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IN FO R M A C JA  DLA  AUTORÓ W

P ostęp y  B iochem ii  publikują artykuły referatow e ze w szystk ich  
dziedzin biochem ii n ie drukow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły  
drukowane w  Postępach  B iochem ii  nie mogą być bez zgody Redakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. A rtykuły są honorowane w g usta­
lonych staw ek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić p isem nie nadsyłając 
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. K oszty zmian tekstu w  k o­
rekcie, poza popraw kam i błędów  drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie możność w prow adzenia skrótów  i popra­
w ek n ie  w pływ ających na treść pracy.

F orm a m aszynopisu .  M aszynopis pracy i w szelk ie załączniki należy  
nadsyłać w dwu egzem plarzach. M aszynopis p ew in ien  być napisany  
jednostronnie, z podw ójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na p ierw szej 
stronie należy zam ieścić tylko: im iona (w pełnym  brzmieniu) i n a­
zw iska autorów, ich tytu ły  naukow e w raz z nazw am i placów ek nauko­
wych, tytuł pracy w  języku polskim  i angielskim  oraz om ów ienie tem a­
tu pracy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy m aszynopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską a podroz­
d z ia ły — arabską. T ytu ły  nie» w ydzielone z tekstu  n ie pow inny być nu­
m erowane.

W tekście nie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków , sch e­
m atów  i w zorów. W żądanym  m iejscu należy pozostaw ić w olny w iersz  
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w  n aw ia­
sie — numer odpow iedniego wzoru. W tekście należy odw ołać się do 
num eracji w zoru po słow nym  w ym ienieniu  zw iązku, np.: kw as g lu ta­
m inow y (I).

Pow ołując się na literaturę należy podać w tekście, w  naw iasie, 
kolejny numer pozycji w  spisie literatury.

Z ałączn ik i  do te k s tu .  K ażdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w  tek ś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i w yrazam i tytułu pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek opisujący jej treść, jej rubry­
ki pow inny być zaopatrzone w  odpow iedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można napisać 
na m aszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem . W fotografiach  
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.

Litera tura .  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejności nazw isk autorów.
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P o s t .  B io c h e m .  15, 151—173 (1969).

P R Z E M Y SŁ A W  M A ST A L E R Z  *

Biochemia wiązania fosfor-węgiel 

The Biochemistry of Carbon-Phosphorus Bond

A review  of natural occurrence and m etabolism  of com pounds w ith  P-C  bond, 
covering literature as of February 1968.

W śród drobnocząsteczkowych składników  żywej m aterii spotykam y 
szereg połączeń, których cząsteczki zaw ierają elem enty budowy rzadko 
w ystępujące w związkach pochodzenia naturalnego. Do takich niepospoli­
tych  elem entów stru k tu ra ln y ch  można zaliczyć na przykład wiązanie po­
tró jne  C = C  w związkach w ystępujących w niektórych roślinach (14), 
grupę dwuazową w takich am inokwasach jak  azaseryna i 6-aza-5-okso- 
-norleucyna (22), czy wreszcie grupę nitrow ą (16) i w iązanie węgiel-chlor
(1). Związki zaw ierające te i inne niepospolite w naturze wiązania i grupy 
atom ów można uważać za swego rodzaju osobliwości biochemiczne. Je d ­
nym  z takich osobliw ych połączeń jest odkryta w roku 1959 ciliatyna (33, 
34), am inokwas (I), pod względem struk tu ra lnym  przypom inający taurynę 
i (3-alaninę, a jednocześnie zbliżony budową do fosforanu kolam iny (II).

0  O 
I! I!

HO—P—OH HO—P—OH
1 I 

c h 2 o
I I

c h 2 c h ,
I I

n h 2 c h 2
I

n h 2
I II

Rolę grupy kwasowej w tym  aminokwasie spełnia grupa fosforanowa 
- P 0 3H2. C iliatyna, czyli kwas 2-am inoetylofosfonowy, zawiera elem ent 
struk tu ra lny  nie spotykany dotychczas wśród składników żywych orga­
nizmów, a mianowicie atom fosforu połączony bezpośrednio z atomem 
węgla. Obecność wiązania P-C spraw ia, że ciliatyna jest związkiem fosfo­
row ym  całkowicie odm iennym  od często w ystępujących w naturze estrów

* Doc. dr, K atedra Chemii Organicznej I, P olitechnika W rocław ska, W rocław.
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152 P. M A STAL ER Z [2]

i amidów kwasu fosforowego, w których atom  fosforu jest połączony 
z węglem za pośrednictw em  atom u tlenu lub azotu.

Sam  fak t w ystępow ania wiązania P-C w przyrodzie zasługuje n ie­
w ątpliw ie na uwagę i otw iera pole do in teresujących badań nad biosyntezą 
i rozkładem  tego wiązania, ale zainteresow anie tym  zagadnieniem  pozo­
stałoby zapewne niewielkie, gdyby wiązanie P-C było rzadkością w świe- 
cie ożywionym. Okazało się jednak, że związki zaw ierające fosfor połą­
czony bezpośrednio z węglem  są szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. 
Tym samym  pojaw iło się zagadnienie o podstaw owym  znaczeniu — bio­
chemii wiązania P-C. Jego znaczenie jest tym  większe, że uchw ytne ilości 
ciliatyny w ystępują w tkankach a prawdopodobnie także i w m leku zwie­
rząt przeżuwających. Ponadto znaczne ilości związków zaw ierających 
wiązanie P-C w ykryto  w m ięczakach masowo spożywanych przez ludność 
niektórych rejonów  św iata (61). Nasuwa się w związku z tym  pytanie, 
jak i jest los tych połączeń w  organizmie człowieka.

I. Ogólna charakterystyka związków zawierających wiązanie P-C

Chemia organiczna zna wiele tysięcy związków zaw ierających atom y 
węgla połączone bezpośrednio z atom am i fosforu. Ilość znanych połączeń 
tego typu przewyższa naw et ilość wszystkich innych związków fosforo­
organicznych, w których atom y tego pierw iastka są połączone z węglem  
za pośrednictw em  atomów tlenu, siarki czy azotu. Dla prostoty  i dla od­
różnienia od innych związków fosforoorganicznych wygodnie jest nazyw ać 
połączenia zaw ierające wiązanie P-C związkam i fosfonowymi. Nazwa ta  
zaczyna zdobywać prawo obyw atelstw a także w  nom enklaturze bioche­
micznej. Mówi się na przykład o fosfonolipidach, w odróżnieniu od zw yk­
łych fosfolipidów (9).

Wśród związków zaw ierających pięciowartościowy fosfor w yróżniam y 
trzy  zasadnicze typy  połączeń: kw asy fosfonowe (III), kw asy fosfinowe 
(IV) i tlenki fosfin (V). Z biochemicznego punktu  w idzenia in teresujące 
są zwłaszcza kw asy fosfonowe, ponieważ do tej grupy związków należą 
wszystkie w ykryte  dotychczas w przyrodzie połączenia zaw ierające w ią­
zania P-C.

OH R O R

R—P = 0 R—P = 0

OH
III

IV R
V

Kwasy fosfonowe są bliskim i analogam i s truk tu ra lnym i odpowiednich 
estrów  kwasu fosforowego, od których różnią się tylko brakiem  atom u 
tlenu  między fosforem  a węglem. Na przykład fosfonowym odpow iedni-
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[3] W IĄ Z A N IE  P —C 153

kiem  estru  glukozo-6-fosforanowego (VI) jest kwas glukozo-6-fosfonowy 
(VII). Związek ten  nie w ystępuje w przyrodzie, otrzym ano go jednak syn­
tetycznie (23).

Mimo bliskiego podobieństwa strukturalnego istnieje zasadnicza róż­
nica między kwasam i fosfonowymi i odpowiadającym i im  estram i kwasu 
fosforowego. W w arunkach, w których wszystkie estry  kwasu fosforo­
wego ulegają hydrolizie, typowe kw asy fosfonowe są zupełnie odporne 
(21, 50, 62), co w ykorzystano do w ykryw ania ich w m ateriałach biologicz­
nych. Ciliatyna na przykład nie ulega najm niejszym  naw et zmianom  po 
48 godzinach ogrzewania w 8N HC1 w tem peraturze 150°C (44), względnie 
po 8 godzinach w 5N NaOH w 120°C (34). K w asy fosfonowe są także od­
porne na działanie fosfataz (44, 48, 57).

Poza całkowicie odm iennym  zachowaniem się w w arunkach hydrolizy 
kw asy fosfonowe i odpowiadające im  budową estry  kwasu fosforowego 
w ykazują znaczne podobieństwo własności. Zarówno jedne jak i drugie 
są średnio mocnymi kwasam i dwuzasadowym i. Rozm iary cząsteczek róż­
nią się ty lko nieznacznie, a polarność ich jest. praktycznie taka sama. 
Dzięki tem u kwasy fosfonowe mogą być przyłączane przez centra ak tyw ­
ne enzymów katalizujących przem iany odpowiednich estrów kwasu fosfo­
rowego. W przypadku fosfataz prowadzi to do kom petycyjnego ham owa­
nia reakcji enzym atycznej (48, 57). Na zasadzie podobieństwa s tru k tu ra l­
nego ciliatyna może zastępować fosforan kolam iny w reakcjach enzym a­
tycznej syntezy fosfolipidów (15, 38, 39).

Szczególnie w yraźnych przykładów  podobieństwa własności dostar­
czyły badania nad syntetycznym i fosfonolipidami i odpowiadającym i im 
fosfolipidami. W edług B a e r a  i J a g a n n a d h a  R a o  (4) L - a - d w u -  

m yrystoilolecytyna i jej fosfonowy analog zaw ierający ciliatynę zamiast 
fosforanu kolam iny nie mogą być rozdzielone za pomocą chrom atografii 
cienkowarstwowej na żelu krzem ionkow ym  przy użyciu sześciu różnych 
układów rozpuszczalników. Ciliatynę i fosforan kolam iny również trudno 
jest rozróżnić za pomocą chrom atografii i elektroforezy bibułowej (29).

C harakterystyka kwasów fosfonowych byłaby jednak niepełna, zwła­
szcza z biochemicznego punktu  widzenia, gdyby nie uwzględniała połączeń 
°  w yjątkow ych własnościach, w ykazujących niezw ykłą d la tego typu 
związków nietrw ałość w iązania P-C. Przede wszystkim  należy tu w ym ie­
nić kwasy (3-ketofosfonowe, które łatw o ulegają rozkładowi z wydziele­
niem  fosforanu nieorganicznego. Na przykład próba otrzym ania kwasu

c h 2—o —p o 3h ; CH2—P 0 3H:

OH OH
VIIVI
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1 5 4 P . M A STALER Z [4]

2-ketopropanofosfonowego (VIII) przez hydrolizę jego estru  doprowadziła 
do powstania acetonu, kwasu fosforowego i alkoholu jako jedynych pro­
duktów  reakcji (51). Podobną skłonność do rozkładu wiązania P-C w yka­
zują kwasy a-ketofosfonowe.

о о о о
II II II II

НО— Р—о н1 НО—Р—о н1
НО—Р—о н

1
НО—Р—СН2СН3

с н 21
с н 2 с н 2 с н 2

с = о1
СН—NH, с н 2

1
с н 2

СНз с о о н СН—n h 2 СН—n h 2

с о о н с о о н

VIII IX X XI

Labilny charakter w iązania P-C w kwasach ketofosfonowych sugeruje 
m echanizm  degradacji aminokwasów fosfonowych w ystępujących w przy­
rodzie. Mogłyby one być przekształcone na drodze utleniania albo trans- 
am inacji w nietrw ałe ketokw asy, rozkładające się z rozerw aniem  wiąza­
nia P-C.

II. Chemiczne własności aminokwasów fosfonowych

Am inokwasy fosfonowe były znane zanim  odkryto  je  w przyrodzie, 
głównie dzięki pracom  C h a v a n e  (18, 19), K o s o l a p o f f a  (49, 50) 
oraz K a b a c z n i k a  i M e d w e d  (36). Na szczególne podkreślenie 
zasługują prace Chavane, k tóry  pierwszy zastanaw iał się nad możliwością 
występow ania aminokwasów fosfonowych w przyrodzie i przeprow adził 
syntezę k ilku połączeń z tej grupy dla poznania ich własności. Zw racając 
swoją uwagę przede w szystkim  w  kierunku fosfonowych analogów tau ry ­
ny i kw asu cysteinowego, Chavane otrzym ał syntetycznie kwas 2-am ino- 
etylofosfonowy (ciliatynę) i kwas 2-am ino-3-fosfonopropionowy, czyli 
(3-fosfonoalaninę (IX). Pierw sze syntezy kwasów a-am inofosfonow ych w y­
konali K o s o l a p o f f  (49) i niezależnie od niego K a b a c z n i k  
i M e d w e d  (36). Syntezę fosfonowego (X) i fosfinowego (XI) analogu 
kwasu glutaminowego przeprow adził M a s t a l e r z  (54, 56). Połączenia 
te okazały się inhibitoram i enzym u syntetyzującego glutam inę (55). Po 
odkryciu am inokwasów fosfonowych w przyrodzie nastąpił znaczny w zrost 
zainteresow ania tym i połączeniami. Między innym i C h a m b e r s  
i I s b e l l  (17) opracowali ogólną m etodę syntezy kwasów a-am inofosfo­
nowych, dzięki k tórej te  połączenia s ta ły  się łatwo dostępne.

Dotychczasowe badania chemiczne nad am inokwasam i fosfonowym i 
ograniczały się głównie do opracow ania metod ich syntezy i opisu podsta-
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5] W IĄ Z A N IE  P —C 155

wowych własności, jak  tem pera tu ra  topnienia, rozpuszczalność, trw ałość 
w w arunkach hydrolizy i własności kwasowo — zasadowe. Znacznie m niej 
uwagi poświęcono chem icznym  przem ianom  tych połączeń.

Am inokwasy fosfonowe reagują  z n inhydryną podobnie jak  am ino­
kw asy karboksylowe, dając takie samo zabarwienie (17, 34). Przebieg 
reakcji jest podobny, jedynie zam iast dw utlenku węgla w ydziela się fos­
foran nieorganiczny. W edług W a r r e n a  (79), k tóry  badał tę reakcję 
z kwasem  am inometylofosfonowym, przy rozpadzie w iązania P-C  pow sta­
je anion m etafosforanow y, działający jako niespecyficzny czynnik fosfo- 
ry lu jący . Gdy reakcję prowadzono w m etanolu albo glikolu etylenow ym  
w m ieszaninie reakcy jnej pojaw iały się fosforany tych  alkoholi. Reakcję 
n inhydryny  z ciliatyną badał d e  K o n i n g  (45). W edług niego produk­
tem  pośrednim  tej reakcji jest aldehyd fosfonooctowy (XII), k tó ry  spon­
tanicznie rozkłada się do aldehydu octowego i kwasu fosforowego (sche­
m at 1). De Koning nie zakłada w praw dzie pow staw ania m etafosforanu 
podczas rozkładu aldehydu fosfonooctowego, należy się jednak liczyć z mo­
żliwością w ytw arzania  H P 0 3 w tej reakcji, podobnie, jak  to m a m iejsce 
przy degradacji kwasów a-am inofosfonowych pod w pływ em  ninhydryny. 
Jeżeli m echanizm  przedstaw iony na schemacie 1 jest słuszny, to podczas 
reakcji z n inhydryną powinno w ystąpić fosforylujące działanie ciliatyny, 
czego jednak dotychczas nie badano. Przypuszcza się, że aldehyd fosfo­
nooctowy jest także produktem  enzym atycznej degradacji c iliatyny (59).

In teresujących w yników  dostarczyły badania reakcji c iliatyny  z kw a­
sem azotawym  (57), w w yniku której pow staje etylen, azot i ortofosforan.

o  o
H

= o  +  h 2n —c h 2c h ;p o 3h 2 - c —c h 2—p o 3h ;

o

o o
H

N  =  C — CH —P 0 3H

P 0 3H;
O© O©

XII

©o

H
\

{»20
,C—CH3 H 3P 0 4

H
Schem at 1. M echanizm  reakcji cilia tyny z ninhydryną
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156 P . M A STAL ER Z [6]

III. Metody wykrywania związków fosfonowych w materiałach 
biologicznych

Badania nad w ystępow aniem  związków fosfonowych w  przyrodzie 
u trudn ia  brak  bezpośredniej m etody analitycznej, pozwalającej na w y­
krycie w iązania P-C. Ze względu n a  różnorodność połączeń zaw ierających 
to wiązanie i ich skrajn ie różne własności opracowanie ogólnej metody 
w ykryw ania, opartej na w łasnościach chemicznych w ydaje się mało p raw ­
dopodobne. W iązanie P-C nie w ykazuje charakterystycznej absorpcji 
w ultrafiolecie ani w  zakresie w idzialnym , a spektroskopia w podczerwieni 
nie znajduje zastosowania do analizy złożonych mieszanin.

Możliwość zastosowania m agnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) 
była rozpatryw ana przez Q u i n a  (61). Widmo NMR pozwala wprawdzie 
na łatw e odróżnienie związków fosfonowych od innych połączeń fosforu, 
nie zaw ierających w iązania P-C, jednak dostępne obecnie spektrom etry  
NMR w ym agają stosowania próbek o dużym  stężeniu. W yklucza to za­
stosowania tej m etody do analizy m ateriałów  biologicznych, gdzie chodzi
o w ykryw anie śladowych zawartości poszukiw anych składników.

Znaczenie m etody ogólnej, jakkolw iek o ograniczonym  zastosowaniu, 
posiada m etoda oparta  na oznaczaniu fosforu po spaleniu próbki (fosfor 
całkowity) i po w yczerpującej hydrolizie (fosfor estrowy). Jeżeli w yniki 
tych dwóch oznaczeń różnią się w sposób istotny, to badany m ateriał 
niew ątpliw ie zawiera odporne na hydrolizę związki fosfonowe. W arun­
kiem  uzyskania praw idłow ych w yników  jest oczywiście przeprowadzenie 
hydrolizy w sposób zapew niający całkow ity rozkład estrów  kw asu fosfo­
rowego. W edług Q u i n a  (61) w ystarczająca jest hydroliza za pomocą 
6N HC1 w 105°C przez 48 godzin. P raktyczne znaczenie tej prostej m etody 
ogranicza jednak jej bardzo m ała czułość. Biorąc pod uwagę osiągalną 
dokładność kolorym etrycznego oznaczania fosforu można ocenić, że w y­
krycie związków fosfonowych tą  m etodą nie jest możliwe, jeżeli zaw arty 
w nich fosfor stanow i m niej niż 3% fosforu całkowitego. Ponadto nie 
w szystkie związki fosfonowe są odporne na długotrw ałą hydrolizę. M etodę 
tę z powodzeniem stosowano do analizy jam ochłonów i mięczaków (60, 
61), które zaw ierają w yjątkow o dużo związków fosfonowych.

Ponieważ w ystępujące w przyrodzie związki zaw ierające wiązanie 
P-C są przeważnie am inokwasam i, można dla ich w ykrycia stosować m e­
todę, jaką posłużył się H o r i g u c h i  (30) badając rozpowszechnienie 
związków fosfonowych w przyrodzie. W edług tej m etody próbkę poddaje 
się w yczerpującej hydrolizie, a następnie frakcjonuje  na kolum nie katio- 
n itu  Dovoex 50 H + w celu usunięcia fosforanu nieorganicznego. M iarą za­
w artości aminokwasów fosfonowych jest ilość fosforu zatrzym anego na 
kolum nie przem ytej wodą. Tym  sposobem można w ykryć obecność związ­
ków fosfonowych naw et w tedy, gdy zaw arty w  nich fosfor stanow i m niej 
niż 0,1% fosforu całkowitego.
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Do w ykryw ania związków fosfonowych stosowano także chrom ato­
grafię i elektroforezę bibułow ą (40). Połączenia z grupą - P 0 3H2 związaną 
bezpośrednio z węglem  można lokalizować na chrom atogram ach za po­
mocą odczynników używ anych do w ykryw ania estrów kwasu fosforowe­
go, n a  przykład odczynnika H a n e s a  I s h e r w o o d a  (24) albo odczyn­
nika R o s e n b e r g a  (64). W odróżnieniu od fosforanów organicznych, 
k tóre tw orzą z tym i odczynnikami trw ałe niebieskie zabarwienie, kwasy 
fosfonowe zostają uwidocznione w  postaci szybko zanikających plam  o od­
cieniu zielonym. Do lokalizacji am inokwasów fosfonowych można oczy­
wiście stosować ninhydrynę.

IV. Rozpowszechnienie związków fosfonowych w przyrodzie

Pierw szy am inokwas fosfonowy w żywym  organizmie przypadkowo 
odkryli H o r i g u c h i  i K a n d a t s u  (33), zajm ując się szczegółową 
analizą składu chemicznego pierw otniaków  z przewodu pokarmowego 
przeżuwaczy. Poddali oni hydrolizie surow ą frakcję  lipidową m ieszaniny 
pierwotniaków , pobranych ze żwacza owcy i w yodrębnili oraz zidentyfi­
kowali nowy aminokwas. O dkryw cy nazwali go ciliatyną aby podkreślić, 
że po raz pierwszy został on w ykry ty  w  pierw otniakach należących do 
grom ady Ciliata (orzęski).

Dalsze badania H o r i g u c h i  i K a n d a t s u  (30, 37) dotyczyły roz­
powszechnienia aminokwasów fosfonowych w przyrodzie. Posługując się 
w łasną m etodą analityczną autorzy stw ierdzili obecność zaw ierających 
wiązanie P-C aminokwasów w szeregu organizmów jednokom órkowych 
(pierwotniaki, bakterie) i w ielokom órkowych (robaki obłe, ślimaki). Spo­
śród badanych organizmów najw iększą zawartością związków fosfono­
wych odznaczał się p ierw otniak Tetrahym ena, w k tórym  fosfor związany 
z węglem  może stanowić do 15%> fosforu całkowitego (30). Zestawienie 
jednokom órkowych organizmów, w  których w ykryto  dotychczas związki 
fosfonowe podaje tablica 1.

Realizując program  badań składu chemicznego jam ochłonów z mórz 
południowych K i t t r e d g e  i wsp. (44) stw ierdzili nieoczekiwanie znacz­
ne ilości ciliatyny w ukw iale Anthopleura elegantissima. Po tym  odkryciu 
w pracow ni K i t t r e d g e  (40, 42) rozpoczęto system atyczne poszukiwa­
nia związków fosfonowych w  jam ochłonach (Coelenterata). Stosując 
ekstrakcję tkanek 70% -owym etanolem , w yczerpującą hydrolizę ekstrak­
tu kwasem  solnym, a następnie chrom atografię kolum now ą hydrolizatu 
na w ym iennikach jonowych oraz chrom atografię i elektroforezę bibułową, 
stwierdzono występow anie znacznych ilości ciliatyny w każdym  spośród 
19 badanych jamochłonów, należących do różnych gromad. Ponadto już 
wstępna analiza chrom atograficzna w ykazała, że w  badanych jam ochło­
nach w ystępuje obok c ilia tyny  jeszcze przynajm niej 8 innych związków
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Tablica 1

Występowanie związków fosfonowych w mikroorganizmach

1 5 8  p - M A ST ALER Z [8]

Nazwa
Fosfor P-C 
jako % P 

całkowitego

Pozycja
litera­
tury

Nazwa
Fosfor P-C 
jako % P 

całkowitego

Pozycja
litera­
tury

Ciliata ze żwacza 3,4—6,5 20, 30, B. subtilis 0,15—0,17 30
(mieszanina) 34
Entodinium nie określo­ 20 Agrob. tumefaciens 0,14 30
caudatum no
Euglena gracilis 0,10 30 Zooplankton 3,2 30
Paramecium K 32 0,82 30 Clostridium butyricum 0,29—0,40 30
Tetrahymena 10,6— 15,0 30, 37 E. coli 0,06—0,07 30
pyriformis 42, 65
Bakterie ze żwacza 1,0 30 Coryn. facians 0,25 30

fosf0x1 owych, w  tym  5 aminokwasów, dających na chrom atogram ach ty ­
powe zabarw ienie pod w pływ em  ninhydryny. Prace nad ich identyfikacją 
są w  toku. Rozważając możliwe drogi biosyntezy ciliatyny K i t t r e d g e  
i H u g h e s  (42) założyli, że ciliatyna może powstawać przez dekarbo- 
ksylację fosfonoalaniny czyli kw asu a-amino-|3-fosfonopropion owego (IX), 
podobnie jak  kolam ina z seryny. System atyczne poszukiwania (3-fosfono- 
alan iny  w  organizm ach obfitujących w ciliatynę wykazały, że aminokwas 
ten  jest szeroko rozpowszechniony w jam ochłonach i w ystępuje też 
w Tetrahym ena, ale zawartość jego jest zwykle niew ielka i wynosi tylko 
od 1 do 10% zaw artości ciliatyny. lOOg kom órek Tetrahym ena pyriform is  
zaw iera około lOmg fosfonoalaniny.

O statnio K i t t r e d g e  i wsp. (43) oraz S h e l b o u r n e  i Q u i n
(74) zidentyfikow ali trzy  nowe am inokwasy fosfonowe w ukw iałach 
A.xanthogram m ica i M etrid ium  dianthus. Są to N-m etylowe pochodne 
ciliatyny (XIII), (XIV) i (XV). Połączenia (XIII) i (XV) wydzielono w  s ta ­
nie krystalicznym . Kwas p-trójm etyloam inoetylofosfonow y (XV) jest fos- 
fomowym analogiem  fosforanu choliny. Związki te w ystępują w ukw iałach 
w  dość znacznych ilościach. Na przykład z 5 kg A.xanthogram m ica  w y-

O O o o
¡1 II il II

-P —OH
I

HO—P—OH
I

HO—P—O-
|

HO—P—OH
i

c h 2
i

c h 2
i

CH,
i

c h 2 h 2n —c h 2—p o 3h 2

c h 2 c h 2 c h 2
I

COOH

NHCHj N(CH3)2
I

+N(CH3)3

XIII XIV XV XVI XVII
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dzielono 376 mg krystalicznego kw asu P-metyloaminoetylofosfonowego 
(XIII).

Oprócz w ym ienionych połączeń K i t t r e d g e  (40) znalazł w jam o­
chłonach kw asy fosfonowe, które podczas chrom atografii bibułowej i elek­
troforezy zachow ywały się jak  kw as fosfonooctowy (XVI), a-amino-Y-fos- 
fonomasłowy (X) i am inom etylofosfonow y (XVII). Ostateczna iden tyfi­
kacja  tych związków w ym aga dodatkow ych badań.

W ystępowanie związków fosfonowych w jam ochłonach przedstaw ia 
tablica 2.

Tablica 2
Występowanie związków fosfonowych w jamochłonach

Gatunek Ciliatyna (3-fosfonoalanina Inne związki 
fosfonowe

Pozycja
literatury

Pelagia colorata + +  • 40
Tubipora música -f + + 40
Muriciopsis flavida + + 40
Eucinea succinea + + + 40
Briarium asbestinum + ślady + 40
Microspicularia +  i. + + 40
Renilla collikeri •+ + + 40
Zoanthus sociatus + + 40, 42
Harenactis + + + 40
Tealia felina + + + 40, 60, 61, 74
Anthopleura elegantissima + ślady + 40, 44, 72,76
A. xanthogrammica + — + 40, 43, 74
A. kurogane + — 40
A. pacifica + - 40
Metridium senile + — + 40
M. dianthus + + 60, 61, 75
Aiptisia pallida + 74
Bunadosoma ca ver nata + 74
Paractis rapiformis • ■H* 74
Actinio equina + 74
Acropora pulchra + - + 40
Stylophora pistillata + + 40
Fungia fungites + - + 40
Favia speciosa + — + 40

Związki fosfonowe w ykry to  także w innych bezkręgowcach, przede 
wszystkim  w licznych organizm ach należących do różnych grom ad typu 
Mollusoa. Badania m ięczaków nie były  jednak  tak  szczegółowe jak  bada­
nia jamochłonów i dotyczyły głównie w ystępow ania fosfonolipidów w śli­
makach, m ałżach i głowonogach (tablica 3).

System atycznych badań nad w ystępow aniem  związków fosfonowych 
w innych bezkręgowcach dotychczas nie przeprowadzono, choć związki 
te znaleziono w robaku obłym  Panagrellus red ivivus  (30) i szkarłupni

http://rcin.org.pl



160 P. M A STAL ER Z [1 0 ]

Asterias forbesi (61). Na podstawie kilku zbadanych organizmów można 
sądzić, że stawonogi nie zaw ierają aminokwasów fosfonowych.

Tablica 3

Mięczaki, w których znaleziono związki fosfonowe

Malze Pozycja
literatury

Slimaki Pozycja
literatury

Głowo-
nogi

Pozycja
literatury

Crassostrea virginica 62 Helix euhadra 31 Loligo
Mytilus edulis 60, 61 Haliotis midae 46 edulis 26
Venus mercenaria 60, 61 Busycon canaliculatum 60, 61 Polypus
Corbicula sandai 27, 29 lncillaria 30 vulgeris 26
Corbicula japónica 29 Heterogen longispira 28
Unió biwae 29 Turbo cornutus 26, 27
Inversidens hirasei 29 Tegula argyrostoma 26
Anodonta lauta Monodonta labio 26
rostrata 29 Tegula pfeifferi 26
Cristaria plicata 29 Sinotaia histrica 26
Corbicula leana 26 Purpura bronni 26
Pinctada martensi 26 Cellana eucosmia 26
Hyriopsis schleglii 26 Haliotis gurneri 26

Stomatella lyrata 26
Pugillina terratana 26
Batillaria multiformis 26
Semisulcospira bensoni 26
Helix pomatia 41
Amonyx nugax 41 1

W jam ochłonach i m ięczakach zawartość związków fosfonowych jest 
często zdum iewająco duża. W ukw iale Tealia jelina  na 100g suchej m asy 
przypada 410mg fosforu w form ie w iązania P-C, co stanowi około 50% 
fosforu całkowitego. Z innego ukw iału, M etridium  dianthus, wydzielono 
ciliatynę w ilości odpowiadającej około 1% suchej m asy tego organizmu. 
W ślim aku Busycon canaliculatum  związki fosfonowe reprezen tu ją  około 
30%) fosforu całkowitego. Znaczne ilości związków fosfonowych w ystę­
pu ją  w jadalnych małżach i ślim akach, między innym i w om ółku jadal­
nym  (61), ślim aku winniczku (41), słuchotce kalifornijskiej (46, 47). W śli­
m aku winniczku fosfor związków fosfonowych stanowi około 5°/o fosforu 
całkowitego.

Jednym  z bardziej in teresu jących  wyników badań nad rozpowszech­
nieniem  związków fosfonowych w przyrodzie jest w ykrycie ich w tk an ­
kach zw ierząt przeżuw ających. N ajpierw  znaleziono ciliatynę w w ątrobie, 
nerce, śledzionie i m leku kozy (30, 32, 38). Najwięcej, bo około 75^g/g
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w ystępuje  w w ątrobie. Poziom ciliatyny w  m leku przeżuwaczy jest rzędu 
kilku  [¿g/l. C iliatynę znaleziono także w  rozpuszczalnej w kwasie tró j-  
chlrooctow ym  frakcji mózgu wołowego. Z 28kg mózgu S h i m i z u i wsp.
(75) otrzym ali 18mg krystalicznego związku. Uwzględniając s tra ty  przy 
oczyszczaniu autorzy oceniają, że poziom wolnej ciliatyny w mózgu wo­
łowym  wynosi około 2 ^g/g. Nie stwierdzono, ale też nie wykluczono, 
obecności ciliatyny związanej.

Koza i wół są dotychczas jedynym i kręgowcami, w których s tw ier­
dzono występow anie am inokw asu fosfonowego. Zarówno S h i m  i z u 
i wsp. (75) jak  K a n d a t s u  i H o r i g u c h i  (38) podkreślają, że obec­
ność ciliatyny w tkankach przeżuwaczy jest zapewne spowodowana prze­
nikaniem  jej z przewodu pokarmowego w  następstw ie straw ienia p ier­
wotniaków  i bakterii obfitujących w  ten aminokwas. H o r i g u c h i  (30) 
ocenia, że organizm  krow y absorbuje dziennie od 150 do 600mg ciliatyny. 
W tkankach  przeżuwaczy m usi zatem  ustalać się pewien sta ły  poziom 
ciliatyny, w ynikający  ze stosunku szybkości w chłaniania oraz rozkładu 
i w ydalania. W yjaśnienie związanych z tym  zagadnień wym aga dodatko­
wych badań.

Dalsze badania nad rozpowszechnieniem  am inokwasów fosfonowych 
w przyrodzie będą zapewne zm ierzały do ostatecznego ustalenia, czy połą­
czenia te są endogennym i składnikam i kręgowców. In teresu jącym  a zupeł­
nie do tej pory nie zbadanym  zagadnieniem  jest w ystępow anie związków 
fosfonowych w świecie roślinnym . K a n d a t s u  i H o r i g u c h i  (37) 
sądzą, że „drożdże, grzyby, rośliny i wyższe zw ierzęta nie zaw ierają cilia­
tyny  lub zaw ierają jej bardzo m ało” . Można przypuszczać, że związki fos- 
fonowe, o ile naw et w ystępują w wyższych organizm ach roślinnych i zwie­
rzęcych to raczej w niew ielkich ilościach i nie m ają takiego znaczenia, 
jak w  pierw otniakach, jam ochłonach i mięczakach.

V. Ciliatyna jako składnik białek

Spośród w szystkich związków fosfonowych znalezionych dotychczas 
w przyrodzie ciliatyna jest najbardziej rozpowszechniona i w ystępuje 
w najw iększych ilościach. Jest ona dotychczas jedynym  am inokwasem  
fosfonowym, k tó ry  zidentyfikow ano jako składnik bardziej złożonych po­
łączeń, przede w szystkim  fosfolipidów i białek.

O w ystępow aniu ciliatyny w  białkach wiadomo niewiele. R o s e n ­
b e r g  (65) znalazł ten  aminokwas w nierozpuszczalnej frakcji białkowej 
Tetrahym ena pyriform is, jednak traw ienie enzym am i proteolitycznym i 
nie doprowadziło do pow stania rozpuszczalnych peptydów  zaw ierających 
fosfor. Z badań Q u i n a  (61, 62) wynika, że ciliatyna w ystępuje w biał­
kach licznych jamochłonów. W ukw iale M etridium  dianthus  w ystępują  
bliżej nieokreślone substancje białkowe, zaw ierające do 0,5’°/o fosforu
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w form ie w iązania P-C. Trawienie ich pepsyną daje rozpuszczalne poli- 
peptydy, w  k tórych ciliatyna stanow i około 4°/o. W ystępowanie tego 
aminokwasu w  proteidach można tym  sam ym  uznać za udowodnione, 
jednak nie wiadomo czy ciliatyna jest sk ładnikiem  łańcucha peptydowego. 
Z jej budowy w ynikają dwie możliwości połączenia z łańcuchem  pepty- 
dowym: poprzez zwykłe wiązanie peptydow e m iędzy grupą karboksylową 
a grupą aminową ciliatyny (XVIII), oraz poprzez wiązanie fosfonoamidowe 
m iędzy grupą fosfonową a grupam i am inowym i am inokwasów (XIX). 
Gdyby ciliatyna w ystępow ała w środku łańcucha peptydowego, to oba te  
wiązania m usiałyby istnieć równocześnie.

O o  R
I! H I

Po reakcji rozpuszczalnych frakcji peptydow ych zaw ierających cilia­
tynę z dw unitrofluorobenzenem  i hydrolizie próbki Q u i n  (61) nie o trzy­
m ał D N P-ciliatyny, co dowodzi, że w  badanych peptydach grupa aminowa 
ciliatyny jest zablokowana.

Ostateczne w yjaśnienie sposobu powiązania ciliatyny z łańcucham i 
peptydow ym i w ym aga w yodrębnienia i usta len ia  budow y krótkich pep- 
tydów  zaw ierających ten  aminokwas. P ep tydy  takie nie są dotychczas 
znane. W ydaje się, że synteza peptydów  zaw ierających ciliatynę i inne 
am inokwasy fosfonowe jest jednym  z pilniejszych zagadnień w  biochem ii 
związków fosfonowych.

W pierw otniakach, jam ochłonach i m ięczakach endogenna ciliatyna 
w ystępuje głównie w  form ie związanej we frakcji lipidowej, skąd można 
ją uwolnić przez hydrolizę. Dowodzi to, że ciliatyna. jest składnikiem  
fosfolipidów, podobnie jak  fosforan kolam iny.

Pierw szym  bezpośrednim  dowodem w ystępow ania ciliatyny w  fosfo­
lipidach było wydzielenie estru  glicerynowego (XX), którego znaczne 
ilości znajdują  się w  alkoholowo-wodnych wyciągach ukw iału A.elegan- 
tissim a  (42) i krążkopław u Pelagia colorata (40). Jego budowa w skazuje, 
że w jam ochłonach może występować fosfonowy analog kefaliny (XXII), 
zaw ierający ciliatynę zam iast fosforanu kolam iny.

c h 2o h  c h 2—o —c o —r
I I

CHOH O R—CO—O—C—H O
I . II I II

C H —O—p —c h 2c h 2n h 2 c h 2— p—o —c h 2c h 2n h 2

R—C—NH—CH2—C H —PO,H

XVIII

H2N—CH.—C H —P—NH—CH—COOH 

OH 

XIX

VI. Ciliatyna jako składnik fosfolipidów

OH OH

XX XXI
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Możliwość w ystępow ania w przyrodzie fosfolipidów zaw ierających 
wiązanie P-C  wzbudziła duże zainteresow anie w ośrodkach zajm ujących 
się biochem ią i chemią lipidów. Podjęto próby wydzielenia czystych fos- 
fonolipidów ze źródeł natu ra lnych  (20, 26, 27, 28, 29, 46, 47, 72, 76), a jed­
nocześnie B a e r  i wsp. (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13) i niezależnie 
od niego R o s e n t h a l  i wsp. (67, 68, 69, 70, 71) otrzym ali drogą che­
m icznej syntezy wiele fosfonowych analogów w ystępujących w przyrodzie 
fosfolipidów, co umożliwiło bliższe poznanie i porównanie ich własności. 
Ze względu na trudności rozdzielenia na turalnych  m ieszanin lipidów syn­
teza chemiczna jest praktycznie jedyną drogą uzyskania czystych fosfo- 
nolipidów.

Teoretycznie możliwe są trzy  typy  fosfonowych analogów fosfolipidów, 
zależnie od tego, które z w iązań P-O-C zostanie zastąpione wiązaniem  
P-C. Na przykładzie kefaliny można je przedstaw ić wzoram i (XXI), 
(XXII), (XXIII).

CH2—O—CO—R CH2—O—CO—R CH2OH
I I !

R—CO—O—C—H O R—CO—O—C—H O CHOH
I II I II I /

c h 2—o —p—c h 2c h 2n h 2 c h 2— p—c h 2c h 2n h 2 c h 2—p = o

OH ÓH OH
XXII XXIII XXIV

Badania R o s e n t h a l a  i wsp. dotyczyły głównie syntezy fosfono- 
lipidów typu (XXI), w k tórych glicerynow y fragm ent cząsteczki jest po­
łączony bezpośrednio z atom em  fosforu. Fosfonolipidy takie można uważać 
za pochodne kwasu 2,3-dwuhydroksypropanofosfonowego (XXIV). W przy­
rodzie nie znaleziono dotąd związków tego typu. Cytowana seria prac 
zespołu Baera jest poświęcona przede w szystkim  syntezie fosfonowych 
analogów kefalin i lecytyn, a więc związków typu (XXII), zaw ierających 
ciliatynę względnie jej tró jm etylow ą pochodną połączone wiązaniem  
estrow ym  z dw uglicerydem . Fosfonowe analogi lipidów zaw ierające dwa 
w iązania P-C nie są znane.

Pierw szą próbę wydzielenia fosfonolipidów ze źródeł natu ra lnych  pod­
jęto gdy K i t t r e d g e  (40) znalazł glicerynow y ester ciliatyny w jam o­
chłonach. P racu jący  w  tym  samym  ośrodku zespół R o u s e r  a (72) w y­
odrębnił z ukw iału A.elegantissima  fosfonolipid zaw ierający ciliatynę, 
okazało się jednak, że nie jest to fosfonowy analog kefaliny lecz sfingo- 
m ieliny. W śród produktów  hydrolizy wydzielonego lipidu znaleziono tylko 
kw asy tłuszczowe, sfingozynę i ciliatynę. Nowemu lipidowi przypisano 
zatem  budowę estru  c ilia tyny  i ceram idu (XXV). Dla ustalenia, która 
z grup hydroksylow ych sfingozyny jest połączona z ciliatyną przeprow a­
dzono degradację za pomocą nadjodanu (76). Jednocześnie B a e r  i P a l  
(5) otrzym ali na drodze syntezy ester ciliatyny i dw uhydroceram idu, któ­
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rego widmo w podczerwieni było takie samo jak  widmo naturalnego lipidu, 
z w yjątkiem  pasm a charakterystycznego dla podwójnego w iązania sfingo- 
zyny. S i m o n  i R o u s e r  (76) stw ierdzili, że u A.elegantissima  fosfono- 
sfingom ielina stanow i 9,3°/o ogólnych lipidów, a aż 20%> frakcji fosfolipi- 
dowej, która nie zaw iera poza tym  innych fosfonolipidów. W świetle tych  
wyników w ystępow anie wolnego estru  gliceryny i ciliatyny w A.elegan­
tissim a  pozostaje zagadką.

O
II

CH3—(CH2)12—CH =  CH—CH—CH—CH2—O—P—CH2CH2NH2
I I I

OH NH OH
I
COR
XXV

Dla zilustrow ania trudności analitycznych w ynikających z podobień­
stw a fosfolipidów i fosfonolipidów S i m o n  i R o u s e r  (76) przypom i­
nają, że w latach 1958— 1962 trzy  różne zespoły badaczy zajm ow ały się 
badaniam i fosfolipidów ukw iału A.elegantissima, a jednak  przeoczono 
w ystępow anie tak  dużej ilości fosfonosfingomielińy.

Nie jest zatem  wykluczone, że u innych organizmów ponowne badania 
też ujaw nią występowanie fosfolipidów zaw ierających wiązanie P-C. 
W latach 1964— 1967 fosfonosfingomielinę zidentyfikow ano jako składnik 
licznych mięczaków słodkowodnych i morskich, przede w szystkim  w w y­
niku badań H o r  i i wsp. (26, 27, 28, 29).

Fosfonolipidy typu kefaliny znaleziono po raz pierwszy w larw ach 
m uchy domowej, hodowanych na pożywkach zaw ierających ciliatynę (15). 
Fosfonokefalina może stanowić naw et do 8°/o frakcji fosfolipidowej, nie 
jest jednak natu ra lnym  składnikiem , ponieważ nie stw ierdzono jej obec­
ności w larw ach hodowanych na pożywkach nie zaw ierających ciliatyny. 
Enzym y wprow adzające pobraną z pożywki ciliatynę do cząsteczki fosfa- 
tydu  są najw idoczniej mało swoiste i nie odróżniają jej od fosforanu ko- 
lam iny. Nie zidentyfikow ane fosfonolipidy znaleziono także w w ątrobie 
szczura, otrzym ującego w diecie ciliatynę (39).

Fosfonokefalinę jako na tu ra lny  składnik żywego organizm u odkryli 
w roku 1966 L i a n g  i R o s e n b e r g  (52) w T.pyriform is. W yodrębnili 
oni czystą frakcję kefalin, zaw ierającą fosfatydylociliatynę i fosfatydy- 
loetanoloam inę w stosunku 1 : 13. Należy jednak pam iętać, że Tetrahy-  
mena  zawiera do 15%> fosforu w form ie wiązania P-C i dlatego ta  m ała 
zawartość fosfonokefaliny może odpowiadać zaledwie niew ielkiej części 
c ilia tyny  obecnej w tym  pierw otniaku.

Duże ilości fosfonolipidów glicerynow ych w ystępują w p ierw otnia­
kach z przewodu pokarmowego zw ierząt przeżuw ających. D a w s o n 
i K e m p (20) stw ierdzili, że w m ieszaninie pierw otniaków  pobranych ze
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*

żwacza fosfonokefalina stanow i ll°/o, a w czystej kulturze Entodinium  
caudatum  180/o fosfolipidów. Znaleziono też około 5°/» fosfonosfingomie- 
liny. Stosunek fosfonokefaliny do kefaliny w E.caudatum  wynosi 1:1,1, 
jest zatem  znacznie wyższy niż w T.pyriformis.

D a w s o n  i K e m p  (20) odkryli w pierw otniakach fosfonolipid typu 
plazm alogenu (XXVI). W m ieszaninie pierw otniaków  ze żwacza stanowi 
on około 2°/o fosfolipidów.

T h o m p s o n  i W o o  (77) znaleźli w T.pyriformis  fosfonolipid 
(XXVII), którego charakterystyczną cechą jest w ystępow anie wiązania 
eterowego w m iejscu jednego z w iązań estrowych.

CH2—O—R
R—CH —o < ^ ! I

CH R—СО—О—С—H
0  I o

I II I II
CH2—o —p—c h 2c h 2n h 2 c h 2o —p —c h 2c h 2n h 2

1 I
о н  OH

X X V I XXVII

M echanizm biosyntezy fosfonokefaliny w Tetrahymena  w yjaśnili 
L i a n g  i R o s e n b e r g  (52) (schem at 2). Pierw szym  etapem  syntezy 
jest reakcja ciliatyny z cytydynotrójfosforanem  (CTP), prowadząca do 
pow stania cytydynofosfociliatyny (CM P-ciliatyny), fosfonowego .analogu 
cytydynodw ufosfokolam iny. CM P-ciliatyna reaguje następnie z a,|3-dwu- 
glicerydem , w w yniku czego pow stają fosfonokefalina i cytydyno-5-fosfo- 
ran  (CMP).

0
II

H 2N -C H 2CH2P 0 3H 2 +  CTP —* CMP—P —CH2CH2N H 2 +  pirofosforan
1

OH

c h 2o - c o - r

R—CO—O—CH +
I

CH2OH

0  c h 2o - c o - r
li I

+  C M P - P - C H 2CH2N H 2 -  R - C O - O - C - H  О +  CMP
1 I II

о н  c h 2o - p c h 2c h 2n h 2
I

o h

Schem at 2. B iosynteza fosfon ok efa liny  z dw uglicerydu i cilia tyny

Można przypuszczać, że drogi biosyntezy innych fosfonolipidów są 
takie same, jak  ich fosfolipidowych analogów. W ydaje się prawdopodobne,
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że enzym y syntetyzujące fosfonolipidy są identyczne z enzym am i syn te­
tyzującym i zwykłe fosfolipidy. Przem aw ia za tym  wbudow ywanie egzo­
gennej c iliatyny do fosfolipidów u zwierząt, w  których ten  aminokwas 
nie w ystępuje (15, 39).

VII. Biosynteza ciliatyny

Pierw sze doświadczenia zm ierzające do w yjaśnienia m echanizm u bio­
syntezy w iązania P-C w ykonał R o s e n b e r g  (65) w 1964 roku badając 
włączanie radioaktyw nego fosforanu do ciliatyny u Tetrahym ena. Okazało 
się, że znakowany fosforan jest o wiele szybciej w budow yw any do ciliaty­
n y  związanej z lipidam i niż do wolnego aminokwasu. W yciągnięto stąd 
wniosek, że bezpośrednim  prekursorem , z którego powstaje ciliatyna jest 
związek typu lipidowego. Na podstaw ie tych wyników S e g a l  (73) za­
proponował m echanizm  biosyntezy ciliatyny. Synteza ta  odbywałaby się 
w  obrębie cząsteczki fosfolipidu i polegałaby na skom plikowanym , w ielo­
stopniowym  przegrupow aniu kefaliny do fosfonokefaliny. Jednak  później­
sze doświadczenia L i a n g a  i R o s e n b e r g a  (53), w których T.pyri- 
form is hodowano na pożywce zaw ierającej etanoloam inę 14C w ykazały, 
że nie jest ona prekursorem  ciliatyny. G dyby zaś m echanizm  proponowany 
przez Segala był słuszny, to powinno nastąpić szybkie wcielanie atomów 
węgla z etanoloam iny do ciliatyny, wiadomo bowiem, że Tetrahym ena  
zaw iera apara t enzym atyczny, potrzebny do syntezy fosfolipidów z e ta­
noloam iny.

Na przełomie lat 1967/1968 opublikowano kilka doniesień w y jaśn ia ją­
cych, jak  się w ydaje, m echanizm  biosyntezy ciliatyny. L i a n g  i R o ­
s e n b e r g  (53), T r e b s t  i G e i k e  (78) oraz W a r r e n  (80) rów no­
cześnie i niezależnie od siebie starali się ustalić, jakie związki dostarczają 
atomów węgla do syntezy ciliatyny w  Tetrahym ena. T .pyriform is  hodo­
wano w obecności różnych związków znakow anych węglem  14C i określano 
radioaktyw ność wydzielonej z kom órek ciliatyny. Mimo pewnej rozbież­
ności wyników cytow ani autorzy zgodnie stw ierdzają, że źródłem  atomów 
węgla ciliatyny jest glukoza, k tó ra  w cyklu glikolitycznym  przekształca 
się w prekursor tego aminokwasu. Tym  samym  w ybór prekursora cilia­
tyny  został ograniczony do kilku zaledwie możliwości. R ozpatrując bu ­
dowę poszczególnych produktów  pośrednich glikolizy W a r r e n  (80) 
uznał, że najbardziej praw dopodobną reakcją, w której pow staje wiązanie 
P-C, jest przegrupow anie fosfoenolopirogronianu do kwasu 3-fosfonopiro- 
gronowego (XXVIII). Kwas ten  m ógłby się przekształcić w ciliatynę na 
drodze transam inacji i dekarboksylacji (schemat 3).

L i a n g  i R o s e n b e r g  (53) rów nież w yrażają pogląd, że p rek u r­
sorem  związków fosfonowych jest fosfoenolopirogronian. W edług nich 
jednak w  reakcji pow staw ania w iązania P-C uczestniczy n iescharak tery-
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CH2 o h  p o 3h 2
II /  . .H, ^  przegrupowanie  ̂ /Litt transaminacja v

\ J  i  \ ^  '  C,xj-2 ' '

I OH
COOH C =  O

COOH
XXVIII

p o 3h 2 p o 3h 2
j~,TT dekarboksylacja v ^ TT
CJl12 ' v_̂ x"l2

CH—N H2 CH2
I I
COOH N H 2

Schem at 3. M echanizm  b iosyntezy cilia tyny  (wg 80)

zowany bliżej fosfolipid, z k tórym  (schemat 4) fosfoenolopirogronian 
tw orzyłby lipidowo związany kwas 3-fosfonopirogronowy. Dalsze etapy 
syntezy ciliatyny, transam inacja  i dekarboksylacja, odbyw ałyby się w 
obrębie fosfolipidu.

CH20 —CO—R CH2
I II / ° *

R—CO—O—C—H +  C—O—P P = 0  ->
°  I OH
|| COOH

CHzO—P—O—R
I

OH

CH20 —CO—R
I

R—CO—O—C—H +  R—O—P 0 3H2
O O

I II II
CHzO—P—C H — C—COOH 

ÓH
Schem at 4. P ow staw an ie w iązania P-C  (wg 53)

Taki przebieg reakcji jest najbardziej zgodny z w ynikam i doświadczeń, 
w edług których wbudow ywanie radioaktyw nego fosforanu z pożywki 
następuje szybciej do ciliatyny związanej lipidowo niż do wolnego am i­
nokwasu.

Przebieg pierwszych etapów biosyntezy byłby według obu schem atów 
w spólny dla ciliatyny i (3-fosfonoalaniny. Jest to zgodne ze spostrzeżeniem  
W a r r e n a  (80), że oba te aminokwasy, wydzielone z T.pyriform is  hodo­
w anej na  pożywce z glukozą znakowaną 14C w pozycji 1 lub 2, w ykazują 
tę sam ą radioaktyw ność.

Badania nad biosyntezą związków fosfonowych znajdu ją  się zaledwie 
w początkowej fazie, dlatego też przedstaw ione powyżej reakcje pow sta­
w ania w iązania P-C należy narazie uważać za hipotezy robocze. Nie w y­
czerpują one oczywiście wszystkich teoretycznie dopuszczalnych możli­
wości pow staw ania związków fosfonowych. Na przykład z nieopubliko- 
wanych doświadczeń H o r i g u c h i  (32) wynika, że biosynteza ciliatyny
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związana jest z bliżej nieokreślonym  m etabolitem  cyklu kwasów tró jkar- 
boksylowych. Możliwe, że w najbliższej przyszłości nowe wyniki podważą 
przyjęte obecnie poglądy na biosyntezę wiązania P-C.

VIII. D egradacja związków fosfonowych w organizm ach żywych

Zagadnienie enzym atycznego rozkładu wiązania P-C pojawiło się po­
czątkowo w  związku z badaniam i m etabolizm u niektórych insektycydów 
zaw ierających to wiązanie.

W roku 1956 H o s  k i n  (35) stw ierdził, że podany szczurom radio­
aktyw ny kwas m etylofosfonowy (CH332P 0 3H2) jest w całości w ydalany 
w niezm ienionej postaci. Przypuszczał on zatem, że wiązanie fosfor-węgiel 
nie jest rozkładane przez żywe organizm y.

Pierw szy przykład degradacji związków fosfonowych w żywym  orga­
nizmie opisali w roku 1963 Z e l e z n i c k  i wsp. (82). Zaobserwowali 
oni, że kwas metylofosfonowy a także etylofosfonowy jako jedyne źródło 
fosforu podtrzym ują wzrost Escherichia coli Crookes, co wskazywało na 
rozkład wiązania P-C w  tych prostych kwasach fosfonowych i w ykorzy­
styw anie uwolnionego z nich fosforu.

W latach 1965— 1967 w ykryto nowe rodzaje bakterii, zdolnych do roz­
kładania w iązania P-C. M a s t a l e r z  i wsp. (58) badali wzrost bakterii 
na syntetycznych pożywkach, w których jedynym  źródłem fosforu był 
kwas etylofosfonowy albo 2,3-dwuhydroksypropanofosfonowy (XXIV). 
Uzyskane w yniki przem aw iają za tym , że zdolność do w ykorzystyw ania 
fosforu z prostych związków fosfonowych nie jest szeroko rozpowszech­
niona w świecie bakterii. Spośród 9 badanych szczepów tylko 6 udało się 
zaadoptować do pożywek syntetycznych, a z nich tylko dwa, E.coli 307 
i E.freundi, przysw ajały fosfor z kw asu etylofosfonowego. Nieco lepszym 
źródłem  fosforu okazał się kwas 2,3-dwuhydroksypropanofosfonowy, k tóry  
oprócz w ym ienionych szczepów Escherichia podtrzym yw ał także wzrost 
M ycobacterium  phlei. Natom iast w zrost Pseudomonas jluofrescens w obec­
ności kwasu butylofosfonowego (XXIX) okazał się szybszy, niż w obec­
ności fosforanu nieorganicznego (81). Dowodzi to, że w  n iektórych przy­
padkach fosfor z kwasu fosfonowego może być naw et łatw iej przysw a­
jalny  dla żywego organizm u niż nieorganiczny fosforan. Efekt ten  nie 
w ystąpił, gdy ortofosforan w pożywce zastąpiono kwasem  etylofosfono- 
wym . Tym sam ym  wykazano, że łatwość przysw ajania fosforu z kw asu 
fosfonowego zależy od długości łańcucha węglowego. W yjaśnienie tego 
zjaw iska wym aga dalszych badań.

CH3CH2CH2CH2POjH2

XXIX

W roku 1966 H a r k n e s s  (25) badał w zrost bakterii na syntetycz­
nych pożywkach, zaw ierających am inokwasy fosfonowe jako jedyne
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źródło fosforu. W yniki uzyskane na m ateriale, obejm ującym  10 szczepów 
i 8 różnych aminokwasów w ykazują, że am inokwasy fosfonowe są na 
ogół lepszym źródłem fosforu, niż proste związki fosfonowe nie zaw iera­
jące grup aminowych. Spośród badanych szczepów tylko Bacillus subtilis 
okazał się niezdolny do w ykorzystyw ania do wzrostu fosforu z am inokw a­
sów fosfonowych. Salmonella typh im urium  i Proteus mirabilis w zrastały  
tylko na pożywkach zaw ierających ciliatynę. Pozostałe szczepy w ykazy­
w ały m niej lub bardziej szybki wzrost na kilku z badanych aminokwasów. 
W każdym  przypadku ciliatyna była najlepszym  źródłem fosforu dla 
bakterii. N iektóre organizmy, na przykład Shigella sonnei, w zrastały  
równie szybko na pożywkach z ciliatyną jak z fosforanem  nieorganicznym.

Zestawienie bakterii badanych dotychczas z punktu  widzenia zdolności 
do rozkładania wiązań P-C w kwasach fosfonowych zawiera tablica 4.

Tablica 4

Bakterie rozkładające wiązanie P-C

Szczep I II III IV V Pozycja
literatury

Escherichia coli Crookes + + + 25, 82
Escherichia coli 307 + + 58
Escherichia coli B + + + 25
Escherichia freundi + + 58
Mycobacterium phlei - + 58
Pyocyaneus fluorescens + 81
Bacillus cereus (6 szczepów) + 66
Aerobacter cloacae + + + 25
Aerobacter aerogenes + + + 25
Seratia marcescens + + + 25
Klebsiella typ 16 — + + 25
Salmonella typhimurium — + — 25
Proteus mirabilis — + — 25
Shigella sonnei + + + 25
Bacillus subtilis - - - - - 25, 58

Substraty. I —-kwas  metylofosfonowy, II —  kwas etylofosfonowy, III —  kwas 2,3-dwuhydroksypropylofos- 
fonowy, IV —  ciliatyna, V —  inne aminokwasy fosfonowe

Znaczny postęp w kierunku poznania dróg rozkładu aminokwasów 
fosfonowych przez bakterie  przyniosły prace L a  N a u z e  i R o s e n ­
b e r g a  (59, 66) nad m etabolizmem  ciliatyny u Bacillus cereus. C iliatyna 
(ale nie inne am inokwasy fosfonowe) okazała się dobrym  źródłem fosforu 
dla kilku szczepów tego organizmu, jednak z pożywki zawierającej cilia­
tynę obok ortofosforanu, najpierw  pobierany jest ortofosforan. W arunkiem  
w ykorzystyw ania ciliatyny jest w ytw orzenie się indukowanego układu 
enzymatycznego umożliwiającego w nikanie tego aminokwasu ze środo­
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wiska do w nętrza komórki. R o s e n b e r g  i L a  N a u z e  (66) uzyskali 
bezkomórkowy wyciąg z Bacillus cepeus, zachow ujący zdolność rozkładu 
ciliatyny do nieorganicznego fosforanu. Reakcję przyspiesza fosforan pi- 
rydoksalu, a ham ują inhibitory  transam inaz, na  przykład hydroksylam ina. 
Niezbędny jest dodatek pirogronianu jako akceptora grupy aminowej. 
Autorzy w yrażają zatem  przypuszczenie, że rozkład ciliatyny przebiega 
na drodze transam inacji i że pierwszym  produktem  reakcji jest aldehyd 
fosfonooctowy, ulegający szybko dalszemu rozkładowi do fosforanu i a l­
dehydu octowego (schemat 5). Analiza chrom atograficzna m ieszaniny po 
reakcji w ykazała obecność nieznanej substancji zaw ierającej fosfor i grupę 
aldehydową, która prawdopodobnie jest aldehydem  fosfonooctowym.

p o ,h 2
1 '

p o 3h 2
COOH fosforan I

c h 2
> 1 +

COOH
CH,
I

1 „ pirydoksalu
+  c = o  — --------- -

1
c h n h 2

CH, 1 c I
1

NH,
c h 3

p o 3h 2
H O

c h 3

CH / / °2 h 2o
I CH3CX - +  H3P 0 4

C H
/  ^

H O
Schem at 5. Enzym atyczna degradacja c ilia tyn y (wg 59)

Również R o b e r t s  i wsp. (63) badając rozkład 17 aminokwasów 
fosfonowych w bezkomórkowych wyciągach z E.coli, T .pyriform is, w ątro ­
by m yszy i ukw iału A.elegantissima  wykazali, że transam inacja  jest jed ­
nym  z etapów tego procesu. Akceptorem  grupy aminowej w tych doświad­
czeniach był ketoglutaran. Ze wszystkich badanych am inokwasów cilia- 
tyna  okazała się najlepszym  substratem  dla transam inazy z T.py\rijormis 
i A.elegantissima, a więc organizmów zaw ierających duże ilości tego am i­
nokwasu. (3-Fosfonoalanina ulegała transam inacji w każdym  z badanych 
wyciągów. Transam inacja pod wpływem  wyciągu z w ątroby m yszy dowo­
dzi, że aminokwasy fosfonowe mogą być substra tam i transam inazy am ino­
kwasów karboksylowych.

Produktem  transam inacji P-fosfonoalaniny jest kwas 3-fosfonopiro- 
gronowy, którego nie udało się jednak wyosobnić z m ieszaniny reakcyjnej. 
Uzyskanie czystych (3-ketokwasów fosfonowych m iałoby duże znaczenie 
d la przyszłych badań nad m etabolizmem  związków fosfonowych.

IX. Uwagi końcowe

W ystępowanie związków fosfonowych w przyrodzie nie jest dostatecz­
nie zbadane. Szczególnie odczuwa się brak  inform acji o ich w ystępow aniu 
w świecie roślinnym . Ze św iata zwierzęcego dokładniej badane były  tylko
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Protozoa, Coelenterata  i Mollusca. Istotną lukę stanow i brak  wiadomości
o w ystępow aniu związków fosfonowych w  organizmach zajm ujących po­
średnie szczeble rozw oju m iędzy Coelenterata i Chordata.

Z dotychczas zebranych danych w ynika jednak jasno, że zdolność do 
syntezy w iązania P-C  pojaw iła się już w najbardziej pierw otnych form ach 
życia, a więc w bakteriach i pierw otniakach i osiągnęła m aksim um  w ja ­
mochłonach. U zw ierząt wyżej zorganizowanych zdolność ta ulegała stop­
niowem u zanikowi.

W ydaje się, że zarysow ujący się schem at rozpowszechnienia związków 
fosfonowych w przyrodzie rzuca pewne światło na interesujące, a dotąd 
w piśm iennictw ie nie rozważane zagadnienie pochodzenia tych związków 
w żywych organizmach. Zdaniem  autora niniejszego opracow ania związki 
zaw ierające w iązanie P-C  pow stały znacznie wcześniej niż pierwsze form y 
życia w w yniku reakcji chemicznych odbywających się w pierw otnej 
atm osferze i w pierw otnym  oceanie. Pierw sze form y życia organizowały 
się zatem  w kontakcie ze związkami fosfonowymi i dlatego mogły się 
wytw orzyć układy enzym atyczne niezbędne do ich zużytkowywania. Brak 
tych  związków w  organizm ach wyższych zwierząt może oznaczać, że s ta ­
nowią one swego rodzaju „ślepy to r” biochemicznej ewolucji św iata zwie­
rzęcego. Można sądzić, że związki fosfonowe ostatecznie okazały się mało 
efektyw ne w  spełnianiu funkcji życiowych i zostały odrzucone w  m iarę 
postępu ewolucji, a ich rolę przejęły  w  całości estry  kwasu fosforowego. 
W takim  przypadku związki fosfonowe we współczesnych nam  organiz­
mach zwierzęcych byłyby rem iniscencją odległych epok geologicznych, 
w których tw orzyły się zalążki życia.

Autor składa serdeczne podziękow anie dr H. R osenbergow i z A u stra lian  N ational 
U n ivers ity  za pomoc w  zebraniu kom pletnej literatury przedm iotu, rady, słow a za­
chęty i udostępnienie w yn ików  badań w łasnych  przed ich opublikowaniem . Pomoc 
w  napisaniu n in iejszego artykułu okazał także dr J. S,. K ittredge z C ity  of Hope 
M edical C en ter, Duarte, C alifornia, udostępniając nieopublikow ane fragm enty pracy 
doktorskiej oraz dr M asaaki H origuchi z T okyo  U n ivers ity .
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B R O N ISŁA W  FILIPO W IC Z *

Enzymy nukleolityczne w analityce**

Nucleolytic Enzymes in Analytics

T he use of nucleases in the analysis of th e structure of nucleis acids is review ed.

I. Wstęp

Rola enzymów nukleolitycznych (nukleaz) w organizmie nie została 
dotychczas sprecyzowana. W ysuwane są różne sugestie na ten tem at. Tak 
np. sugerow any jest udział dezoksyrybonukleaz w syntezie DNA. Zauwa­
żono, że w  okresie m aksym alnej syntezy DNA w zrasta również w komórce 
zawartość tych enzymów, a niektóre polim erazy, katalizujące syntezę 
DNA, w ykazują zarazem  aktyw ność nukleazową. D ezoksyrybonukleazy 
chronią też kom órkę przed obcogatunkow ym i kw asam i nukleinowym i, 
a w szczególności przed dopływem  obcego m ateriału  genetycznego (46). 
W ysuwane są też podobne przypuszczenia na tem at udziału rybonukleaz 
w syntezie RNA. Stw ierdzono np. w  jęczmieniu (44), w  Tiobacillus thio- 
parus (50) i w innych organizmach, że wzmożonej syntezie oligonukleo- 
tydów tow arzyszy wzmożona aktyw ność rybonukleaz. W ysuwano także 
sugestie (2, 38, 76) o w ystępow aniu w preparatach  rybonukleaz odm ien­
nych frakcji, jednych katalizujących procesy syntezy i innych związanych 
z procesami degradacji RNA.

O kreślenie roli tych  enzymów jest trudne zwłaszcza, że w jednym  
organizm ie w ystępuje przew ażnie kilka różnych nukleaz. Zauważono to 
w śledzionie, trzustce, w ątrobie różnych organizmów zwierzęcych. Podob­
nie np. w paciorkowcach stw ierdzono cztery enzym y depolim eryzujące 
DNA (77), a w E.coli pięć oraz trzy  dość dobrze scharakteryzow ane rybo- 
nukleazy (45). Dwie rybonukleazy (o optim um  działania w pH  5 i 7) w y­

* Prof. dr, K atedra C hem ii Ogólnej i F izjologicznej, W ydział Lekarski, A ka­
dem ia M edyczna, Łódź

** Treść tego artykułu była przedm iotem  referatu  na V Sym pozjum  Polsk iego  
T ow arzystw a B iochem icznego w  K rakow ie, 1967
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izolowano w naszym  Zakładzie z Paramecium aurelia (25, 26). G o ł a ­
s z e w s k i  z m archw i wyizolował i scharakteryzow ał dwie rybonukleazy 
(24), podobnie dwie specyficznie działające rybonukleazy w ystępują w Ta- 
kadiastazie Aspergillus ofryzae (17), itd.

Poznanie wielu swoiście działających nukleaz w dużej mierze ułatw iło 
badanie s tru k tu ry  kwasów nukleinowych. Dla oznaczania składu nukleo- 
tydowego znaleziono już dość dawno różne sposoby chemiczne. Na przy­
kład RNA, poddany hydrolizie alkalicznej rozpada się, poprzez cykliczne 
nukleotydy, na m ieszaninę 2' i 3’-monofosfonukleozydów, które można 
rozdzielić i oznaczyć ilościowo.

Z DNA można usunąć w odpowiednich w arunkach zasady purynow e 
lub pirym idynow e i otrzym ać kwas apurynow y (51, 69, 70), bądź apirym i- 
dynowy (10), co u łatw ia dalsze badania łańcucha.

N atom iast przy ustalaniu  pełnej sekwencji nukleotydów  w łańcuchach 
kwasów nukleinow ych niezastąpione stały  się m etody enzym atyczne. Do­
tyczy to zwłaszcza tRNA, których m asa cząsteczkowa wynosi zaledwie 
około 25 000. W ysoka masa cząsteczkowa natu ralnych  DNA i innych od­
mian RNA zmusza jeszcze do ograniczenia badania tego m ateriału  do 
sekwencji nukleotydów  we fragm entach łańcucha, w  oligonukleotydach 
lub do oznaczeń w zględnych częstości w ystępow ania pew nych sekwencji.

II. Specyficzność działania nukleaz

Do niedaw na w rozważaniach na tem at działania enzymów nukleoli- 
tycznych dzielono je (60) na:
1. Dezoksyrybonukleazy i rybonukleazy w związku ze swoistością dzia­

łania na kwasy nukleinowe zaw ierające odpowiednie pentozy.
2. Endo i egzonukleazy (podobnie jak  endo i egzopeptydazy).
3. Enzymy specyficzne w zależności od budowy sąsiadującej zasady pu ry ­

nowe j lub pirym idynow ej.
4. Enzymy, których produktam i działania są bądź S’-nukleotydy, bądź 

5’-nukleotydy.
5. Enzym y działające na jedno lub dwuniciowe łańcuchy kwasów nuklei­

nowych.
Żadne z tych kryteriów  nie utrzym ało się w pełni. Na przykład nukle- 

azy z Azotobacter (67), z mózgu cieląt (28), z m itochondriów w ątroby 
szczura (12) rozszczepiają obie odm iany kwasów nukleinowych. Te nukle- 
azy H e p p e 1 (31) nazywa, po prostu, fosfodwuesterazam i. Nie utrzym ał 
się także podział na endo i egzonukleazy. Rybonukleaza z trzustk i atakuje  
nie tylko m iędzynukleotydow e w iązania w ew nątrz łańcucha, lecz rozszcze­
pia także cykliczne rybonukleozydo-2,3-fosforany do odpowiednich 3’-nu- 
kleotydów. Nukleazy u Staphylococcus aureus w pierw szym  okresie dzia­
łania katalizu ją  hydrolizę wiązań położonych w głębi łańcucha, a w koń­
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cowych etapach odszczepiają skrajne nukleotydy. W pracow niach L a s ­
k o w s k i e g o  (73) i S o r m a  (15) stw ierdzono, że niektóre dezoksyry- 
bonukleazy w początkowych etapach działania a taku ją  wiązania między- 
nukloetydow e w sąsiedztwie innych zasad niż w końcowych stadiach reak ­
cji. Specyficzność reakcji zmienia się więc w m iarę jej przebiegu. Nie bez 
w pływ u jest też rodzaj aktyw ującego kationu (6). Ostatnio kwestiono­
w ana jest naw et swoistość działania rybonukleazy trzustkow ej (22), o któ­
rej było wiadomo, że z łańcucha RNA uw alnia oligonukleotydy zawsze 
zakończone nukleotydem  pirym idynow ym .

O m awiając specyficzność działania nukleaz posłużym y się klasyfikacją 
ustaloną przez Kom isję Enzymową M iędzynarodowej Unii Biochemicznej 
(18). W edług tej k lasyfikacji enzym y katalizujące hydrolizę kwasów n u ­
kleinow ych do oligonukleotydów, nukleotydów  i nukleozydów zaliczono 
głównie do hydrolaz, w szczególności do pod-podklasy — hydrolaz dwu- 
estrów  fosforanowych, zw anych potocznie dwuesterazam i, oraz hydro­
laz m onoesterów fosforanowych, zwanych m onoesterazam i. W yjątek  sta ­
nowią rybonukleazy, zaliczane do klasy transferaz, ponieważ pierwszym  
etapem  ich działania jest przenoszenie grup 3’-fosforanowych z pozycji 5’ 
sąsiadujących nukleotydów  na pozycję 2’ z utw orzeniem  cyklicznego nu- 
kleotydu.

W niniejszym  artyku le  ograniczym y się do omówienia tych pod-pod- 
klas, które obejm ują enzym y stosowane w  badaniach budowy łańcuchów 
kwasów nukleinow ych (tablica 1).

Tablica 1

Enzymy katalizujące procesy rozpadu kwasów nukleinowaych

Nazwy pod-podklas Numeracja Komisji 
Enzymowej (19)

Hydrolazy dwuestrów fosforanowych 

Nukleotydylotransferazy (rybonukleazy) 

Hydrolazy monoestrów fosforanowych

EC 3.1.4 

EC 2.7.7 

EC 3.1.3

Pierw sze dwie z wym ienionych grup w  tablicy 1 można zaliczyć do 
dw uesteraz. W skład  trzeciej grupy wchodzą m onoesterazy.

Przed omówieniem specyficzności działania nukleaz należy przypom ­
nieć stosowane, zgodnie z propozycją S m i t h a  i M a r k h a m a  (65), 
skró ty  w  zapisie łańcuchów polinukleotydow ych (schemat 1).

1. H ydrolazy dw uestrów  fosforanow ych

W tej pod-podklasie K om isja Enzymowa sklasyfikow ała tylko 5 nukle­
az, z których dwie działają na DNA, a pozostałe na obie odm iany kwasów 
nukleinow ych (tablica 2).
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E ndonukleazy. Cztery spośród sklasyfikow anych hydrolaz dw uestrów  
fosforanowych rozszczepiają wiązania dw uestrow e w ew nątrz łańcucha 
i dlatego nazywane są endonukleazam i.

ApCpGpTpApGpCp I
pCpUpGpGpApCpU II 

lub:

C G T A

N

\ \ \  l a
p\ p\ p\ p\ p\

P

\

\ \ \ V Ka

p\ p\ p\ p\ p\ p\

Pu Pu Pu Pi

P\ P\ P\
>p ni

Schem at 1. Fragm enty łańcuchów  polinukleotydow ych  
W ła ń c u ch a ch  I i  II: A  — a d en o zy n a , G — g u a n o zy n a , C — c y ty d y n a , U  — u ry d y n a , T — ty m i­
d y n a , X  — n ie z n a n y  n u k le o ty d ; p — fo s fo r a n  w  p o z y c j i  3’ ( je ś li  je s t  p o  d u żej liter z e ) lu b  
w  p o z y c j i 5’ ( je ż e li p op rzed za  du żą l ite r ę ) , lu b  te ż  w ią z a n ie  3'—5’ ( je ś li  Jest p o m ięd zy  d u ży m i

lite r a m i)
W e w zo rze  la  i  I la  p io n o w a  lin ia  ozn acza  p e n to zę . W zór III p r zed sta w ia  fr a g m e n t  ła ń cu c h a  
I la  s tr a w io n e g o  ry b o n u k le a zą  z a k o ń c z o n y  c y k lic z n y m  n u k le o ty d e m . P u  — zasad a  p u ry n o w a ,

P i — zasad a  p iry m id y n o w a

Poznano już jednak kilkadziesiąt takich enzymów różnego pochodzenia. 
Znaczna ich część, w odpowiednich w arunkach, działa dość specyficznie 
i dzięki tem u analityk  dysponuje dziś dużym  arsenałem  środków. Szcze­
gólnie bogatym  źródłem  tego rodzaju nukleaz okazały się bezkręgowce: 
owady i drobnoustroje, z k tórych izolowane są nukleazy o znacznej swoi­
stości działania. Tak np. ze Streptococcus pyogenes wyizolowano endonu- 
kleazę, zwaną daw niej streptodornazą (EC 3.1.4.5). Enzym  ten znacznie 
silniej katalizuje hydrolizę rodzimego DNA niż kwasu zdenaturow anego.

Egzonukleazy. W śród fosfodwuesteraz odszczepiających sk ra jny  mo- 
nonukleotyd od jednego z końców łańcucha na szczególną uwagę zasługuje 
fosfohydrolaza dw uestrów  ortofosforanowych (EC 3.1.4.1.). Pod tym  n u ­
m erem  sklasyfikowano mało specyficzne enzym y atakujące zarówno DNA 
jak i RNA. Pew na specyficzność zależy od pochodzenia enzymu. P rzyk ła­
dem są fosfodw uesterazy z jadu węży i ze śledziony. Pierw sza atakuje  
oligonukleotydy odszczepiając stopniowo 5’-fosfonukleozydy. O ptym alnym  
substratem  dla tej fosfodw uesterazy jest polinukleotyd zaw ierający wolną 
resztę 3’-OH z jednego końca łańcucha i zestryfikow aną resztę 5’-0 -p  
z drugiego końca (schemat 2, łańcuch I). Oligonukleotyd z wolną resztą 
3’-OH ale pozbawiony pierwszorzędowej grupy fosforanowej z drugiego
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Hydrolazy dwuestrów fosforanowych (EC 3.1.4)
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Tablica 2

Nr EC Nazwa potoczna Występowanie Produkty reakcji Preferencje

3.1.4.5 Dezoksyrybonukleaza 
(endo) (23)

Trzustka, pa­
ciorkowce (stre- 
ptodornaza)(42)

5’-OIigonukleotydy
(64)

~

pPu-pPi (41)*

3.1.4.6 Dezoksyrybonukleaza 
II (4) ,

Śledziona,
grasica

i ’-OHgonukleotydy W początkowych 
etapach Gp-Cp 
(15), w końco­
wych Pip-Pup* 
(13)

3.1.4.7 Nukleaz:a mikrokoków 
(endo, a następnie egzo) 
(49)

Staphylococcus
aureus

Działa na DNA i 
RNA, tworzy 3’-oligo- 
nukleotydy

A-T

3.1.4.9 Nukleaza z Azotoba- 
cter (endo) (66)

Działa na DNA i RNA, 
tworzy 5’-oligonukle- 
otydy

3.1.4.1 Fosfodwuesteraza Śledziona (32), 
jad węży (43)

Działa na D N A  i RNA, 
tworzy 3’-mononukle- 
otydy, 5-mononukleo- 
tydy ■

* Pu —  puryna
* Pi —  pirymidyna

krańca łańcucha, jest rozkładany znacznie wolniej (schem at 2, łańcuch II). 
Natom iast oligonukleotyd zakończony w położeniu 3’ grupą fosforanową 
jest bardzo oporny na działanie tego enzym u (schemat 2, łańcuch III). Po­
dobnie działa fosfodw uesteraza ze śluzówki przewodu pokarmowego.

I 3' 

P -

G C A C C A
3'

N  N  
p- 5, n 5'

G

I \ \ \  1
HO — P\ N px p\ . P\

/ c fi

1 V \

P - p\ p\ p\ p\ P\

_Q|_| Enzym wykazuje
optymalne działanie

-OH Enzym dziata wolniej

_ p  Substrat oporny na 
' dziatanie enzymu

Schem at 2. D ziałanie fosfodw uesterazy z jadu w ęży
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N atom iast fosfodw uesteraza ze śledziony odszczepia od oligonukleoty- 
du 3’-fosfonukleozydy (schemat 3, strzałka 1, 2 itd). W przeciw ieństw ie 
do fosfodwuesterazy z jadu węży, w tym  procesie wolna grupa 5’-OH u ła­
tw ia wiązanie się enzym u z substratem .

< b  <Ś
Schem at 3. D ziałanie fosfodw uesterazy ze śledziony

Podany na schemacie 3 proces hydrolizy może być również katalizo­
w any przez fosfodwuesterazę z jadu węża, lecz odszczepianie nukleotydów  
rozpoczyna się wówczas od drugiego końca (schemat 3; najpierw  strzałka
3, następnie 4 itd.), a szybkość reakcji wynosi wówczas zaledwie 0,1% 
szybkości działania fosfodw uesterazy ze śledziony (63).

Powyższe uwagi o specyficzności tych  enzymów należy traktow ać 
z zastrzeżeniam i. Jeżeli mianowicie substra tem  są wielkocząsteczkowe po­
lim ery, wówczas fosfodw uesterazy mogą rozszczepiać również wiązania 
w ew nątrz łańcucha, a wolna grupa -OH ma końcu łańcucha nie jest bez­
względnie konieczna do ich działania.

2. N ukleotydylotransferazy

W tej pod-podklasie sklasyfikow ano tylko trzy  rybonukleazy (tabli­
ca 3).

Tablica 3

Nukleotydylotransferazy (EC 2.7.7)

Nr EC Nazwa potoczna Występowanie Reakcje

2.7.7.16 Rybonukleaza Trzustka (40) Przenosi resztę fosforanową nukle­
otydów Pi * z 5' na 2' (48), szyb­
ciej Cp niż Up (54)

2.7.7.17 Rybonukleaza Rośliny: 
trawa morska 
(ang. rye grass) 
(59), liście szpi­
naku (71)

Przenosi reszty fosforanowe nu­
kleotydów Pu* i Pi* z 5’ na 2'

2.7.7.26 Guanylorybo- 
nukleaza (57)

Aspergillus 
oryzae (58)

Przenosi tylko reszty guanylowe

* Pu —  puryna
* Pi —  pirymidyna
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W szystkie trzy  enzym y w pierwszym  etapie działania m ają własności 
cyklizujące, w drugim  zaś rozszczepiają pow stały cykliczny układ, dając 
przeważnie 3’-nukleotydy.

Rybonukleaza z trzustk i wołu jest najlepiej poznana. Enzym ten a ta ­
kuje głównie m iędzynukleotydow e wiązania nukleotydów  pirym idyno­
wych. Dlatego w  produktach degradacji RNA pow stają, oporne na dzia­
łanie nukleazy, oligonukleotydy purynow e (rdzeń) zakończone cyklicznym  
nukleotydem  pirym idynow ym . Ten ulęga w  następnym  etapie rozszcze­
pieniu, a więc ostatecznym i produktam i są* oligonukleotydy purynowe 
zakończone nukleotydem  pirym idynow ym  i 3’-nukleotydy pirym idynow e 
(schemat 4).

Schem at 4. D ziałanie rybonukleazy trzustkow ej

Rybonukleazy roślinne rozszczepiają RNA na cykliczne m ononukleo- 
tydy  zarówno purynow e jak  i pirym idynow e. Poznano kilka z nich. Nie­
które jak  rybonukleaza z ziem niaków rozszczepiają RNA do nukleotydów. 
W ziem niakach znaleziono również nukleazę atakującą zarówno RNA jak 
i DNA (16).

G uanylorybonukleaza. Bardzo cennym  osiągnięciem japońskich bada­
czy było w yodrębnienie tej nukleazy z Takadiastazy, otrzym anej z ho­
dowli Aspergillus oęryzae. Enzym  ten, w  pH  7,5 rozszczepia wiązanie

3 P o s tę p y  B io c h e m ii http://rcin.org.pl
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Gp-Xp i tw orzy oligonukleotydy zakończone guanozyno-2’,3’-cyklicznym  
fosforanem .

Szczegółowsze badania enzymów zaw artych w Takadiastazie w ykazały, 
że w ystępują tam  dwie rybonukleazy (72). Jedna z nich, rybonukleaza Tx, 
rozszczepia wiązanie Gp-Xp, dając bądź oligonukleotyd zakończony cy­
klicznym  guanozynofosforanem, bądź cykliczny kwas guanylow y. Druga 
rybonukleaza T2 preferu je  rozszczepianie wiązania A p-Xp (55). Oba te 
enzymy, analogicznie do działania, enzymu z trzustki, katalizu ją przejście 
skrajnych  cyklicznych nukleotydów  w odpowiednie 3’-nukleotydy. W y­
m ienione enzym y często używane są do badań sekw encji nukleotydówr 
w łańcuchach RNA.

D w uesterazy hydrolizujące cykliczne nukleozydom onofosforany nie 
zostały dotychczas sklasyfikow ane przez Kom isję Enzymową. W jadzie 
Crotalus adamanteus w ystępuje enzym, k tóry  katalizuje reakcję:

Cykliczny nukleozydo-2,,3,-m onofosforan +  H 20  -> nukleozydo-3’-fosforan

W odróżnieniu od innych rybonukleaz enzym  ten  katalizuje hydrolizę 
cyklicznych nukleotydów  zarówno purynow ych jak i pirym idynow ych 
(14). Podobne enzym y w ystępują również w innych tkankach (75), a pro­
duktam i ich działania są bądź 3’, bądź ^’-nukleotydy. Z mózgów bydlę­
cych, psich, szczurzych (16), a także z innych tkanek  otrzym ano enzym y 
katalizujące hydrolizę cyklicznych nukleozydo-2,3-m onofosforanów do od­
powiednich nukleozydo-2-fosforanów. W yodrębniono również, np. z psiego 
serca, z kory mózgowej, kory  nadnercza, z nerek  (9) i z innych tkanek  
zwierzęcych, hydrolazy katalizujące reakcję:

C ykliczny n u k leozyd o-S ^ -m on ofosforan  +  HzO -♦ nukleozydo-5-fosforan

3. H ydrolazy m onoestrów  fosforanow ych

Kom isja Enzymowa sklasyfikow ała w tej grupie tylko trzy  nukleazy, 
które działają zarówno na rybo- jak  i dezoksynukleotydy i oligonukleo­
tydy  (tablica 4). Punktem  zaczepienia jest prawdopodobnie reszta fosfo­
ranowa. Enzym y te, rozpowszechnione w świecie roślinnym  i zwierzęcym, 
są dość odporne na działanie podwyższonej tem peratury .

5’-N ukleotydazy w ykazują niew ielką specyficzność zależną zarówno 
od pochodzenia jak i sposobu w yodrębniania enzym u (tablica 5).

Na uwagę zasługują nukleotydazy z plazm y nasienia, z których jedna 
(a) w ykazuje bardzo m ałą specyficzność, a druga (b) spośród badanych 
kilku odm ian nukleotydów  hydrolizuje tylko adenozyno-5’-fosforan. S u ł ­
k o w s k i  i wsp. (68), badając szczegółowo aktyw ność 5’-nukleotydazy 
z Bothrops atrox  stw ierdzili, że do procesu hydrolizy konieczna jest zasada
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przy C - l’ rybozy i wolna grupa -OH przy C-3\ Przy C-2’ może być bądź 
grupa -OH, bądź -H (dezoksynukleotydy).

Tablica 4

Hydrolazy monoestrów fosforanowych (EC 3.1.3)

Nazwa potoczna Numeracja Komisji 
Enzymowej

5’-NukIeotydaza (61) 

i ’-Nukleotydaza (62) 

jT-Nukleotydaza fosfoadenylanowa (1, 3)

EC 3.1.3.5 

EC 3.1.3.6 

EC 3.1.3.7

3’-N ukleotydazy w ystępują głównie w  organizmach roślinnych i w m i­
kroorganizm ach. N ajbogatszym  źródłem  okazały się nasiona rajgrasu . 
Enzym y te katalizu ją reakcję:

N ukleozydo-3’-fosforan  +  HzO -> nukleozyd +  ortofosforan

Substratam i są praw ie wszystkie 3’-rybonukłeotydy oraz oligonukleo- 
tydy zakończone grupą fosforanową przy C-3’, lecz szybkość procesów

Tablica 5
Porównanie szybkości hydrolizy różnych 5’-nukleotydów przez J’-nukleotydazy uzyskane:

a) z p la zm y  n a s ie n ia  (30), b) z p la zm y  n a s ie n ia  (74), c) z z ie m n ia k ó w , d) z jad u  B o th r o p s
a tr o x  (39)

Substrat
Względna aktywność enzymu*

a b c d

Adenozyno-5’-fosforan 100 100 100 100
Guanozyno-5’ -fosforan — 0 — 42
Inozyno-5’ -fosforan 113 — 125 41
Cytydyno-5’ -fosforan 268 0 — 89
Urydyno-5’ -fosforan 220 0 133 36
Dezoksyguanozyno-5’ -fosforan — — 94 33
Dezoksycytydyno-5’ -fosforan — 112 62

*  za 100 przyjęto względną aktywność danego enzymu w stosunku do adenozyno-5’-fosforanu

hydrolizy jest różna. Natom iast dezoksyadenozyno-3’-fosforan nie jest 
atakow any, co wskazywałoby, że do przebiegu procesu konieczna jest 
wolna grupa -OH przy C-2’ rybozy (3, 11).

3’-N ukleotydaza fosfoadenylanowa (EC 3.1.3.7), która katalizuje reak ­
cję:

A denozyno-3’,5’-dw ufosforan +  H 20  -> adenozyno-5’-m onofosforan +  ortofosforan  

działa również na 3’-fosfoadenylilosiarczan.
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III. Ustalenie sekwencji nukleotydów

Fosfomonoesterazy znalazły zastosowanie w  analityce. M iędzy innym i 
B u r t o n  (8) podaje przykłady ich zastosowania w badaniu s tru k tu ry  
oligonukleotydów. D w unukleotyd CpAp (schemat 5) nie jest rozkładany 
przez fosfodwuesterazę jadu węża, ponieważ zawiera pierwszorzędową 
resztę fosforanową przy węglu ^’-adenozyny. Hydroliza dw uesteraz ze 
śledziony daje m ieszaninę 3’-fosfoadenozyny i 3’-fosfoęytydyny. O trzy­
mane produkty  nie dają żadnej inform acji o sekwencji tych nukleotydów , 
ponieważ takie same związki otrzym anoby w w yniku hydrolizy dw unukle- 
otydu ApCp. Natom iast po odszczepieniu pierwszorzędowo związanej resz­
ty  fosforanowej fosfom onoesterazą można zastosować fosfodwuesterazę 
z jadu węży i ustalić sekwencję dw unukleotydu analizując produkty  obu 
reakcji (schemat 5).

FosFodwuesieraza .
------- ---------------------► Cp+Ap

ze śledziony

Fosfomonoesterazą 
CpAp ---------------------------- C pA

Schem at 5. Z astosow anie fosfom onoesterazy w  badaniach sekw encji o ligonukleotydów

Innym  przykładem  jest zastosowanie fosfodw uesteraz do analizy se­
kwencji. Zbadanie sekwencji trójdezoksyrybonukleotydu, składającego 
się z dwóch reszt dezoksycytydyny i jednej tym idyny, jest możliwe po­
przez porównanie produktów  traw ienia pow stających w  w yniku działania 
fosfodwuesteraz ze śledziony i z jadu węża (schemat 6).

fosfodwuesieraza fbsfodwuesteraza

T łp C łpC -  (I)TpCpC -  Tp+Cp+Cl

i c + p T + p C  t » --------------------------- (il)C p T p C  ---------------------------► C p + T p + C J

| C + pC + p T  - * --------------------------- (III) C pCpT ---------------------------►  Cp + C p+T

Schem at 6. Z astosow anie fosfodw uesteraz w  badaniach sekw encji o ligonukleotydów

Na schemacie 6 zaznaczono, że w w yniku działania fosfodw uesterazy 
ze śledziony na izom ery I i II pow stają jednakow e produkty  traw ienia. 
Na rozstrzygnięcie m iędzy tym i dwoma izomerami pozwala dopiero do­

C p A p  1 
A p C p  j
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datkow a analiza hydrolizatu uzyskanego za pomocą fosfodwuesterazy 
z jadu węża. Z kolei analiza hydrolizatu, uzyskanego działaniem  samej 
fosfodw uesterazy z jadu  węża, pozwala na zaproponowanie sekwencji II
i III, a rozstrzygnięcie przynosi porównanie hydrolizatów  otrzym anych 
działaniem  obu fosfodwuesteraz.

Bardziej złożonym przykładem  jest ustalenie sekwencji ośmionukleo- 
tydu  (79), otrzym anego z dłuższego fragm entu łańcucha tRNA. Oligonu- 
kleotyd ten poddano działaniu rybonukleazy trzustkow ej, rybonukleazy 
T\ i fosfomonoesterazy, a następnie ponownie działaniu tych  samych en­
zymów oraz fosfodw uesterazy i rybonukleazy T2. O trzym ane nukleotydy
i nukleozydy rozdzielono na kolumnie chrom atograficznej wypełnionej 
DEA-E-celulozą, a zawartość poszczególnych frakcji oznaczono spektrofo- 
tom etrycznie w 260 nm  (schemat 7).

.. P ip A p G p G p T p  ( V p C p ) G p ..

Rybonukleaza
z  trzustki Rybonukleaza T-j

P M E  P M E
A p G p G p T  T p (V p C p )G

Schem at 7. A naliza ośm ionukleotydu (wg 79)
R eprodukow ane za zgodą w ydaw nictw a Pergam on Press

U góry : E n zy m a ty c zn a  h y d ro liza  o lig o n u k le o ty d ó w  PM E — fo s fo m o n o e s te r a za , PD E  — fo s fo -
d w u estera z a

U dołu : R ozd zia ł n a  k o lu m n ie  z D -E A E -celu lozy i  a n a liza  sp e k tr o fo to m etry c z n a  n ie k tó r y c h  
k o ń co w y c h  p r o d u k tó w  h y d r o liz y  e n z y m a ty c z n e j
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W ostatnich latach dzięki stosowaniu odpowiednich nukleaz zdołano 
już oznaczyć kolejność nukleotydów  kilku tRNA np.:
a) tRNA alaniny, zbudowany z 77 nukleotydów; jego antykodonem  jest 

IGC (34),
b) tRNA seryny zaw ierający 84 nukleotydy i IGA jako antykodon (78),
c) tRNA tyrozyny zaw ierający 78 nukleotydów  i antykodon z nietypo­

wym  nukleozydem  — pseudourydyną (GipA) (47),
d) tRNA fenyloalaniny zaw ierający również 78 nukleotydów  i nietypową 

zasadę (m etylowaną guaninę) w antykodonie (2-O-Me-GAA) (52).
Te i inne nieraz znacznie już zaawansowane prace w dziedzinie budowy 

innych odm ian tRNA pozwoliły na pewne uogólnienia dotyczące s tru k tu ry  
cząsteczki tRNA (21). Tak np. p iąta  zasada akceptorowego końca łańcucha 
wiąże się kom plem entarnie z guaniną drugiego końca łańcucha, w każdym  
ze zbadanych tRNA w ystępują  przynajm niej trzy  pętle, z których jedna 
zaw iera tró jnukleotyd  T^C, druga antykodon, trzecia dw uhydrouracyl itd.

Ostatnio zdołano również ustalić sekw encję nukleotydów  w łańcuchu 
RNA 5S z rybosomów kom órek nowotworu KB człowieka (20). Łańcuch 
zaw iera 120 lub 121 nukleotydów. Jest to pierwsza praca, w której u sta ­
lono sekwencję nukleotydów  w kwasie nukleinow ym  pochodzenia zwie­
rzęcego. Kwas rybonukleinow y znakow any 32P trawiono rybonukleazą 
trzustkow ą i rybonukleazą T1( a produkty  rozdzielano m etodą dw uw ym ia­
rowej elektroforezy na bibule. Metoda ta  została opracowana w  pracowni 
S a n g e r a (7, 56).

IV. Ustalanie sekwencji tRNA

Pierw szy dokładny obraz sekwencji łańcucha tRNA, związku o masie 
cząsteczkowej 26 600 (sól sodowa), uzyskano w roku 1965 w pracowni 
Holleya. Holley i współpracownicy do oznaczania 77 nukleotydowego 
łańcucha tR N A Ala , stosowali najpierw  rybonukleazę T 1 i rybonukleazę 
z trzustki. Rysunek 1 przedstaw ia rozdział hydrolizatu, otrzym anego dzia­
łaniem  rybonukleazy T 1} na kolum nie wypełnionej D EAE -celulozą (33). 
N iem al wszystkie spośród 17 oligonukleotydów zakończone są guainozyno- 
-3’-fosforanem . M onofosfonukleotyd 3’,5’-dw ufosfoguanozyna (pG) stano­
wi lewy koniec łańcucha tRNA.

Jeden  z sześcionukleotydów zakończony jest resztą cytozyny z wolną 
grupą -OH przy węglu 3’ (U-C-C-A-C-C-OH). Jest to praw y koniec łań­
cucha tRNAAla.

Działaniem  rybonukleazy trzustk i uzyskano 40 fragm entów  łańcucha 
(schemat 8). Jeden z czteronukleotydów  zawiera pierwszorzędową resztę 
fosforanową przy węglu 5’. Stanow i on lewy kraniec łańcucha tRNA.

M etody pozwalające na ustalenie sekwencji dwu, tró j i dłuższych oli­
gonukleotydów  omówiono wyżej. W badaniach oligonukleotydów o w ięk­
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szej masie cząsteczkowej duże usługi oddała również, zastosowana przez 
H o 11 e y a (35) m etoda skróconego czasu traw ienia fosfodwuesterazą 
z jadu węża. Enzym  ten w odpowiednich w arunkach rozkłada np. ośmio- 
nukleotyd, po uprzednim  usunięciu jego końcowej reszty  fosforanowej, 
na szereg oligonukleotydów o kolejno zm niejszającej się liczbie reszt nu-

R ysunek 1. R ozdzielanie  
fragm entów  tR N A Ala po 
działaniu rybonukleazą Tx

Gm — k w a s  m e ty lo g u a n y lo w y , 
U h — k w a s  d w u h y d r o k sy u r y -  
d y lo w y , I — k w a s  in o z y n o w y ,  

I m — k w a s  J -m e ty lo in o z y n o -  
w y , — k w a s  p se u d o u r y d y Io ­

w y

R eprodukow ane za zgodą. 
P raw a autorskie (C) 1966 
Scientific A m erican, Inc. 
W szystkie praw a zastrze­

żone

kleotydowych od siedm iu do dwu. Rozdział chrom atograficzny i analiza 
o trzym anych produktów , po przeprow adzeniu ich alkalicznej hydrolizy 
(rysunek 2), pozwoliła na ustalenie sekw encji ośm ionukleotydu, gdyż w 
każdym  z hydrolizatów  występował tylko jeden, końcowy nukleozyd.

W ustaleniu  sekw encji cennym  było również spostrzeżenie Holleya, że 
w tem peraturze 0°C krótkie działanie rybonukleazą Tj rozszczepia łań­
cuch tRNA na dwie m niej więcej rów ne części.

Pomocą w zestawieniu fragm entów  było w ystępowanie nielicznych
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nietypow ych zasad. Tak np. w łańcuchu tRNA Ala w ystępuje tylko jeden 
nukleotyd inozynowy. Po traw ieniu  rybonukleazą Tx znalazł się on w oś- 
m ionukleotydzie C-U-C-C-C-U-U-I, natom iast w produkcie traw ienia 
tRNA rybonukleazą trzustkow ą w ystępuje on w  trójnukleotydzie I-G-C.

I - G - C  

G -  G - T  

G - G - A - C

G - G - G - A - G - A - G - U *

C OH

h

h

Schem at 8. Produkty rozkładu tR N A Ala rybo­
nukleazą z trzustki

Gm — k w a s  1 -m e ty lo g u a n y lo w y , U h — k w a s  d w u h y d r o -  
k sy u r y d y lo w y , I — k w a s  in o z y n o w y , Im — k w a s  1 -m e- 
ty lo in o z y n o w y , ip — k w a s  p se u d o u r y d y lo w y

p G - G - G - C G - C

C C G - U

C C G - U

C U G - U

C U G - U

C U I - V

c u A - C

c u A - G - U 1
c u G - G - U 1
c V G - G - C

c G - C A - G - C

c G - C G -  A - U

G - G - G - A - G  - A- G- U*

R ysunek 2. T raw ienie oligonukleotydu fosfodw uesterazą z jadu w ęża (wg H olley ’a
i wsp.)
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Podsum owanie pozwala na ustalenie sekwencji dziesięcionukleotydu 
(schemat 9).

C - U - C - C — C— U —U - 1 (Rybonukleaza X))
1 — G — C (Rybonukleaza z trzustki)

C -U  — C — C - C — U—U — I —G - C

Schem at 9. Z estaw ien ie fragm entów  zaw ierających n ietypow ą zasadę

Podobne m etody stosowano w pracowni Zachaua w ustalaniu  sekwencji 
tRNASer czy też u Engelhardta w pracach nad budową łańcucha tRNAWal
i w innych pracowniach.

Trudno w krótkim  referacie omówić szczegóły metod, które stoso­
wano badając te  zagadnienia. Prace nad ustaleniem  sekwencji łańcucha 
alaninowego tRNA trw ały  około siedmiu lat. Obecnie tem po takich prac 
jest szybsze, niem niej prowadzenie tego rodzaju badań w ym aga jeszcze 
benedyktyńskiej cierpliwości.

V. Uwagi końcowe

Podkreślić należy, że m etody enzym atyczne są nadal niezastąpione 
w analizie kwasów nukleinowych, a naw et zyskują na znaczeniu. W m iarę 
postępu badań i zwiększania technicznych możliwości uzyskiw ania coraz 
bardziej jednorodnych frakcji białkowych otrzym uje się coraz więcej 
enzymów o bardziej specyficznym  działaniu. Przykładem  mogą być egzo­
nukleazy otrzym ane z E.coli (45) (tablica 6). Spośród nich egzonukleaza I 
katalizuje hydrolizę głównie jednoniciowego zdenaturow anego łańcucha 
DNA, poczynając od końca z 3’ grupą -OH. Szybkość działania na zdena- 
turow any DNA jest 40 000 razy większa niż na rodzim y DNA. Produktam i 
hydrolizy są mono- i dw unukleotydy z grupą 5’-fosfomonoestrową. Egzo­
nukleaza II działa podobnie lecz na n iezdenaturow any natu ra lny  łańcuch 
DNA. Rozszczepia ona wszystkie w iązania m iędzynukleotydowe, a końco­
wym i produktam i są nukleozydo-5’-fosforany. Egzonukleaza III działa 
podobnie jak  egzonukleaza II z tym, że rozszczepia tylko część łańcucha 
związaną wiązaniam i wodorowym i z kom plem entarnym  łańcuchem. P ro­
duktam i hydrolizy są m ononukleozydo-5’-fosforany i jednoniciowy poli- 
nukleotyd. Niedawno (1966) w pracow ni K o e r n e r a  (36) wyizolowano 
z E.coli czw artą egzonukleazę, k tóra 20-krotnie szybciej działa na oligonu- 
kleotydy niż n a  wielkocząsteczkowy DNA.
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Egzonukleazy E. coli

Tablica 6

[19]

Egzonukleaza I Działa b. silnie na jednopasmowy zdenaturowany DNA  
Nie działa na dwupasmowy łańcuch DNA

Egzonukleaza 11 Nieznaczna preferencja hydrolizy naturalnego dwu­
pasmowego DNA

Egzonukleaza III Silne działanie na naturalny DNA, lecz nie działa na 
jednopasmowy DNA i oligonukleotydy

Egzonukleaza IV Działa 20-krotnie silniej na oligonukleotydy niż na DNA
Fosfomonoesteraza Odszczepia 3’ resztę fosforanową od prawego końca
(DNA-fosfataza) łańcucha DNA

U E.coli stw ierdzono również w ystępow anie fosfom onoesterazy (DNA- 
fosfataza), odszczepiającej 3’ resztę fosforanową z końca łańcucha DNA 
(53). Enzym ten umożliwia działanie omówionych wyżej egzonukleaz, k tó­
rych hydrolityczne działanie rozpoczyna się od wolnej 3’ grupy  -OH łań ­
cucha DNA.

Podobnie działające nukleazy w ystępują również w m ateriale zwie­
rzęcym. Z mózgu jagniąt i z nerek  owiec otrzym ano (29) endonukleazę, 
która znacznie silniej katalizuje hydrolizę zdenaturow anego łańcucha 
DNA niż naturalnego  związku. Ostatnio z nerek owcy w yodrębniono (37) 
nukleazę, k tó ra  nie w ykazuje specyficzności ani względem  zasad, ani 
składnika cukrowego, hydrolizuje natom iast zdenaturow ane kwasy nuk le­
inowe, a także poliA i poliU do 5’P-oligonukleotydów. H ydrolizuje rów ­
nież, lecz bardzo wolno, tRNA do cztero lub pięcionukleotydów. P raw do­
podobnie atakow ane są tylko niepowiązane pętle łańcucha tRNA.

Jak  z tego w ynika, nukleazy mogą być pomocne nie tylko w  badaniach 
sekwencji łańcucha polinukleotydowego, lecz również w badaniach prze­
strzennej budowy tych związków i budowy ich hybrydów. Pozw alają 
one również na badanie ich stanu fizycznego, stopnia polim eryzacji itd. 
Podano zresztą tylko nieliczne przykłady tych możliwości jakie uzyskuje 
badacz w m iarę otrzym yw ania coraz bardziej oczyszczonych, jednorod­
nych enzymów.
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H A L IN A  S IE R A K O W SK A  *

Rozmieszczenie specyficznych nukleaz i ich rola w metabolizmie 
kwasów nukleinowych**

Localization of Specific Nucleases and Their Role in Nucleic Acid 
Metabolism

The specificity  of nucleases is d iscussed in  respect to  their assay in  biological 
m aterial. H istochem ical substrates specific for phosphodiesterase I and various 
ribonucleases are presented  and the localization  of these enzym es in the rat is given. 
T he role of nucleolytic enzym es as w e ll as future trends in nuclease cytochem istry  
are discussed.

Enzym y katalizujące depolim eryzację kwasów nukleinow ych odzna­
czają się swoistością względem  różnych elem entów budowy cząsteczki 
substra tu . Swoistość ta  może dotyczyć rodzaju cukru, wielkości cząstecz­
ki, jej s tru k tu ry  drugorzędowej, rodzaju zasady poprzedzającej hydrolizo- 
w ane wiązanie m iędzy nukleotydam i a także pozycji końcowych reszt 
fosforanowych. Zagadnienie to stanow i przedm iot licznych artykułów  
przeglądow ych (26, 45, 47, 68, 84).

Liczba poznanych nukleaz zwiększa się z każdym  rokiem. Największą 
różnorodnością odznaczają się one u m ikroorganizm ów, ale tkanki ssaków 
również zaw ierają liczne enzym y nukleolityczne (7, 68, 69, 84). Znaczna 
swoistość substratow a niektórych nukleaz nasuw a pytanie, czy dla każ­
dego rodzaju nukleotydu istnieje, poza działającym i na niego enzymami 
m ało swoistymi, nukleaza dla niego specyficzna. Na przykład znane są 
już fosfodw uesterazy 2’:3’-cyklicznych fosforanów rybonukleozydów (19) 
oraz 3’:5’-cyklicznych fosforanów nukleozydów (16) (schemat 1); te ostat­
nie charak teryzu ją  się ponadto swoistością wobec zasady (32). W Anacys- 
tis nidulans znaleziono depolim erazę hydrolizującą m iędzynukleotydowe 
wiązania rybonukleotydów  zaw ierających grupę 2’-0 -m ety low ą (schemat 
2) (61). Ponieważ w wielu rodzajach RNA w ystępują  rybonukleotydy 
z grupą 2’-0 -m ety low ą swoistość tego enzym u czyni go obiecującym

* Dr, Zakład F izykochem ii B iologicznej, Instytut B iochem ii i B iofizyki, Polska  
A kadem ia Nauk, W arszawa

** Treść tego artykułu była przedm iotem  referatu  na V Sym pozjum  Polskiego  
T ow arzystw a B iochem icznego w  K rakow ie, 1967 r.
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Schem at 2. H ydroliza RNA pod w pływ em  fosfodw uesterazy specyficznej w obec w ią ­
zań m iędzynukleotydow ych rybonukleotydów  z grupą 2’-0 -m ety lo w ą  

Z =  zasad a  p u ry n o w a  lu b  p ir y m id y n o w a
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narzędziem  w badaniach struk tura lnych . Z Aspergillus oryzae  w yodręb­
niono dezoksyrybonukleazę tworzącą fragm enty  łańcucha zakończone 
3’-fosforanem  guanozyny (36), a zatem  swoistą wobec zasady poprzedza­
jącej hydrolizowane wiązanie m iędzynukleotydowe. Enzym  ten  może być 
bardzo przydatny  w badaniach s tru k tu ry  pierwszorzędowej DNA.

Swoistość substratow a ¡nukleaz w ykorzystyw ana jest od daw na do 
badania s tru k tu ry  kwasów nukleinowych. Już w roku 1953 użyto rybo- 
nukleazę trzustkow ą do ustalenia budowy wiązania m iędzynukleotydo- 
wego w RNA (15). Zastosowanie szeregu nukleaz o różnej swoistości po­
zwoliło ustalić pierwszorzędową s tru k tu rę  kilku rozpuszczalnych RNA 
(5, 104).

Nasuwa się pytanie w jakiej mierze ta.sw oistość, tak  przydatna w ba­
daniach struk turalnych , jest uw zględniana w badaniach nad w ew nątrz­
kom órkową lokalizacją i związaną z nią funkcją biologiczną enzymów 
nukleolitycznych. Rozmieszczenie nukleaz w tkankach bada się bądź frak ­
cjonując kom órki bądź też w preparatach  mikroskopowych. W obu w y­
padkach oznaczenia aktyw ności enzymów przeważnie opierają się na  sto­
sowaniu RNA bądź DNA jako substratu , przy czym dobranie pH  środow is­
ka inkubacyjnego oraz aktyw ujących jonów um ożliwia rozróżnienie po­
szczególnych enzymów.

W badaniach aktyw ności nukleaz w wyciągach tkankow ych nie używa 
się metod spektrofotom etrycznych, dylatom etrycznych czy w iskozym e- 
trycznych, ponieważ można je stosować jedynie w  przypadku oczyszczo­
nych preparatów  enzym atycznych. Aktywność hom ogenatów bada się 
zazwyczaj oznaczając kwasorozpuszczalne produkty  degradacji RNA lub 
DNA. Tego rodzaju oznaczenia dają sum aryczny w ynik działania endo-
i egzonukleaz: rybonukleaz bądź dezoksyrybonukleaz oraz fosfodw ueste- 
raz (schem at 3). R a z z e 11 (67) tw ierdzi, że w ykrycie niem al we w szyst­
kich tkankach zwierzęcych fosfodwuesteraz I i II, odszczepiających mo- 
nonukleotydy od końców łańcucha o wolnej grupie 3’- lub 5’-w odorotle- 
nowej, rzuca cień wątpliwości na większość dotychczasowych ilościowych 
oznaczeń endonukleaz tkankow ych. Obecnie próbuje się w prowadzać 
substra ty  bardziej swoiste, co może ułatw ić in terp re tac ję  oznaczeń nukleaz 
tkankow ych (41, 43, 58).

V
HO

FosFodwuesteraza II

f v

Rybonukleaza II Rybonukleaza I 
Dezoksy rybonukleaza II Dezoksy rybonukleaza I

— H lub OH
— OH

FosFodwuesteraza I

Schem at 3. H ydroliza polinukleotydu pod w pływ em  endo- i egzonukleaz w ystęp u ­
jących w  tkankach ssaków  

I — e n z y m y  tw o rzą ce  e le m e n ty  z a k o ń czo n e  5’- fo s fo r a n e m , II — e n z y m y  tw o rzą ce  e le m e n ty
z a k o ń c zo n e  3’- fo s fo r a n e m  (69)
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Znaczenie doboru odpowiedniego substra tu  w badaniach enzymów 
nukleolitycznych ilu stru je  następujący przykład. Fosfodw uesterazy I i II 
oznaczano dawniej, a często i dziś, za pomocą bis-p-nitrofenylofosforanu, 
z którego enzym uw alnia p-nitrofenol. S ubstra t ten hydrolizow any jest 
z szybkością około stukrotnie m niejszą niż na tu ra lne  oligonukleotydy (70), 
a ponadto ham uje on karboksyloesterazę fosforylując jej cząsteczki z jed­
noczesnym uwolnieniem  dwu reszt p-nitrofenolu (34). Pojaw ienie się za­
tem  p-nitrofenolu w  czasie inkubacji tego substra tu  z w yciągiem  tk an ­
kowym  może w pewnych przypadkach być wynikiem  obecności karbo- 
ksyloesterazy, a nie działania fosfodwuesteraz.

I. Nienaturalne, specyficzne substraty nukleaz

Poszukiwanie n ienaturalnych  substratów  nadających się do specyficz­
nych oznaczeń nukleaz w wyciągach tkankow ych i w preparatach  histolo­
gicznych rozpoczęliśmy w oparciu o prace zespołu K h o  r a n y  (55, 96). 
Zsyntetyzowali oni estry  p-nitrofenylow e: 5’-fosforanu tym idyny (I) — 
nienatu ralny  substra t fosfodw uesterazy I i 3’-fosforanu tym idyny
(II) — substra t fosfodw uesterazy II. Aby tego typu związki były

O

O

ŃO2

przydatne w badaniach cytochemicznych, powinny one zam iast reszty  
p-nitrofenylow ej zawierać rodnik, k tóry  natychm iast po odszczepieniu 
przez enzym  w ytrącałby  się w  form ie nierozpuszczalnego w wodzie barw ­
nego produktu. W ymogi te  spełnia rodnik naftylow y, gdyż po odszczepie­
niu można go sprzęgać z solami dwuazoniowym i na nierozpuszczalne
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[5] L O K A L IZ A C JA  N U K L EA Z 197

w wodzie barw ne związki. Tej właściwości nafto lu  jego pochodne zaw­
dzięczają swoje zastosowanie w histochemii, na przykład naftylofosforan 
służy do lokalizacji fosfataz, a naftylooctan — esteraz (64). Pochodne 
naftylow e nadają się również do ilościowych oznaczeń aktyw ności enzy­
mów w wyciągach tkankow ych, gdyż produkty  sprzężenia nafto lu  z solami 
dwuazoniowymi rozpuszczają się w rozpuszczalnikach organicznych i mo­
gą być oznaczane kolorym etrycznie. Ze względu na te właściwości naftolu 
zajęliśm y się wprow adzeniem  go do rybo- i dezoksyrybonukleotydów, 
uzyskując szereg substratów  o różnych właściwościach.

Okazało się, że zsyntetyzow any a-naftylofosforan 5’-tym idyny (III) 
jest substratem  dla fosfodw uesterazy I hydrolizującej oligonukleotydy
i n ienaturalne estry  5’-nukleotydów  do 5’-nukleotydów  (86, 87) (schemat 
4). Związek ten jest oporny na działanie fosfodw uesterazy II, dezoksyrybo- 
nukleazy I oraz II i oczywiście rybonukleaz.

_ ^ CH3 /  \

---- '  N
5-chloro - o -  
toluidyna

OH
OH

Nierozpuszczalny barwny osad.

Schem at 4. C ytochem iczna m etoda lokalizacji fosfodw uesterazy I przy użyciu a -n a f-
ty lofosforanu  5’-tym id yn y  (87)

Przew idyw aliśm y, że a-naftylofosforan 3’-tym idyny (IV) będzie po­
dobnie jak  jego p-nitrofenylow y analog, substra tem  dla fosfodwuesterazy
II. Związek ten okazał się jednak oporny n a  fosfodwuesterazę II, praw do­
podobnie ze względu na przeszkodę przestrzenną jaką stanowi stosunkowo 
duża reszta nafty low a (87). W prawdzie uniemożliwiło to zbadanie roz­
mieszczenia tego enzymu, ale i nasunęło przypuszczenie, że estry  na fty ­
lowe 3’-rybonukleotydów , potencjalne substra ty  rybonukleaz, również 
okażą się oporne na  działanie fosfodw uesterazy II. W łaściwość taka była-
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198 H. SIE R A K O W SK A [6]

by cenna, ponieważ używane dotychczas estry  3’-rybonukleotydów  jak  
ester m etylow y czy benzylowy są hydrolizowane zarówno przez rybonu­
kleazy jak  i fosfodw uesterazę II (14, 15, 97, 98). Istotnie okazało się, ż e

IV

a-naftylofosforan 3’-u rydyny  (V) jest substratem  dla rybonukleazy trzu st­
kowej (schemat 5) (88, 105), działającej na estry  3’-rybonukleotydów  p iry ­
m idynow ych i enzymu T2 z Aspergillus opryzae m niej swoistego, działają-

O

HN

O ^ N

HN

cA n
h o c h 2

O Rybonukleaza trzustkowa
h o c h 2

h ^— r h
0  ÓH
1

0 = P -O H
I

O

5 -chloro  - o -  
toluidyna

:o.

h i 4 ho o
\  /  
p 

/ /  \
O OH

+

Nierozpuszczalny barwny osad.

Schem at 5. C ytochem iczna m etoda lokalizacji rybonukleazy trzustkow ej przy użyciu  
a-naftylofosforanu  3’-u rydyny (105)
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cego na estry  3’-rybonukleotydów  pirym idynow ych i purynow ych (98). 
Jednocześnie jest on oporny na  działanie fosfodwuesterazy I i II oraz 
rybonukleazy Tx, specyficznej wobec estrów 3’-fosforanów guanozyny (97).

Skoro jednak a-naftylofosforan 3’-u rydyny  jest substratem  dla obu 
rybonukleaz trzustkow ej i T2, to jego hydroliza pod wpływem  danego 
prepara tu  tkankowego może być w ynikiem  działania dwóch enzymów. 
Zsyntetyzow any przez nas a-naftylofosforan 3’-adenozyny (VI), stano­
wiący substrat dla rybonukleazy T2, a nie ulegający hydrolizie pod w pły­
wem  rybonukleaz trzustkow ej i Tx (106), pozwala na zlokalizowanie en­
zymów o specyficzności rybonukleazy T2 i oznaczenie ich aktywności. 
Porów nanie w yników  uzyskanych za pomocą estrów naftylow ych fosfo­
ranów  3’-u rydyny  i 3’-adenozyny pozwala zaś na swoiste oznaczenie ak­
tywności rybonukleazy trzustkow ej.

n h 2 OH

H O CH 2
N N

H O CH2
O

h  r h
0  OH
10 = P  —  OH Rgbonukleaza T? 

Rybonukleaza T.

VII

Synteza a-naftylofosforan u 3’-adenozyny jest dość kłopotliwa, ale 
w rutynow ych oznaczeniach można go zastąpić prostszym  w przygoto-

N'

OH

II
h2n/  "n 

h o c h 2
o

H
M Hr 

OH

O P  O H  Rybonukleaza Ti

O Rybonukleaza T2
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w aniu a-naftylofosforanem  3’-inozyny (VII) hydrolizow anym  przez rybo- 
nukleazę T2 a opornym  na działanie enzymu trzustkowego. Związek ten  
w przeciw ieństwie do pochodnej adenozyny, z niew ielką szybkością ulega 
także hydrolizie pod w pływ em  rybonukleazy T\, wobec czego może służyć 
do oznaczania aktyw ności zarówno rybonukleazy T2 jak i T x.

Swoiste oznaczenie aktyw ności rybonukleazy Tj można byłoby prze­
prowadzić stosując a-naftylofosforan 3’-guanozyny (VIII) i odejm ując od 
w yniku uzyskanego z tym  substra tem  w ynik z a-naftylofosforanem  3J-a- 
denozyny.

II. Rozmieszczenie fosfodwuesterazy I

Fosfodwuesteraza I hydrolizuje a-naftylofosforan 5’-tym idyny  z szyb­
kością pięciokrotnie przekraczającą szybkość hydrolizy najdogodniej­
szych substratów  naturalnych  (87). Umożliwia to dobrą lokalizację enzy­
mu, gdyż krótka inkubacja p repara tu  histologicznego nie powoduje inak- 
tyw acji enzymu, spontanicznego rozkładu soli dwuazoniowej i innych 
ujem nych zjawisk. Fosfodwuesteraza I nie w ykazuje tendencji do dyfuzji 
do środowiska inkubacyjnego z tkanki nieutrw alonej. Rozmieszczenie en­
zymu w tkance nieutrw alonej jest identyczne jak w utrw alonej form aliną 
lub alkoholem. U trw alenie w form alinie powoduje jednak zniszczenie 
80 procent aktyw ności enzymu.

Rozmieszczenie fosfodw uesterazy I w utrw alonych w form alinie tk an ­
kach szczura przedstaw iają rysunki 1, 2, 3 (87). Duże ilości enzym u w y­
stępują w cytoplazm ie surowiczych kom órek gruczołów traw iennych: 
w trzustce (rysunek 1) i w śliniankach. W równie dużych ilościach gromadzi 
on się na granicy błon o rozw iniętej powierzchni, uczestniczących w pro­
cesach absorpcji, jak na przykład rąbek prążkow any nabłonka dw unast­
nicy czy kanalików  krętych  nerki (rysunek 2). Fosfodwuesteraza I w ystę­
puje również powszechnie w śródbłonku naczyń krwionośnych. W kom ór­
kach miąższowych w ątroby enzym  gromadzi się w cytoplazm ie, głównie 
na kraw ędzi kanalików  żółciowych (rysunek 3). Godny uwagi jest fakt, 
że we wszystkich tych tkankach enzym  nie w ystępuje w jądrach  kom ór­
kowych.

Ogólne rozmieszczenie fosfodwuesterazy w skazuje na jej w yspecjali­
zowaną funkcję. Enzym jest czynny w kom órkach gruczołów traw iennych. 
Ponadto bierze zapewne udział w procesach w chłaniania zachodzących 
w kom órkach o rozw iniętych powierzchniach absorpcyjnych. Jego roz­
mieszczenie jest odm ienne od tego, jakiego można byłoby się spodziewać 
na podstawie badania poszczególnych frakcji komórkowych. R a z z e 11 
(67) stw ierdził bowiem występowanie tego enzym u głównie w mikroso- 
mach w ątroby i nerki a de L a m i r a n d e  (43) — w błonach mikroso-
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Rys. 1. F osfodw uesteraza I w  trzustce szczura

D o d a tn i od czyn  w  w ie rz c h o łk o w e j c z ę ś c i  k o m ó rek  s u r o w icz y c h . B rak  za b a rw ien ia  jąd er  oraz  
k o m ó rek  w y se p e k  L a n d g e r h a n s a ; 3 m in . in k u b a c ji (X  150) (87)

Rys. 2. Fosfodw uesteraza I w  d w unastn icy  szczura

D o d a tn i od czyn  w  rąbku p rą żk o w a n y m  k o m ó re k  n a b ło n k a  oraz w  n a c z y n ia c h  k rw io n o śn y c h ;
5 m in . in k u b a c ji (X 150) (87)
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Rys. 3. F osfodw uesteraza I w  w ątrobie szczura
D o d a tn i od czyn  w  ś c ia n c e  k a n a lik ó w  ż ó łc io w y ch  oraz w  b ło n ie  k o m ó r k o w e j , na g r a n ic y  
są sia d u ją c y c h  ze sob ą  k o m ó rek  i na p o w ie r zc h n i z a to k o w e j . S ła b szy  o d c z y n  w  c y to p la z m ie  

k o m ó rek  m ią ż szo w y c h ; brak z a b a rw ien ia  jąd er; 30 m in . in k u b a c ji (X  150) (87)

Rys. 4. R ybonukleaza alkaliczna w  trzustce szczura
D o d a tn i o d czy n  w  c y to p la z m ie  k o m ó rek  su r o w ic z y c h  oraz w  ś w ie t le  p r z e w o d ó w  w y p r o w a d z a ­

ją c y c h . B ra k  o d czy n u  w  ją d ra ch ; 5 m in . in k u b a c ji (X  400) (105)
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m alnych oraz w jądrach kom órek w ątroby. W ystępowanie enzymu w mi- 
krosom ach sugeruje według de Lam irande udział tego enzymu w we­
w nątrzkom órkow ym  metabolizmie kwasów nukleinowych. Zaobserwowa­
ne przez nas rozmieszczenie nie wyklucza takiej funkcji fosfodwuesterazy 
w w ątrobie, ale nie jest ona chyba podstawowa we wszystkich tkankach.

III. Rozmieszczenie rybonukleazy trzustkowej

a-N aftylofosforan 3’-u rydyny  jest hydrolizowany przez rybonukleazę 
trzustkow ą 80-krotnie szybciej niż inne estry  nukleotydów  pirym idyno­
w ych (103). W tkankach bogatych w rybonukleazę umożliwia to lokali­
zację enzym u już po k ilkunastu  sekundach inkubacji. Ponieważ substrat 
ten  może ulegać hydrolizie rów nież pod wpływem  enzym u nie specyficz­
nego względem  zasady, na przykład rybonukleazy T2, p repara ty  kontrol­
ne inkubowano z a-naftylofosforanem  3’-inozyny, substratem  niespecy­
ficznej rybonukleazy, nie ulegającym  działaniu enzymu z trzustki. Okazało 
się, że a-nafty lofosforan S’-inozyny nie ulega hydrolizie pod wpływem  
tkanek  szczura, a zatem  uzyskana lokalizacja odpowiada rybonukleazie 
specyficznej wobec estrów nukleotydów  pirym idynow ych.

Rybonukleaza trzustkow a jest słabo związana ze s tru k tu rą  tkanki (39, 
88, 105). Enzym  ten  dyfunduje  do środowiska zarówno z tkanki nieutrw a- 
lonej jak  i z tkanki trak tow anej acetonem  bądź utrw alaczam i zaw iera­
jącym i alkohol. U trw alenie trzustk i w form alinie z dodatkiem  chlorku 
w apnia zapobiega jednak dyfuzji rybonukleazy, nie powodując stra t jej 
aktywności.

Rozmieszczenie rybonukleazy alkalicznej w utrw alonej form aliną 
trzustce szczura ilustru je  rysunek 4 (105). Enzym  w ystępuje głównie 
w w ierzchołkow ej części cytoplazm y kom órek surowiczych trzustki oraz 
w  św ietle przewodów w yprow adzających. W m niejszych ilościach znaj­
duje się w  pozostałej części cytoplazm y kom órek surowiczych, natom iast 
nie w ystępuje  w jądrze kom órkowym.

W porów naniu z trzustką inne tkanki szczura w ykazują bardzo ogra­
niczoną zdolność do hydrolizy a-naftylofosforanu 3’-urydyny. Wiadomo 
jednak, że w iele z nich zaw iera rybonukleazy kwaśne i alkaliczne (40, 
71, 77). N asuw a się więc wniosek, że te enzym y różnią się swoistością 
substatow ą od enzym u z trzustki. Ta różna swoistość znajduje potw ier­
dzenie w różnicach im m unologicznych między rybonukleazam i z trzustki
i z innych tkanek  (28, 76). Mało prawdopodobne w ydaje się, by brak 
hydrolizy a-nafty lofosforanu 3’-u rydyny  pod wpływ em  licznych tkanek 
mógł być w ynikiem  zaham owania aktyw ności ich rybonukleaz na tu ra l­
nym i inhibitoram i (75, 76, 85). Białkowy inhibitor rybonukleazy w ystę­
puje w praw dzie w większości tkanek  ssaków (75), ale zwykle w ilościach
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zbyt m ałych aby mógł zahamować w pełni enzym. Inhibitor ten  w ystępu­
je zresztą głównie w supernatancie komórkowym, a wyodrębnione mito- 
chondria i lizosomy komórek w ątroby również praw ie nie hydrolizują 
a-naftylofosforanu urydyny. W reszcie mimo, że inhibitor białkowy rybo­
nukleaz alkalicznych nie ham uje rybonukleaz kw aśnych z w ątroby, a-na- 
ftylofosforan u rydyny nie jest hydrolizow any przez p repara ty  w ątroby 
również i w środowisku o odczynie kwaśnym .

W ydaje się przeto, że rybonukleaza trzustkow a ma odm ienną swo­
istość substratow ą od pozostałych rybonukleaz w ystępujących w tkankach 
zwierzęcych. Swoistość ta, podobnie jak w ystępow anie enzymu wyłącznie 
w surowiczych kom órkach pęcherzyków wydzielniczych trzustki, wiąże 
się prawdopodobnie z jego funkcją w traw ieniu  pozakomórkowym.

Interesujące jest również, że tkanki szczura nie hydrolizują z dostrze­
galną szybkością a-naftylofosforanu 3’-inozyny, a zatem  nie w ykazują 
aktyw ności rybonukleaz T2 i TV Dotychczas uzyskane dane nie dają jas­
nego obrazu w ystępow ania tego typu enzymów w tkankach ssaków. Do­
noszono (40, 53, 71, 76) o istnieniu w w ątrobie i śledzionie rybonukleaz 
kw aśnych powodujących w odróżnieniu od alkalicznych całkow ity roz­
kład RNA na m ononukleotydy. W śród produktów  hydrolizy RNA w ykry­
to ślady cyklicznych fosforanów nukleozydów purynowych, które mogły 
powstawać tylko w w yniku działania tego typu  enzymów (52). Zdaniem  
B e r n a r d i  i B e r n a r d i  (10) oczyszczona rybonukleaza kw aśna śle­
dziony wołu działa na rdzeń RNA pozostający po działaniu rybonukleazy 
trzustkow ej na RNA, ale tylko w m inim alnej m ierze hydrolizuje poliA. 
R a z z e 11 (69) przypisuje działanie rybonukleaz kw aśnych na w ią­
zania między nukleotydam i purynow ym i zanieczyszczeniu preparatów  
fosfodw uesterazą II. Jego zdaniem  rybonukleazy kwaśne hydrolizują je­
dynie wiązania łączące ^’-fosforan rybonukleozydu pirym idynowego z na­
stępnym  nukleotydem .

IV. Tkankowe inhibitory nukleaz

Hamowanie rybonukleaz alkalicznych inhibitoram i tkankow ym i nie 
jest zjawiskiem  odosobnionym wśród enzymów nukleolitycznych. Zna­
ne są również natu ralne inhibitory dezoksyrybonukleaz oraz fosfodwu­
esterazy 2’: ^’-cyklicznych nukleotydów  (9, 44, 50). Badania nad  inhibito­
rem  rybonukleazy, najobficiej w ystępującym  w supernatancie mózgu
i w ątroby szczura (75), ale obecnym w większości tkanek  ssaków, dostar­
czyły licznych danych o jego swoistości i budowie (22, 78, 83). Inhibitor 
ten ham uje rybonukleazy ssaków o optim um  działania w zakresie pH  
7—8,5. Nie działa natom iast na rybonukleazy kwaśne ssaków, rybonukle­
azy roślinne i Tx (76, 83). Jest on ciepłochw iejnym  białkiem , inaktyw o- 
wanym  słabym i kwasami. Jego aktywność związana jest z obecnością
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grup -SH, dlatego też zanika pod wpływ em  jonów m etali ciężkich i kwasu 
p-chlorortęciobenzoesowego. Ta wrażliwość inhibitora na jony m etali 
ciężkich, k tórym i często zanieczyszczone są handlow e prepara ty  RNA 
stosowane jako substra ty  powoduje duże rozbieżności przy oznaczaniu 
aktyw ności rybonukleaz alkalicznych w wyciągach tkankow ych (22).

Inhib itory  dezoksyrybonukleaz alkalicznych wyodrębniono już w po­
staci krystalicznej ze śledziony cielęcej (48, 49). Jeden z nich, tzw. inh i­
b itor II, jest labilnym  białkiem  o ciężarze cząsteczkowym rzędu 60 000. 
H am uje on swoiście enzym trzustkow y, nie w ykazując aktyw ności wobec 
dezoksyrybonukleazy kw aśnej, fosfodw uesterazy, rybonukleazy trzustko­
wej i endonukleazy z E.coli (50). Znacznie słabiej poznane są natu ralne 
inh ib itory  dezoksyrybonukleaz kw aśnych (38, 44).

W ydaje się, że natu ra lne  inhibitory mogą znaleźć zastosowanie przy 
oznaczaniu enzymów, przyczyniając się wespół z odpowiednimi substra- 
tam i, do dalszego zwiększenia swoistości oznaczeń. W związku z uzyski­
waniem  wysoko oczyszczonych preparatów  inhibitorów  i doskonaleniem  
techniki im m unofluorescencji w ydaje się to już kw estią najbliższej 
przyszłości. Badanie rozmieszczenia inhibitorów  jest poza tym  in teresu­
jące zarówno z punktu  w idzenia ich funkcji fizjologicznej, jak też funkcji 
enzymów przez nie ham owanych.

V. Rola enzymów nukleolitycznych

W związku z omówionymi próbam i ustalenia zależności m iędzy roz­
mieszczeniem rybonukleazy i fosfodw uesterazy I a ich ew entualnym  
udziałem  w w ew nątrzkom órkow ym  m etabolizmie kwasów nukleinowych, 
w arto może przedstaw ić pokrótce rozwój poglądów o w ew nątrzkom órko­
w ej funkcji enzymów nukleolitycznych.

Fakt w ystępow ania rybonukleazy głównie w rybosom ach kom órek 
E.coli był podstaw ą poglądu o jej udziale w m etabolizmie inform acyjne­
go RNA (23, 24). Enzym w rybosom ach jest nieaktyw ny, ulega on ak ty ­
w acji dopiero po dysocjacji rybosomów na podjednostki. W ydawało się, 
że tego rodzaju  m echanizm  kontrolow anej aktyw acji rybonukleazy może 
współuczestniczyć w usuw aniu mRNA z powierzchni rybosomu.

W krótce jednak N e u i H e p p e 1 (58, 59) stw ierdzili, że ze sferopla- 
stów kom órek E.coli w określonych w arunkach  niem al cała rybonukleaza 
może przechodzić do środowiska bez naruszenia żywotności i s tru k tu ry  
rybosomów. U w olnieniu jej z kom órki tow arzyszy zniknięcie odpowied­
niej ilości enzym u z rybosomów. Rybonukleaza w ydalana z kom órki ma 
praw ie identyczne właściwości z enzym em  utajonym , w ystępującym  w ry ­
bosomach. Jest to endorybonukleaza tworząca 3’-fosforany oligo- i mono- 
nukleotydów. N e u  i H e p p e l  w ykazali ponadto, że rybosom y E.coli 
adsorbują i inak tyw ują  rybonukleazę w yodrębnioną z E.coli, a także k ry ­
staliczny enzym  trzustkow y. Po rozbiciu rybosom ów następuje uwolnię-
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nie enzymów i ich reaktyw acja. Okazało się, że rybosom y E.coli mogą 
wiązać 26-krotnie większą ilość rybonukleazy od ilości norm alnie w nich 
w ystępującej (27).

Tworzeniu sferoplastów E.coli towarzyszy uw alnianie z kom órek ta k ­
że innych enzymów degradujących jak  fosfatazy lub fosfodw uesterazy 
2’ : 3’-cyklicznych nukleotydów  (33). Badanie w mikroskopie elektrono­
w ym  ich rozmieszczenia wykazało, że w ystępują one w sąsiedztw ie błony 
kom órkowej (92). Zupełnie niezależnie stwierdzono, że enzym  podobny do 
rybonukleazy rybosomów w ystępuje w błonie kom órkowej E.coli (4).

Obserwacje te nasunęły wątpliwości czy rzeczywiście u tajona rybo- 
nukleaza in vivo  w ystępuje w  rybosom ach czy też, podobnie jak  inne 
enzym y hydrolityczne, w pobliżu błony kom órkowej, a dopiero po roz­
biciu kom órki jest adsorbow ana przez rybosomy. M echanizm wiązania
i ham ow ania rybonukleaz przez rybosom y charakteryzuje  się pewną spe­
cyficznością gatunkow ą (24a). W obecności soli w dużych stężeniach rybo­
somy adsorbują silnie tylko rybonukleazę homologiczną, a adsorpcja en­
zymów heterologicznych jest tym  słabsza im  dalsze jest pokrew ieństwo 
taksonom iczne m iędzy gatunkam i dawcy rybosomów i daw cy rybonukle­
azy. Nasuwa to przypuszczenie o pewnej biologicznej przydatności m echa­
nizm u ham ow ania rybonukleaz przez rybosom y — wespół z natu ra lnym i 
inhibitoram i rybonukleaz przyczynia się on, być może, do zachowania 
s tru k tu r  polisom alnych w komórce (11, 46).

Równolegle prowadzone badania nad m echanizm em  inaktyw acji i de­
gradacji mRNA wykazały, że hydrolizie mRNA przez enzym y związane 
z rybosom am i tow arzyszy uw alnianie 5’-mono i -pyrofosforanów nukleo- 
zydów, a nie ^’-fosforanów nukleozydów, jak  należałoby się spodzie­
wać w przypadku działania rybonukleazy (79, 91). P rodukty  te pow stają 
w w yniku hydrolizy mRNA przez fosforylazę polinukleotydow ą i rybo­
nukleazę aktyw ow aną jonam i K + (79, 90, 100). Ten enzym  aktyw ow any 
przez K + jest specyficzny dla polirybonukleotydów  o nieuporządkow anej 
struk tu rze  drugorzędowej, czyli polinukleotydów  typu mRNA (89).

Dodatkowych argum entów  przeciw udziałowi w degradacji mRNA ry ­
bonukleazy tworzącej 3’-fosforany oligonukleotydów dostarczyły organiz­
m y pozbawione tego enzymu. Sferoplasty E.coli po niem al całkow itym  
w ydaleniu u tajonej rybonukleazy bez trudu  degradują szybko znakow any 
RNA (6). U m utantów  E.coli zaw ierających zaledwie lVo rybonukleazy 
szczepu dzikiego, szybko znakow any RNA ma ten  sam  okres półtrw ania 
jak  u szczepu dzikiego (27). Przypuszczano, że rybonukleaza jedynie w stę­
pnie inaktyw uje mRNA, a całkow itą degradację polim eru przeprow a­
dzają inne enzymy. Dla ustalenia tego, mierzono biologiczną inaktyw ację 
mRNA objaw iającą się zanikiem  pow staw ania indukowanego enzym u 
(37). Okazało się, że m utan ty  E.coli nie zaw ierające rybonukleazy inak ty - 
w ują  mRNA dla indukow anej (3-galaktozydy identycznie jak  kom órki 
szczepu dzikiego.
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Przytoczone fak ty  przem aw iają za tym , że in vivo  inaktyw acja i degra­
dacja mRNA m ikroorganizm ów zachodzi raczej pod w pływem  rybonukle­
azy tworzącej 5’-fosforany mononukleozydów i być może, fosforylazy po- 
linukleotydow ej, a nie rybonukleazy utajonej. Pewne wątpliwości o udzia­
le fosforylazy polinukleotydow ej nasuw a istnienie m utantów  pozbawio­
nych tego enzymu, a inaktyw ujących mRNA bez żadnych zakłóceń (27).

Badania rybonukleazy związanej z rybosom am i prowadzono również 
na tkankach organizmów wyższych. U t s o n o m i y a  i R o t h  (99) stw ier­
dzili, że alkaliczna rybonukleaza polisomów w ątroby szczura związana jest 
z produktam i degradacji rybosomów, a nie z nieuszkodzonymi rybosom a­
mi. D e  L a m i r a n d e  i wsp. badali rozmieszczenie enzymów rybo- 
nukleolitycznych w m ikrosomach kom órek w ątroby szczura (41) oraz 
kom órek nowotworu Ehrlicha (42). Stw ierdzili oni występowanie endory- 
bonukleazy tworzącej 5’-fosforany oligonukleotydów oraz fosfodw ueste­
razy I w błonach siateczki endoplazm atycznej. Rybonukleaza tworząca 
^’-fosforany oligonukleotydów związana była z rybosomami. A utorzy ci 
sugerują, że funkcją tego enzym u jest degradacja cząsteczek rybonukleo- 
proteidów.

W ewnątrzkom órkowa funkcja rybonukleaz alkalicznych, tworzących 
elem enty zakończone grupą 3’-fosforanową pozostaje nadal niew yjaśniona. 
Skoro enzyn ten  nie jest niezbędny dla życia komórki, można przypusz­
czać, że jego funkcja nie jest związana z w ew nątrzkom órkow ym  m etabo­
lizmem RNA. Wiadomo, że uczestniczy on na przykład w  procesach tra ­
wienia pozakomórkowego. Godne uwagi jest, że kom órki nowotworu w y­
siękowego m yszy i chomika (8) oraz kom órki nowotworowe szczepu HeLa 
(60) zaw ierają powierzchniowo czynną rybonukleazę inaktyw ującą i de­
gradującą zakaźny RNA wirusów.

Rybonukleazom  kw aśnym  w ystępującym  wraz z kw aśną dezoksyry- 
bonukleazą i innym i hydrolazam i w lizosomach przypisuje się funkcję 
traw ienia wew nątrzkom órkowego substancji zbędnych dla komórki. W y­
daje się, że błona lizosomalna stanowi czynnik regulujący aktyw ność tych 
enzymów, czyniąc je nieszkodliwym i dla kwasów nukleinow ych komórki. 
S tąd  też może b rak  specyficznych inhibitorów  kw aśnych rybonukleaz 
oraz niewrażliwość kw aśnych nukleaz na inhibitory rybo- i dezoksyrybo- 
nukleaz alkalicznych (50, 76, 83).

Istn ieją pewne dane w skazujące na rolę dezoksyrybonukleaz w regu la­
cji syntezy DNA. Endonukleazy tworzące fragm enty  zakończone grupą 
3’-wodorotlenową jak  dezoksyrybonukleaza I (12) oraz endonukleaza I 
z E.coli (74) powodują zwiększenie w ykorzystania DNA jako prim era. 
Endonukleazy tworzące produkty  zakończone grupą ^’-fosforanową 
zm niejszają w ykorzystyw anie DNA jako prim era (73). B u 11 i n
i K o r n b e r g  (17) w ykazali ostatnio, że eńdonukleaza z E.coli jest 
niezbędna dla przebiegającej w specjalnych w arunkach in vivo  syntezy
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DNA. W m utantach E.coli nie zaw ierających endonukleazy w analogicz­
nych w arunkach synteza DNA nie zachodzi.

Dodatkowe źródło danych o regulacyjnej roli nukleaz stanowić będą 
prawdopodobnie badania nad  specyficznością i m echanizm em  działania 
nukleaz indukow anych zakażeniem  wirusowym . Zakażeniu w irusam i ko­
mórek HeLa (25, 54) oraz hodowli kom órek nerki chomika (56) towarzyszy 
wzrost aktywności dezoksyrybonukleaz, spowodowany indukcją nowych 
enzymów. O indukow anym  charakterze tych enzymów świadczy niezm ie­
niony ich poziom po dodaniu purom ycyny czy fluorodezoksyurydyny lub 
po zakażeniu w irusem  naprom ienionym  ultrafioletem . Poza tym  różnią się 
one od dezoksyrybonukleaz kom órek niezakażonych swoistością substra to­
wą, m echanizm em  działania, term ostabilnością i wrażliwością na ak ty ­
wujące działanie jonów (25, 54). Dokładne poznanie specyficzności i m e­
chanizmu działania tych enzymów może w yjaśnić ich rolę w procesie za­
każenia wirusowego.

VI. Nukleazy w naprawie uszkodzeń

Badanie m echanizm u procesu napraw y uszkodzeń DNA powstałych 
w organizm ach żywych w skutek naprom ieniania ultrafio letem  lub 
działania czynników m utagennych jest dlatego istotne, że układy enzy­
m atyczne uczestniczące w nim  są prawdopodobnie zbliżone bądź identycz­
ne z układam i uczestniczącymi w procesach rekom binacji baktery jnej. 
Proces napraw y składa się prawdopodobnie z szeregu etapów. Jednym  
z początkowych jest wycinanie uszkodzonych fragm entów  łańcucha. En­
zymy uczestniczące w tym  etapie są interesującym  przykładem  specyficz­
ności nukleaz w oczywisty sposób związanej z funkcją biologiczną.

Na enzym atyczny charak ter w ycinania uszkodzeń w DNA w skazały 
obserw acje, że po naprom ienieniu ultrafio letem  hodowli szczepu E.coli 
odpornego na to prom ieniow anie w środowisku pojaw iają się d im ery ty- 
miny. Zjawisko to nie w ystępuje w szczepach wrażliwych, nie u legają­
cych reaktyw acji (13, 81). W krótce okazało się, że wyciąg z M .lysodeikti- 
cus powoduje in vitro  endonukleolityczną degradację naprom ienionego 
DNA, a nie działa na norm alne DNA i na DNA wyodrębnione po okresie 
reaktyw acji z bakterii naprom ienionych (57, 93). W ycina on fragm enty  
zaw ierające dim ery TT i CT (18). Wyciąg ten  w ykazuje również ak tyw ­
ność endonukleolityczną wobec DNA, na k tó ry  działano m utagennym  
związkiem — m etylosulfonianem  m etylu (93). Ostatnio z wyciągu tego 
wyodrębniono endodezoksyrybonukleazę, która działa na naprom ienione 
natyw ne DNA powodując pęknięcia fosfodwuestrow ych wiązań jednego 
łańcucha i tworząc fragm enty  zakończone ¿’-fosforanam i (30) (schem at 6). 
U w alnianie dimerów pirym idyn z naprom ienionego DNA następuje p raw ­
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dopodobnie przy współdziałaniu towarzyszącej tem u enzymowi egzonu- 
kleazy (82).

P rzyk ład  wycinającego uszkodzenia enzymu o jeszcze węższej specy­
ficzności stanow i nukleaza z B.subtilis  działająca na DNA uszkodzone 
m utagennym  m etylosulfonianem  m etylu, a nie działająca na DNA napro­
mienione u ltrafio le tem  (93). Enzym  ten nie w ykazuje aktyw ności wobec 
DNA wyodrębnionego z komórek, które usunęły już skutki działania czyn­
nika m utagennego (72).

S chem at 6. D ziałanie enzym u w ycinającego uszkodzenia w  D NA  w yw ołane napro­
m ienianiem  ultrafio letem  (35)

Pow stające w w yniku działania w ycinających enzymów luki w dw uni- 
ciowej struk tu rze  uszkodzonego DNA prawdopodobnie ulegają uzupełnie­
niu  pod w pływ em  polimeraz.

Końcowy etap procesu napraw y — łączenie za pomocą kow alencyjnych 
w iązań pęknięć w  pierwszorzędowej struk tu rze  jednego z łańcuchów 
dwupasm owego DNA — może być dziełem  enzymów o zbliżonym m echa­
nizmie działania do enzym u w ystępującego w kom órkach E.coli (62) bądź 
indukowanego w nich fagiem T-parzystym  (102). Są to pierwsze poznane 
enzym y, k tóre mogą łączyć kow alencyjnym i w iązaniam i 3’,5’-fosfodwu- 
estow ym i odcinki łańcucha polinukleotydu, w ielokrotnie zwiększając jego 
długość. Te ligazy polinukleotydowe różnią się więc zasadniczo od polime­
raz przedłużających łańcuch przez przyłączanie pojedynczych nukleoty­
dów. Uważa się, że uczestniczą one nie tylko w usuw aniu uszkodzeń w y­
w ołanych naprom ienianiem , ale także w rekom binacjach genetycznych
i przekształcaniu liniowych form  DNA fagowego w form y koliste (102).
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Ligaza z E.coli łączy ze sobą krótkie odcinki ¿’-fosforanów polinukleoty- 
dów, o ile związane są one wiązaniam i wodorowym i z kom plem entarnym  
łańcuchem  wysokocząsteczkowego polinukleotydu. K atalizuje ona również 
powstawanie kow alencyjnie związanych kolistych postaci DNA faga z ko­
listej form y DNA utworzonej za pomocą wiązań wodorowych, w obec­
ności jonów Mg2+ i NAD. Podczas reakcji NAD ulega hydrolizie do AMP 
i NMN, przy czym tw orzy się kompleks enzym-AM P (63, 101).

Podobny enzym  z kom órek E.coli zakażonych fagiem  T4 katalizuje 
powstanie wiązania dwuestrowego w m iejscach pęknięć jednego łańcucha 
dwupasmowego DNA. Jednołańcuchow e odcinki DNA nie stanow ią sub- 
s tra tu  dla tego enzymu. W reakcji bierze udział ATP tworząc praw do­
podobnie kom pleksy enzym-AM P z jednoczesnym  uwolnieniem  PPj (sche­
m at 7) (101, 102). Pow staw anie kom pleksu enzym -AM P również w reakcji 
katalizow anej przez ligazę polinukleotydową z niezakażonych kom órek 
E.coli sugeruje, że jest to ogólny m echanizm  działania tego typu enzy­
mu (101).

A T G T  A T G . T
T A C A  + A T P -------- T A C A  + A M P  +PP[

OH

/o. X "P-— 3' 5'-—-P-V /CL "P-— 3

Schemat 7. D ziałanie ligazy polinukleotydow ej z E.coli zakażonych fagiem  T4 (101)

VII. Kierunki rozwojowe cytochemii nukleaz

W yjaśnienie wew nątrzkom órkow ej funkcji nukleaz uzależnione jest od 
dalszego rozwoju metod um ożliw iających badanie rozmieszczenia nukleaz 
na przykład za pomocą specyficznych substratów  oraz im m unofluorescen- 
cji, a także od doskonalenia techniki frakcjonow ania kom órek oraz opra­
cowania cytochem icznych m etod oznaczania nukleaz w m ikroskopie elek­
tronowym .

, Rozdział kom órek na frakcje  znacznie polepszyła m etoda w irowania 
w gradiencie gęstości, k tóra przyczyniła się, m iędzy innym i, do stw ier­
dzenia odrębności lizosomów jako organelli kom órkowych (20). Nowy etap 
rozwoju w ostatnich latach jest w ynikiem  poszukiwania metod, które 
um ożliw iłyby frakcjonow anie dużych ilości m ateriału  ze zdolnością roz­
dzielczą właściwą ultraw irów kom  analitycznym . Poszukiw ania te dopro­
wadziły do pow stania udoskonalonej techniki w irow ania strefowego (ang. 
zonal centrifugation) (1, 2). Głowice um ożliw iające rozdział w arstw ow y 
m ają pojemność ponad 1 litr  i mogą osiągać szybkość przekraczającą 
40 000 obrotów na m inutę. Zasadniczą ich cechą jest możliwość kolejnego
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naw arstw iania gradientu , wprow adzania próbki i wreszcie w yodrębniania 
poszczególnych w arstw  rozfrakcjonowanego m ateriału  w trakcie w irow a­
nia. Dzięki ciągłem u działaniu siły odśrodkowej w arstw y rozfrakcjono­
wanego m ateriału  w yodrębnia się w tedy, gdy znajdują się one w  pozycji 
pionowej. Ogranicza to do m inim um  zaburzenia, które powstawałyby 
w skutek zmiany położenia w arstw  podczas w yodrębniania ich po zakoń­
czeniu w irow ania, a tym  samym  zapewnia ostrość rozdziału.

W irowanie strefow e może być dwojakiego rodzaju. Jeden z nich tj. 
rozdział uw arunkow any różną szybkością sedym entacji cząsteczek polega 
na naw arstw ianiu  cząsteczek na uprzednio sporządzonym  gradiencie gęs­
tości i poddaniu ich stosunkowTo krótkotrw ałem u wirow aniu przy odpo­
w iednio dużej szybkości obrotów. G radient gęstości zapobiega tu  jedynie 
zaburzeniom  w ynikającym  z ruchów konw ekcyjnych i um ożliwia uzyska­
nie w yraźnych w arstw  zaw ierających cząsteczki o jednakow ej szybkości 
sedym entacji. D rugi rodzaj rozdziału oparty  jest na różnej gęstości flo­
tacyjnej cząsteczek w danym  środowisku, zależnej od stopnia ich solwa- 
tacji przez cząsteczki składników środowiska. Cząsteczki zawiesza się 
w  roztworze tw orzącym  gradient gęstości, względnie naw arstw ia się je na 
gradient uprzednio uform owany, a następnie w iruje tak  d ługo ,‘aż cząs­
teczki przesuną się do tej w arstw y roztw oru, k tórej gęstość jest równa ich 
gęstości flotacyjnej. Dalsze w irowanie nie zmienia już położenia cząste­
czek, gdyż ustala się stan równowagi między procesem ich sedym entacji 
a  dyfuzji.

Ponieważ szybkość sedym entacji uzależniona jest zarówno od w ym ia­
rów jak i od gęstości cząsteczek, najlepszy rozdział uzyskuje się przez 
w stępne frakcjonow anie m ateria łu  oparte na różnej szybkości sedym en­
tacji, a następnie dalsze frakcjonow anie każdego pasma na w arstw y o róż­
nej gęstości flotacyjnej.

W irowanie strefow e umożliwia preparatyw ny rozdział elem entów pod- 
kom órkowych dotychczas rozróżnianych tylko za pomocą m ikroskopu 
elektronowego. Za pomocą w irow ania strefowego można w yodrębniać 
cząsteczki w irusów  z homogenatów zakażonych tkanek  czy rozdzielać 
w irusy T2 i T3. W irowanie strefow e jest już stosowane do rozdziału ko­
m órek na poszczególne elem enty podkomórkowe (3). Połączenie w irowania 
z testem  enzymologicznym umożliwiło stw ierdzenie heterogenności m ito- 
chondriów (94) i lizosomów w ątroby szczura (66). W irowanie strefowe 
zastosowano także do badań rozmieszczenia rybonukleaz alkalicznych 
w kom órkach w ątroby szczura (65).

Innym  kierunkiem  rozw ojow ym  cytochemii nukleaz jest badanie ich 
rozmieszczenia za pomocą m ikroskopu elektronowego. Już od lat czynione 
są próby wprow adzenia do soli dwuazoniowych m etali ciężkich, aby pro­
dukty  ich sprzęgania stały  się dostrzegalne w  mikroskopie elektronow ym  
(95). W prowadza się też do substratów  i do czynników sprzęgających rod­
niki osmofilne, k tóre po potraktow aniu osmem  dają elektronow o gęste
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osady (31, 80). Istn ieją  też możliwości wprow adzenia elektronow o gęstych 
reszt do w ytrącającego się kom ponentu substratu . K om ponent ten może 
również stanowić związek znakowany, którego rozmieszczenie można ba­
dać na preparatach  elektronom ikroskopow ych jakościowo i ilościowo me­
todam i autoradiografii. Część tych technik powinna okazać się przydatna 
w odniesieniu do lokalizacji za pomocą naftylow ych pochodnych nukleo­
tydów.

Obiecująca na przyszłość, nie z powodu zdolności rozdzielczej, ale da­
leko posuniętej swoistości, w ydaje się również im m unofluorescencyjna 
m etoda lokalizacji nukleaz. M etoda ta  polega na w ykorzystaniu antyge­
nowych właściwości enzymów. Sprzężenie swoistych dla enzym u prze­
ciwciał z fluoresceiną, umożliwia po przeprowadzeniu reakcji immuno- 
chemicznej lokalizację enzym u na preparacie histologicznym  za pomocą 
m ikroskopu fluorescencyjnego. Enzym y z różnych narządów  jednego ga­
tunku  oraz enzym y z analogicznych narządów  różnych gatunków  m ają 
odrębne właściwości antygenow e. G o r d o n  (26) stw ierdził, że przeciw­
ciała rybonukleazy trzustk i szczura całkowicie ham ują enzym  z trzustki 
i śledziony szczura, tylko częściowo enzym  nerki i surowicy, a nie dzia­
łają  zupełnie na enzym  z w ątroby. Odw rotnie, surowica zaw ierająca prze­
ciwciała rybonukleazy z w ątroby  szczura nie działa na enzym  trzustki 
szczura natom iast ham uje enzym  z nerek i w ątroby. Żadna z tych suro­
wic nie ham uje rybonukleaz kwaśnych. Ta daleko posunięta swoistość 
antygenow a nukleaz stanowi gw arancję wysokiej swoistości oznaczania 
lokalizacji. M etoda ta  wym aga jednak bardzo czystych enzym ów -anty- 
genów, co narazie stanow i poważne ograniczenie i w yjaśnia jej niewielkie 
dotychczas zastosowanie (21, 29, 51). Ciągły postęp w dziedzinie oczysz­
czania enzymów nukleolitycznych pozwala przypuszczać, że dzięki swej 
swoistości m etoda im m unofluorescencyjna będzie w przyszłości stanowić 
precyzyjne i szeroko stosowane narzędzie badawcze.

Praca n in iejsza  została w ykonana przy częściow ym  poparciu W ellcom e Trust, 
Św iatow ej O rganizacji Zdrowia oraz A gricultural Research Serv ice  (US Dept, of 
Agriculture,  Project UR-E21-/30/-32).
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Komunikat

Zarząd G łów ny P olskiego T ow arzystw a B iochem icznego zaw iadam ia, 
że nagrody za najlepsze prace referow ane na krajow ych i zagranicznych  
zjazdach biochem icznych przyznano:

I nagroda — L. K o r n a c k i e j  i J. M a l e c  za pracę  
pt. „Metabolic activ i t ies  of nuclear proteins  
of normal and leukaem ic hum an w h ite  
cells’'.

II nagroda — A n n i e  W o j t c z a k  za pracę pt. ,,Control 
of acetoacetate  and b e ta -h y d ro x y b u ty ra te  
production in rat liver  m itochondria”.

III nagroda — A. B u d z y ń s k i e m u  i M.  S t a h l  za 
pracę pt. „Partial reduction  of bovine f ib ry -  
nogen by some su lfh ydry l  com pounds”.
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P o s t .  B io c h e m .  15, 215—225 (1989).

J A N I N A  M ALEC *

Rola jąderka komórkowego w metabolizmie kwasów nukleinowych 
i białka

The Role of Cell Nucleolus in Nucleic Acids and Protein Metabolism

A ctual v iew s on the role of nucleolus in nucleic acids and protein m etabolism  
are presented.

Hipotezy o ro li jąderka jako s tru k tu ry  pośredniczącej między zm a­
gazynowaną w jądrze substancją genetyczną a cytoplazm ą sięgają końca 
XIX wieku (40, 77). Odkrycie w 1939 roku przez Bracheta a także przez 
Casperssona kw asu rybonukleinowego w jąderku wzbudziło nowe zain te­
resow anie tym i hipotezam i. W 1940 roku C a s p e r s s o n  i S c h u l t z  
(14) sform ułow ali teorię o istnieniu zależności funkcjonalnej m iędzy ge­
nami, RNA jąderkow ym  i syntezą białka w cytoplazmie. W raz z rozwojem  
metod cytologicznych i histochem icznych nagrom adzano coraz więcej 
inform acji zarówno o struk tu rze  jak i o funkcji jąderka. W śród nich uw a­
gę zw racają głównie te, które świadczą o związku jąderka z komórkową 
biosyntezą białka. W kom órkach aktyw nie syntetyzujących białko, na 
przykład intensyw nie w zrastających, lub w ydzielających białko, jąderka 
są w yraźniej zaznaczone niż w komórkach, w których synteza białka jest 
stosunkowo powolna, na przykład w kom órkach mięśni lub leukocytach, 
gdzie jąderka są naw et niewidoczne (69). Różnorodne bodźce zwiększające 
syntezę białka w komórce powodują zazwyczaj szybko powiększenie ją- 
derek. Zjawisko to zaobserwowano na przykład w czasie pobudzenia p ro­
dukcji enzymów lub hormonów, a także w  następstw ie nieswoistego pobu­
dzenia produkcji białek komórkowych. Komórki znajdujące się w stad ium  
podziału i sperm atozoa, w k tórych nie ma syntezy białka lub zachodzi ona 
tylko w nieznacznym  stopniu, nie m ają jąderek. Jąderek  nie ma również 
w kom órkach em brionalnych do czasu rozpoczęcia syntezy swoistych b ia­
łek w stadium  gastru lacji (69). Równie in teresujące obserwacje, k tóre 
zwróciły na jąderko uwagę szczególnie onkologów, dotyczyły zmienności

* Dr m ed., Zakład B iochem ii, Instytut H em atologii, W arszawa
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zarówno ilości jak kształtu  i wielkości jąderek w  kom órkach nowotwo­
rowych w porównaniu z kom órkam i o wzroście praw idłow ym  (10, 31).

Dzięki rozwojowi m etod w yodrębniania poszczególnych s tru k tu r  sub- 
jądrow ych w tym  również i jąderek, oraz zastosowaniu nowoczesnych 
metod ich badania uzyskano znacznie dokładniejsze wiadomości, niż te, 
które uzyskano stosując m etody cyto- i histochemiczne. Do w yodrębniania 
jąderek z jąder M o n t y i wsp. (41) zastosowali ultradźw ięki, a M a g g i o 
i wsp. (36, 37) homogenizację wyjściowej tkanki w roztw orach sacharozy 
z dodatkiem  jonów Ca2+. Za pomocą różnicowego w irow ania homogena- 
tów otrzym anych jąder w roztw orach sacharozy o różnej gęstości o trzy­
m uje się preparaty  jąderek o zadowalającej czystości m orfologicznej, 
w stanie zachowanej integralności s truk tu ra lnej i zdolne do u trzym yw a­
nia wielu procesów m etabolicznych w układach bezkomórkowych. D al­
szym postępem  było w yodrębnienie jąderek z guza nowotworowego (Car- 
cinoma W alkera) przez M u r a m a t s u  i wsp. (48) oraz opracowanie 
przez D e s j a r d i n a  i wsp. m etody otrzym yw ania jąderek  na dużą 
skalę zarówno z tkanek  praw idłow ych (17) jak i z guzów nowotworo­
w ych (18).

Liczba jąderek w komórce w aha się w różnych rodzajach kom órek od 
1 do tysięcy jak  na przykład w oocytach (69) i jest zależna od ilości tak  
zwanych obszarów jąderkotw órczych na specjalnych chromosomach. Licz­
ba takich obszarów jąderkotw órczych jest stała i charakterystyczna dla 
każdego rodzaju kom órek. Jąderka  uważa się ogólnie za część większej 
kom órkow ej s tru k tu ry  opisyw anej jako siateczka rybonukleoproteinow a 
(13), składającej się z licznych kanalików  zaw ierających zarówno w łókien- 
ka jak  i ziarnistości, które pełnią rolę w  procesach syntezy w jądrze 
i w przenoszeniu pow stających produktów  do cytoplazm y. Nie opraco­
wano dotychczas m etody w yodrębniania rybonukleoproteidow ej siateczki 
jądrow ej jako całości morfologicznej. W ydaje się, że poszczególne jej 
składniki w yodrębnia się zależnie od ich wielkości, bądź jako frakcję ją - 
derkow ą bądź jako frakcję  rybosomów jądrowych.

Od przeszło 30 lat wiadomo na podstawie badań histochem icznych, że 
jąderko stanowi najw iększe pojedyncze skupienia RNA zarów no w jądrze 
jak i w całej komórce. W yodrębnienie jąderek umożliwiło dokładniejsze 
określenie ilości zaw artych w nim  niektórych składników, m iędzy innym i 
kwasów nukleinow ych i białek. Okazało się, że w  zależności od rodzaju 
kom órek w jąderku  skupione jest od około 1/5 do praw ie całkow itej ilości 
RNA jądra  (69). Stężenie RNA w jąderku  jest 1—3 razy  wyższe od stę ­
żenia RNA w całej komórce, a 2—8 razy od stężenia RNA w całym  jądrze. 
Około 5— 14% suchej m asy jąderka stanow i RNA (11), zaś około 80°/o — 
białko, przy czym wiadomo, że wiele enzymów jądrow ych mieści się w ją ­
derku (66).

Badania histochemiczne w ykazały, że białka jąderek  są znacznie bo­
gatsze w grupy -SH od pozostałych białek jąd ra  i że grupy te są skupione
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na powierzchni jąderek  (11, 69). Uzyskane m etodam i histochem icznym i 
dane o obecności histonów w  jąderku  są sprzeczne (11, 69). Frakcjono­
w anie białek jąderkow ych, o trzym anych zarówno z komórek pochodzenia 
roślinnego (2) jak  zwierzęcego (26, 27) wykazało, że są one bardzo nie­
jednorodne i podobnie jak  białka całych jąder składają się z frakcji kw a- 
sorozpuszczalnych białek zasadowych i frakcji białek kwaśnych, nieroz­
puszczalnych w kwasie. C harakterystyczne jest jednak, że stosunkowo 
bardzo duża w porów naniu z białkam i całego jądra  część białek jąderka 
ulega rozpuszczeniu w kwasie. Tylko część z nich została zindentyfiko- 
w ana jako histony, część zaś — jako białka zasadowe odmiennego typu. 
W ydaje się, że histony z jąderek  nie różnią się od histonów z pozostałych, 
poza jąderkow ych części jąd ra  (11). Duża część białek jąderka ma skład 
am inokwasowy bardzo podobny do białka rybosomów (3, 6).

N ajtrudn iej jest oznaczyć w jąderkach trzeci podstawowy składnik 
jąd ra  komórkowego i jego aparatu  genetycznego a mianowicie DNA. 
W prawdzie za k ry terium  czystości preparatów  jąderek niektórzy autorzy 
uw ażają wysoki stosunek RNA/DNA (48), jednak rzeczywista zawartość 
DNA w jąderkach nie została jeszcze z pewnością ustalona. Na podstawie 
badań histochem icznych przypuszczano początkowo, że jąderka w ogóle 
nie zaw ierają DNA (69). Jednakże we wszystkich preparatach  jąderek 
w yodrębnionych zarówno z kom órek zwierzęcych jak roślinnych znajdo­
wano stosunkowo duże ilości DNA (7, 11, 16, 27, 32, 35): od kilku do k il­
kunastu  procent całkow itej ilości DNA jądrowego. Obecność tego sk ład­
nika mogła być oczywiście w ynikiem  niedoskonałości stosowanych m etod 
otrzym yw ania jąderek, a co za tym  idzie — niedostatecznego usuw ania 
zanieczyszczającej preparat chrom atyny pochodzenia pozająderkowego. 
Z drugiej strony  jednak w ydaje się już obecnie nie ulegać wątpliwości, że 
DNA jest in tegralną częścią s tru k tu ry  jąderka i pochodzi z mas chrom a- 
tynowych określanych jako związana z jąderkiem  chrom atyna, tworząca 
wraz z w łaściwym  jąderkiem  tak  zwany ,,aparat jąderkow y” (11, 69). 
Działanie na jąderka roztw orem  2M NaCl, k tóry  ekstrahu je  chrom atynę, 
powoduje w yraźne zm iany ich s tru k tu ry  (48), co pozwala przypuszczać, 
że przynajm niej część dezoksyrybonukleoproteidu tworzy rodzaj w ar­
stew ki wokół jąderka utrzym ując jego kształt i morfologiczną in teg ral­
ność. W ostatnich latach pojaw iły się doniesienia o słabym  co praw da, 
ale niew ątpliw ym  barw ieniu się w nętrza jąderka m etodą Feulgena 
(11, 69). Stw ierdzono również, że po traw ieniu  jąderek rybonukleazą (11) 
można w nich w yróżnić barw iące się m etodą Feulgena włókna. W ydaje się 
więc bardzo prawdopodobne, że opisywane daw niej, negatyw ne w yniki 
barw ienia jąderek  m etodą Feulgena były spowodowane dużym  rozcieńcze­
niem  DNA przez inne składniki jąderka (RNA i białko) lub też tym , że 
DNA w jąderku  jest związany w s truk tu rach  zbyt drobnych dla odróż­
nienia ich w zw ykłym  mikroskopie św ietlnym . Na podstawie wyników 
badań zarówno cytologicznych jak i chemicznych p rzyjm uje się obecnie,
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że związana z jąderkiem  chrom atyna składa się z dw ojakiego rodzaju 
s tru k tu r (12): z m asy chrom atynow ej, k tóra otacza jąderko (zwanej przez 
niektórych autorów  chrom atyną perijąderkow ą) oraz z w ew nątrzjąder- 
kowych włókien chrom atynow ych. Te ostatnie m ają prawdopodobnie 
m niejszą średnicę niż w łókna otaczające jąderko i nie zaw ierają histonów 
i innych białek, na co w skazują wyniki badań w mikroskopie elektrono­
w ym  (73). Chrom atyna otaczająca jąderko jest natom iast poprzecinana 
przez przenikające ją s tru k tu ry  jądrow ej siateczki rybonukleoproteidow ej 
(74). Nasuwa się wobec tego pytanie czy DNA związany struk tu ra ln ie  
z aparatem  jąderkow ym  nie stanow i jakiegoś wysoce swoistego fragm entu  
DNA jądrowego. Dotychczasowe doniesienia na ten tem at nie są jedno­
znaczne. Stosując metodę hybrydyzacji pomiędzy RNA rybosomów a DNA, 
C h i p c h a s e  i B i r n s t i e l  (15) nie znaleźli żadnych znaczących róż­
nic m iędzy DNA z jąderek a DNA z całych jąder. Natom iast M c  C o n - 
k e y  i H o p k i n s  (34) stw ierdzili, że RNA o wysokiej aktyw ności 
właściwej otrzym any z rybosomów tw orzył pięciokrotnie więcej hybry ­
dów z DNA jąderkow ym  niż z równoważną ilością DNA z całych jąder. 
A utorzy przypuszczają zatem, że w związanym  z jąderkiem  DNA skupione 
są wybiórcze geny w arunkujące syntezę rybosomów. Zaobserwowano 
również m etaboliczną heterogenność DNA w zależności od zlokalizowania 
na terenie jądra. W pew nych fazach życia kom órki chrom atyna związana 
z jąderkiem  w ykazuje najw yższy obrót z całego DNA jądrowego (28, 42, 
61) co nasunęło przypuszczenie, że w tym  rejonie jądra  może rozpoczynać 
się proces reduplikacji DNA. Jednakże zagadnienie to w ym aga jeszcze 
dalszych badań. Na razie rola jąderka w m etabolizmie DNA nie jest w y­
jaśniona . Znacznie więcej danych zgromadzono o jego roli w m etaboliz­
mie RNA i białka.

I. Rola jąderka w metabolizmie RNA

Większość uzyskanych dotychczas danych świadczących, że jąderko 
pełni główną rolę lub przynajm niej jedną z głównych ról w syntezie 
komórkowego RNA, pochodzi z badań autoradiograficznych. W RNA ją ­
derka znakowane prekursory  RNA w budow ują się wcześniej niż w inne 
s tru k tu ry  subkomórkowe (11, 12). Gdy znakowane prekursorem  RNA ko­
m órki syntetyzują  dalej RNA w nieobecności znakowanego prekursora, 
piętno znika z jąderek a pojaw ia się w cytoplazm ie (56). Hipoteza o jąder­
kowym  pochodzeniu RNA cytoplazm atycznego znalazła silne poparcie 
w w ynikach m ikroanalizy składu nukleotydowego RNA. Okazało się, że 
skład zasad RNA cytoplazm atycznego był niem al identyczny ze składem  
RNA jąderkowego, a różny od RNA z pozająderkowego obszaru jądra  (19, 
20). Ostatecznego dowodu dostarczyli P e r r y  i wsp. (57, 58), którzy 
zaobserwowali, że wybiórcze naśw ietlanie jąderek m ikrowiązką światła
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ultrafioletowego silnie ham uje pojaw ianie się znakowanego RNA w cyto- 
plazmie. Doświadczenia te oraz badania nad kinetyką wbudowywania 
prekursorów  RNA do różnych obszarów kom órkowych sta ły  się podstawą 
hipotezy (53) o istn ieniu  dwóch układów kom órkowej syntezy RNA: syn­
tezy w jąderkach, w arunkującej powstawanie około 2/3 RNA cytoplazm a- 
tycznego i tzw. chrom atynow ej syntezy w obszarze pozająderkowym , 
w arunkującej w ytw arzanie reszty  RNA obecnego w  komórce.

Przypuszczano, że w szystkie trzy  typy  komórkowego RNA biorące 
udział w procesie biosyntezy białka: RNA inform acyjny (mRNA), RNA 
przenoszący (tRNA) i RNA rybosomów są w ytw arzane w jąderku, jed­
nak dowody doświadczalne nie są jednakow o przekonyw ujące dla każdego 
z nich. Obok doniesień o w ytw arzaniu  w  jąderkach RNA podobnego do 
tRNA (39, 70) istn ieją  doniesienia (56), w których sugeruje się, że tRNA 
jest syntetyzow any w chrom atynie pozająderkow ej. Również kontrow er­
syjne jest m iejsce biosyntezy mRNA. Obecność DNA-podobnego RNA
o bardzo szybkim  obrocie w ykryto  w preparatach  jąderek w ątroby (24, 
25) i grasicy (65). Z jąderek otrzym ano też RNA o właściwościach biolo­
gicznych mRNA, to znaczy pobudzający wbudow ywanie znakowanych 
aminokwasów do białka w bezkomórkowym  układzie rybosomów (8, 9). 
Przypuszcza się jednak, że miejscem  biosyntezy mRNA może być także 
pozająderkow a chrom atyna (56, 62), w ytw orzony w niej mRNA mógłby 
przechodzić do jąderka i tam  ulegać akum ulacji (60, 71).

Najlepiej udokum entow any i chyba już obecnie nie ulegający w ątp li­
wości jest fak t syntezy RNA rybosomów w jąderku. Ten RNA stanowi 
około 80°/o całkow itej ilości RNA w komórce (52), jest najbardziej stałym  
jego składnikiem  i przypuszczalnie nie zawiera inform acji o sekwencji 
aminokwasów w syntetyzow anym  białku. Jego główną funkcją jest n a j­
prawdopodobniej utrzym yw anie s tru k tu ry  rybosomu. Spektrofotom etrycz- 
nie zachowuje się on jako stru k tu ra  wysoce uporządkow ana (52) co jest 
wynikiem  dużej zawartości reszt guaniny. M a g g i o i wsp. (37) stw ier­
dzili, że w  RNA jąderkow ym  w ątroby świnki m orskiej aż 50% całkowitej 
ilości zasad stanow ią reszty guaniny. Jak  w ykazali zaś S i n g e r  i wsp. 
(67) charakterystyczną cechą RNA inform acyjnego jest duża zawartość 
reszt urydylow ych a niska guaninowych, natom iast kwasy rybonukleino­
we o dużej zawartości guaniny w ykazują słabą aktyw ność jako m atryce 
dla biosyntezy białka. Jedna z frakcji RNA jąderkowego jest identyczna 
z RNA rybosomów zarówno pod względem składu zasad (15) jak  i w iel­
kości cząsteczki (3, 5).- Zawiera ona dwa rodzaje cząsteczek: o stałych se­
dym entacji 28S i 18S, odpowiadające podjednostkom , na które rozpada 
się RNA rybosomów w pew nych w arunkach. Składnikiem  jąderka są także 
szybko sedym entujące kom ponenty RNA — 45S, 55S i 35S (46, 47, 63, 64). 
W szystkie one m ają bardzo podobny skład zasad zbliżony również do 
składu kom ponentu 28S, charakteryzujący  się w ysokim  stężeniem  reszt 
guaniny i cytczyny (46, 63, 64). W ielkocząsteczkowe składniki jąderko-
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wego RNA, przede w szystkim  zaś 45S, mogą stanow ić początkowy pro­
duk t biosyntezy RNA w jąderku, z którego w wielostopniow ym  procesie 
pow stają składniki 28S  i 18S RNA rybosomów (46, 47, 52, 63, 64). Udało się 
odtworzyć kolejność przem ian, jakim  ulega RNA 45S w tym  procesie. 
W ykorzystując fakt, że synteza jąderkowego RNA jest znacznie silniej 
ham ow ana przez aktynom ycynę D niż synteza RNA chrom atyny (55), 
P  e r  r y (56) śledził osobno te dwa procesy w kom órkach. P rzy  stężeniu 
aktynom ycyny, w k tórym  całkow ita synteza RNA zm niejszała się dw u­
krotnie, synteza RNA jąderkowego była obniżona więcej niż pięciokrotnie
(54) i jąderka w ykazyw ały w yraźnie m niejszą ilość znakow anych kompo­
nentów  45S  i 35S. Gdy następnie kom órki inkubow ano nadal w obecności 
aktynom ycyny D ale w  środowisku z odpowiednim, nieznakow anym  pre­
kursorem  RNA, w  rybosom ach cytoplazm y nie pojaw iały się znakowane 
kom ponenty 28S  i 18S, które pow stają w nieobecności aktynom ycyny D. 
Badanie kinetyki znakowania poszczególnych kom ponentów jąderkowego 
RNA (64) potwierdziło przypuszczenie, że najw cześniej jest syntetyzow a­
ny  RNA 45S, k tó ry  następnie ulega przekształceniu na RNA 35S, ten  zaś 
z kolei na RNA rybosomów. N ajpraw dopodobniej jeszcze w  obrębie ją ­
derka obydwa składniki RNA rybosom alnego ulegają połączeniu z b iał­
kiem , przy czym z  RNA 18S powstaje rybonukleoproteid o stałej sedym en­
tacji 40S, a z RNA 28S  — rybonukleoproteid 60S. Te rybonukleoproteidy 
są transportow ane do cytoplazmy, gdzie łączą się ze sobą tworząc cząstecz­
ki 16S rybosomów. Rybonukleoproteidow e cząsteczki 40S prawdopodobnie 
są transportow ane do cytoplazm y zaraz po ich utw orzeniu, ponieważ w y­
stępu ją  w  jąderkach w  stosunkowo m ałej ilości i pojaw iają się w cyto­
plazm ie wcześniej niż kom ponenty 60S. Znaczna część m asy jąderka jest 
zbudowana z cząsteczek 60S, nagrom adzających się w  nim  przez pewien 
okres (56). Doniesienia o przekształcaniu RNA 45S  w  cytoplazm atyczne 
kom ponenty rybosomów 18S i 28S w w arunkach  całkowitego zaham owa­
nia syntezy białka (56) sugerują, że istnieje jakiś zapas preform owanego 
białka gotowego do związania wytworzonego w jąderku  prekursora RNA 
rybosomów.

Procesowi m etylacji prawdopodobnie ulega już pierw szy prekursor 
RNA rybosomów — RNA 45S (52). Świadczą o tym : szczególnie duże 
stężenie m etylaz RNA w jąderku w porównaniu z innym i obszaram i jądra 
zaw ierającym i dużo RNA jak chrom atyna jądrow a (1/6 aktyw ności enzy­
m atycznej jąderek) i frakcja  rybosomów jądrow ych (brak aktyw ności 
(5)) oraz bardzo aktyw ne wbudow ywanie grup m etylow ych m etioniny do 
jąderek  gruczołów ślinowych muchówki Sm ittia  (Diptera) (72).

D anych o syntezie rybosom alnego RNA w jąderkach  i o m echanizm ie 
regulacji tego procesu dostarczyły także doświadczenia na układach za­
w ierających jąderka wyodrębnione z różnych tkanek  zwierzęcych (29, 33) 
i trójfosforany rybonukleozydów — adeniny, guaniny, cytozyny i uracylu. 
W budowywanie rybonukleotydów  w RNA w takich układach jest ham o­
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wane przez dezoksyrybonukleazę, rybonukleazę oraz aktynom ycynę D. 
Dodanie do układu preparatu  histonów z grasicy zwalnia syntezę RNA 
i zwiększa w nim  ilość reszt guaniny i cytozyny. Odtraw ienie histonów 
trypsyną zmniejsza zawartość G +  C. W skazywałoby to, że w kontroli sy n ­
tezy RNA w jąderkach biorą udział histony, ham ując wybiórczo ak ty ­
wność tych m atryc, które nie są czynne podczas syntezy RNA rybosomów.

II. Rola jąderka w metabolizmie białka

Znaczna część białka jąderek ma, jak  wspom niano wyżej skład am ino- 
kwasowy bardzo podobny do białka rybosomów cytoplazm atycznych. 
W jąderkach stw ierdzono m etodam i chemicznymi i za pomocą m ikroskopu 
elektronowego obecność dużej puli cząsteczek rybonukleoproteidow ych, 
bardzo przypom inających rybosom y cytoplazm atyczne zarówno pod 
względem  chemicznym jak morfologicznym (3). Obecność tych cząsteczek 
w  jąderku  w skazuje na jego ważną rolę jako m iejsca łączenia się rybo- 
som alnych kom ponentów rybonukleinowego z białkowym  w ich drodze 
z jąd ra  do cytoplazm y. Nie znaczy to jednak, że w jąderku odbywa się 
również sam proces syntezy białkowego składnika rybosomów czy też 
jakiegoś innego białka. Za pomocą autoradiografii stw ierdzono, że w bu­
dowywanie aminokwasów do białek jąderka zachodzi w stopniu znaczą­
cym  tylko w kom órkach w zrastających, natom iast jąderka dojrzałych 
kom órek nie syntetyzują  białka (68, 69). W kom órkach HeLa w fazie in ­
tensyw nego wzrostu w budow ywanie aminokwasów zachodzi z podobną 
szybkością w jąderkach, w obszarze pozająderkow ym  jądra  i w cytoplaz- 
m ie (21). Jeżeli naśw ietli się jąderko m ikrowiązką UV, powodując w ten  
sposób prawie całkowite zaham owanie wbudow ywania cy tydyny do RNA,

' to dopiero po upływie 6 godzin wbudowywanie aminokwasów do cy to ­
plazm y i do jąderka zmniejsza się o 30°/o, zaś w innych częściach jąd ra  
nadal nie ulega zmianie. W skazuje to na pewien związek między syntezą 
białek w jąderkach i cytoplazmie. W ostatnich latach stwierdzono, że ją ­
derko jest m iejscem najbardziej aktyw nej syntezy białka spośród w szyst­
kich frakcji subjądrow ych (1, 6, 22, 23, 32). Spośród zaś frakcji o trzym a­
nych z jąderek najak tyw niej w budow ują aminokwasy do białek ryboso- 
mo-podobne cząsteczki (32, 51), szczególnie aktyw nie do białka o składzie 

. aminokwasowym  podobnym  do białka rybosomów cytoplazm atycznych (6). 
Pew na ilość aminokwasów zostaje również włączona do rozpuszczalnych 
w kwasie białek jąderka (4, 23), z k tórych część zidentyfikowano jako 
histony. Na podstawie tych wyników przypuszcza się, że jąderko jest 
również m iejscem  biosyntezy jądrow ych białek zasadowych. K oncepcja 
ta  może stanowić w yjaśnienie zaobserwowanego powiększania się jąderek  
w okresach wzmożonej syntezy histonów (13). Chociaż R e e s i wsp. (59)
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uw ażają również obszar jąderka za główne miejsce syntezy białka w ją ­
drze, to przypuszczają na podstaw ie swoich badań, że m iejscem  tym  nie 
jest samo jąderko lecz związana z n im  chrom atyna.

III. Jąderka komórki nowotworowej

Jedną z cech morfologicznych kom órki nowotworowej jest charak te­
rystyczne powiększenie i zmiana kształtu  jąderek, którem u towarzyszy 
niejednokrotnie zwiększenie ilości jąderek, w komórce. Chociaż cecha ta  
nie jest patognom oniczna dla wzrostu nowotworowego, jak  to początkowo 
przypuszczano i nie może stanowić kry terium  diagnostycznego, to jednak 
jest rzeczą niew ątpliw ą, że komórki odznaczające się w zrostem  in tensyw ­
nym  m ają zawsze duże jąderka. Nasuwało się więc pytanie czy jąderka 
kom órek nowotworowych i praw idłow ych intensyw nie w zrastających są 
podobne 'do siebie pod względem struk tu ra lnym  i funkcjonalnym . Po­
większenie jąderka mogłoby być bądź wyłącznie wynikiem  różnic iloś­
ciowych, bądź też zmian jakościowych zachodzących wraz ze zmianą 
komórki praw idłowej na nowotworową. Okazało się, że jąderka z guza 
W alkera zaw ierają k ilkakrotnie więcej RNA, DNA i białka niż jąderka 
z kom órek w ątroby. RNA stanow i około 3,5% suchej m asy jąderek  w ą­
troby i około 5,3°/o jąderek guza W alkera (12). Z porównawczych badań 
frakcji białkowych otrzym anych z jąderek (27) wynika, że histony s ta ­
nowią około 1/3 całkowitej ilości białka w jąderkach w ątroby, zaś 1/5 
w jąderkach guza W alkera, natom iast kwaśne białka stanowią w jąd er­
kach w ątroby około 40%, a w jąderkach guza W alkera 60% wszystkich 
białek. Podobnie jak  w przypadku całkow itych histonów jądra  (38) obraz 
elektroforetyczny histonów z jąderek nie różni się w kom órkach norm al­
nych i nowotworowych. Znaleziono natom iast pewne różnice ilościowe 
w składzie aminokwasowym  białek rozpuszczalnych w 0,14M NaCl, co 
może być w ynikiem  albo obecności odm iennych typów białek albo też 
różnych ilości względnych tych samych rodzajów białek. Badania te w y­
m agają jednak udoskonalenia metod rozdziału tak  skom plikowanej m ie­
szaniny białek, jaką stanowią jądra  czy jąderka.

N ajbardziej zasadnicze, dotychczas zaobserwowane różnice m iędzy ją- 
derkam i kom órki norm alnej i nowotworowej dotyczą podstaw owej, jak  się 
wydaje, funkcji jąderka a mianowicie syntezy RNA. W jąderkach komórek 
nowotworowych względna szybkość biosyntezy RNA przewyższa wielo­
krotnie szybkość tego procesu w kom órkach w stanie spoczynku (30, 43). * 
Jest ona jednakże tylko dwTukrotnie wyższa niż w w ątrobie regenerującej 
(44). Drogą porów nyw ania intensywności w ytw arzania RNA całkowitego 
czy naw et poszczególnych jego typów nie można zatem  rozwiązać zagad­
nienia czy wzmożona synteza RNA jąderkowego stanowi cechę charakte­
rystyczną kom órek nowotworowych czy też tow arzyszy zawsze wzmożo­
nem u wzrostowi komórki. Porów nyw anie różnic m iędzy intensyw nie
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w zrastającą i znajdującą się w fazie spoczynkowej kom órką praw idłową 
szczególnie dogodne jest przeprowadzić na w ątrobie regenerującej i w ątro ­
bie norm alnej. Po częściowej hepatektom ii niem al natychm iast zwiększa 
się synteza RNA i histonów w jądrach kom órek w ątroby, przy czym szcze­
gólne zwiększenie syntezy RNA zachodzi w jąderku. Ponadto zwiększa się 
wielkość jąderek i ilość RNA w nich. Okazało się, że w  w ątrobie regene­
ru jącej synteza RNA przebiega głównie w  jąderku, a nie poza jąderkiem  
jak  w w ątrobie norm alnej, lecz skład zasad w poszczególnych typach RNA 
jest podobny w obu typach tkanki w ątrobow ej. Z badań przeprowadzo­
nych na jąderkach z guza W alkera oraz z innych przeszczepialnych guzów 
zwierzęcych (45, 49, 50, 76) wynika, że głównymi kom ponentam i RNA 
jąderek  tych tkanek  są, podobnie jak  w jąderkach w ątroby, kom ponenty 
55S, 455, 35S, 285 i 6S. Po 15 m inutach inkubacji jąderek z guzów z ra ­
dioaktyw nym  prekursorem  RNA radioaktyw ne są przede w szystkim  frak ­
cje 45S i 55S podobnie jak w przypadku jąderek z w ątroby. Jednakże 
RNA 45S' z jąderek badanych guzów m a inny skład zasad niż RNA 45S 
z jąderek  w ątroby zarówno w stanie spoczynku jak  i regenerującej. Odzna­
cza się on wyższą zawartością kwasu cytydylowego a niższą adenylowego. 
Również inny jest skład zasad RNA 6S, którego funkcja jest jak dotych­
czas zupełnie nieznana. Trudno jest znaleźć zadowalające w yjaśnienie tych 
istotnych różnic w składzie zasad RNA 45.S m iędzy tkankam i praw idło­
w ym i a nowotworowym i, jeżeli założy się, że jedynym  końcowym produk­
tem  tego szlaku syntezy RNA jest RNA rybosomów. Rybosomy pocho­
dzące z różnych organizm ów w ykazują bowiem bardzo duże podobieństwo 
stru k tu ry  i składu chemicznego. N a k a m u r a  i wsp. (50) sądzą, że tylko 
część w ytw arzanego w jąderkach RNA 45S jest zużywana na produkcję 
RNA rybosomów, natom iast pozostała, znaczna część tego RNA jest dalej 
przekształcana w inne typy RNA. Co więcej sugerują oni, że praw dopo­
dobnie naw et sam a ta  frakcja  45S zawiera RNA różnych dotychczas nie­
zidentyfikow anych typów pełniących różne nieznane dotychczas funkcje. 
Przem aw ia za tym  rozdzielenie za pomocą chrom atografii RNA 45S z ją ­
derek guza hepatom a Novikoffa na 10 frakcji różniących się między sobą 
składem  zasad (75). Zagadnienie to w ym aga dalszych szczegółowych ba­
dań na różnorodnym  m ateriale komórkowym. Z dotychczas uzyskanych 
danych można zaś wyciągnąć przede wszystkim  jeden wniosek — że ją- 
derko jest narządem  kom órkowym  o znacznie bardziej skomplikowanej 
s truk tu rze i funkcji niż to sobie jeszcze nie tak  dawno wyobrażano.
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Ósmy M iędzynarodowy Kongres Biochemii odbędzie się w Rzymie 
w dniach od 3 do 9 w rześnia 1970 r. W program ie K ongresu przewidziane 
są obrady na następujące tem aty:

1. S truk tu ra  białka

2. Reaktywność białka

3. M echanizm działania enzymów

4. B ioenergetyka i utlenianie biologiczne

5. K w asy nukleinowe i synteza białka

6. Biochemiczne regulacje i system y kontrolne

7. Biochemia s tru k tu r kom órkowych i układów 

wieloenzymowych

8. Biochemia rozw oju i różnicowania
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10. Różne
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JA D W IG A  P A SSE N T *

Działanie antybiotyków na biosyntezę białka 

The Effect of Antibiotics on Protein Synthesis

The properties o f antibiotics — inhibitors of the protein synthesis are review ed.

Liczne antybiotyki znalazły zastosowanie w  badaniach nad biosyntezą 
białka. Działając jako inhibitory w poszczególnych stadiach powstawania 
wiązania peptydow ego u łatw iają  one bliższe poznanie kolejnych etapów 
tego złożonego procesu. A ktynom ycyny — grupa antybiotyków  ham ują­
cych transkrypcję, tzn. powstawanie RNA na m atrycy  DNA, były  przed­
miotem artyku łu  W. Gałasińskiego w 12 tomie Postępów Biochemii. Ni­
niejszy artyku ł om awia działanie tych antybiotyków , które w pływ ają na 
syntezę łańcucha polipeptydowego na m atrycy inform acyjnego RNA 
(mRNA), czyli etap translacji inform acji genetycznej.

I. Antybiotyki aminoglikozydowe

A ntybiotyki tej grupy zaw ierają w cząsteczce streptam inę, dezoksy- 
streptam inę, ich stereoizom ery lub inozaminę. Są to: streptom ycyna, kana- 
m ycyna. neomycyna, parom om ycyna, hygrom ycyna, aktynospektyna i ka- 
sugam ycyna — wyizolowane z hodowli promieniowców Streptom yces, 
oraz gentam ycyna — z Micromonospora purpurea  i Micromonospora echi- 
nospora.

S trep tom ycyna  jest antybiotykiem  aminoglikozydowym , którego 
wpływ  na biosyntezę białka został najlepiej poznany. Jej działanie na syn­
tezę białek in vitro  opisali po raz pierw szy E r d ó s  i U l l m a n  (31, 32) 
w latach 1959—60. Badacze ci śledzili w łączanie 14C-tyrozyny do białek

* Dr, Zakład B iosyntezy B iałka, Instytut B iochem ii i B iofizyki, Polska A kade­
m ia Nauk, W arszawa.

W ykaz stosow anych skrótów: SM — streptom ycyna, sRNA — rozpuszczalny  
kw as rybonukleinow y, poliU  — kw as poliurydylow y, poliC — kw as policytydylow y, 
poliA — kw as poliadenylow y, m RNA — inform acyjny kw as rybonukleinow y.
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w układach bezkomórkowych z wrażliwego na streptom ycynę szczepu 
M ycobacterium  jrïbuçrgensis. W ykazali oni, że streptom ycyna (SM) nie 
w pływ a na  aktyw ację aminokwasów ani na tworzenie aminoacylo-sRNA, 
powoduje natom iast zaham owanie syntezy białka działając na późniejsze 
stadia tworzenia łańcucha polipeptydowego

Streptomycyna

F l a k s  i wsp. (34), a także S p e y e r  i wsp. (106) w ykazali w  1962 
roku, że streptom ycyna ham uje kierowane przez kwas poliurydylow y 
(poliU) włączanie fenyloalaniny do białek w układzie w łączającym  z Es­
cherichia coli. Efekt ten  odw racają poliam iny (16, 78), a także wysokie 
stężenia jonów m agnezu (16, 69), z którym i streptom ycyna współzawodni­
czy o miejsce na rybosom ie (16). Dwa lata później D a v i e s  i wsp. (22) 
stw ierdzili, że dodanie streptom ycyny do układu syntetyzującego polife- 
nyloalaninę pod wpływ em  poliU, zmienia własności kodujące układu 
w w yniku czego następuje stym ulacja w łączania leucyny i izoleucyny, 
z równoległym  zaham owaniem  w łączania fenyloalaniny. W pływ strep to ­
m ycyny na układ syntetyzujący  białko in vitro  może być wzmożony przez 
dodanie zdenaturow anego DNA, którego rola ogranicza się tu  zapewne do 
zm iany konform acji rybosomów (75).

Porów nanie kodonów dla fenyloalaniny, leucyny i izoleucyny (tablica I) 
wskazuje, że streptom ycyna zm ienia w układzie bezkom órkowym  sposób 
odczytania zarówno pierwszej jak  i trzeciej litery  trip letu , druga litera  — 
U — jest zawsze identyczna.

Powyższe prace przeprowadzono na szczepach E.coli w rażliw ych na 
działanie streptom ycyny (SM -wrażliwych). Już w  1961 roku S p o 11 s 
i S t a n i e r  (107) w ysuw ali koncepcję, że cecha oporności, wrażliwości

http://rcin.org.pl



13] A N T Y B IO T Y K I A SY N T E Z A  B IA Ł K A 229

a także zależności streptom ycynow ej bakterii może być związana z rybo­
somami. Hipotezę tę potw ierdziły badania C o x a  i wsp. (16) jak  również 
D a  v i e s a  (20), którzy stosując rekonstruow ane rybosomy, zawierające

Tablica I

Aminokwas Kodon

Fenyloalanina UUU
UUC

Leucyna UUA
UUG
CUU
CUC
CUA
CUG

Izoleucyna AUU
AUC
AUA

jedną podjednostkę ze szczepu SM -opornego a drugą ze szczepu SM -wraż- 
liwego wykazali, że wrażliwość na streptom ycynę zlokalizowana jest 
w podjednostce 30S1 rybosomów szczepu E.coli SM -wrażliwego.

Badając m echanizm  działania streptom ycyny P e s t k a  i wsp. (94) 
stw ierdzili, że w pływ a ona na tworzenie kom pleksu kodon-rybosom -am i- 
noacylo-sRNA w obecności m atryc tró j- i polinukleotydowych. Zm ieniona 
przez streptom ycynę przestrzenna konfiguracja tego kom pleksu w yw ołuje 
zmianę własności kodujących danego mRNA, inaczej mówiąc strep tom y­
cyna zm ienia specyfikę w iązania aminoacylo-sRNA do podjednostki 30S 
(65, 66, 111). W ystarczy przy tym  jedna do dwóch cząsteczek antybiotyku 
związanych z jednym  rybosom em  aby wywołać efekt ham ow ania biosyn­
tezy białka (93).

S treptom ycyna w yw ołuje zmianę inform acji genetycznej także w p rzy ­
padku natu ralnych  mRNA. S c h w a r t z  (101) stw ierdził, że SM m ody­
fikuje inform ację zaw artą w RNA bakteriofaga f2 w czasie biosyntezy 
białka w układzie bezkomórkowym  z E.coli. A ntybiotyk ten w pływ a rów ­
nież na biosyntezę przeciwciał. Hodowla kom órek lim fatycznych królika, 
im m unizowanych bakteriofagiem  MS2 syntetyzuje przeciwciała neu tra li­
zujące bakteriofaga. W obecności streptom ycyny komórki te w ytw arzają  
przeciwciała, które w ykazują większe powinowactwo do innych fagów 
z tej samej grupy fagów f2, niż do bakteriofaga MS2 (71). Prawdopodobnie 
SM wiążąc się z podjednostką 40S rybosom u 76S  powoduje błędy w odczy-
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tyw aniu  inform acyjnego RNA, którym  w tym  przypadku jest RNA faga 
MS2.

Błędne odczytyw anie kodu genetycznego (ang. miscoding  lub misrea- 
ding) pod w pływ em  streptom ycyny wyw ołuje niekiedy in vivo  powstanie 
tzw. supresji streptom y cynowej. G o r i n i  i wsp. (49, 50) opisali szczep 
E.coli w rażliw y na streptom ycynę, k tó ry  w ym aga do w zrostu argininy. 
Szczep ten nie w ytw arza jednego z enzymów niezbędnych do syntezy argi­
niny. Dodanie streptom ycyny do hodowli powoduje endogenną syntezę 
argininy. N astępuje więc zmiana w  translacji, dzięki k tórej odczytanie 
części inform acji uprzednio nie odczytyw anej lub odczytyw anej inaczej, 
prowadzi do powstania czynnego białka enzymatycznego, a następnie 
argininy.

N iektóre bakterie  są zależne od streptom ycyny, tzn. w ym agają do 
w zrostu i nam nażania się niew ielkich ilości tego antybiotyku w środo­
wisku. Stwierdzono, że SM-zależność jest cechą genetyczną. M utacja po­
w odująca zależność streptom ycynow ą zm apowana została w tym  samym 
locus co i SM-oporność (6, 26). Rybosomy szczepów SM -zależnych m ają 
budowę, która uniemożliwia odczytanie niektórych lub wszystkich ko- 
donów. Dopiero dodanie streptom ycyny zmienia konfigurację w ten spo­
sób, że sta je  się możliwe właściwe przyłączenie mRNA do rybosomów, 
a więc i translacja  (34, 51). Można powiedzieć, że jest to objaw niezbędnej 
do życia supresji streptom ycynow ej.

Obecnie znane są nie tylko różnice w działaniu m iędzy rybosomami 
w yodrębnionym i ze szczepów SM -wrażliw ych i SM -opornych ale w yka­
zano także różnice w ich budowie. L e b o y  i wsp. (73), a także F 1 a k s 
i wsp. (34, 35, 36) opisali różnice w obrazie elektroforetycznym  białek 
wyizolowanych z podjednostek 30S rybosomów E.coli form  SM -opornej 
i SM -wrażliwej. Z drugiej jednak strony S a w a d a  i S u z u k i  (98) nie 
wykazali żadnych różnic immunologicznych między rybosom am i szcze­
pów SM -wrażliwego i SM -opornego Diplococcus pneumoniae. Wiadomo 
jednak, że m etodam i immunologicznymi nie można uchwycić wszystkich 
różnic w  budowie pierwszorzędowej porównywanych białek (64).

Pozostałe antybiotyki aminoglikozydowe nie zawsze m ają taki sam 
w pływ  jak  streptom ycyna na biosyntezę białka. Zmianę odczytyw ania 
inform acji genetycznej powoduje kanam ycyna (II), parom om ycyna (III), 
neom ycyna (IV), gentam ycyna i hygrom ycyna, a więc te antybiotyki, 
które zaw ierają w cząsteczce streptam inę lub dezoksystreptam inę (116). 
N atom iast spektynom ycyna (aktynospektyna), która zawiera stereoizom er 
strep tam iny — N,N’-dw um etyloaktynam inę i kasugam ycyna, która w od­
różnieniu od innych posiada boczny łańcuch kwasu am idynokarboksylo- 
wego -NH-C-COOH (60), w yw ierają ham ujący wpływ  na biosyntezę 
białka. jjijj

G entam ycyna. M i l a n e s i  i C i f e r r i  (81) wykazali, że antybiotyk 
ten dodany do hodowli E.coli w logarytm icznej fazie w zrostu obniża syn­
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tezę białka nie w pływ ając na syntezę kwasów nukleinowych, natom iast 
dodany do bezkomórkowego układu z E.coli stym uluje włączanie nie­
k tó rych  aminokwasów, a także zmienia własności kodujące poliU, wyw o­
łu jąc  w jego obecności zwiększone włączanie izoleucyny. Ta ostatnia ob-

CH2NH2 i 9H 9-

foH ~ V —  O— < V nH2

c h 2o h

-OH

HO 1------
OH j NH2

6-amino-6-dezoksyglukoza | dezoksystreptamina
l

II
Kanamycyna A

OH NH2

3 -  am i no- 3 -dezoksygl ukoza

CH2OH
I

glukozoamina | dezoksystreptamina ! d — ryboza j paromoza

ni
Paromomycyna

Neomycyna B

serw acja potw ierdziła w yniki badań D a v i e s a i wsp. (23). M i 1 a n e s i 
i C i f e r r i  (81) w ykazali dalej, że w układzie bezkomórkowym  uzyska­
nym  z m utanta E.coli opornego na gentam ycynę, dodanie antybiotyku nie 
w pływ a na włączanie aminokwasów do białka oraz, że oporność nie jest

http://rcin.org.pl



232 J. P A S S E N T [6]

cechą rybosomów, lecz frakcji supernatantow ej po w irow aniu przy 
105 000 g.

K anam ycyna i neom ycyna  s tym ulu ją  włączanie aminokwasów do biał­
ka w układzie bezkomórkowym  z E. coli, gdy m atrycą jest zdenaturow any 
cieplnie DNA (80). Badając w pływ  produktów  kw aśnej hydrolizy kana- 
m ycyny na syntezę białka in vitro  ustalono, że tylko dezoksystreptam ina 
stym uluje włączanie aminokwasów, zarówno w obecności polirybonu- 
kleotydów jak  i zdenaturow anego DNA, natom iast dwa pozostałe ugru­
powania sacharydowe: 3-am ino-3-dezoksyglukoza i 6-am ino-6-dezoksy- 
glukoza nie w pływ ają na włączanie aminokwasów (116).

O k a m o t o  i S u z u k i  (91) wyhodowali szczep E.coli K12 kana- 
m ycyno-oporny. Szczep ten, w odróżnieniu od wrażliwego, w ytw arza en­
zym inaktyw ujący kanam ycynę. W produkcie enzym atycznej inaktyw acji 
kanam ycyny grupa aminowa 6-am ino-6-dezoksyglukozy jest zacetylow ana 
(124). Enzym  ten nie działa na kanam ycynę C (która zawiera 2-am ino-2- 
dezoksyglukozę), neom ycynę i parom om ycynę (92).

Opierając się na odkryciu H o l l a n d a  i M c C a r t h y ’ e g o  (58) 
oraz M a s u k a w y  i T a n a k i  (80), że zdenaturow any cieplnie DNA 
w obecności antybiotyków  am inoglikozydowych może pełnić in vitro  rolę 
m atrycy, K h o r a n a  i wsp. (68) wykazali, że także jednoniciowe dezo- 
ksyrybopolinukleotydy podwyższają włączanie n iektórych aminokwasów 
do białek w obecności neom ycyny B. Z wielu badanych przez nich an ty ­
biotyków właściwość tę posiadała również gentam ycyna.

S p ek ty  nom y cyna  ham uje syntezę białka, zarówno w  obecności m atryc 
syntetycznych jak i naturalnych, np. RNA faga MS2, nie powoduje jed ­
nak zmiany własności kodujących tych m atryc. Oporność bakterii na 
spektynom ycynę jest związana ze s tru k tu rą  podjednostki rybosom alnej 
30S (21).

Kasugam ycyna  również ham uje włączanie aminokwasów do białek, 
obniżając zdolność wiązania aminoacylo-mRNA do kom pleksu m RNA -ry- 
bosom (118). Co więcej, an tybio tyk  ten  odwraca stym ulu jący  w pływ  ne­
om ycyny i kanam ycyny na włączanie niektórych aminokwasów.

Efekt zm iany własności kodujących m atrycy w yw oływ any prze an ty ­
biotyki aminoglikozydowe w ystępuje w zasadzie tylko w  układach bakte­
ryjnych. Rybosomy organizmów wyższych w ykazują stosunkowo znaczną 
wierność w procesie translacji. Na przykład układy włączające amino­
kwasy otrzym ane z glonów zielonych (100), jak  również układ z retiku- 
locytów królika (133), są odporne na wpływ  streptom ycyny.

II. Antybiotyki aminoacylonukleozydowe

W pływ tych antybiotyków  na biosyntezę białka oparty  jest na podo­
bieństw ie ich budowy do budowy aminoacylo-sRNA. N ajbardziej znanym  
antybiotykiem  tej grupy jest purom ycyna (wzór patrz schem at 1), należą
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do niej także gugerotyna (V), blastycydyna (IV) am icetyna (VII) i nukle- 
ocydyna (VIII). N iektórzy badacze zaliczają też do tej grupy chloram feni­
kol (wzór patrz  schem at 2).
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Purom ycyna. W 1955 roku C r e a s e r  (17) wykazał, że purom ycyna 
w stężeniu lOj-ig/ml w hodowli Staphylococcus aureus ham uje w 98°/o 
indukow aną syntezę ¡(3-galaktozydazy. K ilka lat później okazało się, że 
antybiotyk ten ham uje włączanie aminokwasów do białek także w  uk ła­
dzie bezkomórkowym  z w ątroby szczura (141). W pływ purom ycyny na 
układ syntetyzujący białko jest odw racalny. Komórki HeLa a także bak­
terii Pseudomonas jluorescens, w których zaham owano biosyntezę białka 
działaniem  purom ycyny, po odmyciu antybiotyku odzyskują zdolności 
metaboliczne (85, 113).

Purom ycyna obniża także syntezę DNA (95) i RNA (57) w kom órkach, 
uważa się jednak, że są to efekty  w tórne, w ynikające z zakłócenia bio­
syntezy białka. S t u d z i ń s k i  i J a c k s o n  (108) w iru jąc w gradiencie 
sacharozy kwasy nukleinow e wyizolowane z kom órek HeLa poddanych 
działaniu antybiotyku wykazali, że purom ycyna powoduje powstanie 
uszkodzonego RNA rybosom alnego lub prekursorow ego RNA rybosomów. 
Potw ierdzają to również w yniki badań V i l l a - T r e v i n o  i N o l l a  
(129), którzy stw ierdzili, że podana parenteraln ie  purom ycyna w yw ołuje 
u szczura rozpad polisomów wątroby.
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Dzięki podobieństw u struk tura lnem u purom ycyny do kom pleksu sRNA- 
am inokwas (schemat 1) wolna grupa aminowa antybiotyku, stanowiąca 
część resz ty  tyrozyny, może zostać zacylowana końcową grupą karboksy­
lową rosnącego łańcucha polipeptydowego. W efekcie następuje przed­
wczesne odłączenie polipeptydu od rybosom u i zahamowanie syntezy (44, 
51). Jest to tak  zwana reakcja purom ycynowa, w w yniku której powstaje 
związek oligopeptyd-purom ycyna.

W reakcji purom ycyny z form ylom etionylo-sRNA (p. schem at 1) za­
chodzącej w obecności rybosomów i AUG jako m atrycy, powstaje form y- 
lom etionylo-purom ycyna (3). W czasie tej reakcji form ylom etionylo-sRNA 
znajduje  się na m iejscu peptydow ym  rybosom u (tzn. zajm owanym  nor­
m alnie przez rosnący łańcuch polipeptydowy) i reaguje z purom ycyną, 
ulokow aną na m iejscu aminokwasowym  rybosom u (tzn. zajm owanym  
norm alnie przez przychodzący aminoacylo-sRNA). W edług B r e t s c h e -  
r a  i M a r c k e r a  (3), a także Z a m i r a  i wsp. (143), reakcja ta  nie 
w ym aga udziału GTP ani enzymów. Natom iast H e r s h e y  i T h a c h
(55) u trzym ują, że utw orzenie form ylom etionylo-purom ycyny wym aga zu­
życia GTP.

Nieco inne w yjaśnienie m echanizm u reakcji purom ycynowej postuluje 
C o u t s o g e o r g o p u l o s  (14). Stw ierdził on, że purom ycynowe zaha­
m owanie tw orzenia polifenyloalaniny wobec poliU nie jest odwracane 
przez zwiększone stężenia fenyloalanylo-sRNA. Fakt ten wskazuje, że 
purom ycyną nie współzawodniczy o miejsce akceptorowe, zajm owane 
norm alnie przez fenyloalanylo-sRNA. W związku z tym  autor ten zakłada 
istnienie pewnego m iejsca S, na k tórym  reaguje grupa aminowa amino- 
acylu z karboksylow ą grupą adenylowego końca peptydylo-sRNA, two­
rząc w iązanie peptydowe.

N ukleocydyna  ham uje włączanie aminokwasów do białek w ątroby 
szczura in vivo  i in vitro. M echanizm  działania tego antybiotyku jest inny 
niż m echanizm  działania purom ycyny. F l o r i n i  i wsp. (37) stw ierdzili, 
że nukleocydyna ham uje przeniesienie am inokwasu z aminoacylo-sRNA 
na rosnący polipeptyd. Niezbędna jest przy tym  frakcja białek pH  5.

Chloram fenikol jest jednym  z ciekawszych antybiotyków  — inhibito­
rów biosyntezy białka. Mimo intensyw nych badań szczegółowy m echa­
nizm jego działania nie został dotychczas wyjaśniony. Chloram fenikol 
(p-nitrofenylo-dw u-chloroacetam ido-propandiol-1,3) zawiera w cząsteczce 
dwa asym etryczne atom y węgla. S tru k tu ra  taka może istnieć w czterech 
form ach izomerów optycznych. P rzy jm uje  się, że tylko jedna z nich — 
d ( —)treo — jest ak tyw na biologicznie (70), jakkolw iek są doniesienia, 
z których w ynika, że także form a L( +  )erytro może działać na drobno­
ustroje (54).

W pływ chloram fenikolu na biosyntezę białka opisali po raz pierwszy 
G a l e  i P a i n e  (42), którzy donieśli w 1950 roku, że w stężeniu lug/m l 
ham uje on w 76% syntezę białka w kom órkach Staphylococcus aureus.
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W ykazali oni jednocześnie, że działanie antybiotyku nie w ynika z obniżo­
nego transportu  aminokwasów do kom órki (40). Następnie G a l e  i wsp. 
(40, 41, 43) stw ierdzili, że oddychanie a także synteza kwasów nukleino­
wych zachodzą dalej w obecności antybiotyku.

W skutek nierównoważonej syntezy kwasów nukleinow ych w obecności 
chloram fenikolu pow stają nienorm alne rybosomy, tzw. cząstki chloram - 
fenikolowe. N o m u r a  i W a t s o n  (90) stw ierdzili, że hodowla E.coli 
poddana działaniu chloram fenikolu w stężeniu 200ng/ml w ytw arza za­
m iast rybosom owych pod jednostek 305, cząstki nukleoproteidow e 155, 
w których ilość białka w stosunku do kwasów nukleinow ych jest obniżo­
na w porównaniu z norm alnym i podjednostkam i. Podw yższając stężenie 
jonów magnezu autorzy uzyskali agregację cząstek 155 do cząstek 245 
i 315, które również zaw ierały zmniejszoną ilość białka. W 1963 roku 
S z a k u ł o w ,  B o g d a n o w  i S p i r i n  (112) zrekonstruow ali in vitro  
w obecności jonów magnezu z cząstek chloram fenikolow ych 195 i 255 
oraz białka rybosomowego cząstki rybosomopochodne, które własnościami 
fizykochemicznymi nie różniły się od natu ralnych  podjednostek 305 i 505. 
Być może więc cząstki takie są częściami składowymi norm alnych pod­
jednostek i prawdopodobnie mogą uczestniczyć w  m etabolizmie (86). 
W kom órkach E.coli traktow anych chloram fenikolem  M o r g a n  i wsp. 
(84) stw ierdzili m etodą mikroskopii elektronow ej zanik rybosomów i gro­
madzenie się m ateriału  jądrowego w środku kom órki (rysunek 1).

Dotychczas przyjm owano, że m iejscem  działania chloram fenikolu na 
biosyntezę białka są rybosomy, stw ierdzono bowiem, że antybio tyk  w ią­
że się z podjednostką 505 (122, 125, 128, 131). W ysuwano naw et hipotezę, 
że antybiotyk wiążąc się z rybosom ami zm ienia ich s truk tu rę  (122, 126, 
127). W cześniejsze poglądy na m echanizm  działania chloram fenikolu w y­
rażały  myśl, że antybiotyk współzawodniczy z mRNA o m iejsce na rybo- 
somie (137), lub też w pływ a na  „pewne funkcje mRNA” (136), a także, 
że współzawodniczy z C-końcowym aminokwasem  rosnącego polipeptydu
o m iejsce na rybosomie (19). Stwierdzono natom iast z całą pewnością, że 
chloram fenikol nie zapobiega aktyw acji aminokwasów lub tw orzeniu am i- 
noacylo-sRNA (27). Ponieważ w roztworze chloram fenikol przybiera po­
stać pierścieniową (schemat 2) (4, 61), przez co upodabnia się do antybio­
tyków acyloaminonukleozydowych, C o u t s o g e o r g o p u l o s  (13, 15) 
w ysunął hipotezę, że antybiotyk ten  działa na tej samej zasadzie jak  pu- 
rom ycyna, ham ując biosyntezę białka przez przedwczesne odłączenie po­
lipeptydu.

Chloram fenikol działa na fagi (79) a także na rośliny zielone uszkadza­
jąc syntezę białek chloroplastowych, natom iast nie obniża syntezy białek 
cytoplazm atycznych (40). W ykazano także, że otrzym any z chloroplastów 
układ syntetyzujący białko in vitro, jest w rażliw y na niskie stężenia 
chloram fenikolu (105), podczas gdy układ cytoplazm atyczny jest nieczuły

0
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R ysunek 1. W pływ  chloram fenikolu  na kom órkę E.coli (wg 84) 
a. k o m ó rk a  k o n tro ln a , b. k o m órk a  tr a k to w a n a  c h lo r a m fe n ik o le m  przez 1 g o d z in ę
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(28). Potw ierdzają to doświadczenia A n d e r s o n a  i S m i 11 i e’ e g o (1), 
którzy stw ierdzili, że rybosom y chloroplastów pędów grochu wiążą chlo­
ram fenikol silniej niż rybosom y cytoplazm atyczne.

W pewnych w arunkach chloram fenikol stym uluje syntezę enzymów 
prawdopodobnie przez zaham owanie syntezy białkowych represorów  (77). 
W stężeniu 1000— 3000|,ig/ml chloram fenikol wzmaga kiełkowanie nie­
których roślin, np. sałaty  (38), fasoli (130), rzodkw i (39).

/ c l
H - C - N H - C O - C H

3l x Cl
c h 2o h

Chloramfenikol

Schem at 2. C hloram fenikol i jego form a pierścieniow a

ChloramFenikol 
(forma pierścieniowa)

Niskie stężenia chloram fenikolu (10~6— 10-4), które ham ują bak tery jną  
syntezę białka in vivo  i in vitro  (88), nie w pływ ają na syntezę białka 
w układach pochodzących z organizmów zwierząt wyższych, np. z w ątro ­
by szczura, retikulocytów  królika (97, 132). W yjątek stanow i synteza 
przeciwciał w rażliw a już na niskie stężenie antybiotyku (118). Z dwóch 
rodzajów rybosomów izolowanych z organu produkującego przeciwciała — 
śledziony — tylko rybosom y osadzone na endoplazm atycznym  retiku lum  
ulegają ham ującem u działaniu (do 80%) chloram fenikolu, natom iast ry ­
bosomy wolne są stosunkowo oporne (114).

III. Antybiotyki peptydowe

Botrom ycyna  A2 jest antybiotykiem  peptydow ym  o wzorze sum arycz­
nym  C42H620 7N8S (87). H am uje ona syntezę białka w układzie bezkomór- 
kowym  z E.coli wobec syntetycznych m atryc (117). Działanie tego an ty ­
biotyku zależy od charakteru  syntetycznego polinukleotydu; botrom ycyna 
ham uje w łączanie aminokwasów kierow ane przez poliC, nie w pływ a na­
tom iast na włączanie am inokwasów gdy m atrycą jest poliU lub poliA. 
M echanizm działania an tyb io tyku  polega na zaham owaniu przeniesienia 
am inokwasu na rosnący polipeptyd znajdujący  się na  rybosomie. O statnio 
wykazano, że aktyw ność botrom ycyny jako inhibitora syntezy białek od­
w racana jest przez wysokie stężenia rybosomów (76).
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Enom ycyna  wyizolowana przez grupę współpracowników U m e z a -  
w y  (110) z k u ltu ry  Streptom yces mauvecolor, jest polipeptydem  zasado­
wym  o wysokim  ciężarze cząsteczkowym  — około 11 000. Enomycyna 
w ykazuje aktyw ność przeciw rakow ą, nie posiada natom iast własności 
bakteriobójczych. A ntybiotyk ten łączy się z rybosom am i wyizolowanymi 
z kom órek raka Ehrlicha, nie łączy się natom iast z rybosom ami E.coli (83).
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IX
Mikamycyna B

Dlatego też M i z u n o i wsp. (82) badając wpływ enom ycyny na syntezę 
białka in vitro  zastosowali układy bezkomórkowe z kom órek HeLa i z raka 
puchlinowego Ehrlicha. Stw ierdzili oni, że enom ycyna znacznie ham uje 
biosyntezę białka w tych  układach, nie wpływa natom iast na działanie 
układu bezkomórkowego z E.coli. Ci sami autorzy wykazali, że m echa­
nizm  działania enom ycyny polega na ham ow aniu w iązania aminoacylo- 
sRNA do polisomów (83).

M ikam ycyny  można także zaliczyć do antybiotyków  peptydowych. 
M ikam ycyna B (IX) jest m akrocyklicznym  laktonem  peptydow ym . A nty­
biotyki tej grupy ham ują bak tery jną  syntezę białka zarówno in vivo  
jak  i w układach bezkomórkowych z E.coli i program ow anych przez 
poliU (138, 139). Stopień ham ow ania zależy przy tym  od n a tu ry  m atry ­
cy — m ikam ycyny w pływ ają bardzo nieznacznie na syntezę białka in 
vitro  program owaną przez m atryce naturalne. Także spokrew niona z mi- 
kam ycynam i vernam ycyna A ham uje w obecności poliU syntezę białka 
w układzie bezkomórkowym  z E.coli (72).

IV. Inne antybiotyki

A ntyb io tyk i steroidowe. Y a m a k i (140) stw ierdził w 1965 roku, że 
dwa antybiotyki zaw ierające szkielet protolanostanu — kwas fuzydow y 
(X) i kwas helwolowy (XI), ham ują biosyntezę białka w układach bak te­
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ry jn y ch  in vivo  i in vitro. T a n a k a  i wsp. (115) wykazali, że m echanizm  
działania tych  antybiotyków  polega na zaham owaniu przeniesienia am i­
nokw asu z aminoacylo-sRNA na rosnący polipeptyd na rybosomie. S tw ier­
dzono także, że kwas fuzydow y nie jest inhibitorem  reakcji purom ycyno- 
w ej, a więc nie powoduje przedwczesnego ukończenia łańcucha białko­
wego.

> — C H o -

XI
Kwas helwolowy 

-struktura częściowa
X

Kwas Fuzydowy

Sparsom ycyna, związek o wzorze sum arycznym  C13H21N30 6S2 (46) jest 
an tybio tykiem  o nieznanej bliżej budowie, którego m echanizm  działania 
jest jednak  częściowo w yjaśniony. Dodana do hodowli tkankow ej kom órek 
nowotworowych w stężeniu 0,05— l^g/m l w yw ołuje 50— 100% zaham o­
w ania w zrostu. Ham uje także wzrost bakterii, drożdży, grzybów, kom órek 
ssaków  (47). Sparsom ycyna jest inhibitorem  biosyntezy białka w  ekstrak ­
tach z E.coli (46) oraz z retikulocytów  królika (10), przy czym wiadomo, 
że działa na etapie tw orzenia wiązania peptydowego (48). W stężeniu 
10~6 M ham uje syntezę białka gdy m atrycą są syntetyczne polirybonukleo- 
tydy, RNA faga MS2 lub na tu ra lny  mRNA bak tery jny  (47). W reakcji pu- 
rom ycynow ej działa jako kom petycyjny inhibitor purom ycyny. W odróż­
nieniu jednak  od purom ycyny ham owanie syntezy białka w obecności syn­
tetycznych polinukleotydów  przez sparsom ycynę zależy od rodzaju poli- 
nukleo tydu  (46). J a y a r a m a n  i G o l b e r g  (62) porów nując m e­
chanizm y działania kilku antybiotyków  na syntezę łańcucha polipepty- 
dowego stw ierdzili, że sparsom ycyna ham uje tworzenie pierwszego w ią­
zania peptydowego, podczas gdy chloram fenikol i gugerotyna w pływ ają 
przede w szystkim  na wydłużenie łańcucha polipeptydowego.

C ykloheksim id  (XII) inaczej zw any aktidionem  jest inhibitorem  bio­
syntezy białka w kom órkach drożdży, pierwotniaków , roślin i ssaków (29, 
30, 67, 74, 142). Ham uje on syntezę białka także w układach bezkomór- 
kowych otrzym anych z Saccharomyces pastorianus (102), w ątroby  szczura 
(134), retikulocytów  królika (33). Nie w pływ a natom iast na układy bez- 
kom órkowe z Escherichia coli (29). Okazało się także, że synteza białka 
zachodząca w m itochondriach jest niew rażliw a na działanie aktidionu (9).
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Cykloheksim id zawiera w cząsteczce resztę imidu kwasu glutarowego. 
Należy wspomnieć, że znane są również inne związki glutarifnidow e dzia­
łające na syntezę białka, na przykład alkaloid em etyna (53).

OH

XII
Cykloheksimid

M echanizm działania aktidionu jest prawdopodobnie złożony. S i e g e 1 
i S i s l e r  (103) wykazali, że antybiotyk ten  zapobiega przeniesieniu 
am inokwasu z aminoacylo-sRNA na kompleks rybosom -polipeptyd. 
W e t t s t e i n  i wsp. (134) stw ierdzili, że aktidion w yw iera stabilizujący 
w pływ  na polisomy z w ątroby szczura. G o d c h a u x  i H e r b e r t  (45) 
zauważyli, że w niewysokim  stężeniu (10-6 M) aktidion przeciw działa roz­
padowi polisomów z retikulocytów  królika, wyw ołanem u przez chloram ­
fenikol lub fluorek sodu, natom iast wyższe stężenia an tybio tyku  (10-4 M) 
powodują rozpad polisomów.

Tetracykliny

W pływ aktidionu na  drożdże zależy od gatunku drożdży. U kłady bez- 
kom órkowe z Saccharomyces jragilis są niew rażliw e na dodanie aktidionu 
(104), natom iast w układach bezkomórkowych z Srcerevisiae, S.elipsoideus 
i S.pastorianus antybiotyk ten  ham uje biosyntezę białka (12, 103, 135). 
Odporność na działanie cykloheksim idu jest cechą podjednostki 60S ry ­
bosomów drożdży (96).
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Tetracykliny. Tetracyklina (XIII) ma własności chelatujące, dzięki 
czemu wiążąc jony m agnezu w yw ołuje dysocjację rybosomów Escherichia 
coli do cząstek 70S, zarówno in vivo  jak  i in vitro  (24, 25). Nie powoduje 
jednak  dalszej dysocjacji rybosomów do podjednostek. A ntybiotyk ten 
ham uje biosyntezę białka w układach bezkomórkowych zarówno z bakterii 
jak  i z tkanek ssaków (41, 52). C o n n a m a c h e r  i M a n d e l  (11) su­
gerow ali, że tetracyk lina  ham uje biosyntezę białka przez łączenie się 
z mRNA. Z drugiej strony H i e r o w s k i  (456) a także S u a r e z  
i N a t h a n s  (109) w ykazali, że tetracyklina wiążąc się z rybosom am i 
blokuje miejsce akceptorow e aminoacylo-sRNA, przez co zapobiega w ią­
zaniu aminoacylo-sRNA do rybosomów w obecności poliU jako m atrycy.

Nieco inaczej działa oksytetracyklina (XIII). W bezkomórkowych uk ła­
dach z E.coli antybiotyk ten  stym uluje włączanie niektórych am inokw a­
sów, np. cysteiny i tryp tofanu , do białek (123). Zjawisko to w ykazuje 
pew ną analogię do efektu wywoływanego przez antybiotyki aminogliko- 
zydowe.

A ntybiotyki tetracyklinow e w pływ ają pośrednio, poprzez zaham owa­
nie biosyntezy, na powstanie w kom órkach E.coli frakcji RNA sedym en- 
tu jącej wolniej niż kwas rybonukleinow y pow stający w norm alnych w a­
runkach  (59).

E rytrom ycyna  (XIV) działa dużo silniej na m ikroorganizm y gram do- 
datnie niż na gram ujem ne. Zahamowanie biosyntezy białka i w zrostu 
w hodowli E.coli powoduje ona w stężeniu 1000 n-g/ml, natom iast p rzer­
w anie w zrostu hodowli Staphylococcus aureus zachodzi już przy stężeniu 
25¡.igl/ml (5, 99). Stw ierdzono przy tym , że ham ując syntezę białka e ry ­
trom ycyna nie w pływ a na syntezę kwasów nukleinow ych (5). Prace prze­
prowadzone z bezkom órkowym i układam i z B.subtilis i E.coli wykazały, 
że także in vitro  ery trom ycyna jest inhibitorem  biosyntezy białka (121, 
136). Badając m echanizm  działania antybiotyku stw ierdzono, że ery tro-

n (c h 3)¿

CH,
XIV

Erytromycyna
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m ycyna wiąże się z podjednostką 50S rybosomów szczepu wrażliwego 
B .subtilis ; dużo słabiej wiąże się z rybosom ami szczepu opornego (119). 
T a u b m a n i wsp. (120) zdefiniowali działanie ery trom ycyny jako ham o­
wanie zależnego od rybosomów przeniesienia zaktyw owanego am inokw a­
su do m iejsca tw orzenia wiązania peptydowego na rybosomie.

S — C H 3

H - C ----------
I

H - C - O H
I

H O - C -H  O

Linkomycyna

Linkom ycyna  (XV) ham uje syntezę białka oraz w zrost m ikroorganiz­
mów gram dodatnich (63). Gdy układ w łączający zaw iera rybosom y szcze­
pu wrażliwego, 100—200 ng linkom ycyny/m l drastycznie obniża w łącza­
nie fenyloalaniny do białka w obecności poliU (8). W yniki doświadczeń 
z użyciem rybosomów rekonstruow anych wskazują, że m iejscem  działa­
nia antybiotyku jest podjednostką rybosom alna 50S (7). Stw ierdzono przy 
tym  kom petycję m iędzy erytrom ycyną i linkom ycyną o m iejsce na pod- 
jednostce 50S rybosomów Bucillus stearothefrmophilus (8).

W yniki doświadczeń genetycznych A p i r  i o n a (2) sugeru ją  istn ie­
nie na chromosomie E.coli wspólnego locus, kontrolującego białko rybo- 
somalne wchodzące w skład tej części rybosom u, do k tó rej przyłączają 
się erytrom ycyna i linkom ycyna. M utacje w tym  locus prow adzą do pow­
stania m utantów  w rażliw ych na te antybiotyki.

M echanizm działania i podstawowe cechy omówionych antybiotyków  
przedstaw ione są w tablicy  2.
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Własności antybiotyków— inhibitorów biosyntezy białka

Mechanizm działania na 
biosyntezę białka Antybiotyk Źródło

Ciężar cząsteczko­
wy lub wzór suma­

ryczny

Organizm na któ­
ry działa

Najniższe stę­
żenie hamujące 
wzrost in ѴІѴО 

fj.l/ml

Stężenie uży­
wane w bada­
niach in vitro 

№/ml

Hamowanie przeniesienia 
zaktywowanego aminokwa­
su na rosnący polipeptyd

99

Botromycyna

Cykloheksimid

Streptomyces
bottropensis

Streptomyces
griseus,
Streptomyces
noursei,
Streptomyces

743 ± 36  

254
teoret. 281

1
Mikroorganizmy 

Drożdże, Grzyby 0.17—10 
0.08—>1000

10—100

4—250

99 Enomycyna
naraensis
Streptomyces 11 000 Nowotwory 1—100

99 Erytromycyna A
таиѵесоіог
Streptomyces
erythreus

744 Mikroorganizmy
gramdodatnie
gramujemne

Pierwotniaki

0.01—>100 
10—>1000

0.1—10

99

9 9

Kwas fuzydowy 

Kwas helwolowy

Fusidsium
coccineum

Aspergillus
fumigatus

C3iH480 6

556—558

Mikroorganizmy
gramdodatnie

Mikroorganizmy 0.5—2000
10—1000

200—1000

99 Kasugamycyna Sterptomyces
kasugaensis

453—460
(chlorowodorek)

Mikroorganizmy
Grzyby

10—100
10—100

40—600

99 Linkomycyna Streptomyces
lincolnensis

452 Mikroorganizmy
gramdodatnie 0.1—1.6

0.5—450

9 9 Nukleocydyna Streptomyces
calm s

CnH 180 8N 6S Trypanosoma
eąuiperdum

0.04—400

99 Tetracyklina Uwodorowanie
chlorotetracykliny

443 Mikroorganizmy 0.1—15 0.05—100

Hamowanie tworzenia pier­
wszego wiązania peptydo- 
wego

Sparsomycyna Streptomyces
sparsogenes

379 Mikroorganizmy
Nowotwory
Drożdże

10—50 0.05—5

Przedwczesne odłączenie po- 
polipeptydu

Amicetyna Streptomyces-
fasciculatus

C29H42O9N 5
Grzyby
Mikroorganizmy

gramdodatnie 0.4—6.2 25—200

99 Blastycydyna Streptomyces
griseochromogenus

C14H20O5N 6 Mikroorganizmy
Grzyby

5—>  100 
5—> 100

do 10

99 Gugerotyna Streptomyces
gougeroti

589
Nowotwory
Mikroorganizmy
Drożdże
Grzyby

200—800
500
500

25—200

99 Puromycyna Streptomyces
albo-niger

C22H29O5N 7 Mikroorganizmy
gramdodatnie

Nowotwory
Pierwotniaki
Rośliny
Zwierzęta

10—100 0.05—400

Zmiana własności kodują­
cych układu

Gentamycyna Micromonospora
purpurea
Micromonospora
echinospora

Mikroorganizmy 10—100

99 Hygromycyna Streptomyces
hygroscopicus

536±25 Mikroorganizmy
Promieniowce

0.5—>200 
6—>100

99 Kanamycyna A Streptomyces
kanamyceticus

Mikroorganizmy 0.02—25 0.02—20

99 Neomycyna В Streptomyces
fradiae

c 23h 46n 6o 13 Mikroorganizmy
Promieniowce
Pierwotniaki

0.02—> 300  
0.01—1000 

2—3000

99 Oksytetracyklina Streptomyces
rimosus

460 Mikroorganizmy 0.5—15 50

99 Paromomycyna Streptomyces 
rimosus form a  
paromomycinus

Mikroorganizmy 1.2—3.7

99 Streptomycyna Streptomyces
griseus
Streptomyces
mashuensis

691
(chlorowodorek)

Mikroorganizmy 0.1—4000 0.01—100

Hamowanie końcowych eta­
pów biosyntezy białka

1

Chloramfenikol Streptomyces
venezuelae

CnH 1204N 2Cl2 Mikroorganizmy
Rośliny
Synteza przeciw­
ciał

0.2—5 30—500
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A L E K SA N D R A  PUTRAM ENT*, ROM AN LORENC**

Mutanty oddechowe drożdży 

Respiratory Yeast Mutants

R espiratory yeast m utants are review ed. V ariety of m utational blocks resulting in 
m etabolic effects m akes yeast a m ost useful tool in the studies of respiratory enzym es.

Komórki drożdży stanow ią m ateriał szczególnie dogodny do badania 
biosyntezy enzymów łańcucha oddechowego. W ynika to z możliwości ho­
dowania drożdży w w arunkach  zarówno tlenowych jak i beztlenowych, co 
w pływ a na m etabolizm  drożdży i na układy enzym atyczne w nich w y­
stępujące (10,65). Drożdże hodowane w w arunkach tlenow ych m ają w y­
kształcone m itochondria i pełny łańcuch enzymów oddechowych. W w a­
runkach  beztlenow ych układ enzymów oddechowych drożdży zanika ule­
gając tzw. „rozm yciu” w  ciągu kolejnych podziałów komórek (52, 65, 66). 
W fazie logarytm icznej wzrostu w w arunkach ściśle beztlenow ych drożdże 
zaw ierają cytochrom  bi, w fazie stacjonarnej — tylko protoporfirynę (3). 
U takich drożdży indukcja tlenem , zwana „adaptacją tlenow ą” powoduje 
powstawanie s tru k tu r m itochondrialnych oraz brakujących  enzymów łań ­
cucha oddechowego (9, 10, 33, 34, 65, 77), czemu tow arzyszy pojawienie 
się zdolności zużywania tlenu  oraz m etabolizowania nie podlegających 
ferm entacji źródeł węgla jak  mleczan, etanol, octan, glicerol. W ystępo­
w anie m utantów  oddechowych u drożdży stanowi dodatkowe udogodnie­
nie przy badaniach biosyntezy enzymów oddechowych. Liczne dane (4, 
21, 42, 43, 74) przem aw iają za regulacją tej syntezy zarówno na szczeblu 
jądrow ym  jak i cytoplazm atycznym . Zastosowanie m etod genetycznych 
umożliwia rozróżnienie m utantów  obu klas. Pozwala to  na selekcję i w y­
bór m utan ta  nie tylko zawierającego poszczególne składniki łańcucha 
enzymów oddechowych w najdogodniejszych dla badań stosunkach iloś­
ciowych, lecz także odznaczającego się określonym  sposobem regulacji 
biosyntezy tych składników.

* Doc. dr, Zakład G enetyki, U n iw ersytet W arszaw ski, W arszawa
** Dr, Zakład B iochem ii, Studium  D oskonalenia L ekarzy, W arszawa
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I. Łańcuch oddechowy u drożdży

Łańcuch oddechowy u drożdży jes t zlokalizowany w  m itochondriach 
jak  u organizmów wyższych i ma podobny skład enzymatyczny. Stosując 
sok traw ienny z H elix pomatia do rozbijania ścian kom órkowych drożdży 
otrzym ano m itochondria o natyw nej struk tu rze w ykazujące znaczną fo- 
sforylację (26, 50, 51). U Torulopsis jedynym i stw ierdzonym i różnicami 
w stosunku do m itochondriów organizmów wyżej uorganizowanych jest 
brak  jednego z m iejsc fosforylacji w  łańcuchu oddechowym, co stanowi 
zresztą przedm iot dyskusji (55), oraz zdolność do utleniania zred. NAD, 
k tórej nie m ają nieuszkodzone m itochondria ssaków (51). U tlenianie zred. 
NAD przez m itochondria drożdży jest sprzęgnięte z fosforylacją i sty ­
m ulowane przez związki rozprzęgające fosforylację, jak  2,4-dw unitro- 
fenol lub pentachlorofenol. Badania w yodrębnionych z kom órek drożdży 
„cząstek oddechowych” (37, 39, 40, 53) w skazują n a  istnienie trzech nie­
zależnych dróg przepływ u elektronów  w łańcuchu. Dwie z nich związane 
byłyby z dehydrogenazą bursztynianow ą i zred. NAD, trzecia zaś z u tle ­
nianiem  D -  i L-mleczanu (schemat 1).

Schem at 1. Łańcuch oddechow y u drożdży (wg 40)
FpN  — o k s y d o r ed u k ta za  zred . N A D : a k ce p to r ; F p S  — o k sy d o red u k ta za  b u rsz ty n ia n : a k ce p to r ;  
FpD  — o k sy d o re d u k ta za  D -m lecza n : fe r r ic y to c h r o m  c; F p L  — o k sy d o re d u k ta za  L -m lecz a n : fe r r i-

c y to c h r o m  c

M utanty  oddechowe drożdży różnią się zaw artością poszczególnych 
cytochromów, co uzależnione jest od typu m utacji, a w porów naniu ze 
szczepem dzikim zaw ierają m ało flaw in i koenzym u Q (38). Tak zwane 
„przyżyciowe” badanie w idm  charakterystycznych dla poszczególnych 
cytochromów w niskich tem peratu rach  (19, 62) pozwala łatwo zróżnico­
wać poszczególne m utanty . Y o t s u y a n a g i  (80, 81) porównywał w mi­
kroskopie elektronow ym  stru k tu ry  m itochondriów szczepu dzikiego droż­
dży hodowanego w w arunkach tlenow ych oraz m utantów : chrom osomal- 
nych, cytoplazm atycznych i podwójnych (ze zm utow anym  zarówno ge­
nem  chrom osom alnym  jak i czynnikiem  cytoplazm atycznym ). Okazało 
się, że w  fazie logarytm icznej wzrostu szczepu dzikiego w  w arunkach 
tlenow ych liczba m itochondriów była niewielka, a one same — słabo zor­
ganizowane. Przejściu z fazy logarytm icznej do stacjonarnej towarzyszył
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w zrost liczby m itochondriów  oraz w ystąpienie licznych dobrze zorganizo­
w anych crist. U m utantów  cytoplazm atycznych w ystępow ały zmienione 
morfologicznie m itochondria.

II. Adaptacja tlenowa drożdży

Proces adaptacji tlenow ej podlega podwójnej reg u la c ji— z jednej 
strony  indukow any jest obecnością tlenu cząsteczkowego (69, 76), z d ru ­
giej podlega represji w zależności od stężenia glukozy (11, 16, 38, 52). 
Przebieg adaptacji zależy też od w arunków  hodowli i fazy wzrostowej 
zbieranych kom órek drożdży oraz od składu środowiska adaptacyjnego 
(20, 76).

M echanizm działania tlenu  nie został dotychczas ustalony. Stw ierdzo­
no jednak wysoką specyficzność tlenu jako induktora (69).

S u ł k o w s k i ,  S ł o n i m s k i  i wsp. (17, 72) wykazali, że zarówno 
synteza białek w toku adaptacji, jak  również sam  proces adaptacji są 
ham ow ane przez św iatło widzialne. Hamowanie to jest najsilniej zazna­
czone w  ciągu dwóch pierwszych godzin po rozpoczęciu indukcji tlenem , 
przy czym drożdże zbierane w fazie stacjonarnej hodowli beztlenow ej 
są m niej podatne na w pływ  św iatła od zbieranych w  fazie logarytm icznej. 
P rzy przedłużonym  naśw ietlaniu hamowanie jest nieodw racalne. M echa­
nizm ani miejsce działania św iatła nie są znane.

Nie rozstrzygnięto ostatecznie w jakim  stopniu indukcja tlenow a enzy­
mów oddechowych związana jest z ich syntezą de novo a w jakim  z uczyn­
nieniem  istniejących prekursorów . Za syntezą de novo przem aw ia ham u­
jące działanie cykloheksim idu (12) i aktynom ycyny D (35). W śród indu­
kow anych tlenem  enzymów (tablica 1) szczególnie dokładnie przebadano 
oksydoreduktazę L-mleczan : cytochrom  c i oksydoreduktazę D-mleczan :
: cytochrom  c. W ystępująca u drożdży beztlenow ych dehydrogenaza d (—) 
mleczanowa (47, 48, 68) nie redukuje  cytochrom u c, a jej aktyw ność ulega 
zanikowi w przebiegu adaptacji (48).

III. Podstawy genetyki drożdży

M ateriał dziedziczny haploidalnych szczepów drożdży zaw arty  jest 
najpraw dopodobniej w  dw udziestu chrom osomach (41). K ażdy z chrom o­
somów zawiera inform ację o innych cechach dziedzicznych, a więc u ha- 
ploidów każdy gen reprezentow any jest w pojedynczej dawce.

Jeśli w odpowiednich w arunkach zmieszać dwa szczepy haploidalne
o przeciw staw nych typach koniugacyjnych a i a, następuje kopulacja (łą­
czenie się param i a z a) kom órek i w ypączkowyw anie kom órek diploidal- 
nych. Nie wiadomo dokładnie, jaki jest udział cytoplazm y obu kom órek 
haploidalnych w  powstaw aniu diploidu. Jądro  diploidu zawiera kom plety 
chromosomów obu kom órek wyjściowych, ma więc 20 par chromosomów,
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przy czym chromosomy homologiczne zaw ierają inform ację genetyczną 
dotyczącą tych sam ych białek. Na przykład szczep a ma w chromosomie 
III gen th r3* w arunkujący  sekwencję aminokwasów w aspartokinazie (5). 
Ponieważ szczep alfa ma w homologicznym chromosomie również ten 
sam gen, szczep diploidalny ma dwa geny w arunkujące syntezę tego en­
zymu. Takie dwa geny nazyw ane są genami allelicznym i, lub allelami.

W diploidach można badać kom plem entację czyli uzupełnianie się 
poszczególnych m utantów . Załóżmy, że szczep a ma m utację ad1? w w y­
niku której jest niezdolny do syntetyzow ania puryn  i nagrom adza różowy 
pigm ent (arylam iny). Szczep alfa ma m utację ad2 o takich sam ych ce­
chach. Gdyby m utacje adx i ad2 były alleliczne, wówczas w diploidzie 
kom plem entacja nie nastąpiłaby: nie byłby on zdolny do syntezy puryn 
i nagrom adziłby arylam iny. Jeżeli jednak  m utacje adx i ad2 nie są allelicz­
ne, pow staje diploid syntetyzujący  puryny a nie nagrom adzający ary la- 
min. Funkcję zablokowaną przez m utację adi spełnia bowiem jego nie 
zm utowany allel (oznaczany sym bolem  ADX lub ad 1+) ze szczepu alfa, 
funkcję zaś zablokowaną przez m utację ad2 spełnia nie zm utowany gen 
alleliczny wprow adzony przez szczep a.

Nowe m utanty  o trzym uje się ze szczepów haploidalnych. Dla określe­
nia, czy m utacja jest dom inująca w  stosunku do allelu dzikiego typu 
otrzym uje się diploid, k tó ry  w  jednym  z homologicznych chromosomów 
ma ową m utację, w  drugim  zaś — allel dzikiego typu. Jeśli diploid za­
chowuje się jak  szczep dzikiego typu, określa się m utację jako recesywną, 
jeśli natom iast zachowuje się jak  m utant, m utację uznaje się za dom inu­
jącą. W praktyce bodaj w szystkie m utacje prowadzące do u tra ty  ak tyw ­
ności jakiegoś enzym u są recesywne: zm utowany gen ma uszkodzony kod 
na dany polipeptyd, zaś jego allel nie uszkodzony przez m utację funkcjo­
nuje norm alnie. W niektórych jednak przypadkach geny zm utowane do­
m inują nad swymi allelam i dzikiego typu. Przykładem  takiej m utacji 
u drożdży może być oporność na miedź — m utacja CUi (14). Chemiczny 
mechanizm tej oporności nie jest znany.

Komórki diploidalne drożdży umieszczone na specjalnej pożywce 
przechodzą mejozę (sporulacja). Każda w yjściow a kom órka diploidąlna 
w ytw arza cztery haploidalne askospory (tetrady). M ejotyczną segregację 
genów znajdujących się w różnych chromosomach przedstaw ia schem at 2.

Dla dalszych rozważań istotne jest, że w przypadku, gdy dwa geny 
znajdują się w chromosomach homologicznych, segregacja typu  rodziciel­
skiego (PD) i nierodzicielskiego (NPD) jest jednakow o częsta. Jeśli na to ­
m iast dwa geny znajdu ją  się w tym  sam ym  chromosomie dostatecznie

* M utanty jądrow e drożdży oznaczane są zazw yczaj skrótam i nazw  określają­
cych fenotyp danego m utanta i kolejnym i num eram i: thr oznacza m utanta n ie ­
zdolnego do syntezy treoniny, cyfra 3 zaś — trzeci ziden tyfikow any gen w arunkujący  
syntezę treoniny. D la odróżnienia poszczególnych m utantów  tego sam ego genu, 
a w ięc m utantów  allelicznych dopisuje się kreskę i drugą cyfrę: th r j-j , thr3_2 itd.
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blisko siebie (czyli są sprzężone), wówczas segregacja typu  PD będzie
o w iele częstsza niż typu NPD. Na tej podstawie można już po przeanali­
zowaniu niew ielu te trad  określić, czy dwa geny są sprzężone czy nie.

Segregacja 
chromosomów 
w I  podziale 

mejotycznym

ad-. TR,

AO, tr,
■-— ■------

PD

adi
AU,

TR-,

tn, Tetrady

Diploid powstaty 
z haploidów 

ad1 TR-, oraz AD1 tr*
adi

<

AD-i TR,
“------

ad-, tr-i

ad-, tr-

NPD
AD- TB,

A0-, TR1 4

Schem at 2. Segregacja par a lle li adj — ADt i trx — TRj w  trakcie podziału
m ejotycznego

W p ie r w sz y m  p o d zia le  m e jo ty c z n y m  r o zd z ie la ją  s ię  ch ro m o so m y  h o m o lo g ic zn e . M ożliw e są  
d w ie  e w e n tu a ln o śc i:  a) ch r o m o so m  z g e n e m  a d , seg r e g u je  razem  z c h r o m o so m em  m a ją cy m  
a lle l  TR,, A D , zaś — razem  z  tr ,. W  d ru g im  p o d zia le  m e jo ty cz n y m  ro zd z ie la ją  s ię  ch ro m a ty d y  
k a żd eg o  z c h ro m o so m ó w . W w y n ik u  je d n a  p ara  spor w  te tra d z ie  m a g e n o ty p y  ta k ie  ja k  rod zic  
ad , TR,, druga  zaś — ja k  ro d z ic  A D , tr ,; sp o ry  o d p ow iad ają  dw u ty p o m  ro d z ic ie lsk im  (an g . 
p a r e n t a l  d l t y p e ,  P D ), b) C h rom osom  z g e n e m  ad , seg r e g u je  razem  z c h ro m o so m em  m a ją cy m  
a lle l  tr„  A D , zaś — razem  z T R ,. P ro w a d z i to  — p o  d rugim  p od zia le  m e jo ty c z n y m  — d o  p o ­

w sta n ia  d w u  par spor o n ie  ro d z ic ie lsk im  u k ła d z ie  a lle li  (an g. n o n - p a r e n t a l  d i t y p e ,  N P D )

IV. M utanty oddechowe Saccharomyces cerevisiae

Pierw sze m utan ty  oddechowe w ykryto w hodowlach drożdży na po­
żywce zaw ierającej 0,1% glukozy i 2% glicerolu (7, 9, 61). Taka pożywka 
zapewnia norm alny wzrost szczepu dzikiego. Natomiast m u tan ty  o uszko­
dzonym  układzie enzymów oddechowych nie mogą w ykorzystyw ać węgla 
ze związków nie ulegających ferm entacji, a niskie stężenie glukozy w pod­
łożu powoduje, że tw orzą one małe, wolno rosnące kolonie. S tąd  pochodzi 
pierw otna nazwa tej grupy m utantów  — małe (franc. petite). W latach 
późniejszych, stosując inne m etody izolowania w ykryto nowe typy m u­
tantów  oddechowych drożdży.

Obecnie można je sklasyfikować w następujący sposób:
1. M utanty  jądrowe.

a) Małe, oznaczane najczęściej symbolem p i kolejnym i num eram i 
(także ly6 i ly8), oraz ich allele dzikiego typu P. Nie rosną, lub rosną 
bardzo słabo na nie ulegających ferm entacji źródłach węgla. Nie 
pobierają lub pobierają mało tlenu.

b) M utant opi.
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c) M utanty  cy m ają bardzo obniżoną zawartość cytochrom u c. W ięk­
szość z nich pobiera tlen  i słabo rośnie na nie ulegających ferm en­
tacji źródłach węgla.

d) M utant cyt.
2. M utanty  cytoplazm atyczne ro~ (typ standardow y — ro+) są zdolne 

tylko do ferm entacji. Nie pobierają tlenu. Jest to najczęściej w ystę­
pujący u drożdży typ  m utantów  oddechowych; często nazyw a się je 
m utantam i m ałym i cytoplazm atycznym i. Można je w sposób dość 
um owny podzielić na dwie podgrupy:
a) roń cytoplazm atyczne m utan ty  neutralne, oraz
b) ro 7 cytoplazm atyczne m utan ty  supresyjne.

la . M utanty jądrow e typu p

Pierw sze m utan ty  tego typu opisali S h e r m a n  (59), S h e r m a n  
i S ł o n i m s k i  (62) oraz M o u n o l o u  i wsp. (43). M utanty  p zacho­
w ują się jak  recesywne: łącząc się ze szczepem standardow ym  P  dają  
diploidy norm alnie rosnące na glicerolu i oddychające. Po sporulacji 
otrzym uje się te trady  zaw ierające dwie spory z m utantem  p i dwie spory 
P. Olbrzym ia większość m utantów  p okazała się niealleliczna: diploidy 
powstałe z połączenia dwóch różnych zm utow anych szczepów np. p x i p7 
zachow ują się jak  szczepy standardow e pod względem wzrostu na glice­
rolu i zdolności zużywania tlenu. M utanty  px i p7 w ykazują zatem  kom- 
plem entację. Krzyżówki m iędzy różnym i m utantam i p nie były, jak się 
w ydaje, dokładniej badane, lecz nieliczne zebrane dotychczas dane w ska­
zują na niezależną segregację par różnych m utantów  (ilość te trad  PD =  
=  NPD). Żadne dane nie w skazują na zgrupowanie tych genów w super- 
jednostki typu operonów.

W spólną cechą m utantów  p jest brak cytochromów a +  a3, nieco pod­
wyższony poziom cytochrom u c, niepobieranie lub pobieranie tylko bardzo 
m ałych ilości tlenu  oraz zdolność do wzrostu ty lko  na ulegających fer­
m entacji źródłach węgla. M utanty  p6 i p7 nie m ają również cytochrom u b, 
k tóry  w ystępuje w norm alnej ilości u m utan ta  p5. M utant p4 w  przeci­
wieństw ie do pozostałych pobiera małe ilości tlenu, ma bardzo niski po­
ziom cytochromów a +  a3 i b, nie rośnie na źródłach węgla ulegających 
ferm entacji. Spektrum  cytochromowego m utantów  pi i p3 nie udało się 
określić, ponieważ szczepy z tym i m utacjam i zaw ierają bardzo duży pro­
cent kom órek o zmienionym  czynniku cytoplazm atycznym , które są 
zawsze pozbawione cytochromów a +  a3 oraz b.

M utanty  oznaczone symbolami ly6 i ly8 nie są zdolne do oddychania, 
a ponadto nie syn tetyzu ją  lizyny. W edług O g u r a i wsp. (49) w ym agają 
one do wzrostu także kwasu glutaminowego, o czym S h e r m a n  i S ł o ­
n i m s k i  (62) nie w spom inają. Oba te m utan ty  m ają również zm utowany 
czynnik cytoplazm atyczny. S h e r m a n  i S ł o n i m s k i  (62) podkreś­
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lali, że m utan ty  p i ly nie m ają cytochrom ów ściśle związanych ze s tru k ­
tu rą  m itochondrium , m ają  zaś w nadm iarze luźno z tą  s tru k tu rą  zwią­
zany cytochrom  c.

Dalszych inform acji o m utantach  typu  p dostarczyli L a c h o w i c z
i wsp. (31, 32 oraz inform acje ustne). W yizolowali oni około 40 m utantów  
oddechowych, z k tórych tylko nieliczne okazały się alleliczne w stosunku 
do już znanych. Spośród m utantów  dokładniej zbadanych dwanaście nie 
zaw iera cytochrom ów a +  a3 oraz b (jak p6 i p7), a sześć m utantów  nie 
posiada cytochromów a +  a3 (jak p5). W szystkie w ykazują podobny po­
ziom cytrochrom u c. Poza tym  jeden z m utantów  nie ma ty lko cytochro- 
m u b, jeden zaś m utan t nie ma cytochrom ów a +  a3 oraz c, m a natom iast 
cytochrom  b, jest więc zasadniczo odm ienny od pozostałych.

Obecnie znam y już około trzydziestu  genów jądrow ych, związanych 
z procesem oddychania. M utacja w  jednym  z nich w ystarcza do całkowi­
tego lub praw ie całkowitego zablokow ania procesu oddychania. Efekty 
fenotypowe każdej z tych  m utacji są zbliżone do siebie, a czasem nieodróż­
nialne dostępnym i m etodam i badawczym i. Na podstawie bardzo małej 
ilości m utacji allelicznych można przypuszczać, że ogólna ilość genów, 
k tó rych  funkcje związane są w jakiś sposób z łańcuchem  oddechowym, 
jest bardzo duża.

Dotychczas nie udało się powiązać żadnej m utacji należącej do tej 
grupy z brakiem  lub zm ianą budow y jednego ściśle określonego polipep- 
tydu. Bez dalszych badań byłoby ryzykow ne zakładanie, że otrzym any 
przez zespół Lachowicza m utan t pozbawiony jedynie cytochrom u b ma 
zm utow any gen w arunkujący  s tru k tu rę  części białkowej tego cytochromu.

W populacji m utantów  p pow stają sam orzutnie rew ertan ty  norm alnie 
oddychające i rosnące na nie u legających ferm entacji źródłach węgla. 
Szybkie nagrom adzanie się rew ertan tów  często u trudn ia  analizę gene­
tyczną m utantów  p (Lachowicz i K otylak, inform acja ustna). Można przy­
puszczać, że szczepy norm alnie oddychające m ają  przewagę selektyw ną 
nad tym i, które zdolne są jedynie do ferm entacji.

Ib. M utant opx

Podobnie jak dla innych m utantów  oddechowych głównym  źródłem 
energii dla tego m utan ta  jest ferm en tacja  glukozy. Jednakże m utant op: 
zużywa tyle tlenu ile szczep dziki, choć nie w ykorzystuje źródeł węgla nie 
ulegających ferm entacji. Analiza genetyczna w ykazała, że jest to poje­
dyncza m utacja typu  jądrowego (28, 31). W yodrębnione m itochondria 
m utan ta  (27) w ykazują zm niejszoną zdolność do fosforylacji w porów na­
niu  z m itochondriam i szczepu dzikiego. Typowe związki rozprzęgające 
fosforylację np. dw unitrofenol zw iększają zużycie tlenu. Można stąd wno­
sić, że dotknięte m utacją m iejsce nie jest związane ze sprzężeniem  fos­
forylacji z oddychaniem  lecz z k tórym ś z dalszych etapów fosforylacji. 
Ten tok rozum owania w ydają się potw ierdzać w yniki badań nad ak tyw ­
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nością ATPazową m itochondriów szczepu dzikiego, m utan ta  opx i jednego 
z m utantów  cytoplazm atycznych (26, 27, 28, 29). U szczepu dzikiego
S.cerevisiae  we frakcji m itochondrialnej w ystępuje ATPaza o dwóch 
optim ach działania: przy pH  6,2 oraz pH  9,5. Aktywność jej zwiększają 
jony Mg2+. Azydek oraz oligom ycyna silnie ham ują aktywność przy pH  
9,5 a nie w yw ierają w pływ u na aktyw ność przy pH  6,2. Nie jest w yklu­
czone, że są to dwa różne enzymy. M utan t opi w ykazuje w yraźnie m niej­
szą aktyw ność A TPazy o optim um  pH  9,5 w porównaniu ze szczepem 
dzikim, natom iast aktyw ność enzym u działającego przy pH  6,2 i w rażli­
wość na inhibitory jest taka sama. Ponadto u m utan ta  opj w ystępuje 
m niejsza ilość cytochrom u a. Fakt ten  oraz niskie w artości stosunku P/O 
przy u tlen ian iu  ketoglutaranu świadczą o złożonym charakterze m utacji. 
U jednego z m utantów  cytoplazm atycznych S.cerevisiae ATPaza w m ito- 
chondriach w ykazuje również dw a optim a działania przy różnych pH. 
W tym  przypadku jednak  w przeciw ieństw ie do m itochondriów szczepu 
dzikiego działanie enzym u przy pH  9,5 nie było hamowane przez oligo- 
m ycynę (29).

lc . M utanty cy

W kom órkach dzikiego szczepu S.cerevisiae stw ierdzono obecność 
dwóch rodzajów cytochrom u c, różniących się s tru k tu rą  pierwszorzędową 
(15, 57). Cytochrom y te nazwano izo-1 cytochrom  c i izo-2 cytochrom  c. 
Ilość izo-1 cytochrom u c w hodowanych tlenowo drożdżach sięga 92fl/o 
całkow itej ilości cytochrom u c. Oba izocytochrom y c można rozdzielić 
za pomocą chrom atografii na wym ieniaczach kationow ych (56, 64) i elek­
troforezy. S tru k tu ra  pierwszorzędową izo-1 cytochrom u c okazała się 
identyczna ze s tru k tu rą  drożdżowego cytochrom u c ustaloną przez N a - 
r  i t ę i wsp. (46) (cytowane za 63). N atom iast s tru k tu ra  pierwszorzędową 
izo-2 cytochrom u c nie została dotychczas określona. Odrębność obu izo- 
cytochromów potwierdziła analiza składu aminokwasowego m etodą elek- 
trochrom atografii (ang. jinger print) i sekwencji aminokwasowej polipep- 
tydu związanego z pierścieniem  hem owym  (71).

M utanty  cy wyselekcjonowano na podstawie badania w idm a absorpcji 
charakterystycznego dla poszczególnych cytochromów w tem peraturze 
— 190° (19, 62). M utanty  te w ykazują m niej w yraźne pasma absorpcji 
charakterystyczne dla cytochrom u c lub nie w ykazują ich wcale. W nie­
których przypadkach ilość cytochrom u c jest proporcjonalnie m niejsza 
niż cytochrom u b w porów naniu ze szczepem standardow ym . S h e r m a n 
(60) wykazał, że wszystkie m utan ty  cy segregują w krzyżów kach w sposób 
charakterystyczny dla m utantów  jądrow ych. Zidentyfikow ał on sześć 
różnych, niesprzężonych genów cy. M utacje w  genach cy!, cy2, cy3, cy4 
prowadzą do u tra ty  zdolności do w zrostu na  mleczanach, jakkolwiek 
m utan ty  te mogą rosnąć na glicerolu jako źródle węgla. M utant cy5 rośnie 
bardzo słabo zarówno na mleczanie jak  i na glicerolu. M utant cy6 ma
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znacznie m niejszą ilość cytochrom u c i rośnie zarówno na mleczanie jak
i na glicerolu.

N ajdokładniej zbadano alleliczne, tzn, niekom plem entujące m utanty  
c y i- i  i cyx_2 (60, 63). Nie zaw ierają one wcale izo-1 cytochrom u c, zaś 
ilość izo-2 cytochrom u c jest taka jak  w szczepie dzikim. W ysiewając m u­
tan ty  cy i_2 na m leczanie jako na jedynym  źródle węgla wyselekcjonowano 
rew ertan ty  o norm alnej ilości izo-1 cytochrom u c. Różnica między jed­
nym  z tych rew ertan tów  cy x _ 2a  a szczepem standardow ym  polega na 
zastąpieniu kw asu glutam inowego tyrozyną w peptydzie łączącym  się 
z hem em  (63). P ierw otna więc m utacja  m ogłaby dotyczyć zmiany try -  
p letu  GAA -> UAA lub GAG -> UAG (GAA i GAG kodują kwas g lu ta ­
m inowy, UAA i UAG zaś kodują przerw anie syntezy łańcucha polipep- 
tydowego), a rew ersja  — zm iany któregoś z trypletów  „nonsensow nych” 
na tryp le t UAU lub UAC (oba kodują tyrozynę). Zachowanie się rew er- 
tan ta  c y ^ A  w krzyżów kach potwierdza, że cyx jest genem  jądrowym , 
a badana rew ersja polega rzeczywiście na zmianie w  tym  genie. Pozwala 
to  sądzić, że gen cyx jest genem  s truk tu ra lnym  izo-1 cytochrom u c z loka­
lizacją w jądrow ym  DNA.

Zidentyfikow anie m utantów  cy! pozwoliło w yjaśnić, dlaczego przy 
przenoszeniu k u ltu ry  beztlenow ej drożdży do w arunków  tlenow ych syn­
teza izo-2 cytochrom u c rozpoczyna się wcześniej i początkowo nagro­
madza się go więcej niż izo-1 cytochrom u c, a później dopiero zachodzi 
szybka synteza izo-1 cytochrom u c. O statecznie w fazie stacjonarnej ku l­
tu ry  drożdży w w arunkach tlenow ych jest 92% izo-1 cytochrom u c
i zaledwie 8% izo-2 cytochrom u c. S ł o n i m s k i  i wsp. (67) przypusz­
czają, że izo-2 cytochrom  c spełnia rolę regulatora  biosyntezy izo-1 cyto­
chrom u c. W drożdżach hodowanych beztlenowo w ystępow ałby białkowy 
prekursor o funkcjach represorow ych w stosunku do cytochrom u c. 
W obecności tlenu po dołączeniu pierścienia hemowego do tego p reku r­
sora pow staw ałby izo-2 cytochrom  c, co powodowałoby derepresję syn­
tezy izo-1 cytochrom u c. Hipotezę tę  potw ierdza fakt, że przy indukcji 
tlenem  drożdży z hodowli beztlenow ej stopień włączania znakowanych 
aminokwasów do izo-2 cytochrom u c jest o 30—40% niższy niż do izo-1 
cytrochrom u c (13, 15). Syntezę obu izocytochromów można zahamować 
dodając do środowiska adaptacyjnego 5-m etylotryptofan, przy czym sil­
niej zaham owana jest synteza izo-1 cytochrom u c. M utanty  auksotroficz- 
ne, w ym agające do w zrostu tyrozyny i fenyloalaniny,. przy ograniczonych 
ilościach tych aminokwasów nie syn te tyzu ją  izo-1 cytochrom u c, nato­
m iast izo-2 cytochrom  c pozostaje w nich nadal. Cykloheksim id działając 
na kom órki drożdży w czasie adaptacji tlenow ej ham uje całkowicie syn­
tezę enzymów oddechowych (12). N aw et przy wysokim  stężeniu tego 
antym etabolitu  synteza izo-1 cytochrom u c jest ham ow ana całkowicie, 
natom iast synteza izo-2 cytochrom u c jedynie w 30—40%. Badania k ine­
tyki indukow anej tlenem  syntezy obu izocytochromów wykazały, że ilość
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izo-2 cytochromu c zwiększa się szybko i niezależnie od obecności cyklo- 
heksim idu w ciągu pierwszej godziny adaptacj tlenow ej, zaś ilość izo-1 
cytochrom u c zaczyna w zrastać dopiero po osiągnięciu przez izo-2 cyto­
chrom  c stałego poziomu (56).

Id. Mutant „cyt”

M utant „cy t”, w ykry ty  przez G u n g e i wsp. (18), hodowany w tem ­
peraturze 25° zawiera w szystkie cytochrom y, natom iast w  wyższych 
tem peraturach synteza cytochromów jest zaham ow ana i nagrom adzają 
się koproporfiryny. Pom im o braku  układu cytochromowego, m utant ten  
w ykazuje nikły  w zrost na podłożu zaw ierającym  mleczan jako jedyne 
źródło węgla. A utorzy sądzą, że m utacja  ta  polega na w ystępow aniu 
u m utan ta  term olabilnej dekarboksylazy koproporfirynogenow ej. W niż­
szej tem peraturze enzym  ten  działa praw ie norm alnie przekształcając 
koproporfinę w protoporfirynę, natom iast podniesienie tem peratu ry  po­
w oduje jego całkowitą inaktyw ację.

2. Mutanty cytoplazmatyczne ro~

W szystkie zbadane dotąd m utan ty  cytoplazm atyczne S.cerevisiae  poz­
bawione są cytochromów a +  a3 oraz b i m ają zwiększoną zawartość cyto­
chrom u c. Są więc pod tym  względem  zbliżone do najliczniejszej grupy 
m utantów  jądrow ych p. Natom iast w  przeciw ieństw ie do m utantów  ją ­
drow ych m utan ty  ro~ nie są zdolne do rew ersji (43).

2a. M utanty ro~

Zachowują się w krzyżówkach w sposób charakterystyczny dla poza- 
jądrow ych (cytoplazm atycznych) czynników dziedzicznych (59, 62). Nie­
które z tych m utantów  po skrzyżowaniu ze szczepami standardow ym i 
dają diploidy standardow e, a po mejozie wszystkie spory są również typu 
standardowego. M utanty  te nazwano cytoplazm atycznym i m utantam i neu ­
tralnym i i oznaczono symbolem ro . Niezależnie otrzym ane m utanty  
ro^ nie w ykazują kom plem entacji, gdyż po skrzyżowaniu dają małe diplo­
idy nie zdolne do sporulacji. W krzyżów kach m iędzy m utantam i cytoplaz­
m atycznym i rô T i m utantam i jądrow ym i p, o trzym uje się diploidy typu 
standardowego, a po mejozie połowa spor w te tradach  jest typu standar­
dowego, połowa zaś ma m utację p. Zatem  m utacje roiT „gubią się” w pro­
cesie krzyżowania.

Szczegółowe badania w ykazały jednak, że takie m utan ty  jądrow e jak 
P3> tye i ly8 w krzyżów kach z ro^ dają wyłącznie diploidy małe, a m utant 
Pi — do kilkudziesięciu procent diploidów m ałych. W yniki wielokrotnego 
pow tarzania tego rodzaju krzyżówek z udziałem  różnych m utantów  p 
w skazują, że niektórym  m utacjom  typu  p tow arzyszą m utacje cytoplaz­
matyczne. Można przypuszczać, że norm alne funkcjonow anie niektórych
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genów jądrow ych jest niezbędne do norm alnego funkcjonow ania czynnika 
(czynników ?) cytoplazm atycznego. M utacje zaś w  innych genach jądro­
w ych powodują zwiększenie częstości m utacji cytoplazm atycznych.

2b. M utanty ro~

Inna grupa m utantów  m ałych, nazw anych m utantam i cytoplazm atycz- 
nym i supresyjnym i, ro r jest przedm iotem  nieukończonych jeszcze, wielo­
letnich badań E p h r u s s i e g o  i wsp. (6, 7, 8, 9, 61). M utanty  te po 
skrzyżowaniu ze szczepem standardow ym  dają zygoty, które norm alnie 
przechodzą mejozę, jeśli są umieszczone na podłożu sporulacyjnym  bez­
pośrednio po diploidyzacji. Niemniej wszystkie lub praw ie wszystkie 
otrzym ane z nich spory są m utantam i r ó j .  Jeśli natom iast zygoty są przez 
pewien czas rozm nażane w egetatyw nie, to otrzym uje się trzy  typy kolonii 
diploidalnych: małe, nie barw iące się chlorkiem  tetrazolu, duże typu 
standardowego, oraz k ilka rodzajów kolonii m ieszanych złożonych z ko­
m órek nie barw iących się, dobrze barw iących się i pośrednich. Ilość tych 
trzech typów kolonii może być różna, ale jest ona m niej więcej stała dla 
danego m utanta. Ephrussi uważa, że po połączeniu się cytoplazm y nor­
m alnej i cytoplazm y z m utantów  ros~ następuje przejściowy okres równo­
wagi chw iejnej, w ciągu którego czynniki środowiskowe mogą m odyfi­
kować procent kolonii m ałych: podłoże zaw ierające octan sodu sprzyja 
zwiększeniu ilości dużych kolonii, a tem pera tu ra  suboptym alna (18°C) — 
m ałych kolonii. Zygoty pow stające z drożdży standardow ych, hodowa­
nych beztlenowo i m utantów  ro*~ zdolne są do w ytw orzenia enzymów 
łańcucha oddechowego i pobierania tlenu. Prawdopodobnie zatem  czynnik 
supresy jny  nie niszczy układu enzymów oddechowych, a ty lko  w jakiś 
sposób przeszkadza pow staw aniu norm alnych m itochondriów. W przej­
ściowym okresie równowagi istn ieje  więc konkurencja m iędzy nam na- 
żaniem  się m itochondriów norm alnych i zm utowanych. Okres ten w ciągu 
którego „w ahają się losy” obu typów  m itochondriów jest dość długi.

M utacje cytoplazm atyczne zachodzą u drożdży na innej zasadzie niż 
m utacje jądrowe. Logicznemu przypuszczeniu W i e r z b i c k i e g o
i B a r t k o w i a k a  (78), że pozajądrow e czynniki genetyczne mogą 
zwiększać oporność kom órek na przypadkow e działanie m utagenów, prze­
czą w yniki badań nad drożdżami. M utacje jądrow e zachodzą u drożdży 
rzadko. Naw et przy indukow aniu najskuteczniejszym i m utagenam i częs­
tość m utacji p i cy w pojedynczym  genie m ierzona jest ułam kam i pro­
centów. W przeciw ieństw ie do tego częstość spontanicznych m utacji cyto­
plazm atycznych u drożdży jest rzędu jednego, a u n iektórych szczepów 
naw et kilku procent. Euflaw ina lub akryflaw ina w  stężeniu 1 X 10~6 M 
w yw ołują u drożdży m utacje, które praktycznie w 100°/a są typu  ro _ (7, 
36, 74), podczas gdy m utagenność tych związków w stosunku do genów 
jądrow ych (poza bakteriofagam i) n ie została udowodniona. S h e r  m  a n

http://rcin.org.pl



258 A. PU T R A M E N T , R. LORENC [1 2 ]

(60) indukując ultrafio letem  m utan ty  typu cy otrzym yw ał do 50% kolonii 
małych, wśród których przytłaczającą większość stanow iły m utan ty  ro_ , 
a nie więcej niż 2% kolonie o zmienionym  spektrum  cytochrom u c, jak ­
kolwiek m utacja w którym kolw iek z co najm niej sześciu różnych genów 
jądrow ych prowadzi do m utacji cy. Analogiczne wyniki co do częstości 
indukow anych ultrafio letem  m utacji ro~ otrzym ali S a r a c h e k  i B i s h  
(54).

IV. Komplementacja między mutantami p i ro~ a pobieranie tlenu

J  a k o b (24) określała po jakim  czasie od powstania zygoty z różnych 
m utantów  p i ro~ w ykazują one zdolność do oddychania (oba haploidy 
rodzicielskie nie są zdolne do oddychania, ale w w yniku kom plem entacji 
diploid powinien zachowywać się jak typ standardowy). O ddychanie m ie­
rzono zużyciem tlenu w aparacie W arburga w pożywce bez źródła azotu
i z etanolem  jako źródłem węgla.

Drożdże standardow e hodowane przez 20 pokoleń beztlenowo uzyskują 
zdolność do oddychania dopiero po dwu godzinach przebyw ania w w arun­
kach tlenowych, na pożywce z cukrem , a m aksym alne zużywanie tlenu 
wynosi 250 |il na godzinę, na 108 komórek (dokładniej: jednostek zdolnych 
do utw orzenia kolonii, ang. colony form ing units). Zygotom p5 X pj oraz 
p5 X p7 w ystarczyło pół godziny przebyw ania na podłożu z cukrem, by 
osiągnąć takie zużycie tlenu. Podobnie zachowywały się zygoty p5ro + X 
X P ro - . Natom iast zygoty P iro+ X P ro -  nie były zdolne do oddychania 
przez 1,5 godziny.

Zygoty p5ro + X p7ro-  a także p5ro+ X Piro~ w ykazyw ały zdolność do 
oddychania po półgodzinnym  przebyw aniu na podłożu z cukrem . Nato­
m iast zygoty p5ro _ X p7ro + osiągały poziom 250 fil 0 2 dopiero po siedm io- 
godzinnym  przebyw aniu na glukozie, a zygoty Psro-  X Piro+ aż po ośmiu 
godzinach. Na tej podstawie Jakob przypuszcza, że odtworzenie aparatu  
oddechowego zachodzi w następujących etapach:

!A~ro_B PlCP7DP5E
M utacje ro~ blokują etap najw cześniejszy, p5 zaś — najpóźniejszy. 

Gdy obie m utacje w ystępują w tym  sam ym  haploidzie wyjściowym, 
z jakichś powodów przedłuża się okres, w ciągu którego zygota odbudo­
w uje swój aparat oddechowy.

Jednakże K o n i e c z n a  i L a c h o w i c z  (25) stw ierdzili, że zygota 
powstała w w yniku skrzyżowania m utanta p ze szczepem standardow ym  
nie jest zdolna przez jakiś czas do w zrostu na glicerolu. W skazuje to, iż 
nie może ona norm alnie oddychać jakkolwiek m utan ty  p są recesywne. 
Autorzy w ysunęli a lte rnatyw ną hipotezę, że m utan ty  oddechowe p m ają 
w cytoplazmie inhibitor uniem ożliw iający przez jakiś czas norm alne od­
dychanie.

Bardzo in teresującą jest obserw acja J a k o b  (24), że po okresie
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przejściowym  om awiane zygoty zaczynają zużywać znacznie więcej tlenu 
niż szczep kontrolny dziki. Na przykład po 10— 11 godzinach od skrzy­
żowania zygoty p5ro + X P ro -  zużyw ają cztery razy  więcej tlenu niż 
kontrola, następnie zaś zużycie tlenu m aleje i po 22 godzinach od skrzy­
żowania powraca do norm y. Zygoty p7ro + X P ro -  osiągały m aksym alne 
zużycie tlenu po 12 godzinach, ale w ciągu następnych 12 godzin było ono 
nadal wyższe niż w kontroli. Naieży zaznaczyć, że okres 24 godzin odpo­
wiada m niej więcej 12 pokoleniom kom órkowym. Podobnie zachowywały 
się w szystkie badane przez autorkę zygoty. Pobieranie tlenu  i spalanie 
substra tu  norm alnie podlega zatem jakiem uś systemowi regulacyjnem u, 
k tó ry  nie funkcjonuje u zygot powstałych z połączenia m utantów  odde­
chowych i jest odbudowyw any bardzo powoli.

U krzyżówek p5ro + X P ro “ wykazano (57, 58), że w zrastające wartości 
zużycia tlenu związane są z syntezą de novo oksydazy cytochromowej. 
Synteza ta ulegała zaham owaniu pod w pływ em  cykloheksimidu.

V. M itochondrialny DNA a m utan ty  oddechowe

Zagadnienie obecności kwasów nukleinow ych w m itochondriach, jak
i biosynteza białka w tych organellach omawiane było w dwóch artykułach 
w Postępach Biochemii (75, 78). Również w m itochondriach drożdży w y­
kazano zarówno obecność DNA (42, 43, 44, 73) jak  i polim erazy DNA (79). 
W edług M o u n o l o u  i wsp. (42) DNA m itochondriów drożdży stanowi 
od 10— 14°/o całego DNA komórki. T e  w a r  i i wsp. (73) wykazali, że 
własności fizyczne DNA jądrowego i m itochondrialnego różnią się. Obie 
frakcje można rozdzielić drogą ultraw irow ania w gradiencie chlorku cezu. 
F rakcja m itochondrialna składa się z dwóch podfrakcji, co stwierdzono 
badając gęstość pozorną DNA i zależność absorpcji w ultrafiolecie od 
tem peratury . Potw ierdzają to M o u s t a c c h i  i W i l i a m s o n  (44), 
którzy stw ierdzili w kom órkach drożdży obecność trzech rodzajów DNA
o gęstości pozornej 1,699 g/cm3, 1,706 g/cm 3 i 1,683 g/cm3. Pierw sza z tych 
wartości odpowiadałaby DNA jądrow em u, trzecia — DNA m itochondrial- 
nem u. Autorzy ci w ykazali ponadto, że hodowanie drożdży w różnych 
w arunkach fizjologicznych a także indukow anie akryflaw iną m utacji cy- 
toplazm atycznych zmienia jedynie ilość DNA przypisywanego mitochon- 
driom, a nie w pływ a na dwa pozostałe rodzaje DNA. Podobne wyniki 
otrzym ali M o u n o l o u ,  J a k o b  i S ł o n i m s k i  (42, 43). Badali oni 
DNA z m utantów  oddechowych jądrow ych oraz cytoplazm atycznych: 
neutralnych  i supresyjnych (por. tabl. 2). Frakcje DNA otrzym ane ze 
szczepu dzikiego nie różnią się swoimi właściwościam i od DNA z m utan­
tów jądrowych. W artości gęstości pozornej wynosiły 1,701 g/cm 3 dla DNA 
jądrowego; 1,705 g/cm 3 dla jednej z pozostałych dwóch frakcji pozajądro- 
wych i 1,687 g/cm 3 dla frakcji odpowiadającej DNA m itochondrialnem u
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(tablica 2). N atom iast u m utantów  cytoplazm atycznych gęstość pozorna 
DNA cytoplazm atycznego jest inna: u m utan ta  neutralnego wynosi ona 
1,683 g/cm 3, a u m utan ta  supresyjnego w zrasta do 1,695 g/cm 3. W związku 
z tym  nasuw a się pytanie czy rzeczywiście w DNA m itochondrialnym  
jest zakodowana inform acja o pierwszorzędow ej s truk tu rze  ich białek. 
Z w artości obliczonego ciężaru cząsteczkowego znajdującego się w m ito- 
chondrium  DNA w ydaje się to możliwe (42), jednak  różnice gęstości po­
zornej DNA z m itochondriów szczepów standardow ych oraz m utantów  
roń i ro~, nie mogą być trak tow ane jako dowód. Przede wszystkim  nie 
wiadomo, czy zm iany w DNA u m utantów  cytoplazm atycznych wywo­
łu ją  m iędzy innym i zm iany w struk tu rze  i funkcji m itochondriów czy 
też zm iany w m itochondriach prowadzą między innym i do zmian w gęs­
tości pozornej ich DNA.' Zm iany takie zdaniem  M o u n o l o u  i wsp. (43) 
mogą być spowodowane na przykład w ystępow aniem  większej czy m niej­
szej niż norm alnie ilości zm etylow anych zasad, dołączeniem  cząsteczki 
cukru itd. Zm iany gęstości pozornej DNA mogą być także uw arunkow ane 
występowaniem  w szczepach standardow ych dwóch rodzajów mitochon­
driów; m utacja ro~ uniem ożliw iając nam nażanie jednego prowadziłaby 
do nagrom adzania się wyłącznie drugiego rodzaju.

Pew nych danych o roli m itochondrialnego DNA w syntezie enzymów 
łańcucha oddechowego dostarczyły badania przy użyciu testów  hybry- 
dyzacyjnych i chloram fenikolu. Testy hybrydyzacyjne odznaczają się w y­
jątkowo wysoką specyficznością, czego dowodem jest zidentyfikow anie 
za ich pomocą frakcji mRNA syntetyzow anego przez operony laktozy (45, 
70), galaktozy (1) i tryp tofanu  (22, 23) u E.coli. M itochondrialny DNA (14) 
wyodrębniono z drożdży szczepu dzikiego hodowanego beztlenowo oraz 
poddanych adaptacji tlenow ej. Testy hybrydyzacyjne w ykonyw ano 
z RNA: rybosom alnym , przenoszącym  i zw iązanym  ze struk turam i pod- 
komórkowymi. Ten ostatn i rodzaj odpowiadał wielkocząsteczkowym  frak ­
cjom ulegającym  szybko znakowaniu m etodą pulsacyjną. Ten RNA z droż­
dży adaptow anych hybrydyzow ał z DNA m itochondrialnym  w dużo więk­
szym  stopniu niż RNA z drożdży nie adaptow anych. Różnic takich nie 
stw ierdzono przy hybrydyzacji z DNA jądrow ym . RNA rybosom alny
i przenoszący hybrydyzow ały nieznacznie z DNA m itochondrialnym , ba r­
dzo dobrze natom iast z DNA jądrow ym , przy  czym adaptacja tlenowa 
nie w yw ierała wpływu. A utor (14) sugeruje, że DNA m itochondrialny 
koduje inform ację dla specjalnej klasy RNA, a jej transk rypcję  u łatw iają 
lub też powodują w arunki adaptacji tlenow ej.

W obecności chloram fenikolu i innych antybiotyków  synteza enzymów 
łańcucha oddechowego ulega zaham ow aniu (4, 21, 74). N ajsilniej ham o­
w ana jest synteza oksydazy cytochrom ow ej, cytochrom u b, cx i dehydro­
genazy bursztynianow ej. Praw ie zupełnie natom iast nie jest ham ow ana 
synteza cytochrom u c. Ze względu na zachodzącą w  m itochondriach syn­
tezę białka (30) oraz specyficzne działanie chloram fenikolu na rybosom y
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Tablica 1

Enzymy powstające w czasie adaptacji tlenowej komórek drożdży (według 66)

Enzym

Aktywność (wyrażona w 
ilości zredukowanego sub- 

stratu)
Wzrost
aktyw­

nieadaptowa-
nych

adaptowa­
nych

ności

1.9.3.1. oksydoreduktaza cytochrom c : 0 2 ((xl 0 2/ 
godz) 1 180 200 x

1.11.1.5. oksydoreduktaza feroocytochrom c : nad­
tlenek wodoru (stała reakcji w  czasie 0) 0,03 1,6 50 X

1.11.1.6. oksydoreduktaza nadtlenek wodoru: nad­
tlenek wodoru (stała reakcji w czasie 0) 
(cytochrom c/mol x  10~10)

0,3 
około 0.1

10
1.8

30 x  
około 
20 x

1.1.2.3. oksydoreduktaza L-mleczan: ferricytochrom
c
(^1 H2/godz.) około 0,5 25 około 

50 x

1.1.1.8. oksydoreduktaza glicerofosforan: ferricy­
tochrom c (¡xl/H2/godz.) 0,2 12 50 x

1.6.2.3. oksydoreduktaza zred. NADP: ferricyto­
chrom c 
(|i.l H2/godz.) 1,6 64 około 

40 x

1.3.99.1. oksydoreduktaza bursztynian: akceptor 
([ii H2/godz.) 0,3 13 około 

40 x

4.2.1.3. hydrolaza cytrynianu (izocytrynianu) (fil 
H2/godz.) 7,0 20 3 x

5.2.1.1. cis-trans-izomeraza maleinianu (pil fuma- 
ran/godz.) 120 800 7 x

4.2.1.2. hydroliaza L-jabłczanu (¡zl H2/godz.) 20 110 6 x

1.1.1.1. oksydoreduktaza alkohol: NAD (fxl 
H2/godz.) 83 35 0,4 x

8 P o s tę p y  B io c h e m ii http://rcin.org.pl
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m itochondrialne dane te mogą być pośrednim  dowodem autonom ii m ito- 
chondriów, które w arunkow ałyby syntezę niektórych enzymów łańcucha 
oddechowego. Można jednak również przypuszczać, że synteza kompo­
nen t białkowych oksydazy cytochromowej, cytochromu b i cx nie jest 
wybiórczo ham ow ana przez chloram fenikol, a cytochrom y te nie mogą 
przybrać swej ostatecznej konfiguracji na skutek zaham owania syntezy 
białek s truk tu ra lnych  mitochondriów.

Podstaw y genetyczne układu oddechowego S.cerevisiae są w yjątkow o 
skomplikowane. Po pierwsze, część inform acji genetycznej zaw arta jest 
w DNA jądrow ym , część zaś — w m itochondrialnym  a badanie „podziału 
kom petencji” u trudn ia  fakt, że wiele m utacji jądrow ych (typu p) i cyto- 
plazm atycznych prowadzi do podobnych skutków  fizjologicznych. Po d ru ­
gie, jest olbrzym ia dysproporcja między ilością tzw. genów stru k tu ra l­
nych i regulacyjnych: z sześciu genów jądrow ych cy jeden tylko zawiera 
inform ację o sekwencji am inokwasów w izo- 1  cytochromie c, pięć pozo­
stałych zaś w jakiś okrężny sposób w pływ a na poziom tego enzym u 
w komórce. Jeszcze m niej jasna jest rola genów p. Żadnem u z nich nie 
można przypisać inform acji o sekwencji aminokwasów w którym ś z cy- 
tochromów. Po trzecie, m utacje cytoplazm atyczne zachodzą z niezw ykłą 
częstością i zupełnie nie wiadomo, czy następuje jednocześnie identyczna 
m utacja we wszystkich cząsteczkach DNA m itochondrialnego, czy też 
m utu ją  tylko niektóre cząsteczki, a następnie nam nażają się wybiórczo, 
naw et jeśli są to m utacje ro~. Po czwarte, sposób m utacji DNA m ito­
chondrialnego — zm iana jego gęstości — jest sprzeczny ze wszystkim , 
co dotąd wiadomo o m echanizm ie m utacji jądrowych.
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K o m u n i k a t

Zarząd Główny Polskiego Tow arzystw a Diagnostyki 
Laboratoryjnej podaje do wiadomości wszystkim  zainte­
resow anym , że IV Zjazd PTDL odbędzie się w dniach 
17—20.IX. 1970 w Szczecinie.

Tem at Zjazdu:

„Rola i znaczenie diagnostyki enzymologicznej we 
współczesnej m edycynie”

W ram ach Zjazdu odbędzie się również Sym pozjum  na 
tem at:

,,Lekooporność drobnoustrojów  chorobotwórczych”
W dniu 17.IX.1970 odbędzie się również W alne Zgrom a­
dzenie Delegatów PTDL, na którym  zostanie dokonany 
wybór nowych władz Towarzystwa.

Zarząd Główny 
Polskiego Tow arzystw a 

Diagnostyki L aboratory jnej
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T AD EU SZ M IK U L SK I *

Elektronowy rezonans paramagnetyczny i jego zastosowanie 
w biochemii

Electron Spin Resonance and Its Application in Biochemistry

D escription of the phenom enon and th e  ESR m ethod in  biochem istry are pre­
sented. The results of studying the free  radicals in tissues, in enzym atic reactions 
and in  radiobiology h ave been analysed. A study covering the structure and the  
trip lete states of m olecu les by ESR m ethod has been discussed.

Zjawisko elektronowego rezonansu param agnetycznego (ERP) odkrył 
Z a w o j s k i j  (179). Pierw sze jego doświadczenia dotyczyły absorpcji 
rezonansowej przy częstościach radiow ych w jonach soli i żelaza. Jednak 
dopiero rozwój techniki m ikrofalowej upowszechnił zjawisko ERP i umoż­
liwił zbudowanie spektrom etrów  ERP o dużej czułości. Pozwala to na 
badanie atomów i cząsteczek posiadających nieskom pensow any spin, 
dlatego też badanie ERP stosuje się w różnych dziedzinach fizyki i chemii. 
Od 1954 roku, kiedy C o m m o n e r  i wsp. (39) zaobserwowali widmo 
ERP w tkankach królika, m etoda ERP znalazła też zastosowanie w bio­
logii i biochemii. Poza identyfikacją wolnych rodników m etoda ta  dostar­
cza bowiem wiele istotnych i cennych inform acji dotyczących stosunków 
energetycznych, m echanizmów reakcji oraz elektronow ej s tru k tu ry  ba­
danego układu biochemicznego.

Już w roku 1960 odbyła się pierwsza konferencja m iędzynarodowa 
poświęcona zastosowaniu ERP w układach biologicznych (165), a w ostat­
nich latach ukazało się kilka m onografii poświęconych zjaw isku ERP (4, 
102) oraz jego zastosowaniu w chemii i biologii (19, 41, 70).

W niniejszej pracy dla zrozum ienia istoty ERP opisano bardzo ogólnie 
podstaw y spektroskopii ERP. W części drugiej podano wyniki osiągnięte 
m etodą ERP w różnych działach biochemii.

I. Zjawisko ERP

Rozpatrzm y atom  z jednym  nieskom pensow anym  elektronem , np. atom 
wodoru. Jak  wiadomo elektron, oprócz orbitalnego m om entu pędu, po­

* Dr m ed., mgr, Zakład F izyk i L ekarskiej, Pom orska A kadem ia M edyczna, 
Szczecin.
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siada w łasny m om ent — spin s, k tó ry  może przyjm ować dwie wartości: 
m s =  ±V 2. Ze spinem  związany jest m om ent m agnetyczny pi, k tó ry  po­
siada ten sam kierunek, lecz przeciw ny zwrot. Zależność tę można zapi­
sać w postaci wzoru (1 ):

(I =  gś . 1

gdzie g jest współczynnikiem  Landego dającym  inform ację o oddziały­
w aniu orbitalnego i  spinowego m om entu pędu elektronu.

Moment m agnetyczny elektronu, ze względu na swój ruch  obrotowy 
w  sta łym  polu m agnetycznym  o natężeniu H0, w ykonuje ruch  precesyjny 
(rysunek 1 ), tworząc ką t 0  z kierunkiem  natężenia pola.

R ys. 1. Precesja m om entu m agnetycznego elektronu w okół sta łego pola m agne­
tycznego H 0

Częstotliwość precesji o)0 w yraża się wzorem  (2):

<o0 =  y H0 2

gdzie y jest współczynnikiem  girom agnetycznym .
Proces zmiany jednej orientacji ^ na inną odpowiada zmianie ką ta  0 ; 

m ożna tego dokonać przykładając prostopadle do H0 zm ienne pole m a­
gnetyczne Hi, zgodne w  fazie z precesją elektronu. Gdy częstotliwość 
zmiennego pola m agnetycznego o  rów na się częstotliwości precesji o)0, 
w tedy  zachodzi w arunek  rezonansu. Zmienne pole m agnetyczne można 
traktow ać jako w ynik nałożenia się dwóch pól kołowo spolaryzow anych
o przeciw nych kierunkach. Ale w zjaw isku rezonansu bierze udział tylko 
składow a obracająca się w  kierunku precesji m om entu m agnetycznego 
elektronu. W iruje ona z tą samą częstością, z k tórą odbywa się precesja 
spinu. Na m oment m agnetyczny działa więc m ały, ale s ta ły  m om ent 
obrotowy, k tóry  stopniowo zmienia jego kierunek na przeciwny. W ten 
sposób na skutek działania zmiennego pola magnetycznego, k tórym  jest 
pole w ielkiej częstotliwości, spin oraz jego m om ent m agnetyczny zmie­
n iają  zw roty na przeciwne.

Rozpatrzm y teraz zbiór atomów o nieskom pensow anym  spinie. W sta ­
łym  polu m agnetycznym  spiny oraz ich m om enty m agnetyczne przybiorą
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orientację równoległą lub antyrów noległą do kierunku natężenia pola. 
P ierw otnie chaotycznie ułożony zbiór m om entów m agnetycznych elektro­
nów pod wpływem  pola rozdzieli się na  dwie grupy o różnych stanach 
energetycznych (rysunek 2).

i Ą g  j3H

E-{g/3H

H

Rys.  2. Poziom y energetyczne nieskom pensow anego elektronu w  sta łym  polu m a­
gnetycznym  (a). Jeżeli spełn iony jest w arunek rezonansu, to nastąpi absorpcja energii

m ikrofalow ej (b)

Energia każdego elek tronu  o spinie równoległym  do natężenia pola 
zm niejszy się o 1Ug H, a energia elektronu o spinie przeciwrównoległym  
w zrośnie o V2gf H. Wobec tego różnica energii tych  dwóch stanów  wynosi 
($H  (rysunek 2a). Dolny poziom energetyczny jest liczniej obsadzony 
niż górny. W zględna liczba obsadzenia tych  stanów w yraża się wzorem  3:

1 ,1  _  0 - 9 3 H / k T  3

*2

gdzie nx — liczba elektronów  w stanie o większej energii 
n 2 — liczba elektronów  w stanie o m niejszej energii 
gf — czynnik Landego 
(3 — m agneton Bohra

H — w artość natężenia pola m agnetycznego 
k  — stała Bolzmana 
T — tem peratu ra  w skali K elvina 

Jeżeli teraz do takiego układu zorientow anych spinów w stałym  polu 
m agnetycznym  H0 przyłożym y zm ienne pole elektrom agnetyczne o skła­
dowej m agnetycznej prostopadłej do H0 i częstotliwości v tak iej, że speł­
niony jest w arunek  w yrażony wzorem  4:

h v  =  g fpH 0 4

to mówimy, że rozpatryw any układ jest w rezonansie. Po przyłożeniu 
zmiennego pola elektrom agnetycznego spełniającego w arunek 4, praw do­
podobieństwo przejścia elektronu z poziomu o m niejszej energii na wyż­

b)
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szy i odwrotnie, czyli emisji i absorpcji energii, jest jednakow e. Ale jak  
już wyżej podano (wzór 3), poziom o m niejszej energii jest liczniej obsa­
dzony i dlatego w rozpatryw anym i układzie spinów nastąpi absorpcja 
energii zmiennego pola elektrom agnetycznego spełniającego w arunek re ­
zonansu. Energię tę re jes tru je  się jako sygnał ERP. W yrażając częstotli­
wość pola zmiennego w  m egahercach, a natężenie stałego pola m agnetycz­
nego w erstedach, w arunek rezonansu ERP zapisany w postaci wzoru 4 
przybierze dla wolnego elektronu postać wzoru 5:

Dzięki absorpcji kw antu  zmiennego pola elektrom agnetycznego zachodzi 
w yrów nanie się poziomów energetycznych. Po pew nym  czasie ustala się 
równowaga i w tedy energia przejścia przekazyw ana jest jako drganie 
otaczającego środowiska. Prędkość ustalenia się równowagi można zapi­
sać w postaci wzoru 6:

gdzie k jest stałą prędkości.
Najczęściej w ERP posługujem y się wielkością odw rotną do stałej 

prędkości k i określam y ją czasem relaksacji t. Określa on czas, w którym  
nadm iar spinów na niższym poziomie energetycznym  zm niejszy się e razy. 
Czas relaksacji charakteryzuje zatem  wzajem ne oddziaływanie spinów 
z okrążającym  środowiskiem (matrycą).

W idmo ERP uzyskuje się stosując stałe pole m agnetyczne przy ciągłej 
zmianie częstotliwości zmiennego pola elektrom agnetycznego, lub od­
w rotnie. Ze względów technicznych przyjęto drugą możliwość. Ustala się 
częstotliwość zmiennego pola elektrom agnetycznego, a stopniowo w spo­
sób ciągły zmienia się natężenie stałego pola magnetycznego. W pewnym  
przedziale rezonansu absorpcja mocy zmiennego pola elektrom agnetycz­
nego jest funkcją natężenia pola (rysunek 2b).

Pow ierzchnię pola pod krzyw ą absorpcji (rysunek 2b) można łatwo 
obliczyć wyznaczając w artość w yrażoną wzorem 7:

v0 [MHz] =  2,8 [Oe] 5

II Parametry widma ERP

7
—  00

gdzie J  (H) jest zaabsorbowaną mocą zależną od natężenia przykładanego 
pola. W artość wyznaczona ze wzoru (7) jest proporcjonalna do liczby
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param agnetycznych cząstek w badanym  układzie. Prawidłowo in te rp re tu ­
jąc widm o ERP można nie ty lko  zidentyfikować cząstki param agnetyczne, 
na przykład wolne rodniki, lecz także otrzym ać inform acje o strukturze 
rodników, ich oddziaływ aniu z m atrycą, energii aktyw acji itd.

Widmo ERP charak teryzu je  się czterem a następującym i param etram i:

1. współczynnikiem  Landego g
2 . w ielkością subtelnego rozszczepienia
3. wielkością nadsubtelnego rozszczepienia
4. kształtem  i szerokością.

1. W spółczynnik g inform uje o oddziaływ aniu orbitalnego i spinowego 
m om entu pędu nieskompensowanego elektronu. W artość jego może zmie­
niać się od 1 do 6, a dla wolnego elektronu wynosi 2,002319 (174). W licz­
nych wolnych rodnikach w ystępujących w układach biochemicznych 
sprzężenie spin-orbita jest bardzo m ałe i wobec tego czynnik g niewiele 
różni się od wartości g dla wolnego elektronu. Dla rodników  zaw ierają­
cych lekkie atom y (H, O, C, N) różnice te wynoszą 3 do 4 jednostek na 
trzecim  miejscu po przecinku. W artość czynnika g daje pośrednie infor­
m acje o stanie energetycznym  orbitala rodnika. Najczęściej oblicza się ją 
ze wzoru 4 po zm ierzeniu w chwili rezonansu w artości natężenia stałego 
pola m agnetycznego i częstotliwości zmiennego pola elektrom agnetycz­
nego. Pom iary te jednak są dość uciążliwe (15) i dlatego w badaniach 
biochemicznych stosuje się m etodę w zględną (31, 32).

2. D rugi param etr — wielkość subtelnego rozszczepienia — pojawia 
się w  widm ie atomów lub cząsteczek, dla k tórych w ypadkow y spin jest 
w iększy od 1/2. Dla dw urodnika S =  1 i w polu w ew nętrznym  kryształu 
nastąpi rozszczepienie poziomu na dwa poziomy energetyczne. Przy sta­
łej częstotliwości zm iennego pola elektrom agnetycznego uzyskuje się 
oddzielne dwie linie rezonansowe przy dwóch różnych wartościach natę­
żenia stałego pola magnetycznego.

3. N adsubtelna s tru k tu ra  w idm a pow staje w w yniku oddziaływania 
m om entu m agnetycznego nieskom pensowanego elektronu z m agnetycz­
nym  m om entem  jądra. Spin jąd ra  J  w  stałym  polu m agnetycznym  p rzy j­
m uje 2 J + 1  możliwych orientacji: J, J  —1... —J. Wobec tego dla przejść 
ERP reguły  w yboru przybiorą postać:

Am s =  +  l ; A m J =  0

W przybliżeniu można powiedzieć, że elektronow e przejścia między po­
ziomami energetycznym i zachodzą w  lokalnych polach powstałych na 
skutek różnej orientacji spinu jądra  w stosunku do natężenia stałego pola 
magnetycznego. W przypadku jąd ra  wodoru elektron znajduje  się raz 
w większym , drugi raz w m niejszym  polu w zależności od orientacji spinu 
jądra. Dla jądra  wodoru spin J  rów ny jest 1/z, a zatem  możliwe są tylko
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dwie orientacje rzu tu  spinu na k ierunek stałego pola m agnetycznego, 
wobec czego w arunek rezonansu można zapisać w  postaci wzoru 8:

m i  =  — J

hvt =  g(3H+ V  ai m i 8
rrtj = J

We wzorze 8 v; jest częstotliwością odpowiadającą przejściu i, mj — ozna­
cza rzu t spinu jądrowego na k ierunek  stałego pola m agnetycznego, a — 
jest stałą nadsubtelnego rozszczepienia, która charakteryzuje stopień od­
działyw ania nieskompensowanego elektronu z jądrem  i zależy od typu 
jego orb italu  atomowego lub cząsteczkowego.

Dla innych atomów w artości spinów jądrow ych są następujące: D{ =  1, 
N,4=  1.PS =  V2. Isto tny jest fakt, że Cg2 i Og6 m ają spin rów ny zeru.
a) Jeżeli elektron znajduje się na orbitalu  s lub a, to oddziaływanie jest 
bezpośrednie, gdyż gęstość nieskom pensowanego elektronu w punkcie 
jądra  jest różna od zera. Pow staje w tedy tzw. izotropowa nadsubtelna 
s truk tu ra . Stałą ai ze w zoru 8 wyznacza wzór 9:

a ‘ “ - § ¥ TY‘ (3p‘ l 'M°)|2 9

gdzie y, Yi — w spółczynniki m agnetogiryczne elektronu i jąd ra  
(3, Pi — elektronow y i jądrow y m agneton Bohra 

h — stała P lancka 
|^ ( 0) |2 — kw adrat m odułu funkcji falowej, charakteryzujący  gęs­

tość nieskom pensowanego elek tronu  w punkcie i tego 
jądra.

b) Izotropowa nadsubtelna s truk tu ra  pow staje również gdy nieskom pen- 
sowany elektron opisany jest zhybrydyzow aną funkcją  falową w łączającą 
część s orbitalu. Analiza izotropowa rozszczepienia w idm a daje inform acje
o rozkładzie gęstości elektronu. Izotropowa s truk tu ra  znika gdy | ̂ (0) |2 =  
=  0, ale w tedy może pojawić się nadsubtelna s tru k tu ra  tzw. anizotropo­
wa, uw arunkow ana oddziaływaniem  typu  dipol-dipol m iędzy m om entem  
m agnetycznym  jądra i elektronu. Zależy ona od odległości jąd ra  od 
uśrednionej gęstości nieskompensowanego elektronu. Dla wolnych rod­
ników w roztworach, jej wartość uśrednia się do zera i dlatego zjawisko 
to nie będzie rozpatryw ane szczegółowo.
c) Rozpatrzm y teraz nadsubtelną struk tu rę  pow stającą na skutek tzw. 
konfiguracyjnego oddziaływania. Zjawisko to w ystępuje w związkach 
arom atycznych. W ydawałoby się, że widmo ERP wolnego rodnika nie 
powinno wykazywać nadsubtelnej s truk tu ry , ponieważ nieskom pensowa- 
ny elektron znajduje się na orbitalu m olekularnym  typu  Jt, k tóry  jako 
kom binacja liniowa orbitali atom owych 2pz posiada gęstość elektronową 
rów ną zeru w płaszczyźnie pierścienia arom atycznego. Ale z drugiej 
strony jedynym i jądram i w cząsteczkach arom atycznych o spinie różnym
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od zera są w łaśnie protony pierścieni i ty lko one mogą powodować pow­
stanie s tru k tu ry  nadsubtelnej widm a ERP. Zjawisko to można w yjaśnić 
na podstawie prostego układu jakim  jest jon Mn2+. Posiada on budowę 
elektronow ą: ( ls )2 (2s)2 (2p)6 (3s)2 (3p)3 (3d)5, a mimo to daje  widmo ERP
0 nadsubtelnej s truk tu rze  z 6 składowymi. Fakt ten tłum aczy się tym , 
że jon m anganu nie jest w stanie podstawowym , lecz znajduje  się w s ta ­
nie wzbudzonym  o następującej konfiguracji elektronow ej: ( ls )2 (2s)2 (2p)6 
(3S)1 (3p)6 (3d)5 (4S)1. Nieskompensowany elektron znajduje się na orbitalu 
s dzięki czemu pow staje nadsubtelna s tru k tu ra  widm a ERP (70). Zjawisko 
istnienia nadsubtelnej s tru k tu ry  widm a wolnego rodnika związków aro­
m atycznych daje się tłum aczyć przy założeniu, że funkcja falowa opisu­
jąca nieskom pensow any elektron typu  n zaw iera pew ną domieszkę orbi­
ta lu  c. W widmie w olnych rodników  nadsubtelne rozszczepienie w yw oła­
ne protonem  jest proporcjonalne do gęstości spinowej nieskom pensowa- 
nego elektronu Qj na n orbitalu  i w yraża się wzorem 10 , podanym  przez 
M c  C o n n e l a  (70):

AH =  QPi 10

gdzie Q jest wielkością stałą  i dla rodników  arom atycznych przyjm uje 
w artość 280e. W zór ten  daje możliwość obliczenia rozszczepienia nad- 
subtelnego widm a ERP.

Pow staw anie nadsubtelnej s tru k tu ry  można przedstaw ić na przykła­
dzie chlorobenzosemichinonu. W sem ichinonach pow stających przy po­
wolnej redukcji chinonów, atom  chloru ma spin jądrow y rów ny zeru
1 jego jądro nie oddziaływ uje na  nieskom pensow any elektron (rysunek 
3a). W idmo tego związku nie w ykazuje więc subtelnej s truk tu ry . Jeżeli 
jeden atom  chloru podstaw i się atom em  wodoru, to nieskom pensowany 
elektron oddziaływ uje ze spinem  jąd ra  wodoru, którego wartość rów na 
jest 1h.  Wobec istnienia dwóch możliwych orien tacji spinu protonu, w po­
lu m agnetycznym  nastąpi rozszczepienie sygnału ERP na dwie składowe 
(rysunek 3b).

Po zastąpieniu dwóch atom ów chloru dwoma atom am i wodoru, ich 
m omenty m agnetyczne mogą być skierow ane równolegle albo antyrów no- 
legle do kierunku stałego pola m agnetycznego, lub tylko jeden będzie 
zorientow any w kierunku pola, a drugi w przeciwnym . Prawdopodobień­
stwo tego trzeciego stanu jest dw ukrotnie większe niż praw dopodobień­
stwo dwóch poprzednich. D latego am plituda środkowego pasma jest dw u­
krotnie większa niż dwóch pozostałych (rysunek 3c).

Po zamianie 3 atomów chloru na atom y wodoru możliwe są 4 konfi­
guracje spinów jądrow ych i dlatego na rysunku  3d widmo składa się 
z czterech pasm. Rysunek 3e przedstaw ia w idm o ERP po zamianie 4 ato­
mów chloru 4 atom am i wodoru. W ogólnym przypadku n ekw iw alentnych 
protonów o spinie rów nym  xh  w ytw orzy w widm ie ERP nadsubtelną 
struk tu rę  o (n +  1) pasm składow ych. Dokładny pom iar nadsubtelnej

http://rcin.org.pl



2 7 4 T. M IK U L SK I [8J

s truk tu ry  um ożliwia obliczenie rozkładu spinowej gęstości w cząsteczce 
(110, 111, 132).

4. Możliwość obserw acji nadsubtelnej s tru k tu ry  w idm a ERP jak rów ­
nież, w niektórych w arunkach, absorpcji rezonansowej zależy od szero-

a)

Rys. 3. W idma ERP chlorobenzosem ichinonów  (wg 79)

kości widma. P aram etr ten jest związany ze średnim  czasem znajdow ania 
się cząstki na  wzbudzonym  poziomie energetycznym . A bsorpcja rezonan­
sowa ERP jest n a tu ry  kw antow ej i do jej opisu stosuje się zasada nie­
oznaczoności Heisenberga, przedstaw iona wzorem 1 1 :

A E t =  ii

gdzie t  — czas relaksacji 
AE — różnica energii 

fi — stała P lancka dzielona przez 2n
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Ze wzoru 11 szerokość widm a w jednostkach częstotliwości wynosi:

=  ~  12 
n  t

a zatem  sygnał ERP zależy od czasu relaksacji. Jeżeli t  jest bardzo duże, co 
odpowiada małej prędkości ustalania się rozdziału spinów na poziomach 
energetycznych, to stopień obsadzenia poziomów szybko w yrów nuje się 
i w tedy powstaje niepożądane zjawisko nasycenia linii widm owej. Bardzo 
m ały czas relaksacji daje linię o w ielkiej szerokości, co u trudn ia  jej 
wykrycie. Szerokość linii ERP jest zawsze większa od rzeczyw istej z po­
wodu zm niejszania się czasu relaksacji w skutek wzajem nego oddziały­
wania każdej niezależnej cząstki param agnetycznej z otaczającym  środo­
wiskiem. W zasadzie rozróżnia się dwa czasy relaksacji:

a. czas relaksacji spin — siatka (Tx)
b. czas relaksacji spin — spin (T2)

Jeżeli absorbowana przez rozpatryw any spin energia szybko przekazy­
w ana jest drganiom  siatki, to szerokość linii zależy od TY Relaksacja 
spin — siatka może być procesem jednofononowym  tzn. pojednyczy kw ant 
energii spinowej w ym ienia się z jednym  fononem czyli kw antem  drgań 
energii siatki, lub dw ufononowym  w którym  znika fonon o częstotliwości 
Vj a pojaw ia się nowy fonon o takiej częstotliwości v2, że spełniony jest 
w arunek 13:

v2 - v 1= A E  13

gdzie AE jest energią kw antu  wzbudzonej param agnetycznej cząstki. Ten 
rodzaj przekazyw ania energii zachodzi przy dostatecznie dużych tem pe­
raturach .

Szerokość linii zależy również od oddziaływ ania typu  dipolowego m ię­
dzy spinami. Można sobie łatwo wyobrazić, że jeżeli dwie param agnetycz­
ne cząstki są oddalone o r od siebie, to  na każdą z nich pomimo zew nętrz­
nego pola m agnetycznego działa dodatkowo pole m agnetyczne H; w ytw o­
rzone przez sąsiadującą cząstkę i. Wobec tego rezonans dla każdego spinu

Rys. 4. Funkcja kształtu  lin ii ERP (a) i jej pochodna (b)
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i zachodzi w polu H =  H0±H i. Dlatego ten  typ oddziaływ ania prowadzi 
do poszerzenia linii widm owej. W spektroskopii ERP podaje się najczęś­
ciej wartość połówkowej szerokości linii (rysunek 4a). Połówkowa szero­
kość pochodnej linii absorpcji jest odległością m iędzy prostym i rów no­
ległymi, poprowadzonymi przez m axim um  i m inim um  linii absorpcji (ry­
sunek 4b).

Rys. 5. D w a typy kształtu  lin ii absorpcji param agnetycznej: a — typ  Lorentza,
b — typ G aussa

K rzywe absorpcji są krzyw ym i typu  Gaussa i typu Lorentza (rysunek 
5). Najczęściej uzyskuje się krzyw ą, k tó ra  jest sum ą tych  dwóch postaci 
zwłaszcza w tedy, gdy jest ona asym etryczna. K ształt krzyw ej daje  po­
średnią inform ację o oddziaływ aniach w ew nątrz badanego układu.

III. Metody pomiarowe

Jak  już wspom niano widmo ERP otrzym uje się doświadczalnie drogą 
ciągłych zmian natężenia pola m agnetycznego przy stałej w artości częstoś­
ci m ikrofalowej v. Aby zapewnić dostateczną czułość układu pomiarowego 
należy stosować duże wartości natężenia pola m agnetycznego co w ynika 
ze wzoru 3 i 4. P rzy  dużym  H w zrasta AE, a to daje większą różnicę m ię­
dzy n 2 i n 2.

Do badania wolnych rodników w układach biochem icznych najczęściej 
stosuje się spektrom etry  o długości fali 3 cm (41). Odpowiada to natężeniu 
pola magnetycznego rzędu 3kOe. Bardzo rzadko stosuje się spektrom etry
o zakresie m ilim etrow ym  (32). Spektrom etry  o częstościach radiow ych 
um ożliw iają badanie próbek w roztw orach wodnych o stosunkowo dużej 
objętości, ale m ają zbyt m ałą czułość (81). Spektrom etr m ikrofalow y ERP 
składa się z 5 zasadniczych elem entów: stabilnego źródła pola elek tro­
m agnetycznego wielkiej częstotliwości, kom ory rezonansow ej, m agnesu
o stałym  jednorodnym  natężeniu pola rzędu 4kOe, de tek to ra  do pom iaru
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absorbow anej energii w przedziale rezonansu oraz z układu re je s tru ją ­
cego.

Źródłem  m ikrofal jest stabilizowany klistron refleksow y o częstotli­
wości około 10GHz. K listron w ytw arza energię m ikrofalową, k tóra prze­
chodzi przez komorę rezonansową do detektora, diody krystalicznej. Przed 
kom orą rezonansową znajdu ją  się urządzenia do regulacji i kontroli mocy 
wyjściow ej i do pom iarów długości fali. Kom ora rezonansowa wraz 
z próbką badanej substancji param agnetycznej znajduje się w  stałym  
polu m agnetycznym  w ytw orzonym  przez elektrom agnes. Posiada on cew­
ki m odulacyjne.

Natężenie pola stałego można zmieniać w sposób ciągły od 0 do 4kOe. 
Jeżeli podczas zm iany natężenia pola m agnetycznego w  pew nym  prze­
dziale zostanie spełniony w arunek  rezonansu w yrażony wzorem  4, to 
próbka param agnetyczna pochłonie energię m ikrofalow ą i na detektorze 
pojaw i się sygnał ERP, k tóry  po wzm ocnieniu można uwidocznić na oscy­
lografie. P rzesuw nik fazowy i detektor fazowy um ożliw iają rejestrację 
sygnału ERP na autokom pensatorże.

Zasady działania w ym ienionych elem entów  spektrom etru  m ikrofalo­
wego podają monografie (4, 19, 70, 100), a w licznych pracach można 
znaleźć dodatkowe inform acja dotyczące konstrukcji spektrom etrów  ERP
o dużej czułości (6, 66, 91, 112, 129, 155, 161, 163).

IV. Metodyka ERP w biochemii

U kłady biochemiczne charak teryzu ją  się zm ienną ilością centrów  pa­
ram agnetycznych. Badane reakcje zachodzą przew ażnie w w odnych roz­
tworach. Woda w stanie ciekłym  w ykazuje nierezonansow ą absorpcję na 
skutek oddziaływania m om entu dipolowego cząsteczki ze składową elek­
tryczną pola mikrofalowego. N aw et bardzo m ała ilość wody w próbce 
obniża moc pola m ikrofalowego w skutek czego gwałtow nie m aleje czułość 
pom iaru ERP, dlatego też badanie ERP wywołanego obecnością wolnych 
rodników w układach biochem icznych w ykonuje się na specjalnie przy­
gotowanych próbkach np. szybko zamrożonych w  ciekłym  azocie.

Zam rażając próbki w różnych odstępach czasu od rozpoczęcia reakcji 
można otrzym ać obraz jej kinetyki (72). Jeżeli stężenie wolnych rodni­
ków nie jest duże stosuje się liofilizację w iększych objętości roztworu. 
Zazwyczaj w ystarcza tem pera tu ra  — 10°C i ciśnienie rów ne 10~3 mm Hg 
(33)- S t o o d l e y  (164) przedyskutow ał zależność m iędzy czułością typo­
wego spektrom etru  ERP a grubością cylindrycznej próbki zaw ierającej 
wodę. C o o k  i M a l l a r d  (40) opisują typ  rezonatora TE10n, w którym  
można zarejestrow ać sygnał ERP dla stężenia spinów 2X 10 12 w roztworze 
wodnym.

Do badań nad kinetyką w olnych rodników stosuje się odpowiednio
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zmodyfikowane kom ory przepływowe (23, 29, 30), które są jednocześnie 
mieszalnikami. U kłady takie silnie „rozciągają” czas życia labilnych pro­
duktów  param agnetycznych, dzięki czemu można dokładnie określić stę­
żenie wolnych rodników i zbadać param etry  w idm a ERP.

Badanie nadsubtelnej s tru k tu ry  w idm a związków znakowanych deute- 
rem  (50, 76, 94) wykazało, że jest ona uw arunkow ana protonam i przy 
atom ach węgla. P ro tony  polarnych grup: hydroksylowej, karboksylowej 
i aminowej przyczyniają się w niew ielkim  stopniu do pow staw ania nad­
subtelnej s truk tu ry .

Stężenie wolnych rodników można określić porów nując pole pod krzy­
wą absorpcji badanej próbki z polem wzorca zawierającego znaną ilość 
param agnetycznych centrów. Dotychczas najczęściej jako standard  stoso­
wano stabilny w olny rodnik dw ufenylopikrylohydrazyl (DPPH), o czyn­
niku g równym  2,0036, niewiele różniącym  się od czynnika g wolnych 
elektronów. Przy jednoczesnym  zapisie w idm a badanej substancji i wzor­
ca DPPH krzyw e absorpcji nakładają się i rozdzielenie pól jest niem ożli­
we. Skonstruow ane specjalne rezonatory (80) tylko w niew ielkim  stopniu 
elim inują powyższą wadę. Zapis w idm a ERP badanej substancji i k rysta ­
licznego wzorca należy zatem  przeprowadzić dw ukrotnie, co obarcza po­
m iar dużym  błędem.

Dokładniej stężenie wolnych rodników można oznaczyć dokonując 
jednoczesnego zapisu w idm a substancji i krystalicznego wzorca (31) pa­
ram agnetycznego jonu M n2+ wbudowanego do m onokryształu MgO 
w tem peraturze 1100°C (65, 99). W idmo takiego wzorca w ykazuje nad- 
subtelną s truk tu rę  o sześciu składowych, których odległość wynosi 88,50e, 
a jego czynnik g rów ny jest 2,0059 (47, 95).

Za pomocą wzorca z Mn2+ można również wyznaczyć czynnik g. W łaś­
ciwe wyznaczanie czynnika g zależy od dokładności pom iaru natężenia 
pola magnetycznego i częstotliwości, przy czym jednoczesny ich pom iar 
jest często trudny  (1, 156). P rzy  użyciu wzorca M n2+ w ystarcza jednak 
znajomość tylko jednej z tych dwóch wielkości. Jeżeli znana jest często­
tliwość m ikrofalowa to czynnik g można obliczyć ze wzoru 14:

a = _________ -----------------  14
( a , - a )  AHp

+  2a hv

gdzie grw — czynnik g wzorca M n2+
AH — odległość między sąsiednim i liniami nadsubtelnej s truk tu ry  

wzorca Mn2+ równa 88,50e 
P — m agneton Bohra 
h — stała P lancka 

aj i a2 — odległości przedstaw ione na rysunku  6.
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Jeżeli natom iast znane jest natężenie pola m agnetycznego to czynnik g 
badanej substancji można obliczyć ze wzoru 15:

1 ±
(a i -  a) H 

2a H

15

Rys. 6. W idmo ERP badanej substancji zapisane jednocześnie z trzecią i czwartą  
lin ią  nadsubtelnej struktury M n2+ (wg 31)

A  — tr z ec ia  i  c zw a r ta  lin ia  n a d su b te ln e j  s tr u k tu ry  w zo rca  Mn*+.
B  — w id m o  ER P b a d a n ej su b s ta n c ji

Pom iary stężenia i czynnika g wolnych rodników za pomocą wzorca we­
w nętrznego ze względu na swą prostotę i stosunkow o dużą dokładność 
są obecnie często stosowane w badaniach biochemicznych.

V. Badanie kinetyki reakcji biochemicznych metodą ERP

W edług teorii M ichaelisa w procesach m etabolicznych przenoszenie 
elektronów  prowadzi do pow stania niew ielkiej stałej puli wolnych rodni­
ków. Określenie tej puli może w yjaśnić m echanizm  danej reakcji. P rzy ­
kładem  może być identyfikacja  wolnych rodników przy oddziaływaniu 
kwasu askorbinowego z różnym i białkam i. Na podstawie analizy widm a 
ERP można przypuszczać, że produktem  pośrednim  utleniania w itam iny 
C do kw asu dehydroaskorbinowego jest jon-rodnik typu semichinonu 
(schemat 1 ).
Reakcje II -> III oraz IV —>■ V przebiegają tylko w obecności akceptorów 
elektronów. Ta właściwość w itam iny C łatwego oddaw ania elektronów 
odpowiednim akceptorom  z w ytw orzeniem  jonu-rodnika typu  sem ichino­
nu w arunkuje  w edług R u n g a  i B l u m e n f  e l d a  (150) jej udział 
w wielu reakcjach enzym atycznych. W niosek ten potw ierdzają badania 
(22, 25, 125) nad redukcją jonu Cu2+ przez kwas askorbinow y w  odpowied­
nich układach enzym atycznych.

Ryboflaw ina wchodząca w skład około 40 różnych enzymów daje
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«
zawsze jednakowe widm o ERP niezależnie od m etod redukcji (H =  170e, 
czynnik g =  2,004). W ykazuje ono nadsubtelną s truk tu rę : w  środowisku 
kw aśnym  składa się z 32 linii składowych, a w środow isku obojętnym  z 15, 
co świadczy o niejednakow ych oddziaływ aniach nieskom pensowanego

Schem at 1. U tlen ian ie  kw asu askorbinow ego do dehydroaskorbinow ego  
k w a s  a sk o r b in o w y , II — fo rm a  jo n o w a , III — o b o ję tn a  fo r m a  r o d n ik o w a . IV  — jo n  ro d n ik  

ty p u  sem ich an on u , V — k w a s  d e h y d ro a sk o r b in o w y

elektronu z protonam i pierścieni arom atycznych w tych środowiskach. 
Dzięki tem u można śledzić reakcję koenzymu z apoenzym em  (13, 93, 96, 
121, 122, 132).

Y a m a z a k i  i wsp. (175, 176, 177) szczegółowo rozpatrzy li pow sta­
w anie produktów  przejściowych przy działaniu peroksydazy na różne 
substra ty . Badania przeprowadzone w komorze przepływ ow ej przy tem - 

'  peraturze pokojowej, pozwalają oprócz identyfikacji produktów  przejścio­
w ych wyznaczyć stałe prędkości poszczególnych etapów  reakcji zacho­
dzącej według schem atu:

a) E +  H20 2 -> E • Sj
b) ES! +  AH2 -> E S 2 +  AH-
c) E S 2 +  AH2 E +  AH* +  2H20
d) 2AH- -> A +  AH2

gdzie E — peroksydaza, AH 2 — kwas askorbinow y 
AH* — wolny rodnik kwasu askorbinowego 
ES: — pierwszy przejściowy kom pleks enzym -substrat 
ES2 — drugi przejściowy kompleks enzym -substrat 

A — kwas dehydroaskorbinow y 
Z prostych m atem atycznych rozw ażań w ynika, że stężenie wolnych 

rodników [AH'] jest proporcjonalne do p ierw iastka kw adratow ego ze
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stężenia enzymu. Stosując podobną m etodę zbadano kinetykę reakcji 
oksydoredukcyjnych w  układzie zaw ierającym  cytochrom  C, hydrochinon 
i n-benzochinon. R eakcja cytochrom u C z hydrochinonem  znacznie p rzy­
spiesza się w układzie zaw ierającym  n-benzochinon. Uzyskane w ten 
sposób dane ERP pozwoliły również obliczyć stałe prędkości poszczegól­
nych etapów reakcji.

Liczna jest grupa prac poświęconych badaniu w pływ u m etali na 
reakcje enzym atyczne. Wiele jonów m etali zawiera nieskom pensow any 
elektron, k tóry  łatwo przyłącza się do wolnego rodnika (74, 123). Dzięki 
tem u m etale mogą stabilizować wolne rodniki organiczne i decydować
o produktach reakcji. M etodą ERP zbadano rolę różnych m etali w ukła­
dzie enzym -m etal-substrat (35, 105, 116, 126, 127). Stosując jon M n2+ 
ustalono, że w takim  układzie stężenie jonu m etalu zmienia się równo­
legle do zm iany stężenia wolnych rodników.

W podobny sposób tłum aczy się działanie oksydazy p-dwufenolowej, 
k tóra katalizuje przenoszenie elektronów  z p-dw ufenoli i p-dw uam in na 
tlen cząsteczkowy. Badania ERP dowodzą, że w czasie takiej reakcji 
miedź wchodząca w skład enzym u zmienia swą wartościowość, co powo­
duje zmianę rozkładu gęstości elektronow ej w cząsteczce. Analogiczne 
zjawisko spotyka się w  innych enzym ach np. w ceruloplazm inie (125, 131). 
Oprócz badania reakcji enzym atycznych, m etoda ERP umożliwia badanie 
k inetyki reakcji nieenzym atycznych np. denatu racji białka i rozpadu 
związków kom pleksowych (65, 69, 151).

H o l l o c h e r  (64) w ykazał m etodą ERP, że w przebiegu denatu racji 
oksyhemoglobiny następuje  utlenienie jej w m ethem oglobinę lub podobny 
związek, a stężenie centrów  param agnetycznych nieodw racalnie m aleje. 
Poza tym  widm a ERP pozwalają wnioskować o istnieniu conajm niej 
dwóch kompleksów hem iny ze zdenaturow aną globuliną. Zbadano wpływ 
szeregu organicznych rozpuszczalników i ich soli na wartość sygnału ERP 
w funkcji tem peratury . Ustalono, że w  niektórych układach procesy dena- 
tu racy jne zachodzą już w tem peraturze 25°C. W iększa część przebadanych 
organicznych związków z w yjątk iem  gliceryny i sacharozy obniża tem pe­
ratu rę  denaturacji. Ś lady nieorganicznych soli na przykład jodek potasu 
obniżają, a aniony w ysalające białka podwyższają tem peratu rę  denatu ­
racji hemoglobiny.

VI. Badanie pierwotnych zjawisk radiologicznych metodą ERP

M etoda ERP umożliwia w ykrycie i identyfikację wolnego rodnika 
powstałego w w yniku oddziaływ ania prom ieniow ania jonizującego na 
m ateriał biologiczny (86, 87, 88, 115, 136, 147, 172, 180, 181, 182).

W cząsteczkach oraz w złożonych układach jak  przetrw alniki, bak te­
rie, nasiona, promieniowanie jonizujące w ytw arza dużą ilość w olnych
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rodników (36). P rzy  niskich dawkach ilość ich jest proporcjonalna do po­
chłoniętej dawki, a przy dawkach rzędu m egaradów osiąga pewien stan 
nasycenia (180, 181). Ze względu na szybką rekom binację w olnych rodni­
ków badania przeprow adza się na suchych preparatach  lub w różnych 
m atrycach zamrożonych do tem pera tu ry  77°K (177). W taki sposób okreś­
lono rodniki powstałe przez naprom ienianie aminokwasów, kwasów nukle­
inowych i białek (17, 18, 57). G o r d y  stw ierdził, że naprom ienianie 
białka daje dwa typy  widm a ERP (58), pochodzące od dwóch rodników. 
Pierw szy z nich zwany rodnikiem  cysternowym  pow staje w  w yniku ro ­
zerw ania i jonizacji jednego z atomów siarki cysteiny. W ten sposób tw o­
rzy się jeden w olny elektron na  fragm encie cząsteczki SR. Rodnik cystei- 
nowy i jego widmo ERP przedstaw ia rysunek  7.

Rys. 7. W olny rodnik cysteinow y (a) i jego w idm o ERP (b) (wg 141)

Tego typu rodnik tw orzy się również po naprom ienianiu cysteiny w  tem ­
peraturze 77°K (141). Widmo posiada nadsubtelną s tru k tu rę  o in tensyw ­
ności 1 : 3 : 3 : 1, a szerokość wyności około 70 Oe. S tu rk tu ra  nadsubtelna 
w ytw arza się przez oddziaływanie z nieskom pensow anym  elektronem  
dwóch protonów przy atomie Ca i jednego przy Cyj. Po ogrzaniu do tem ­
pera tu ry  pokojowej opisane widmo przekształca się stopniowo w sygnał
o szerokości około 120 Oe i g =  2,0249. Intensywność jego zależy od ilości 
aminokwasów zaw ierających siarkę (141, 142). Drugi typ  rodnika i jego 
widm o ERP przedstaw ia rysunek 8.
Rodnik ten  nosi nazwę peptydowego. Pow staje on przez odłączenie atom u 
wodoru od atom u węgla łączącego peptydowe grupy białka, które zostało 
naprom ienione w w arunkach beztlenowych. Nieskom pensowany elektron 
nie jest zlokalizowany na orbitalu  p atom u węgla, lecz praw ie połowa 
jego gęstości spinowej przyporządkow ana jest całej cząsteczce. Oblicze­
n ia  P u l m a n a  i P u l m a n a  (138), sugerują, że na protonie związa­
nym  z atomem azotu gęstość spinowa wynosi 0,3. N adsubtelna struktura , 
uw arunkow ana oddziaływaniem  m iędzy m agnetycznym  m om entem  nie- 
skompensowanego elektronu a m agnetycznym  m om entem  protonu, jest 
proporcjonalna do gęstości spinowej. Wobec tego pow staje nadsubtelna 
s tru k tu ra  w idm a w postaci słabo wyrażonego dubletu  o szerokości około 
15 Oe z czynnikiem  g zbliżonym do wolnego elektronu. Sygnał białka na­
promienionego w powietrzu nie w ykazuje na ogół nadsubtelnej s truk tu ry
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dzięki tzw. efektowi tlenowem u. G o r d y  (57) sądził, że mechanizm 
tego zjaw iska polega na tw orzeniu rodników  typu ROO' w m yśl reakcji:

R' -|- 0 2 —> ROO'

P a ra  wodna nie w pływ a na zmianę charakteru  tego sygnału (139, 140). 
Ale nie tylko tlen m odyfikuje widmo ERP naprom ienionych związków, 
lecz także naśw ietlenie u ltrafio letem  w yw ołuje zmianę w idm a ERP białka
i am inokwasów w m atrycach stałych (63, 84, 120). W tryptofanie  u ltra-

a)

I . I
----N-----C---c-

I
R

Rys. 8. W olny rodnik peptydow y (a) i jego w idm o ERP (b) (wg 115)

fiolet zmienia poziom i rodzaj rodników  (również w obecności św iatła 
widzialnego) (7). W roztworze tryp to fanu  zachodzi fotojonizacja z w ytw o­
rzeniem  dodatniego jonu rodnika. Schw ytane przez m atrycę elektrony 
przechodzą na  niższy poziom energetyczny. Po naśw ietleniu światłem  
długofalowym  elek trony  rekom binują z wolnym i rodnikam i (9, 21, 83). 
Widmo naprom ienionych aminokwasów i białek zależy od zawartości 
siarki i może ono być typu rodnika cysternowego, peptydowego lub w id­
m a ze słabo w yrażoną nadsubtelną struk tu rą .

W idmo naprom ieniow anych kwasów nukleinow ych nie jest rezu lta­
tem  nałożenia się w idm  poszczególnych ich elem entów. Nieskompen- 
sowane elektrony lokalizują się głównie w pierścieniu adeninow ym  i cy- 
tozynowym. Gęstość spinowa na guaninie i tym inie jest bardzo mała. 
G o r d y  i R e x r a a d  (58) w yjaśnienie tego zjaw iska znajdują w sto­
sunkowo łatw ym  przem ieszczaniu nieskom pensowanego elektronu wzdłuż 
całego łańcucha cząsteczek. W czasie takiej wędrówki zachodzi rekom bi­
nacja z innym i wolnym i rodnikam i. Najwięcej wolnych rodników tworzy 
się z adeniny, a najm niej z tym iny. M igracja energii m iędzy kwasami
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nukleinow ym i a białkam i zachodzi w niewielkim  stopniu (3). DNA pod­
dany działaniu prom ieniow ania X daje widmo bez nadsubtelnej s tru k ­
tu ry  o połówkowej szerokości 6— 8 Oe (20, 51, 52, 152). W zależności od 
ułożenia spirali w  stosunku do k ierunku natężenia pola m agnetycznego 
szerokość widma oraz w artość czynnika g ulegają zmianie.

A l e k s a n d e r  i L e t t  (3) badali widmo ERP czystych naprom ie­
nionych preparatów  DNA i porównywali je z w idm em  uzyskiw anym  
z główek nasienia łososia naprom ienionych 60Co. Badania w ykazały, że 
widm a DNA w tem peraturze 77°K są bardzo podobne. Znaczne różnice 
w ystępują w tem peraturze pokojowej, przy której zachodzi rekom binacja 
rodników. Badania nad rekom binacją rodników naprom ienionych białek 
w ykazały, że to zjaw isko zależy od ich s tru k tu ry  drugorzędowej (1 0 1 , 
102).

W naprom ienionej hemoglobinie w atm osferze tlenku azotu Gordy 
rozróżnia trzy  typy  param agnetycznych centrów (50, 118). C entra p ierw ­
szego typu  uw arunkow ane są obecnością jonów żelaza pierścienia hemu. 
Dają one bardzo szeroki sygnał, k tó ry  można w ykryć w tem peraturze 
ciekłego helu. Centra drugiego typu związane są z grupą NO. W tem pera­
turze pokojowej dają one sygnał o średniej szerokości.

Centra trzeciego typu  pow stają na skutek naprom ienienia. Widmo 
ERP w ykazuje 2 składowe, co dowodzi, że nieskom pensow any elektron 
jest zlokalizowany na globulinie stosunkowo daleko od pierścienia hemu. 
Dzięki tem u nie m a oddziaływ ania z centram i param agnetycznym i pierw ­
szego i drugiego rodzaju. Działanie prom ieniow ania jonizującego na układ 
enzym -substrat w yw ołuje jego inaktyw ację. W takich układach dla inak- 
tyw acji enzym u w ystarcza pojedyncza jonizacja w  dowolnym  punkcie 
kom pleksu (5).

VII. Badanie metodą ERP struktury i stanów tripletowych cząsteczek

ERP stw arza doskonałą możliwość badania s tru k tu ry  związków zaw ie­
rających jon param agnetyczny w otoczeniu grup funkcyjnych. W spół­
czynnik g i stała oddziaływ ania nadsubtelnego nieskom pensowanego elek­
tronu  dają dodatkową inform ację o w iązaniu jonu param agnetycznego, 
oraz um ożliwiają śledzenie przenoszenia gęstości spinowej z jonu cen­
tralnego na  pozostałe elem enty cząsteczki (70, 162, 178). Zagadnienie to 
zilustru jem y na przykładzie cząsteczki hemoglobiny. W hemie atom żela­
za tw orzy 6 koordynacyjnych wiązań. Cztery z nich związane są z atom a­
mi azotu w  płaszczyźnie hemu, dwa pozostałe są prostopadłe do płaszczyzny 
pierścienia hemu (59). Jedno z nich wiąże się z globuliną, drugie z grupą 
X, którą może być 0 2, CO, H20 , NO. W m ethem oglobinie grupą X jest 
H20 , a żelazo w ystępuje w postaci utlenionej. Widmo ERP jonów żelaza 
zależy od typu jego w iązania z grupam i funkcyjnym i. W utlenionym
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żelazie Fe3+ w ystępuje 5 elektronów ze spinam i zgodnie skierowanym i, 
z k tórych każdy znajduje  się na oddzielnym  orbitalu  3d. W hemoglobinie 
znajdują się one w silnym  polu krystalicznym . Tworzą one w  m yśl zasady 
Pauliego 2 pary  oraz jeden elektron nieskom pensowany. Wobec tego Fe3+ 
posiada spin o w artości 1/2, a czynnik g w idm a ERP będzie zbliżony do 
czynnika g wolnego elektronu.

Ingram  badał ERP różnych pochodnych hemoglobiny. Dla kw aśnej 
ferrihem oglobiny czynnik g wynosi 5,9, co bardzo w yraźnie świadczy
o silnym  zaburzeniu jonu Fe3+ przez pozostałe grupy funkcyjne cząste­
czek. Czynnik g posiada osiową sym etrię i w artość jego zależy od poło­
żenia płaszczyzny hem u w stosunku do k ierunku  natężenia stałego pola 
magnetycznego (71, 73, 90, 106, 109, 168). Widmo ERP m ethem oglobiny 
uzyskane przez G o r  d y ’e g o  i S h i e 1 d s’a (59) pokazuje rysunek 9, 
na k tórym  jest w yraźny szeroki sygnał od jonu żelaza g =  5,60 i mniej 
in tensyw ny sygnał z czynnikiem  g =  2,20. Pom iary wykonano w tem pe­
ratu rze ciekłego helu. W idmo ERP świadczy o istnieniu jonowych wiązań 
w cząsteczce hemoglobiny. W azydku hemoglobiny i cytochrom ie c czyn­
nik g przybiera w artość zbliżoną do 2 , a zatem  w tych  kom pleksach w ią­
zania są typu kowalentnego.

M etodą ERP można badać konfigurację i typ  w iązania w enzymach 
zaw ierających Cu2+. Tyrozynaza daje widmo ERP w postaci pojedynczej 
linii o g rów nym  2,00 (22). ERP stosowano do badania kompleksów, w k tó­
rych zachodzi przemieszczenie ładunku (2, 60). Zastosowanie m etody ERP 
w tych  w ypadkach jest jednak ograniczone. W iększe znaczenie posiada 
ERP w badaniu w olnych rodników związków, których w idm a w ykazują 
nadsubtelną struk tu rę , jak  na przykład chloroprom azyny, fenotiazyny 
(53, 134, 135), lub n iektórych w itam in (16, 153). Widmo ERP semichinonu 
w itam iny K (rysunek 10) składa się z 21 składowych. N adsubtelna s tru k ­
tu ra  jest w ynikiem  oddziaływ ania nieskom pensowanego elektronu z pro­
tonam i m etylow ych i m etylenow ych grup cząsteczki.

Oprócz badania konfiguracji i typu  w iązania w kom pleksach metoda 
ERP pozwala na określenie stanów  energetycznych cząsteczek. J a b ł o ń -
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s k i (77) już w roku 1935 podał i przedyskutow ał teorię poziomów elek­
tronow ych cząsteczek w ykazujących w odpowiednich w arunkach nie 
ty lko zjawisko fłuorescencji lecz również fosforescencji. Jednym  z zało­
żeń tej teorii jest występowanie poziomu m etatrw ałego, k tó ry  leży poni­
żej poziomu wzbudzonego. Przejście z poziomu wzbudzonego na poziom 
podstawowy może nastąpić bezpośrednio lub też pośrednio poprzez po­
ziom m etatrw ały. Fosforescencja cząsteczek organicznych związana jest 
z istnieniem  m etatrw ałego stanu, k tó ry  jest stanem  trip letow ym  o spino­
wej liczbie kwantowej S rów nej 1. Wobec tego cząstki w  stanie trip le to­
w ym  posiadają dwa nieskom pensowane spiny. Przejścia prom ieniste ze 
stanu tripletowego do singletowego ze względu na zakaz interkom binacji 
są silnie wzbronione i dlatego czas przebyw ania cząstek w stanie trip le to ­
wym  jest stosunkowo długi.

Rys. 10. N asubtelna struktura w idm a ERP sem ichinonu w itam iny  K (wg 15)

ERP w cząsteczkach organicznych najła tw ie j jest badać w bezposta­
ciowych szkliwach lub roztworach. Ale w tedy w ystępu je  silne oddziały­
wanie typu dipol-dipol między dwoma spinam i. Pow staje zjawisko anizo­
tropii, k tóra daje silną zależność absorpcji rezonansow ej od kierunku n a ­
tężenia w ektora pola magnetycznego. Badanie stanów  trip letow ych jest 
więc utrudnione i dopiero H u t c h i n s o n  i M a g n u m  (67, 68) w y­
kazali istnienie stanów tripletow ych nafta lenu  w m onokrysztale durenu 
m etodą ERP.

Dopiero niedawno w ykryto  m etodą ERP stan  trip letow y w cząstecz­
kach ośrodków bezpostaciowych obserw ując przejścia Am =  2, w których 
anizotropia jest dużo m niejsza (14, 61, 168). O statnio stwierdzono, że 
w tem peraturze ciekłego azotu, można obserwować w ciałach bezpostacio­
wych naw et przejścia Am =  1 (34, 46, 62). Dla niektórych cząstek stanem  
podstaw owym  może być stan  tripletow y, ale najczęściej stw ierdza się go 
przy fotowzbudzeniu. M etodą ERP stw ierdzono trip letow e stany  w chlo­
rofilu (149) aminokwasach fotosensybilizow anych barw nikam i (10) i b iał­
kach (157, 158).

1 0 e
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S h u l m a n  i R a h n  (159) zbadali stany  tripletow e różnych zasad 
pirym idynow ych i purynow ych m etodą ERP. Oprócz norm alnie w ystę­
pujących rezonansowych linii, autorzy spostrzegli dodatkowe linie ERP 
uw arunkow ane zjonizowanym i stanam i tym iny i 5-m etylocytozyny. W id­
mo ERP stanu  tripletow ego TM P pokazuje rysunek  11. W yraźny sygnał 
w ystępuje tylko przy pH  12.

_____________________  pH= 7

H[0e]

Rys. 11. W idm o ERP stanu trip letow ego TMP (wg 159)

W niektórych układach porfirynow ych np. w cząsteczce chlorofilu 
prawdopodobieństwo istn ienia stanu  tripletow ego przy fotowzbudzeniu 
jest stosunkowo duże (55). S tan taki jest zjaw iskiem  pierw otnym . Z jaw is­
ko redukcji i u tleniania można traktow ać jako etap następny stanu trip le ­
towego, co sugeruje p rosty  schem at W h i t e  i T o l l i n a  (173) podany 
na rysunku  12. W układzie porfirynow ym  orb ita l o większej energii jest 
pusty, a dolny jest zapełniony (rysunek 12a). Pod w pływ em  kw antu  
św iatła  jeden elektron obsadza orbital o większej energii. Układ porfiry- 
nowy jest w stanie trip letow ym  (rysunek 12b). Redukcję i u tlenianie 
traktow ać można jako „produkt” stanu tripletowego (rysunek 1 2 c i 12 d).

C)
- f -

a) b)

i
Rys. 12. Redukcja i u tlen ian ie  porfiryny jako „produkt” stanu trip letow ego (wg 173)
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VIII. ERP w tkankach, komórkach i strukturach subkomórkowych

C o m m o n e r  i wsp. (39) za pomocą m etody ERP stw ierdzili po raz 
pierwszy występow anie wolnych rodników  w liofilizowanych tkankach 
królika i u roślin. Okazało się, że stosunkowo wysoki poziom wolnych 
rodników jest charakterystyczny dla tkanek  o dużej aktyw ności m etabo­
licznej (wątroba i nerka). Wolne rodniki są związane głównie z frakcją  
białkową przy czym denaturacja  białka wyraźnie zm niejsza ich stężenie. 
Tkanki zwierzęce i roślinne dają w idm a ERP w postaci pojedynczej linii
o połówkowej szerokości około 10 Oe, ich czynniki g są zbliżone do czyn­
nika g wolnego elektronu. Podobne widmo zaobserwowali i inni autorzy 
w liofilizowanych tkankach (11, 54, 82, 92, 108, 130, 133, 166, 167) i ich 
w odnych ekstraktach (tablica I).

T ablica 1

Stężenie wolnych rodników w tkankach szczura (wg 104)
1

Tkanka
Stężenie wolnych rod­

ników mol/g x l0 ~ 9 Czynnik g H

Wątroba 8,58±0,62 2,004 ±  0,0003 13,6±0,2
Nerki 5,63±0,33 2,004 ±  0,0002 13,7±0,4
Serce 4,74 ±0,42 2,003 ±  0,0002 14,0 ±0,9
Śledziona 0,99±0,12 2,002 ±  0,0005 13,3±0,5
Płuca 0,79 ±0,09 2,001 ±0,0005 14,4±0,5
Mięśnie 1,26±0,4 2,002±0,0001 13,8 ±  1,4
Krew 0,1

Rys. 13. A sym etryczne w idm o tęczów ki w  tem peraturze 77°K (wg 114)
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Tkanki zaw ierające substancje barw nikow e w ykazują w przybliżeniu ten  
sam  typ  w idm a ERP (42, 43, 48, 49, 113, 114). Widmo ERP tkanek  jest 
asym etryczne, a jego typow y kształt podano na rysunku 13.

Możliwość w ykrycia sygnału ERP w tkankach zależy w dużej m ierze 
od odpowiedniego przygotow ania próbki, od rodzaju otaczającej atm osfe- 
ry , jej wilgotności oraz tem pera tu ry  (97, 119, 127, 165). Suchy tlen  nie 
w pływ a na poziom w olnych rodników  w liofilizowanych p reparatach  
biologicznych (78), natom iast w ilgotne powietrze w znacznym  stopniu 
m odyfikuje intensyw ność sygnałów ERP. W początkowej fazie am plituda 
w idm a w zrasta, a następnie m aleje. Zjawisko to jest w ynikiem  sorpcji 
rozpuszczalnika. Zależnością m iędzy stężeniem  wolnych rodników a okreś­
lonym stanem  fizjologicznym  lub patologicznym  danej tkanki zajm uje 
się wielu badaczy (56, 57). Okazało się na przykład, że ilość centrów  para ­
m agnetycznych podczas skurczu m ięśnia zmniejsza się (154). Ilość w ol­
nych rodników jest m niejsza w atrofii m ięśni, zaś w  stanach zapalnych 
większa niż w zdrow ym  m ięśniu (8). Stężenie wolnych rodników w zrasta 
w tkankach  poddanych działaniu różnych czynników fizycznych i che­
m icznych (1 1 ).

P a k e  nie stw ierdził znaczących różnic między stężeniem  w olnych 
rodników w tkankach zdrow ych i objętych procesem nowotworowym  
(126). Jednak  zdaniem  innych badaczy (124, 130) poziom wolnych rodni­
ków zwiększa się w niektórych stanach nowotworowych, na przykład 
w białaczce lim fatycznej ich stężenie w zrasta czterdziestokrotnie. V i t-  
h a y a t h i l  i wsp. (170) stw ierdzili zwiększenie szerokości linii w idm a 
ERP w ątroby szczura poddanego działaniu substancji rakotw órczej. Po­
wyższe spostrzeżenie potw ierdzają również M a l l a r d  i K e n t  (104). 
Nie uzyskano jednak dowodów na potw ierdzenie hipotezy, w edług k tórej 
nowotworowa aktyw ność związków chem icznych byłaby zależna od ła­
twości tw orzenia przez nie w olnych rodników w obecności łagodnych 
środków redukujących  (98, 107). Kości zw ierząt różnych gatunków  w y­
kazują różne w idm a ERP (12). Szerokość połówkowa linii kości ludzkich 
wynosi około 18 Oe, u zw ierząt zim nokrw istych przybiera w artość 100 Oe. 
W artość czynnika g zm ienia się w zależności od położenia beleczek kost­
nych w stosunku do k ierunku natężenia pola i p rzy jm uje w artość od 2,0 
do 2,3. Dwa typy  wolnych rodników  w ykryto  w  kom órkach drożdży (171). 
Również w jajach, zarodkach i gonadach jeżowca zarejestrow ano dwa 
pojedyncze sygnały o szerokości 12 Oe i 70 Oe (103). Praw dopodobnie 
sygnał o m ałej szerokości należy przypisać obecności enzymów oddecho­
wych, a szeroki uw arunkow any jest układem  białka i barw ników  karo- 
tenowych. K arotenoidy w yodrębnione z kom órek jajow ych jeżowca są 
param agnetyczne niezależnie od naśw ietlania prom ieniow aniem  w idzial­
nym. Liofilizowana skóra żaby w ykazuje obecność dwóch typów  p a ra ­
m agnetycznych centrów  (89, 160), jednego związanego praw dopodobnie
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z aktyw nym  transportem  jonów, a drugiego z m etabolizm em  w ew nątrz­
komórkowym. Rolę wolnych rodników  w zjaw isku fotosyntezy usiłowano 
w yjaśnić badając ERP chlorofilu, chloroplastów, wodorostów i fotosynte- 
zujących bakterii (24, 28, 79, 85, 148, 149). W yniki tych badań dały szereg 
nowych inform acji o m echanizm ie fotosyntezy.

C o m m o n e r  i H o l l o c h e r  (37, 38) zarejestrow ali widmo ERP 
w m itochondriach. H am ując odpowiednim i inhibitoram i kolejno poszcze­
gólne reakcje w łańcuchu oddechowym, autorzy doszli do wniosku, że 
nieskom pensowany elektron lokalizuje się na flaw inie dehydrogenazy. 
Poziom wolnych rodników w m itochondriach zależy od stanu m etabolicz­
nego tkanki poddanej ekstrakcji. W kład m itochondriów w ogólny sygnał 
ERP całych kom órek jest m ały i wynosi w przybliżeniu 4°/o. Sygnały 
otrzym ane z sam ych jąder kom órek są jeszcze m niejsze, a protoplazm a 
daje około 25%  ogólnego sygnału (26, 143, 144, 145, 146). Przypuszcza się, 
że sygnały ERP tkanek, kom órek i s tru k tu r subkom órkowych uw arun­
kowane są jonowo-rodnikowym i form am i połączeń typu chinonów, tw o­
rzącym i się przy ich stopniowym  utlenianiu  i redukcji. Nieobecność nad- 
subtelnej s tru k tu ry  charakterystycznej dla każdego organicznego rodnika, 
związana jest z ich sorpcją na powierzchni cząsteczki białka (44, 45).
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W ŁO D ZIM IERZ OSTROW SKI*

Michał S. Cwiet —  twórca chromatografii kolumnowej **

(W 65-lecie pierw szego w yk ładu  na tem at techniki chrom atografii kolum now ej)

W prowadzenie kolum now ej chrom atografii adsorpcyjnej do analizy 
barw ników  roślinnych wiąże się z nazw iskiem  M. S. Cwieta, choć już 
wcześniej były  publikow ane prace o stosowaniu tej techniki do rozdziału 
składników  ropy naftow ej. Pierw sze podstaw y techniki adsorpcyjnej 
chrom atografii Cwiet przedstaw ił podczas w ykładu dnia 21 m arca 1903 ro ­
ku w Sekcji Biologicznej W arszawskiego Tow arzystw a Nauk Przyrodn i­
czych (5). Cwiet m iał wówczas 31 lat i był asystentem  U niw ersytetu  W ar­
szawskiego.

Uwagi biograficzne

Większość wiadomości o pryw atnym  życiu Cwieta i przebiegu studiów  
pochodzi z jego listów pisanych w latach 1896— 1917 do przyjaciela 
w Szwajcarii J. B riqueta, znajdujących się w bibliotece In sty tu tu  Bota­
nicznego U niw ersytetu w Genewie. Ponadto nieliczne m ateria ły  dotyczące 
działalności Cwieta w W arszawie znajdu ją  się w  Archiw um  Państw ow ym  
m iasta stołecznego W arszaw y w Sekcji „U niw ersytet W arszaw ski”. A kta 
U niw ersytetu W arszawskiego, wywiezione podczas ew akuacji U niw ersy­
te tu  do Rosji w 1915 roku przed w kroczeniem  Niemców do W arszawy, po 

.II wojnie św iatow ej zostały Polsce przekazane przez Związek Radziecki, 
ale nie są jeszcze całkowicie uporządkow ane i być może znajdą się dalsze 
m ateriały  dotyczące tego okresu, k tó ry  dla Cwieta był najbardziej nauko­
wo płodnym  i jak  na ironię — jest nam  najm niej znany. W 1940 r. J. B ri­
quet opublikow ał kró tką biografię Cwieta w  pracy pt. Biographie des Bo­
tanistes à Geneve  (1). Później o Cwiecie pisali Dhéré (13), Zechm eister 
(30), Robinson (19), S tra in  i Sherm a (24), oraz K osztojanc i Kalm ykow 
(16).

* Doc. dr, K atedra C hem ii F izjologicznej, A kadem ia M edyczna, Kraków.
** Fragm enty referatu w ygłoszonego 21.III.1968 roku na posiedzeniu  K rakow ­

skiego Oddziału P olsk iego T ow arzystw a B iochem icznego w  K rakowie.
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M. Cwiet urodził się 14 m aja 1872 roku w Astii (Piemont) we Włoszech, 
jako syn Szymona Cwieta, narodowości rosyjskiej i M arii De Dorozza, 
obyw atelki Italii. Jak  w ynika z notatek parafialnych  w Astii, m atka Mi­
chała m iała wówczas 12 lat. W latach 1891— 1896 Cwiet s tud iu je  na un i­
w ersytecie w Genewie W ydział Przyrodniczy i botanikę u prof. Thury
i Chodat, fizykę u Soreta i chemię u Guye. Szczególnie wysoko cenił sobie 
Cwiet naukę u prof. Chodat, którego nazyw a swoim nauczycielem , a k tóry 
rozbudził u niego zainteresow ania w  k ierunku  studiów nad fizjologią ko­
mórki.

W 1896 roku Cwiet przenosi się do Petersburga, gdzie rozpoczyna pracę 
w laboratorium  biologicznym oraz fizjologicznym  A kadem ii N auk u aka­
dem ika A. S. Fam incyna. P rzystępu je  do pracy nad chlorofilem . W 1899 ro­
ku publikuje dwie prace: ,,0  nowych własnościach ciał białkow ych” , 
w k tórych  zwraca już uwagę na dwa zielone barw niki roślin, tak  zwane 
chlorofiliny alfa i beta i podaje sposób ich ekstrakcji z kom órek. Poza 
badaniam i w laboratoriach zajm uje się uczeniem  panien z tow arzystw a 
podstaw  nauk przyrodniczych. P racuje  bardzo intensyw nie i przygoto­
w uje pracę m agisterską, gdyż jak w ynika z jego korespondencji, dalsze 
swoje życie chce związać z karierą  uniw ersytecką w obrębie Im perium  
Carskiego. Ciekawe, że Cwiet nie broni pracy m agisterskiej na U niw ersy­
tecie Petersburskim , lecz na U niw ersytecie Kazańskim . Był to na jsłyn ­
niejszy w ówczesnym okresie un iw ersy tet w  Rosji, którego w ychow anka­
mi byli m iędzy innym i twórca geom etrii nieeuklidesow ej M. Łobaczewski, 
Lew Tołstoj, (nota bene skreślony z listy studentów  ,,za b rak  uzdolnień”), 
oraz W. Lenin. W 1901 roku Cwiet zdaje egzam iny m agisterskie w K azań­
skim  U niw ersytecie i 21 września przedstaw ia swoją dysertację na stopień 
m agistra botaniki pod ty tu łem  „Fizykochem iczna budowa ciałka chloro­
filowego” . Pracę tę w ydaje w postaci niew ielkiej książeczki poświęcając 
ją pam ięci swego ojca „myśliciela i działacza” . Oponentam i rozpraw y m a­
gisterskiej Cwieta byli profesorowie: J. J. Gordiagin, W. I. Sorokin i N. W. 
Sorokin.

Od 1 stycznia 1902 roku Cwiet uzyskuje stanowisko starszego asysten­
ta, tzw. nadetatow ego laboranta, przy K atedrze Anatom ii i Fzjologii Roślin 
Cesarskiego U niw ersytetu W arszawskiego. Cesarski U niw ersytet W ar­
szawski został utworzony w 1869 roku z równoczesną likw idacją tzw. 
Szkoły Głównej, k tórej działalność, jakkolw iek trw ała  zaledwie kilka lat, 
była bardzo owocna i z której wyszło w iele w ybitnych  nazw isk w nauce 
polskiej. Nie znam y motywów, które skłoniły  Cwieta do przyjazdu  do 
Polski. Poziom U niw ersytetu nie był zbyt wysoki, choć wyszło z niego 
wielu św ietnych profesorów, k tórzy pracow ali później na uniw ersytetach 
w odrodzonej Polsce (O. Bujwid, Z. Dmochowski, W. Sierpiński, J. Nus- 
baum , E. Biernacki i inni) przyczyniając się w  isto tny sposób od odbudo­
w y zniszczonych podczas I w ojny św iatow ej w arsztatów  pracy naukowej
i dydaktycznej. Z różnych dokum entów  z tego okresu dow iadujem y się,
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Rys. 1„ Podobizna M. C w ieta z w łasnoręcznym  podpisem  
Rys. 2. Strona ty tu ło w a  w yd aw n ictw a W arszaw skiego T ow arzystw a P rzyjaciół Nauk, 
w  którym  w yd ru k ow an y  został referat C wieta z 1903 r., pośw ięcony podstaw om

chrom atografii kolum nowej
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że do tzw. „Pryw islanskiego k ra ju ” przybyw ali licznie pracownicy nauki 
z Rosji i studenci rosyjscy dla odbycia tu ta j studiów. W arunki do pracy 
naukow ej i do studiów były raczej dobre:

,,U niw ersy tet W arszawski nie był szczególnie w złym  położeniu, gdyż 
nie odbijały  się na nim  ogólnorosyjskie rozruchy, uważał je za obce sobie, 
nie dał się nimi porwać; starcia na podłożu narodow ym  rzadko m iały 
tu ta j m iejsce i dlatego też U niw ersytet W arszawski mógł spokojnie p ra ­
cować wówczas, gdy praw ie w szystkie inne uniw ersy tety  rosyjskie były  
areną zam ieszek” (18). Przybyw ający z Rosji pracownicy U niw ersytetu 
W arszawskiego otrzym yw ali specjalny dodatek do uposażenia, ale trudno 
przypuścić, aby u Cwieta ten czynnik grał istotną rolę przy podejm owaniu 
decyzji przybycia do W arszawy. Jako nadetatow y laborant był opłacany 
z kredytów  pozabudżetowych i było to stanowisko wyższe niż asystenta 
i m agistra. W każdym  razie faktem  jest, że w W arszawie Cwiet na tych­
m iast rozpoczyna in tensyw ną pracę naukow ą i już 11 listopada 1902 roku 
na nadzw yczajnym  posiedzeniu rady  W ydziału M atem atyczno-Fizycznego 
(był to najlepiej zorganizow any i obsadzony najlepszym i siłami fachow y­
mi w ydział uniw ersytetu) m agister botaniki M. Cwiet wygłosił dwa prób­
ne w ykłady dla uzyskania ty tu łu  pryw atnego docenta. W aktach U niw er­
sytetu  W arszawskiego zachował się oryginalny protokół posiedzenia Rady 
W ydziału (protokół n r 10), w k tórym  czytam y:

„N adzwyczajne posiedzenie, 11 listopada 1902 roku. Na tym  posiedze­
niu m agister botaniki Cwiet w celu uzyskania stopnia docenta pryw atnego 
botaniki przeczytał dw a próbne w ykłady. Jeden na tem at przez niego w y­
brany: „Enzymy, ich istota i znaczenie w przyrodzie”. Drugi — przedsta­
wiony przez W ydział M atem atyczno-Fizyczny na tem at: „K lasyfikacja 
bak terii” . Po w ysłuchaniu w ykładów  W ydział M atem atyczno-Fizyczny 
uznał je za zadowalające i postanowił przyznać m agistrowi Cwietowi sto­
pień pryw atnego docenta botaniki, jak  również wydać należne zaświad­
czenie. Dziekan, członkowie, sek re tarz” .

Z protokółu wynika, że ty tu ł pryw atnego docenta został wówczas 
Cwietowi nadany.

W 1907 roku Cwiet o trzym uje ty tu ł profesora botaniki i agronomii 
w W arszawskim  Instytucie W eterynarii, a w rok później zostaje powołany 
na stanowisko profesora botaniki i m ikrobiologii na Politechnice W ar­
szawskiej, pracując równocześnie dalej na Uniw ersytecie W arszawskim, 
gdzie pracę przeryw a dopiero w 1909 roku. W 1908 roku Cwiet zwraca się 
z prośbą do W ydziału o zezwolenie na prowadzenie wykładów na I roku 
mikrobiologii ogólnej, podobnie jak to czynił w latach 1903— 1904. Dziekan 
załączył prośbę Cwieta i skierował w łasne pismo do senatu w tej sprawie, 
ale jak w ynika z dokum entów U niw ersytetu, m inisterstw o nie zezwoliło 
Cwietowi na prowadzenie wykładów. Z tego fak tu  m ożnaby wnosić, że 
Cwiet nie był w łaskach u ówczesnych czynników rządowych, a zwłaszcza 
kuratora  W arszawskiego Okręgu Szkolnego Apuchtina.

[3] м. s. c w ie t  - 297
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W 1910 roku, 28 listopada Cwiet przedstaw ił na  Uniw ersytecie W ar­
szawskim m onografię pt. „Chlorofile w świecie roślin i zw ierząt” jako 
dysertację na stopień doktora botaniki. Oponentam i pracy byli prof. bota­
niki D. J. Iwanowski i W. F. Chmielowski oraz chem ik prof. W. W. K ury - 
łow. Cwiet otrzym ał wówczas drugi doktorat z botaniki (pierwszy uzyskał 
jeszcze jako pracow nik U niw ersytetu  w Genewie), a w 1911 roku — w iel­
ką nagrodę im. A. N. Achmatowa, nadaną mu przez Akadem ię N auk za 
monografię o chlorofilu. Podczas inwazji arm ii niem ieckiej na W arszawę 
w 1915 roku Cwiet wraz z całym  U niw ersytetem  został ewakuow any n a j­
pierw  do M oskwy a następnie do Niżnego Nowogrodu. W 1907 roku prze­
byw ał we W ładykaukazie, gdzie leczył się jako chory prawdopodobnie na 
gruźlicę. Pod koniec tegoż roku został powołany na  stanowisko profesora 
botaniki i dyrektora ogrodu botanicznego na Uniw ersytecie w  Dorpacie 
(Estonia). Inw azja Niemców na Estonię w 1918 roku ponownie spowodo­
w ała jego przeniesienie w głąb Rosji, tym  razem  do W oroneża, gdzie zm arł 
26 czerwca 1919 roku, w wieku 47 lat.

Omówienie działalności naukowej

W działalności naukow ej Cwieta można rozróżnić trzy  okresy:
1. okres genewski 1891— 1896,
2. okres petersburski 1897— 1901,
3. okres w arszaw ski 1901— 1915.

Ten ostatn i okres twórczości był okresem  jego sukcesów i przyniósł 
m u światową sławę, choć dopiero w  kilkadziesiąt lat po śmierci. Jeszcze 
jako s tuden t w  Genewie, pracując w  laboratorium  prof. T hury opracowu­
je zagadnienie teratologicznych zaburzeń u rośliny Lycium.  W 1894 roku 
ogłasza drukiem  pracę pt. Etudes de Physiologie CeUulaire, za k tórą o trzy­
m ał od U niw ersytetu Genewskiego nagrodę im. D avy’ego, a następnie dok­
to ra t z botaniki w  1896 roku. Już w  tej pracy Cwiet w ysuw a przypuszcze­
nie, że chlorofil w roślinach jest związany z substancją białkową, nazy­
w ając to połączenie „chloroplastyną”. W yodrębnia następnie ten  białko­
w y kom pleks z chlorofilem  przez ekstrakcję rezorcynolem  i w ytrącenie 
wodą (2, 3). Przez analogię do hemoglobiny nazyw a go „chloroglobiną” 
sugerując podobny m echanizm  wiązania grupy prostetycznej, jak  to ma 
m iejsce w  przypadku hem u i globiny. Podczas ekstrakcji zielonego barw ­
nika z roztartych  liści Cwiet używał w ęglanu w apnia do neutralizacji 
kw aśnych produktów  roślin, które m ogłyby powodować rozpad barw ni­
ków. Zauważył wówczas, że oprócz karotenu w szystkie pozostałe barw ni­
ki adsorbow ały się na węglanie wapnia. Osad przem yw ał dla oddzielenia 
zanieczyszczeń, a barw niki eluował m ieszaniną eteru  naftowego i alkoho­
lu. Ta technika frakcjonow anej adsorbcji była przez Cwieta wielokrotnie 
stosowana w  jego pracach i być może była natchnieniem  do opracowania
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m etody kolum now ej, na co zresztą w skazyw ałby ustęp z jego już wspom ­
nianej pracy  doktorskiej, o czym będzie mowa poniżej. W 1901 roku Cwiet 
stw ierdza, że w  zielonych liściach znajdują  się dw a zielone barw niki, 
rozdzielając je od siebie za pomocą frakcjonow anej ekstrakcji i nadaje im 
nazw y chlorofilina alfa i chlorofilina beta  (4). Dla ścisłości należy dodać, 
że zarów no sposób rozdziału barwników, jak  i m yśl o złożonym charakte­
rze barw nika zielonego pochodzi od S t o k e s a  (22) i S o r b y ’e g o 
(2 1 ), k tórzy nie w ykazali jednak  tego w  tak  prosty i przekonyw ujący 
sposób, jak  to zrobił Cwiet. W następnych latach (1905— 1906) wyosabnia 
z b runatnych  alg inny barw nik, znany dziś jako chlorofil c (u Cwieta 
chlorofilina gamma), a którego obecność w  m ateriale roślinnym  w 36 lat 
później potw ierdzili S t r a i n  i M a n n i n g  (23). Z zabarw ionych jesie- 
nią liści w yodrębnia barw niki pow stające w w yniku obum ierania rośliń
i stw ierdza zanik chlorofilu a pojaw ienie się związków z grupy antocyja- 
nu, nazw anych przez niego ,,H erbstxantofil” (9). Stw ierdza przy tym , 
że niektóre części rośliny ogrzewane z kwasam i w ykazują barw ę czerwo­
ną. Cwiet wyosobnił czerw ony barw nik i określił jego własności fizyko­
chemiczne stw ierdzając przynależność do grupy antocyjanu. Dziś znamy 
te barw niki roślinne, zm ieniające barw ę w  obecności kwasów, jako leuko- 
antocyjany  ponownie odkryte i zbadane przez R o s e n h e i m a  (20) 
w w iele la t po ich opisaniu przez Cwieta.

W 1897 roku D. T. D a y (12), A m erykanin, publikując m etodę roz­
działu i oczyszczania składników  ropy naftow ej stw ierdza, że po prze­
puszczeniu oleju przez kolum nę w ypełnioną sproszkowanym  w ęglanem  
wapnia uzyskuje się znaczny stopień jego oczyszczenia. Na M iędzynaro­
dowym Kongresie Naftowców w Paryżu w 1900 roku Day przedstaw ił 
dalsze szczegóły przebiegu frakcjonow ania węglowodorów na kolum nach 
z ziemią Fullera. M etoda D ay’a nie była jednak nazw ana chrom atografią. 
Odegrała ona isto tną rolę w  rozw oju metod analizy składników ropy n a f­
towej, o czym świadczą liczne prace pojaw iające się na ten  tem at w latach 
następnych. M iędzy innym i C. E n g l e r  i E. A l b r e c h t  (14) w 1900 
roku zastosowali kolum nę do rozdziału różnych substancji a zbierając 
frakcje z pod kolum ny określali ich gęstość właściwą, lepkość lub tem pe­
ratu rę  wrzenia. Powyższych autorów  należałoby zatem  uznać za prekurso­
rów chrom atografii kolum now ej chociażby z uwagi na wcześniejsze daty  
ich publikacji. Ponadto, jak  to w ykazują W e i l  i W i l l i a m s  (25), 
a również sam  Cwiet w swojej m onografii „Chlorofile w świecie roślin
i zw ierząt” , analiza kapilarna na bibule i w innych środowiskach była 
sporadycznie stosowana już od połowy XIX wieku, zwłaszcza do rozdziału 
barw ników i z dużym  praw dopodobieństwem  można przyjąć, że doświad­
czenia Cwieta nad  chrom atografią kolum now ą swymi korzeniam i sięgają 
do tych w łaśnie źródeł. W ydaje się jednak, że niezależnie od osiągnięć na 
polu chemii na fty  Cwiet nie znał tych prac, a w  każdym  razie na nich się 
nie wzorował, jak  to w ykazują K o s z t o j a n c  i K a l m y k o w  (16)
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oraz Z e c h m e i s t e r  (31). W tym  przekonaniu utw ierdza nas również 
analiza prac Cwieta, a zwłaszcza te fragm enty  różnych publikacji, które 
m ają związek z om aw ianą techniką.

W 1906 roku ukazuje się pełna praca Cwieta w Berichte der Deutschen  
Botanischen Gesellschaft (7), w której nazyw a on swoją m etodę chrom a­
tograficzną analizą adsorbcyjną lub krótko chrom atografią i podaje szcze­
góły tej techniki, opis apara tu ry  oraz uzyskane w yniki podczas frakcjo­
nowania mieszanin barw ników  w yekstrahow anych z zielonych części 
roślin. Cwiet pisał w niej:

,,Jeśli roztwór chlorofilu w eterze naftow ym  filtru je  się poprzez ko­
lum nę adsorbenta (zwykle stosuję węglan wapnia, k tóry  dobrze przyw iera 
do szklanej rurki), barw niki rozdzielają się od góry ku dołowi kolum ny 
w postaci zabarwionych pasm  zgodnie z ich zdolnością adsorbow ania się; 
silniej adsorbujące się substancje w ypierają  słabiej zaadsorbowane i spy­
chają je ku dołowi. Rozdział ten jest praktycznie kom pletny jeśli po prze­
puszczeniu roztw oru barw nika przepuści się solw ent przez kolum nę adsor­
benta. Tak więc podobnie jak pasm a św iatła w widmie, różne składniki 
m ieszaniny barw ników rozdzielają się w uporządkow any sposób na ko­
lum nie z węglanem  wapnia i przeto mogą być tym  sposobem oznaczone

Rys. 3. Przyrząd z pięciom a kolum ienkam i do chrom atograficznego rozdziału drob­
nych ilości ekstraktów  roślinnych  

1 — M — m an o m etr , R — n a c z y n ie  o o b ję to śc i o k o ło  3 l i t r y  ja k o  rezerw u a r  w y r ó w n a w c z y  c iś n ie ­
n ia, D — szk la n a  ru rk a  d y s tr y b u c y jn a  c iśn ie n ia , P  — p o m p k a  d o  w y tw a r za n ia  n a d c iśn ie n ia  

2 — le je k  s ta n o w ią c y  k o lu m n ę  c h r o m a to g r a fic z n ą  
3 — łą czn ik  szk la n y  z k o r k ie m  i ś c isk a c z e m  

4 — p rzyrząd  do o d p a ro w y w a n ia  e te r u  n a f to w e g o  z e k s tr a k tó w  ro ś lin n y c h  
5 — p rzek rój zb io rn ik a  m a n o m e tru  r tę c io w e g o  M (z k s ią ż k i (M. C w ie ta  — C h lo ro file  w  św ie c ie

ro ślin  i z w ierzą t)
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jakościowo jak  również ilościowo. Taki preparat nazywam  chrom atogra- 
mern a to postępowanie m etodą chrom atograficzną”.

P raca Cwieta opublikowana w Berichte  może naw et dziś, po przeszło 
50-ciu latach służyć jako wzór jak powinny być konstruow ane doświad­
czalne prace w zakresie analizy chemicznej i biochemii. Cwiet dobrze 
sobie zdawał spraw ę z tego, że opisana przez niego m etoda ma znaczenie 
uniw ersalne i może być zastosowana do rozdziału m ieszanin różnych sub­
stancji chemicznych (6):

„Należy wspomnieć, że opisane zjaw iska adsorbcyjne odnoszą się nie 
tylko do barw ników  chlorofilowych. Należy oczekiwać, że wszystkie ro­
dzaje chemicznych związków barw nych lub bezbarw nych podlegają tym  
sam ym  praw om ”.

Dalsze rozwinięcie techniki chrom atografii kolumnowej podał Cwiet 
w swojej monografii „Chlorofile w świecie roślin i zw ierząt” (11) opubli­
kowanej w W arszawie w 1910 roku.

N iestety sugestia Cwieta została przez świat naukowy zrozum iana 
dopiero po około 25-ciu latach nieśm iałych i sporadycznych prób stoso­
wania techniki chrom atografii kolum nowej w analizie chemicznej.

Uwagi końcowe

W ciągu kilkunastu  lat swego produktyw nego życia Cwiet ogłosił 62 
prace doświadczalne i rozprawy, w tym  dwie książki. Z w yjątkiem  jednej 
pozycji wszystkie prace były napisane przez niego samego. Należy z na­
ciskiem podkreślić, że 38 pozycji bibliografii opracowane było w W arsza­
wie i stąd w ysyłane do druku w czasopismach francuskich, niemieckich
i rosyjskich. Po w yjściu z W arszawy w 1915 roku Cwiet nie napisał już ani 
jednej pracy i ani jednego referatu . Okres w arszaw skiej twórczości Cwieta 
był dla niego najbardziej owocny i zapewnił mu na trw ałe nazwisko 
w historii nauki światowej. W szystko co osiągnął w nauce było dokonane 
w Polsce, na U niw ersytecie W arszawskim.

Po opracow aniu swojej m etody chrom atografii kolumnowej Cwiet w y­
kazał, że oprócz omówionych barw ników  w zielonych liściach znajduje 
się grupa barw ników  żółtych — ksantofili (8): ksantofil a lfa’ i a lfa” zwany 
obecnie violaksantyną, ksantofil alfa zwany luteinolem , względnie w łaści­
wym  ksantofilem  oraz ksantofil beta, zwany obecnie neoksantyną. W szyst­
kie te barw niki Cwiet doskonale rozdzielił na kolum nie i zidentyfikował 
na podstawie widm  w spektroskopie przez siebie skonstruowanym . Trze­
ba tu  nadmienić, że mimo tych wyników Cwieta tak  w ytraw ny badacz 
jak  W illstátter, k tó ry  otrzym ał ksantofil w stanie krystalicznym  nie uznał 
jego heterogenności i mocno krytykow ał Cwieta (26). Dopiero gdy znacz­
nie późniejsze badania przy zastosowaniu bardziej w yrafinow anych m e­
tod, na przykład adsorpcji na aktyw nym  tlenku magnezu, w ykazały

http://rcin.org.pl



3 0 2 W. O STR O W SK I [8]

słuszność obserw acji Cwieta, W illsta tter (28) p isał w swoich pam iętnikach 
Aus meinem Leben:

„Zawsze zw racałem  na to uwagę po przeprow adzeniu moich doświad­
czeń, czy byli przede m ną jacyś badacze, k tórych ścieżką kroczyłem  lub 
ją  krzyżowałem, tak, aby im  oddać spraw iedliw ość lub spłacić pełny dług. 
W konsekw encji tego np. stw ierdziłem , że moimi poprzednikam i w  tych 
badaniach byli fizyk Stokes, oraz botanicy K raus, Borodin, M onteverde, 
Cwiet i Molisch” .
I dalej:

,,W początkach badań nad chlorofilem  duże znaczenie odegrała w y­
próbowana adsorbcyjna technika botanika Cwieta z W arszaw y” .

Szkoda, że tej opinii o pracach Cw ieta W illstatter nie m iał wówczas, 
kiedy ten je publikow ał i w ykazyw ał niezbicie w sposób konsekw entny, że 
chlorofil można wydzielić, oczyścić i scharakteryzow ać za pomocą prostej 
techniki chrom atograficznej, a nie ty lko  na  zasadzie czysto chemicznych 
metod badając wiele pochodnych chlorofilu w  „w yniku reakcji z kw a­
sami i zasadam i”. W illsta tter nie stosow ał techniki adsorbcyjnej Cwieta 
w swych badaniach nad  barw nikam i roślinnym i, a dopiero jego uczniowie 
W i n t e r s t e i n  i S t e i n  (29) oraz K a r r e r  i S c h l i e n t z  (15) 
otrzym ali w latach trzydziestych tą  m etodą czyste chlorofile i karoteny 
alfa i beta.

Tę sam ą zresztą zasadę w yłącznej reakcji z kw asam i i zasadami przy 
ustalaniu s tru k tu ry  chlorofilu w yznaw ał nasz w ielki chem ik Leon M ar­
chlewski. M archlewski w ykazyw ał w swoich pracach, że chlorofil tra k ­
tow any kwasem  daje dwa rodzaje pochodnych tzw. filoksantynę i filo- 
cyjaninę. Sądził, że są to dwa różne stadia degradacji tej sam ej cząsteczki 
chlorofilu. Natom iast Cwiet w ykazał logicznie, że jedna z tych pochod­
nych, k tórą otrzym yw ał M archlew ski, pochodzi z chlorofilu alfa, druga 
z chlorofilu beta, (według jego nom enklatury  tzw. chlorofilan alfa i chlo- 
rofilan beta (17)). M archlewski i grupa innych chemików tego okresu nie 
chcieli uznać faktu, że w przyrodzie w ystępują  dwie odm iany chlorofilu 
alfa i beta, mimo że Cwiet rozdzielił je za pomocą chrom atografii kolum ­
nowej. Powyższe kontrow ersje spowodow ały m iędzy obu uczonymi d ra ­
m atyczną polemikę dla nas dziś niezrozum iałą. K onflikt zaostrzał W ill­
sta tter, k tóry  ignorował zarówno prace M archlewskiego jak  i Cwieta 
tworząc w łasną nom enklaturę pochodnych chlorofilu i nie biorąc pod 
uwagę możliwości heterogenności zielonego barw nika roślin. W illstatter 
argum entow ał, że chrom atografia nie jest odpowiednią m etodą do prepa- 
ratyw nego otrzym yw ania substancji chem icznych (27). Cwiet odpowiadał 
na zarzuty  jasno i skrom nie (10):

„Przypuszczenia, że moje p repara ty  są zanieczyszczone ponieważ nie 
otrzym ałem  barw ników  w  stanie sta łym  są zupełnie nieuzasadnione. Chlo- 
rofilany (pochodne chlorofilu alfa i beta) były wyizolowane za pomocą 
analizy adsorpcyjnej, k tóra jest jaknajbardziej m etodą p reparatyw ną
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i w w ielu względach m a przewagę nad m etodami precypitacji czy k rysta­
lizacji. Prawdopodobnie nie byłoby żadnych specjalnych trudności w za­
stosowaniu m etody adsorpcyjnej do przygotowania w iększych ilości barw ­
nika w ystarczających do analizy ......W każdym  razie analiza adsorpcyjna
jest już teraz stosow ana jako potężna m etoda kontroli; żaden preparat 
barw nika nie może być uznany za zdefiniowany jako substancja czysta, 
jeśli nie w ykazuje również jednorodności podczas próby chrom atogra­
ficznej” .

Do tych słów nie można nic dodać dzisiaj przy współczesnej ocenie 
czystości preparatów  chemicznych.

Tak więc kom petencyjny spór między uczonymi w  początkach naszego 
wieku spowodował, że jedna z najbardziej przydatnych w nauce metod 
jaką jest chrom atografia została zapomniana na okres praw ie trzydziestu 
lat. Dopiero bowiem w latach trzydziestych ta technika została ponownie 
wprowadzona do analizy chemicznej i jak  widzimy, z wielkim  powo­
dzeniem.
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RECENZJE

Research in Protozoology, tom II, red. Tze-Tuan Chen, Pergamon Press,
1967

D rugi tom Research in Protozoology  zaw iera rozdziały obejm ujące tak ie dzie­
dziny jak: m orfogeneza pierw otniaków , funkcja aparatu jądrow ego pierw otniaków , 
ekologia  pierw otniaków  niepasożytniczych, w pływ  prom ieniow ania na kom órki p ier- 
w otn iacze oraz w zrost p ierw otniaków  pasożytniczych w  kulturach tkankow ych.

Z agadnienie m orfogenezy p ierw otniaków  zostało opracowane przez Vance T a r -  
t a r a  w  rozdziale pt. Morphogenesis in Protozoa.  Autor jest w yb itnym  specjalistą  
w  tej dziedzinie. Potrafi on  jasno i zw ięźle przedstawić najw ażniejsze osiągnięcia  
badań nad m orfogenezą struktur kom órkowych pierw otniaków : a) w  czasie podziału  
kom órkow ego, b) w  przebiegu cyklu życiowego, c) w  czasie regeneracji fizjologicznej 
oraz post-traum atycznej. Z jaw isko polim orfizm u oraz pojaw iania się tzw . form  
podw ójnych (dubletów ) u pierw otniaków  zostało w  pełni uw zględnione przy om a­
w ian iu  n iektórych rzadziej spotykanych form m orfologicznych.

N ajbardziej szczegółow ej analizie poddano przebieg m orfogenezy u orzęsków , 
które od czasu p ionierskich  badań Stanisław y D em bowskiej w  latach dw udziestych  
stały się n iem al k lasycznym  obiektem  badań w  tej dziedzinie. O rzęski są szczególn ie  
dogodnym  m odelem  do badań zjaw isk  morfogenezy na szczeblu kom órkow ym , gdyż 
posiadają bogato zróżnicow ane struktury pow ierzchniow e (c o r tex ) oraz podw ójny  
aparat jądrow y w  postaci m ikro- i m akro-nukleusów . W końcow ych częściach  arty­
kułu V. Tartar analizuje w  interesujący sposób rolę poszczególnych składników  
kom órkow ych (co r tex , cytoplazm a, aparat jądrowy) w  przebiegu procesu m orfoge­
nezy kom órek pierw otniaczych.

D. M. P r e s c o t t  i G.  E.  S t o n e  w  rozdziale pt. R eplication  and Function  
of the  Protozoan Nucleus  om aw iają zagadnienie syntezy DNA i R NA  u różnych  
gatunków  pierw otniaków  w  oparciu o najnow sze dane eksperym entalne, uzyskane  
przy jednoczesnym  użyciu  technik m ikrochirurgicznych (enukleacja, transplantacja  
jąder itp.) oraz radioaktyw nych prekursorów. Autorzy słusznie podkreślają znacze­
n ie  badań prow adzonych na synchronizowanych kulturach Tetra h ym en a  pyr iform is ,  
które dostarczyły b iologom  w ie le  danych o przem ianach zw iązków  nukleinow ych  
w  przebiegu podziału kom órkow ego.

K. G. G r e l i  w  rozdziale pt. Sexual Reproduction in Protozoa  podjął się n ie ­
w dzięcznego zadania syn tetycznego  om ów ienia skom plikow anych stosunków  w  za­
kresie zróżnicowania p łciow ego komórek w  różnych grupach pierw otniaczych. D zięk i 
solidnem u om ów ieniu  oraz uporządkowaniu bardzo różnorodnego m ateriału, artykuł 
ten  m oże być cenną inform acją zarówno dla ogólnego biologa, którego interesują  
zagadnienia zróżnicow ania p łci na szczeblu organizm ów jednokom órkow ych jak i 
dla specja listy  protozoologa, zainteresow anego badaniam i z zakresu ekologii, fiz jo ­
logii oraz gen etyk i p ierw otniaków .
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Rozdział opracow any przez L. E. N o 1 a n d a i M. G o j d i c s pt. Ecology of 
F ree-l iv ing  Protozoa  zaw iera bogaty m ateriał, dotyczący w arunków  życia p ierw ot­
niaków  niepasożytniczych. W artykule om ówiono szczegółow o znaczenie poziom u  
zasolenia, zaw artości tlenu i pH  środow iska oraz takich czynników  fizycznych  jak  
tem peratura i św iatło. Z agadnienie niezbędnych sk ładników  odżyw czych dla p ier­
w otniaków  poddano analizie w  zależności od sposobów  ich odżyw iania ze szczegól­
nym  zw róceniem  uw agi na rolę endosym biontów  w ew nątrz-kom órkow ych  oraz 
w zajem ne stosunki w  układzie: pierw otniaki — zw ierzęta  tkankow e. W arunki życia  
pierw otniaków  glebow ych oraz gatunków , w ystępujących  w  w odach zanieczyszczo­
nych (ściekow ych), zostały słusznie om ów ione osobno z uw agi na specyficzne w arunki 
środow iskow e oraz w yjątk ow e znaczenie praktyczne tego zagadnienia.

W pływ  różnego rodzaju prom ieniow ania na kom órki p ierw otn iacze om aw ia  
szczegółow o A. C. G i e s e  w  obszernym  rozdziale pt. Efects of R adiation  upon  
Protozoa.  Badania nad w p ływ am i różnego rodzaju prom ieniow ania dostarczyły cen­
nej inform acji na tem at organizacji kom órki pierw otniaczej i rzuciły  now e św iatło  
na w zajem ne oddziaływ anie jądra i cytoplazm y oraz na funkcje niektórych organelli 
kom órkow ych. N a osobną uw agę zasługują osiągn ięcia  w  zakresie produkcji m u ­
tantów  w  w yniku  n aśw ietlan ia  p ierw otniaków  prom ieniam i UV lub X, co przyczy­
niło się do w yjaśn ien ia  niektórych zagadnień zw iązanych z dziedzicznością u tych  
organizm ów.

W ostatnim  rozdziale pt. G row th  of Parasitic  Protozoa in Tissue Cultures  
W. T r a g e r  i S.  M.  K r a s n e r  om aw iają dotychczasow e osiągnięcia w  zakresie  
hodow li p ierw otniaków  pasożytniczych na podłożach kultur tkankow ych. Celem  
tego rodzaju hodow li jest uzyskanie kultur um ożliw iających badanie p ierw otniaków  
w  w arunkach bardziej dostępnych dla badacza niż te  w  jakich przebyw ają one 
w  obrębie tkanek gospodarza. D odatkową korzyścią, w ynikającą z tego rodzaju  
hodow li, jest m ożliw ość stosunkow o dokładnego badania w zajem nych zależności 
m iędzy pasożytem  a tkankam i żyw iciela. W szczególności zastosow anie m etody ho­
dow li na podłożach tkankow ych w  stosunku do niektórych pasożytów  w ew n ątrz­
kom órkow ych (np. T rypan osom a cruzi, Theileria, Toxoplasm a)  stwarza całkow icie  
now e m ożliw ości badania tych p ierw otniaków  — i to zarówno pod kątem  poznania 
ich biologii jak i skutecznego ich zw alczania przy zastosow aniu środków chem ote- 
rapeutycznych oraz im m unologicznych.

H. Dominas  
S. D ryl

Praktikum z biochemii. Podstawy metodyczne. Praca zbiorowa pod redak­
cją Witolda Brzeskiego i Zbigniewa Kaniugi PWRiL, Warszawa 1968, 

str. 360

Treścią książki są w ażniejsze podstaw y m etodyczne, których znajom ość jest  
konieczna do prow adzenia biochem icznych badań. A utoram i są pracow nicy katedr  
biochem ii Szkoły G łównej G ospodarstw a W iejskiego w  W arszaw ie i U niw ersytetu  
W arszaw skiego. Jest to jak gdyby w znow ien ie w ydanego przed przeszło dziesięciu  
laty  podręcznika pod tytu łem  „Ć wiczenia z biochem ii roślin”, poszerzonego o w sp ó ł­
czesne w iadom ości teoretyczne i dostosow anego częściow o do realizow anych obecnie  
programów.

W podręczniku m ożna w yodrębnić k ilka części. P ierw sza om aw ia w ykryw anie  
jakościow e podstaw ow ych składników  żyw ych organizm ów  (sacharydów, tłu szczów -
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ców , am inokw asów , białek i sk ładników  kw asów  nukleinow ych) za pomocą w ażn iej­
szych reakcji charakterystycznych. Tego typu badania, jak słuszn ie podkreślają  
redaktorzy, „stanow ią niezbędny w stęp  do poznania m etod stosow anych w  badaniach  
biochem icznych”. U zyskane tym i drogam i dodatnie w yn ik i nie św iadczą jeszcze
0 obecności poszukiw anego związku, natom iast ujem ny w yn ik  w yk lu cza  jego 
obecność.

N astępna część podręcznika pośw ięcona jest frakcjonow aniu m ateriału b iolo­
gicznego, w stępn ej czynności w  w yodrębnianiu  czystych sk ładników  żyw ej m aterii. 
Przedstaw iono różne stosow ane m etody ekstrakcji, a następnie frakcjonow ane w y ­
trącanie z roztw oru poszukiw anych substancji. Na szczególną uw agę zasługuje dość  
w yczerpująco opisana m etoda ekstrakcji przeciw prądow ej. M etoda ta pozw alająca  
na ilościow e rozdzielanie m ieszanin złożonych z w ie lu  naw et składników , zdobyła  
sob ie bardzo szerokie uznanie.

W trzeciej części podano opisy różnych technik sporządzania roztw orów  buforo­
w ych. Podano rów nież sposoby spraw dzania i oznaczania stężen ia  jonów  w odorowych.

K olejna, bardzo znaczna część książki pośw ięcona jest różnym  odm ianom  chro­
m atografii. W jednym  z rozdziałów  om ów iono chrom atografię adsorpcyjną, rodzaje 
stosow anych adsorbentów  i rozpuszczalników , oraz urządzenia i aparaty. W następ­
nym  rozdziale autorzy w prow adzają czyteln ika w  zagadnienia chrom atografii podzia­
łow ej, ze szczególnym  uw zględnieniem  chrom atografii b ibułow ej. R ozdział trzeci 
dotyczy zastosow ania jonitów  w  praktyce laboratoryjnej. O m ówiono różne odmiany 
stosow anych jonitów  i ich m echanizm  działania. O statni rozdział opisuje chrom ato­
grafię cienkow arstw ow ą, technikę jej stosow ania i jej zalety.

N astępne dw a rozdziały, to rów nież m etody rozdzielania m ieszanin. P ierw szy z nich, 
pośw ięcony elektroforezie, om aw ia w ady i zalety zarów no elektroforezy sw obodnej jak
1 pasm ow ej, a w  szczególności technikę elektroforezy bibułow ej i na żelu skrobio­
wym . Drugi rozdział noszący tytu ł „Sączenie m olekularne”, pośw ięcony jest m eto­
dom rozdzielania sk ładników  m ieszanin w  oparciu o różnicę w ielkości ich cząste­
czek. Obok d ializy, służącej od daw ien daw na do oddzielania zw iązków  drobno- 
cząsteczkow ych od m akrocząsteczek, a szczególn ie do odsalania roztw orów  białek, 
przedstaw iono też od niedaw na w prowadzoną m etodę sączenia m olekularnego po­
przez preparaty dekstranu, znane pod nazw ą S ephadexów .  Podano różne sposoby  
zastosow ania tych preparatów  do odsalania i zatężania roztw orów  zw iązków  w ie lk o ­
cząsteczkow ych.

O statnie rozdziały pośw ięcone są zagadnieniom  specjalnym . Jeden z rozdziałów' 
zaw iera opis fotom etrii absorpcyjnej pow szechnie używ anej w  biochem ii do ilościo­
w ego oznaczania zw iązków , a także do kontrolow ania przebiegu reakcji, oznaczania  
stanu rów now agi itp. W podręczniku znajdują się opisy aparatury jak i w skazów ki 
do stosow ania jej w  prow adzonych badaniach.

W następnym  rozdziale podano opis aparatu W arburga do badania w ym iany ga­
zow ej a także przykłady zastosow ania tego aparatu do rozw iązyw ania n iektórych  
zagadnień.

Ostatni rozdział przeznaczony został na zaznajom ienie czyteln ika z radiom etrią  
i autoradiografią. W rozdziale om ów iono bezpieczeństw o pracy z izotopam i prom ie­
niotw órczym i, budow ę aparatów  i m ożliw ości ich zastosow ania do badań biochem icz­
nych, szczególn ie m etabolizm u in v i tro  i in vivo .  Podano rów nież w ie le  użytecznych  
inform acji technicznych.

N ależy dodać, że każdy rozdział poprzedzony jest podaniem  podstaw ow ych  
w iadom ości, dobrze w prow adzających czyteln ika w  om aw iane zagadnienia. Na końcu  
rozdziału zestaw iono cenniejszą literaturę na dany tem at. Każdy rozdział jest też 
ilustrow any k ilku  dobrze i bardzo szczegółow o opracow anym i ćw iczeniam i i zada­
niami, dzięki czemu podręcznik może służyć jako zbiór ćw iczeń  studenckich  z zakresu  
biochem ii. Jest to dużą zaletą tej książki, gdyż w  zw iązku z przeprow adzanym i
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obecnie reform am i program ów  studiów  zw iększa  się, kosztem  w ykładów , liczby  
godzin zajęć praktycznych. K siążka jest bardzo starannie opracow ana i w ydana, 
a jej w ysok i pozióm pozw ala sądzić, żę będzie ona cenną pom ocą nie ty lko dla labo­
ratoriów  studenckich lecz rów nież dla naukow ych pracow ni biochem icznych.

B. F ilipowicz

J. Opieńska-Blauth i L. Tomaszewski Metody chromatograficzne w bada­
niach aminokwasów ze szczególnym uwzględnieniem aminoacydurii. 

PZWL Warszawa 1966 (str. 88 cena 20 zł)

K siążka przeznaczona jest d la lekarzy pragnących praktycznie w ykorzystać d la  
celów  diagnostycznych m ożliw ości tkw iące w  badaniach chrom atograficznych m oczu  
na obecność poszczególnych am inokw asów . Zgodnie z tym  założeniem  w  pierw szej 
części (obejm ującej rozdziały I—VIII) om ów iono podstaw y m etodyczne, w  drugiej 
zaś części (rozdziały IX —XI) przegląd am inoacydurii w ystępujących  w  stanach fiz jo ­
logicznych i patologicznych.

W części m etodycznej autorzy zapoznają czyteln ików  w  krótkiej i zw ięzłej for­
m ie z łatw o dostępnym i m etodam i analizy chrom atograficznej am inokw asów  w  m a­
teria le  biologicznym .

W części drugiej autorzy dokonują przeglądu i system atyki tych jednostek cho­
robow ych, w  których identyfikacja  i oznaczenia poszczególnych am inokw asów  m oże 
być bardzo istotnym  czynnikiem  w  staw ian iu  diagnozy przez lekarza i rozpoczęcia  
w czesnego leczenia (zw łaszcza w  okresie niem ow lęcym ). Bardzo cenna jest rów nież 
próba usystem atyzow ania am inoacydurii patologicznych na w rodzone i nabyte. 
W spółczesna diagnostyka klin iczna w  szerokim  zakresie podejm uje próby w yk ryw a­
nia zaburzeń m etabolicznych poszukując etiopatogenezy w ie lu  schorzeń w  uszkodze­
niach podstaw ow ych m echanizm ów  sterujących praw idłow ą funkcją kom órek  
i tkanek.

Wśród w ielu  m etod biochem ii k lin icznej i chrom atografia i elektroforeza za j­
m ują poczesne m iejsce ze w zględu  na prostotę urządzeń oraz m ożliw ości w ykryw an ia  
i oznaczania licznych zw iązków  tej sam ej k lasy  w  złożonych m ieszaninach. P osłu g i­
w anie się tym i m etodam i w ym aga jednak n ie tylko nabycia przez badającego b ieg ­
łości technicznej, ale przede w szystk im  um iejętności dokonania w yboru w łaściw ej  
procedury analitycznej prowadzącej do w yn ik ów  nadających się do interpretacji. 
Autorzy tej książki nie tają licznych trudności z jakim i spotkać się m oże analityk  
podejm ujący badania nad am inoacydurią.

N a uw agę zasługuje fakt, że poruszana tem atyka jest bogato uzupełniona n a j­
now szym  piśm iennictw em  co predestynuje om aw ianą książkę do roli podstaw ow ego  
przew odnika po chrom atografii w  zastosow aniu do badań nad am inoacydurią.

W następnych w ydaniach  podręcznika byłoby rów nież korzystne uw zględnien ie  
zagadnienia w ystępow ania peptydów  m oczu oraz w yelim in ow an ie drobnych błędów , 
jak ie um knęły uw agi korekty w  obecnym  w ydaniu , jak np.:

brak zapow iedzianego schem atu reakcji n inhydrynow ej na stronie 16, 
na stronie 23 zam iast 5 m l w inno być 5 pil,
na stron ie 23 pom inięto często używ any bufor fosforanow y w  zestaw ie układów  
służących do rozw ijania chrom atogram ów,
na stronie 30 próbkę m oczu pow inno się nanosić po stron ie anodow ej, a n ie k a ­
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todow ej — jak podano w  tekście, gdyż przy pH 2,2 am inokw asy w  czasie elek tro­
forezy m igrują ku anodzie.
„M etody chrom atograficzne w  badaniach am inokw asów  ze szczególnym  uw zględ­

n ien iem  am inoacydurii” stanow ić pow inny jedną z podstaw ow ych pozycji w  podręcz­
nej b ib liotece każdej pracow ni analitycznej klinicznej, zw łaszcza w  k lin ikach pedia­
trycznych. i ; H

M. K ańsk i

Dennis V. Parke — The Biochemistry of Foreign Compounds. Pergamon 
Press 1968, str. 269

Jest to  piąty tom  z serii m onografii pośw ięconych w ybranym  zagadnieniom  
z biochem ii. B iochem ia zw iązków  obcych jest jednym  z nich, w ynikającym  z coraz 
w iększej produkcji i coraz szerszego stosow ania zw iązków  chem icznych w  roln ictw ie, 
żyw ien iu  i lecznictw ie. Środow isko człow ieka w spółczesnego, chem izow ane przez 
substancje przeznaczone dla dobra człow ieka zagraża jego zdrowiu, na skutek stałego  
w nikan ia  tych substancji do ustroju przez przew ód pokarm ow y lub innym i drogam i. 
R acjonalna ochrona zdrowia, ani racjonalne w ykorzystyw an ie zw iązków  obcych nie 
są m ożliw e bez poznania szczegółow ego ich przem ian w  ustroju oraz konsekw encji 
dla stanu zdrow ia człow ieka.

C elem  m onografii b yło  udostępnienie (podczas studiów  m edycznych, rolniczych  
i innych oraz w  szkoleniu  podyplom owym ) elem entów  biochem ii tych zw iązków , co 
jest uzasadnione nie ty lko  w zględam i zdrow otnym i, ale rów nież ekonom icznym i 
i społecznym i.

K siążka składa się z dw óch części. W pierw szej — autor przedstaw ia m echaniz­
m y w chłan ian ia  i w ydalan ia  oraz rozm ieszczenia obcych zw iązków  w  ustroju, ich  
m etabolizm  z uw zględnieniem  przem ian katalizow anych przez enzym y m ikrosom ów  
w ątroby a także czynników  w pływ ających  na ten  m etabolizm . Obszernym  (20 stron) 
i celow ym  zakończeniem  tej części m onografii jest rozdział, w  którym  porównano 
m etabolizm  u zw ierząt sta ło - i zm iennocieplnych ze szczególnym  uw zględnieniem  
ssaków . Część pierw sza stanow i podstaw ę dla om ów ienia biochem izm u w ybranych  
zw iązków  naturalnych, zw iązków  dodaw anych do żyw ności, leków , pestycydów  
i niektórych zw iązków  stosow anych w  przem yśle chem icznym . Przykładow e to 
om ów ienie jest treścią części drugiej. N ajw ięcej w  niej m iejsca zajm ują lek i i zw iązki 
naturalne. R ozdział dotyczący zw iązków  obcych w  żyw ności form aln ie najszczuplej- 
szy (11 stron), fak tyczn ie potraktow ano najszerzej; uzupełniają ten rozdział w szy st­
kie pestycydy i w ie le  zw iązków  naturalnych bądź stosow anych w  przem yśle chem icz­
nym , a naw et niektóre leki, jak np. kw as sa licy low y  (niedozw olony do konserw ow a­
nia żyw ności).

W skazuje to na trudność układu m onografii b iochem icznej, którą można rów nież 
uznać za zarys w spółczesnej toksykologii. M onografia ta jest cennym  w prow adzeniem  
do tego  w łaśn ie  przedm iotu lub do toksykologii poszczególnych grup obcych zw iąz­
ków. O takim  w łaśn ie  jej charakterze św iadczy także ogólna objętość tekstu i w za ­
jem ny ilościow y stosunek obu części, tj. 136 str.: 91 str.

Jest to książka now oczesna pod w zględem  treści i w alorów  dydaktycznych. 
P iśm iennictw o podane na zakończenie każdego praw ie rozdziału w raz z odsyłaczam i 
do w ykazu, obejm ującego 504 pozycje pochodzi g łów nie z lat 1964—65. P odstaw ow ym  
dziełem , z którego autor korzystał jest W illiam sa R. T.: „Detoxication Mechanisms.
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The M etabolism  and D etox ica t ion  of Drugs, Toxic Substances and O th er  Organic  
C om pounds”, II. w ydanie. Rok 1959. Londyn.

D yskusyjną spraw ą m oże być um ieszczenie chininy w śród substancji dodaw a­
nych do żyw ności zam iast w śród leków . Ze szk o d ą — w ydaje się — pom inięto w  części 
pierw szej próbę w prow adzenia do m utagenności, teratogenności (choć pośród leków  
om ów iono thalidom id) i do m ethem oglobinem ii.

W części drugiej brak antybiotyków . W św ietle  aktualnych danych przynaj­
m niej na taką sam ą w zm iankę jak penicylina, zasługują antybiotyki tetracyk linow e, 
stosow ane zarówno w  m edycynie w eterynaryjnej jak i dodaw ane do m ieszanek  pa­
szow ych dla zw ierząt hodow lanych i drobiu, a przechodzące do ich m ięsa i podrobów  
oraz w ystępujące w  jajach drobiu.

Do tego typu niedostatków  zaliczam  nie podanie w  części drugiej, zw łaszcza  
przy azotynie sodow ym , że zw iązek ten  posiada w łaściw ości m ethem oglobinotw órcze. 
W ystępow anie tego zw iązku w  przyrodzie i stąd obecność azotynów  w  w odzie do 
picia i n iektórych roślinach jadalnych stan ow i przyczynę zatruć niem ow ląt. Zatrucia  
te przebiegają z objaw am i m ethem oglobinem ii. N ie w ykazano — jak dotąd — i autor 
nie cytuje piśm iennictw a, że w  środkach spożyw czych konserw ow anych azotynem  
sodow ym  w ytw arzają się rakotw órcze n itrozoam iny, jednak autor to  stw ierdza. Z w y ­
jątkiem  m ączki rybnej stosow anej d la celów  paszow ych, w  której stw ierdzono w y ­
tw arzanie się nitrozoam in oraz z w yjątk iem  badań w skazujących, że w ytw arzają  się 
one w  obecności różnych amin przypuszcza się i jest to prawdopodobne, że w y tw a ­
rzają się one w  środkach spożyw czych konserw ow anych azotynem  sodow ym .

M onografia jest bogato ilustrow ana schem atam i przebiegu reakcji chem icznych  
w  ustroju, w ynikającym i z aktualnego stanu w ied zy  w  dziedzin ie om aw ianych  
zw iązków  obcych.

W ydaw nictw u należą się słow a uznania za podjęcie tem atu  i staranne w ydanie  
tej cennej pozycji naukow ej. Życzyć jednak należy, aby następne w yd an ie  zostało  
nieco poszerzone o zagadnienia w ym ien ion e w yżej i o toksyczne m etabolity  grzybów , 
jak np. a flatoksyny i inne.

M. N ikonorow

Proceedings of 2nd Meeting of FEBS, Vol. 4 Ribonucleic Acid-Structure 
and Function red. H. Tuppy, Pergamon Press, 1966, str. 150

Książka ta jest zbiorem  dziesięciu  sym pozjalnych referatów  przedstaw ionych  
na drugim Zjeździe Europejskich T ow arzystw  B iochem icznych FEBS w  W iedniu. 
A utoram i referatów  są czynni w  danej problem atyce badacze o św iatow ej sław ie.

P ierw sza pozycja dotycząca preparatyw nych i analitycznych metod w  ustalaniu  
struktury tRNA została napisana przez M. S t a c h e l i n a .  Druga, zatytu łow ana  
„W łasności tRNA w ytw arzanego podczas głodzenia am inokw asow ego” opracowana  
przez U. Z. L i t t a u e r a  i R, M i l b a u e r a  jest przeglądem  dotychczasow ej w ie ­
dzy na tem at w pływ u  m etylacji zasad w  tRNA na jego w łasności biologiczne. S truk ­
tura specyficznego dla seryny tR NA  jest przedm iotem  następnego rozdziału. A utoram i 
są H. G. Z a c h a  u, D.  D u t t i n g ,  F. M e l c h e r s ,  H.  F e l d m a n n  i R.  T h i e -  
b e. Podają oni skrót m etodycznych danych, które doprow adziły do ustalen ia  struk­
tury trzech specyficznych dla seryny tRNA, i porów nują ich budow ę z innym i tR NA
o znanej sekw encji zasad.

http://rcin.org.pl



[7] R ECEN ZJE 311

K olejnym  problem em  przedstaw ionym  przez F. G r o s a ,  S. N a o n o, J. R o u - 
v i e r e ,  D.  H a y e s a  i R.  C u k i e r  jest fizjologiczna korelacja m iędzy syntezą  
i funk cją  inform acyjnego RNA. Om awiana jest tu rola RNA polim erazy w  syntezie  
m R NA  na m atrycy D N A  i udział rybosom ów  w  m echanizm ie represji. Frakcje RNA  
w  kom órkach zw ierzęcych  odpow iadające inform acyjnem u RNA są przedm iotem  
artykułu H. R. V. A r n s t e i n a. G łówna uw aga pośw ięcona jest fizykochem icznym  
w łasnościom  R NA  z retiku locytów  królika odpow iadającem u m R NA  dla hem oglo­
biny.

R. A. Cox przedstaw ia w yn ik i w łasne i innych na tem at badań drugorzędowej 
struktury rybosom ow ego RNA w  roztw orach. Jest to obszerny artykuł om aw iający  
zm iany konform acyjne RNA w  różnych pH. P ierw szorzędow a struktura rybosom o­
w ego R NA  jest przedm iotem  razw ażań J. P. E b e 1 a.

W pływ  8-azaguaniny, w budow anej do m RNA, na jego funkcję om aw ia  
D. G r u n b e r g e r .  Z m iany w  strukturze drugorzędow ej RNA pod w pływ em  tego  
analogu purynow ego i w ynikających  stąd konsekw encji w  stosunku do biosyntezy  
białka są przedm iotem  dociekań autora. K olejny referat napisany przez G. K o c h a  
jest zbiorem  u stalonych  faktów  dotyczących w łasności, funkcji i replikacji w iru so­
w ego  RNA. A utor porusza problem  sekw encji i zjaw isk  prow adzących do syntezy  
białek  w  obecności w irusow ego RNA, indukcję i represję funkcji RNA oraz m ożli­
w ości p rzen iesien ia  genetycznej inform acji RNA na DNA. K siążkę zam yka artykuł
S. O c h o a na tem at procesów  translacji.

Zbiór om aw ianych artykułów  jest szerokim  przeglądem  w ied zy  o strukturze 
i fu n k cji kw asów  nukleinow ych. Jest przeznaczony raczej dla specjalistów , chociaż 
w szystk ie  artykuły zaw ierają część poglądow ą, zaznajam iającą czyteln ika z podstaw o­
w ym i osiągnięciam i danego kierunku. W sum ie — bardzo w artościow a pozycja, która 
pow inna być ła tw o dostępna d la  badaczy zw iązków  w ysokocząsteczkow ych.

P. Szafrański

6-th International Congress of Clinical Chemistry. Monachium, 
26— 30 Lipca 1966. 4 tomy. Red, O. Weiiand., S. Karger 1968, str. 487

Zbiór referatów  głów nych  i streszczeń doniesień w ygłoszonych  na Szóstym  M ię­
dzynarodow ym  K ongresie Chem ii K lin icznej obejm uje 487 stron zaw artych w  czte­
rech tom ach. K ażdy tom  pośw ięcony jest w iększej tem atycznej całości* chem ii białek
0 k lin icznym  znaczeniu, enzym ologii k linicznej, postępom  w  m etodyce k lin iczno- 
chem icznej oraz postępom  w  badaniach k lin iczno-biochem icznych.

Wśród uczestn ików  zjazdu znalazła się  śm ietanka m iędzynarodow ej chem ii
1 chem ii k lin icznej: Grassm an, T iselius, Putnam , Hitzig, Grabar, Bucher, P fleiderer, 
Wierne, Boyd, N atelson , Stahl, Lynen, Standbury, W ith, W ieland.

P raw ie trzy czw arte referatów  pośw ięcone jest różnym  aspektom  chem ii k lin icz­
nej b ia łek  jak now oczesne m etody rozdziału białek, synteza, struktura i funkcja  
Y-globulin, zw iązek paraprotein z praw id łow ym i im m unoglobulinam i, kliniczne e fe k ­
ty n iepraw id łow ych  globulin  osocza, now e aspekty analizy im m unoelektroforetycz- 
nej, izoenzym y, b iochem ia izoenzym ów  i ich  diagnostyczne znaczenie, d iagnostyka  
enzym ologiczna (dehydrogenazy kw asu m lekow ego, am ylaz 5’-nukleotydaz, cholines- 
teraz, fosfataz), im m unologiczne inhib itory enzym atyczne, hem oglobiny, jodoprote- 
idy itd.

N a drugim  m iejscu  pod w zględem  ilości referatów  sto i m etodologia, przystoso­
w an ie technik do potrzeb biochem ii k lin icznej. N ie m a praw ie działu analityki, który  
by nie był w ykorzystyw any do ch em ii k lin icznej: fluorym etria, chrom atografia gazo­
w a i cienkow arstw ow a, m ikroanalityka.
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Z klasycznej fizjopatologii narządow ej i układow ej w ym ien ić należy: enzym o- 
logię nefronu, chem ię barw ików  żółciow ych, genetykę biochem iczną, choroby m oczu
o zapachu liścia  k lonow ego, w p ływ  czynników  antyreum atycznych na m etabolizm  
kolagenu oraz w p ływ  antykonceptyków  na m etabolizm  horm onów  tarczycy.

Biorąc pod uw agę zakres chem ii klinicznej tem atyka zjazdu nie jest zbyt szero­
ka, natom iast jest bardzo w yspecjalizow ana, co n iew ątp liw ie podnosi jej w artość 
m erytoryczną, gdyż postęp w  tych  dziedzinach zapew nia tylko specjalizacja.

Próba przedstaw ienia poszczególnych w yn ików  badań czy rozw ażań z góry ska­
zana jest na niepow odzenie. B yłaby ona przejaw em  przede w szystk im  osobistych  
zainteresow ań recenzenta. N ie m niej jednak należy uw ypuklić kierunki przyszłościo­
w e, które w  sposób m niej lub w ięcej system atyczny b yły  rozw ażane w  czasie zjazdu.

Zakres dotychczas upraw ianej biopsji p łynów  pozakom órkow ych u lega rozsze­
rzeniu  o chem iczną b iopsję narządów  w ątroby i nerek. Próbki tych narządów pobra­
ne przyżyciow o drogą punkcji poddaje się rów nocześn ie badaniu histologicznem u, 
biochem icznem u i ultram ikroskopow em u uzyskując w gląd  w  zależność m iędzy fun k­
cją a strukturą. P odstaw ow ym  w arunkiem  badania punktatów  jest oczyw iście  stoso­
w an ie odpow iednich m ikrom etod. Do dalszych przyszłościow ych k ierunków  należy  
inhib itorow a funkcja przeciw ciał w  stosunku do pew nych  enzym ów  oraz sw oiste  
inhib itory peptydow e poszczególnych izoenzym ów . O tw ierają się now e perspektyw y  
badań teoretycznych i fizjopatologicznych z zakresu regu lacji aktyw ności enzym ów .

W 6 K ongresie C hem ii K linicznej było ty lk o  jedno doniesien ie z Polski. Zwraca  
uw agę natom iast cały szereg doniesień z B ułgarii i z Jugosław ii.

L. T om aszew sk i
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SPRAWOZDANIA

Letnia szkoła FEBS w  Londynie na temat praktycznego nauczania bio­
chemii studentów medycyny

K onferencja odbyła się  w  D e p a r tm en t  of B ioch em istry  Medical College of St. 
B a rth o lo m ew ’s Hospital  w  L ondynie, w  dniach 22 i 23 kw ietn ia  1968 r. W obradach  
brało udział około 25 osób z różnych krajów  europejskich, w  tym  dw óch przedsta­
w ic ie li P olsk i (doc. dr W. O strow ski z K rakow a i prof, dr M. Ż ydow o z Gdańska). 
C elem  spotkania była z jednej strony konfrontacja m etod nauczania biochem ii stu ­
den tów  m edycyny w  różnych krajach  i szkołach europejskich, z drugiej zaś przedys­
ku tow anie — jakie są najsk u teczn iejsze  i najekonom iczn iejsze m etody nauczania  
m edyków . O rganizatorem  „szkoły” z ram ienia FEBS był prof. P. N. C am pbell z U n i­
w ersytetu  w  Leeds.

P ierw szy dzień konferencji b y ł pośw ięcony poglądom  na nauczanie biochem ii
i nauczaniu biochem ii studentów  m edycyny w  W ielkiej Brytanii. Z w ypow iedzi refe­
rentów  tego dnia m ożna się b y ło  zorientow ać, że n ie  tylko w śród w ykładow ców  
biochem ii różnych U n iw ersytetów  w  W ielk iej B rytanii, ale także w śród nauczających  
biochem ię w  12 londyńskich Szkołach  M edycznych — panują zupełn ie przeciw staw ne  
poglądy na w artość praktycznego nauczania  (tj. na przydatność praktycznych zajęć  
laboratoryjnych). P ierw szy referen t — dr E. D. W ills z M edical College of St. B arth o­
lo m e w ’s Hospital, reprezentow ał pogląd, że ćw iczenia laboratoryjne n ie pom agają  
studentom  m edycyny w  zrozum ieniu  przedm iotu, nie są także w  stanie nauczyć  
w  dostatecznym  stopniu tych  czynności laboratoryjnych, które w  przyszłości byłyby  
potrzebne lekarzow i w  jego codziennej pracy. Jakkolw iek  w  Szkole M edycznej, 
którą reprezentow ał dr W ills odbyw ają się praktyczne zajęcia z biochem ii (głów nie  
dośw iadczenia typu fizjo logiczno-chem icznego, np. badanie w p ływ u  w ysiłk u  na 
poziom kw asu m lekow ego w  krw i, w b udow yw anie znakow anej izotopow o glukozy
i octanu w  glikogen w ątroby szczura), to jego  zdaniem  należałoby zaprzestać n a ­
uczania praktycznego b iochem ii m edyków , zastępując ćw iczen ia  laboratoryjne w ięk ­
szą ilością godzin sem inaryjnych , konsu ltacyjnych  i w ykładow ych . P otw ierdzeniu  
tej tezy  m iały  służyć w yn ik i ank iety  rozpisanej w śród studentów  m edycyny londyń­
skich Szkół M edycznych, przedstaw ione przez Dr J. D. H aw kin s’a z tegoż sam ego  
Medical College of St. B a r th o lo m ew ’s Hospital.  W ankiecie tej zadano studentom  
szereg pytań dotyczących przydatności i atrakcyjności ćw iczeń  laboratoryjnych  
z biochem ii. Z liczb przedstaw ionych  przez prelegenta w ynikało , że  istn ieje  w ielka  
rozbieżność zdań co do atrakcyjności i przydatności ćw iczeń  pom iędzy różnym i 
szkołam i m edycznym i. W ydaje się to bardzo zależeć od sposobu prow adzenia zajęć 
praktycznych i od zaangażow ania personelu  nauczającego. Jako bardzo atrakcyjne  
ocen ili zajęcia praktyczne studenci z M id d lesex  Hospital M edical School,  gdzie b io­
chem ii naucza Dr J. B. Jepson, który był następnym  prelegentem . P rzedstaw ił on  
schem at organizacyjny nauczania b iochem ii w  sw ojej szkole i w yraził pogląd krań­
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cow o różny od tego, jaki reprezentow ał Dr W ills. S tw ierdził m ianow icie, że podstawą  
nauczania pow inny być zajęcia praktyczne, konsultacje i sem inaria. Zdaniem  Dr Jep- 
sona każde praktyczne ćw iczenie pow inno spełn iać jeden z trzech w arunków : 1) od­
pow iadać na pytanie, 2) uczyć techniki, która będzie w  przyszłości zastosowana, lub  
3) spraw iać niespodziankę. Tak zestaw ione ćw iczenia uczą — zdaniem  Dr Jepsona — 
znacznie skuteczniej i lep iej, aniżeli suchy system  w ykładow o-sem inaryjny , pobu­
dzają do dyskusji i sam odzielnych dociekań i dają lepsze podstaw y zrozum ienia  
m edycyny.

Z estaw ien ie przeciw staw nych poglądów  na w artość laboratoryjnego nauczania  
biochem ii studentów  m edycyny w yw oła ło  wśród zgrom adzonych bardzo żyw ą d y s­
kusję. Wśród przedstaw icieli w iększości krajów  europejskich przew ażał pogląd, że 
należy stanowczo utrzym ać zajęcia praktyczne z biochem ii, która jest nauką do­
św iadczalną podobnie jak fizjologia, b iofizyka i inne dyscyp liny podstaw ow e naucza­
ne na studiach lekarskich. P ozbaw ienie studentów  m ożliw ości w ykonyw ania chociaż­
by najprostszych dośw iadczeń odbiłoby się n iekorzystnie n ie  tylko na laboratoryj­
nym , ale także ogólno-m edycznym  w ykszta łcen iu  przyszłych lekarzy. Taki pogląd  
reprezentow ali rów nież w  dyskusji delegaci polscy.

N astępnym  referatem  pierw szego dnia obrad była prelekcja prof. D. N. Barona  
z R oyal Free Hospital School of Medicine,  na tem at w artości praktycznej b iochem ii 
w  m edycynie k linicznej. Z tego referatu — jak i z w ie lu  w ypow iedzi d yskusyjnych  — 
w yn ik a ło  w yraźnie, że obecny rozwój m edycyny klinicznej coraz bardziej opiera się  
na biochem icznych m etodach badania i rozum ow ania. W tym  także kierunku zm ie­
rzają tendencje reform  nauczania m edycyny w  Europie. W ram ach stud iów  k lin icz­
nych coraz w ięcej i częściej naucza się podstaw  patologii b iochem icznej i laborato­
ryjnych  m etod diagnostycznych.

Prof. P. N . C am pbell z U niw ersytetu  w  Leeds przedstaw ił w  dalszym  ciągu obrad  
projekt budow y now ego W ydziału L ekarskiego w  jego U niw ersytecie , w  którym  
przew idziano studenckie laboratoria w ieloprzedm iotow e (MDL — m u ltid isc ip linary  
laboratories). System  nauczania w  takich laboratoriach polegałby na tym , że student 
m iałby sw oje m iejsce w  ciągu całego roku tylko w  jednym  laboratorium , gdzie is tn ia ­
łyb y  m ożliw ości w ykonyw ania ćw iczeń zarów no np. z biochem ii, jak i h istologii, 
biofizyki, fizjo logii itd. M iałby to być oszczędniejszy system  budow ania, a rów no­
cześn ie system , w  którym  integracja poszczególnych przedm iotów  m ogłaby iść bar­
dzo daleko. O czyw iście stwarza to szereg niedogodności organizacyjnych i k łopotów  
osobow ych. W dyskusji podnoszono, że szereg takich laboratoriów  istn ieje  w  n iek tó ­
rych m edycznych szkołach am erykańskich i kanadyjskich, jednakże n iektóre szkoły  
po k ilkuletn ich  próbach tego rodzaju w róciły  do tradycyjnego system u laborato­
ryjnego.

Na zakończenie pierw szego dnia obrad architekt z londyńskiego urzędu arch itek­
tonicznego przedstaw ił referat na tem at projektow ania i kosztów  budynków  labora­
toryjnych przeznaczonych dla szkół w yższych. Z w ie lu  ciekaw ych zestaw ień  jakie  
podano w  tym  referacie w arto — dla porów nania — w spom nieć o rozdziale kosztów  
budow y tego rodzaju budynków  w  W ielkiej B rytanii. D la całego budynku koszt 
w ynosi (bez w yposażenia) 101 £ / m 2; z tego 44 £  przypada na sam  budynek, 
34 £  na instalacje i 23 £  na m eble. K oszt w yposażenia  ruchom ego w aha się w  n ie ­
w ie lk ich  granicach, sięgając (podobnie jak w  Szw ecji — co było przedm iotem  póź­
niejszego referatu) 30% całego budynku. Jest to znaczne przesunięcie kosztów  na 
korzyść w yposażenia  w  porów naniu z praktyką w yposażania now ych budynków  sto ­
sow aną w  Polsce. Także i normy przestrzeni przew idziane na jednego studenta  
w  laboratorium  w yliczone przez brytyjskich architektów  są w yższe aniżeli to stosuje  
się u nas w  Kraju. Na jednego studenta w  laboratorium  przew iduje się tam 5 m 2.

W drugim  dniu obrad przedstaw iciele krajów  kontynentu europejsk iego przed­
staw ia li problem y nauczania biochem ii w  sw oich  szkołach m edycznych. Prelekcje
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w ygłasza li: Dr O. Z etterqvist z U niw ersytetu  U ppsala w  Szw ecji i Prof. G. S eid elin  
z U n iw ersytetu  w  Kopenhadze w  D anii. Prof. dr J. Leonis z B rukseli m ów ił m .in.
o stosow aniu  film ów  do instruow ania studentów  o w yk onyw aniu  praktycznych  
zajęć, a prof. H. Hers z U niw ersytetu  w Louvain ogóln ie o nauczaniu biochem ii s tu ­
den tów  m edycyny w  B elgii. N astępnie Dr H. G. P andit-H ovenkam p z A m sterdam u  
m ów iła  o nauczaniu biochem ii na W ydziałach L ekarskich w  H olandii, Dr F. W. Brug- 
m an o reform ie studiów  lekarskich  w prow adzanych obecnie w  R otterdam ie, a prof. 
M. Żydowo o nauczaniu b iochem ii na W ydziałach L ekarskich w  P olsce. N ie odbyła  
się — przew idziana programem — prelekcja biochem ików  czechosłow ackich, gdyż 
delegacja  z C zechosłow acji nie przyjechała do Londynu.

P orów nanie różnych system ów  nauczania i problem ów, z k tórym i spotykają się  
nauczyciele biochem ii na W ydziałach L ekarskich w  różnych krajach europejskich, było  
bardzo interesujące. O dbyw ała się rów nież bardzo ożyw iona dyskusja n iem al po w szy ­
stk ich  w ystąp ien iach . P rzedstaw iciele w szystk ich  reprezentow anych krajów  z w y ją t­
k iem  Szw ecji uskarżali się, że kandydaci na studia lek arsk ie  stoją ogólnie na niższym  
poziom ie aniżeli kandydaci na inne kierunki studiów . System  rekrutacji na studia  
jest bardzo różny w  różnych krajach. O ile  np. w  W ielkiej B rytanii odbyw a się 
egzam in w stępny przed przyjęciem  na studia lekarskie, to w  B elgii i w  D anii n ie m a  
żadnej selekcji przy przyjm ow aniu, a w  Szw ecji odbyw a się konkurs m atur, przy 
czym  n ie ma znaczenia jakie przedm ioty kandydat studiow ał w  szkole średniej. 
Fakt, że jedynie w  Szw ecji najlepsi kandydaci ubiegają się o przyjęcie na studia  
lekarsk ie, próbowano tłum aczyć perspektyw am i ekonom icznym i zaw odu lekarza  
w  tym  kraju.

W w ie lu  krajach europejskich została przeprowadzona, lub jest w  trakcie prze­
prow adzania reform a nauczania m edycyny. W szyscy poszukują now ych skutecz­
n iejszych  m etod nauczania oraz program ów  jak najbardziej dostosow anych do po­
trzeb  w ykonyw ania zawodu lekarza. W szyscy uczestn icy b y li zgodni co do tego, że 
w ielk i postęp w  dziedzinie nauk biom edycznych dokonany w  ostatnich latach stwarza  
konieczność gruntow niejszego przygotow ania teoretycznego lekarzy, ale stw arza rów ­
nież trudny problem  selekcji m ateriału  z dziedziny biochem ii, który przyszły lekarz 
w in ien  sobie przysw oić. Sporo uw agi pośw ięcono audiow izualnym  m etodom  naucza­
nia. M.in. prof. Seidelin  z K openhagi dem onstrow ała aparat zastępujący asystenta  
w  objaśnieniu sposobu w ykonyw ania ćw iczeń, a będący połączeniem  m agnetofonu  
z autom atycznie zm ieniającym  przeźrocza w izjerem . W czasie trw ania konferencji 
urządzono w ystaw ę przyrządów przydatnych w  praktycznym  nauczaniu biochem ii 
a produkow anych przez niektóre firm y brytyjsk ie. W yposażenie studenckich labora­
toriów  biochem icznych zarówno w  W ielkiej B rytanii jak i w  krajach kontynentu  
europejsk iego w ydaje się być znacznie bogatsze aniżeli w  Polsce. Studenci m edycyny  
praw ie w e  w szystkich krajach robią w łasnoręczn ie ćw iczenia na aparatach W arbur- 
ga — niektórzy próbują zastąpić to w prow adzeniem  do cw iczeń studenckich  elektrody  
tlen ow ej Clarka; w  w ielu  szkołach m edycznych studenci posługują się na ćw iczeniach  
tak kosztow nym i przyrządam i jak spektrofotom etry do u ltrafioletu , a naw et autom a­
tyczne licznik i scyntylacyjne typu Packarda. W zw iązku z tym  w arto w spom nieć
o dyskusji, jaka w yw iązała  się na tem at celow ości stosow ania złożonej aparatury do 
ćw iczeń; niektórzy uczestnicy byli zdania, że jest lepiej polecać w yk onyw ać ćw icze­
n ia  studentom  na prostych zestaw ach aparaturow ych, których działanie łatw iej ob­
jaśnić, np. do badania radioaktyw ności zw iązku znaczonego w ęglem  prom ieniotw ór­
czym lepiej (ze w zględów  dydaktycznych) dać zestaw  złożony z licznika G eigera, prze­
licznika i zasilacza w ysokiego napięcia, aniżeli autom atyczny licznik  scyntylacyjny  
Packarda. N ie w szyscy uczestnicy konferencji byli tego zdania; m ożna bow iem  argu­
m entow ać, że istotną korzyścią, jaką student ma w yn ieść  z w ykonyw anego ćw iczenia  
jest zrozum ienie jakiegoś procesu fizjo log icznego  czy biochem icznego, a nie — szcze­
góły działania aparatury służącej do przeprow adzenia pomiaru. O czyw iście w  końco­
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w ym  efek cie  o użyciu takiego czy innego zestaw u  aparatury dośw iadczalnej dla stu ­
dentów  decydują w zględy  ekonom iczne.

N iem ały w p ływ  na ekonom ikę nauczania i na m ożliw ości stosow ania  różnych  
technik w  tym  nauczaniu ma liczba studentów. P olska stoi pod w zględem  liczby stu ­
dentów  przypadających na jeden W ydział L ekarski na jednym  z p ierw szych m iejsc  
w  Europie. Spośród krajów  europejskich reprezentow anych na konferencji jedynie  
w  B elgii i D anii liczby studentów  przyjm ow anych na p ierw szy rok stud iów  są p o­
rów nyw alne z naszym i, jednakże w  ciągu p ierw szego i drugiego roku stud iów  bardzo 
znaczny procent studentów  odpada. W W ielkiej B rytan ii np. przeciętna liczba stu ­
dentów  przyjm ow ana rocznie na W ydział L ekarski w ynosi ok. 80 osób. D zięki tem u  
niektóre szkoły m ogły w prow adzić zwyczaj w łączan ia  studentów  — w  ram ach ich  
zajęć praktycznych — do niektórych prac badaw czych prow adzonych przez pracow ni­
ków  Katedry.

D yskusje i w ym iana poglądów  na tem at nauczania trw ały  także i w  czasie w sp ó l­
nych posiłków  zorganizow anych d la uczestn ików  konferencji; zarów no prelekcje jak
i dyskusje pozw alają na w yciągn ięcie  konkluzji, że kierunek rozw oju nauczania b io ­
chem ii studentów  m edycyny w  P olsce jest słuszny i zgodny z tendencjam i w  innych  
krajach europejskich. W iele szczegółów  tej konferencji będzie m ożna w  przyszłości 
w ykorzystać w  pracy K om isji Program ow ej i przy układaniu konkretnych program ów
i m etod nauczania. O rganizatorzy zam ierzają w ydrukow ać m ateriały z konferencji, 
co ułatw i szersze w ykorzystan ie jej w yników .

W. O strow sk i  
M. Z yd ow o
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Od Redakcji

W indeksie autorów  do X IV  tom u P o stępó w  Biochem ii  przy pozycji 
„ P i e c h o w s k a  M., T ransform acja bakterii” podano str. 573 zam iast 
561 i om yłkow o zam ieszczono nazw iska: B u c h o w i c z  J,, C i e ś l a k  J.,
i E r e c i ń s k a  M. — autorów  recenzji w ycofanych  ze składu z przy­
czyn technicznych. Za w prow adzenie w  błąd przepraszam y naszych  
C zytelników .
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N ależy podaw ać kolejno: L. p., nazw isko autora i pierw sze litery  im ion  
(podaje się nazw iska w szystk ich  autorów  w  kolejności podanej w  ory­
ginale), skrócony tytu ł czasopism a, tom  (podkreślony), stronica i rok 
(w naw iasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202, 
793 (1953). W ykaz skrótów  tytu łów  czasopism  podają Post.  Biochem. 7, 
601 (1961). Cytując książki należy podać kolejno: nazw isko i p ierw sze l i ­
tery im ion autora(ów), tytuł, w ydaw cę, m iejsce i rok w ydania; np.: B a­
ranow ski T., Podręcznik B iochem ii, PZWL, W arszawa 1963. Cytując 
artykuły w  pracy zbiorowej należy podać po tytu le tom  i nazw iska w y ­
daw ców, oraz na końcu stronicę; np. Schneider W. C., w  M ethods in En- 
zym ology, tom  III, red. S. P. C olow ick i N. O. Kaplan, A cadem ic Press, 
N ew  York 1957, str. 680.

http://rcin.org.pl



C e n a  z ł. 2 0

SP IS TREŚCI

Post. B ioch. T. 15 nr 2 s 151— 318 W arszawa 1969 
Indeks 37144

P. M a s t a l e r z  — B iochem ia w iązania  fo s f ó r - w ę g ie l .............................................151
B. F i l i p o w i c z  — Enzym y nukleolityczne w  a n a l i t y c e ..................................... 175
H. S i e r a k o w s k a  — R ozm ieszczenie specyficznych nukleaz i ich rola w  m e­

tabolizm ie kw asów  n u k le in o w y c h ..................................................................................193
J. M a l e c  — Rola jąderka kom órkow ego w  m etabolizm ie kw asów  nukleino­

w ych  i b i a ł k a ....................................................................................................................... 217
J. P a s s e n t  — D ziałanie antybiotyków  na biosyntezę b i a ł k a ..............................229
A. P u t r a m e n t ,  R.  L o r e n c  — M utanty oddechow e drożdży . . . .  251 
T. M i k u l s k i  — E lektronow y rezonans param agnetyczny i jego zastosow a­

n ie  w  b io c h e m ii .......................................................................................................................271
W. O s t r o w s k i  — M ichał S. C w iet — tw órca chrom atografii kolum now ej 

(W 65-lecie pierw szego w ykładu  na tem at techniki chrom atografii ko­
lum now ej) ..................................... ........................................................................................ 299

R ecenzje książek (H. D ominas i S. Dryl, B. Filipowicz, M. Kański,  M. N iko-
norow, P. Szafrański, L. T o m a s z e w s k i ) ................................................................... 3Q9

Letnia Szkoła  FEBS w  Londynie na tem at praktycznego nauczania b iochem ii
studentów  m edycyny (W. O strow sk i г M. Z y d o w o ) .............................................3^

http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI



