +  a)11" 1 g
F L(1 +  ca)n +  (1 +  a)n

We wzorze tym  c =  oznacza różnice w powinowactwie dwóch

stanów konform acyjnych białka do ligandu F, n— ilość centrów  w iążą­
cych ligand/m ol białka, zaś współczynnik a — stosunek stężenia tego 
ligandu do jego K R.

W edług F r i e d e n a  (16) funkcja Y F może być zastąpiona ldnetycz-
v0

nym  w yrażeniem  -^-y^gdzie v 0 oznacza szybkość początkową a V — szyb­

kość m aksym alną reakcji.
Podobny wzór wyprow adzili też K o s h l a n d  i wsp. (32). Dla pod­

kreślenia tetram eryczności białka allosterycznego wyznaczyli oni we
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wzorze funkcję Ns =  4Y, oznaczającą średnią ilość cząsteczek ligandu 
związanego z białkiem . Na rysunku 3a, b wykreślono teoretyczne krzywe 
dla Yf w funkcji a, przy różnych w artościach L i c.

R ys. 3a,b T eo re ty czn e  k r z y w e  fu n k c ji n a sy cen ia  jY F przy różn ych  w a r to śc ia c h  s ta ­
łe j a llo s ter y cz n e j L  (a) i w sp ó łcz y n n ik a  c (b) (37)

W ygięcie niższych części tych krzyw ych świadczy o kooperatyw nym  
oddziaływ aniu cząsteczek jednakowego ligandu na m akrocząsteczkę 
białka: przyłączenie pierwszej cząsteczki ligandu obniża wolną energię 
niezbędną do związania następnej, a im większa jest różnica między 
ilością energii potrzebnej do wiązania pierwszej i następnych cząsteczek 
ligandu, tym  większe jest wygięcie krzyw ej. Jak  widać z rysunku 3, w y­
gięcie krzyw ej jest większe dla stałych allosterycznych L o wyższej w ar­
tości, czyli wówczas, gdy równowaga pomiędzy Tn ^  Rn przesunięta jest 
na korzyść stanu T. Podobny efekt obserw uje się przy niskich w artościach 
współczynnika c, gdy powinowactwa ligandu do białka w stanie R i T 
znacznie się różnią. Gdy natom iast powinowactwo ligandu jest jedna­
kowe do białka w obu stanach (c =  1), a stała allosteryczna L jest niska, 
wówczas funkcja Y F przybiera postać analogiczną do rów nania Michaeli- 
sa-M entena.

F 1 +  a K r -f- F 
W przypadku kilku różnych ligandów, na przykład substra tu  (S) i ak ty­
w atora (A) charakteryzujących się powinowactwem  do stanu R oraz 
inhibitora (I) wiążącego się jedynie z białkiem  w stanie T, mówimy
o oddziaływaniach heterotropow ych. W tym  przypadku każdy z ligandów 
wiąże się z białkiem  tylko w jednym  stanie konform acyjnym  (54), a więc 
wiązaniami selektyw nym i. Funkcja w yrażająca nasycenie enzym u jed­
nym  z ligandów (na przykład substratem ) p rzyjm uje wówczas postać:

a - (i +  a ) “ " 1

Ys =
( 1  +  P)n

8

( 1  +  y):i  +  (i + «)°
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W spółczynniki a, fj i y w yrażają stosunek stężenia ligandu do stałej 
dysocjacji jego połączenia z białkiem  w stanie T (Ki) lub w stanie R (KA

S I A
i K s); zatem  a =  P =  ! Y W pływ jednego allosterycznego

ligandu (aktyw atora lub inhibitora) na nasycenie białka innym  ligandem 
allosterycznym  przedstaw iony jest na rysunku 4. Połączenie się aktyw a­
tora z białkiem  w stanie R zwiększa ilość enzym u w konform acji zdolnej 
do w iązania substratu . Sigmoidalność krzyw ej zm niejsza się, a przy 
odpowiednim  stężeniu aktyw atora krzyw a ta staje się typową hiperbo- 
liczną krzyw ą M ichaelisa-M entena. Natom iast inhibitor tworząc kom ­
pleks z białkiem  w stanie nie w ykazującym  powinowactwa do substratu  
zwiększa sigmoidalność krzyw ej. Szybkość przebiegu reakcji enzym a­
tycznej jest proporcjonalna do nasycenia białka ligandem. Zatem  krzywe 
zależności szybkości reakcji od stężenia substra tu  w skazują w pewnym  
stopniu na m echanizm  reakcji. Na przykład dla am inohydrolazy AMP 
z erytrocytów , ATP, działając jako allosteryczny aktyw ator, zmniejsza 
sigmoidalność krzyw ej, natom iast P, będący allosterycznym  inhibitorem  
tego enzymu, znacznie ją powiększa (rysunek 5).

AMP (ixmo!e)

R ys. 4 T eo re ty czn a  k rzy w a  ob razu jąca  w p ły w  a llo s ter y cz n e g o  a k ty w a to ra  (w sp ó ł­

czy n n ik  y) i in h ib ito ra  (w sp ó łczy n n ik  (3) na k sz ta łt  k rzy w ej fu n k c ji n a sy c e n ia Y s (37). 
R ys. 5 W p ły w  a llo s ter y cz n e g o  a k ty w a to ra  (A T P) i in h ib ito ra  (P) na a k ty w n o ść  

d eza m in a zy  A M P  z e ry tr o cy tó w  (47).
Oznaczenia: o -o -o - bez efek tora , # - #  £  — w  obecności ATP, A-A-A — w  obecności P.

Zdaniem  M o n o d a i wsp., w pew nych przypadkach zaham owanie 
aktywności enzym atycznej spowodowane nadm iarem  substra tu  można 
tłum aczyć m echanizm em  allosterycznym  a nie oddziaływaniem  cząs­
teczek substra tu  w centrum  aktyw nym . Należy jednak wówczas założyć, 
że substrat może wiązać się z białkiem  w obu stanach konform acyjnych, 
przy czym większe powinowactwo w ykazuje białko katalitycznie nie-
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aktyw ne. Sytuację tę opisuje rów nanie:

W rów naniu tym  K SI (stała dysocjacji substra tu  związanego z białkiem  
w stanie katalitycznie nieaktyw nym ) przybiera niższą wartość od K SA 
(stała dysocjacji substra tu  związanego z białkiem  w stanie aktyw nym ). 
Zdaniem  C h a p l a i n a  (9, 10) tak i w łaśnie przypadek stanow i o za­
ham ow aniu ATPazy aktom iozynow ej pew nych owadów przez nadm iar 
ATP.

O oddziaływ aniu ligandu allosterycznego można wnioskować na pod­
staw ie k inetyki obserw owanej reakcji, zwłaszcza zaś zmian szybkości 
m aksym alnej V i w prow adzonych przez K o s h l a n d a  (30, 32) para­
m etrów  kinetycznych S 0 ,5 i Rs- P a ram etry  te pozw alają porównywać 
,,krzyw e nasycenia” enzym u ligandem , obrazujące zależność logarytm u 
stężenia ligandu (S) od średniej ilości cząsteczek ligandu związanych 
z białkiem  (Ns =  4Y), z typow ym i krzyw ym i M ichaelisa-M entena. P a ra ­
m etr S 0 ,5 oznacza także stężenie ligandu, przy k tó rym  wysyca on połowę 
m iejsc wiążących w  białku. Dla białek, w k tórych przyłączenie ligandu 
nie w yw ołuje zm iany konform acji w artość S 0 , 5 jest liczbowo rów na 
w artości sta łe j M ichaelisa. P a ram etr Rs, zw any współczynnikiem  koope- 
ratyw ności opisuje rów nanie 10, gdzie S 0 , 9 oznacza stężenie ligandu przy 
90%, a S0,i — przy  1 0 %  nasyceniu białka ligandem .

R ys. 6 P o ró w n a n ie  s ig m o id a ln e j k rzy w ej n a sy ce n ia  (-------) z k rzy w ą  M ic h a e lisa -
M en ten a  (— •— •— ) (29).

W spółczynnik Rs w skazuje strom ość przebiegu krzyw ej w układzie 
Ns względem log (S) (rysunek 6 ); krzyw a ta  będzie tym  bardziej strom a, 
im m niejsza zmiana stężenia ligandu niezbędna jest do przejścia z 1 0 %  do
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90°/o nasycenia. Dla krzyw ych przebiegających zgodnie z rów naniem  
M ichaelisa-M entena Rs przybiera wartości 81 «(So,5). Gdy Rs jest m niejsze 
od 81, wówczas krzyw a jest bardziej strom a aniżeli krzyw a M ichaelisa- 
M entena. Dla większości enzymów określenie zmian S 0 ,5 i Rs oraz V max 
pozwala nie tylko wnosić o oddziaływ aniu ligandu allosterycznego ale 
i ustalić czy jest to oddziaływ anie homotropowe czy heterotropow e.

L igandy heterotropow e przesuw ają równowagę pomiędzy dwoma 
stanam i konform acyjnym i białka. W pływ ligandów na konform ację 
cząsteczki białka charak teryzu je  w pewnym  stopniu pozorna stała allo- 
steryczna L ’ (równanie 11) związana z om aw ianą poprzednio stałą L (54).

We wzorze tym  w spółczynniki cinh i cakt obrazują w pływ  inhibitora 
i ak tyw atora  na stan  konform acyjny cząsteczki białkowej. Dla ligan-

dów — inhibitorów  cinh =  — 1-  jest większy od 1 , dla aktyw atorów

cakt =  jest m niejszy od jedności. Dodanie inhibitora lub usunięcie

ak tyw ato ra  ze środow iska reakcji podwyższa w artość L \ Ocena tego 
p aram etru  pozwala zatem  na analizę efektów heterotropow ych przy 
różnych kom binacjach ligandów w ykazujących powinowactwo wyłącznie 
do określonego stanu  białka, bądź też łączących się z białkiem  w  obu 
konform acjach.

W artość pozornej stałej allosterycznej można obliczyć na podstaw ie 
wyników  doświadczeń. N ajłatw iej jest oznaczyć a 0)5, to znaczy stężenie 
substra tu  wym agane do otrzym ania 50% nasycenia nim  białka w obec­
ności heterotropow ego ligandu, a wówczas wartość pozornej stałej allo­
sterycznej wylicza się z rów nania 1 2 :

M iarą oddziaływań hom otropow ych jednakow ych ligandów jest nachy­
lenie krzyw ej w ykreślonej w edług rów nania Hilla:

gdzie nu (współczynnik Hilla) oznacza współczynnik in terakcji i może 
być liczbowo rów ny ilości centrów  wiążących ligand (porównaj rów na­
nie 1). Natom iast w pływ  ligandów heterotropow ych na kooperatywność 
w iązania można w yrazić zależnością m aksym alnej wartości nn od po­
zornej stałej allosterycznej (L’) lub stężenia cc0 , 5 (rysunek 7a, b).

Gdy ligand wiąże się selektyw nie tylko z białkiem  w jednej, określo­
nej konform acji, wówczas współczynnik c jest rów ny zeru. Dodanie 
ak tyw ato ra  do środow iska reakcji zm niejsza oddziaływanie homotropowe

11

K

12
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(40), co obniża wartość L ’ i wówczas n Hmax =  1- Dodanie inhibitora 
zwiększa efekt hom otropowy i podwyższa wartość L \ W w ypadku nie- 
selektyw nego wiązania ligandu (c >  0 ) krzyw e m ają kształt dzwonowy, 
a wartość nn osiąga m aksim um  przy określonej w artości L \ W ykreślając 
zależności nn od a 0 . 5 uzyskano analogiczne krzywe.

Ig L' l9  *o,5

R ys. 7a, b Z a leżn o ść  m a k sy m a ln ej w a r to śc i n n  (w sp ó łczy n n ik  H illa ) od sto su n k u  
p o w in o w a c tw a  lig a n d u  do sta n u  R i T (w sp ó łczy n n ik  c) przy  różn ych  w a r to śc ia ch  
pozorn ej s ta łe j  a llo s ter y cz n e j L ’ (a) i s tę że n ia  su b stra tu  w y m a g a n eg o  do 50% n a sy ­

cen ia  a 0.5 (b) (51).

Powinowactwo ligandu do obu stanów konform acyjnych białka ogra­
nicza możliwości zm iany równowagi m iędzy tym i stanam i. Ograniczenia 
te zależą od stosunku powinowactwa ligandu do białka w stanie R i T 
a także od w artości pozornej stałej allosterycznej. Określony stan  kon- 
iorm acy jny  białka opisuje funkcja stanu  R, określona równaniem :

R =  1  — T =  —j------ ( 1  +  ------— 14
( l  +  a)n + L ( l  +  aC)n

Różnicę wartości R przy nieskończenie dużym  oraz przy zerowym  stęże­
niu ligandu określa się jako zakres allosteryczny (Q), będący do pewnego 
stopnia m iarą możliwości zmian konform acyjnych białka.

Q = R  _ R  -  L ,a - cn)W «-.co « « = 0  (L '+ l) (L 'c n+ 1) 1 5

Z wyliczeń teoretycznych wynika, że m aksym alna w artość zakresu allo- 
sterycznego umożliwia m aksym alną kooperatywność w iązania (54). Rysu­
nek 8  przedstaw ia prawdopodobieństwo w ystępow ania stanów konfor­
m acyjnych białka allosterycznego w obecności szeregu ligandów (sub­
stra tu , inhibitora, aktyw atora). Na w ykresie tym  rzędna ilustru je  wza­
jem ne oddziaływania homotropowe, odcięta zaś — heterotropowe.
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III. Model teoretyczny a dane doświadczalne

Omówiony m odel białka allosterycznego opracow any przez M o n o d 
i wsp. w skazujący na w zajem ne oddziaływanie podjednostek, jak  również 
na różnego typu oddziaływanie ligandów na białko, znajduje swoje po­
tw ierdzenie w w ynikach badań wielu enzymów regulacyjnych, jak  de- 
zam inaza dezoksycytydynow a zw ierząt (58, 59), transkarbam ylaza aspa- 
raginianow a z E. coli (18), kinaza dezoksytym idynow a z E. coli (43), 
oksydoreduktaza glutam inian: NADP (12, 62) oraz kilkanaście innych en­
zymów (17, 21, 26, 40).

R ys. 8 „ O g ra n iczen ia ” p rzem ia n  a llo s ter y cz n y c h  w  o b ecn o śc i n ie se le k ty w n ie  w ią ­

za n y ch  lig a n d ó w . O bszar za c ien io n y  o k reśla  fu n k c ję  sta n u  R przy  n ie sk o ń cz e n ie  
d u żym  i zero w y m  stę że n iu  su b stra tu  (51).

Jednym  z głównych argum entów  przeciwko uniwersalności m odelu 
Monod i wsp. jest zdaniem  M a e b a  i S a n  w a l  (36) fakt, że ak tyw a­
tory lub inhibitory  w pływ ając na oddziaływanie pomiędzy cząsteczkami 
substra tu  z centram i wiążącym i substra t nie zawsze zm ieniają rzędowość 
reakcji enzym atycznej (3). Na przykład dla fosfofruktokinazy z drożdży

v ‘
nachylenie krzyw ej przedstaw iającej zależność log y ---- — od stężenia

substra tu  jest identyczne zarówno w obecności AMP (aktyw ator) jak  
i ATP (inhibitor). W yniki te w skazują, że działaniu ligandu nie m usi to ­
w arzyszyć zm iana oddziaływ ania pomiędzy centram i wiążącym i substra t. 
Podobne dane uzyskano dla fosfofruktokinazy z m otylicy w ątrobow ej 
(37) i m ięśni królika (33) oraz dla oksydoreduktazy izocytrynian: NAD 
z drożdży (2). Za założeniem tym  przem aw iają także w yniki doświadczeń 
G e r h a r t a  i S c h a c h m a n a  (20) z transkarbam ylazą asparaginia- 
nową z E. coli. A utorom  udało się rozdzielić natyw ne białko globularne 
na dwa typy podjednostek. Podjednostki jednego rodzaju odznaczały 
się taką samą aktyw nością enzym atyczną jak  enzym  natyw ny, ale pozba­
wione były całkowicie wrażliwości na działanie inhibitora CTP. Podjed-
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nostki drugiego typu (tzw. regulatorowe) nie w ykazyw ały aktywności 
enzym atycznej, a posiadały jedynie centrum  wiążące inhibitor.

S a n  w a l  (55,56 ,57), C h a n  (7) i M a e b a  (36) wykazali również, 
że dane kinetyczne uzyskane przy badaniu oksydoreduktazy izocytry- 
nian: NAD z Neurospora i Aspergillus  oraz dezam inazy treoniny z Sa­
lmonella typh im urium  znacznie łatw iej można in terpretow ać przy zało­
żeniu obecności w cząsteczce enzym u dwóch m iejsc wiążących substrat, 
z których jedno m iałoby charakter regulatorow y. Pozostaje jednak na­
dal nie rozstrzygnięte zagadnienie, czy m iejsca te zlokalizowane są na tym  
sam ym  protom erze czy też na różnych podjednostkach (36). Stwierdzono 
ponadto, że aktyw ność oksydoreduktazy izocytrynian: NADP z Neuros­
pora pojawia się tylko wówczas, gdy zostaje zachowana określona kolej­
ność dołączania się poszczególnych reagujących związków do m iejsc al- 
losterycznych w białku (57).

Dla szeregu enzymów nie stw ierdzono reakcji hom otropowych (sub­
s tra t — substrat) przy równoczesnym  oddziaływ aniu substra tu  i m ody­
fikatora (63, 42). Może to jednak wynikać z niedoskonałości metod stoso­
w anych do pom iaru szybkości początkowej reakcji przy bardzo niskich 
stężeniach substratu . Nie można jednak wykluczyć przypuszczenia, że 
w przypadku tych enzymów nie zachodzi oddziaływanie pomiędzy pod- 
jednostkam i.

IV. Struktura czwartorzędowa białek allosterycznych

Zgodnie z założeniami M o n o d a i wsp. białka allosteryczne są oli­
gom eram i zbudowanym i z identycznych podjednostek—protom erów. Po­
łączenia protom erów ze sobą zapew niają sym etrię cząsteczce oligomeru, 
przy czym wiązania m iędzy protom eram i nie są typu kowalencyjnego. 
W edług K o s h l a n d a  (31) zdolność oligom erycznego białka do odw ra­
calnej zm iany s tru k tu ry  czw artorzędow ej zwiększa jego wrażliwość na 
działanie m ałej cząsteczki ligandu. Zm iany konform acyjne w cząstecz­
kach złożonych z podjednostek zasadniczo podobne są do zmian, które 
zachodzą (chociaż w m niejszym  stopniu) w cząsteczce białkowej zbudo­
w anej z jednego łańcucha polipeptydowego. W obu przypadkach końco­
wym  efektem  jest zmiana przestrzennej konfiguracji centrum  aktywnego 
a więc aktyw ności katalitycznej. Na przykład łatwość, z jaką cząsteczka 
hem oglobiny ulega dysocjacji na podjednostki (bez hydrolizy czy też 
denaturacji białka), świadczy, że cztery łańcuchy polipeptydowe tej czą­
steczki nie są połączone wiązaniam i typu kowalencyjnego (6,63). Podjed­
nostki hemoglobiny połączone są raczej przez w ew nątrzpeptydow e wią­
zania typu soli i różnego rodzaju oddziaływania niejonowe. Tą ostatnią 
sugestię popiera także obserw acja, że większość polarnych ugrupowań 
w łańcuchach polipeptydow ych a i (3 znajduje się na powierzchni cząstecz-
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ki białkowej. Zdaniem  S c h l e s i n g e r a  w przypadku fosfatazy alka­
licznej z Escherichia coli znaczną rolę w łączeniu protom erów odgryw ają 
wiązania wodorowe (60).

S tru k tu ra  oligomerów jest stabilna i charakteryzuje  się dużą specy­
ficznością w iązania pomiędzy protom eram i. W ymaga to ściśle określonej 
organizacji przestrzennej reszt aminokwasowych w  poszczególnych pro- 
tom erach, zapew niającej jedną i tylko jedną stru k tu rę  białka ak tyw ­
nego. Zależnie od tego, czy ugrupow ania na dwóch sąsiednich protom e- 
rach są identyczne czy też różne, połączenia protom erów są izologowe 
lub heterologowe (24, 40), (rysunek 9).

W połączeniach heterologow ych nie ma elem entu sym etrii, a cząstecz­
ki m ają tendencję do tw orzenia dużych polidyspersyjnych agregatów. 
N atom iast wiązanie, w którym  każdy protom er ma takie same ugrupo­
w ania wiążące (rysunek 1 0 ) zapewnia cząsteczce oligomeru przynajm niej 
jedną oś sym etrii, dużą stabilność i wysoką specyficzność asocjacji.

W yniki dotychczasowych badań w skazują, że najczęściej w ystępującą 
form ą izologowych oligomerów są te tram ery  o dw ukrotnej osi sym etrii 
(23, 46, 47).

Izologowy typ połączeń pomiędzy czterem a podjednostkam i obserw u­
je się m iędzy innym i w cząsteczce hemoglobiny. Kom plem entarność 
konfiguracji obszarów wiążących podjednostki pozwala na tworzenie po­
łączeń nie tylko typu P2 ale i 014 jak  również Pt . Pow staw anie tego 
typu  odmian hemoglobiny może być uw arunkow ane występow aniem  
w łańcuchach polipeptydow ych a i |3 obszarów o identycznych ugrupow a­
niach reszt aminokwasowych (5, 6 , 52, 61). O własnościach allosterycz-
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nych cząsteczki hem oglobiny decyduje jednakże zachowanie nienaruszo­
nej, ściśle uporządkow anej s tru k tu ry  białka natywnego. Zm odyfikowana 
hemoglobina H, będąca tetram erem  złożonym z fU łańcuchów polipepty- 
dowych w ykazuje nieco odm ienne własności od hemoglobiny norm alnej 
(a£ p£) między innym i ulega zmianie krzyw a dysocjacji oksyhem oglobi- 
ny (4). Podobnie zachow uje się hemoglobina a |  (49).

Regulacyjny enzym  oksydoreduktaza glutam inian: NAD zred. z w ątro ­
by wołu (podobnie jak  hemoglobina) jest również tetram erem  złożonym 
z identycznych podjednostek (14) i (podobnie jak  w przypadku hemoglo­
biny) aktyw nym  tylko przy zachowaniu niezm ienionej s tru k tu ry  czw ar­
torzędowej. W roztworze enzym u ustala się równowaga pomiędzy s ta ­
nem  zasocjowanym  i zdysocjowanym . A ktyw ator allosteryczny ADP 
zwiększa stałą tej równowagi stabilizując form ę tetram eryczną enzym u, 
zaś inhibitor allosteryczny GTP przesuw a równowagę reakcji w k ierun ­
ku stanu zdysocjowanego, a zatem  katalitycznie nieaktywnego.

Oligomeryczna dezam inaza treoniny z Clostridium tetanomorphum  
po dysocjacji na podjednostki również jest nieaktyw na (65). S ubstra t— 
treonina i ak tyw ator allosteryczny —ADP, które stabilizują s tru k tu rę  
czwartorzędową enzym u, działają też ochraniająco na jego aktywność. 
Zm iany konform acji cząsteczki pod wpływem  allosterycznego ligandu 
AM P w ykazuje także zbudowana z identycznych podjednostek fosforyla- 
za b (28, 35), w skutek czego w zrasta jej zdolność do w iązania lipofilnych 
ligandów (64). Zatem  zachowanie oligom erycznej s tru k tu ry  enzymów 
regulacyjnych zapewnia praw idłow y przebieg reakcji enzym atycznej.
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Tłum aczenie szeregu zjaw isk obserw owanych w enzymologii m echa­
nizm em  allosterii pełniej w yjaśnia przebieg reakcji enzym atycznych. 
W ykazano bowiem, że nie tylko zm iany stru k tu ry  czwartorzędowej biał­
ka w pływ ają na szybkość jego łączenia się z ligandem, ale co więcej, 
przyłączenie m ałej cząsteczki ligandu do białka również zmienia jego 
s tru k tu rę  czwartorzędową.
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JE R Z Y  K O W A L C Z Y K * J E R Z Y  W ARC H ALEW SK I*

Automatyczne metody oznaczania aminokwasów 
oparte na kolumnowej chromatografii jonowymiennej

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

T h e  r e v ie w  on th e  m en tio n ed  in  th e  t it le  m eth o d s o f th e  d e term in a tio n  of 
am in o  a c id s as w e ll  as o th er  n a tu ra lly  occu rin g  am ino  co m p ou n d s w ith  p a rticu la r  
c o n sid e r a tio n  of th e  r ec en t p ro g ress in  th is  f ie ld  is g iv en .

A utom atyczne (44) analizatory am inokwasów oparte na system ie 
S p a c k m a n a ,  S t e i n a  i M o o r  e’ a (166, 167) lub na innych ukła­
dach (61, 64, 140, 162) znalazły szerokie zastosowanie w biochemii a tak ­
że m edycynie, farm acji, mikrobiologii, genetyce, rolnictw ie, nauce o ży­
wieniu i innych, czego w yrazem  są między innym i specjalne bibliografie 
(178, 182). Od ostatnich publikacji przeglądow ych z tego zakresu (19, 
126) wprowadzono wiele wartościowych m odyfikacji i ulepszeń. Zam ia­
rem  niniejszej pracy jest przedstaw ienie osiągniętego postępu m etodycz­
nego. W oparciu o wcześniej sform ułow ane podstaw y teoretyczne kolum ­
nowej chrom atografii jonow ym iennej (36, 52, 192) — których szersze omó­
wienie zaw ierają monografie książkowe (27, 53, 67, 146) — oraz pioniers­
kie prace M o o r  e’a i S t e i n a  (120— 124), H a m i l t o n  opracował 
szczegółowe k ry teria  rozdziału aminokwasów tą  metodą. W badaniach 
swych uwzględnił w pływ  rodzaju żywicy (57, 59), stopnia jej usieciowa- 
nia (62), kształtu  i średnicy cząsteczek jonitu  (57, 58, 59, 60, 63), długości 
i średnicy kolum ny (58, 62), pH  i stężenia (Na+) buforów eluujących (57, 
59, 62), ciśnienia i szybkości elucji aminokwasów (60) a także wpływ dy­
fuzji (58). H a m i l t o n  i wsp. (58) podali ogólną zasadę, według której 
tylko takie dwa am inokwasy mogą być całkowicie rozdzielone, dla k tó­
rych zdolność rozdzielcza (ang. resolution, Rr ) danego układu jest w ięk­
sza lub rów na 2. W artość Rr  w ynika z wzoru 1, w k tórym  Va i Vb są 
średnim i objętościami w ypływ u (przebicia) dwóch rozw ażanych am ino­
kwasów, odczytanym i z m aksim ów ich pasm  wymywania**, natom iast 5a

* M gr, st. a sy s ten t Z ak ład u  B io c h e m ii Ż y w n o śc i, K a ted ry  T ech n o lo g ii R o ln ej  
W yższej S z k o ły  R o ln icze j w  P o zn a n iu .

** w  p ra cy  tej u ży w a n o  sy n o n im o w o  o k reśleń  p a sm o  w y m y w a n ia  i szczy t.
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268 AUTOANALIZATORY AMINOKWASÓW [2]

i 5b reprezentu ją  względne szerokości tych  pasm.

R -

S8 +  &b

I. Systemy podstawowe

A nalizatory aminokwasów, typowe analizatory złożone (196), zbudo­
wane są z następujących podzespołów:

1 ) układu rozdzielczego, obejm ującego jedną lub więcej term ostato- 
wo ogrzewanych kolum n jonowym iennych, pompy, zbiorniki buforów 
eluujących i odczynników regenerujących,

2 ) układu detekcyjnego, na k tóry  składa się system  doprowadzający 
odczynnik ninhydrynow y, ogrzewana łaźnia reakcy jna  i fotokolorym etr,

3) układu rejestru jącego ze stabilizatorem  i wzmacniaczem.
U kłady te są połączone wężykami — zwykle tygonowym i lub teflono­

wymi, a całość podporządkow ana jest zespołowi mechanizm ów zegaro­
wych, wyłączników oraz przyrządów  w skazujących ciśnienie, tem peratu ­
rę, szybkość elucji i inne.

Główne różnice pomiędzy podstawowym i system am i opracowanym i 
w latach 1956— 1960 przedstaw iono w tablicy I. Ponadto w system ie 
Pieza-M orrisa w ykorzystuje się 9-ciokomorowy autograd (varigrad) kon­
strukcji P e t e r s o n a  i S o b e r a  (134) do uzyskiw ania gradientu  N a+ 
i pH  buforu oraz stosuje odczynnik ninhydrynow y i bufor eluujący w sto­
sunku 1:1, podczas gdy w pozostałych system ach— 1:2. W system ie 
Simmondsa, w przeciw ieństwie do pozostałych gdzie eluat z kolum n nie 
jest dzielony, następuje kolejno: frakcjonow anie eluatu, w strzykiw anie 
odczynnika ninhydrynow ego, ogrzewanie — wyw oływ anie reakcji barw ­
nej, rozcieńczanie, pom iar i usunięcie mierzonego roztw oru z kiuw ety 
kolorym etru. Operacje te odbyw ają się w pionowej rurce szklanej po­
dzielonej na segm enty elektrom agnetycznym i zaworam i i na pewnych 
odcinkach wyposażonej w płaszcze grzejne i chłodzące. Kolejnością 
i czasem w ykonyw ania poszczególnych czynności steru je  m echanizm  
zegarowy. Ponieważ Simm onds rozdzielał am inokwasy w edług starszych 
m etod M o o r  e’a i S t e i n a  (1 2 2 , 123), system  ten był cztery razy 
wolniejszy od m etody S p a c k m a n a  i wsp. (167), lecz okazał się przy­
datny  do konstrukcji wielokolumnowego, frakcjonującego analizatora 
(163, 164).

II. Systemy zmodyfikowane

1. M etody analizy przyspieszonej

Problem  m ałej wydajności analizatorów  działających w oparciu o sys­
tem y podstawowe rozwiązano dwoma sposobami:
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270 A U T O A N A L IZ A T O R Y  A M IN O K W A SÓ W [4]

A. Zwiększono szybkość elucji am inokwasów przy utrzym aniu  ko­
niecznej ostrości rozdziału potrzebnej do zachowania pierw otnej dokład­
ności metod (7, 8 , 72, 168, 169, 180) wynoszącej +3°/o.

B. Zbudowano apara ty  w ielokolumnowe analizujące jednocześnie 4— 
— 9 próbek (17, 41, 6 6 , 76, 94, 165) lub posłużono się techniką kolejnego 
nakładania w m ałych odstępach czasu kilku próbek na tę sam ą kolumnę 
(171). To ostatnie rozw iązanie ogranicza się jednak do bardzo prostych 
próbek jak  na przykład hydrolizaty  m ałych peptydów  i to o specyficznej 
budowie.

Serię prac nad rozw iązaniem  typu A zapoczątkował S p a c k m a n  
(168), k tó ry  zm ieniając kilka param etrów  swojego poprzedniego system u 
(167) uzyskał skrócenie czasu analizy z 22 do 6,5 godz. Czas analizy hy ­
drolizatów białkow ych można skrócić stosując mielone żywice polisty­
renow e (79). Znaczne skrócenie czasu rozdziału uzyskano jednak dopiero 
po zastosowaniu wprow adzonych przez H a m i l t o n a  żywic sferycz­
nych (59, 61, 62) o m ałej średnicy kuleczek (11—25 [i), które użyte do in­
nych system ów (7, 8 , 73, 170, 190) w ykazały znacznie wyższą zdolność 
rozdzielczą od analogicznych żywic m ielonych (69, 189). Dzięki tem u 
a także zapew niając bardziej jednolite rozm iary ziarna żywic, system a­
tycznie skracano czas rozdziału am inokwasów’ (zwykle spotykanych 
w kwasowych hydrolizatach białkowych) do 5 godzin (180), a następnie 
do 3 godzin (189) w jednokolum now ych system ach, w dw ukolum nowym  
zaś do 4 godzin (7, 9, 169), a następnie do 2,5 godz. (135) lub naw et do 
około 2 godz. (172).

Do tego sukcesu, poza lepszymi żywicami, przyczyniło się też zmody­
fikowanie buforów i skrócenie kolum n do około 55 cm (aminokwasy 
obojętne i kwaśne) i 4— 6  cm (am inokwasy zasadowe). Istotne znaczenie 
miało również zwiększenie szybkości elucji do 70 ml/godz. (7, 72), a na ­
wet do 120 ml/godz. (7). Pociągało to za sobą wzrost ciśnienia z około 
9 atm  (7) do około 25 atm  (72) oraz konieczność w ydłużenia teflonowej 
spirali reakcyjnej z około 30 do 60 m aby zapewnić potrzebny do pełnego 
wyw ołania reakcji barw nej 15-to m inutow y czas przepływ u m ieszaniny 
eluatu z odczynnikiem  ninhydrynow ym  przez w rzącą łaźnię wodną.

M etody przyspieszone w ym agały również stosowania szybkich re je ­
stratorów  pozw alających notować absorpcję co 2  s.

W system ie H u b b a r d a  (72) kwaśne i obojętne am inokwasy roz­
dzielone są na 52X0,9 cm kolum nie z żywicą P A -28, natom iast zasadowe 
na 4X0,9 cm kolum nie wypełnionej żywicą P A -35. Czas rozdziału typo­
w ych aminokwasów kwasowych hydrolizatów  białkowych wynosił 2  godz.
7 min., a w przypadku obecności kwasu cysternowego i tryp tofanu  kilka 
m inut dłużej (rysunek 1 ). f

Jak  widać z rysunku 1 tak  znaczne skrócenie czasu rozdziału było mo­
żliwe między innym i dzięki m aksym alnem u w yelim inow aniu m artw ych, 
zerowych odcinków krzyw ej w ym yw ania i przez częściowe zazębienie się
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[5] J. KO W ALCZYK , J. W A R C H A LEW SK I 271

czasów pracy  obydw u kolumn. Dzięki tem u można przeprowadzić 5 kom­
pletnych rozdziałów hydrolizatów  białkowych podczas normalnego 
8 -miogodzinnego dnia pracy. Dokładność m etody w zakresie od 0,025 do
0,25 wynosi + 2 %  między innym i dzięki zastosowaniu nowej kiuw e- 
ty przepływ ow ej skonstruow anej przez H u b  b a r d a  i K r e m e n  (73). 
W celu polepszenia rozdziału tyrozyny od fenyloalaniny H u b b a r d 
(72) w prow adził alkohol benzylowy, a zwężenie pasm w ym yw ania (ostroś­
ci szczytów) aminokwasów obojętnych oraz zaostrzenia i rozsunięcia 
szczytów am inokwasów zasadowych uzyskał przez dodanie propanolu 
(3— 5°/o obj.) w ykorzystując dawne spostrzeżenie M o o r e’ a i S t e i n a  
(121).

2 ,(
1,5
1,C

0,5 0£
0,7

0 ,'
0 ,

0 ,
.a
'u 1
e-o.o
<0-O

<C
0 ,

0,1

Czas, godz°
Proca kolumny h 
Z buf! pH5,18k

[*-------------------B ufor pH. 3,50----------------------------- Bufor p H. 4,14----------►]

R ys. 1. C h rom atogram  m iesza n in y  a m in o k w a só w  (0,10 uM  k ażd ego  z w y ją tk ie m  
k w a su  c y ste in o w eg o  (rozd zielan ej sy s tem e m  H u b barda (w ed łu g  73)).

W ydajność analizatorów  można zwiększyć także sposobem B wym aga­
jącym  stosowania takiej ilości kolum n, a niekiedy także i układów w y­
w ołujących reakcję barw ną (32, 41, 99), która odpowiadałaby liczbie pró­
bek analizow anych jednocześnie.

W tych  system ach istota zagadnienia leży w budowie układu fotoko- 
icrym etrycznego i rejestrującego. We wspom nianym  już system ie S i m - 
m o n d s a  i R o w l a n d s a  (162, 163, 164) może pracować jednocześnie
8  kolumn, a 6  kom pletnych analiz uzyskuje się w ciągu 48 godz. W yloty 
wszystkich podzespołów frakcjonujących  i reakcyjnych  umieszczone są
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272 A U T O A N A L IZ A T O R Y  A M IN O K W A SÓ W [6]

w  lejku połączonym z kiuw etą kolorym etru, dokąd spływ ają z nich ko­
lejno przereagow ane frakcje. Umożliwia to re jestrow anie  eluatów  z 8 -m iu 
lub w m odyfikacji I n g 1 i s a (75, 46) 9-ciu kolum n rozdzielczych.

D u s i  wsp. (41) zwiększyli w ydajność w inny, nie dla w szystkich do­
stępny sposób, łącząc dwa analizatory Beckmana Model 120B wyposażo­
ne dodatkowo w podwójne spirale reakcyjne, kolum ny i pompy, z linio­
wym  spektrofotom etrem  Giljorda* (191) zaopatrzonym  w autom atyczny 
przełącznik kiuwet.

2. M etody w skali nanom olowej (10-9  M )

Dla w ielu badań nad s tru k tu rą  białek i polipeptydów lub badań kli­
nicznych i m ikrobiologicznych (69, 189), istotnym  zagadnieniem  jest mo­
żliwość analizy m ałych próbek rzędu mikrogram ów. A nalizatory am ino­
kwasów można przystosować do tych w ym agań zwiększając ich czułość 
przez (189):
A. elektroniczne wzm ocnienie sygnału wyjściowego z fotokom órek,
B. wzmocnienie optyczne,
C. zm niejszenie w ym iarów  całego system u analitycznego.

Pierw szą z tych możliwości zastosowano już do analizy przyspieszo­
nej (41, 61, 62, 73). R ejestrator zmodyfikowano tak, aby cała jego skala 
zapisu odpowiadająca poprzednio 10 mV mieściła się w zakresie 1 mV. 
Przez takie rozszerzenie zakresu re jestra to r dokonywał pom iarów w roz­
piętości od 0 do 0,04 jednostek absorpcji dając 10-ciokrotny w zrost czu­
łości. W zrost czułości na drodze optycznej (B) uzyskano przez zwiększe­
nie grubości w arstw y mierzonego roztw oru przepływ ającego przez kiu- 
w ety układu fotom etrycznego analizatorów  z początkowej 2,2 mm (167) 
poprzez około 4 mm (61, 62), 6 — 7 mm (73, 8 8 , 89), 10 mm (41) do 15 mm 
(111, 189). Próby zastosowania kiuw et tubu larnych  (inaczej horyzontal­
nych) o grubości w arstw y 20— 50 mm (61, 83, 189) nie dały zadow alają­
cych rezultatów , szukano zatem  dalszego zwiększenia czułości analizato­
rów  łącząc wzmocnienie optyczne ze wzmocnieniem elektronicznym  sy­
gnału wyjściowego. W ten sposób H a m i l t o n  (61, 62) zdołał oznaczyć 
wszystkie podstawowe am inokw asy w stężeniu 0 , 0 1  |iM z dokładnością 
¿ 5 %  przy granicy w ykryw alności 0.1 nM (10~10M), a H u b b a r d  
i K r e m e n  w zakresie 0,002— 0,25 m-M z dokładnością +3%>.

Trzeci sposób zastosowali K i r s t e n o w i e  (8 8 , 89) m iniaturyzując 
300-krotnie standardow y system  S p a c k  m a n  a, S t e i n a  i M o o r e ’ a 
(167) i zastępując kolum ny szklane teflonowym  wężykiem, o średnicy 
w ew nętrznej 0,5 mm. Am inokwasy obojętne i kwaśne rozdzielają się 
tym  sposobem w czasie 24 godz., a zasadowe w ciągu 17,5 godz. O ptym al­
na wielkość próbki wynosi 2X 10-9M aminokwasu, a do pełnej analizy

* G il fo rd  M u l t ip le  S a m p l e  A b s o r b a n c e  R e c o r d in g  S y s t e m  2000. G i l f o r d  I n s t r u ­
m e n t  L a b o ra to r ie s  Inc. O b e r l in ,  Ohio, U S A .
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[7] J. K O W ALCZYK , J . W A R C H A LE W SK I 273

w ystarcza 5[ig hydrolizatu białka lub 30 ul plazm y krwi. Do uzyskania 
tej dużej czułości przyczyniło się także zastosowanie u ltram ikrokiuw e- 
ty  przepływ ow ej konstrukcji U l l r i c h a  i H a m p e l a  (183). Użycie 
fotom etru „Eppendorf” (6 ) pozwoliło na planim etryczne, ilościowe ozna­
czanie am inokwasów białkowych ze względnym  odchyleniem  standardo­
w ym  około +5°/o.

Dalszym  krokiem  w zwiększaniu czułości autom atycznych analizato­
rów  am inokwasów jest u ltram ikrom etoda H a m i l t o n a  (63) pozwala­
jąca w ykryw ać am inokwasy w stężeniu poniżej 10_ 11M, a ilościowo ozna­
czać je z dokładnością + 5 %  w zakresie od 10- 1 0  do 10- 9M. Stanowi to 
500— 1000-krotny wzrost czułości w stosunku do system u (62) S p a c k -  
m a n a i wsp. (167). W porów naniu do swego poprzedniego system u H a ­
m i l t o n  zastosował węższą kolum nę (125X0,2 cm) oraz inny fotometr* 
(51) dający już liniową zależność proporcjonalną do stężenia am inokw a­
sów. System  ten pozwala dokonać analizy zawartości aminokwasów 
w 1  |LŁg hydrolizatu  białka, 1 0  i l̂ plazm y lub 1 0 0  m-1 p łynu mózgowo-rdze- 
niowego.

Czas w minutach 
40 50 60 70

R ys. 2. P o ró w n a n ie  czu ło śc i r e je s tr a c ji sy s tem u  G ilfo rd a  i s ta n d a rd o w eg o  k o lo r y -  
m etru  an a liza to ra  B eck m a n a  — 120 B  parzy n a n ie s ie n iu  po 5 nM  k ażd eg o  z a m in o k w a ­

só w  (w ed łu g  41).

W spomniany już system  D u s a i wsp. (41) w niezw ykle prosty, 
choć kosztowny sposób, łączy w sobie szybkość (5— 6  godz.), w ielokrot­
ność (4 jednoczesne analizy), łatwość obliczeń (planim etrowanie) oraz 
przede w szystkim  wysoką czułość pozw alającą na oznaczanie am inokw a­
sów w zakresie 1— 10 nanomoli. Uzyskany wzrost czułości ilustru je  rysu ­
nek 2 .

* D u  P o n t  s p l i t  b e a m  p ro c e s s  s t r e a m  p h o to m e t r i c  a n a ly ze r .
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3. M etody detekcji

W śród wielu stosow anych w analizatorach możliwości w ykryw ania 
aminokwasów można wyróżnić 2  grupy:

A. M etody kolorym etryczne — oparte na reakcjach: n inhydrynow ej (26,
47, 55, 76, 87, 95, 120, 124, 140, 143, 144) lub innych (70, 147, 148, 149)

B. M etody niekolorym etryczne na przykład polarograficzna (12, 31, 190)
i term iczna (128, 129, 142).

A. W odczynniku ninhydrynow ym  (124) — przystosow anym  do anali­
zatorów (167) obecna jest hydrindantina. Jest ona w rażliw a na utlenianie 
i światło, a ponadto niezbyt dobrze rozpuszczalna. Jeśli jak  w system ach 
opartych na metodzie P i e z  a - M o r r i s a  (140), stosunek odczynnika 
do bardziej stężonych buforów w ym yw ających wynosi 1 :1 , powoduje to 
powstawanie strątów  blokujących kapilarne przewody analizatorów  (87). 
Zastąpienie hydrindan tiny  przez SnCl2 *2H20  (76, 140) również nie jest 
zadowalające (92).

R o s e n i wsp. (145) zaproponowali zastosowanie do autom atycznej 
analizy aminokwasów opracowanego poprzednio przez R o s e n a (143) 
odczynnika, w którym  hydrindan tinę zastąpiono śladow ym  stężeniem  
NaCN. Zapewnia to taką trw ałość odczynnika, że zbędne jest jego prze­
chowywanie pod N 2 i bez dostępu światła. W prawdzie G r a n t  doniósł 
(55), że bufor octanow o-cyjankow y również ulega rozkładowi, lecz inni 
(26, 87, 95) wykazali, że użycie 2-m etoksy-etanolu (ang. m ethy l cellosolve) 
rzeczywiście pozbawionego nadtlenków  zapewnia 6 -ciomiesięczną trw a­
łość. O statnio E a s t o e (42) podał prostą metodę usuw ania nadtlenków  
z 2 -m etoksy-etanolu i trw ałego przed nim i zabezpieczenia przez łagodną 
alkalizację tego rozpuszczalnika.

W innych m etodach ninhydrynę zastąpiono kwasem  2,4,6-trójnitro- 
benzenosulfonowym  (70, 147, 149) kwasem  naftochinonosulfonow ym  (147) 
lub I-fluoro-2,4-dw unitrobenzenem  (148).

B. Polarograficzną m etodę oznaczania eluatów z kolum n chrom ato­
graficznych zastosowali już dawno K e m u l a  i W i t w i c k i  (82) a na­
stępnie B l a e d e l  i T o d d  (12), lecz dopiero C o r f i e l d  i R o b s o n  
(31) oraz W i n t e r  (190) przystosowali ją do autom atycznej analizy 
aminokwasów. W edług C o r f i e l d a  i R o b s o n a  (31) po rozdzieleniu 
aminokwasów na dwóch kolum nach żywicy Zeokarb  225 eluaty  po dopro­
wadzeniu pH  do 9,2 są tłoczone pompą perystaltyczną przez dodatkową 
kolumnę (10X0,9 cm) z fosforanem  miedziowym, gdzie a-am inokw asy 
tworzą kom pleksy z miedzią. S trum ień N 2 unosząc rozpylony wyciek 
przepływ a następnie przez specjalnie skonstruow aną kom orę polarogra­
ficzną, a zm iany natężenia prądu stałego względem czasu notow ane są 
przez re jestra to r. Obraz elucji aminokwasów, dokładność i czułość w tej 
metodzie są analogiczne jak  w m etodzie n inhydrynow ej (167).
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W oryginalnym  system ie N a o n o (128, 129, 142) w ykorzystano zja­
wiska endo- i egzotermiczne towarzyszące przejściu próbki aminokwasu 
z fazy ciekłej eluentu do fazy stałej adsorbentu lub jonowym iennika i od­
w rotnie.

4. Analiza złożonych m ieszanin biologicznych

Już S p a c k m a n ,  S t e i n  i M o o r e  (125, 167) oznaczali n inhy- 
drynododatnie związki w płynach ustrojow ych stosując układ, k tóry  
różnił się od podstawowego. Zm ienili oni tem peratu rę  i czas w ym iany 
buforów w przypadku rozdziału aminokwasów niezasadow ych oraz prze­
dłużyli kolum ny, a także zmienili tem peraturę , czas i bufory w przypadku 
am inokwasów zasadowych.

K o m i n t z (90) doniósł, że czas rozdziału zasadowych amino-związ- 
ków można skrócić do 6 -ciu godzin, zachowując rozm iary kolum ny 
(50X0,9 cm) ale stosując bufor o pH 5,28 i 0,70 N (Na+). K i r k p a t r i c k  
i A n d e r s o n  (87) uzyskali rozdział k ilkunastu  zasadowych am inokwa­
sów i ich natu ra lnych  pochodnych w czasie około 8 -m iu godzin przy 
pomocy krótszej (21 cm) kolum ny i buforu 0,37 N (Na+) o pH 4,26.

O statnio B e n s o n  i P a t t e r s o n  (8 ) opracowali przyspieszony 
system  autom atycznego oznaczania am inokwasów i innych ninhydryno- 
dodatnich związków powszechnie w ystępujących w roztw orach fizjolo­
gicznych. Stosując dwie kolum ny w ypełnione sferycznym i żywicami, 
sulfonowym  kopolim erem  styrenow o-dw uw inylobenzenow ym , odpo­
wiednio program ując zm iany tem pera tu ry  i buforów oraz zwiększając 
szybkość elucji rozdzielili oni am inokw asy m ieszanin biologicznych 
w czasie około 11-tu godzin. Jest to  znaczny postęp w porów naniu z 44 
godzinami w ym aganym i w m etodzie S p a c k m a n a  i wsp. (167), tym  
bardziej, że podobnie jak  w większości innych m odyfikacji zachowano 
pierw otną dokładność oznaczeń (+ 3% ). W system ie tym  uzyskano nie 
tylko przyspieszenia analizy, lecz ponadto lepszy rozdział cy tru liny  od 
kw asu glutaminowego, kwasów a-am inoadypinowego i a-am ino-n-m asło- 
wego, a także etanoloam iny i am oniaku oraz tryp to fanu  i k reatyniny. 
W ykres analizy moczu otrzym any przez ty ch  autorów w skazuje jednak, 
że rozdział nie jest jeszcze zadow alający zwłaszcza pomiędzy cystyną 
a leucyną. W ykresy analizy aminokwasów plazm y krw i i m ieszaniny 
standardow ej z 44 składników  (rysunek 3) świadczą, że zwiększenie 
szybkości analizy nie pogorszyło ostrości rozdziału poszczególnych skład­
ników.

Na niedostateczny rozdział am inokwasów moczu składają się co n a j­
m niej dwie przyczyny. Jedną z nich jest fakt, że n inhydryna reaguje nie 
tylko ze związkam i m ającym i wolne grupy aminowe, ale także i z keto­
nami, ketokw asam i, cukram i i laktonam i (74, 150, 151, 194), co zresztą 
pobudziło do nowych badań nad m echanizm em  i kinetyką reakcji n inhy- 
drynow ej (81, 131). D rugą przyczyną jest bardzo złożony skład moczu.
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R ys. 3. C h rom atogram  sy n te ty c zn e j m iesza n in y  a m in o k w a só w  oraz in n y ch  a m in o -  
-z w ią zk ó w  w y s tę p u ją c y c h  w  p ły n a ch  f iz jo lo g icz n y c h  (8).

Podane w  naw iasach liczb y  odpow iadają nM n an iesionego zw iązku. 1. G licerofosfoetano-  
loam ina (0,046). 2. F osfoetanoloam ina (0,082). 3. K was a-am inoadyp inow y (0,041). 4. K was 
a-am ino-n-m asłow y (0,038). 5. Kwas (5-am inoizom asłowy (0,151). 6. A m inokw asy kw aśne i. obo­

jętn e . 7. Kwas Y-am inom asłowy (0,143). 8. Etanoloam ina (0,143).
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Stw ierdzono w nim obecność ponad 70 związków ninhydryno-dodatnich, 
z których znaczna część pozostaje niezidentyfikow ana (62, 84, 85).

N aw et idealnie sym etryczny szczyt (57, 195) nie jest w ystarczającym  
dowodem obecności wyłącznie jednego tylko związku, na przykład taki 
szczyt tw orzą glutam ina i asparagina z seryną w standardow ym  system ie 
S p a c k m a n a  i wsp. (167). P rzy identyfikacji według Z a c h a r i u s a
i T a l l e y a  (195), którzy ustalili pozycje w pływ u (objętość przebicia) 
ponad 90-ciu związków' często w ystępujących w m ateriale roślinnym , 
pewne wskazówki co do homogenności pasma może dać porównanie sto­
sunku sta łe j in tegracyjnej krzyw ej przy 440 i 570 mu lub też zmiana 
tem pera tu ry  czy m om entu w prowadzenia na kolum nę następnego buforu 
eluującego. Jeżeli jednak taki pow tórny rozdział nie daje pozytywnego 
wyniku, (jak to miało miejsce w przypadku sulfonu S-m etylo-L-cysteiny
i dwóch geom etrycznych izomerów sulfotlenku S-m etylocysteiny) ko­
nieczne jest w yodrębnienie wybranego pasma, odsolenie i poddanie 
w ieloukładow ej chrom atografii bibułowej. Pomocne są przy tym  uprzednio 
już wyznaczone własności chrom atograficzne związków (125, 167, 195) 
a zwłaszcza dane H a m i l t o n a  (62), k tóry  zbadał zachowanie się 
186-ciu biologicznie in teresu jących  ninhydryno-dodatnich związków 
w opracow anym  przez siebie system ie analitycznym . Szczególnie zajęto 
się zachow aniem  podczas przepływ u przez kolum ny analizatorów: 
cystyny (96, 119), innych aminokwasów siarkow ych oraz ich pochodnych 
(34, 37, 38, 101, 165), jodoam inokwasów (14, 15), 6 -cio aminocukrów (78, 
185) oraz g lu tam iny  i asparaginy (132).

5. Oznaczanie radioaktywnych am inokwasów

Zastosowanie lotnych buforów do w ym yw ania aminokwasów ułatw ia 
pom iar ich radioaktyw ności (104, 133). Po wprowadzeniu proszku an tra ­
cenowego jako stałego scyntylatora (174) okazało się, że energia rozpadu 
prom ieniotwórczego najczęściej używ anych w badaniach białek i am ino­
kwasów izotopów 14C i 3H jest w ystarczająca do pom iarów także w nie­
lotnych buforach zwykle stosowanych do rozdzielania aminokwasów. 
Na tej podstaw ie , S c h r  a m i L o a m b a e r t  (155) w ykorzystując po­
przednie doświadczenia z plastikow ym i scyntylatoram i (152, 153, 48) oraz 
niezależnie P i e z  (137) skonstruow ali kom órki przepływowe z a n tra ­
cenowym wypełnieniem , umieszczonym w w ężyku polietylenow ym  lub 
kwarcowej banieczce. Kom órki te umieszczono u w ylotu kolum ny lecz 
przed m iejscem  w prowadzenia n inhydryny  do eluatu, ponieważ wpływa 
ona niekorzystnie na pom iar radioaktyw ności tych słabych (3-emiterów. 
S c h r a m  i L o m b a e r t  (155) używ ając fotopowielaczy uzyskali 
spraw ność rzędu 55% dla 14C oraz 2%  dla try tu  przy tle około 60 imp/min. 
Poziom radioaktyw ności odpowiadający podw ójnem u tłu  zapewnia stę­
żenie 1— 5 m |ic/ml dla 3H i 0,05 m ^c/m l dla 1 4C. Pow tarzalność jest dobra,
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a odczyty dla roztworów o w zrastającej radioaktyw ności, uk ładają  się 
liniowo. Am inokwasy znakowane 3H i 14C mogą być oznaczone w jednym  
doświadczeniu w różnych pasm ach lub przy użyciu dwóch kanałów  naw et 
w tym  sam ym  paśmie w ym yw ania. Aktywność 14C rzędu  1000 im p/m in 
można oznaczać przy użyciu kom órki P  i e z a (137) z dokładnością +5°/o, 
a powyżej 3000 im p/m in z dokładnością 1—3°/o. Do uzyskania podobnej 
dokładności dla try tu  konieczna jest około czterdziestokrotnie wyższa 
aktywność. W yniki można zapisywać na specjalnym  rejestrato rze 
Sargent, sprzężonym  z przelicznikiem  lub, po odpowiedniej adaptacji, na 
re jestra to rach  znajdujących się w standardow ym  wyposażeniu analiza­
torów aminokwasów (rysunek 4).

Szerszy przegląd zagadnień związanych z oznaczaniem  w odnych roz­
tw orów  związków znakow anych14C opracował A u t r a t a (3).

ML ELUATU

R ys. 4. J ed n o czesn y  zap is k o lo ry m etry czn eg o  ozn aczan ia  m eto d ą  n in h y d ry n o w ą  
i ozn aczan ia  ra d io a k ty w n o śc i na p rzy sto so w a n y m  reje stra to rze  S p e d o m a x  (w ed łu g

138).

6. Analiza DNP-am inokwasów

Opracowano szereg metod rozdzielania i ilościowego oznaczania DNP- 
-am inokwasów techniką chrom atografii kolum now ej na żelu krzem ion­
kowym  (11), polikaprolaktam ie (6 8 , 71, 174) i żywicach jonow ym iennych 
158). Dopiero jednak  K e s n e r  i wsp. (83) opracow ali autom atyczną 
metodę chrom atograficznego oznaczania dw unitrofenylow ych pochod­
nych aminokwasów, peptydów  i amin na kolum nie (1 0 0 X 1  cm) w ypełnio­
nej ściśle standaryzow anym , odpowiednio uwodnionym  i zakwaszonym
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żelu krzem ionkow ym . W ym yw anie przeprowadzono w  gradiencie III rzę­
dowego alkoholu amylowego i m etyloetyloketonu w n-heptanie. E luenty 
są odpow ietrzane, w ysycane wodą, a po ich przejściu przez kolum nę na­
stępuje ciągły pom iar absorpcji roztw oru (przy 340 m|x) przepływ ającego 
przez kom orę przystosowanego samopiszącego spektrofotom etru Beck-  
man DU. Ostrość rozdziału jest krytycznie zależna od właściwego uwod­
nienia żelu a następnie od tem peratu ry , którą można program ować zależ­
nie od specyficznych potrzeb. Nie udało się jednak tą m etodą rodzielić 
D N P-leucyny od DN P-izoleucyny. Dla stężeń aminokwasów 0,06—0,2 |iM 
uzyskano względne odchylenie standardow e 2—9%. Rozdział DNP-po- 
chodnych hydrolizatów  białkow ych w tem peraturze 45°C przy użyciu 
varigradu P e t e r s o n a  i S o b e r a  (134) oraz przy szybkości w y­
pływ u 100— 150 ml/godz, można uzyskać już w ciągu 5 godz, natom iast 
rozdzielenie bardziej złożonych m ieszanin wym aga 2 2  godzin.

III. Firmowe analizatory aminokwasów

Pomimo prostej zasady konstrukcji analizatorów  aminokwasów, tech­
niczna jej realizacja staw iająca wysokie w ym agania wytrzym ałościow e
i niezawodności działania podzespołów — zważywszy ciągłą (często przez 
miesiące) pracę aparatów  — spraw iła ustalenie się ceny podanych w ta ­
blicy 2 analizatorów  w granicach 6— 18 tysięcy dolarów (109, 110, 111).

W śród dostępnych handlow o aparatów  wyróżnić można 3 rodzaje:
1. A nalizatory o najw yższych param etrach: szybkości, czułości i w y­

gody obsługi oraz um ożliw iające podłączenie znacznego wyposażenia do­
datkowego, co daje modele drogie, na przykład modele 120 C Beckmana, 
K L A -3  B Hitachi-Perkin-Elmera  lub K-8000 C i K-8000 VG Phoenixa.

2. Modele stosunkowo tanie, nie ustępujące przy tym  wiele czułością
i szybkością modelom w ym ienionym  w pkt 1 , choć oczywiście o węższej 
skali możliwości, na przykład Unichrom Beckmana  lub M-6800 Phoenixa.

3. Modele — zestawy w szechstronne, luźno ustaw ione podzespoły lub 
konstrukcje łatw e do adaptacji dla oznaczeń innych niż aminokwasów, 
na przykład Technicon — A uto  Analyzer, Unichrom Beckmana  i Biolyzer  
3000 Phoenixa  (136).

W szystkie wym ienione w tablicy  2  aparaty  (poza krótką kolum ną 
analizatora Aminomatu)  wyposażone są w sulfonowanie żywice poli­
styrenow e zaw ierające około 8 %  dwuw inylobenzenu. Są to w zdecydo­
wanej większości żywice sferyczne o różnych firmowo zastrzeżonych naz­
wach (Spherical, Spherix, Chromobeads Resins), k tórych bliższe oznako­
wanie inform uje o średnicy (zwykle pomiędzy 11 a 25 [¿) i możliwie m ak­
sym alnym  w yrów naniu ziarna, które to czynniki w arunkują  zdolność 
rozdzielczą.
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Charakterystyczne dane najczęściej używanych

Producent Podstawowe
typy

System Metoda

B EC K M A N Instr. Inc. 
Spinco Division 
Palo Alto, Calif. USA

120 

120 B

Unichrom 

120 C
>>

£
o
c

Spackmana i wsp.

Spackmana i jej 
modyfikacje

55

Hubbarda oraz Bensona 
i Patersona

BENDER u. HO BE IN Aminomat E Modyfikacja met. Hanniga
München BRD

EVANS ELECTROSELE­ Spackmana i wsp.
N IU M  Ltd. Halstead, ?

Essex, England Q

HITACHI-PERKIN-EL- KLA-3 Spackmana i wsp. oraz fir­

MER Ltd. T okyo, Japan mowa
KLA-3 B-l Spackmana i jej modyfika­

cja

PHOENIX Precision K 8000 Spackmana i wsp.
Instr. Co K 8000B >>

»
Spackmana

Philadelphia, Pa. USA K 8000C
c
£ Spackmana oraz jej mody­
o fikacja

K-8000VG Modyfikacja metod Pieza-
-Morrisa i Spackmana

VG-6000 Modyf. Pieza-Morrisa
VG-6000B C

M-6800 <D Alternatywnie modyf. Pie­
za-Morrisa lub Spackmana

TECHNICON Chromato­ System Pieza-Morrisa i jej modyfi­
graphy Corp. Ltd. Auto-Analy- 2  5  >* kacje
Chauncey N .Y . USA zer O O 

k» M  C

* Czas kompletnej analizy hydrolizatu białkowego.

Spośród podanych w tabeli 2 analizatorów  tylko w szechstronny sys­
tem  Technicon-Auto-Analyzer  różni się w yraźnie od m acierzystej m etody 
P i e z a  i M o r r i s a  (140) zastosowaniem  pomp dozujących, służących 
do przygotowania m ieszanin reagentów  oraz do stałego dzielenia połączo­
nych strum ieni banieczkam i N 2, co ogranicza mieszanie się w spirali re ­
akcyjnej rozdzielonych już na kolum nie związków.

Przykładem  wszechstronności system u T echnicon- Auto- Analy  zer mo-
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T a b l i c a  2

firmowych analizatorów aminokwasów

Literatura Czas * | . i  .! Uwagi
w godz.

167

168, 169, 
109, 7, 8

'
99

72, 73, 
7, 8

22

6,5; 3 

3 

2,2

Pierwszy seryjny analizator. Tak jak i następne typy tej firmy 
jest obudowaną jednostką 

Wyposażenie dodatkowe (w.d.) — zestaw do preparatywnych roz­
działów

Model tańszy lekki i łatwo przystosowalny do innych oznaczeń, 
dokł. ±2%  już przy stęż. 0,01 ¡¿M 

Typ najszybszy, dokł. i czułość j.w ., w.d. —  integrator i zestawy do 
rozdziałów preparat., peptydów i znakowanych aminokwasów

112, 64 12 Zestaw osobnych podzespołów

113, 167 22 Jednostka obudowana, 8 kolumn do wielokrotnej analizy, w.d. 
przystawka zwiększająca 10 x  czułość

167, 114 

169, 114

22; 8 

4,2; 2,2

Jednostki obudowane.
W.d. zestaw preparatywny
Dokł. ± 2%, poziom detekcji — 0,002 ¡xM, automatyczna regeneracja 

kolumn, w.d. —  integrator, zestaw do preparatywnych rozdzia­
łów i sekwencyjnej 4-krotnej analizy

167
168

168, 169 
110
140, 110,
169, 110 
140, 110

110

22
6.5
6.5 

6,5; 2,5

5; 2,5

5
5

5 lub
2.5

Jednostki obudowane poza typem VG-6000B, w.d. zestaw  
do preparat, rozdziałów, dokł. ±3%  przy stęż. 0,05 ¡xM — 3[i.M

Model szybki, dokł. ±3%  od 0,02 do 2 (jlM w.d. jak wyżej: Analiza 
płynów fizjol. 11 godz.

Najwszechstronniejszy analizator tej firmy (w odniesieniu do analizy 
aminokwasów), duża czułość: 0,001 (jlM przy rozszerzonej skali 

D okł. ±3% . W zakresie od 0,02— 2 jzM posiadają varigrad. zestaw 
luźnych podzespołów  

Model tańszy, mały, szybki.

140, 110 21; 6; 
4,5; 3

Jest to jeden z zestawów luźnych podzespołów tego wszechstronnego 
systemu. Czas jest zależny od rodzaju żywicy. Dokł. ±3%  już w stęż. 
0,01 ¡iM, W.d. — układ do 5-kolumnowej, sekwencyjnej analizy.

gą być z jednej strony zestawy zdolne do jednoczesnego oznaczania 8-miu 
(25) lub naw et 10-ciu związków (21, 179) w 1 ml surow icy krw i, a z d ru ­
giej zaś — opracow any przez C a t  r  a v a s a (29) system  rozdziału i w stęp­
nej charakterystyki peptydów (rysunek 5).

W metodzie tej enzym atyczny eluat hydrolizatu  białka po kolum no­
w ym  rozdziale w edług m etody S c h r o e d e r a  i wsp. (156) zostaje na­
stępnie rozszczepiony na 3 strum ienie, z k tórych najw iększy trafia  do
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kolektora frakcji, a dwa m niejsze do układów dozujących. Jeden z nich 
(strum ień A) jest próbą kontrolną i po przeprowadzeniu reakcji ninhyd- 
rynow ej re jes tra to r notuje jego absorpcję, natom iast strum ień B podda­
w any jest w teflonowej spirali ogrzewaniu — hydrolizie alkalicznej, zo­
bojętnianiu, a po w yw ołaniu reakcji barw nej, następuje pom iar absorpcji 
zhydrolizow anych peptydów i re jes tra to r notuje uzyskane w artości rów ­
nolegle z odczytami próby kontrolnej. Porów nanie rozm iarów  nachodzą­
cych na siebie szczytów (przed i po hydrolizie) charakteryzuje  wielkość 
rozdzielanych peptydów, a niekiedy pozwala identyfikow ać pojedyncze 
aminokwasy.

R ys. 5. S ch em a t ro zd zia łu  i c h a r a k te ry sty k i p ep ty d ó w  p rzez  ich  h y d ro lizę  w e d łu g
C a t r a v a s a  (w ed łu g  29).

Jako wyposażenie dodatkowe szczególnie cenne są:
1. In tegrato ry  oferowane przez Beckmana  (Model 125 Digital Integrator 

(109)) oraz Hitachi-Perkin-Elmera  (Model 194 B Automatic Printing In ­
tegrator (114)), z pomocą których w ynik analizy otrzym ujem y w postaci 
drukow anej taśm y zaw ierającej scałkowane powierzchnie kolejnych 
szczytów danego chrom atogram u.

2. Zestaw do preparatyw nych rozdziałów z jednoczesnym  norm alnym  
zapisem (dzięki nierów nem u rozszczepieniu strum ienia eluatu) uzupełnio­
nym  zaznaczeniem pozycji odpowiadających kolejnym  zebranym  przez 
kolektor frakcjom .

Poza w ym ienionym i w tablicy dwiema firm am i Japan Electron Optics 
Lab. Ltd, Tokyo  (128, 129, 142), produkuje jeszcze analizatory  am ino­
kwasów, które charak teryzu ją  się ze względu na swój uniw ersalny, te r­
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m iczny system  oznaczania w yjątkow ą wszechstronnością, um ożliw iającą 
rozdział i oznaczanie poza am inokwasam i i innym i związkam i organicz­
nym i także i związków nieorganicznych.

Ponadto w ZSRR (1) i Czechosłowacji (W arsztaty Prototypow e Cze­
chosłowackiej Akadem ii N auk (108)) podjęto w ograniczonej skali pro­
dukcję tych  aparatów .

IV. Automatyczne obliczanie wyników

Obliczenie jednego 20-to aminokwasowego chrom atogram u powszech­
nie stosow aną techniką (167) uproszczonego całkowania powierzchni 
szczytów tak  zwaną m etodą H X W  (ang. Height x  Width)  w ym aga około 
2 godzin (24, 54). W okresie ostatnich 3 lat przedstaw iono szereg metod 
autom atycznego obliczania pasm  w ym yw ania (20, 46, 54, 80, 94, 141, 176, 
193). W m etodach tych można w yodrębnić dwa podejścia; jedno, w  któ­
rym  przekształcanie danych następuje po zakończeniu analizy (ang. off- 
-line system ) (54, 176) i drugie, w którym  dane wyjściowe z analizatora 
przetw arzane są w chwili ich pow staw ania (ang. on-line system ) (20, 46, 
141, 193).

Przykładem  pierwszego rozw iązania może być półautom atyczny In ­
tegrator-Calculator Technicon (176). W odzenie piórem  in tegratora po ob­
wodzie szczytu am inokwasu na chrom atogram ie powoduje w ytw orzenie 
impulsów elektrycznych proporcjonalnie rosnących w m iarę oddalania 
od linii zerowej. Im pulsy te odpowiednio przekształcone tra fia ją  do licz­
nika notującego już bezpośrednio stężenie aminokwasu. W ciągu 15 m inut 
o trzym uje się końcowe dane z dokładnością + l° /o  nie tracąc przy tym  
możliwości bezpośredniej kontroli na chrom atogram ie, co jest wskazane, 
szczególnie przy zaburzeniach pasma w ym yw ania. Do tej samej grupy 
rozwiązań należy program  opracow any przez G r a h a m a  i S h e l -  
d r i c k a  (54). P rogram  ten napisany w system ie ALGOL (130) pozwala 
uzyskać dla każdego zidentyfikow anego am inokwasu dane wyrażone 
w n-M, ilości reszt na 1000 n-g N całkowitego oraz w '%> N aminokwasu 
w stosunku do N całkowitego próbki.

Realizując m yśl bezpośredniego przetw arzania danych P o r t e r  
i T a l l e y  (141) skonstruow ali układ, k tóry  przekształca miliw7oltowe 
sygnały analogowe z trzech fotokom órek analizatora na dane cyfrowe 
zapisane na taśm ie dziurkow anej takim  system em  kodowania, aby mogła 
być odczytana przez przelicznik IBM-1600 (International Business Ma­
chine Co., Philadelphia). Podobną cyfrową m etodę obliczania szczytów 
w yrażających stężenia am inokwasów, w ykorzystującą taśm ę perforow a­
ną odczytyw aną następnie przez szybki przelicznik Merlin  przedstaw ili 
Y o n d a  i wsp. (193). Układ ten  jest zdolny do całkow ania krzyw ych 
naw et w przypadku znacznych zmian linii zerowej lub niesym etrycznych
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i źle rozdzielonych szczytów. Porów nując m aszynową m etodę z ręcznym  
sposobem obliczeń Y o n d a  i wsp. (193) dochodzą do wniosku, że jest 
ona co najm niej rów nie dokładna.

K r i c h e w s k y ,  S c h w a r t z  i M a g e  (94) opracow ali konstruk­
cję w ykorzystującą cyfrow y woltomierz (ang. digital voltometer) do prze­
kształcania danych bezpośrednio z obwodu liniowego spektrofotom etru 
i zapisywaniu ich na taśm ie perforow anej.

Rysunek 6 obrazuje zaprezentow any przez B r  o o k s a (20) blokowy 
schem at rozw iązania tego zagadnienia (i możliwości jego stosowania), 
w którym  przyjm ow ane przez zbierak (ang. scanner) i wzmocnione sy­
gnały analogowe zostają przekształcone przez cyfrow y woltom ierz i skie­
row ane do układu kontrolującego kod wychodzących z niego danych cyf­
rowych, w ybijanych następnie przez dziurkarkę na papierow ej taśmie.

Fotokomórki

R ys. 6. B lo k o w y  sch em a t p ro g ra m o w a n eg o  c y fro w e g o  in teg ra to ra  w ra z  z m o ż liw o ś ­
c ia m i za sto so w a n ia  (w ed łu g  20).

Całość jest podporządkow ana układow i steru jącem u (ang. t im ing and 
control logie). W metodzie tej podobnie jak  i w innych (20, 193) przew i­
dziano możliwość ręcznego wprow adzenia na taśm ę dodatkow ych danych 
identyfikacyjnych. Przez zmianę połączeń w ew nętrznych można dostoso­
wać kod danych wyjściow ych do w ym agań przetw arzających je maszyn 
m atem atycznych. W przypadku braku  lokalnego przelicznika pozostaje 
możliwość autom atycznego przekazyw ania drogą telefoniczną lub radiową 
(a także odwrotnego otrzym yw ania) danych z dziurkarki do centralnego 
ośrodka obliczeniowego.

V. Uwagi końcowe

Porów nując zalety i w ady dwóch najszerzej stosow anych systemów 
autom atycznego oznaczania aminokwasów: dwukolum nowego — Sp a c k - 
m a n a ,  S t e i n a  i M o o r e ’a (167) oraz jednokolumnowego system u
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P i e z a  i M o r r i s a  (140) H i r  s (69) stw ierdził, że ten ostatni cha­
rak teryzu je  się zm ianam i linii zerowej w regionie lizyny. Natom iast zaletą 
tego system u jest stosowanie pojedynczej kolum ny, a więc nanosze­
nie o połowę m niejszej próbki przy tej sam ej czułości m etody, a także 
możliwość rozdziału nieco bardziej złożonych m ieszanin zasadowych 
aminozwiązków, bez zmian standardow ych w arunków  analizy. Metoda 
jednokolum now a (140) jest jednak bardziej podatna na kłopotliwe bloko­
w anie się kapilarnych  przewodów łączących podzespoły z powodu stoso­
w ania bardziej stężonych buforów do elucji aminokwasów (87). Pomimo 
korzyści, jakie daje jednoczesna analiza 8 lub 9 próbek w system ach 
S i m m o n d s a  i R o w l a n d s a  (163, 164) oraz I g 1 i s a (75), analiza­
to ry  te  m ają szereg wad, które wobec opracow ania szybkich systemów 
ograniczają ich rozpowszechnienie (75).

Większość przedstaw ionych m etod deklaru je powtarzalność wyników 
w zakresie + 1 — 3%, lecz jak  w ykazała m iędzynarodowa ankieta koor­
dynow ana przez M a t t h i a s  a i W a g n e r a  (116) oraz nasze własne 
spostrzeżenia (93) odchylenia w w artościach bezwzględnych dla tych sa­
m ych próbek analizow anych w różnych laboratoriach mogą być większe. 
Głównie składają się na to: złe ustalenie stałych in tegracyjnych dla po­
szczególnych aminokwasów, zmiana stosunku odczynnika ninhydryno- 
wego do eluatu  z kolum n w skutek zapow ietrzenia lub wadliwej regu­
lacji pomp oraz złe odczynniki, na przykład zaw ierający nadtlenki 2-me- 
toksy-etanol, nieodpowiednio czysty reduk tan t lub azot i inne.

Należy jednakże stw ierdzić, że w ram ach jednej serii oznaczeń prze­
prow adzonych na tym  sam ym  „załadow aniu” aparatu  w odczynnik nin- 
hydrynow y i bufory można rutynow o uzyskać deklarow aną dokładność 
1x3% (92), tym  bardziej, że właściwą kontrolę u łatw iają: każdorazowe 
stosowanie standardu  w ew nętrznego (159, 186) jak  np. norleucyny (54), 
(5-2-tionyloalaniny lub kwasu P-guanidyno-a-aminopropionowego (170), 
stosunkowo częste analizowanie pełnej m ieszaniny standardow ej oraz 
fak t, że większość zaburzeń w pracy aparatu  natychm iast uzew nętrznia 
się na w ykresie pasm  wym ywania.

Chociaż analizatory oparte na cieczowej chrom atografii kolumnowej 
zdecydowanie przew yższają inne m etody ilościowej analizy am inokwa­
sów (100), to jednak ostatnie osiągnięcia chrom atografii gazowej am ino­
kwasów i ich DNP lub PTH pochodnych (13, 35, 49, 56, 97, 98, 106, 160, 
161) pozwalają przypuszczać, że ta  wszechstronna, czuła i szybka metoda 
znajdzie szerokie zastosowanie w analizie aminokwasów.

Rozwój metod autom atycznej analizy aminokwasów jest wym ownym  
przykładem  ostro rysującego się ogólnego dążenia do autom atyzacji m e­
tod chemii i biochemii analitycznej (196). Autom atyczne m etody oznaczeń 
opracowane zostały już dla setek związków (10, 30, 111, 157, 178), spoś­
ród których przykładowo w ym ienim y kilka grup: oznaczanie azotu ogól­
nego (45, 107, 177), peptydów  (16, 29, 156) wraz z ich autom atyczną syntezą
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(117, 118), autom atyzację m etod oznaczania białek (16, 33, 43, 50, 105, 145, 
181), enzymów (10, 66, 157, 170), antybiotyków  {18, 39), nukleotydów  
i kwasów nukleinow ych (28, 127, 136, 188), w itam in (40, 111), am inocuk- 
rów  i ich pochodnych (4, 78, 175, 185), cukrów i pochodnych (2, 5, 187) 
oraz ogromnej większości ru tynow ych analiz klinicznych (25, 111).

Dynam iczny rozwój autom atycznych m etod analitycznych zwiększa 
tempo i szanse rozw iązyw ania wielu problem ów biochemii i nauk po­
krew nych.

A utorzy dziękują producentom  analizatorów  aminokwasów oraz 
wszystkim  tym , k tórzy przesłali im  w yczerpujące m ateria ły  dotyczące 
omówionego zagadnienia.

Addendum

L itera tu ra  w  ty m  a r ty k u le  z o sta ła  u ję ta  do p o ło w y  1966 r. Już po n a p isa n iu  
a r ty k u łu  o s ią g n ię to  d a lsze  sk ró cen ie  czasu  a n a lizy  a m in o k w a só w , w  p ły n a ch  f iz jo ­
lo g ic z n y c h  do 6 god zin , a w  h y d ro liza ta ch  b ia łk o w y ch  do 110 m in u t (D. H . S  p a c k -  
m  a n, Fed. Proc.  25, 198 (1966)). Z a sto so w a n ie  w  m o d elu  2 an a liza to ra  H itachi-  
P erk in -E lm er  ty p u  K L A  3B (114), zm o d y fik o w a n eg o  m ech a n izm u  w y m ia n y  p o m ię ­
d zy  osa d zo n y m i na ż y w ic y  jo n a m i Z n2+ a r o zd z ie la n y m i a m in o k w a sa m i p o z w a la  na  
ro zd zia ł w  c ią g u  105 m in . (A  r i k a w  a Y ., M a k i n o I„ Fed. Proc. 25, 786 (1966)).

O p racow ano ta k że  szy b k ą  (7,5 godz.) m eto d ę  ro zd zia łu  p e p ty d ó w  ( B e n s o n  J. 
V., J r .,  J o n e s  R.  T. ,  C o r m  i c k  J., P a t t e r s o n  J. A ., Anal. Biochem.  16, 
91 (1966)), try p to fa n u  (90 m in .) R o b e l  E. J ., Anal. B iochem.  18, 406 (1967)), ty r o ­
z y n y  i fe n y lo a la n in y  (M e c h a n i c G., E f  r o n M. L ., S  k i h V . E., Anal. Biochem.
16, 420 (1966)), w a lin y , a llo iz o le u c y n y  i le u c y n y  a ta k że  h o m o c y sty n y  i c y s ty n y  oraz  
h o m o cy tru lin y  i c y tru lin y  w  c ią g u  15— 60 m in . ( B e n s o n  J.  V. ,  J r., C o r m  i c k J. ,  
P a t t e r s o n  J. A ., Anal. Biochem.  18, 481 (1967)).
P o n a d to  w y p ro d u k o w a n o  sp ec ja ln y  a n a liza to r  (Phoenix P K U  Micro A nalyzer)  d la  
c e ló w  d ia g n o sty k i zab u rzeń  m eta b o lizm u  a m in o k w a só w  (110).
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Post.  Blochem,  14, 293—312 (1968).

TAD EU SZ K O RZYB SK I*

Porównanie klasyfikacji i terminologii enzymów Międzynarodowej 
Unii Biochemicznej z poprzednią klasyfikacją i terminologią

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

A  co m p a riso n  is m ad e b e tw e e n  th e  m o d ern  en zy m e  n o m en c la tu re  and c la s s i f i ­
ca tio n  of th e  In ter n a tio n a l U n io n  of B io ch em istr y  w ith  p rev io u s  group n a m es o f  
en zy m es th a t h a v e  b een  accep ted  as tr iv ia l ones.

K om isja Enzym owa M iędzynarodowej Unii Biochemicznej (I.U.B.) 
stw orzyła w  1961 roku hową system atykę enzymów (1, 4), całkowicie 
związaną z jednocześnie stw orzonym i zasadam i system atycznej nom en­
k latu ry  enzymów. System atyka ta została uzupełniona w 1964 roku (5, 6). 
Poprzednio posługiwano się nazwam i, które Kom isja Enzymowa najczęś­
ciej zakw alifikow ała jako potoczne. Te ostatnie tylko częściowo pokry ­
w ają się z nową system atyką. Poprzednie nazwy klasyfikow ano w pew ne 
grupy, np. dehydrogenazy, reduktazy, oksydazy itd. Przetłum aczenie tych  
daw nych nazw na nowe system atyczne, jest równoznaczne z przypo­
rządkow aniem  poszczególnych enzymów do nowych grup system atycz­
nych, lub ze znalezieniem  m iejsca danego enzym u w nowej system atyce 
(2, 3). P rzy  próbach przetłum aczenia daw nych nazw napotyka się na pew ­
ne trudności, k tórych nie usuw ają naw et alfabetyczne w ykazy enzymów. 
Z zasady nazwy system atyczne nie inform ują o stw ierdzonym  dośw iad­
czalnie k ierunku reakcji. Odnosi się to zwłaszcza do klas 1 i 4, co p recy ­
zuje reguła 12 Kom isji Enzymowej (5, 6). W wykazie enzymów (załącz­
nik E) M iędzynarodowej Unii Biochemicznej (5, 6) k ierunku tego nie 
uwidoczniono również w sposobie form ułow ania reakcji katalizow anych 
przez enzymy. Dla każdej bowiem klasy enzymów przyjęto jednolity  
k ierunek katalizow anych reakcji, niezależnie od k ierunku stw ierdzonego 
doświadczalnie. Jedynie nazw y potoczne, więc dawne, inform ują o doś­
wiadczalnie stw ierdzonym  kierunku reakcji. Jest to specjalnie ważne dla 
enzymów klas oksydoreduktaz (Klasa 1) i liaz (Klasa 4). W szystko to 
stw arza pewne trudności w opanowaniu obecnej system atyki i nom enkla­
tu ry  przy konfrontacji z nom enklaturą uprzednią. Przedstaw ione w obec­
nej publikacji tablice uw idoczniają istotne cechy reakcji katalizow a­
nych przez nowe grupy enzymów, podano d la  nich także nazwy potocz-

* P ro f. dr, In s ty tu t  B io ch em ii i B io f iz y k i P o lsk ie j  A k a d e m ii N au k , W a rsza w a .
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ne, lub poprzednio używane. Tablice ponadto zaw ierają zestawienia 
nazw enzymów według nowych i dawnych grup system atycznych.

Ta b l i c a  1
Klasa 1 

O K SYDO REDUK TAZY

Klasyfikacja I.U.B. według donatorów wodoru (podklasy) i akceptorów wodoru (pod-podklasy)

Podklasy Donatory wodoru Uwagi

1.1 .-.- CH-OH
1 .2 .-.- iC H O

ICO
grupy bez N

1 .3 .-.- CH-CH

1 .4 .-.- c h -n h 2
1 .5 .-.- C-NH
1 .6 .-.- i N A D  zred. 

iN A D P  zred.
grupy z N

1.7 .-.- grupa z N

1 .8 .-.- grupa z S grupy z S, Fe i inne
1 .9 .-.- hem (Fe2+)

1 .10 .-.- dwufenol

1.11 .-.- AKCEPTOREM  WO­
D O R U  jest H 2O2

1.12.-.- H 2
1 .13 .-.- jeden donator, 

włącza tlen 
(oksygenazy)

inne grupy chemiczne

1 .14 .-.- dwa donatory, 
jeden z nich włącza 
tlen (hydroksylazy)

Pod-podklasy Akceptory wodoru Uwagi

l . - . l . - (N A D D la enzymów pod-podklas 1.11.1- (od 1.11.1.3
I n a d p do 9), 1.12.1.- i 1.13.1.9 akceptorem wodoru nie 

jest N A D (P).

I .- .2 .- cytochrom
Produktem reakcji jest najczęściej H 2O2, z wyjątkiem  

enzymów 1.8.3.2, 1.9.3.1 i 2, 1.10.3.1, 2 i 3.
I .- .3 .- O2

I .- .4 .- -S-S- (np. liponian)
I .- .5 .- chinon, lub związek 

pokrewny

1 .-6 .- grupa z N
1 .—.99.— inne
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[3] K L A SY F IK A C JA  ENZYM ÓW 295

Tablica 2
Klasa 1 

O K SYDO RED UK TAZY
Podklasy z charakterystycznymi dla nich donatorami wodoru i rozmieszczenie w nich enzymów  

według grupowych dawnych nazw, obecnie potocznych*

Liczby enzymów

Grupowe nazwy potoczne, klasy
fikacja poprzednia

>>ic<Dto
>.
NCS

>>NC3 N

Ł>&oO
>,
ii

Klasyfikacja I.U.B. 0u N
5

>>
N CZ> ciC T3 >>

N
T3>>

cuM s_c
Podklasy

Donatory wodoru 0
3TJ

"O
C/5

0Ul•O
bo>> XI0

ci
aj c«C-iUl

H

OUl

stan zredukowany stan utleniony
<D
0

<u
0 X O <D0-

d
X

>1
X 0’—i

G r u p y b e z  N

1 .1 .- .- CH-OH CO 62 17 9

1 .2 .- .-
f CHO
[co

\ COOH  
[ np. acyl 24 — 4

1 .3 .-.- CH-CH C =  C 9 3

G r u p y z N

1 .4 .- .- C H -N H 2( + H 20 ) CO ( + N H 3) 5 1 6
1 .5 .- .- CH-NH C = N 3 2 3

1 .6 .-.- [ N A D  zred.
[ N A D P  zred.

i N A D  
\ N A D P 4 13 — — — — — 1 — —

1 .7 .-.- grupa z N grupa z N  
0  wyższym stop­
niu utlenienia

3 3

G r u p y  z S, Fe i inne
1 .8 .-.- grupazS.np . SH grupa z S 0  wyż­

szym stopniu utle­
nienia n p .-S -S -

1 3 2 1

1 .9 .-.- hem (Fe2+) hem (Fe3+) — 1 2
1.10 .-.- dwufenol i inne chinon i inne — — 3 — -- -- — — - —

Inne grupy chemiczne

1 .11 .-.- AKCEPTOREM
W O DO RU
jest H 20 2

H 2+ H 20 2= 2 H 20 6 1 1

1 .12 .-.- H 2 (cząsteczkowy) włączanie H 2 
do akceptora

1 —

1.13 .-.- jeden donator włączanie tlenu
1 .14 .-.- dwa donatory włączanie tlenu do 

jednego z nich
— — -- ' 14 - — — —

Razem 221 enzymów 108 43 32 14 13 6 1 2 1 1
* W systematyce Międzynarodowej Unii Biochemicznej wyłącznie nazwy potoczne informują o doświadczalnie 

stwierdzonym kierunku reakcji (patrz tekst)

9* http://rcin.org.pl



296 T. K O R Z Y B SK I [4]

T a b l i c a  3
Klasa 1 

OKSYDO REDUK TAZY
Rozmieszczenie enzymów o różnych grupowych dawnych nazwach, dziś potocznych, w poszczegól­

nych podk lasach i pod-podklasach

Podklasy 
1 .x.—.—

Liczby enzymów

Pod-podklasy

l .x . l .— l.x .2 .- l.x .3 .~ l .x .4 .- l.x .5 .~ l.x .6 .~ l.x .9 9 .-

1 .1 .- .- d:53
r:17

d:3 o:9 — — — d:6

1 .2 .-.- d:19 d:2 o:4 d:2 — — d:l

1 .3 .-.- d:2
r:3

d : 1 d:l — — — d:5

1 .4 ..- .- d:5
r:l

— o:6 — — — —

1 .5 .- .- d:3
r:2

— o:3 — — — —

1 .6 .-.- t : 1 r:l —• d:l
r:3

r:l r:7 d:3
r:l

1 .7 .-.- — — o:3 —- — — r:3

1 .8 .- .- r : 1 — o:2 r:l
t:l

d :l r:l —

1 .9 .- .- — — o:2 — — r:l —

1.10-.-. — • — o:3 — — — —

1.11 .-.- (6 peroksydaz, 1 katalaza, 1 jodinaza)

1 .12 .-.- (1 hydrogenaza)

1 .13 .-.- (13 oksygenaz)

1 .14 .-.- h : 11 h:2 h:l — — — —

Grupowe dawne nazwy, dziś potoczne i użyte skróty 
d — dehydrogenaza 
r — reduktaza 
o — oksydaza 
h — hydroksylaza 
t — transhydrogenaza
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T a b l i c a  4
Klasa 1 

O KSYDO REDUK TAZY
Rozmieszczenie oksydoreduktaz w podklasach i pod-podklasach. 

Liczby enzymów o różnych kombinacjach donatorów i akceptorów wodoru

Pod-podklasy

l . - . l . -  | 1.-.2.-I l .- .3 .- | 1.-.4.-I I .- .6 .- 1.-.99.-

Podklasy Donatory A k c e p t o r y w o d o r u
Razem

wodoru
N A D

N A D P
cyto-

chrom
0 2 -S-S-

chinon 
lub zw. 

pokrewny

grupa 
z N

inne

1 .1 .- .- CH-OH 70 3 9 _ _ _ 6 88

1 .2 .- .- iCHO
\ c o

19 2 4 2 — — 1 28

1 .3 .- .- CH-CH 5 1 1 — — — 5 12

1 .4 .- .- c h -n h 2 6 — 6 — _ _ _ 12
1 .5 .- .- C-NH 5 — 3 — _ — — 8

1 .6 .- .- (N A D zred. 
[N A D P zred.

1 1 — 4 1 7 4 18

1 .7 .-.- grupa z N — — 3 — — — 3 6

1 .8 .- .- grupa z S 1 — 2 2 1 1 _ 7
1 .9 .- .- hem (Fe2+) — — 2 — — 1 — ’ 3
1 .10 .-.- dwufenol — — 3 — — — — 3

1.11 .-.- AKCEPTO­
REM  WO­
D O R U  jest
h 2o 2

(8*) 8

1 .12 .-.- H 2 (cząstecz­
kowy)

(1*) 1

1 .13 .-.- jeden dona­
tor włącza­
nie tlenu

(13*) 13

1 .14 .-.- dwa donato­
ry, dojed­
nego z nich 
włączanie 
tlenu

11 2 1 14

Razem 118
(+ 2 2 )

9 34 8 2
,

9 19 221**

* Enzymy tych pod-podklas nie używają NAD lub NADP jako akceptorów wodoru.
** Ogólna suma oksydoreduktaz 221 nie jest sumą poszczególnych podklas, ponieważ enzymy podklas 1.11.-.— 

1.13.-.- nie zostały zaliczone do żadnej z wymienionych pod-podklas.
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T a b l i c a  5
Klasa 1 

TRA NSFERA ZY
Klasyfikacja I.U.B. według przenoszonej grupy wyrażonej ogólnie (podklasy) i szczegółowej (pod-

-podklasy)

Podklasy Przenoszona
grupa

Liczba 
enzymów  

w pod- 
klasie

Pod-podklasy Przenoszona grupa 
szczegółowiej

Liczba 
enzymów  

w pod- 
podklasie

2 .1 .- .- Fragmenty 22 2.1 .1 .- -c h 3 11
je dnowę- 2.1 .2 .- -CH 2OH -CHO i inne 6
glowe 2.1.3.- -COOH -CO -NH 2 4

2.1 .4 .- -C (N H 2) =  N H 1

2 .2 .- .- Ugrupowa­ 2 2.2 .1 .- R-CHO R-CO-R’ 2
nie zawie­
rające gru­
pę alde­
hydową lub
ketonową

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

2.5. - . - Alkil i inne 6 2.5.1.- Alkil i inne 6

2 .6 .- .- Grupy zawie­ 20 2.6 .1 .- -n h 2 19
rające N 2.6 .2 .- =  NO H 1

2 .7 .- .- Grupy zawie­ 108 2 .7 .1 .- AKCEPTOREM  grupa 51
rające P alkoholowa

2.7 .2 .- AKCEPTOREM  grupa 6
karboksylowa

2 .7 .3 .- AKCEPTOREM  grupa za­ 6
wierająca N

2.7 .4 .- AKCEPTOREM  grupa 10
zawierająca P

2.7 .5 .- Grupa zawierająca P, od­ 4
tworzenie donatora

2 .7 .6 .- Grupa pirofosforanowa 2
2.7 .7 .- Grupa nukleotydylowa 26
2.7 .8 .- Inna grupa zawierająca 3

substytuowany fosfor

2 .8 .- .- Grupy zaw ie- 12 2.8 .1 .- Atom  S 2
rające S 2.8 .2 .- -SOjH 5

2.8.3. CoA 5

Ogólna liczba transferaz 232

http://rcin.org.pl



[7] K L A SY F IK A C JA  ENZYM ÓW 299

Ta b l i c a  6
Klasa 2 

T RA NSFERA ZY
Rozmieszczenie enzym ów o różnych grupowych dawnych nazwach, dziś potocznych w poszczegól­

nych pod-podklasach klasyfikacji I.U.B.

Pod-podklasy Nazwy pod-podklas 
(I.U.B.)

Liczba 
enzymów  
w pod- 

podklasie

Dawne grupowe nazwy, 
dziś potoczne 

..............TRA NSFERA ZY

Liczba 
enzymów  
w grupie !

2 .1 .1 .- Metylotransferazy 11 Metylo- 11
(Transmetylazy)

2 .1 .2 .- Hydroksymetylotrans- 6 Hydroksymetylo- 1
ferazy

F or myl otransferazy
Formylo- 3
Formimino- 2

2 .1 .5 .- Karboksylotransferazy 4 Karboksylo- 2
(Transkarboksylazy)

Karbamoilotransferazy Karbamoilo- 2
(T ranskarbamoi lazy)

2 .1 .4 .- Amidynotransferazy 1 Amidyno- 1

I 2 .2 .1 .- 2 Transketolaza 1
Transaldolaza 1

2 .3 .1 .- Acyl otransferazy 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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dalszy ciąg tablicy 6

Pod-
podklasy

Nazwy pod^podklas 
(I.U.B.)

Liczba 
enzymów  

w pod- 
podklasie

Dawne grupowe nazwy, 
dziś potoczne 

................TRA NSFERA ZY

Liczba 
enzymów  
w grupie

2 .6 .1 .- Ami notransferazy 
(Transami nazy)

19 Transaminazy 
=  Amino-

19

2 .6 .3 .- Ok si mi notransferazy 1 Oksimino- 1

2.7.1.- Fosfotransferazy z gru­
pą alkoholową jaką 
akceptorem

50 Kinazy
(Glukozylokinazy
Fosfoglukozylokinazy)

Fosfodysmutaza
Fosfotransferaza

48

1
1

2.7.2.- Fosfotransferazy z gru­
pą karboksylową 
jako akceptorem

6 Kinazy 6

2.7.3.- Fosfotransferazy z gru­
pą zawierającą azot 
jako akceptorem

6 Kinazy 6

2.7.4.- Fosfotransferazy z  
grupą fosforową 
jako akceptorem

10 Kinazy 10

2.7.5.- Fosfotransferazy od­
twarzające donatory

4 Mutazy
(Fosfomutaza
Fosfoglukomutaza
Fosfogliceromutaza
Dwufosfogliceromutaza)

4

2.7 .6 .- Pirofosfotransferazy 2 Pirofosfokinazy 2
2.7.7.- Nukleotydylotransfe-

razy
26 (Grupa przenoszona) 

transferaza 
Rybonukleazy 
Pirofosforylaza

22

3
1

2.7.8.- Transferazy innych 
podstawionych grup 
fosforowych

3 (Grupa przenoszona) 
fosfotransferaza

3

2 .8 .1 .- Siarkotransferazy 2 Siarko- 2
2.8 .2 .- Sulfotransferazy 5 Sulfo- 5
2.8 .3 .- CoA-transferazy 5 CoA-transferazy 5

Ogólna liczba enzymów klasy 2 233
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T a b l i c a  7
Klasa 3 

HYDROLAZY
Klasyfikacja I.U.B. według typu wiązania ulegającego hydrolizie

Podklasy
Wiązania
ulegające
hydrolizie

Liczba 
enzy­
mów  

w pod- 
klasie

Pod-podklasy Wiązania ulegające hydrolizie 
w związkach

Liczba 
enzymów  

w pod- 
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 trójfosforo- 1

wego
3.1.6.- Estry kwasu siarkowego 6

3 .2 .- .- Glikozylowe 45 3.2.1.- Glikozydy 38
3.2.2.- Związki N-glikozylowe 6
3.2.3.- Związki S-glikozylowe 1

3 .3 .- .- F terowe 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, białka 25

3 .5 .- .- C-N niepep- 46 3.5.1.- Amidy łańcuchowe 18
tydowe 3.5.2.- Amidy cykliczne 7

3.5.3.- Amidyny łańcuchowe 6
3.5.4.- Amidyny cykliczne 12
3.5.5.- Cyjanki 1
3.5.99.- Inne związki z wiązaniem C-N 2

3 .6 .- .- Bezwodni­ 12 3.6.1.- Bezwodniki zawierające grupę 12
ków kwa­ fosforylową
sowych

...

3 .7 .- .- C-C 3 3.7.1.- Związki ketonowe 3

3 .8 .- .- Wiązanie 2 3.8.1.- Związki C-halogenek 1
halogen­
ków 3.8.2.- Związki P-halogenek 1

3 .9 .- .- Wiązanie 1 3.9.1.- Związki zawierające wiązanie 1
P-N P-N

Ogólna liczba hydrolaz 211
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T a b l i c a  8

Klasa 3 

H YDR O LA ZY
Rozmieszczenie enzymów o różnych grupowych dawnych nazwach, dziś potocznych w poszcze­

gólnych pod-podklasach klasyfikacji I.U.B.

Pod-podklasy Nazwy pod-podklas Dawne grupowe nazwy, 
dziś potoczne

Liczba
enzymów

danej
grupy

3.1 .1 .- Hydrolazy estrów karboksylowych 9
(substrat)azy 10

3.1 .2 .- Hydrolazy tioloestrów Hydrolazy 8
........... esterazy 1

3.1 .3 .- Hydrolazy monoestrów fosforanowych Fosfatazy 15
(substrat)azy 4

3.1 .4 .- Hydrolazy diestrów fosforanowych 2
(substrat)azy 6

3.1.5.- Hydrolazy monoestrów kwasu trójfosfo- (substrat)aza 1
rowego

3.1 .6 .- Hydrolazy estrów kwasu siarkowego (substrat) sulfataza 6
Sulfataza (substratowa)

3.2.1.- Hydrolazy glikozydów (substrat)azy 38
3.2.2.- Hydrolazy związków N-glikozylowych Nukleozydazy 5

(substrat)aza 1
3.2 .3 .- Hydrolazy związków S-glikozylowych Tioglukozydaza 1
3.3.1.- Hydrolazy tioeterów (substrat)aza 1
3.4 .1 .- Hydrolazy a-aminoacylopeptydów Aminopeptydazy (Imino-) 4
3.4 .2 .- Hydrolazy peptydyloaminokwasów Karboksypeptydazy 3
3.4.3.- Hydrolazy dwupeptydów Dipeptydaza (Imino, lub 7

Imido-)
3 .4 .4 .- Hydrolazy peptydylopeptydów Nazwy własne historyczne 17

............. peptydaza 7
(substrat)aza 1

3.5.1.- Hydrolizujące niepeptydowe wiązania (substrat)azy 18
C-N w amidach łańcuchowych

3.5 .2 .- Hydrolizujące niepeptydowe wiązania (substrat)azy 7
C-N w amidach cyklicznych

3.5.3.- Hydrolizujące niepeptydowe wiązania (substrat)aza 4
C -N w łańcuchowych amidynach

Deiminaza 2
3 .5 .4 .- Hydrolizujące niepeptydowe wiązania Dezaminazy 9

C-N w cyklicznych amidynach
Cyklohydrolazy 2

(substrat)aza 1
3 .5 .5 .- Hydrolizujące niepeptydowe wiązania Nitrylaza 1

C-N w cyjankach
3.5.99.- Hydrolizujące niepeptydowe wiązania (substrat)azy 2

- C-N w innych związkach
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dalszy ciąg tablicy 8

Pod-podklasy Nazwy pod-podklas Dawne grupowe nazwy, 
dziś potoczne

Liczba
enzymów

danej
grupy

3.6 .1 .- Działające na bezwodniki zawierające Pirofosfatazy 3
grupę fosforylową

Polifosfatazy (endo-, egzo-) 2
..............fosfatazy 2
(substrat)azy 5
Apiraza 1

3.7 .1 .- Działające na związki ketonowe (substrat)azy 3

3.8 .1 .- Działające na wiązania halogenków (substrat)aza 1

3.9 .1 .- Działające na wiązania P-N (substrat)aza . 1

T a b l i c a  9
Klasa 3 

H Y D R O LA ZY
Substraty i produkty hydrolaz charakterystyczne dla poszczególnych pod-podklas

Pod-podklasa Związki ulegające hydrolizie Produkty hydrolizy

3 .1 .- .-  ESTRY
3.1.1.- R ’— CO—OR R ’— COOH HO—R
3.1.2 .- R ’— CO— SR R ’— COOH HS— R

OH OH

3.1.3 .- H O —P— OR H O —P— OH HO—R
II II

O O

OH OH

3.1 .4 .- R ’0 — P— OR R ’0 —P—OH H O —R
II II
O O

OH OH OH OH OH OH

3.1.5 .- H O —P— O—P— O—P—OR HO—P— O —P— O - -P— OH H O —R
II II II II II II
O O O O o O

3.1.6.- HSOj—OR h 2s o 4 H O—R

http://rcin.org.pl
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dalszy ciąg tablicy 9

3.2.-.- GLIKOZYDY

3.2.1.- 1H—C—OR 1H—C—OH HO—R
! o 1 o

(O—glikozyd)
l

(cukier)

3.2.2.- IH - C N — H—C—OH NH—
1 o 1 o

(N-glikozyd)
l

(cukier)

3.2.3.- 1 1 H—C—S— | H— O H HS—
1 o 1 o

(S-glikozyd) (cukier)
1

3.3.-.- TIOETERY
3.3.1.- | R’ S R R — OH HS—R

3.4.-.- PEPTYDY
3.4.1.- H 2N —CH—CO —peotyd H2N—CH—COOH (H2N) peptyd

i
R

i
R

3.4.2.- peptydylo— N H — CH —COOH peptyd(COOH) H2N—CH—COOH
i

R
l

R

3.4.3.- H 2N —CH—CO—N H — CH—COOH H2N—CH—COOH H2N—cH—COOH
l
R

l
R,

1
R R,

3.4.4.- peptydy, białka peptydy

3.5.1.

3.5.2,

3.5.3.-

3.5 .4 .-

3.5.5.-
3.5.99.-

3 .5 .- .-  NIEPEPTYDOW E ZW iĄZK l
ZAW IERAJĄCE W IĄZANIE C-N

R’—CO—N—R 
R—CO
! IR’—N— 

amidy cykliczne 

.NH
R—C

^NH, 
amidyny liniowe

XN
1 #R—Cv

XN H 2 

amidyny cykliczne 

R— CN  
różne

R’— COOH  

R— COOH

R’—N H —

R— H

lub

R —CO—N H 2

H N — R

R— C
,N

OH

R— COOH  
różne

/N H 2
C ~0

^ n h 2

N H j

NHj

n h 3
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dalszy ciąg tablicy 9

3 6 .- . -  BEZW ODNIKI KWASOWE 
OH
1

RO— P— O—acyl
II
O

OH

RO—P—OH kwas
II

O

3 .7 .- .-  KETONY
3.7.1 .- | R ’— CO—CH2— R | R ’—COOH H 3C— R

3
3.8.1.-

8 .- . -  HALOGENKI 
— C—chlorowiec 

O R ’
1

RO—P—chlorowiec
II
O

—C— OH H —chlorowiec 

O R’
1

RO— P— OH H —chlorowiec
II '
O

3 9 .- . -  ZW IĄZKI ZAWIERAJĄCE  
W IĄZANIE P — N  

R ’
1

RO—P—N H —
II

O

r
RO —P— OH H 2N — 

O

T a b l i c a  10
Klasa 4 
LIAZY  

Klasyfikacja I.U.B
Według typu wiązania ulegającego niehydrolitycznemu rozszczepieniu (podklasy) i rodzaju grupy

odszczepianej (pod-podklasy)

Podklasy

Typ wiązania 
ulegającego 
niehydroli­

tycznemu roz­
szczepieniu

Liczba 
enzymów 
w pod- 
klasie

Pod-
podklasy

Nazwa pod-podklasy

Liczba 
enzymów  

w pod- 
podklasie

4 .1 .-.

4 .2 .- .-

4 .3 .- .-

4.4.-

4 .5 .- .-

4 .9 9 .- .-

C-C

C-O

C-N

c-s
C-chlorowiec 

Inne

66

34

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 .1 .-

4.99.1 .-

Karboksy-liazy
Aldehydo-liazy
Ketokwaso-liazy

Hydro-liazy
Inne liazy wiązania C-O

Amoniako-liazy
Amidyno-liazy

Liazy węgiel-siarka

Liazy węgiel-chlorowiec 

Inne

39
17
10

28
6

Ogólna liczba liaz 116
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T a b l i c a  11
Klasa 4 
LIAZY

Rozmieszczenie enzymów o różnych grupowych dawnych nazwach, dziś potocznych, w poszczegól- 
nach pod-podklasach klasyfikacji I.U.B.

Pod-
pod-klasy

Nazwy PODKLAS 
Nazwy pod-podklas

Liczba 
enzymów  

w pod- 
podklasie

Dawne grupowe nazwy, 
dziś potoczne *

Liczba
enzymów

w
grupie

4 .1 .- .-  LIAZY W ĘGIEL-WĘGIEL
4.1 .1 .- Karboksy-liazy 39 Dekarboksylazy 37

Karboksylazy 2
4 .1 .2 .- Aldehydo-liazy 17 Aldolazy 14

Ketolazy 1
Liazy 2

4 .1 .3 .- Ketokwaso-liazy 10 Liazy 5
Syntazy 5

4 .2 .- .-  LIAZY WĘG1EL-TLEN
4.2 .1 .- Hydro-liazy 28 Dehydratazy 20

Hydratazy 4
Syntazy 4

4 .2.99.- Inne liazy wiązania C-O (poza hy- 6 Liazy 5
dro-liazami)

Syntaza 1

4 .3 .- .-  LIAZY WĘGIEL-AZOT
4.3 .1 .- Amoniako-liazy 6 Amoniako-liazy 5

Cyklodezaminaza 1
4 .3 .2 .- Amidyno-liazy 2 Liazy 2

4 .4 .- .-  LIAZY W ĘGIEL-SIARKA

4.4.1 .- Liazy węgiel-siarka 6 Liazy 3
Desulfhydrazy 2
Detiometylaza 1

4 .5 .- .- LIAZY WĘG1EL-HALOGENEK 1 1

4 .9 9 .- .- INNE LIAZY 1 1

Ogólna liczba liaz 116

* Tylko nazwy potoczne informują o stwierdzonym doświadczalnie kierunku reakcji.
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T a b l i c a  12

Klasa 4 
LIAZY

Związki biorące udział w równaniach reakcji katalizowanych przez enzymy poszczególnych pod-
podklas

Związki stojące po stronie syntezy*,

Związki stojące po stronie rozpadu* 
(niehydrol ¡tycznego)

Pod-podklasy lub ulegające rozpadowi niehydrolitycz- 
nemu Odszczepiana

grupa

Pozostały związek zawie­
rający (najczęściej) podwój­

ne wiązanie

4 .1 .1 .-
KARBOKSY-LIAZY  
R—COOH

ALDEHYDO -LIAZY
OH

c o 2 RH

4.1 .2 .- R—C— C— R ’
1

H

R— CHO H— C— R ’
1

KETOKW ASO-LIAZY
OH 0

II
— C— c

1
— c —  

1

4 .1 .3 .- —C— C—C— R 
1

— C—
1

H— C— R 
1

H YDRO-LIAZY  
OH H

4.2 .1 .-
I 1

R—C-----C R ’
1 1 

H H

OH OH

h 2o R—C H = C H —R ’

R—C— C— R ’ h 2o R— CO— CH2— R ’
1 1 

H H

OH

0 = C —OH h 2o co2
4 .2.99.- IN NE LIAZY W IĄZANIA C-O

* Tylko nazwy potoczne informują o stwierdzonym doświadczalnie kierunku reakcji (rozpadu, syntezy)
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dalszy ciąg tablicy 12

4 3.1 .- AM ONIAKO-LIAZY
n h 2 h

1 1 
c  c n h 3 —c — C—

4 .3 .2 .-  
4.3.2.1

1 1

AM IDYNO -LIAZY  
N H 2 COOH

/  1
C = N ------CH

\  1 
XN H  c h 2 

/  1 
CH2 COOH

c h 2
1

c h 2
I

CH—N H 2
1

COOH
(Kwas argininobursztynowy)

n h 2
/

C = N H
\
^ N H

c h 2

Ćh 2

c h 2
I

CH—N H 2
1

COOH
(Arginina)

COOH

CH
II

CH
1

COOH
(Kwas fumarowy)

4.3.2.2 COOH COOH
1

N H — -CH n h 2
i

¿ H
II

1 1 
c  c h 2

s  \  1N  i COOH
1 II

(Kwas adenylobursztynowy)

C
^  \

N
1 II

(Kwas ade-
nylowy)
(AM P)

CH
1

COOH
(Kwas fumarowy)

4.4 .1 .-
...

LIAZY W ĘGIEL-SIARKA  
C— C— S— R HS— R O II O

4.5 .1 .- LIAZY W ĘGIEL-HALOGENEK
C—C—Cl HC1 O II O
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T a b l i c a  13
Klasa 5 

IZOM ERAZY
Klasyfikacja I.U.B. według typu izomeryzacji (podklasy) i charakteru przekształcenia (pod-podklasy)

[17] T. K O R Z Y B SK I 3 0 9

Podklasy Typ izomeryzacji

Liczba 
enzymów  
w pod- 
klasie

Pod-
podklasy Charakter przekształcenia

Liczba 
enzymów  
w pod- 

podklasie

5 .1 .- .- Zmiana konfigura­
cji węgla asymet­
rycznego

19 5.1.1.-

5.1.2.-

5.1 .3.- 

5.1.99.-

Zmiany konfiguracji węgla 
asymetrycznego w ami­
nokwasach 

Zmiany konfiguracji węgla 
asymetrycznego w hydro- 
ksykwasach i pochodnych 

Zmiany konfiguracji węgla 
asymetrycznego w węglo­
wodanach 

Zmiany konfiguracji węgla 
asymetrycznego w in­
nych związkach

8

3

7

1

5 .2 .- .- Izomeryzacja
cis-trans

4 4

5 .3 .- .- Oksydoredukcja
wewnątrzcząstecz-
kowa

18 5.3.1.-

5 .3.2.-
5 .3 .3.-

Aldozy-ketozy

Keto-Enolo- 
Przemieszczanie podwój­

nych wiązań

14

1
3

5 .4 .- .- Przemieszczanie
wewnątrzcząstecz-
kowe

4 5.4.1.-

5 .4 .2 .-

5.4.99.-

Przemieszczanie acyli

Przemieszczanie rodnika 
fosforylowego 

Przemieszczanie innych 
grup

1

1

2

5 .5 .- .- Liazy wewnątrz- 
cząsteczkowe

1

5 .99 .-.- Inne rodzaje izom e­
ryzacji

1

10 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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T a b l i c a  14
Klasa 5 

IZOM ERAZY
Rozmieszczenie enzymów o różnych grupowych dawnych nazwach, dziś najczęściej potocznych, 

w poszczególnych pod-podklasach klasyfikacji I.U.B.

Pod-
podklasy

Charakter przekształcenia

Liczba 
enzymów 
w pod- 

podk lasie

Dawne grupowe nazwy, 
potoczne

Liczba
enzymów

w
grupie

5.1.-

5.1.1.-

5 .1 .2 .-

5 .1 .3 .- 

5.1.99.-

- .-  ZM IAN A K O N FIG U RAC JI \ 

R # R
1 1 

X —C—Y  Y — C—X
1 1 
R ’ R ’

w aminokwasach 
w hydroksykwasach

w węglowodanach

w innych związkach

WĘGLA

8

3

7

1

^SYMETRYCZNEGO (19

Racemazy

Epimerazy
Racemazy
Epimerazy
Epimerazy
Mutarotaza
Racemaza

enzymów)

6

2
2
1
6
1
1

5 .2 .- .-  IZOMERYZACJA C1S-TRANS  Izomerazy 4

5.3.-
5.3.1.-
5 .3 .2 .-
5 .3.3.-

- .-  OKSYDO REDUK CJA W EW i 
Aldozy-Ketozy 
Keto- Enolo-
Przemieszcz:anie podwójnych wią­

zań

JĄTRZCZ.
14

1
3

\STEC ZK O W A (18 enzyir 
Izomerazy 
Tautomeraza 
Izomerazy

ów)
14

1
3

5.4.-
5 .4.1.-
5 .4 .2 .-

5 .4.99.-

PRZEMIESZCZENIE W EW N  
Przemieszczanie acyli 
Przemieszczanie rodnika fosfory- 

1 owego
Przemieszczanie innych grup

ĄTRZCZĄ
1
1

2

STECZKOWE (4 enzymy) 
Acylomutaza 
Fosfomutaza

Mutazy

1
1

2

5 .5 .- .-  LIAZY W EW NĄTRZCZĄSTECZKOWE (Cykloizomeraza) j 1

5 .9 9 .-.-  IN N E IZOM ERAZY Izomeraza 1
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T a b l i c a  15
Klasa 6 

LIGAZY
Klasyfikacja I.U.B. według typu powstałego wiązania (podklasy) i rodzaju powstałego związku 
(pod-podklasy) w reakcjach syntezy z nieodzownym udziałem ATP lub związku podobnego, według 

równania A + B + A T P  =  A B + A D P  +  P (lub: A B + A M P + P P )

Podklasy
Typ

powstałego
wiązania

Liczba 
enzymów  
w pod- 
klasie

Pod
podklasy

Rodzaj powstającego 
związku

Liczba 
enzymów  
w pod- 

podklasie

6 .1 .- .- C-O 12 6.1.1.- Am inoacylo-sRNA 12

6 .2 .- .- C-S 7 6.2 .1 .- Acylotiol 7

6 .3 .- .- C-N

•

23 6.3 .1 .-
6 .3 .2 .-
6 .3 .3.-
6 .3 .4 .-
6 .3 .5.-

Amidy
Peptydy
Związki pierścieniowe 
Różne związki 
Przeniesienie amidowej 

grupy N H 2 z  glutaminy 
na akceptor

3
11

1
5
3

6 .4 .- .- C-C 4 6.4 .1 .- wiązanie CO2 4

Ogólna liczba ligaz 46

T a b l i c a  16
Klasa 6 

LIGAZY
Rozmieszczenie enzymów o różnych grupowych dawnych nazwach, dziś (najczęściej) potocznych, 

w poszczególnych pod-podklasach klasyfikacji I.U.B

Pod-
podklasy

Rodzaje powstającego 
związku

Liczba 
enzymów  

w pod- 
podklasie

Dawne grupowe 
nazwy, potoczne

Liczba 
enzymów 
w danej 
grupie

6 .1 .- .- TW ORZENIE W IĄZANIA C-O (12 enzymów)
6.1.1.- Am inoacylo-sRNA 12 Syntetazy | 12

6 .2 .- .- TW ORZENIE W IĄZANIA C-S (7 enzymów)
6.2.1.- Acylotiol 7 Syntetazy 7

6 .3 .- .- TW ORZENfE W IĄ ZANIA C-N (23 enzymy)
6.3.1.- Amidy 3 Syntetazy 3
6 .3 .2 .- Peptydy 11 Syntetazy 11
6.3.3.- Związki pierścieniowe 1 Syntetaza 1
6.3 .4 .- Różne związki 5 Syntetazy 5
6.3.5.- Przeniesienie amidowej gru­ 3 Syntetazy 3

py z glutaminy na akcep­
tor

6 .4 .- .- TWORZENIE W IĄ ZANIA C-C (4 enzymy)
6.4.1.- W iązanie CO2 4 Karboksylazy 4

10* http://rcin.org.pl
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T a b l i c a  17
Klasa 6 

LIGAZY
Związki biorące udział w reakcjach syntezy katalizowanych przez enzymy poszczególnych pod-

podklas
We wszystkich przypadkach nieodzowny jest rozkład ATP na A D P lub AM P

Pod-
podklasy

Związki wyjściowe Produkty syntezy

6.1.1.- Aminokwas +  sR N A Am inoacylo-sRNA

6.2 .1 .- Kwas +  HS-CoA Acylo-CoA

6.3 .1 .- Aminokwas +  H 2N -R Amid aminokwasu
6.3 .2 .- (Amino)kwas’ +  aminokwas” N -A cylo’-aminokwas” (lub peptyd)

6.3.3.1. 5’-fosforybozylo-formyloglicynamidyna 5’-fosforybozylo-5-aminoimidazol
(FGAM ) (zamknięcie pierścienia imidazolowego)

6 .3 .4 .- Różne Różne
6.3 .5 .- G lutam ina+akceptor (przeniesienie N H 2 Kwas g lutaminowy+ akceptor-NH2

amidowego glutaminy na akceptor)

6.3.5.3
FGAR . FGAM

f Glu-NH2 ' ̂  i Glu
\ atp \ADP+P

6.4.1.- C 0 2 grupa karboksylowa

RH + C02 \ R-COOH

ATP - ^*^ADP + P
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W ŁO D ZIM IERZ NIEMIERKO*

Znaczenie odkryć Marii Skłodowskiej-Curie dla biochemii 

The Role of Discoveries of Maria Skłodowska-Curie for Biochemistry

T h e lec tu r e  sh o w s h o w  th e  sp len d id  d isc o v e r ie s  of M aria  S k ło d o w sk a -C u rie  
h a v e  g iv e n  to  b io c h e m is try  th e  p o w er fu l m eth od  o f tracer  e le m e n ts  and h a v e  
p ro v id ed  a n e w  in sig h t in  th e  d y n a m ic  s ta te  of l iv in g  stru c tu res and bod y  c o n ­
s t itu e n ts .

PANIE PRZEWODNICZĄCY!
SZANOW NI SŁUCHACZE!

W ciągu ostatnich lat trzydziestu  obserw ujem y niezw ykle bujny  roz­
wój biochemii — nauki, k tóra bada procesy życiowe od ich strony che­
m icznej. Ten rozkw it, jak  zobaczymy dalej, biochemia w dużej m ierze 
zawdzięcza pracom  M arii Skłodowskiej-Curie i P io tra  Curie nad pro­
mieniotwórczością, pracom , które rozpoczęte w ostatn ich  latach ubiegłe­
go stulecia już w kilka lat później pozwoliły tym  uczonym odkryć, w y­
odrębnić i zbadać p ierw iastk i radioaktyw ne polon i rad  i w ykryć w ten 
sposób zupełnie nowy rodzaj zjaw isk fizycznych. Badania te prowadzo­
ne dalej przez licznych badaczy w konsekw encjach swoich doprowadziły, 
jak  wiemy, do zrew olucjonizowania całej fizyki i chemii, do nowego po­
glądu na budowę m aterii, do poznania s tru k tu ry  atom u i jego jądra, do 
w ykrycia izotopów i sztucznej promieniotwórczości oraz do możliwości 
przekształcania jednych pierw iastków  w drugie.

I w łaśnie te w spom niane przed chwilą konsekwencje badań naszej 
wielkiej rodaczki, po latach jak  gdyby inkubacji, dały w  ręce biochemii, 
w sposób niem al nagły i zupełnie nie oczekiwany, całkowicie nowe mo­
żliwości badawcze, które z kolei zrew olucjonizowały biochemię i zmu­
siły nas, jak  postaram  się wykazać, do patrzenia innym i oczyma na pro­
cesy chemiczne zachodzące w organizm ach żywych.

Przypom inają mi się w tym  m iejscu prorocze słowa M arcelego Nenc­
kiego: ,,nie w ątpię, mówił, że nasze zam iary przez nowe pokolenia ba­

* P rof. dr, Z ak ład  B io ch em ii, In sty tu t  B io lo g ii D o św ia d cza ln e j im . M. N e n c k ie ­
go P A N , W arszaw a.

R efera t w y g ło sz o n y  p od czas V  S y m p o zju m  P o lsk ieg o  T o w a r z y stw a  B io ch em ic z ­
nego  w  dn iu  28 w r ze śn ia  1967 r. w  K ra k o w ie  na U ro czy ste j S e sj i N a u k o w ej p o ś w ię ­
conej M arii S k ło d o w sk ie j-C u r ie  z ok azji se tn e j ro czn icy  jej urodzin .
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daczy zostaną osiągnięte i że nasi następcy będą mieli cele, których m y 
obecnie nie przeczuw am y”. Słowa te wypowiedziane były przez N enckie­
go w czasie jego odczytu wygłoszonego właśnie tu  w Krakowie w roku 
1900, na rok przed śm iercią; w tym  więc okresie, w  k tórym  M aria Skło- 
dowska-Curie dopiero rozpoczynała swoje prace.

Nie bylibyśm y jednak spraw iedliw i, gdybyśm y chcieli pom niejszyć 
ogromny wysiłek niezliczonej rzeszy uczonych, którzy od wielu dziesiąt­
ków lat, i naw et jeszcze dużo wcześniej, usiłowali poznawać procesy ży­
ciowe, a w tym , jeżeli tak  się można wyrazić, i chemię życia. I sądzę n a ­
wet, że jedynie wówczas, gdy dobrze uświadom im y sobie w spaniałe 
w istocie, chociaż zarazem  nie w ystarczające, osiągnięcia badaczy lat m i­
nionych, dopiero wówczas będziemy mogli lepiej ocenić i podziwiać zdo­
bycze biochemii współczesnej.

Już na początku ubiegłego stulecia, w roku 1804 Jędrzej Śniadecki 
w klasycznym  dziele swoim pt.: ,,Teoria jestestw  organicznych” tak  cha­
rakteryzow ał procesy życiowe: „Organizm  znajduje  się w stanie ciągłej 
zmienności. Jakkolw iek postać zew nętrzna istoty, budowa i skład każde­
go organu przez długi przeciąg czasu nie ulega zmianie, ale m ateria, 
z jakiej organizm się składa, odm ienia się co chwila. Indyw idua żyjące 
odm ieniając ciągle m aterię, k tóra je składa, form ują się z coraz innej — 
lubo zawsze z tych sam ych naw et pierw iastków  i w tej samej naw et p ro­
porcji. Więc w szystkie jestestw a żyjące organizują się bezprzestannie; 
czyli, co na jedno jest, całe życie jest jednym  i nigdy nieustającym  pro­
cesem organicznym , jest ciągłą przem ianą form y, w danej zaś form ie 
ciągłą przem ianą m aterii” .

Te niem al nowocześnie brzm iące sform ułow ania Śniadeckiego o p rze­
szło sto lat w yprzedziły panujące wówczas, i długo jeszcze później, po­
glądy biologów, fizjologów i chemików. Poglądy Śniadeckiego oparte były 
raczej na genialnej in tu icji i w nikliw ej spostrzegawczości niż na m ate­
riale faktycznym , który  wówczas był niezm iernie nikły. Dopiero daleka 
przyszłość w ykazała całą słuszność tych poglądów; niezw ykłą zaś ich 
trafność można było w pełni ocenić jedynie w  czasach współczesnych, gdy 
zastosowanie m etodyki izotopowej, obok oczywiście innych technik, do­
prowadziło biochemię do eksperym entalnego stw ierdzenia stanu  dyna­
micznego wszystkich, a przynajm niej znacznej większości składników  
ciała i s tru k tu r biologicznych, na poziomie całego organizm u, jego na ­
rządów, tkanek i komórek, na poziomie s tru k tu r subkom órkowych i na 
poziomie m olekularnym .

Jakżeż długa i trudna była droga, k tóra doprowadziła do tych w yżyn 
współczesnej biochemii. Droga ta wiodła, jak  zawsze to bywa, poprzez 
kręte ścieżki wiedzy, poprzez szczęśliwe przypadki, k tóre jednak, jak  
ktoś powiedział, sprzy jają  tylko tem u, kto wie, jak  starać się o ich wzglę­
dy* poprzez wzloty i upadki, ale zawsze i być może przede w szystkim  po­
przez w ytrw ałą i ciężką pracę.
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Biochemia w jej obecnym  rozum ieniu za czasów Śniadeckiego w łaś­
ciwie jeszcze nie istniała. Trudno było więc mówić o procesach chemicz­
nych w organizm ach żywych, gdy dopiero w czasach znacznie później­
szych, zaczynały pojaw iać się i stopniowo grom adziły się dane o podsta­
wowych składnikach chemicznych organizmów żywych: tłuszczach, w ę­
glowodanach, białkach, kwasach nukleinow ych; a  obok tego — wiadomości
0 istn ien iu  i w ytw arzaniu  w organizmie setek, a naw et tysięcy, różno­
rodnych drobnocząsteczkowych związków organicznych, o k tórych roli
1 znaczeniu przez długie lata niewiele się wiedziało.

Ten dział biochemii, tak  zwana sta tyka  biochemiczna, trak tu jący
0 składnikach ciała, ogromnie się rozw ijał w ciągu całego XIX wieku; 
nowsze zaś, już współczesne, badania doprowadziły obecnie do niem al 
całkowitego w yjaśnienia s tru k tu ry  ogromnej większości naw et n a jb a r­
dziej złożonych substancji, jakim i są białka i kwasy nukleinowe.

Aby należycie ocenić wielkość tych  osiągnięć w ystarczy zacytować 
zdanie w ybitnego biochem ika wiedeńskiego O. F ürtha  z jego pięknego, 
najpiękniejszego jaki znam, podręcznika chemii fizjologicznej, k tóry uka­
zał się w dw udziestych latach bieżącego wieku. ,,Każdy biochemik, pisze 
Fürth , wierzy, że przyjdzie dzień, w którym  cząsteczka białkowa pozna­
na będzie tak  dalece, że każdy z tysięcy atomów, k tóry  wchodzi w jej 
skład, znajdzie w niej swoje ściśle określone miejsce. Ale każdy z nas 
wie zarazem, dodaje ten autor, że tego dnia się nie doczeka”. A jednak
1 te m arzenia, aczkolwiek na razie tylko dla kilku najprościej zbudowa­
nych białek, już zaczęły się spełniać. W ykorzystując zdobycze w ielu 
nauk — jak fizyka, chemia, histologia, cytologia, histochem ia — i stosu­
jąc najróżnorodniejsze m etody badawcze, z k tórych część, na przykład 
m etody autoradiograficzne i m ikroskopia elektronow a, zawdzięczają 
swoje powstanie w łaśnie odkryciu promieniotwórczości, posiadam y obec­
nie bogatą wiedzę nie ty lko o budowie chemicznej substancji wchodzą­
cych w skład organizmów żywych, lecz często znam y ponadto dokładne 
rozmieszczenie tych substancji w poszczególnych s truk tu rach  i m ikro­
struk tu rach  biologicznych.,

A jednak sta tyka  biochemiczna, naw et tak  szeroko pojęta, jak to przed 
chwilą podałem , stanow i zaledwie w stęp do głównego zadania biochemii, 
jakim  jest poznanie całokształtu procesów chemicznych zachodzących 
w organizmie żywym, poznanie ich wzajem nego powiązania ze sobą i ich 
roli i znaczenia w poszczególnych zjaw iskach życiowych. Ta obszerna 
dziedzina, nazyw ana dynam iką biochemiczną, okazała się o wiele, wiele 
trudniejszą do opanowania; niem niej jednak już od bardzo daw na usiło­
wano równolegle prowadzić system atyczne prace również i w tym  kie­
runku.

Już daw niejsze badania w skazyw ały na to, że pokarm  przyjm ow any 
przez organizm  zwierzęcy, i bez którego organizm  nieuchronnie ginie 
śmiercią głodową, spełnia dwojakiego rodzaju zadania. Z jednej strony
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dostarcza on m ateriału  budulcowego, co szczególnie w yraźne jest w przy ­
padku organizm u rosnącego; z drugiej zaś strony, dostarcza on energii 
zaw artej w pokarm owych związkach organicznych; energii w ykorzysty­
w anej przez ustró j w  procesach utlenienia i przekształcanej w inne fo r­
my energii potrzebnej organizmowi, jak  energia kinetyczna ruchu, ciepło 
itd. Już Lavoisier sądził, że oddychanie jest spalaniem  i p rzy  pomocy 
nader prostych, lecz bardzo pom ysłowych m etod mógł zmierzyć ilość 
ciepła w yprodukowanego przez zwierzę. W końcu XIX wieku i na po ­
czątku bieżącego stulecia dzięki badaniom  głównie R ubnera, Benedicta 
i A tw atera przy pomocy o wiele bardziej skom plikowanej, lecz bardziej 
precyzyjnej techniki kalorym etrii bezpośredniej i pośredniej oraz resp i- 
rom etrii udało się nie tylko dokładnie zmierzyć ogólną produkcję energii 
w różnych stanach fizjologicznych człowieka, psa i innych zwierząt, lecz 
ponadto można było, oznaczając jedynie ilość pobranego w czasie oddy­
chania tlenu i wydalonego C 0 2, H 20  oraz związków azotowych w moczu, 
obliczyć ilości białek, tłuszczów i węglowodanów, które zostały w orga­
nizmie spalone.

I tu  napotykam y od razu na ogromną trudność zrozum ienia tych 
procesów. W spomniane substancje pokarm owe są poza organizm em  b a r­
dzo stabilne; aby rozłożyć je in vitro, a cóż dopiero aby je spalić, m usieli­
byśm y zastosować najbardziej drastyczne środki chemiczne i bardzo w y­
soką tem peraturę. Tymczasem w ustro ju  zwierzęcym  substancje te u le­
gają całkow item u rozpadowi bardzo szybko i gładko w środow isku obo­
jętnym , w tem peraturze zwykle poniżej 40°, u zw ierząt zaś zm ienno- 
cieplnych często w tem peraturze jeszcze znacznie niższej.,

Już od daw na w ykryto  w organizm ach żywych swoiste czynniki, pod 
których wpływem  w tak  odm ienny sposób i tak  szybko mogą zachodzić 
różnorodne procesy chemiczne. Czynnikam i tym i są w ytw arzane w ustro ­
ju  enzym y — potężne katalizatory , które w sposób bardzo specyficzny 
ogromnie przyspieszają i jak  gdyby in ic ju ją  przebieg poszczególnych 
reakcji chemicznych. Pomimo w ieloletnich badań nad enzym am i, aż do 
dwudziestych lat bieżącego stulecia na tu ra  chemiczna enzym ów pozosta­
w ała zupełną tajem nicą.

W ysuwano co praw da już dawno przypuszczenia, że enzym y są jakim iś 
białkam i, lecz pierwsze dowody przem aw iające za słusznością tego poglą­
du uzyskano dopiero wówczas, gdy w  roku 1926 badaczowi am erykań­
skiemu Sum nerow i udało się wyizolować i otrzym ać w form ie k ry sta ­
licznej ureazę, enzym  rozkładający mocznik na am oniak i dw utlenek 
węgla: enzym ten okazał się białkiem. Od tego czasu wyodrębniono, 
oczyszczono i scharakteryzow ano, Około dw ustu różnych enzymów, nie­
m al połowę z nich udało się uzyskać w stanie krystalicznym ; i wszystkie 
bez w yjątku  z poznanych dotychczas enzym ów okazały się białkami.

Niewątpliwie, jedną z głównych przyczyn tego, że w ciągu ty lu  lat 
na tu ra  enzymów pozostawała nieznaną, było to, że nader często są one
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obecne w organizm ach żywych w ilościach znikomo małych, katalitycz­
na zaś ich aktyw ność jest zdum iewająco wielka. Tak na przykład, pod 
w pływ em  jednej cząsteczki enzym u — katalazy w ciągu zaledwie jednej 
m inu ty  może ulec rozpadowi kilka milionów cząsteczek wody utlenionej 
na wodę i tlen . Enzym ten w ystępuje w różnych tkankach zwierzęcych, 
a m iędzy innym i — we krwi. Zapewne każdy z nas miał możność zoba­
czyć działanie katalazy: roztw ór wody utlenionej nalany na najd robn iej­
szą krw aw iącą rankę natychm iast zaczyna się pienić na skutek ogrom­
nej ilości w ydzielających się drobniutkich pęcherzyków tlenu.

W yśw ietlenie m echanizm u działania poszczególnych enzymów stanowi 
obecnie jeden z najw ażniejszych działów współczesnej biochemii; zasto­
sowanie izotopów prom ieniotwórczych i izotopów trw ałych odgrywa 
w tych  badaniach pierwszorzędną rolę.

F ak t w ystępow ania w organizm ach żywych tak  dużej ilości różnorod­
nych enzymów, katalizujących wielką ilość różnorodnych procesów che­
m icznych, nasuw a przypuszczenie, że procesy te muszą, a  przynajm niej 
mogą zachodzić również i w sam ym  organizmie. Tymczasem, wbrew  ocze­
kiwaniom , w ustro ju  jak  gdyby praw ie nic nie ulegało zmianie. Analiza 
chemiczna ciała zwierzęcia znajdującego się w stanie równowagi fizjo­
logicznej w ykazuje, że skład chem iczny jego narządów, tkanek, krw i itd. 
pozostaje niem al zawsze taki sam.

I pomimo tego, że możemy — jak w spom niałem  — w dość prosty spo­
sób zbadać, jaka ilość białek, tłuszczów i węglowodanów w danym  okre­
sie czasu uległa w ciele przem ianom , nie w iem y jednak, bez zastosowa­
nia jakichś specjalnych zabiegów, jakim i drogami te przem iany zaszły. 
Gdy zwierzę p rzy jm uje pokarm , m am y jeszcze poniekąd możność śledze­
nia za tym , co się dzieje z tym  pokarm em  w przewodzie pokarm owym  pod 
wpływ em  soków traw iennych. Na ten tem at posiadam y zresztą cały sze­
reg ciekawych, aczkolwiek niekom pletnych, danych uzyskanych już 
w dość odległych czasach. Lecz z chwilą gdy straw iony pokarm  zostaje 
w chłonięty i znika z przewodu pokarm owego, znika on jak gdyby również 
i z oczu badacza.

W iemy obecnie, że dzieje się tak  dlatego, że w organizmie żywym pa­
nuje jakaś niezw ykła harm onia: wszystkie procesy życiowe, które obser­
w ujem y w ustro ju , są ściśle ze sobą powiązane i podporządkowane całości. 
H arm onia ta dotyczy również procesów chemicznych, k tórych przebieg 
jest w subtelny  sposób regulow any i kontrolow any przez układ nerw owy 
i przy pomocy m echanizm ów n a tu ry  chemicznej. W skutek tej doskona­
łej koordynacji procesy chemiczne przebiegają w ustro ju  tak  sprawnie, 
że niem al nie zostaw iają po sobie żadnego uchw ytnego śladu; dlatego też 
zaobserwować możemy łatw o jedynie ostateczne, końcowe produkty prze­
mian: a więc C 0 2, H20 , mocznik i niektóre inne związki.

W ciągu wielu osta tn ich  dziesiątków lat wysiłki badaczy skierowane
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były na to, aby w jakiś sztuczny sposób zmienić, zakłócić lub naw et prze­
rwać harm onijny przebieg procesów chem icznych i doprowadzić w ten  
sposcb do nagrom adzania się w łaśnie przejściow ych produktów  przem ia­
ny, co — jak  można było sądzić — pozwoliłoby niejako odtworzyć prze­
byte drogi. Badano więc na przykład organizm  pozbaw iony jakiegoś w aż­
nego narządu, bądź same narządy izolowane, na przykład w ątrobę, lub 
mięśnie, bądź jedynie skraw ki z tych narządów, w których zachowane 
były jeszcze nieuszkodzone kom órki; badano rów nież oddzielone ze znisz­
czonych kom órek poszczególne s tru k tu ry  subkomórkowe, i wreszcie, ba­
dano wyodrębnione i oczyszczone enzymy.

W ten sposób, schodząc coraz to niżej po szczeblach h ierarch ii orga­
nizacyjnej ustro ju , badacze uzyskiw ali coraz to nowe, aczkolwiek frag ­
m entaryczne dane o poszczególnych przejściow ych etapach reakcji chem - 
m icznych i o zjaw iających się .przelotnie substancjach, k tórych obecność 
daw ała możność jak  gdyby zrekonstruow ać to wszystko, co się dzieje 
i w norm alnym  ustro ju  jako całości i w poszczególnych jego struk tu rach .

Na podstawie tego rodzaju  doświadczeń powstał w pierw szych dzie­
siątkach lat bieżącego stulecia w spaniały dział biochemii, dotyczący prze­
m ian pośrednich. Przem iany te zachodzą poprzez długi ciąg szybko po 
sobie następujących reakcji chemicznych; zostały one m niej lub więcej 
dobrze poznane zarówno od strony  tow arzyszących im  procesów energe­
tycznych, jak  i od strony  enzymów biorących w nich udział; poznana 
została również lokalizacja niektórych procesów chemicznych w komórce. 
W szystko to razem  wzięte dawało badaczom  wgląd w pow iązania pom ię­
dzy s truk tu ram i biologicznym i a ich funkcjam i.

W stosunku do opisanej powyżej m etodyki można jednak postawić 
dwojakiego rodzaju zastrzeżenia. Po pierwsze, ¡schodząc, jak  to zaznaczy­
łem, coraz to niżej w hierarch ii organizacyjnej ustro ju  coraz to bardziej 
oddalam y ,się od norm alnego przebiegu zjawisk, które zachodzą w  ustro ­
ju  jako całości; dlatego też n ie możemy mieć całkow itej pewności, czy 
procesy, któreśm y odtw orzyli, rzeczywiście zachodzą w organizmie, czy 
tylko m ogłyby zachodzić, i czy w skutek tego nasze rozum ow ania nie do­
prowadzą nas do wręcz błędnych wniosków. Znany jest na ten tem at żar­
tobliw y przykład przytaczany przez jednego z biochemików: jeżeli ja ­
kiś zdolny m echanik znajdzie połam any na kawałeczki samochodzik, czy 
coś innego w tym  rodzaju, będzie on mógł, nie wiedząc o co tu  chodziło, 
wybudować sobie z tych kawałeczków jakiś zupełnie inny przyrząd. Po 
drugie, należy pam iętać ponadto o jeszcze innej trudności w badaniach 
biochemicznych: igdy pow stają w przebiegu jakiejś reakcji chemicznej 
cząsteczki tych lub innych  substancji, natychm iast m ieszają się one z in ­
nym i już obecnymi uprzednio w  organizmie, i my nie jesteśm y w stanie 
rozróżnić cząsteczek jednych od drugich i poznać, z czego jaka substan­
cja pow stała i w co została przekształcona.

http://rcin.org.pl



[71 M A R IA  SK ŁO D O W SK  A -C U R IE 319

I w tym  w łaśnie momencie w kraczam y w zupełnie nowy okres roz­
woju badań biochem icznych, okres będący właśnie konsekw encją badań 
M arii Skłodow skiej-Curie, w  którym  przy użyciu izotopów po raz p ierw ­
szy otrzym ujem y możność rozróżniania poszczególnych cząsteczek, moż­
ność śledzenia bezpośrednich przekształceń jednych substancji w drugie 
i badania ich w ędrów ek w obrębie organizm u.

Jak  dobrze wiadomo, izotopy danego pierw iastka posiadają różny cię­
żar atomowy, ale jednakow ą ilość (protonów w jądrze i jednakow ą ilość 
elektronów  wokół jądra. S tąd też właściwości chemiczne poszczególnego 
pierw iastka i jego izotopu są prak tycznie biorąc identyczne.

Jeżeli w prow adzim y do .cząsteczki jakiegoś związku chemicznego za­
m iast zwykłego pierw iastka jego izotop, nie zmienim y własności chem icz­
nych tej substancji, nie będziemy naw et mogli odróżnić tej cząsteczki 
przy pomocy m etod chemicznych od innych  cząsteczek, i co ważniejsze — 
jak  się okazuje — i organizm  nie odczuje żadnej różnicy. Związek ten 
będzie się zachowywał w u stro ju  jak  związek norm alny, będzie on je d ­
nak jak  gdyby oznakow any obecnością tego izotopu.

Za pomocą określonych metod fizycznych m am y możność w ykryć ten 
izotop w ustro ju , w którym ś z jego narządów , w jego tkankach  i kom ór­
kach; i jeżeli stw ierdzim y jego obecność w jakim ś innym  związku niż 
ten, w k tórym  się znajdow ał — m ożem y sądzić, że nowy związek w ytw o­
rzył się w organizmie ze znakowanego zwiążku podanego.

Po raz  pierw szy zastosował m etodę izotopową w badaniach na orga­
nizm ach żywych biochemik pochodzenia węgierskiego, Hevesy; lecz chy­
ba najw iększe, przełomowe i najisto tn iejsze zdobycze osiągnął w te j dzie­
dzinie Schoenheim er, k tó ry  w  latach 1935 do 1941 (roku jego przed­
wczesnej śmierci) ogłosił ze sw ym i współpracownikam i piękną iserię prac 
z tego zakresu. Badania te nie tylko w ykazały, że <nowa m etoda jest dla 
biochem ii niezw ykle płodna, lecz ,co ważniejsze, doprowadziły w krótce 
do całkow itych i rew olucyjnych zmian w naszych poglądach na charak ­
ter procesów biochem icznych.

Nie m am  obecnie możliwości bliższego zatrzym ania się na tym  fas­
cynującym  okresie, k tó ry  przeżyw ała w owych czasach biochemia, okre­
sie, k tóry  tak  żywo pam iętam  i  k tóry  trw a  właściwie i nadal. Dlatego też 
spróbuję jedynie w krótkich  słowach i jak  najbardziej ogólnie, i w sposób 
oczywiście bardzo uproszczony, scharakteryzow ać pow stający wówczas 
przed nam i obraz.

W edług daw niejszych poglądów ciało zwierzęcia jest jak  gdyby m a­
szyną. N arządy i tkanki, z k tó rych  jest ono zbudowane, są czymś trw a­
łym; zużyw ają się one ,bardzo powoli i tylko .stopniowo są odnawiane. 
Pokarm  jest paliwem ; zaw arta w nim  energia chemiczna u trzym uje „m a­
szynę zw ierzęcą” w stanie czynności i ruchu . W organizmie dorosłym  
tylko nieznaczna część pokarm u służy do celów budulcow ych, to jest do 
odnawiania powoli zużyw ających się tkanek. P rzy  wzmożonej czynności
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organizm  wym aga ,dodatkow ych źródeł energii, w czasie zaś spoczynku 
przemia'ny zachodzą w nim  w ¡skali nieznacznej.

Jakżeż inny jest obecny pogląd na te spraw y. .Wszystkie bez w y ją tku  
składniki chemiczne ciała znajdu ją  się, jak  to określił Schoenheim er, 
,,w stanie dynam icznym ”. Żyw y organizm  jest chemicznie czynny stale, 
bez najm niejszej przerw y. W ciele ludzkim  i w ciele ,zwierząt, a rów nież
i w innych organizm ach żywych, tylko pozornie niew iele się dzieje. Ba­
dania współczesne w ykazują, że m niej lub więcej in tensyw ne przem iany 
zachodzą nie tylko w takich czynnych narządach  jak  mięśnie, serce, w ą­
troba, nerka, mózg, lecz i w takich pozornie inertnych  — jak  ścięgna, 
kości, skóra. P rzy  pomocy techniki izotopowej uw idoczniają się p rzem ia­
ny chemiczne zachodzące w pojedynczych ^komórkach i w subtelnych 
s truk tu rach  subkomórkowych, dobrze stosunkowo poznanych w ostatn ich  
latach za pomocą m ikroskopii elektronow ej i innych  nowoczesnych m e­
tod. Dzięki tem u zarysow uje się prz*ed nam i zupełnie nowy obraz kom ór­
ki żywej, której wszystkie organelle znajdu ją  się w stan ie  dynam icznym .

Jeżeli już daw niejsze badania w skazyw ały na nie spotykane nigdzie 
w świefeie nieożywionym, niezw ykłe i swoiste cechy organizm u żywego, 
jako harm onijn ie funkcjonującej całości, to w św ietle nowszych poglą­
dów biochem icznych (które starałem  się .tu Państw u w tak  w ielkim
i uproszczonyrrj skrócie przedstawić) te swoiste cechy organizm u żywego 
w ydają się jeszcze bardziej zdum iewające. Jeżeli zaś uświadom im y sobie, 
że p rzynajm niej niektóre fragm enty  tych procesów biochem icy współ­
cześni już potrafią odtw orzyć poza organizmem , powinno to nas napaw ać 
dużą radością.

W niew ielkiej, ciekawej .książeczce angielskiego biologa Roystona 
Clowes’a, która dopiero co się ukazała pod nazwą „S truk tu ra  (Życia” , 
w nagłówku ostatniego rozdziału zatytułow anego „Nowa Biologia” , 
umieszczone są jako m otto następujące słowa W instona Churchilla: „To 
nie jest kctaiec. To n ie  jest naw et początek końca. ,Być może jest to jed ­
nak koniec początku”.

Słowa te odnoszą się praw dopodobnie do okresu ostatn iej w ojny; 
jeżeli chciałoby się te słowa zastosować do współczesnej biochemii, sądzę, 
że należałoby je nieco zmienić: To nie jest jeszcze koniec, to nie jest na­
w et początek końca, ani koniec początku. Nie ulega jednak żadnej w ąt­
pliwości, że to, co dały nam  badania n ad  prom ieniotwórczością, dało za­
razem  początek nowej ery w biochemii.

Niech mi wolno będzie na zakończenie re fe ra tu  jeszcze raz zacytować 
słowa Marcelego Nenckiego: „Zadań czekających na rozw iązanie jest n ie­
skończona ilość (i pojedynczy badacz przepracow aw szy całe swe życie 
widzi, jak jedne pokolenia po drugich kroczyć i pracow ać muszą, a końca 
badań nie ujrzą. Za fto wiedza nasza będzie coraz obszerniejsza i głęb­
sza — a korzyść praktyczna coraz w iększa”.
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Przypuszczam , że bardzo duża ilość pracow ników naukow ych jest 
przekonania o tym , ,że proces zdobywania w iedzy może dawać większe 
zadowolenie niż jej zdobycie. Dlatego też słowa Marcelego Nenckiego 
pow inny dodawać nam  wielkiej otuchy, szczególnie wówczas, gdy m am y 
przed sobą obraz M arii Skłodowskiej-Curie, k tóra swoim wielkim  dzie­
łem  i przykładem  całego swego wspaniałego i skromnego życia wskazała 
nam, jak należy i jak  można służyć dla dobra ludzkości.
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Sprawozdania

V Krajowe Sympozjum Biochemiczne w Krakowie

W  dn iach  od 28 do 30 w r ze śn ia  1967 roku  o d b y w a ło  s ię  w  K ra k o w ie  V K ra jo w e  
S y m p o zju m  B io ch em ic zn e . O brady zo sta ły  o tw a r te  u ro czy stą  S e sją  p o św ięco n ą  
M arii S k lo d o w sk ie j-C u r ie . S e sj i tej p rz ew o d n ic zy ł prof. dr K a zim ierz  Z a k rzew sk i. 
Z n a czen ie  od k ry ć  M arii S k lo d o w sk ie j-C u r ie  o m ó w ili prof. dr B o gd an  K a m ień sk i, 
p rof. dr W ło d z im ierz  N iem ierk o , prof. dr H en ry k  N ie w o d n ic z a ń sk i i doc. dr T a d e­
usz S zczep k o w sk i.

W  cza sie  S y m p o zju m  o d b y ły  s ię  d w a  k o lo k w ia  —  p ierw sze  p o św ięc o n e  e n z y ­
m om  m eta b o lizm u  z w ią zk ó w  sia rk i, d ru g ie  d o ty czy ło  e n zy m ó w  n u k le o lity cz n y c h .  
R ó w n o leg le  to c z y ły  s ię  obrady  w  d w u  sek cja ch , na k tó ry ch  p rzed sta w io n o  k o m u ­
n ik a ty  z różn y ch  d z ied zin  o b razu jące  c a ło k sz ta łt  p rac  b io ch em iczn y ch  p ro w a d zo ­
n ych  o b ecn ie  w  P o lsce . O gółem  zg ło szo n o  12 r e fe r a tó w  k o lo k w ia ln y ch  i 120 d o n ie ­
sie ń  na te m a ty  różn e. W  S y m p o zju m  w z ię ło  u d zia ł 297 osób . L iczb a  k o m u n ik a tó w  
n a d es ła n y ch  przez  p o szc z eg ó ln e  ośrod k i w y n o siła :  W arszaw a 33, K ra k ó w  17, P o z ­
nań  15, G d ań sk  12, T oruń 10, Ł ódź 9, 'Z a b rze-R ok itn ica  8, W ro cła w  7, L u b lin  7, 
B ia ły s to k  4, G liw ic e  3, S zczec in  3, O lszty n  1, za g ra n iczn y ch  3 k o m u n ik a ty . Z o rg a ­
n izo w a n o  r ó w n ież  w y s ta w ę  firm y  P h a rm a c ia  z 'U ppsali i w y s ta w ę  In sty tu tu  S u r o ­
w ic  i S zczep io n ek  z P ra g i. ,

O gó ln ie  b io rą c  k o m u n ik a ty  b y ły  na dob rym  p o z io m ie  a szereg  z n ich  b y ło  b a r ­
dzo d ob rych  i w y w o łu ją c y c h  ż y w e  za in ter eso w a n ie . D y sk u sje  b y ły  o ży w io n e  oraz  
r ze cz o w e  i zd a n iem  p r zew o d n iczą cy ch  se k c ji św ia d cz y ły  one o o g ó ln ie  dob rym  
p r z y g o to w a n iu  u c z es tn ik ó w . W  cza sie  trw a n ia  S y m p o zju m  odb y ło  się  zeb ra n ie  
to w a r zy sk ie , k tó re  u m o ż liw iło  w z a jem n e  z b liż e n ie  i n a w ią za n ie  k o n ta k tó w .

W częśc i to w a r zy sk ie j S y m p o zju m  u c z estn icy  m ie li m o żn o ść  zob a czy ć  K a b a ­
re t w  J a m ie  M ich a lik o w ej oraz w z ię l i  u d zia ł w  w y c ie c z c e  do P ie sk o w e j S k a ły  i d o ­
lin y  P rą d n ik a , szc ze g ó ln ie  m a lo w n icze j o tej porze roku .

G ospod arze  S y m p o zju m  u w a ża ją , że g o śc ie  sw o im  m iły m  n a s ta w ien ie m  z o sta ­
w il i  jak  n a jb ard ziej p rzy jem n e  w sp o m n ie n ia . O rgan iza torzy  pragną  w  ty m  m iejscu  
sk o rzy sta ć  z ok a zji i p o d z ię k o w a ć  P rzew o d n iczą cy m  i S ek reta rzo m  p o szczeg ó ln y ch  
se k c ji za ich  w k ła d  w  sp ra w n y  p rzeb ieg  obrad. P ra g n iem y  ta k że  p o d z ięk o w a ć  
b ezp o śred n im  o rg an iza torom  p rzy jęc ia  to w a r zy sk ieg o  za  ich  b e z in ter eso w n ą  pracę.

za K o m ite t O rgan izacyjn y  
D oc. dr T. S z c z e p k o w s k i  

Dr Z. Ż a k

Działalność Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1965—1967

(Sprawozdanie Zarządu G łównego przedstawione na V  Walnym Zebraniu w Krakowie
w dniu 29 września 1967 r.)

P o lsk ie  T o w a r z y stw o  B io ch em ic zn e  lic z y  11 O d d zia łów , to  je s t  ty le  co w  roku  
1965. W e w s z y s tk ic h  o środ k ach , w  k tó ry ch  w y ż sz e  u c z e ln ie  m a ją  k a ted ry  b io ­
ch em ii, T o w a r z y stw o  p o sia d a  sw o je  o d d zia ły . W y ją tek  s ta n o w i T oruń.
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L iczba  cz ło n k ó w  z 672 w  to k u  1965 w z ro s ła  do 797 w  roku  1,967. N a j l ic z n ie j ­
szym  O dd zia łem  je s t  n a d a l O dd zia ł w  W a rsza w ie  (259 czło n k ó w ), dru g im  z k o le i  
P o zn a ń  (&9 cz łon k ów ), a da lej Ł ódź (64 cz łon k ów ), K ra k ó w  i S zczec in  (po 58 c z ło n ­
ków ), O ddział G ó rn o ślą sk i (54 czło n k ó w ), L u b lin  (50 czło n k ó w ), W ro cła w  (44), 
G d ań sk  (43), B ia ły s to k  (42) i O lszty n  (31).

B u d żet P o lsk ieg o  'T o w arzystw a  B io ch em iczn eg o  z a m y k a ł się  ,po str o n ie  k o s z ­
tó w  w  roku  1965 k w o tą  575 784,85 zł, a w  rok u  196 6 — k w o tą  879 734,63 zł. W y d a tk i 
b y ły  zró w n o w a żo n e  d o ch od am i ze sk ła d ek  i ze sp rzed a ży  p u b lik a c ji oraz przez  
d o ta c ję  o trzy m y w a n ą  z P o lsk ie j  A k a d em ii N a u k . D o ta cja  s ta n o w iła  w  b u d ż ec ie  
T o w a rzy stw a  w  rok u  1965 —  55°/o d ochod ów , a  w  ro k u  1966 —  SS10/«). W zrost k o sz tó w  
rok u  1966 b y ł zw ią za n y  z z o rg a n izo w a n iem  w  W a rsza w ie  III Z jazdu  F ed er a cji  
E u ro p ejsk ich  ‘T o w a r z y stw  B io ch em iczn y ch . K o szty  te  jed n a k  z o sta ły  z n a d w y żk ą  
p o k ry te  przez w p ły w y , co zn a la z ło  'swój w y r a z  w  zm n ie jszo n y m  u d zia le  d o ta cji  
w  og ó ln y ch  dochod ach  w  roku  1966. W śród w y d a tk ó w  P o lsk ieg o  T o w a r z y stw a  B io ­
ch em iczn eg o  n a jw ię k szą  p o z y c ję  s ta n o w iły  n a k ła d y  na w y d a w n ic tw a  (około  50%>). 
K o sz ty  a d m in is tra cy jn e  P T B io ch . k sz ta łtu ją  s ię  na b ard zo  n isk im  p o z io m ie , oko ło  
3°/o ca ło śc i. D z ia ła ln o ść  s ta tu to w a , tj. k o sz ty  zeb rań  w  O dd zia łach , k o sz ty  k u rsó w  
i k o n feren c ji, d e leg a c je  p r e le g e n tó w  itp . sta n o w ią  oko ło  40%  b u d żetu  T o w a rzy stw a .

Założenia ogólne działalności

Do tego  a żeb y  m ożn a  b y ło  p ro w a d zić  e fe k ty w n ą  p racę  n au k ow ą, k o n iec zn e  je st  
d o p e łn ien ie  dw óch  w a ru n k ó w  p ierw o tn y ch : m u szą  is tn ie ć  d ob rze w y p o sa ż o n e  la ­
b ora to r ia  i a k ty w n e  in te le k tu a ln ie  śro d o w isk o , w  k tó ry m  w y n ik i b ad ań  będą d y s ­
k u to w a n e  w  sp osób  k o m p eten tn y . D op iero  w te d y , g d y  w a r u n k i te  są d o p ełn io n e , 
p o w sta je  m o ż liw o ść  o sią g n ięc ia  w y so k ieg o  p o z io m u  k a d ry  n a u k o w ej. J e st  rzeczą  
o czy w istą , że k ad ra  n ie  w y tw o r z y  s ię  a u to m a ty c zn ie  i że jej sz k o le n ie  w y m a g a  
o d p o w ied n ieg o  w k ła d u  p racy  o rg a n iza cy jn e j i n a k ła d ó w  fin a n so w y c h . A le  n a w et  
n a jlep ie j w y szk o lo n y  p erso n e l n a u k o w y  n ie  je st  w  sta n ie  tw ó rczo  i w y d a jn ie  p r a c o ­
w a ć , je że li n ie  m a do  d y sp o zy cji o d p o w ied n ich  w a r u n k ó w  tech n iczn y ch  i n ie  z n a j­
d zie  grona k o leg ó w , z k tó ry m i p r z ed y sk u tu je  r ez u lta ty  sw y ch  b ad ań .

C el d z ia ła ln o śc i P o lsk ieg o  T o w a r z y stw a  B io ch em iczn eg o  z d e fin io w a n y  je st  
w  s ta tu c ie  jako  „p o p iera n ie  ro zw o ju  b io c h e m ii”. W ych od ząc  z p r z es ła n ek  s fo r m u ­
ło w a n y ch  p o w y że j, d z ia ła ln o ść  P T B io ch . w  m in io n e j k a d en cji Z arządu G łó w n eg o  
zo sta ła  sk o n cen tro w a n a  p rzed e  w sz y s tk im  na u m o ż liw ie n iu  d y sk u sji prac n a u k o ­
w y ch , a c zk o lw ie k  ro zw ija n o  d z ia ła ln o ść  r ó w n ież  i w  d z ied z in ie  szk o le n ia  i w  d z ie ­
d z in ie  p o p u la ry za c ji 'b iochem ii. N ie  p o d ejm o w a n o  n a to m ia st żadnej a k cji od n o śn ie  
w y p o sa żen ia  la b o ra to r ió w , u w a ża ją c , że n a le ży  to  do g e s t ii  c zy n n ik ó w  a d m in is tr a ­
cy jn y ch  i go sp o d a rczy ch .

Zebrania naukowe w Oddziałach

P o d sta w o w ą  p la tfo rm ą  d la  d y sk u sji są zeb ran ia  n a u k o w e  w  O dd zia łach . Z eb ra ­
nia te  m a ją  d o sy ć  d aw n ą  tra d y cję , a le  na p r z es tr z en i o sta tn ieg o  roku  d a ła  się  
s tw ie rd z ić  zm ia n a  ich  ch a ra k teru . J eszcze  do n ied a w n a  na zeb ra n ia ch  g łó w n ie  
p rzed sta w ia n o  r e fe ra ty  p rz eg lą d o w e, a o b ecn ie  coraz częśc ie j w  p rog ra m ie  fig u ru ją  
d o n ie s ie n ia  z prac w ła sn y ch . C z ęsto tliw o ść  zeb rań  n ieco  zm a la ła ; w  la ta ch  u b ie ­
g ły ch  w  k ażd ym  O dd zia le  p r z ec ię tn ie  o d b y w a ło  s ię  jed n o  zeb ra n ie  na m ies ią c , o s-  
s ta tn io  —  p r z ec ię tn ie  raz na sze ść  ty g o d n i. N a zeb ra n ia ch  za czy n a  jed n a k  ro zw ija ć  
s ię  bard ziej o ży w io n a  d y sk u sja , p o d o b n ie  ja k  bard ziej o ży w io n y m i d y sk u sja m i c e ­
ch o w a ło  s ię  V S y m p o zju m  P T B io ch . o d b y te  na z a k o ń czen ie  o b ecn eg o  ok resu  sp ra ­
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w o z d a w cz eg o , w  p o ró w n a n iu  do S y m p o zjó w  p op rzed n ich . Do zw ięk sz en ia  a tra k ­
c y jn o śc i n a u k o w ej zeb rań  w  O dd zia łach  p r z y czy n iła  się  r ó w n ież  zw ięk szo n a  w y ­
m ia n a  p r e le g e n tó w  m ięd zy  O dd zia łam i, u m o ż liw io n a  przez p o w ię k sze n ie  k red y tó w  
na ten  ce l.

Konferencje, sympozja i zjazdy

C elem  zeb rań  n a u k o w y ch  w  O d d zia łach  je s t  w y m ia n a  p o g lą d ó w  m ięd zy  u c z e s t­
n ik a m i. D la  o m a w ia n ia  jed n a k  p ro b lem ó w  sp ec ja lis ty cz n y c h , a z w ła szcza  ty ch , nad  
k tó r y m i b a d a n ia  są  d ob rze za a w a n so w a n e , k o n ieczn e  są  k o n fer e n c je  o d b y w a n e  
w  b a r d z ie j  og ra n iczo n y m  z esp o le . C ztery  ta k ie  k o n fer e n c je  o d b y ły  s ię  w  o k resie  
sp ra w o zd a w c zy m . O dd zia ł P T B io ch . w e  W ro cła w iu  zo rg a n izo w a ł n arad ę b io c h e m i­
k ó w  z  e le k tr o n ik a m i, m a ją cą  na ce lu  o m ó w ie n ie  p e r sp e k ty w  i m o ż liw o śc i w y tw a ­
rza n ia  a p a ra tu ry  e le k tr o n icz n e j, u ży tk o w ej i u n ik a ln e j, p o trzeb n ej d la  za k ła d ó w  
b io c h e m ii (gru d zień  1965 roku , z u d zia łem  10 osób). N o w o  u tw o rzo n a  K o m isja  F o to -  
b io lo g ii P T B io ch . zo rg a n izo w a ła  sy m p o zju m  w  K ra k o w ie  w  m a ju  1966 roku z u d z ia ­
łem  50 osób .

O d d zia ł w  P o zn a n iu  zo rg a n izo w a ł w  g ru d n iu  1966 k o n fer e n c ję  na te m a t b io ­
c h e m ii śc ia n y  n a c z y n io w e j, z  u d zia łem  12 osób . O dd zia ł w  W a rsza w ie  zo rg a n izo w a ł  
w  sty c zn iu  1967 rok u  k o n fer e n c ję  na te m a t m ito ch o n d r ió w , z u d z ia łem  około  20 
csób .

N a jszerszą  p la tfo r m ą  d la  d y sk u sji są z jazd y  m ięd zy n a ro d o w e , na n ich  b o w iem  
je s t  m o ż liw o ść  k o n fro n ta c ji sw o ic h  w y n ik ó w  z w y n ik a m i o s ią g n ię ty m i w  in n y ch  
o środ k ach , a z w ła szcza  w  ty ch , z  k tó ry m i k o n ta k t p o lsk ich  b io c h e m ik ó w  je s t  o g ra ­
n iczo n y  g łó w n ie  do k o resp o n d en cji. D la teg o  też  Z arząd  G łó w n y  w  ca ły m  o k resie  
sp ra w o zd a w czy m  c zy n ił w ie le  w y s iłk ó w , b y  u d z ia ł p o lsk ie j b io ch em ii w  z jazd ach  
b y ł m o ż liw ie  jak  n a jlicz n ie jszy . S zczeg ó ln e  zn a czen ie  d la  ro zw o ju  k o n ta k tó w  z a ­
g r a n icz n y c h  m ia ł III Z jazd F ed er a cji E u ro p e jsk ich  T o w a r z y stw  B io ch em iczn y ch , 
o d b y ty  w  k w ie tn iu  1966 roku  w  W a rsza w ie . Z jazd te n  b y ł n a jlicz n ie jszy m  ze  
w sz y s tk ic h  z ja zd ó w  n a u k o w y ch , ja k ie  o d b y ły  s ię  w  P o lsce  do o w e g o  czasu . P onad  
1000 u c z e s tn ik ó w  z za g ra n icy  r ep re ze n to w a ło  znaczn ą  c zęść  n a jw y b itn ie jszy c h  o śro d ­
k ó w  b io c h e m ii z ca łeg o  św ia ta . D la  w ie lu  p o lsk ich  b io ch em ik ó w , a zw ła szcza  d la  
m ło d ej k a d ry , III Z jazd F E B S  s ta n o w ił p ierw szą  o k azję  do p r z ed sta w ien ia  sw y ch  
prac  na fo ru m  m ięd zy n a ro d o w y m . S p ra w o zd a n ie  z III Z jazdu  F E B S  u k aza ło  s ię  
w  P o s t ę p a c h  B io c h e m i i ,  tom  12  N r 4, str . 601, rok  1966.

Z p o m y ś ln y m i w y n ik a m i, zarów n o  n a u k o w y m i jak  p r e stiżo w y m i, III Z jazdu  
F E B S  Z arząd  G łó w n y  łą c z y ł n a d z ie ję  na m o ż liw o ść  u tr w a le n ia  z w y cz a ju  w y s y ła n ia  
du żej i r e p re ze n ta ty w n e j gru p y  b io c h e m ik ó w  na n a stęp n e  zja zd y  F E B S, zw ła szcza , 
że d e le g a c je  z a g ra n iczn e  w  W a rsza w ie  l ic z y ły  po  k ilk a d z ie s ią t  a n a w et sto osób. 
N ie s te ty , w y s ła n ie  lic z n e j d e leg a c ji na IV  Z jazd F E B S  w  O slo ok aza ło  się  n ie ­
m o ż liw e , p o m im o  zgod y  i p op a rc ia  w ła d z  p a ń stw o w y ch , a to  na sk u tek  n ie p r zy ­
c h y ln e g o  sto su n k u  o rg a n iza cji za jm u ją cy ch  s ię  pod różam i za g ra n iczn y m i.

Działalność szkoleniowa

D z ia ła ln o ść  sz k o le n io w a  P o lsk ieg o  T o w a rzy stw a  B io ch em iczn eg o  b y ła  w  o k re ­
s ie  sp ra w o zd a w c zy m  b ard ziej różn orod na n iż  w  ok resa ch  p op rzed n ich . W zorem  la t  
u b ie g ły c h  zo rg a n izo w a n o  K urs P o d sta w  B io ch em ii (w esp ó ł z  In sty tu te m  A n ty b io ­
ty k ó w  w  W arsza w ie). K urs ten  b y ł p rzezn a czo n y  d la  p r a c o w n ik ó w  różn ych  sp e c ­
ja ln o śc i i m ia ł na c e lu  d o sta rczen ie  im  w ia d o m o śc i o n a jn o w sz y c h  o s ią g n ięc ia ch  
w e  w sz y s tk ic h  w ła ś c iw ie  d z ied zin a ch  b io c h e m ii. W  k u rs ie  w z ię ło  u d zia ł oko ło  50 
osób; w y k ła d y , 1 raz na ty d z ień , tr w a ły  od lis to p a d a  1966 do m a ja  1967 roku. P r e ­
le g e n ta m i b y li  c z ło n k o w ie  P T B io ch . z ró żn y ch  O d d zia łów .
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D w a sp ec ja lis ty cz n e  k u rsy  w y k ła d o w e  zo rg a n izo w a ł O ddział P T B io ch . w  G d a ń ­
sk u . P ie rw sz y  z n ich , p t. B io c h e m ia  W ir u s ó w ,  o d b y ł s ię  na p rze ło m ie  roku  1965 
i 1966 z u d zia łem  oko ło  100 s łu ch a czy . D rugi, pt. D z ie d z i c z e n ie  i w r o d z o n e  w a d y  
m e ta b o l ic zn e ,  odb ył s ię  w  lu ty m  1967 roku  z u d zia łem  oko ło  90 s łu ch a czy .

K o m isja  F o to b io lo g iczn a  P T B io ch . zo rg a n izo w a ła  w  czerw cu  1967 roku  w  W a r­
sz a w ie  „ S zk o łę  F o to ch em icz n ą ” d la  fo to b io lo g ó w . W y k ła d y  i za jęc ia  p r a k ty czn e  
tr w a ły  5 dn i i w z ię ło  w  n ich  u d z ia ł 20 osób .

W ażnym  o d c in k iem  szk o le n ia  k a d ry  n a u k o w ej s ta ły  s ię  S z k o ły  L e tn ie  F e d e ­
ra cji E u ro p ejsk ich  T o w a r z y stw  B io ch em iczn y ch . C złonkom  P T B io ch . z o sta ły  u d o ­
stę p n io n e  sty p en d ia  F ed era cji, w  w y n ik u  czego  jed n a  osob a  m o g ła  w  rok u  1965 w z ią ć  
u d zia ł w  S z k o le  na te m a t „ F ra k cjo n o w a n ie  e le m e n tó w  su b k o m ó rk o w y ch ” w  L o u ­
v a in , zaś w  roku 1966 jed n a  osoba w z ię ła  u d zia ł w  S z k o le  w  U p p sa li na tem a t  
„ F ra k cjo n o w a n ie  m a k r o m o lek u ł”, a trzy  w  L o n d y n ie  w  szk o le  na te m a t m e c h a n iz ­
m u d z ia ła n ia  e n zy m ó w .

S ty p en d ia  n a u k o w e  P o lsk ieg o  T o w a rzy stw a  B io ch em iczn eg o  c ią g le  je szc z e  n ie  
są  d o sta teczn ie  w y k o r z y sty w a n e . S ty p en d ia  te , p o k ry w a ją ce  k o sz ty  p o b y tu  i p o d ­
róży  na o k resy  oko ło  d w u  ty g o d n i, m ają  na ce lu  u m o ż liw ie n ie  m ło d y m  p r a c o w n i­
kom  n au k i w y k o n a n ie  e k sp er y m en tó w  lu b  n a u czen ie  s ię  tech n ik  d o św ia d cza ln y ch  
w  in n y ch  ośrod k ach  na te re n ie  k raju . Z e s ty p en d ió w  k r a jo w y c h  w  roku  1965 sk o ­
rzy sta ło  5 osób , a w  rok u  1966 z a le d w ie  2.

Z dając so b ie  sp ra w ę  z tego , że tru d n o śc i w  o s ią g n ię c iu  w y so k ieg o  p o z io m u  w y ­
k sz ta łc en ia  k ad ry  n a u k o w ej są w  zn aczn ym  sto p n iu  sp o w o d o w a n e  n ie d o sta te c zn y m  
p rzy g o to w a n iem  m ło d z ieży  szk o ln ej do stu d ió w  b io lo g iczn y ch , n a w ią za n o  k o n ta k ty  
z ośrod k am i szk o len ia  n a u cz y c ie li w  W arsza w ie , w o je w ó d z tw ie  w a r sz a w sk im  i w  w o ­
je w ó d z tw ie  g d a ń sk im . W  r ezu lta c ie , c z ło n k o w ie  P T B io ch . w y g ło s i l i  k ilk a d z ie s ią t  
w y k ła d ó w  dla n a u czy c ie li, o m a w ia ją c  n a jn o w sze  o s ią g n ię c ia  b io ch em ii w  za k res ie  
b u d o w y  i fu n k c ji k w a só w  n u k le in o w y c h , b ia łek , r eg u la c ji b io lo g iczn y ch , p rzem ia n  
e n erg e ty czn y ch .

Działalność wydawnicza

K w a rta ln ik  P o s t ę p y  B io c h e m i i  u k a zy w a ł się  r eg u la rn ie , a jego  o b ję to ść  w y n o ­
sząca  w  rok u  1965 o k o ło  42 a rk u szy , w  roku  1966 w zro s ła  do p r a w ie  47 ark u szy . 
T ym  n iem n iej ro sn ą cy  s ta le  n a p ły w  a r ty k u łó w  sp ra w ił, iż prace  u k a z y w a ły  się  
d ru k iem  na ogół d op iero  po 11— 12 m ies ią c a ch  od ich  z ło żen ia  do red a k cji. T en  
stan  rzeczy  je st  n ie za d a w a la ją cy  i n ie w sp ó łm ie rn y  z p o trzeb a m i. Z a sięg  k w a r ta ln i­
ka P o s t ę p y  B io c h e m i i  je st  duży. D la  p r a c o w n ik ó w  w ie lu  za k ła d ó w  sta n o w ią  one  
p o d sta w o w e  źród ło  in fo rm a cji o p o s tęp ie  i o n o w y ch  k ieru n k a ch  w  b io ch em ii, b io ­
f izy c e  i b io lo g ii m o lek u la rn e j. W y d aje  s ię , że jed y n ą  m o ż liw o śc ią  sk ró cen ia  ok resu  
za leg a n ia  a r ty k u łó w  w  te ce  red a k cy jn e j je st  z w ięk sz en ie  o b ję to śc i k w a rta ln ik a  
i z w ięk sz en ie  c z ę sto t liw o śc i jego  u k a zy w a n ia  się .

P o s t ę p y  B io c h e m i i  p ren u m eru je  około  4D‘%> c z ło n k ó w  P T B io ch . B liż sza  jed n a k  
a n a liza  te j p ozo rn ie  z a d a w a la ją cej lic zb y  w sk a zu je , że w  ośrod k ach , k tó re  są  s to ­
su n k o w o  lep ie j za o p atrzon e  w  cza so p ism a  za g ra n iczn e , r ó w n ież  i P o s t ę p y  B io ch em ii  
są p ren u m ero w a n e  p rzez  w ię k sz ą  ilo ść  osób . W  ośrod k ach  m n ie jsz y ch  n a to m ia st  
o d setek  p ren u m era to ró w  w śród  cz ło n k ó w  P T B io ch . je s t  s to su n k o w o  n isk i, p om im o, 
że tam  w ła śn ie  P o s t ę p y  B io c h e m i i  m ają  szczeg ó ln ie  dużą ro lę  do sp e łn ien ia . P ew n ą  
p o p ra w ę sy tu a c ji w  p o ró w n a n iu  z la ta m i u b ieg ły m i, p rzy n ió sł sy s tem  sta ły c h  p r e ­
n u m erat, zach od zi jed n a k  n a d a l k o n ieczn o ść  p o d jęc ia  k ro k ó w  m a ją cy ch  na celu  
u p o w sze ch n ien ie  c z y te ln ic tw a  P o s t ę p ó w  B io ch em ii .

M o n o g ra f ie  B io c h e m ic z n e  u k a zy w a ły  s ię  r ó w n ież  reg u la rn ie . W  roku  1965 o p u ­
b lik o w a n o  4 to m y  o łą czn ej o b ję to śc i pon ad  14 ark u szy , a w  roku  1966 —  5 to m ó w
o o b ję to śc i 20 ark u szy . O b ecn ie  w śró d  c z ło n k ó w  P T B io ch . ro zp ro w a d za  s ię  290 e g ­
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zem p la rzy  M o n o g ra f i i ,  a w ię c  około  50fl/o ca łeg o  n a k ła d u  —  zn a czn ie  w ię c e j  niż 
w  p op rzed n im  o k resie  sp ra w o zd a w czy m . M o n o g ra f ie  B io c h e m ic z n e  c ią g le  jeszcze  
d ru k u ją  p rzed e  w szy s tk im  p race  h a b ilita cy jn e; p ie rw sz e  sp ec ja ln e  o p racow an ia  
m o n o g ra ficzn e  w p ły n ę ły  do te k i red a k cy jn e j w  roku  1966.

D u żym  p r z ed s ięw z ięc iem  w y d a w n ic zy m  w  o k resie  sp ra w o zd a w czy m  b y ło  w y ­
d a n ie  m a ter ia łó w  III Z jazdu  F E B S . N a Z jazd p rzy g o to w a n o  w  du żym  n a k ła d z ie  
program  w s tę p n y  i program  w ła śc iw y  oraz tom  streszczeń  z ja zd o w y ch  o ob ję to śc i  
p r a w ie  360 stro n . P o  Z jeżd zie  u k a za ły  s ię  d ru k iem  p e łn e  te k s ty  r e fe ra tó w  p r z ed ­
s ta w io n y c h  na S y m p o zju m  (G e n e t ic  E le m e n t s  —  S t r u c tu r e  a n d  F un ct ion )  (str. 361) 
oraz na dw óch  k o llo k w ia c h  (B io c h e m is t r y  of  M i to c h o n d r ia  (str. 122) i B io c h e m is t r y  
of  B lo o d  P la t e l e t s  (str. 191). K sią żk i te  zo sta ły  w y d a n e  w sp ó ln ie  z P W N  w  W arsza ­
w ie  i A c a d e m ic  P re s s  w  L o n d y n ie  w  n a k ła d z ie  po 3000 egz.

Posiedzenia i dyżury Zarządu Głównego

W  o k resie  m in io n e j k a d en cji o d b y ło  s ię  13 p len a rn y ch  p o s ied zeń  Z arządu G łó ­
w n eg o , w  ty m  2 z u d zia łem  p r zew o d n iczą cy ch  O d d zia łó w  te re n o w y c h  T o w a r z y st­
w a . D y żu ry  Z arządu G łó w n eg o  o d b y w a ły  s ię , zgo d n ie  z tra d y cją , w  k ażd y  p ią tek  
ty g o d n ia .

P rezes  
P rof. dr K .  Z a k r z e w s k i
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Post.  Biochem.  14, 323—332 (1968).

Recenzje

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

P ra ca  pod ty tu łe m  „R esearch  in  P ro to z o o lo g y ” p o m y śla n a  zo sta ła  jako  d z ie ło  
cztero to m o w e . J a k  s tw ie rd za  w y d a w c a  T z e-T u a n  C hen, p ro feso r  zo o lo g ii P o łu d n io ­
w o  C a lifo rn ijsk ieg o  U n iw e r sy te tu  w  L os A n g e le s , zesp ó ł a u to ró w  i k o n su lta n tó w  
p o s ta w ił  so b ie  za za d a n ie  za stą p ić  p o w sz ec h n ie  znaną pracę  C a l k i n  s ’ a i S u ­
m m ę  r s ’ a „P rotozoa  in  B io lo g ic a l R e se a rc h ”, k tóra  już p rzeszło  ć w ierć  w ie k u  s łu ­
ży  p ro to zo o lo g o m  jak o  praca  p o d ręczn a . C a łość  w y d a w n ic tw a  o b e jm ie  w sz y s tk ie  
d z ied z in y  p ro to zo o lo g ii:  m o r fo lo g ię  i m o r fo g en ezę , ta k so n o m ię , f iz jo lo g ię , im m u n o ­
lo g ię , ro zm n a ża n ie  i g e n e ty k ę , ek o lo g ię  i w z ro s t, p a r a zy to lo g ię  itd . T om  I za w iera  
r o zd z ia ły  p o św ięc o n e  cy to p la zm a ty czn y m  o rg a n e llo m , z a g a d n ien iu  za ch o w a n ia  ru ­
ch o w eg o , p r zem ia n ie  m a ter ii, r eg u la c ji jo n o w ej i w y d z ie la n iu , oraz o d ży w ia n iu  
i w z ro s to w i P ro to zo a .

P rzesz ło  trzec ią  część  o b ję to śc i tom u za jm u je  a r ty k u ł d w óch  w y b itn y c h  sp e c ja ­
lis tó w  w  d z ied z in ie  f iz jo lo g ii  ru ch u  p ie rw o tn ia k ó w  z Z ak ład u  Z o o lo g ii U n iw e r sy ­
te tu  w  L os A n g e le s  T. L . J a h n ’ a i E.  C.  B o v e e  pod  ty tu łe m  „M otile  B e h a ­
v io u r  of P ro to zo a ” . O bszern y  te n  p rzeg lą d  ro zp oczyn a  s ię  g ru n to w n y m  o m ó w ie ­
n iem  w sp ó łcz e sn y c h  o s ią g n ię ć  w  d z ied zin ie  b ad ań  nad ru ch o w y m i rea k cja m i p ro ­
to zo a  na bod źce  c h em iczn e , e le k tr y cz n e , m ech a n iczn e  oraz in n e  b od źce  f izy czn ej  
n a tu ry .

S p ec ja ln e  z a in ter eso w a n ie  c zy te ln ik a  za jm u ją ceg o  s ię  b io ch em ią  w zb u d z i n ie w ą t­
p liw ie  n ie w ie lk i p od ro zd z ia ł w  a r ty k u le  J a h n ’a i B o v e e  p o św ięc o n y  a n a lo g ii (a m o ­
że h o m o lo g ii) m ięd zy  m ech a n izm a m i ru ch o m y m i k o m órek  p ie rw o tn ia cz y ch  a a k ­
ty w n o śc ią  m ięśn i. A u to rzy  p o d k reś la ją , że w  o rg a n e lla ch  ru ch o w y ch  w y stęp u ją  
k o m p le k sy  p r o te in o w e  p od ob n e do a k to m io zy n y , przy  czy m  A T P  od g ry w a  ro lę  źró­
dła e n e rg e ty cz n e g o  sk u rczó w , p od czas g d y  n iek tó re  k a tio n y  (zw ła szcza  Ca2+) są 
czy n n ik iem  p o b u d za ją cy m  r ea k cje  ru ch o w e.

O koło  70 stro n  p o św ięc o n o  sy s te m a ty c z n e m u  p rz eg lą d o w i różn orak ich  ty p ó w  
ru ch u  k o m órek  p ierw o tn ia czy ch . B a rd z ie j w n ik liw a  k la sy f ik a c ja  ru ch ó w  a m eb o i-  
d a ln y ch  d aje  a u torom  sp o so b n o ść  do z a su g ero w a n ia  bardzo is to tn e j rew iz ji ta k so ­
n o m iczn ej, k tó rej jed n a k  w ię k sz o ść  ta k so n o m istó w  n ie  a k cep to w a ła .

R o zd z ia ł pod ty tu łe m  „ C o n tra ctile  V a cu o le s , Io n ic  R e g u la tio n , and E x c re tio n ” 
n a p isa n y  przez  b r y ty jsk ie g o  p ro to zo o lo g a  J . A . K  i t c h i n g ’ a b a d ającego  już  
p rzesz ło  30 la t  w o d n icz k i tę tn ią ce , za jm u je  s ię  raczej p o d k r eś le n ie m  p a n u ją cy ch  
w  te j d z ied z in ie  p r ą d ó w  a n iż e li ja k im ś w y c ze r p u ją c y m  p rzeg lą d em  zag a d n ien ia . 
P o d k reśla  s ię  w ie lk i  p o stęp , ja k i w  c ią g u  o sta tn ich  p ię c iu  la t  d ok on a ł s ię  
w  b a d a n ia ch  nad  m ik ro stru k tu rą  w o d n icz e k  tę tn ią cy c h  i k tó ry  d op ro w a d ził do 
w y k r y c ia  m o r fo lo g iczn eg o  i fiz jo lo g icz n e g o  zw ią zk u  m ięd zy  w y d z ie ln ic z ą  tak  zw an ą  
„p lazm ą n e fr id ia ln ą ” p r o to z o a  a ich  en d o p la zm a ty czn y m  r e t ik u lu m .  O m ów iono też  
w sp ó łc z e sn e  b a d a n ia  nad  p rzep u szcza ln o śc ią  b ło n y  k o m ó rk o w ej, w e w n ą trz k o m ó r ­
k o w ą  k o n cen tra c ją  jo n o w ą  oraz nad a k ty w n y m  tra n sp o rtem  jo n ó w  u P ro to zo a .  
W to czą cej s ię  o b e c n ie  d y sk u sji nad w c h ła n ia n ie m  K + zw ią za n y m  z w y d a la n iem  
N a + , k tó re  to  z ja w isk o  zach od zi w  ko m ó rk a ch  p ie rw o tn ia cz y ch  na tej sam ej d ro ­
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dze, jak  zo sta ło  to u s ta lo n e  d la  kom órek  tk a n k o w có w , K itc h in g  c a łk iem  w y r a źn ie  
d ek la ru je  s ię  jako  z w o len n ik  s łu szn o śc i te o r ii  „pom p y so d o w e j”.

P o  za p o zn a n iu  s ię  z pracą  W . F . D  a n f  o r t h ’ a pod  ty tu łe m  „ R esp ira tory  
M eta b o lism ” d och od zi s ię  do w n io sk u , iż o lb rzy m ia  c zęść  w sp ó łcz e sn y c h  o s ią g n ię ć  
w  tej d z ied z in ie  za licza  s ię  do b io c h e m ii op iso w ej: id e n ty f ik a c ja  sz la k ó w  p rzem ia n  
p o d łoża  oraz o sta teczn y ch  p ro d u k tó w  od d ech o w ej p rzem ia n y  m a ter ii w  ko m ó rk a ch  
p ierw o tn ia czy ch . Do te j po ry  n ie  stw ierd zo n o , w b r e w  o czek iw a n iu , o d m ien n y ch  
niż u in n y ch  o rg a n izm ó w  m e ch a n izm ó w  p ro cesó w  o d d ec h o w y ch  u P ro to zo a .

O statn i rozd zia ł z a ty tu ło w a n y  „ N u tr itio n  and G ro w th  of P ro to z o a ” n a p isa n y  
p rzez  R. P . H  a 11’ a za jm u je  s ię  g łó w n ie  tech n ik ą  k u ltu r  a k sen iczn y ch , a w  sz c z e ­
g ó ln o śc i w y m o g a m i p o k a rm o w y m i teg o  rodzaju  k u ltu r  (źród ła  w ę g la  i azotu , p o ­
trzeb y  m in era ln e ). S zczeg ó ło w o  o m a w ia  s ię  zn a czen ie  ró żn y ch  w ita m in  i in n y ch  
c zy n n ik ó w  w z ro s to w y c h . R aczej p r a k ty czn e  p o d ejśc ie  do z a g a d n ien ia  w y ja śn ia  
is to tn e  k ieru n k i w sp ó łc z e sn y c h  bad ań , k tóre  w  d u żym  sto p n iu  są  in sp iro w a n e  
potrzeb ą  rozw o ju  a k sen iczn y ch  k u ltu r  d la  k ażd ego  m a so w eg o  e k sp er y m en tu  w  d z ie ­
dz in ie  b io ch em ii p ie rw o tn ia k ó w .

O góln ie  m ó w ią c  n a leży  p o d k reślić , iż w y d a n y  tom  I „R esearch  in  P r o to z o o lo g y ” 
p o w in ien  sta ć  s ię  cen n y m  p o d ręczn ik iem  zarów n o  d la  p r o tis to lo g ó w  jak  i d la b a ­
daczy  b io lo g ii k o m ó rk o w ej, p e w n e  zaś jego  ro zd z ia ły  m ogą w zb u d z ić  w ie lk ie  
z a in ter eso w a n ie  u sp e c ja lis tó w  w ie lu  in n y ch  d z ied zin  fiz jo lo g ii  i b io ch em ii.

A .  G r ę b e c k i

C. J. Duncan. The M olecular Properties and Evolution o f Excitable Cells.
Pergamon Press 1967, str. X I +  253

W k sią żce , k tóra  sta n o w i 3 5 -y  tom  Z o o lo g y  D iv is io n  z I n te r n a t io n a l  S e r ie s  of 
M o n o g ra p h s  in  P u re  and, A p p l i e d  B io lo g y ,  au tor p r z ed sta w ił sw o je  p o g lą d y  na  
m ech a n izm  p o b u d zen ia  kom órek  n e rw o w y ch . Ja k  w ia d o m o , u p o d sta w  p ro cesó w  
p ob u d zen ia  leżą  z ja w isk a  p rzen ik a n ia  jo n ó w  przez b ło n y  k o m ó rk o w e, d la teg o  też  
autor  w ie le  m ie jsca  w  k s ią ż c e  p o św ię c ił  za g a d n ien io m  p rzep u szcza ln o śc i b ło n  d la  
k atio n ó w .

P o d sta w o w ą  h ip o tezą  autora , k tórą stara  się  p o p rzeć  zarów n o  w y n ik a m i w ła ­
sn y ch  prac jak  i o d p o w ied n im i d an ym i z ob szern ie  p rzy ta cza n eg o  p iśm ie n n ic tw a ,  
je s t  n a stęp u ją cy  pogląd : k o m ó rk i p o b u d liw e  m a ją  w sp ó ln y  m ech a n izm  r eg u lu ją cy  
p rzep u szcza ln o ść  b ło n  dla  k a tio n ó w ; ty m  k o n tro lu ją c y m  u k ła d em  je s t  b ia łk o  
k u rcz liw e  —  A T P -a za , z lo k a lizo w a n a  w  b łon ach ; en zym  ten  p o d ob n y  je s t  do A T P -a z y  
z a w a rte j w  b ło n a ch  m ito ch o n d r ió w , lecz  o d m ien n y  od A T P -a z y  czy n n ej w  a k ty w ­
nym  tra n sp o rc ie . J ego  k o n fig u ra c ja  m o lek u la rn a  m oże  u le g a ć  m o d y fik a c ji za le żn ie  
od ilo śc i A T P  o b ecn ego  w  u k ła d z ie . A u to r  op iera ją c  s ię  m .in . na d o św ia d czen ia ch  
G oldacra za p ro to typ  u k ła d u  r e c ep to ro w o -e fe k to r o w eg o  u w aża  am ebę; p ie rw o tn ia k  
ten  od p ow iad a  ruchem  na b od ziec  m ech a n iczn y . N a sk u te k  d efo rm a cji b ło n y  p lazrn a- 
ty czn ej, w y w o ła n e j  ty m  bod źcem  u leg a  m o d y fik a c ji k o n fig u ra c ji A T P -a z y , m ie s z ­
czącej s ię  w  b ło n ie  am eb y . P ro w a d z i to do zm ia n y  in te ra k c ji en zy m u  z A T P  i do 
zm ian  p rzek sz ta łca n ia  so lu  w  żel, z ja w isk a  zw ią za n eg o  z ru ch em  a m eb o id a ln y m . 
O pierając się  m ięd zy  in n y m i na pracach  G ru n d festa , au tor  sp ro w a d za  o rg a n iza c ję  
k om órek  n er w o w y c h  do trzech  e lem en tó w : w e jśc ia , p rzew o d zen ia  i w y jśc ia  i w y ­
k a zu je , że choć w  m ia rę  e w o lu c ji  o rg a n izm ó w  z w ier zę cy c h  za ch od zi sp ec ja liz a cja  
ty ch  k om órek , to jed n a k  każda  za ch o w a ła  w ła śc iw o śc i zarów n o  recep to ra  jak  i e f e k -
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tora. A k so n  ze sw o im i zd o ln o śc ia m i p rzew o d zen ia  je st  e w o lu c y jn ie  tw o rem  p ó ź ­
n ie jsz y m .

P o d sta w y  fu n k c jo n o w a n ia  n a rzą d ó w  z m y słó w  a u tor  w y p ro w a d za  z m o d elu , 
za k tó ry , jak  p od a n o , p r z y ją ł a m eb ę  i o m a w ia  to  za g a d n ien ie  z p u n k tu  w id zen ia  
w sp ó ln e g o  m ech a n izm u  p rzetw a rza n ia  en e rg ii w  ty ch  n arządach  w  in n y  rodzaj 
en erg ii. J ed n y m  z d o w o d ó w , że m ech a n izm , leż ą cy  u p o d sta w  p rzetw a rza n ia  je d ­
neg o  rodzaju  w  drug i w  n arządach  z m y słó w  (czy  też  o g ó ln iej w  k o m órk ach  p o b u ­
d liw y ch ), m a ch a ra k ter  e n zy m a ty czn y , je st  w p ły w  te m p era tu ry  na czy n n o ść  n a ­
rzą d ó w  zm y słó w .

A u to r  w y ra ża  p o g ląd , że A T P -a za , k o n tro lu ją ca  p rzep u szcza ln o ść  b ło n  dla  
k a tio n ó w , je s t  w  ja k iś  b liże j je szcze  n ie  z n a n y  sposób  p o w ią za n ia  z n ie sp ecy ficzn ą  
estera zą  ch o lin o w ą . E steraza  ta  m ia ła b y  b y ć  b ia łk iem  recep to ro w y m  dla w y z w a la ­
nej a c e ty lo ch o lin y . P o łą c ze n ie  a c e ty lo c h o lin y  z en zy m em  m o d y fik o w a ło b y  c zą ­
s te cz k ę  A T P -a z y , co w  k o n se k w en cji p r o w a d ziło b y  do zm ia n  p rzep u szcza ln o ści 
b ło n  dla k a tio n ó w . P o d o b n y  m ech a n izm  d z ia ła łb y  r ó w n ież  w  d w ó ch  p o zo sta ły ch  
e le m e n ta c h  (p rzew o d zen ia  i w y jśc ia ) narząd u  z m y sło w eg o . A u to r  o m aw ia  ta k że  
z ja w isk a  w y s tę p u ją c e  w  p ły tc e  n e r w o w o -m ię śn io w e j, p o d k reś la ją c  ro lę  k o m p lek su  
A T P -a z a -e s te r a z a  ch o lin o w ą , za rów n o  k o n tro lu ją ceg o  p rzep u szcza ln o ść  b ło n  jak  
i u w a ln ia n ia  a c e ty lo ch o lin y .

C ałość  sw o ic h  p o g lą d ó w  autor  p r z ed sta w ił w  p o sta c i sch em a tu , ob razującego  
z ja w isk a  w y stęp u ją c e : 1. w  e le m en ta ch  w y jśc io w y c h  (narządy z m y słó w , b łon a  
p o stsy n a p ty czn a ), 2. w  a k so n ie  i 3. w  e le m en ta ch  w y jśc io w y c h  (sekrecja ). U w i­
d o czn io n y  je st  ró w n ież  w p ły w  szereg u  czy n n ik ó w  na a k ty w n o ść  A T P -a z y  oraz  
ester a z y  ch o lin o w ej i a c e ty lo ch o lin o w ej.

N a p o d k r eś le n ie  z a s łu g u je  d ob ry  u k ład  k sią żk i. K ażd y  ro zd zia ł za k oń czon y  
je st  k rótk im  stre szc z en ie m  u w y d a tn ia ją c y m  g łó w n e  te zy  rozd zia łu . W  liczn y ch  
ta b e la ch  i r y su n k a ch  p r z ed sta w io n y  je s t  o b fity  m a ter ia ł fa k ty c zn y , o m a w ia n y  
g łó w n ie  z p u n k tu  w id z e n ia  h ip o tezy  au tora  m a ją cej w y k a za ć  je d n o lito ść  m e ch a ­
n izm ó w  k o n tro lu ją cy ch  p rzep u szcza ln o ść  d la k a tio n ó w  w ię k sz o śc i b ło n  zw ierzęcy ch .

M ożliw e, że n iek tó re  te zy  au tora  u leg n ą  w  p rzy sz ło śc i p e w n y m  zm ian om , lecz  
k sią żk a  p ob ud za  do m y śle n ia  i w in n a  z a in ter eso w a ć  za ró w n o  n eu ro ch em ik ó w  jak  
n eu ro fiz jo lo g ó w  i n eu ro fa rm a k o lo g ó w .

S. N ie m ie r k o

A Laboratory Manuał o f Analytical M ethods of Protein Chemistry, vol. IV, 
wyd. P. Alexander i H. P. Lundgren, Perganion Press, Oxford 1966

K siążk a  s ta n o w i k o n ty n u a c ję  dobrze znanej w  la b o ra to ria ch  b io ch em iczn y ch  
ser ii, za p o czą tk o w a n ej przez  w y d a w n ic tw o  P erg a m o n  P re ss  w  roku  1958. O becny, 
c zw a rty  tom  lic z y  stro n  233 i za w iera  6 m o n o g ra fii. D la  prac d o św ia d cza ln y ch  
n a jp rzy d a tn ie jsze  z a p ew n e  okażą s ię  d w ie  p ie rw sz e  z n ich: „O zn aczan ie  t io li i grup  
d w u s ia r cz k o w y ch ” (S. J . L each ) oraz „M ik ro tech n ik i o d d z ie la n ia  a m in o k w a só w  
i p ep ty d ó w  p rzy  p o m o cy  e le k tr o fo re zy  w y so k o n a p ię c io w e j” (S. B lack b u rn ), s ta ­
ra n n ie  o p ra co w a n e  i p o d a ją ce  w ie le  sz c ze g ó łó w  p r a k ty czn y ch . B ard ziej w ą tp liw e  
jest, c zy  d la  o trzy m y w a n ia  p o lim er ó w  a m in o k w a so w y c h  szerzej będą  w y k o r z y s ty ­
w an e, p rzy n a jm n ie j w  c h w ili ob ecn ej, m e to d y  term iczn ej p o lik o n d en sa c ji a m in o ­
k w a só w , o p isa n e  w  in te re su ją cy m  ro zd zia le  p rzez  S. W . F o x ’ a i K.  H a r a d a .  
W iele  w a ż n y c h  sz c ze g ó łó w  te ch n ik i e k sp er y m en ta ln e j  p o d a je  D . A . D  a r c y  
w  sw o im  ro zd zia le  pod ty tu łe m  „O zn aczan ie  sw o is ty c h  b ia łek  w  m iesza n in a ch  
p rzy  p o m ocy  p r e cy p ita c j i w  ż e lu ”. D . R o s e n  p o d a je  za sa d y  te o re ty cz n e , sp osób  
w y k o n y w a n ia  p o m ia ró w  i w ie le  dan ych  k o n str u k cy jn y ch  d la  ap a ra tu ry  do p o m ia ­
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r ó w  sta łe j  d ie le k tr y cz n e j w  ro ztw o ra ch  b ia łek , pod  n ieco  w p ro w a d za ją cy m  w  b łąd  
ty tu łe m  „ P o m ia ry  d ie le k tr y cz n e  b ia łe k ”. W  ro zd zia le  pod ty tu łe m  „S k ład  a m in o -  
k w a so w y  w y b ra n y ch  b ia łek  i p o lip e p ty d ó w ” (W. H. W ard) zes ta w io n o  sk ła d  a m i-  
n o k w a so w y  d la  o k o ło  80 różn ych  b ia łek , w y r a ża ją c  z a w a rto ść  a m in o k w a só w  
w  n ie zb y t d o god n y  sp osób , w  m m o la ch /g . A u tor  p o d a je  r ó w n ież  s tru k tu rę  k o w a ­
len cy jn ą  w ie lu  b ia łek  i p o lip e p ty d ó w , w e d łu g  d a n y ch  n ieco  p rzesta rza ły ch , gd y ż  
n ie  p rzek ra cza ją cy ch  rok u  1&64. U ży teczn o ść  tego  ro zd zia łu  w  p o d ręczn ik u  m etod  
la b o ra to ry jn y ch  w y d a je  s ię  b y ć  p ro b lem a ty czn a .

P o d ręczn ik  jako  c a ło ść  s ta n o w ić  m oże  cen n e  u zu p e łn ie n ie  k s ięg o zb io ró w  z a k ła ­
d ó w  b io ch em ii, za rów n o  sp ec ja liz u ją c y ch  s ię  w  b a d a n ia ch  nad b ia łk a m i jak  i in ­
n y ch .

K .  Z a k r z e w s k i
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Komunikaty

Uchwala Sekcji Fizjologii Roślin Polskiego Towarzystwa Botanicznego 
w sprawie uzgodnienia nomenklatury i nazewnictwa dotyczącego związków 

regulujących wzrost i rozwój roślin

W  ram ach  S e k c ji  F iz jo lo g ii R o ślin , P .T .B . zo rg a n izo w a n o  k o n fer e n c ję  roboczą, 
n a  k tórej p r z ed y sk u to w a n o  za g a d n ien ie  n ie jed n o lite g o  s to so w a n ia  w  p o lsk ie j  l i t e ­
ra tu rze  n a u k o w ej n o m en k la tu ry  d o ty czą cej zw ią zk ó w  reg u lu ją cy ch  w z ro st i rozw ój 
r o ślin . K o n feren c ja , w  k tó rej u c z es tn icz y ło  35 osób  r ep re ze n tu ją cy c h  różn e d y s c y ­
p lin y  n a u k o w e  (f iz jo lo g ia , b io ch em ia , ch em ia) o d b y ła  się  w  In sty tu c ie  S a d o w n ic tw a  
P A N  w  S k ier n iew ic a c h  w  d n ia ch  16 i 17 gru d n ia  1966. O pracow an o  p ro p ozycje , 
k tó re  z o sta ły  n a s tęp n ie  p r z y ję te  i za tw ier d z o n e  na p len a rn y m  p o s ie d z e n iu  S ek c ji  
F iz jo lo g ii  R o ś lin  P T B  w  P o zn a n iu  w  dn iu  13 w r ze śn ia  1967 r.

T reść  u c h w a ły  p rzed sta w ia  s ię  n a stęp u jąco:

P o jęc ia  n a u k o w e  n ie  są  sta łe . U leg a ją  one e w o lu c ji w  m ia rę  p o stęp u  naszej w ie ­
d zy , a ta k że  k sz ta łtu ją  s ię  z a leżn ie  od in d y w id u a ln e g o  o d czu cia  p o szczeg ó ln y ch  b a ­
d a czy . S tąd  w y n ik a  w ła śn ie  p o trzeb a  d y sk u sji. J ed n a k że  p o d ejm o w a n ie  ja k ic h k o l­
w ie k  d ecy zji i n a rzu ca n ie  ich  o g ó ło w i b a d a czy  w y d a je  s ię  b y ć  z g ó ry  sk a za n e  na  
n ie p o w o d ze n ie , z w ła szcza  je ż e li m ia ły b y  one b y ć  p o d ejm o w a n e  p rzez  n ie w ie lk ie  
ty lk o  grono p r a c o w n ik ó w  n a u k i. D la teg o  też  ta k ie  p o jęc ia  jak  w z ro s t i rozw ój, k tó ­
r e  są ze sobą śc iś le  zw ią za n e  i od s ie b ie  u za leżn io n e  n ie  m ogą  b y ć  u ję te  w  ja k ą ś  
og ó ln ą  d e fin ic ję  b e z  szersze j d y sk u sji w  sk a li św ia to w ej. I s tn ie ją  jed n a k  r ea ln e  
p o d sta w y  do u je d n o lic en ia  n o m en k la tu ry  i n a z e w n ic tw a  d o ty czą ceg o  zw ią zk ó w  r e ­
g u lu ją c y c h  w z ro st i rozw ój ro ślin , w  op arciu  o n a jczęśc ie j s to so w a n ą  term in o lo g ię  
w  lite ra tu rz e  a n g ie lsk ie j . L itera tu ra  ta  o b e jm u je  b o w ie m  n a jw ię k szą  ilo ść  prac  
d o ty czą cy ch  ty c h  za g a d n ień  i p o s ia d a  n a jw ię k sze  tra d y c je  od n o śn ie  in teresu ją ce j  
n a s te rm in o lo g ii. Z ty c h  w ła śn ie  w z g lę d ó w  p o sta n o w io n o  p rzy ją ć  jako  g en era ln ą  
z a sa d ę  o p arcie  s ię  na te rm in o lo g ii i n a z e w n ic tw ie  a n g ie lsk im  oraz s to so w a n ie  sk ró ­
tó w  n a zw  a n g ie lsk ich , w p ro w a d za ją c  jed n o cześn ie  o b ja śn ien ia  p o lsk ie .

D la  o k r e ś len ia  p o szc z eg ó ln y c h  z w ią z k ó w  r eg u lu ją cy c h  wzrost" i rozw ój r o ślin  
p r z y ję to  n a s tęp u ją c e  z a lecen ia .

Z w ią zk i org a n iczn e , k tó re  w  m a ły ch  ilo śc ia c h  w y k lu c z a ją c y c h  o d d z ia ły w a n ie  
tro ficzn e , s ty m u lu ją , h a m u ją  lu b  w  in n y  sp osób  w p ły w a ją  na  p ro cesy  w zro stu
i rozw o ju  r o ś lin y  n a z y w a m y  r eg u la to ra m i w z ro s tu  r o ś lin  (sy n o n im  —  su b sta n cje  
w z ro s to w e ). T erm in  te n  m a  n a jszerszy  za k res i o b e jm u je  z w ią zk i n a tu ra ln e  (hor­
m o n y  r o ś lin n e  lu b  fito h o rm o n y ) jak  też  z w ią zk i sy n te ty c z n e . T erm in o w i tem u  
m ożn a  n ad ać b liż sze  zn a czen ie  o k r e śla ją c  p ro ces f iz jo lo g icz n y , w  ja k im  u czestn iczą  
d an e zw ią zk i. W  te n  sp osób  m ożn a  m ó w ić  o r eg u la to ra ch  k w itn ie n ia , o w o co w a n ia  
itp . S to su ją c  te  te r m in y  n a le ży  jed n a k  u w zg lę d n ić  fa k t, że za sa d n iczo  brak  p o m ię ­
d zy  n im i w y ra źn ej g ra n icy , p o n iew a ż  ta  sam a su b sta n c ja  m oże  o d d z ia ły w a ć  na s z e ­
r eg  różn ych  p r o c esó w . M im o, że term in y  „reg u la to r  w z ro s tu  r o ś lin ” i „ su b stan cja  
w z r o s to w a ” są  sy n o n im a m i, c e lem  u je d n o lic ze n ia  n o m e n k la tu ry  za leca  s ię  u ż y w a ­
n ie  term in u  „ reg u la to r  w zro stu  r o ś lin ”.
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N a tu ra ln e  reg u la to ry  w zro stu  ro ś lin  (w y tw a rz a n e  p rzez  r o ślin y ) o k reś lo n e  z o ­
s ta ły  term in em  h o rm o n ó w  w z ro s tu  r o ś lin  („ fito h o rm o n y ”), n a tu ra ln e  r eg u la to ry  
k w itn ie n ia  —  h orm o n a m i k w itn ie n ia  i w  sp osób  a n a lo g icz n y  tw o r z y ły  s ię  term in y  
o d n o śn ie  in n y ch  h o rm o n ó w . T erm in  „horm on  r o ś lin n y ” n ie  o d zw ierc ied la  jed n ak  
w  sp osób  jed n o zn a czn y  jeg o  d z ia ła n ia , d la teg o  te ż  u ż y w a n ie  teg o  te rm in u  n a leży  
u znać za n ie w sk a za n e . T erm in  „ h o rm o n iza cja ” m a ją cy  ozn aczać  o d d z ia ły w a n ie  na  
r o ślin y  przy  p o m ocy  r eg u la to r ó w  w z ro s tu  np . drogą o p ry sk u , czy  m o czen ia  nasion  
n a leży  u znać za n ie w ła śc iw y .

W lite ra tu rz e  p o św ięco n e j su b sta n c jo m  r eg u lu ją cy m  w z ro s t i rozw ój r o ślin  b a r ­
dzo często  sto su je  s ię  te rm in y  „ sty m u la to r y ”, „ p ro m o to ry ” i „ a k ty w a to ry ” . J e d n a k ­
że  z u w a g i na to, że  te n  sam  z w ią ze k  m o że  d z ia ła ć  raz  jako  sty m u la to r  a raz jako  
in h ib ito r , n a leży  ty ch  te rm in ó w  u n ik a ć  w  se n s ie  ich  k w a lif ik a c j i  w  ob ręb ie  r e g u la ­
to ró w  w z ro s tu  i od n o sić  je  w y łą c z n ie  do o k reślo n eg o  d z ia ła n ia  w  k o n k r e tn y ch  p rzy ­
pad k ach . To sam o o d n osi s ię  do ta k ich  p o jęć  jak  a n ta g o n is ta  czy  sy n er g ista .

A u k s y n y  —  zw ią zk i, k tóre  c h a ra k tery zu je  zd o ln o ść  w y w o ły w a n ia  w z ro s tu  e lo n -  
g a cy jn eg o  k om órek  pęd u . Ich  d z ia ła n ie  je st  p od ob n e do teg o , ja k ie  w y w o łu je  k w as  
3 - in d o lilo o c to w y  (IA A ). Z w ią zk i te  m ogą w p ły w a ć  ta k że  na in n e  p r o c esy  f iz jo ­
log iczn e , jed n ak , e fek t, ja k i w y w ie r a ją  na w y d łu ż e n ie  s ię  k om órek , u w a ża  s ię  za 
n ajb ard ziej ch a ra k te ry sty c z n y . D la  ozn a czen ia  ty ch  z w ią zk ó w  jako  n a jb ard zie j sp e ­
c y fic zn y  p rzy jm u je  s ię  te s t  w y g ię c io w y  k o le o p ty li ow sa .

N a zw ę  „ h e te ro a u k sy n a ” u ży w a n ą  n ie k ied y  dla o k reślen ia  k w a su  3 - in d o lilo o c -  
to w eg o  (IA A ) n a leży  u zn ać  za n ie w ła śc iw ą . J ed n a k że  z u w a g i na r o zp o w sz ec h n ien ie  
teg o  term in u  w  n iek tó ry ch  k ra jach , term in  ten  n a le ży  u w zg lę d n ia ć  w  litera tu rze  
p o d ręczn ik o w ej i p o p u la ry za to rsk ie j  z o d p o w ied n ią  in terp re ta cją .

G ib e r e l in y  —  zw ią zk i, k tó ry ch  sp ec y ficz n e  d z ia ła n ie  p o leg a  na w y d łu ża n iu  i s t y ­
m u la c ji p o d z ia łó w  k o m ó rk o w y ch  (lub na p o b u d za n iu  obu  ty ch  p ro cesów ), a które  
p o sia d a ją  ta k i sam  sz k ie le t  g ib a n u  jak  k w a s g ib e re lo w y . Jak o  n ajb a rd zie j sp e c y ­
ficz n e  u w aża  s ię  te s ty  k a r ło w a ty c h  m u ta n ó w  k u k u ry d zy . Z w ią zk i te  r eg u lu ją  tak że  
szereg  in n y ch  p ro cesó w  fiz jo lo g iczn y ch .

N a o k reślen ie  zw ią zk ó w  w y k a zu ją cy c h  ty lk o  w ła śc iw o śc i b io lo g iczn e  g ib e re lin y ,  
p rzy ję ła  s ię  w  litera tu rze  św ia to w ej nazw a  su b sta n c je  g ib ere lin o p o d o b n e . T erm in  
ten  n ie  je s t  jed n a k  d o sta teczn ie  sp recy zo w a n y , d la teg o  też  w  p iśm ie n n ic tw ie  p o lsk im  
n a leża ło b y  go raczej u n ik a ć  i za stą p ić  form ą o p isow ą .

D o ty ch cza s znane g ib e r e lin y  są  k w a sa m i (k w a sy  g ib e re lin o w e ) i ozn acza  się  je  
sk rótem  G A . Jed en  z tych  k w a só w  —  g ib e re lin a  A 3 n a zw a n a  je s t  k w a se m  g ib e re lo -  
w y m  (G A 3).

C y to k in in y  —  su b sta n c je , k tó ry ch  n ajb ard ziej ch a ra k tery sty czn y m  e fe k te m  je st  
sty m u la c ja  p o d z ia łó w  k o m ó rk o w y ch , choć  reg u lu ją  one ta k że  szereg  in n y ch  p ro ce ­
só w  f iz jo lo g iczn y ch . Ich  d z ia ła n ie  je s t  p od ob n e do tego , ja k ie  w y w o łu je  k in ety n a  
(6 -fu r fu ry lo a m in o p u ry n a ) oraz in n e  6 -p o d sta w io n e  p o ch o d n e  a d en in y . Sp ośród  z n a ­
nych  o b ecn ie  te s tó w  n a jb ard ziej sp ec y ficz n y  je s t  ty to n io w y  S k o o g a  i w sp ó łp r a ­
co w n ik ó w .

R ó w n o zn a czn y m i term in a m i są „ k in in y ” i „ f ito k in in y ”, jed n a k  te rm in  „ cy to k i-  
n in a ” w p ro w a d zo n y  przez  o d k ry w có w  tej g ru p y  zw ią zk ó w  zo sta ł p r z y ję ty  przez  
w ię k sz o ść  b ad a czy  i d la teg o  za leca  s ię  s to so w a n ie  go w  p iśm ie n n ic tw ie  p o lsk im .

R eg u la to ry  w zro stu  h a m u ją ce  w z ro s t i rozw ój, a k tó ry ch  d z ia ła n ie  m a ch a ra k ­
ter o d w ra ca ln y  n a zy w a m y  in h ib ito ra m i w zro stu . W śród te j g ru p y  su b s ta n c ji w y ­
r ó żn ia m y  in h ib ito ry  n a tu ra ln e  w y tw a rz a n e  p rzez  r o ś lin y  oraz in h ib ito ry  sy n te ty c zn e .

P o jęc ie  in h ib ito ra  w zro stu  m ożna o g ra n iczy ć  przez  b liż sze  o k r e ś le n ie  fu n k c ji  
b io lo g iczn ej. W  ten  sp osób  m ożn a  w ię c  m ó w ić  o in h ib ito ra ch  w z ro stu , k ie łk o w a n ia ,  
k w itn ie n ia  itp . S to su ją c  te  te rm in y  n a le ży  jed n a k  u w zg lę d n ić  fa k t, że su b sta n c ja  ta  
m oże o d d z ia ły w a ć  na szereg  różn ych  p ro cesó w , a za tem  w y ra źn ej g ra n icy  p o m ięd zy
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n im i n ie  da s ię  u s ta lić . P rz y k ła d e m  m oże  b y ć  a b scy sy n a , k tóra  r eg u lu je  z ja w isk o  
op ad an ia  i sp o czy n ek .

P rz ed sta w io n y  tu  p o d z ia ł in h ib ito r ó w  w zro stu  o p a rty  je st  o za sad ę  fu n k c ji lub  
e fek tu , a n ie  o za sa d ę  m ech a n izm u  d z ia ła n ia  na p o z io m ie  m o lek u la rn y m . N a le ży  
zatem  w y r a źn ie  odróżn ić  zn a czen ie  „ in h ib ito r a ” w  se n s ie  f iz jo lo g icz n y m  od p o jęc ia  
„ in h ib ito ra ” u ż y w a n eg o  w  b io ch em ii lu b  ch em ii.

R e ta r d a n t y  w z r o s t u  r o ś l i n — in h ib ito ry  sy n te ty c zn e  h a m u ją ce  w z ro st e lo n g a c y j-  
ny p ęd u  o d z ia ła n iu  p r z ec iw n y m  n iż  g ib e re lin y . R o ś lin y  r ea g u ją ce  na re ta rd a n ty  
p od d a n e  ich  d z ia ła n iu  odzn aczają  s ię  ch a r a k te ry sty c z n y m  p o k ro jem  p rz eja w ia ją c y m  
się  w  sk ró cen iu  p ęd u  i u in te n sy w n ie n iu  z ie lo n e j b a rw y  liśc i. Z w ią zk iem  w y w o łu ją ­
cym  ty p o w e  z m ia n y  ch a r a k te ry sty c z n e  d la  d z ia ła n ia  r e ta rd a n tó w  je s t  ch lo rek  c h lo -  
ro ch o lin y  (CCC).

P rof. dr M a r ia n  M ic h n ie w ic z  
(P rzew o d n iczą cy  S e k c ji F iz jo lo g ii R o ślin  P T B )
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N a le ży  p o d a w a ć  k o le jn o : L . p., n a zw isk o  a u tora  i p ie rw sz e  l ite r y  im io n  
(pod aje  s ię  n a z w isk a  w sz y s tk ic h  a u to ró w  w  k o le jn o śc i p od anej w  o r y ­
g in a le ), sk ró co n y  ty tu ł  cza sop ism a, to m  (p o d k reślon y), stro n ica  i rok  
(w  n a w ia sa ch ). N p.: 3. B ogorad  L ., G ra n ick  S ., J. B io l. C hem . 202, 
793 (1953). W yk az sk ró tó w  ty tu łó w  cza so p ism  p o d ają  P o st .  B io c h e m .  7, 
601 (1961). C y tu ją c  k s ią ż k i n a le ży  p od ać k o le jn o : n a z w isk o  i  p ierw sze  l i ­
te ry  im io n  autora(ów ), ty tu ł, w y d a w c ę , m ie jsce  i rok  w y d a n ia ; np.: B a ­
ra n o w sk i T., P o d ręczn ik  B io ch em ii, PZW L, W a rszaw a  1963. C ytu jąc  
a r ty k u ły  w  p racy  zb io ro w ej n a leży  p od ać po ty tu le  tom  i n a zw isk a  w y ­
d a w có w , oraz na k oń cu  stron icę; np. S ch n eid er  W. C., w  M eth od s in  E n -  
zy m o lo g y , to m  III, red . S. p .  C o lo w ick  i N. O. K ap lan , A ca d em ic  P ress, 
N e w  Y ork 1957, str. 680.
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