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

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zalaczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis pewinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwdjng interlinia, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autordéw, ich tytuty naukowe wraz z nazwami placéwek nauko-
wych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omoéwienie tema-
tu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziaty w teks$cie nalezy oznaczyé¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty— arabska. Tytuty nie» wydzielone z tekstu nie powinny byé nu-
merowane.

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

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

Zataczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotaczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajgcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzé6r I, Rys. 1 lub Schemat 1 Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatlgczniki nalezy oznaczy¢
u gory nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotagczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktérych nie mozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
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Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
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Post. Biochem. 15, 151—173 (1969).

PRZEMYSLAW MASTALERZ *

Biochemia wigzania fosfor-wegiel

The Biochemistry of Carbon-Phosphorus Bond

A review of natural occurrence and metabolism of compounds with P-C bond,
covering literature as of February 1968.

Wsrod drobnoczgsteczkowych sktadnikdw zywej materii spotykamy
szereg pofaczen, ktérych czasteczki zawierajg elementy budowy rzadko
wystepujagce w zwigzkach pochodzenia naturalnego. Do takich niepospoli-
tych elementow strukturalnych mozna zaliczy¢ na przyktad wigzanie po-
trojne C=C w zwigzkach wystepujacych w niektorych roslinach (14),
grupe dwuazowg w takich aminokwasach jak azaseryna i 6-aza-5-okso-
-norleucyna (22), czy wreszcie grupe nitrowga (16) i wigzanie wegiel-chlor
(1). Zwiazki zawierajace te i inne niepospolite w naturze wigzania i grupy
atoméw mozna uwaza¢ za swego rodzaju osobliwosci biochemiczne. Jed-
nym z takich osobliwych potaczen jest odkryta w roku 1959 ciliatyna (33,
34), aminokwas (I), pod wzgledem strukturalnym przypominajgcy tauryne
i (3-alaning, a jednocze$nie zblizony budowg do fosforanu kolaminy (II).
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Role grupy kwasowej w tym aminokwasie spetnia grupa fosforanowa
-P03H2 Ciliatyna, czyli kwas 2-aminoetylofosfonowy, zawiera element
strukturalny nie spotykany dotychczas ws$rdod sktadnikéw zywych orga-
nizméw, a mianowicie atom fosforu potgczony bezposrednio z atomem
wegla. Obecno$é¢ wigzania P-C sprawia, ze ciliatyna jest zwigzkiem fosfo-
rowym catkowicie odmiennym od czesto wystepujacych w naturze estrow

* Doc. dr, Katedra Chemii Organicznej |, Politechnika Wroctawska, Wroctaw.
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i amidow kwasu fosforowego, w ktérych atom fosforu jest potaczony
z weglem za pos$rednictwem atomu tlenu lub azotu.

Sam fakt wystepowania wigzania P-C w przyrodzie zastuguje nie-
watpliwie na uwage i otwiera pole do interesujgcych badan nad biosynteza
i rozktadem tego wigzania, ale zainteresowanie tym zagadnieniem pozo-
statoby zapewne niewielkie, gdyby wigzanie P-C byto rzadkoscig w Swie-
cie ozywionym. Okazato sie jednak, ze zwiazki zawierajgce fosfor poia-
czony bezposrednio z weglem sg szeroko rozpowszechnione w przyrodzie.
Tym samym pojawito sie zagadnienie o podstawowym znaczeniu — bio-
chemii wigzania P-C. Jego znaczenie jest tym wieksze, ze uchwytne ilosci
ciliatyny wystepujag w tkankach a prawdopodobnie takze i w mleku zwie-
rzat przezuwajacych. Ponadto znaczne iloSci zwiazkow zawierajgcych
wigzanie P-C wykryto w mieczakach masowo spozywanych przez ludnosé
niektérych rejondw Swiata (61). Nasuwa sie w zwigzku z tym pytanie,
jaki jest los tych potgczen w organizmie cztowieka.

I. Ogdlna charakterystyka zwigzkow zawierajgcych wigzanie P-C

Chemia organiczna zna wiele tysiecy zwigzk6éw zawierajgcych atomy
wegla potgczone bezposrednio z atomami fosforu. llo$¢ znanych potgczen
tego typu przewyzsza nawet ilos¢ wszystkich innych zwiazkéw fosforo-
organicznych, w ktdrych atomy tego pierwiastka sg potagczone z weglem
za posrednictwem atomOw tlenu, siarki czy azotu. Dla prostoty i dla od-
réznienia od innych zwigzkéw fosforoorganicznych wygodnie jest nazywac
potgczenia zawierajgce wigzanie P-C zwigzkami fosfonowymi. Nazwa ta
zaczyna zdobywac¢ prawo obywatelstwa takze w nomenklaturze bioche-
micznej. Méwi sie na przyktad o fosfonolipidach, w odréznieniu od zwyk-
tych fosfolipidéw (9).

Wsréd zwigzkéw zawierajacych pieciowartosciowy fosfor wyrdzniamy
trzy zasadnicze typy potaczen: kwasy fosfonowe (IIl), kwasy fosfinowe
(IV) i tlenki fosfin (V). Z biochemicznego punktu widzenia interesujgce
sg zwiaszcza kwasy fosfonowe, poniewaz do tej grupy zwigzkow nalezg
wszystkie wykryte dotychczas w przyrodzie potaczenia zawierajace wig-
zania P-C.

OH R 0 R
R—P=0 R—P =0
OH v R
mn \Y

Kwasy fosfonowe sg bliskimi analogami strukturalnymi odpowiednich
estrow kwasu fosforowego, od ktérych r6znig sie tylko brakiem atomu
tlenu miedzy fosforem a weglem. Na przyktad fosfonowym odpowiedni-
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kiem estru glukozo-6-fosforanowego (VI) jest kwas glukozo-6-fosfonowy
(VIIl). Zwigzek ten nie wystepuje w przyrodzie, otrzymano go jednak syn-
tetycznie (23).

ch2—o—pod; CH2—P O 3H:
OH OH
Vi VII

Mimo bliskiego podobienstwa strukturalnego istnieje zasadnicza roz-
nica miedzy kwasami fosfonowymi i odpowiadajacymi im estrami kwasu
fosforowego. W warunkach, w ktérych wszystkie estry kwasu fosforo-
wego ulegajg hydrolizie, typowe kwasy fosfonowe sg zupeinie odporne
(21, 50, 62), co wykorzystano do wykrywania ich w materiatach biologicz-
nych. Ciliatyna na przyktad nie ulega najmniejszym nawet zmianom po
48 godzinach ogrzewania w 8N HC1 w temperaturze 150°C (44), wzglednie
po 8 godzinach w 5N NaOH w 120°C (34). Kwasy fosfonowe sg takze od-
porne na dziatanie fosfataz (44, 48, 57).

Poza catkowicie odmiennym zachowaniem sie w warunkach hydrolizy
kwasy fosfonowe i odpowiadajagce im budowag estry kwasu fosforowego
wykazujg znaczne podobieAstwo wiasnosci. Zarédwno jedne jak i drugie
sg Srednio mocnymi kwasami dwuzasadowymi. Rozmiary czgsteczek roz-
nig sie tylko nieznacznie, a polarno$¢ ich jest. praktycznie taka sama.
Dzieki temu kwasy fosfonowe moga byé przytgczane przez centra aktyw-
ne enzymoOw katalizujgcych przemiany odpowiednich estréw kwasu fosfo-
rowego. W przypadku fosfataz prowadzi to do kompetycyjnego hamowa-
nia reakcji enzymatycznej (48, 57). Na zasadzie podobienstwa struktural-
nego ciliatyna moze zastepowac fosforan kolaminy w reakcjach enzyma-
tycznej syntezy fosfolipidéw (15, 38, 39).

Szczeg6lnie wyraznych przyktadow podobieAstwa wiasnosci dostar-
czyty badania nad syntetycznymi fosfonolipidami i odpowiadajgcymi im
fosfolipidami. Wedtug Baera i Jagannadha Rao (4 L-a-dwu-
myrystoilolecytyna i jej fosfonowy analog zawierajgcy ciliatyne zamiast
fosforanu kolaminy nie mogg by¢ rozdzielone za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej na zelu krzemionkowym przy uzyciu szesciu réznych
uktadoéw rozpuszczalnikow. Ciliatyne i fosforan kolaminy réwniez trudno
jest rozrozni¢ za pomoca chromatografii i elektroforezy bibutowej (29).

Charakterystyka kwasoéw fosfonowych bytaby jednak niepetna, zwia-
szcza z biochemicznego punktu widzenia, gdyby nie uwzgledniata potaczen
° wyjatkowych witasno$ciach, wykazujgcych niezwyktg dla tego typu
zwiazkow nietrwatos$¢ wiazania P-C. Przede wszystkim nalezy tu wymie-
ni¢ kwasy (3-ketofosfonowe, ktére tatwo ulegajg rozktadowi z wydziele-
niem fosforanu nieorganicznego. Na przyktad préba otrzymania kwasu
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2-ketopropanofosfonowego (VIII) przez hydrolize jego estru doprowadzita
do powstania acetonu, kwasu fosforowego i alkoholu jako jedynych pro-
duktow reakcji (51). Podobng sktonnos$¢ do rozktadu wigzania P-C wyka-
zuja kwasy a-ketofosfonowe.

) 0 0 0
HO—Pll—o H HO—Pll—o H HO—Igll—o H HO—Ig—CHZZH.’s
ClHZ CH2 CH2 C1H2
¢=0 CH—NH, CH2 CH2
CH3 COOH CH—nh2 CH—h2
COOH COOH
Vi X X X1

Labilny charakter wigzania P-C w kwasach ketofosfonowych sugeruje
mechanizm degradacji aminokwasow fosfonowych wystepujgcych w przy-
rodzie. Mogtyby one byé przeksztatcone na drodze utleniania albo trans-
aminacji w nietrwate ketokwasy, rozkladajgce sie z rozerwaniem wigza-
nia P-C.

Il. Chemiczne witasnosci aminokwaséw fosfonowych

Aminokwasy fosfonowe byly znane zanim odkryto je w przyrodzie,
gtéwnie dzieki pracom Chavane (18, 19), Kosolapoffa (49, 50)
oraz Kabacznika i Medwed (36). Na szczegbélne podkreslenie
zastugujag prace Chavane, ktéry pierwszy zastanawiat sie nad mozliwoscia
wystepowania aminokwaséw fosfonowych w przyrodzie i przeprowadzit
synteze kilku potgczen z tej grupy dla poznania ich witasnosci. Zwracajgc
swojg uwage przede wszystkim w kierunku fosfonowych analogéw taury-
ny i kwasu cysteinowego, Chavane otrzymat syntetycznie kwas 2-amino-
etylofosfonowy (ciliatyne) i kwas 2-amino-3-fosfonopropionowy, czyli
(3-fosfonoalanine (I1X). Pierwsze syntezy kwasow a-aminofosfonowych wy-
konali Kosolapoff (49) i niezaleznie od niego Kabacznik
i Medwed (36). Synteze fosfonowego (X) i fosfinowego (XI) analogu
kwasu glutaminowego przeprowadzit Mastalerz (54, 56). Potgczenia
te okazaty sie inhibitorami enzymu syntetyzujacego glutamine (55). Po
odkryciu aminokwaséw fosfonowych w przyrodzie nastgpit znaczny wzrost
zainteresowania tymi potgczeniami. Miedzy innymi Chambers
i Isbell (17) opracowali ogolng metode syntezy kwasow a-aminofosfo-
nowych, dzieki ktorej te potgczenia staty sie tatwo dostepne.

Dotychczasowe badania chemiczne nad aminokwasami fosfonowymi
ograniczaty sie gtownie do opracowania metod ich syntezy i opisu podsta-
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wowych wtasnosci, jak temperatura topnienia, rozpuszczalnos$é, trwatosé
w warunkach hydrolizy i wtasnosci kwasowo — zasadowe. Znacznie mniej
uwagi poSwiecono chemicznym przemianom tych potgczen.

Aminokwasy fosfonowe reagujg z ninhydryna podobnie jak amino-
kwasy karboksylowe, dajgc takie samo zabarwienie (17, 34). Przebieg
reakcji jest podobny, jedynie zamiast dwutlenku wegla wydziela sie fos-
foran nieorganiczny. Wedlug Warrena (79), ktory badat te reakcje
z kwasem aminometylofosfonowym, przy rozpadzie wigzania P-C powsta-
je anion metafosforanowy, dzialajgcy jako niespecyficzny czynnik fosfo-
rylujacy. Gdy reakcje prowadzono w metanolu albo glikolu etylenowym
w mieszaninie reakcyjnej pojawiaty sie fosforany tych alkoholi. Reakcje
ninhydryny z ciliatyng badat de Koning (45). Wedtug niego produk-
tem posrednim tej reakcji jest aldehyd fosfonooctowy (XII), ktéry spon-
tanicznie rozktada sie do aldehydu octowego i kwasu fosforowego (sche-
mat 1). De Koning nie zaklada wprawdzie powstawania metafosforanu
podczas rozktadu aldehydu fosfonooctowego, nalezy sie jednak liczy¢ z mo-
zliwoscig wytwarzania HP03 w tej reakcji, podobnie, jak to ma miejsce
przy degradacji kwaséw a-aminofosfonowych pod wptywem ninhydryny.
Jezeli mechanizm przedstawiony na schemacie 1 jest stuszny, to podczas
reakcji z ninhydryng powinno wystapi¢ fosforylujgce dziatanie ciliatyny,
czego jednak dotychczas nie badano. Przypuszcza sie, ze aldehyd fosfo-
nooctowy jest takze produktem enzymatycznej degradacji ciliatyny (59).

Interesujgcych wynikow dostarczyty badania reakcji ciliatyny z kwa-
sem azotawym (57), w wyniku ktorej powstaje etylen, azot i ortofosforan.

(0] 0

H

=0 + hlh—chZXZh;pox2- C—ch2—pod;

H
N=C—CH—PO0H

PO3H;
X1

©o\

H
{»20

,C—CH3 HP 04
H

Schemat 1. Mechanizm reakcji ciliatyny z ninhydryng
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I1l. Metody wykrywania zwigzkéw fosfonowych w materiatach
biologicznych

Badania nad wystepowaniem zwigzkéw fosfonowych w przyrodzie
utrudnia brak bezposredniej metody analitycznej, pozwalajacej na wy-
krycie wigzania P-C. Ze wzgledu na r6znorodnos¢ potgczen zawierajgcych
to wigzanie i ich skrajnie rézne witasnosci opracowanie ogélnej metody
wykrywania, opartej na wtasnosciach chemicznych wydaje sie mato praw-
dopodobne. Wigzanie P-C nie wykazuje charakterystycznej absorpcji
w ultrafiolecie ani w zakresie widzialnym, a spektroskopia w podczerwieni
nie znajduje zastosowania do analizy ztozonych mieszanin.

Mozliwosé zastosowania magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
byta rozpatrywana przez Quina (61). Widmo NMR pozwala wprawdzie
na tatwe odrdznienie zwigzkéw fosfonowych od innych potgczen fosforu,
nie zawierajacych wigzania P-C, jednak dostepne obecnie spektrometry
NMR wymagajg stosowania prébek o duzym stezeniu. Wyklucza to za-
stosowania tej metody do analizy materiatéw biologicznych, gdzie chodzi
o wykrywanie $ladowych zawartosci poszukiwanych skiadnikow.

Znaczenie metody og6lnej, jakkolwiek o ograniczonym zastosowaniu,
posiada metoda oparta na oznaczaniu fosforu po spaleniu prébki (fosfor
catkowity) i po wyczerpujacej hydrolizie (fosfor estrowy). Jezeli wyniki
tych dwoch oznaczeh réznia sie w sposob istotny, to badany materiat
niewatpliwie zawiera odporne na hydrolize zwigzki fosfonowe. Warun-
kiem uzyskania prawidtowych wynikow jest oczywiscie przeprowadzenie
hydrolizy w sposob zapewniajacy catkowity rozktad estrow kwasu fosfo-
rowego. Wedlug Quina (61) wystarczajaca jest hydroliza za pomoca
6N HC1 w 105°C przez 48 godzin. Praktyczne znaczenie tej prostej metody
ogranicza jednak jej bardzo mata czuto$¢. Biorgc pod uwage osiggalng
doktadnos¢ kolorymetrycznego oznaczania fosforu mozna ocenié, ze wy-
krycie zwigzkéw fosfonowych tg metodg nie jest mozliwe, jezeli zawarty
w nich fosfor stanowi mniej niz 3% fosforu catkowitego. Ponadto nie
wszystkie zwigzki fosfonowe sg odporne na dtugotrwatg hydrolize. Metode
te z powodzeniem stosowano do analizy jamochtonéw i mieczakéw (60,
61), ktore zawierajag wyjatkowo duzo zwigzkdéw fosfonowych.

Poniewaz wystepujagce w przyrodzie zwigzki zawierajgce wigzanie
P-C sg przewaznie aminokwasami, mozna dla ich wykrycia stosowa¢ me-
tode, jaka postuzyt sie Horiguchi (30) badajac rozpowszechnienie
zwigzkéw fosfonowych w przyrodzie. Wedlug tej metody prébke poddaje
sie wyczerpujacej hydrolizie, a nastepnie frakcjonuje na kolumnie katio-
nitu Dovoex 50 H+ w celu usuniecia fosforanu nieorganicznego. Miarg za-
wartosci aminokwaséw fosfonowych jest ilo§¢ fosforu zatrzymanego na
kolumnie przemytej woda. Tym sposobem mozna wykryé obecno$é¢ zwigz-
kow fosfonowych nawet wtedy, gdy zawarty w nich fosfor stanowi mniej
niz 0,1% fosforu catkowitego.
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Do wykrywania zwigzkow fosfonowych stosowano takze chromato-
grafie i elektroforeze bibutowga (40). Potgczenia z grupg -P03H2 zwigzang
bezposrednio z weglem mozna lokalizowaé na chromatogramach za po-
mocg odczynnikéw uzywanych do wykrywania estrow kwasu fosforowe-
go, na przyktad odczynnika Hanesa Isherwooda (24) albo odczyn-
nika Rosenberga (64). W odréznieniu od fosforanéw organicznych,
ktére tworzag z tymi odczynnikami trwate niebieskie zabarwienie, kwasy
fosfonowe zostajg uwidocznione w postaci szybko zanikajgcych plam o od-
cieniu zielonym. Do lokalizacji aminokwaséw fosfonowych mozna oczy-
wiscie stosowac ninhydryne.

IV. Rozpowszechnienie zwigzkéw fosfonowych w przyrodzie

Pierwszy aminokwas fosfonowy w zywym organizmie przypadkowo
odkryli Horiguchi i Kandatsu (33), zajmujac sie szczegdtowg
analiza sktadu chemicznego pierwotniakbw z przewodu pokarmowego
przezuwaczy. Poddali oni hydrolizie surowg frakcje lipidowag mieszaniny
pierwotniakéw, pobranych ze zwacza owcy i wyodrebnili oraz zidentyfi-
kowali nowy aminokwas. Odkrywcy nazwali go ciliatyng aby podkreslic,
ze po raz pierwszy zostat on wykryty w pierwotniakach nalezgcych do
gromady Ciliata (orzeski).

Dalsze badania Horiguchi i Kandatsu (30, 37) dotyczyty roz-
powszechnienia aminokwasoéw fosfonowych w przyrodzie. Postugujgc sie
wiasng metodg analityczng autorzy stwierdzili obecno$¢ zawierajacych
wigzanie P-C aminokwaséw w szeregu organizmdéw jednokomorkowych
(pierwotniaki, bakterie) i wielokomdrkowych (robaki obte, slimaki). Spo-
§réd badanych organizmdw najwiekszg zawarto$Scig zwigzkéw fosfono-
wych odznaczat sie pierwotniak Tetrahymena, w ktérym fosfor zwigzany
z weglem moze stanowi¢ do 15%> fosforu catkowitego (30). Zestawienie
jednokomorkowych organizmow, w ktérych wykryto dotychczas zwigzki
fosfonowe podaje tablica 1.

Realizujgc program badan skiadu chemicznego jamochtonéw z mérz
potudniowych Kittredge iwsp. (44) stwierdzili nieoczekiwanie znacz-
ne ilosci ciliatyny w ukwiale Anthopleura elegantissima. Po tym odkryciu
w pracowni Kittredge (40, 42) rozpoczeto systematyczne poszukiwa-
nia zwiazkéw fosfonowych w jamochtonach (Coelenterata). Stosujac
ekstrakcje tkanek 70%-owym etanolem, wyczerpujgcg hydrolize ekstrak-
tu kwasem solnym, a nastepnie chromatografie kolumnowg hydrolizatu
na wymiennikach jonowych oraz chromatografie i elektroforeze bibutowa,
stwierdzono wystepowanie znacznych ilosci ciliatyny w kazdym sposrod
19 badanych jamochtondw, nalezacych do réznych gromad. Ponadto juz
wstepna analiza chromatograficzna wykazata, ze w badanych jamochto-
nach wystepuje obok ciliatyny jeszcze przynajmniej 8 innych zwiazkow
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Tablica 1
Wystepowanie zwigzkéw fosfonowych w mikroorganizmach
Fosfor P-C  Pozycja Fosfor P-C  Pozycja
Nazwa jako % P litera- Nazwa jako % P litera-

catkowitego tury catkowitego tury
Ciliata ze zwacza 3,4—6,5 20, 30, B. subtilis 0,15—0,17 30
(mieszanina) 34
Entodinium nie okreslo- 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 zwacza 1,0 30 Coryn. facians 0,25 30

fosfOXowych, w tym 5 aminokwasOw, dajacych na chromatogramach ty-
powe zabarwienie pod wptywem ninhydryny. Prace nad ich identyfikacjg
sg w toku. Rozwazajagc mozliwe drogi biosyntezy ciliatyny Kittredge
i Hughes (42) zatozyli, ze ciliatyna moze powstawac przez dekarbo-
ksylacje fosfonoalaniny czyli kwasu a-amino-|3-fosfonopropionowego (1X),
podobnie jak kolamina z seryny. Systematyczne poszukiwania (3-fosfono-
alaniny w organizmach obfitujgcych w ciliatyne wykazaty, ze aminokwas
ten jest szeroko rozpowszechniony w jamochtonach i wystepuje tez
w Tetrahymena, ale zawarto$¢ jego jest zwykle niewielka i wynosi tylko
od 1do 10% zawartosci ciliatyny. 100g komdrek Tetrahymena pyriformis
zawiera okoto 10mg fosfonoalaniny.

Ostatnio Kittredge i wsp. (43) oraz Shelbourne i Quin
(74) zidentyfikowali trzy nowe aminokwasy fosfonowe w ukwiatach
A.xanthogrammica i Metridium dianthus. Sg to N-metylowe pochodne
ciliatyny (XI11), (XIV) i (XV). Potgczenia (XII1) i (XV) wydzielono w sta-
nie krystalicznym. Kwas p-tréjmetyloaminoetylofosfonowy (XV) jest fos-
fomowym analogiem fosforanu choliny. Zwigzki te wystepujg w ukwiatach
w dos$¢ znacznych ilosciach. Na przykiad z 5kg A.xanthogrammica wy-

(0] (0] 0 0

i 1 i 1
—F’I—OH HO—PI—OH HO—FI’—O- HO—P—OH

]

ch?2 ch?2 CH, ch?2 hZh—ch2—-poh?2

i i i |

ch?2 ch2 ch?2 COOH

I
NHCHj N(CH32 N(CH33
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dzielono 376 mg krystalicznego kwasu P-metyloaminoetylofosfonowego
(X1).

Oprécz wymienionych potgczen Kittredge (40) znalazt w jamo-
chtonach kwasy fosfonowe, ktore podczas chromatografii bibutowej i elek-
troforezy zachowywaty sie jak kwas fosfonooctowy (XVI), a-amino-Y-fos-
fonomastowy (X) i aminometylofosfonowy (XVII). Ostateczna identyfi-
kacja tych zwigzkéw wymaga dodatkowych badan.

Wystepowanie zwigzkéw fosfonowych w jamochtonach przedstawia
tablica 2.

Tablica 2
Wystepowanie zwigzkéw fosfonowych w jamochtonach
Gatunek Ciliatyna (3-fosfonoalanina Inne zwigzki _PozyCJa

fosfonowe literatury
Pelagia colorata + + 40
Tubipora musica -f " + 40
Muriciopsis flavida + + 40
Eucinea succinea + + + 40
Briarium asbestinum + Slady + 40
Microspicularia + i + + 40
Renilla collikeri o+ + + 40
Zoanthus sociatus + + 40, 42
Harenactis + + + 40
Tealia felina + + + 40, 60, 61, 74
Anthopleura elegantissima + $lady + 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 cavernata + 74
Paractis rapiformis it 74
Actinio equina + 74
Acropora pulchra + - + 40
Stylophora pistillata + + 40
Fungia fungites + - + 40
Favia speciosa + — + 40

Zwigzki fosfonowe wykryto takze w innych bezkregowcach, przede
wszystkim w licznych organizmach nalezacych do r6znych gromad typu
Mollusoa. Badania mieczakow nie byty jednak tak szczeg6towe jak bada-
nia jamochtondéw i dotyczyty gtownie wystepowania fosfonolipidéw w $li-
makach, matzach i gtlowonogach (tablica 3).

Systematycznych badah nad wystepowaniem zwigzkéw fosfonowych
w innych bezkregowcach dotychczas nie przeprowadzono, choé zwigzki
te znaleziono w robaku obtym Panagrellus redivivus (30) i szkartupni
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Asterias forbesi (61). Na podstawie kilku zbadanych organizméw mozna
sadzi¢, ze stawonogi nie zawierajg aminokwasow fosfonowych.

Tablica 3

Mieczaki, w ktérych znaleziono zwigzki fosfonowe

Pozycja Pozycja  Gtowo-  Pozycja

Malze X Slimaki X X .
literatury literatury nogi 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 Incillaria 30 vulgeris 26
Corbicula japénica 29 Heterogen longispira 28
Unié 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 jamochtonach i mieczakach zawartos¢ zwigzkéw fosfonowych jest
czesto zdumiewajgco duza. W ukwiale Tealia jelina na 100g suchej masy
przypada 410mg fosforu w formie wigzania P-C, co stanowi okoto 50%
fosforu catkowitego. Z innego ukwiatu, Metridium dianthus, wydzielono
ciliatyne w ilosci odpowiadajacej okoto 1% suchej masy tego organizmu.
W slimaku Busycon canaliculatum zwigzki fosfonowe reprezentujg okoto
30%) fosforu catkowitego. Znaczne ilosci zwigzkéw fosfonowych wyste-
puja w jadalnych matzach i $limakach, miedzy innymi w ométku jadal-
nym (61), Slimaku winniczku (41), stuchotce kalifornijskiej (46, 47). W §li-
maku winniczku fosfor zwigzkow fosfonowych stanowi okoto 5°%0 fosforu
catkowitego.

Jednym z bardziej interesujagcych wynikéw badan nad rozpowszech-
nieniem zwigzkow fosfonowych w przyrodzie jest wykrycie ich w tkan-
kach zwierzat przezuwajgcych. Najpierw znaleziono ciliatyne w watrobie,
nerce, Sledzionie i mleku kozy (30, 32, 38). Najwiecej, bo okoto 757g/g
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wystepuje w watrobie. Poziom ciliatyny w mleku przezuwaczy jest rzedu
kilku [¢g/l. Ciliatyne znaleziono takze w rozpuszczalnej w kwasie trdj-
chlrooctowym frakcji moézgu wotowego. Z 28kg mézgu Shimizu iwsp.
(75) otrzymali 18mg krystalicznego zwiagzku. Uwzgledniajac straty przy
oczyszczaniu autorzy oceniaja, ze poziom wolnej ciliatyny w mozgu wo-
towym wynosi okoto 2 ~g/g. Nie stwierdzono, ale tez nie wykluczono,
obecnosci ciliatyny zwigzanej.

Koza i wot sg dotychczas jedynymi kregowcami, w ktorych stwier-
dzono wystepowanie aminokwasu fosfonowego. Zaréwno Shimizu
i wsp. (75) jak Kandatsu i Horiguchi (38) podkreslaja, ze obec-
nosé ciliatyny w tkankach przezuwaczy jest zapewne spowodowana prze-
nikaniem jej z przewodu pokarmowego w nastepstwie strawienia pier-
wotniakoéw i bakterii obfitujagcych w ten aminokwas. Horiguchi (30)
ocenia, ze organizm krowy absorbuje dziennie od 150 do 600mg ciliatyny.
W tkankach przezuwaczy musi zatem ustala¢ sie pewien staty poziom
ciliatyny, wynikajgcy ze stosunku szybko$ci wchtaniania oraz rozktadu
i wydalania. Wyjasnienie zwigzanych z tym zagadnien wymaga dodatko-
wych badan.

Dalsze badania nad rozpowszechnieniem aminokwasow fosfonowych
w przyrodzie bedg zapewne zmierzaty do ostatecznego ustalenia, czy pota-
czenia te sg endogennymi sktadnikami kregowcéw. Interesujacym a zupet-
nie do tej pory nie zbadanym zagadnieniem jest wystepowanie zwigzkéw
fosfonowych w Swiecie roslinnym. Kandatsu i Horiguchi (37)
sadza, ze ,drozdze, grzyby, rosliny i wyzsze zwierzeta nie zawierajg cilia-
tyny lub zawierajg jej bardzo mato”. Mozna przypuszczac, ze zwigzki fos-
fonowe, o ile nawet wystepujg w wyzszych organizmach roslinnych i zwie-
rzecych to raczej w niewielkich iloSciach i nie majg takiego znaczenia,
jak w pierwotniakach, jamochtonach i mieczakach.

V. Ciliatyna jako skitadnik biatek

Sposrod wszystkich zwigzkéw fosfonowych znalezionych dotychczas
w przyrodzie ciliatyna jest najbardziej rozpowszechniona i wystepuje
w najwiekszych ilosciach. Jest ona dotychczas jedynym aminokwasem
fosfonowym, ktory zidentyfikowano jako skitadnik bardziej ztozonych po-
taczen, przede wszystkim fosfolipidow i biatek.

) wystepowaniu ciliatyny w biatkach wiadomo niewiele. Rose
berg (65 znalazt ten aminokwas w nierozpuszczalnej frakcji biatkowej
Tetrahymena pyriformis, jednak trawienie enzymami proteolitycznymi
nie doprowadzito do powstania rozpuszczalnych peptydéw zawierajgcych
fosfor. Z badan Quina (61, 62) wynika, ze ciliatyna wystepuje w biat-
kach licznych jamochtonéw. W ukwiale Metridium dianthus wystepuja
blizej nieokre$lone substancje biatkowe, zawierajagce do 0,5°/0 fosforu

n_
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w formie wigzania P-C. Trawienie ich pepsyng daje rozpuszczalne poli-
peptydy, w Kktdérych ciliatyna stanowi okoto 4°/o. Wystepowanie tego
aminokwasu w proteidach mozna tym samym uzna¢ za udowodnione,
jednak nie wiadomo czy ciliatyna jest sktadnikiem tancucha peptydowego.
Z jej budowy wynikajag dwie mozliwosci potaczenia z tafnicuchem pepty-
dowym: poprzez zwykte wigzanie peptydowe miedzy grupg karboksylowg
a grupg aminowg ciliatyny (XVIII), oraz poprzez wigzanie fosfonoamidowe
miedzy grupa fosfonowa a grupami aminowymi aminokwasow (XIX).
Gdyby ciliatyna wystepowata w $rodku tancucha peptydowego, to oba te
wigzania musiatyby istnie¢ réwnoczesnie.

O 0 R
! H |
R—C—NH—CH2-CH—PO,H HN—CH.—CH—P—NH—CH—COOH
OH
XVIII XIX

Po reakcji rozpuszczalnych frakcji peptydowych zawierajgcych cilia-
tyne z dwunitrofluorobenzenem i hydrolizie probki Quin (61) nie otrzy-
mat DNP-ciliatyny, co dowodzi, ze w badanych peptydach grupa aminowa
ciliatyny jest zablokowana.

Ostateczne wyjasnienie sposobu powigzania ciliatyny z tafAcuchami
peptydowymi wymaga wyodrebnienia i ustalenia budowy krotkich pep-
tydow zawierajgcych ten aminokwas. Peptydy takie nie sg dotychczas
znane. Wydaje sie, ze synteza peptydow zawierajgcych ciliatyne i inne
aminokwasy fosfonowe jest jednym z pilniejszych zagadnien w biochemii
zwigzkow fosfonowych.

V1. Ciliatyna jako sktadnik fosfolipidow

W pierwotniakach, jamochtonach i mieczakach endogenna ciliatyna
wystepuje gtéwnie w formie zwigzanej we frakcji lipidowej, skad mozna
ja uwolni¢ przez hydrolize. Dowodzi to, ze ciliatyna. jest sktadnikiem
fosfolipidow, podobnie jak fosforan kolaminy.

Pierwszym bezposrednim dowodem wystepowania ciliatyny w fosfo-
lipidach byto wydzielenie estru glicerynowego (XX), ktérego znaczne
ilosci znajdujg sie w alkoholowo-wodnych wyciggach ukwiatu A.elegan-
tissima (42) i krazkoptawu Pelagia colorata (40). Jego budowa wskazuje,
ze w jamochtonach moze wystepowa¢ fosfonowy analog kefaliny (XXII),
zawierajacy ciliatyne zamiast fosforanu kolaminy.

chXdh ch2—o—co—r

(.!,HOH O R—CO—O—(.IT—H O

(.ITH—O'—[!I—chZ:hZ'\hZ th2— pl—o—ch2r:h2'1h2
OH OH

XX XXI
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Mozliwosé wystepowania w przyrodzie fosfolipidéw zawierajacych
wigzanie P-C wzbudzita duze zainteresowanie w osrodkach zajmujacych
sie biochemig i chemia lipidow. Podjeto proby wydzielenia czystych fos-
fonolipidéw ze Zrodet naturalnych (20, 26, 27, 28, 29, 46, 47, 72, 76), a jed-
noczesnie Baer iwsp. (2, 3 4,5 6 7 8 9 10, 11, 12, 13) i niezaleznie
od niego Rosenthal i wsp. (67, 68, 69, 70, 71) otrzymali drogg che-
micznej syntezy wiele fosfonowych analogdw wystepujacych w przyrodzie
fosfolipidéw, co umozliwito blizsze poznanie i porownanie ich wilasnosci.
Ze wzgledu na trudnosci rozdzielenia naturalnych mieszanin lipiddw syn-
teza chemiczna jest praktycznie jedyng droga uzyskania czystych fosfo-
nolipidow.

Teoretycznie mozliwe sg trzy typy fosfonowych analogéw fosfolipidow,
zaleznie od tego, ktdre z wigzan P-O-C zostanie zastgpione wigzaniem
P-C. Na przykiadzie kefaliny mozna je przedstawi¢ wzorami (XXI),
(XX, (XXI1I1).

CH2-0—CO—R CH2-0—CO—R CH2OH
| | !
R—CO—O—C—H O R—CO—O0—C—H O CHOH

| ] | I | /
ch2—o—p—chZXZhhhZXZh2— p—ch2chZXh?2 ch2—p=o

OH OH OH
XXI1 XX XXIV

Badania Rosenthala i wsp. dotyczyty gtéwnie syntezy fosfono-
lipidéw typu (XXI), w ktérych glicerynowy fragment czasteczki jest po-
taczony bezposrednio z atomem fosforu. Fosfonolipidy takie mozna uwazac
za pochodne kwasu 2,3-dwuhydroksypropanofosfonowego (XXIV). W przy-
rodzie nie znaleziono dotad zwiazkéw tego typu. Cytowana seria prac
zespotu Baera jest poswiecona przede wszystkim syntezie fosfonowych
analogow kefalin i lecytyn, a wiec zwiazkow typu (XXII), zawierajgcych
ciliatyne wzglednie jej tréjmetylowag pochodng potgczone wigzaniem
estrowym z dwuglicerydem. Fosfonowe analogi lipidow zawierajgce dwa
wigzania P-C nie sg znane.

Pierwszg probe wydzielenia fosfonolipidow ze zrodet naturalnych pod-
jeto gdy Kittredge (40) znalazt glicerynowy ester ciliatyny w jamo-
chtonach. Pracujgcy w tym samym osrodku zesp6t Rousera (72) wy-
odrebnit z ukwiatu A.elegantissima fosfonolipid zawierajacy ciliatyne,
okazato sie jednak, ze nie jest to fosfonowy analog kefaliny lecz sfingo-
mieliny. Ws$réd produktow hydrolizy wydzielonego lipidu znaleziono tylko
kwasy tluszczowe, sfingozyne i ciliatyne. Nowemu lipidowi przypisano
zatem budowe estru ciliatyny i ceramidu (XXV). Dla ustalenia, ktora
z grup hydroksylowych sfingozyny jest potgczona z ciliatyng przeprowa-
dzono degradacje za pomocg nadjodanu (76). Jednocze$nie Baer i Pal
(5) otrzymali na drodze syntezy ester ciliatyny i dwuhydroceramidu, kté-
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rego widmo w podczerwieni byto takie samo jak widmo naturalnego lipidu,
zwyjatkiem pasma charakterystycznego dla podwdéjnego wiazania sfingo-
zyny. Simon i Rouser (76) stwierdzili, ze u A.elegantissima fosfono-
sfingomielina stanowi 9,3°/0 ogolnych lipidow, a az 20%> frakcji fosfolipi-
dowej, ktora nie zawiera poza tym innych fosfonolipidéw. W Swietle tych
wynikéw wystepowanie wolnego estru gliceryny i ciliatyny w A.elegan-
tissima pozostaje zagadka.

)

1
CH3—(CH212—CH= CH—CH—CH—CH2—O—P—CH2XHNH2

| I |
OH NH OH

I
COR

XXV

Dla zilustrowania trudnos$ci analitycznych wynikajacych z podobien-
stwa fosfolipidow i fosfonolipiddw Simon i Rouser (76) przypomi-
naja, ze w latach 1958—1962 trzy r6zne zespoty badaczy zajmowaly sie
badaniami fosfolipidow ukwiatu A.elegantissima, a jednak przeoczono
wystepowanie tak duzej ilosci fosfonosfingomielify.

Nie jest zatem wykluczone, ze u innych organizmoéw ponowne badania
tez ujawnig wystepowanie fosfolipidow zawierajagcych wigzanie P-C.
W latach 1964— 1967 fosfonosfingomieline zidentyfikowano jako sktadnik
licznych mieczakéw stodkowodnych i morskich, przede wszystkim w wy-
niku badah Hori i wsp. (26, 27, 28, 29).

Fosfonolipidy typu kefaliny znaleziono po raz pierwszy w larwach
muchy domowej, hodowanych na pozywkach zawierajacych ciliatyne (15).
Fosfonokefalina moze stanowi¢ nawet do 8°/0 frakcji fosfolipidowej, nie
jest jednak naturalnym skiadnikiem, poniewaz nie stwierdzono jej obec-
nosci w larwach hodowanych na pozywkach nie zawierajgcych ciliatyny.
Enzymy wprowadzajgce pobrang z pozywki ciliatyne do czasteczki fosfa-
tydu sg najwidoczniej mato swoiste i nie odr6zniajg jej od fosforanu ko-
laminy. Nie zidentyfikowane fosfonolipidy znaleziono takze w watrobie
szczura, otrzymujgcego w diecie ciliatyne (39).

Fosfonokefaling jako naturalny skitadnik zywego organizmu odkryli
w roku 1966 Liang i Rosenberg (52) w T.pyriformis. Wyodrebnili
oni czystg frakcje kefalin, zawierajgcg fosfatydylociliatyne i fosfatydy-
loetanoloamine w stosunku 1:13. Nalezy jednak pamieta¢, ze Tetrahy-
mena zawiera do 15%> fosforu w formie wigzania P-C i dlatego ta mata
zawarto$¢ fosfonokefaliny moze odpowiadaé¢ zaledwie niewielkiej czesci
ciliatyny obecnej w tym pierwotniaku.

Duze ilosci fosfonolipidow glicerynowych wystepuja w pierwotnia-
kach z przewodu pokarmowego zwierzat przezuwajagcych. Dawson
i Kemp (20) stwierdzili, ze w mieszaninie pierwotniakéw pobranych ze



15] WIAZANIE P—C 165
*

zwacza fosfonokefalina stanowi 1lI°/o, a w czystej kulturze Entodinium
caudatum 180/0 fosfolipidéw. Znaleziono tez okoto 5°/» fosfonosfingomie-
liny. Stosunek fosfonokefaliny do kefaliny w E.caudatum wynosi 1:1,1,
jest zatem znacznie wyzszy niz w T.pyriformis.

Dawson i Kemp (20) odkryli w pierwotniakach fosfonolipid typu
plazmalogenu (XXVI). W mieszaninie pierwotniak6w ze zwacza stanowi
on okoto 2°/o fosfolipidow.

Thompson i Woo (77) znalezli w T.pyriformis fosfonolipid
(XXVII), ktorego charakterystyczng cechag jest wystepowanie wigzania
eterowego w miejscu jednego z wigzan estrowych.

CH2—0O—R
R—CH—o <! I

CH R—CO—0O—C—H
0 | 0

| | I I

CH2—0—p—chZhxh2 chd—p—chXZhxh2
1 |
OH OH

XXV XXVII

Mechanizm biosyntezy fosfonokefaliny w Tetrahymena wyjasnili
Liang i Rosenberg (52) (schemat 2). Pierwszym etapem syntezy
jest reakcja ciliatyny z cytydynotréjfosforanem (CTP), prowadzgca do
powstania cytydynofosfociliatyny (CMP-ciliatyny), fosfonowego .analogu
cytydynodwufosfokolaminy. CMP-ciliatyna reaguje nastepnie z a,|3-dwu-

glicerydem, w wyniku czego powstajg fosfonokefalina i cytydyno-5-fosfo-
ran (CMP).

0
I
HN-CHXHPO0H2+ CTP —*CMP—P—CH2XHNH2+ pirofosforan
1
OH

ch2o-co-r

R—CO—O—CH +
CIHZOH
Q ch2o-co-r
+CMP-I|3I-CH2CHZ\IH2- R-CO-O-CI-H (0] + CMP
OlH clh20- plch2ch2nh2
o

Schemat 2. Biosynteza fosfonokefaliny z dwuglicerydu i ciliatyny

Mozna przypuszcza¢, ze drogi biosyntezy innych fosfonolipidéw sg
takie same, jak ich fosfolipidowych analogéw. Wydaje sie prawdopodobne,

2 Postepy Biochemii
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ze enzymy syntetyzujgce fosfonolipidy sg identyczne z enzymami synte-
tyzujagcymi zwykte fosfolipidy. Przemawia za tym wbudowywanie egzo-
gennej ciliatyny do fosfolipidow u zwierzat, w ktérych ten aminokwas
nie wystepuje (15, 39).

VII. Biosynteza ciliatyny

Pierwsze doswiadczenia zmierzajagce do wyjasnienia mechanizmu bio-
syntezy wigzania P-C wykonat Rosenberg (65 w 1964 roku badajgc
wigczanie radioaktywnego fosforanu do ciliatyny u Tetrahymena. Okazato
sie, ze znakowany fosforan jest o wiele szybciej wbudowywany do ciliaty-
ny zwigzanej z lipidami niz do wolnego aminokwasu. Wyciggnieto stad
wniosek, ze bezposrednim prekursorem, z ktdrego powstaje ciliatyna jest
zwigzek typu lipidowego. Na podstawie tych wynikow Segal (73) za-
proponowat mechanizm biosyntezy ciliatyny. Synteza ta odbywataby sie
w obrebie czgsteczki fosfolipidu i polegataby na skomplikowanym, wielo-
stopniowym przegrupowaniu kefaliny do fosfonokefaliny. Jednak pézniej-
sze doSwiadczenia Lianga i Rosenberga (53), w ktérych T.pyri-
formis hodowano na pozywce zawierajgcej etanoloamine 14C wykazaty,
ze nie jest ona prekursorem ciliatyny. Gdyby za$ mechanizm proponowany
przez Segala byt stuszny, to powinno nastgpi¢ szybkie wcielanie atoméw
wegla z etanoloaminy do ciliatyny, wiadomo bowiem, ze Tetrahymena
zawiera aparat enzymatyczny, potrzebny do syntezy fosfolipidow z eta-
noloaminy.

Na przetomie lat 1967/1968 opublikowano kilka doniesien wyjasniaja-
cych, jak sie wydaje, mechanizm biosyntezy ciliatyny. Liang i Ro-
senberg (53), Trebst i Geike (78 oraz Warren (80) rowno-
czednie i niezaleznie od siebie starali sie ustali¢, jakie zwigzki dostarczaja
atomoéw wegla do syntezy ciliatyny w Tetrahymena. T.pyriformis hodo-
wano w obecnosci réznych zwigzkéw znakowanych weglem 14C i okre$lano
radioaktywnos$¢ wydzielonej z komaérek ciliatyny. Mimo pewnej rozbiez-
no$ci wynikow cytowani autorzy zgodnie stwierdzajg, ze Zrédtem atomow
wegla ciliatyny jest glukoza, ktéra w cyklu glikolitycznym przeksztatca
sie w prekursor tego aminokwasu. Tym samym wybdr prekursora cilia-
tyny zostat ograniczony do kilku zaledwie mozliwosci. Rozpatrujagc bu-
dowe poszczeg6lnych produktow posrednich glikolizy Warren (80)
uznat, ze najbardziej prawdopodobng reakcjg, w ktdrej powstaje wigzanie
P-C, jest przegrupowanie fosfoenolopirogronianu do kwasu 3-fosfonopiro-
gronowego (XXVIII). Kwas ten mogtby sie przeksztatci¢ w ciliatyne na
drodze transaminacji i dekarboksylacji (schemat 3).

Liang i Rosenberg (53) rowniez wyrazajg poglad, ze prekur-
sorem zwigzkow fosfonowych jest fosfoenolopirogronian. Wedtug nich
jednak w reakcji powstawania wigzania P-C uczestniczy niescharaktery-
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CH2 oh poh?2
n / przegrupowanie " Ilitt transaminacja v
woiN A . Cxi-2 . .
| OH
COOH cC=0
COOH
XXVII
poh?2 podh?2
=TT dekarboksylacja v ATT
cJinz ' VX2
CH—NH2 CH2
| |
COOH NH2

Schemat 3. Mechanizm biosyntezy ciliatyny (wg 80)

zowany blizej fosfolipid, z ktérym (schemat 4) fosfoenolopirogronian
tworzytby lipidowo zwigzany kwas 3-fosfonopirogronowy. Dalsze etapy
syntezy ciliatyny, transaminacja i dekarboksylacja, odbywatyby sie w
obrebie fosfolipidu.

CH20 —CO—R CH2
l Il /e *
R—CO—0O—C—H + C—0O—PP=0 ->
° | OH
I COOH
CHz20—P—O—R
l
OH
CHD —CO—R
I
R—CO—O—C—H + R—O—PO03H2
o O

&Ho—P—cH—_&—cooH
OH
Schemat 4. Powstawanie wigzania P-C (wg 53)

Taki przebieg reakcji jest najbardziej zgodny z wynikami doswiadczen,
wediug ktorych wbudowywanie radioaktywnego fosforanu z pozywki
nastepuje szybciej do ciliatyny zwigzanej lipidowo niz do wolnego ami-
nokwasu.

Przebieg pierwszych etapow biosyntezy bytby wedtug obu schematow
wspolny dla ciliatyny i (3-fosfonoalaniny. Jest to zgodne ze spostrzezeniem
Warrena (80), ze oba te aminokwasy, wydzielone z T.pyriformis hodo-
wanej na pozywce z glukozg znakowang 14C w pozycji 1 lub 2, wykazuja
te samg radioaktywnos¢.

Badania nad biosyntezg zwigzkéw fosfonowych znajdujg sie zaledwie
w poczatkowej fazie, dlatego tez przedstawione powyzej reakcje powsta-
wania wigzania P-C nalezy narazie uwazac¢ za hipotezy robocze. Nie wy-
czerpuja one oczywiscie wszystkich teoretycznie dopuszczalnych mozli-
wosci powstawania zwiazkéw fosfonowych. Na przyktad z nieopubliko-
wanych doswiadczen Horiguchi (32) wynika, ze biosynteza ciliatyny

>
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zwigzana jest z blizej nieokreSlonym metabolitem cyklu kwaséw trojkar-
boksylowych. Mozliwe, ze w najblizszej przysztosci nowe wyniki podwazg
przyjete obecnie poglady na biosynteze wigzania P-C.

VIII. Degradacja zwigzkéw fosfonowych w organizmach zywych

Zagadnienie enzymatycznego rozktadu wigzania P-C pojawito sie po-
czatkowo w zwigzku z badaniami metabolizmu niektérych insektycydéw
zawierajagcych to wigzanie.

W roku 1956 H os kin (35) stwierdzit, ze podany szczurom radio-
aktywny kwas metylofosfonowy (CH3P 03H2 jest w catosci wydalany
w niezmienionej postaci. Przypuszczal on zatem, ze wigzanie fosfor-wegiel
nie jest rozktadane przez zywe organizmy.

Pierwszy przyktad degradacji zwigzkéw fosfonowych w zywym orga-
nizmie opisali w roku 1963 Zeleznick i wsp. (82). Zaobserwowali
oni, ze kwas metylofosfonowy a takze etylofosfonowy jako jedyne zrédito
fosforu podtrzymuja wzrost Escherichia coli Crookes, co wskazywato na
rozktad wigzania P-C w tych prostych kwasach fosfonowych i wykorzy-
stywanie uwolnionego z nich fosforu.

W latach 1965—1967 wykryto nowe rodzaje bakterii, zdolnych do roz-
ktadania wigzania P-C. Mastalerz i wsp. (58) badali wzrost bakterii
na syntetycznych pozywkach, w ktorych jedynym zZrodtem fosforu byt
kwas etylofosfonowy albo 2,3-dwuhydroksypropanofosfonowy (XXIV).
Uzyskane wyniki przemawiajg za tym, ze zdolno$¢ do wykorzystywania
fosforu z prostych zwigzkéw fosfonowych nie jest szeroko rozpowszech-
niona w Swiecie bakterii. Sposréd 9 badanych szczepdw tylko 6 udato sie
zaadoptowaé¢ do pozywek syntetycznych, a z nich tylko dwa, E.coli 307
i E.freundi, przyswajaty fosfor z kwasu etylofosfonowego. Nieco lepszym
zrédtem fosforu okazat sie kwas 2,3-dwuhydroksypropanofosfonowy, ktory
oprécz wymienionych szczepéw Escherichia podtrzymywat takze wzrost
Mycobacterium phlei. Natomiast wzrost Pseudomonas jluofrescens w obec-
nosci kwasu butylofosfonowego (XXIX) okazat sie szybszy, niz w obec-
nosci fosforanu nieorganicznego (81). Dowodzi to, ze w niektérych przy-
padkach fosfor z kwasu fosfonowego moze by¢ nawet tatwiej przyswa-
jalny dla zywego organizmu niz nieorganiczny fosforan. Efekt ten nie
wystapit, gdy ortofosforan w pozywce zastgpiono kwasem etylofosfono-
wym. Tym samym wykazano, ze tatwos$¢ przyswajania fosforu z kwasu
fosfonowego zalezy od diugosci tancucha weglowego. Wyjasnienie tego
zjawiska wymaga dalszych badan.

CHXHXHXHZPOjH2
XXIX

W roku 1966 Harkness (25 badal wzrost bakterii na syntetycz-
nych pozywkach, zawierajagcych aminokwasy fosfonowe jako jedyne
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zrédto fosforu. Wyniki uzyskane na materiale, obejmujacym 10 szczepow
i 8 réznych aminokwaséw wykazujg, ze aminokwasy fosfonowe sg na
ogot lepszym zrodiem fosforu, niz proste zwigzki fosfonowe nie zawiera-
jace grup aminowych. Sposrod badanych szczepéw tylko Bacillus subtilis
okazat sie niezdolny do wykorzystywania do wzrostu fosforu z aminokwa-
séw fosfonowych. Salmonella typhimurium i Proteus mirabilis wzrastaty
tylko na pozywkach zawierajacych ciliatyne. Pozostate szczepy wykazy-
waty mniej lub bardziej szybki wzrost na kilku z badanych aminokwaséw.
W kazdym przypadku ciliatyna byta najlepszym Zzrédiem fosforu dla
bakterii. Niektore organizmy, na przykiad Shigella sonnei, wzrastaty
rownie szybko na pozywkach z ciliatyng jak z fosforanem nieorganicznym.

Zestawienie bakterii badanych dotychczas z punktu widzenia zdolnosci
do rozktadania wigzan P-C w kwasach fosfonowych zawiera tablica 4.

Tablica 4
Bakterie rozktadajgce wigzanie P-C
Szczep I I m v 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 szczepdw) + 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. | —kwas metylofosfonowy, Il — kwas etylofosfonowy, 11l — kwas 2,3-dwuhydroksypropylofos-

fonowy, IV — ciliatyna, V — inne aminokwasy fosfonowe

Znaczny postep w kierunku poznania drég rozkiadu aminokwaséw
fosfonowych przez bakterie przyniosty prace La Nauze i Rosen-
berga (59, 66) nad metabolizmem ciliatyny u Bacillus cereus. Ciliatyna
(ale nie inne aminokwasy fosfonowe) okazata sie¢ dobrym Zzrodtem fosforu
dla kilku szczepow tego organizmu, jednak z pozywki zawierajgcej cilia-
tyne obok ortofosforanu, najpierw pobierany jest ortofosforan. Warunkiem
wykorzystywania ciliatyny jest wytworzenie sie indukowanego uktadu
enzymatycznego umozliwiajagcego wnikanie tego aminokwasu ze $rodo-
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wiska do wnetrza komo6rki. Rosenberg i La Nauze (66) uzyskali
bezkomérkowy wyciag z Bacillus cepeus, zachowujacy zdolnos$¢ rozktadu
ciliatyny do nieorganicznego fosforanu. Reakcje przyspiesza fosforan pi-
rydoksalu, a hamuja inhibitory transaminaz, na przyktad hydroksylamina.
Niezbedny jest dodatek pirogronianu jako akceptora grupy aminowej.
Autorzy wyrazaja zatem przypuszczenie, ze rozkiad ciliatyny przebiega
na drodze transaminacji i ze pierwszym produktem reakcji jest aldehyd
fosfonooctowy, ulegajacy szybko dalszemu rozktadowi do fosforanu i al-
dehydu octowego (schemat 5). Analiza chromatograficzna mieszaniny po
reakcji wykazata obecno$¢ nieznanej substancji zawierajgcej fosfor i grupe
aldehydowa, ktéra prawdopodobnie jest aldehydem fosfonooctowym.

po,h2 poh?2
éH‘ COOH fosforan | 9 COOH
‘ . ch 1
| + dog Pl T + chnh2
CH, 1 : !
1 ch3 ch3
NH, H O
poh?2
CH /e
12 " CHX-  + HPO4
c H
/ N
H (0]

Schemat 5. Enzymatyczna degradacja ciliatyny (wg 59)

Réwniez Roberts i wsp. (63) badajac rozktad 17 aminokwaséw
fosfonowych w bezkomdérkowych wyciggach z E.coli, T.pyriformis, watro-
by myszy i ukwiatu A.elegantissima wykazali, ze transaminacja jest jed-
nym z etapow tego procesu. Akceptorem grupy aminowej w tych doswiad-
czeniach byt ketoglutaran. Ze wszystkich badanych aminokwaséw cilia-
tyna okazala sie najlepszym substratem dla transaminazy z T.py\rijormis
i A.elegantissima, a wiec organizmdw zawierajagcych duze ilosSci tego ami-
nokwasu. (3-Fosfonoalanina ulegata transaminacji w kazdym z badanych
wyciggdw. Transaminacja pod wpltywem wyciggu z watroby myszy dowo-
dzi, ze aminokwasy fosfonowe moga by¢ substratami transaminazy amino-
kwaséw karboksylowych.

Produktem transaminacji P-fosfonoalaniny jest kwas 3-fosfonopiro-
gronowy, ktdrego nie udato sie jednak wyosobni¢ z mieszaniny reakcyjnej.
Uzyskanie czystych (3-ketokwaséw fosfonowych miatoby duze znaczenie
dla przysztych badan nad metabolizmem zwigzkdéw fosfonowych.

IX. Uwagi koncowe

Wystepowanie zwigzkéw fosfonowych w przyrodzie nie jest dostatecz-
nie zbadane. Szczeg6lnie odczuwa sie brak informacji o ich wystepowaniu
w Swiecie roslinnym. Ze Swiata zwierzecego doktadniej badane byty tylko
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Protozoa, Coelenterata i Mollusca. Istotng luke stanowi brak wiadomosci
o wystepowaniu zwigzkéw fosfonowych w organizmach zajmujgcych po-
Srednie szczeble rozwoju miedzy Coelenterata i Chordata.

Z dotychczas zebranych danych wynika jednak jasno, ze zdolno$é do
syntezy wigzania P-C pojawita sie juz w najbardziej pierwotnych formach
zycia, a wiec w bakteriach i pierwotniakach i osiagneta maksimum w ja-
mochtonach. U zwierzat wyzej zorganizowanych zdolnos¢ ta ulegata stop-
niowemu zanikowi.

Wydaje sig, ze zarysowujacy sie schemat rozpowszechnienia zwigzkéw
fosfonowych w przyrodzie rzuca pewne $wiatto na interesujgce, a dotad
w piSmiennictwie nie rozwazane zagadnienie pochodzenia tych zwigzkow
w zywych organizmach. Zdaniem autora niniejszego opracowania zwigzki
zawierajgce wigzanie P-C powstaty znacznie wczesniej niz pierwsze formy
zycia w wyniku reakcji chemicznych odbywajgcych sie w pierwotnej
atmosferze i w pierwotnym oceanie. Pierwsze formy 2zycia organizowatly
sie zatem w kontakcie ze zwigzkami fosfonowymi i dlatego mogly sie
wytworzy¢ uktady enzymatyczne niezbedne do ich zuzytkowywania. Brak
tych zwigzkow w organizmach wyzszych zwierzat moze oznaczaé, ze sta-
nowig one swego rodzaju ,$lepy tor” biochemicznej ewolucji $wiata zwie-
rzecego. Mozna sadzi¢, ze zwigzki fosfonowe ostatecznie okazaly sie mato
efektywne w spetnianiu funkcji zyciowych i zostaty odrzucone w miare
postepu ewolucji, a ich role przejety w catosci estry kwasu fosforowego.
W takim przypadku zwigzki fosfonowe we wspdétczesnych nam organiz-
mach zwierzecych bytyby reminiscencja odlegtych epok geologicznych,
w ktdrych tworzyty sie zalgzki zycia.

Autor sktada serdeczne podziekowanie dr H. Rosenbergowi z Australian National
University za pomoc w zebraniu kompletnej literatury przedmiotu, rady, stowa za-
chety i udostepnienie wynikéw badan wtasnych przed ich opublikowaniem. Pomoc
w napisaniu niniejszego artykutu okazat takze dr J. S, Kittredge z City of Hope
Medical Center, Duarte, California, udostepniajagc nieopublikowane fragmenty pracy
doktorskiej oraz dr Masaaki Horiguchi z Tokyo University.
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BRONISLAW FILIPOWICZ *

Enzymy nukleolityczne w analityce**

Nucleolytic Enzymes in Analytics

The use of nucleases in the analysis of the structure of nucleis acids is reviewed.

. Wstep

Rola enzymow nukleolitycznych (nukleaz) w organizmie nie zostata
dotychczas sprecyzowana. Wysuwane sg rézne sugestie na ten temat. Tak
np. sugerowany jest udziat dezoksyrybonukleaz w syntezie DNA. Zauwa-
zono, ze w okresie maksymalnej syntezy DNA wzrasta réwniez w komoérce
zawarto$¢ tych enzymdw, a niektére polimerazy, katalizujgce synteze
DNA, wykazujg zarazem aktywnos$¢ nukleazowa. Dezoksyrybonukleazy
chronig tez komoérke przed obcogatunkowymi kwasami nukleinowymi,
a w szczegblnosci przed doptywem obcego materiatu genetycznego (46).
Wysuwane sg tez podobne przypuszczenia na temat udziatu rybonukleaz
w syntezie RNA. Stwierdzono np. w jeczmieniu (44), w Tiobacillus thio-
parus (50) i w innych organizmach, ze wzmozonej syntezie oligonukleo-
tydéw towarzyszy wzmozona aktywno$¢ rybonukleaz. Wysuwano takze
sugestie (2, 38, 76) o wystepowaniu w preparatach rybonukleaz odmien-
nych frakcji, jednych katalizujgcych procesy syntezy i innych zwigzanych
z procesami degradacji RNA.

OkreS$lenie roli tych enzymdw jest trudne zwilaszcza, ze w jednym
organizmie wystepuje przewaznie kilka réznych nukleaz. Zauwazono to
w $ledzionie, trzustce, watrobie réznych organizméw zwierzecych. Podob-
nie np. w paciorkowcach stwierdzono cztery enzymy depolimeryzujgce
DNA (77), a w E.coli pie¢ oraz trzy dos¢ dobrze scharakteryzowane rybo-
nukleazy (45). Dwie rybonukleazy (o optimum dziatania w pH 5i 7) wy-

* Prof. dr, Katedra Chemii Ogélnej i Fizjologicznej, Wydziat Lekarski, Aka-
demia Medyczna, £6dz

** Tre$¢ tego artykutu byta przedmiotem referatu na V Sympozjum Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Krakowie, 1967
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izolowano w naszym Zakladzie z Paramecium aurelia (25, 26). Gota-
szewski z marchwi wyizolowat i scharakteryzowat dwie rybonukleazy
(24), podobnie dwie specyficznie dziatajgce rybonukleazy wystepujg w Ta-
kadiastazie Aspergillus ofryzae (17), itd.

Poznanie wielu swoiscie dziatajacych nukleaz w duzej mierze utatwito
badanie struktury kwaséw nukleinowych. Dla oznaczania sktadu nukleo-
tydowego znaleziono juz do$¢ dawno rézne sposoby chemiczne. Na przy-
ktad RNA, poddany hydrolizie alkalicznej rozpada sie, poprzez cykliczne
nukleotydy, na mieszanine 2' i 3-monofosfonukleozydéw, ktdre mozna
rozdzieli¢ i oznaczy¢ ilosciowo.

Z DNA mozna usung¢ w odpowiednich warunkach zasady purynowe
lub pirymidynowe i otrzymaé kwas apurynowy (51, 69, 70), badz apirymi-
dynowy (10), co utatwia dalsze badania tancucha.

Natomiast przy ustalaniu petnej sekwencji nukleotydéw w taricuchach
kwaséw nukleinowych niezastapione staty sie metody enzymatyczne. Do-
tyczy to zwlaszcza tRNA, ktorych masa czgsteczkowa wynosi zaledwie
okoto 25 000. Wysoka masa czasteczkowa naturalnych DNA i innych od-
mian RNA zmusza jeszcze do ograniczenia badania tego materiatu do
sekwencji nukleotydow we fragmentach tafcucha, w oligonukleotydach
lub do oznaczen wzglednych czestosci wystepowania pewnych sekwencji.

Il. Specyficzno$¢ dziatania nukleaz

Do niedawna w rozwazaniach na temat dziatania enzymoéw nukleoli-
tycznych dzielono je (60) na:
1. Dezoksyrybonukleazy i rybonukleazy w zwigzku ze swoistoscig dzia-
tania na kwasy nukleinowe zawierajgce odpowiednie pentozy.
2. Endo i egzonukleazy (podobnie jak endo i egzopeptydazy).
3. Enzymy specyficzne w zaleznosci od budowy sgsiadujacej zasady pury-
nowej lub pirymidynowej.
4. Enzymy, ktérych produktami dziatania sg badz S’-nukleotydy, badZ
5-nukleotydy.
Enzymy dziatajgce na jedno lub dwuniciowe tancuchy kwaséw nuklei-
nowych.
Zadne z tych kryteridw nie utrzymato sie w petni. Na przyktad nukle-
azy z Azotobacter (67), z mbézgu cielat (28), z mitochondriéw watroby
szczura (12) rozszczepiajg obie odmiany kwasow nukleinowych. Te nukle-
azy Heppel (31) nazywa, po prostu, fosfodwuesterazami. Nie utrzymat
sie takze podziat na endo i egzonukleazy. Rybonukleaza z trzustki atakuje
nie tylko miedzynukleotydowe wigzania wewnatrz taricucha, lecz rozszcze-
pia takze cykliczne rybonukleozydo-2,3-fosforany do odpowiednich 3’-nu-
kleotydow. Nukleazy u Staphylococcus aureus w pierwszym okresie dzia-
tania katalizujg hydrolize wigzah potozonych w gtebi taficucha, a w kon-

o1



3] NUKLEAZY W ANALITYCE 177

cowych etapach odszczepiajg skrajne nukleotydy. W pracowniach Las-
kowskiego (73) i Sorma (15) stwierdzono, ze niektére dezoksyry-
bonukleazy w poczatkowych etapach dziatania atakujg wigzania miedzy-
nukloetydowe w sgsiedztwie innych zasad niz w koncowych stadiach reak-
cji. Specyficznos¢ reakcji zmienia sie wiec w miare jej przebiegu. Nie bez
wptywu jest tez rodzaj aktywujgcego kationu (6). Ostatnio kwestiono-
wana jest nawet swoisto$¢ dziatania rybonukleazy trzustkowej (22), o kté-
rej byto wiadomo, ze z tancucha RNA uwalnia oligonukleotydy zawsze
zakonczone nukleotydem pirymidynowym.

Omawiajgc specyficznos$¢ dziatania nukleaz postuzymy sie klasyfikacja
ustalong przez Komisje Enzymowg Miedzynarodowej Unii Biochemicznej
(18). Wedtug tej klasyfikacji enzymy katalizujagce hydrolize kwasow nu-
kleinowych do oligonukleotydéw, nukleotydéw i nukleozydéw zaliczono
gtéwnie do hydrolaz, w szczegdélnosci do pod-podklasy — hydrolaz dwu-
estréw fosforanowych, zwanych potocznie dwuesterazami, oraz hydro-
laz monoesteréw fosforanowych, zwanych monoesterazami. Wyjatek sta-
nowig rybonukleazy, zaliczane do klasy transferaz, poniewaz pierwszym
etapem ich dziatania jest przenoszenie grup 3’-fosforanowych z pozycji 5’
sgsiadujacych nukleotydéw na pozycje 2’ z utworzeniem cyklicznego nu-
kleotydu.

W niniejszym artykule ograniczymy sie do omowienia tych pod-pod-
klas, ktore obejmujg enzymy stosowane w badaniach budowy tancuchéw
kwaséw nukleinowych (tablica 1).

Tablica 1

Enzymy katalizujace procesy rozpadu kwaséw nukleinowaych

Numeracja Komisji

N d-podkl
azwy pod-podklas Enzymowej (19)

Hydrolazy dwuestréw fosforanowych EC 314
Nukleotydylotransferazy (rybonukleazy) EC 2.7.7
Hydrolazy monoestréw fosforanowych EC 3.1.3

Pierwsze dwie z wymienionych grup w tablicy 1 mozna zaliczy¢ do
dwuesteraz. W skiad trzeciej grupy wchodza monoesterazy.

Przed omowieniem specyficznosci dziatania nukleaz nalezy przypom-
nie¢ stosowane, zgodnie z propozycja Smitha i Markhama (65),
skréty w zapisie tancuchow polinukleotydowych (schemat 1).

1. Hydrolazy dwuestrow fosforanowych

W tej pod-podklasie Komisja Enzymowa sklasyfikowata tylko 5 nukle-
az, z ktérych dwie dziatajg na DNA, a pozostate na obie odmiany kwasoéw
nukleinowych (tablica 2).
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Endonukleazy. Cztery spos$rod sklasyfikowanych hydrolaz dwuestrow
fosforanowych rozszczepiajg wigzania dwuestrowe wewnatrz tahncucha
i dlatego nazywane sg endonukleazami.

ApCpGpTpApGpCp I
pCpUpGpGpApCpU 1
lub:

C G T A

\ \ \ la
p\ p\ p\ p\ p\

\ \ \ v Ka

N p p\ p\ p\ p\ p\

Pu Pu Pu Pi

ni
>
AR AP

Schemat 1. Fragmenty tancuchéw polinukleotydowych
W tancuchach 1'i Il: A — adenozyna, G — guanozyna, C — cytydyna, U — urydyna, T — tymi-
dyna, X —nieznany nukleotyd; p —fosforan w pozycji 3’ (je$li jest po duzej literze) Ilub
w pozycji 5" (jezeli poprzedza duzg litere), lub tez wigzanie 3'—5’ (je$li Jest pomiedzy duzymi
literami)
We wzorze la i lla pionowa linia oznacza pentoze. Wzér Ill przedstawia fragment tancucha
Ila strawionego rybonukleaza zakonczony cyklicznym nukleotydem. Pu —zasada purynowa,
Pi —zasada pirymidynowa

Poznano juz jednak kilkadziesiagt takich enzymow r6znego pochodzenia.
Znaczna ich cze$¢, w odpowiednich warunkach, dziata do$¢ specyficznie
i dzieki temu analityk dysponuje dzi$ duzym arsenatem S$rodkoéw. Szcze-
golnie bogatym zrédtem tego rodzaju nukleaz okazaty sie bezkregowce:
owady i drobnoustroje, z ktérych izolowane sg nukleazy o znacznej swoi-
stosci dziatania. Tak np. ze Streptococcus pyogenes wyizolowano endonu-
kleaze, zwang dawniej streptodornazg (EC 3.1.4.5). Enzym ten znacznie
silniej katalizuje hydrolize rodzimego DNA niz kwasu zdenaturowanego.

Egzonukleazy. Wsrod fosfodwuesteraz odszczepiajgcych skrajny mo-
nonukleotyd od jednego z koncow tancucha na szczegdlng uwage zastuguje
fosfohydrolaza dwuestréw ortofosforanowych (EC 3.1.4.1). Pod tym nu-
merem sklasyfikowano mato specyficzne enzymy atakujgce zarbwno DNA
jak i RNA. Pewna specyficzno$¢ zalezy od pochodzenia enzymu. Przykia-
dem sa fosfodwuesterazy z jadu wezy i ze $ledziony. Pierwsza atakuje
oligonukleotydy odszczepiajgc stopniowo 5-fosfonukleozydy. Optymalnym
substratem dla tej fosfodwuesterazy jest polinukleotyd zawierajgcy wolng
reszte 3-OH z jednego konca tancucha i zestryfikowang reszte 5-0-p
z drugiego konca (schemat 2, tancuch ). Oligonukleotyd z wolng resztg
3-0OH ale pozbawiony pierwszorzedowej grupy fosforanowej z drugiego
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Tablica 2

Hydrolazy dwuestréw fosforanowych (EC 3.1.4)

Nazwa potoczna Wystepowanie

Dezoksyrybonukleaza
(endo) (23)

Trzustka, pa-
ciorkowce (stre-

ptodornaza)(42)
Dezoksyrybonukleaza  Sledziona,
Il (4) , grasica

Nukleaz:a mikrokokow
(endo, a nastepnie egzo)
(49)

Nukleaza z Azotoba-
cter (endo) (66)

Staphylococcus
aureus

Fosfodwuesteraza Sledziona (32),

jad wezy (43)

* Pu — puryna
* Pi — pirymidyna

Produkty reakcji Preferencje

5’-Oligonukleotydy
(64)

pPu-pPi (41)*

i -OHgonukleotydy W poczatkowych
etapach Gp-Cp
(15), w konco-
wych Pip-Pup*
(13)

Dziata na DNA i A-T
RNA, tworzy 3™-oligo-

nukleotydy

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

DziatanaDNA i RNA,
tworzy 3’-mononukle-
otydy, 5-mononukleo-
tydy

krafnca tafncucha, jest rozktadany znacznie wolniej (schemat 2, fancuch II).
Natomiast oligonukleotyd zakonczony w potozeniu 3’ grupg fosforanowg
jest bardzo oporny na dziatanie tego enzymu (schemat 2, fancuch Il1). Po-
dobnie dziata fosfodwuesteraza ze $luzéwki przewodu pokarmowego.

p. M p\ p\ p\

A
_Ql Enzym wykazuje
optymalne dziatanie
1 o Enzym dziata wolniej
P\
i
- p Substrat oporny na

dziatanie enzymu
P\

Schemat 2. Dziatanie fosfodwuesterazy z jadu wezy
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Natomiast fosfodwuesteraza ze $ledziony odszczepia od oligonukleoty-
du 3’-fosfonukleozydy (schemat 3, strzatka 1, 2 itd). W przeciwienstwie
do fosfodwuesterazy z jadu wezy, w tym procesie wolnha grupa 5-OH uta-
twia wigzanie sie enzymu z substratem.

7

w0 S

Schemat 3. Dziatanie fosfodwuesterazy ze $ledziony

Podany na schemacie 3 proces hydrolizy moze by¢ réwniez katalizo-
wany przez fosfodwuesteraze z jadu weza, lecz odszczepianie nukleotydow
rozpoczyna sie wéwczas od drugiego konca (schemat 3; najpierw strzatka
3, nastepnie 4 itd.), a szybkos$¢ reakcji wynosi woéwczas zaledwie 0,1%
szybkosci dziatania fosfodwuesterazy ze $ledziony (63).

Powyzsze uwagi o specyficznosci tych enzymow nalezy traktowaé
z zastrzezeniami. Jezeli mianowicie substratem sg wielkoczgsteczkowe po-
limery, wowczas fosfodwuesterazy mogag rozszczepiaé réwniez wigzania
wewnatrz tafcucha, a wolna grupa -OH ma koncu fancucha nie jest bez-
wzglednie konieczna do ich dziatania.

2. Nukleotydylotransferazy

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

Tablica 3
Nukleotydylotransferazy (EC 2.7.7)

Nr EC  Nazwa potoczna Wystepowanie Reakcje

2.7.7.16 Rybonukleaza Trzustka (40) Przenosi reszte fosforanowg nukle-
otydéw Pi* z 5' na 2' (48), szyb-
ciej Cp niz Up (54)

2.7.7.17  Rybonukleaza Rosliny: Przenosi reszty fosforanowe nu-
trawa morska kleotydow Pu* i Pi* z 5’ na 2'
(ang. rye grass)
(59), liscie szpi-
naku (71)
2.7.7.26  Guanylorybo- Aspergillus Przenosi tylko reszty guanylowe
nukleaza (57) oryzae (58)

* Pu — puryna
* Pi — pirymidyna
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Wszystkie trzy enzymy w pierwszym etapie dziatania majg wiasnosci
cyklizujace, w drugim za$ rozszczepiajg powstaty cykliczny ukitad, dajac
przewaznie 3’-nukleotydy.

Rybonukleaza z trzustki wotu jest najlepiej poznana. Enzym ten ata-
kuje gtownie miedzynukleotydowe wigzania nukleotydéw pirymidyno-
wych. Dlatego w produktach degradacji RNA powstajg, oporne na dzia-
tanie nukleazy, oligonukleotydy purynowe (rdzen) zakonczone cyklicznym
nukleotydem pirymidynowym. Ten ulega w nastepnym etapie rozszcze-
pieniu, a wiec ostatecznymi produktami sg* oligonukleotydy purynowe
zakonczone nukleotydem pirymidynowym i 3’-nukleotydy pirymidynowe
(schemat 4).

Schemat 4. Dziatanie rybonukleazy trzustkowej

Rybonukleazy ros$linne rozszczepiaja RNA na cykliczne mononukleo-
tydy zaréwno purynowe jak i pirymidynowe. Poznano kilka z nich. Nie-
ktore jak rybonukleaza z ziemniakdw rozszczepiajg RNA do nukleotydow.
W ziemniakach znaleziono réwniez nukleaze atakujaca zarobwno RNA jak
i DNA (16).

Guanylorybonukleaza. Bardzo cennym osiggnieciem japoriskich bada-
czy byto wyodrebnienie tej nukleazy z Takadiastazy, otrzymanej z ho-
dowli Aspergillus oeryzae. Enzym ten, w pH 7,5 rozszczepia wigzanie

3 Postepy Biochemii
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Gp-Xp i tworzy oligonukleotydy zakornczone guanozyno-2°,3’-cyklicznym
fosforanem.

Szczegbtowsze badania enzymow zawartych w Takadiastazie wykazaty,
ze wystepujg tam dwie rybonukleazy (72). Jedna z nich, rybonukleaza Tx
rozszczepia wiazanie Gp-Xp, dajac badz oligonukleotyd zakonczony cy-
klicznym guanozynofosforanem, badZ cykliczny kwas guanylowy. Druga
rybonukleaza T2 preferuje rozszczepianie wiagzania Ap-Xp (55). Oba te
enzymy, analogicznie do dziatania,enzymu z trzustki, katalizujg przejscie
skrajnych cyklicznych nukleotydéw w odpowiednie 3-nukleotydy. Wy-
mienione enzymy czesto uzywane sg do badan sekwencji nukleotydéwr
w taricuchach RNA.

Dwuesterazy hydrolizujgce cykliczne nukleozydomonofosforany nie
zostaty dotychczas sklasyfikowane przez Komisje Enzymowg. W jadzie
Crotalus adamanteus wystepuje enzym, ktéry katalizuje reakcje:

Cykliczny nukleozydo-2,,3,-monofosforan + H2 -> nukleozydo-3’-fosforan

W odro6znieniu od innych rybonukleaz enzym ten katalizuje hydrolize
cyklicznych nukleotydéw zaréwno purynowych jak i pirymidynowych
(14). Podobne enzymy wystepujg rdwniez w innych tkankach (75), a pro-
duktami ich dziatania sg badz 3’, badz ~’-nukleotydy. Z mézgow bydle-
cych, psich, szczurzych (16), a takze z innych tkanek otrzymano enzymy
katalizujgce hydrolize cyklicznych nukleozydo-2,3-monofosforanéw do od-
powiednich nukleozydo-2-fosforandw. Wyodrebniono réwniez, np. z psiego
serca, z kory moézgowej, kory nadnercza, z nerek (9) i z innych tkanek
zwierzecych, hydrolazy katalizujgce reakcje:

Cykliczny nukleozydo-S~-monofosforan + HzO -¢ nukleozydo-5-fosforan

3. Hydrolazy monoestrow fosforanowych

Komisja Enzymowa sklasyfikowata w tej grupie tylko trzy nukleazy,
ktére dziatajag zardwno na rybo- jak i dezoksynukleotydy i oligonukleo-
tydy (tablica 4). Punktem zaczepienia jest prawdopodobnie reszta fosfo-
ranowa. Enzymy te, rozpowszechnione w $wiecie roslinnym i zwierzecym,
sg dos¢ odporne na dziatanie podwyzszonej temperatury.

5-Nukleotydazy wykazujg niewielkg specyficzno$¢ zalezng zaréwno
od pochodzenia jak i sposobu wyodrebniania enzymu (tablica 5).

Na uwage zastugujg nukleotydazy z plazmy nasienia, z ktérych jedna
(@) wykazuje bardzo mata specyficznosé, a druga (b) sposréd badanych
kilku odmian nukleotydéw hydrolizuje tylko adenozyno-5’-fosforan. Sut -
kowski i wsp. (68), badajgc szczegétowo aktywnos$¢ 5’-nukleotydazy
z Bothrops atrox stwierdzili, ze do procesu hydrolizy konieczna jest zasada



[9] NUKLEAZY W ANALITYCE 183

przy C-1"rybozy i wolna grupa -OH przy C-3\ Przy C-2’ moze by¢ badz
grupa -OH, badZ -H (dezoksynukleotydy).
Tablica 4

Hydrolazy monoestréow fosforanowych (EC 3.1.3)

Nazwa potoczna Numeracja Komisji

Enzymowej
5’-Nukleotydaza (61) EC 3.1.35
i -Nukleotydaza (62) EC 3.1.3.6
jT-Nukleotydaza fosfoadenylanowa (1, 3) EC 3.1.37

3-Nukleotydazy wystepujg gtownie w organizmach roslinnych i w mi-
kroorganizmach. Najbogatszym zrédtem okazaly sie nasiona rajgrasu.
Enzymy te katalizuja reakcje:

Nukleozydo-3’-fosforan + HzO -> nukleozyd + ortofosforan

Substratami sg prawie wszystkie 3’-rybonukteotydy oraz oligonukleo-
tydy zakonczone grupg fosforanowag przy C-3°, lecz szybko$¢ procesow
Tablica 5

Poréwnanie szybkosci hydrolizy réznych 5-nukleotyddw przez J’-nukleotydazy uzyskane:

a) z plazmy nasienia (30), b) z plazmy nasienia (74), c¢) z ziemniakéw, d) z jadu Bothrops
atrox (39)

Wzgledna aktywnos$¢ enzymu*

Substrat
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 przyjeto wzgledna aktywno$¢ danego enzymu w stosunku do adenozyno-5’-fosforanu

hydrolizy jest r6zna. Natomiast dezoksyadenozyno-3’-fosforan nie jest
atakowany, co wskazywatoby, ze do przebiegu procesu konieczna jest
wolna grupa -OH przy C-2’rybozy (3, 11).

3-Nukleotydaza fosfoadenylanowa (EC 3.1.3.7), ktora katalizuje reak-
cje:
Adenozyno-3’5’-dwufosforan + H2 -> adenozyno-5’-monofosforan + ortofosforan

dziata réwniez na 3’-fosfoadenylilosiarczan.
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I11. Ustalenie sekwencji nukleotydow

Fosfomonoesterazy znalazty zastosowanie w analityce. Miedzy innymi
Burton (8 podaje przyktady ich zastosowania w badaniu struktury
oligonukleotydéw. Dwunukleotyd CpAp (schemat 5) nie jest rozktadany
przez fosfodwuesteraze jadu weza, poniewaz zawiera pierwszorzedowa
reszte fosforanowg przy weglu ~’-adenozyny. Hydroliza dwuesteraz ze
Sledziony daje mieszanine 3’-fosfoadenozyny i 3’-fosfoeytydyny. Otrzy-
mane produkty nie dajg zadnej informacji o sekwencji tych nukleotydow,
poniewaz takie same zwiazki otrzymanoby w wyniku hydrolizy dwunukle-
otydu ApCp. Natomiast po odszczepieniu pierwszorzedowo zwigzanej resz-
ty fosforanowej fosfomonoesterazg mozna zastosowa¢ fosfodwuesteraze
z jadu wezy i ustali¢ sekwencje dwunukleotydu analizujgc produkty obu
reakcji (schemat 5).

CpAp 1 FosFodwuesieraza
ApCp j  ze Sledziony

Fosfomonoesterazg
[0 Y CpA

Schemat 5. Zastosowanie fosfomonoesterazy w badaniach sekwencji oligonukleotydéw

Innym przyktadem jest zastosowanie fosfodwuesteraz do analizy se-
kwencji. Zbadanie sekwencji tréjdezoksyrybonukleotydu, skiadajgcego
sie z dwdch reszt dezoksycytydyny i jednej tymidyny, jest mozliwe po-
przez poréwnanie produktow trawienia powstajgcych w wyniku dziatania
fosfodwuesteraz ze $ledziony i z jadu weza (schemat 6).

fosfodwuesieraza fhsfodwuesteraza
TipCipC - (NTpCpC - Tp+Cp+Cl
(o N I ¢ ] O & (iNCPTPC  =m-mmmmememmmemcmeomeneeeee » Cp+Tp+ClJ
| C+pC+PT =¥ oo (M) CpCPT  --mmmmrmmmmmmommmmeem e » Cp+Cp+T

Schemat 6. Zastosowanie fosfodwuesteraz w badaniach sekwencji oligonukleotyddéw

Na schemacie 6 zaznaczono, ze w wyniku dziatania fosfodwuesterazy
ze Sledziony na izomery | i Il powstajg jednakowe produkty trawienia.
Na rozstrzygniecie miedzy tymi dwoma izomerami pozwala dopiero do-
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datkowa analiza hydrolizatu uzyskanego za pomocag fosfodwuesterazy
z jadu weza. Z kolei analiza hydrolizatu, uzyskanego dziataniem samej
fosfodwuesterazy z jadu weza, pozwala na zaproponowanie sekwencji Il
i Ill, a rozstrzygniecie przynosi poréwnanie hydrolizatdw otrzymanych
dziataniem obu fosfodwuesteraz.

Bardziej ztozonym przyktadem jest ustalenie sekwencji oSmionukleo-
tydu (79), otrzymanego z dluzszego fragmentu fancucha tRNA. Oligonu-
kleotyd ten poddano dziataniu rybonukleazy trzustkowej, rybonukleazy
T\ i fosfomonoesterazy, a nastepnie ponownie dziataniu tych samych en-
zyméw oraz fosfodwuesterazy i rybonukleazy T2 Otrzymane nukleotydy
i nukleozydy rozdzielono na kolumnie chromatograficznej wypetnionej
DEA-E-celuloza, a zawartosé poszczegdlnych frakcji oznaczono spektrofo-
tometrycznie w 260 nm (schemat 7).

. PipApGpGpTp (VpCp)Gp..

Rybonukleaza

z trzustki Rybonukleaza T4
PME PME
ApGpGpT Tp(VpCp)G

Schemat 7. Analiza oSmionukleotydu (wg 79)
Reprodukowane za zgodg wydawnictwa Pergamon Press

U go6ry: Enzymatyczna hydroliza oligonukleotydéw PME — fosfomonoesteraza, PDE — fosfo-
dwuesteraza

U dotu: Rozdziat na kolumnie z D-EAE-celulozy i analiza spektrofotometryczna niektérych
koficowych produktéw hydrolizy enzymatycznej
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W ostatnich latach dzieki stosowaniu odpowiednich nukleaz zdotano
juz oznaczy¢ kolejnosé nukleotyddéw kilku tRNA np.:

a) tRNA alaniny, zbudowany z 77 nukleotydéw; jego antykodonem jest

IGC (34),

b) tRNA seryny zawierajgcy 84 nukleotydy i IGA jako antykodon (78),
c) tRNA tyrozyny zawierajgcy 78 nukleotyddw i antykodon z nietypo-

wym nukleozydem — pseudourydyna (GipA) (47),

d) tRNA fenyloalaniny zawierajacy réwniez 78 nukleotydéw i nietypowg

zasade (metylowang guanine) w antykodonie (2-O-Me-GAA) (52).

Te iinne nieraz znacznie juz zaawansowane prace w dziedzinie budowy
innych odmian tRNA pozwolity na pewne uogoélnienia dotyczgce struktury
czasteczki tRNA (21). Tak np. pigta zasada akceptorowego konca tancucha
wigze sie komplementarnie z guaning drugiego konca fancucha, w kazdym
ze zbadanych tRNA wystepujg przynajmniej trzy petle, z ktérych jedna
zawiera trojnukleotyd T~C, druga antykodon, trzecia dwuhydrouracyl itd.

Ostatnio zdotano réwniez ustali¢ sekwencje nukleotydéow w tancuchu
RNA 5S z rybosoméw komorek nowotworu KB cztowieka (20). Lancuch
zawiera 120 lub 121 nukleotydéw. Jest to pierwsza praca, w ktorej usta-
lono sekwencje nukleotydéw w kwasie nukleinowym pochodzenia zwie-
rzecego. Kwas rybonukleinowy znakowany 3® trawiono rybonukleazg
trzustkowg i rybonukleazg T a produkty rozdzielano metodg dwuwymia-
rowej elektroforezy na bibule. Metoda ta zostata opracowana w pracowni
Sangera (7, 56).

IV. Ustalanie sekwencji tRNA

Pierwszy doktadny obraz sekwencji tancucha tRNA, zwigzku o masie
czasteczkowej 26 600 (s6l sodowa), uzyskano w roku 1965 w pracowni
Holleya. Holley i wspoétpracownicy do oznaczania 77 nukleotydowego
tanicucha tRNAAa , stosowali najpierw rybonukleaze T1i rybonukleaze
z trzustki. Rysunek 1 przedstawia rozdziat hydrolizatu, otrzymanego dzia-
taniem rybonukleazy TH na kolumnie wypetnionej DEAE-celulozg (33).
Niemal wszystkie sposrdd 17 oligonukleotydéw zakoriczone sg guainozyno-
-3’-fosforanem. Monofosfonukleotyd 3’,5-dwufosfoguanozyna (pG) stano-
wi lewy koniec tancucha tRNA.

Jeden z szeScionukleotydow zakonhczony jest resztg cytozyny z wolng
grupa -OH przy weglu 3’ (U-C-C-A-C-C-OH). Jest to prawy koniec tan-
cucha tRNAAla

Dziataniem rybonukleazy trzustki uzyskano 40 fragmentéw tancucha
(schemat 8). Jeden z czteronukleotydéw zawiera pierwszorzedowg reszte
fosforanowg przy weglu 5’. Stanowi on lewy kraniec tancucha tRNA.

Metody pozwalajgce na ustalenie sekwencji dwu, troj i dtuzszych oli-
gonukleotydéw oméwiono wyzej. W badaniach oligonukleotydéw o wiek-
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szej masie czgsteczkowej duze ustugi oddata réwniez, zastosowana przez
Holleya (35 metoda skroconego czasu trawienia fosfodwuesterazg
z jadu weza. Enzym ten w odpowiednich warunkach rozktada np. o$mio-
nukleotyd, po uprzednim usunieciu jego kohcowej reszty fosforanowej,
na szereg oligonukleotydéw o kolejno zmniejszajgcej sie liczhie reszt nu-

Rysunek 1. Rozdzielanie
fragmentéw tRNAAa po
dziataniu rybonukleazg Tx

Gm — kwas metyloguanylowy,

Uh — kwas dwuhydroksyury-

dylowy, I — kwas inozynowy,

Im — kwas J-metyloinozyno-

wy, — kwas pseudourydylo-
wy

Reprodukowane za zgoda.

Prawa autorskie (C) 1966

Scientific American, Inc.

Wszystkie prawa zastrze-
zone

kleotydowych od siedmiu do dwu. Rozdziat chromatograficzny i analiza
otrzymanych produktéow, po przeprowadzeniu ich alkalicznej hydrolizy
(rysunek 2), pozwolita na ustalenie sekwencji oSmionukleotydu, gdyz w
kazdym z hydrolizatow wystepowat tylko jeden, koncowy nukleozyd.

W ustaleniu sekwencji cennym byto réwniez spostrzezenie Holleya, ze
w temperaturze 0°C krotkie dziatanie rybonukleazg Tj rozszczepia tan-
cuch tRNA na dwie mniej wiecej rowne czesci.

Pomocg w zestawieniu fragmentéow bylo wystepowanie nielicznych
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nietypowych zasad. Tak np. w tanicuchu tRNA Aa wystepuje tylko jeden
nukleotyd inozynowy. Po trawieniu rybonukleazg Tx znalazt sie on w 0$-
mionukleotydzie C-U-C-C-C-U-U-I, natomiast w produkcie trawienia
tRNA rybonukleazg trzustkowg wystepuje on w trdjnukleotydzie I-G-C.

pG-

C
C

o o O

o

o O o o o

G

-G

C

-C

G-
G -

C
U

-6-C
- 6-T
-G-A-C

-6-G-A-G-A-G-U*

Schemat 8. Produkty rozktadu tRNAAa rybo-
nukleazg z trzustki
Gm— kwas 1l-metyloguanylowy, Uh—kwas dwuhydro-

ksyurydylowy, | —kwas inozynowy, Im— kwas 1-me-
tyloinozynowy, ip— kwas pseudourydylowy

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

Rysunek 2. Trawienie oligonukleotydu fosfodwuesteraza z jadu weza (wg Holley’a

i wsp.)
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Podsumowanie pozwala na ustalenie sekwencji dziesiecionukleotydu
(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

Schemat 9. Zestawienie fragmentdéw zawierajgcych nietypowa zasade

Podobne metody stosowano w pracowni Zachaua w ustalaniu sekwencji
tRNASer czy tez u Engelhardta w pracach nad budowg taficucha tRNAWA
i w innych pracowniach.

Trudno w krétkim referacie oméwi¢ szczegoty metod, ktére stoso-
wano badajac te zagadnienia. Prace nad ustaleniem sekwencji tafncucha
alaninowego tRNA trwaty okoto siedmiu lat. Obecnie tempo takich prac
jest szybsze, niemniej prowadzenie tego rodzaju badah wymaga jeszcze
benedyktynskiej cierpliwosci.

V. Uwagi koncowe

Podkreslic nalezy, ze metody enzymatyczne sg nadal niezastgpione
w analizie kwaséw nukleinowych, a nawet zyskujg na znaczeniu. W miare
postepu badan i zwiekszania technicznych mozliwosci uzyskiwania coraz
bardziej jednorodnych frakcji biatkowych otrzymuje sie coraz wiecej
enzymoOw o bardziej specyficznym dziataniu. Przyktadem moga by¢ egzo-
nukleazy otrzymane z E.coli (45) (tablica 6). Sposrdd nich egzonukleaza |
katalizuje hydrolize gtéwnie jednoniciowego zdenaturowanego tafAcucha
DNA, poczynajac od konca z 3’ grupa -OH. Szybkos$¢ dziatania na zdena-
turowany DNA jest 40 000 razy wieksza niz na rodzimy DNA. Produktami
hydrolizy sg mono- i dwunukleotydy z grupa 5-fosfomonoestrowa. Egzo-
nukleaza Il dziata podobnie lecz na niezdenaturowany naturalny tancuch
DNA. Rozszczepia ona wszystkie wigzania miedzynukleotydowe, a konco-
wymi produktami sa nukleozydo-5'-fosforany. Egzonukleaza Il dziata
podobnie jak egzonukleaza Il z tym, ze rozszczepia tylko cze$¢ tancucha
zwigzang wigzaniami wodorowymi z komplementarnym fafncuchem. Pro-
duktami hydrolizy sg mononukleozydo-5’-fosforany i jednoniciowy poli-
nukleotyd. Niedawno (1966) w pracowni Koernera (36) wyizolowano
z E.coli czwartg egzonukleaze, ktora 20-krotnie szybciej dziata na oligonu-
kleotydy niz na wielkoczgsteczkowy DNA.



190 B. FILIPOWICZ [19]

Tablica 6
Egzonukleazy E. coli
Egzonukleaza | Dziata b. silnie na jednopasmowy zdenaturowany DNA
Nie dziata na dwupasmowy tancuch DNA
Egzonukleaza n Nieznaczna preferencja hydrolizy naturalnego dwu-
pasmowego DNA
Egzonukleaza Il Silne dziatanie na naturalny DNA, lecz nie dziata na
jednopasmowy DNA i oligonukleotydy
Egzonukleaza IV Dziata 20-krotnie silniej na oligonukleotydy niz na DNA
Fosfomonoesteraza Odszczepia 3’ reszte fosforanowa od prawego konca

(DNA-fosfataza) faricucha DNA

U E.coli stwierdzono rowniez wystepowanie fosfomonoesterazy (DNA-
fosfataza), odszczepiajgcej 3’ reszte fosforanowg z korica tancucha DNA
(53). Enzym ten umozliwia dziatanie omowionych wyzej egzonukleaz, kté-
rych hydrolityczne dziatanie rozpoczyna sie od wolnej 3’ grupy -OH tan-
cucha DNA.

Podobnie dzialajace nukleazy wystepuja réwniez w materiale zwie-
rzecym. Z mdézgu jagniat i z nerek owiec otrzymano (29) endonukleaze,
ktéra znacznie silniej katalizuje hydrolize zdenaturowanego tancucha
DNA niz naturalnego zwigzku. Ostatnio z nerek owcy wyodrebniono (37)
nukleaze, ktdra nie wykazuje specyficzno$ci ani wzgledem zasad, ani
sktadnika cukrowego, hydrolizuje natomiast zdenaturowane kwasy nukle-
inowe, a takze poliA i poliU do 5P-oligonukleotydow. Hydrolizuje row-
niez, lecz bardzo wolno, tRNA do cztero lub piecionukleotydéw. Prawdo-
podobnie atakowane sg tylko niepowigzane petle taricucha tRNA.

Jak z tego wynika, nukleazy moga by¢ pomocne nie tylko w badaniach
sekwencji tancucha polinukleotydowego, lecz rédwniez w badaniach prze-
strzennej budowy tych zwigzkow i budowy ich hybrydow. Pozwalajg
one réwniez na badanie ich stanu fizycznego, stopnia polimeryzacji itd.
Podano zresztg tylko nieliczne przykiady tych mozliwosci jakie uzyskuje
badacz w miare otrzymywania coraz bardziej oczyszczonych, jednorod-
nych enzyméw.
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HALINA SIERAKOWSKA *

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

Localization of Specific Nucleases and Their Role in Nucleic Acid
Metabolism

The specificity of nucleases is discussed in respect to their assay in biological
material. Histochemical substrates specific for phosphodiesterase | and various
ribonucleases are presented and the localization of these enzymes in the rat is given.
The role of nucleolytic enzymes as well as future trends in nuclease cytochemistry
are discussed.

Enzymy katalizujgce depolimeryzacje kwasoéw nukleinowych odzna-
czajg sie swoistoscig wzgledem réznych elementdéw budowy czasteczki
substratu. Swoisto$¢ ta moze dotyczy¢ rodzaju cukru, wielkosci czastecz-
ki, jej struktury drugorzedowej, rodzaju zasady poprzedzajgcej hydrolizo-
wane wigzanie miedzy nukleotydami a takze pozycji koncowych reszt
fosforanowych. Zagadnienie to stanowi przedmiot licznych artykutéw
przegladowych (26, 45, 47, 68, 84).

Liczba poznanych nukleaz zwieksza sie z kazdym rokiem. Najwieksza
réznorodnos$cig odznaczajg sie one u mikroorganizmow, ale tkanki ssakow
réwniez zawierajg liczne enzymy nukleolityczne (7, 68, 69, 84). Znaczna
swoisto$¢ substratowa niektorych nukleaz nasuwa pytanie, czy dla kaz-
dego rodzaju nukleotydu istnieje, poza dziatajacymi na niego enzymami
mato swoistymi, nukleaza dla niego specyficzna. Na przyktad znane sg
juz fosfodwuesterazy 2’:3’-cyklicznych fosforanéw rybonukleozyddéw (19)
oraz 3”:5-cyklicznych fosforanéw nukleozydéw (16) (schemat 1); te ostat-
nie charakteryzuja sie ponadto swoistoscig wobec zasady (32). W Anacys-
tis nidulans znaleziono depolimeraze hydrolizujagcg miedzynukleotydowe
wigzania rybonukleotydéw zawierajgcych grupe 2°-0-metylowga (schemat
2) (61). Poniewaz w wielu rodzajach RNA wystepujg rybonukleotydy
z grupg 2-0-metylowg swoisto$¢ tego enzymu czyni go obiecujacym

* Dr, Zaktad Fizykochemii Biologicznej, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska
Akademia Nauk, Warszawa

** Tre$¢ tego artykutu byta przedmiotem referatu na V Sympozjum Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Krakowie, 1967 r.
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Schemat 2. Hydroliza RNA pod wptywem fosfodwuesterazy specyficznej wobec wig-
zan miedzynukleotydowych rybonukleotydéw z grupg 2’-0-metylowa

Z = zasada purynowa lub pirymidynowa
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narzedziem w badaniach strukturalnych. Z Aspergillus oryzae wyodreb-
niono dezoksyrybonukleaze tworzacg fragmenty tancucha zakonczone
3’-fosforanem guanozyny (36), a zatem swoista wobec zasady poprzedza-
jacej hydrolizowane wigzanie miedzynukleotydowe. Enzym ten moze by¢
bardzo przydatny w badaniach struktury pierwszorzedowej DNA.

Swoistos¢ substratowa jnukleaz wykorzystywana jest od dawna do
badania struktury kwaséw nukleinowych. Juz w roku 1953 uzyto rybo-
nukleaze trzustkowg do ustalenia budowy wigzania miedzynukleotydo-
wego w RNA (15). Zastosowanie szeregu nukleaz o réznej swoistosci po-
zwolito ustali¢ pierwszorzedowg strukture kilku rozpuszczalnych RNA
(5, 104).

Nasuwa sie pytanie w jakiej mierze ta.swoisto$¢, tak przydatna w ba-
daniach strukturalnych, jest uwzgledniana w badaniach nad wewnatrz-
komérkowa lokalizacja i zwigzang z nig funkcja biologiczng enzyméw
nukleolitycznych. Rozmieszczenie nukleaz w tkankach bada sie badz frak-
cjonujac komorki badz tez w preparatach mikroskopowych. W obu wy-
padkach oznaczenia aktywnos$ci enzymow przewaznie opierajg sie na sto-
sowaniu RNA badZz DNA jako substratu, przy czym dobranie pH $rodowis-
ka inkubacyjnego oraz aktywujacych jonéw umozliwia rozrdznienie po-
szczegblnych enzymow.

W badaniach aktywnos$ci nukleaz w wyciagach tkankowych nie uzywa
sie metod spektrofotometrycznych, dylatometrycznych czy wiskozyme-
trycznych, poniewaz mozna je stosowaé jedynie w przypadku oczyszczo-
nych preparatow enzymatycznych. Aktywno$¢ homogenatéw bada sie
zazwyczaj oznaczajagc kwasorozpuszczalne produkty degradacji RNA lub
DNA. Tego rodzaju oznaczenia dajg sumaryczny wynik dziatania endo-
i egzonukleaz: rybonukleaz badZ dezoksyrybonukleaz oraz fosfodwueste-
raz (schemat 3). Razzell (67) twierdzi, ze wykrycie niemal we wszyst-
kich tkankach zwierzecych fosfodwuesteraz | i Il, odszczepiajagcych mo-
nonukleotydy od koncéw tancucha o wolnej grupie 3 lub 5-wodorotle-
nowej, rzuca cief watpliwosci na wiekszo$¢ dotychczasowych ilosciowych
oznaczeh endonukleaz tkankowych. Obecnie probuje sie wprowadzaé
substraty bardziej swoiste, co moze utatwi¢ interpretacje oznaczen nukleaz
tkankowych (41, 43, 58).

—HIlub CH
—
V fv
HO
FosFodwuesteraza 11 Rybonukleaza Il Rybonukleaza | FosFodwuesteraza |

Dezoksyrybonukleazall  Dezoksyrybonukleaza |l

Schemat 3. Hydroliza polinukleotydu pod wpiywem endo- i egzonukleaz wystepu-
jacych w tkankach ssakéw

| —enzymy tworzace elementy zakonczone 5’-fosforanem, Il —enzymy tworzace elementy
zakonczone 3’-fosforanem (69)
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Znaczenie doboru odpowiedniego substratu w badaniach enzymow
nukleolitycznych ilustruje nastepujacy przykiad. Fosfodwuesterazy | i Il
oznaczano dawniej, a czesto i dzi$, za pomoca bis-p-nitrofenylofosforanu,
z ktérego enzym uwalnia p-nitrofenol. Substrat ten hydrolizowany jest
z szybkoscig okoto stukrotnie mniejszg niz naturalne oligonukleotydy (70),
a ponadto hamuje on karboksyloesteraze fosforylujac jej czasteczki z jed-
noczesnym uwolnieniem dwu reszt p-nitrofenolu (34). Pojawienie sie za-
tem p-nitrofenolu w czasie inkubacji tego substratu z wyciggiem tkan-
kowym moze w pewnych przypadkach by¢ wynikiem obecnosci karbo-
ksyloesterazy, a nie dziatania fosfodwuesteraz.

I. Nienaturalne, specyficzne substraty nukleaz

Poszukiwanie nienaturalnych substratow nadajgcych sie do specyficz-
nych oznaczen nukleaz w wyciggach tkankowych i w preparatach histolo-
gicznych rozpoczeliSmy w oparciu o prace zespolu Khorany (55, 96).
Zsyntetyzowali oni estry p-nitrofenylowe: 5’-fosforanu tymidyny (I) —

nienaturalny substrat fosfodwuesterazy | i 3’-fosforanu tymidyny
(1) — substrat fosfodwuesterazy Il. Aby tego typu zwigzki byty
0
o)
NO2

przydatne w badaniach cytochemicznych, powinny one zamiast reszty
p-nitrofenylowej zawiera¢ rodnik, ktéry natychmiast po odszczepieniu
przez enzym wytracatby sie w formie nierozpuszczalnego w wodzie barw-
nego produktu. Wymogi te spetnia rodnik naftylowy, gdyz po odszczepie-
niu mozna go sprzega¢ z solami dwuazoniowymi na nierozpuszczalne
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w wodzie barwne zwiagzki. Tej witasciwosci naftolu jego pochodne zaw-
dzieczajg swoje zastosowanie w histochemii, na przykiad naftylofosforan
stuzy do lokalizacji fosfataz, a naftylooctan — esteraz (64). Pochodne
naftylowe nadajg sie rowniez do ilosSciowych oznaczen aktywnosci enzy-
méw w wyciggach tkankowych, gdyz produkty sprzezenia naftolu z solami
dwuazoniowymi rozpuszczajg sie w rozpuszczalnikach organicznych i mo-
ga by¢ oznaczane kolorymetrycznie. Ze wzgledu na te wtasciwosci naftolu
zajeliSmy sie wprowadzeniem go do rybo- i dezoksyrybonukleotyddw,
uzyskujac szereg substratow o réznych witasciwosciach.

Okazato sie, ze zsyntetyzowany a-naftylofosforan 5’-tymidyny ()
jest substratem dla fosfodwuesterazy | hydrolizujgcej oligonukleotydy
i nienaturalne estry 5-nukleotydow do 5-nukleotydow (86, 87) (schemat
4). Zwigzek ten jest oporny na dziatanie fosfodwuesterazy I, dezoksyrybo-
nukleazy | oraz Il i oczywiscie rybonukleaz.

_ACHZ

OH
—' N OH

5-chloro -0 -
tondyna Nierozpuszczalny barwny osad.

Schemat 4. Cytochemiczna metoda lokalizacji fosfodwuesterazy | przy uzyciu a-naf-
tylofosforanu 5’-tymidyny (87)

PrzewidywalisSmy, ze a-naftylofosforan 3’-tymidyny (IV) bedzie po-
dobnie jak jego p-nitrofenylowy analog, substratem dla fosfodwuesterazy
Il. Zwigzek ten okazat sie jednak oporny na fosfodwuesteraze Il, prawdo-
podobnie ze wzgledu na przeszkode przestrzenng jakag stanowi stosunkowo
duza reszta naftylowa (87). Wprawdzie uniemozliwito to zbadanie roz-
mieszczenia tego enzymu, ale i nasuneto przypuszczenie, ze estry nafty-
lowe 3’-rybonukleotydéw, potencjalne substraty rybonukleaz, réwniez
okazg sie oporne na dziatanie fosfodwuesterazy Il. Wiasciwo$¢ taka byta-

4 Postepy Biochemii
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by cenna, poniewaz uzywane dotychczas estry 3’-rybonukleotydow jak
ester metylowy czy benzylowy sg hydrolizowane zarowno przez rybonu-
kleazy jak i fosfodwuesteraze Il (14, 15, 97, 98). Istotnie okazato sie, ze

v

a-naftylofosforan 3’-urydyny (V) jest substratem dla rybonukleazy trzust-
kowej (schemat 5) (88, 105), dziatajacej na estry 3’-rybonukleotydéw piry-
midynowych i enzymu T2z Aspergillus opryzae mniej swoistego, dziatlaja-

o
HN HN
O~N cA n
hoch?2 hochz
o Rybonukleaza trzustkowa :0.
+
h"~rh hid h
0 OH 00
1 \
0= PI-O H p
/\
o é OH
5-chloro -o - Nierozpuszczalny barwny osad.

toluidyna

Schemat 5. Cytochemiczna metoda lokalizacji rybonukleazy trzustkowej przy uzyciu
a-naftylofosforanu 3-urydyny (105)
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cego na estry 3’-rybonukleotyddéw pirymidynowych i purynowych (98).
Jednoczes$nie jest on oporny na dziatanie fosfodwuesterazy | i Il oraz
rybonukleazy Tx specyficznej wobec estrow 3’-fosforandw guanozyny (97).

Skoro jednak a-naftylofosforan 3’-urydyny jest substratem dla obu
rybonukleaz trzustkowej i T2 to jego hydroliza pod wptywem danego
preparatu tkankowego moze by¢ wynikiem dziatania dwdch enzymow.
Zsyntetyzowany przez nas a-naftylofosforan 3’-adenozyny (VI), stano-
wigcy substrat dla rybonukleazy T2 a nie ulegajacy hydrolizie pod wpty-
wem rybonukleaz trzustkowej i Tx (106), pozwala na zlokalizowanie en-
zymow o specyficznosci rybonukleazy T2 i oznaczenie ich aktywnosci.
Poréwnanie wynikéw uzyskanych za pomocg estrow naftylowych fosfo-
ranéw 3’-urydyny i 3-adenozyny pozwala za$ na swoiste oznaczenie ak-
tywnos$ci rybonukleazy trzustkowej.

nh?2 OH

N N
HOCH2 HOCH2
o)

h rh
0 OH

1
0 =P —OH Rgbonukleaza T?
Rybonukleaza T.

VI

Synteza a-naftylofosforanu 3’-adenozyny jest do$¢ kiopotliwa, ale
w rutynowych oznaczeniach mozna go zastgpi¢ prostszym w przygoto-

OH
N |
h2n/ "n
hoch?2
0

M Hr
H
OH
O P OH Rybonukleaza Ti
o Rybonukleaza T2
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waniu a-naftylofosforanem 3’-inozyny (VII) hydrolizowanym przez rybo-
nukleaze T2 a opornym na dziatanie enzymu trzustkowego. Zwigzek ten
w przeciwienstwie do pochodnej adenozyny, z niewielka szybkoscig ulega
takze hydrolizie pod wptywem rybonukleazy T\, wobec czego moze stuzy¢
do oznaczania aktywnosci zaréwno rybonukleazy T2 jak i Tx

Swoiste oznaczenie aktywnos$ci rybonukleazy Tj mozna byltoby prze-
prowadzi¢ stosujgc a-naftylofosforan 3-guanozyny (VIII) i odejmujac od
wyniku uzyskanego z tym substratem wynik z a-naftylofosforanem 3Ja-
denozyny.

Il. Rozmieszczenie fosfodwuesterazy |

Fosfodwuesteraza | hydrolizuje a-naftylofosforan 5-tymidyny z szyb-
koscig pieciokrotnie przekraczajacg szybkos¢ hydrolizy najdogodniej-
szych substratow naturalnych (87). Umozliwia to dobrg lokalizacje enzy-
mu, gdyz krétka inkubacja preparatu histologicznego nie powoduje inak-
tywacji enzymu, spontanicznego rozkiadu soli dwuazoniowej i innych
ujemnych zjawisk. Fosfodwuesteraza | nie wykazuje tendencji do dyfuzji
do $rodowiska inkubacyjnego z tkanki nieutrwalonej. Rozmieszczenie en-
zymu w tkance nieutrwalonej jest identyczne jak w utrwalonej formaling
lub alkoholem. Utrwalenie w formalinie powoduje jednak zniszczenie
80 procent aktywnosci enzymu.

Rozmieszczenie fosfodwuesterazy | w utrwalonych w formalinie tkan-
kach szczura przedstawiajg rysunki 1, 2, 3 (87). Duze ilosci enzymu wy-
stepuja w cytoplazmie surowiczych komorek gruczotéw trawiennych:
w trzustce (rysunek 1)iw Sliniankach. W rownie duzych iloSciach gromadzi
on sie na granicy bton o rozwinietej powierzchni, uczestniczacych w pro-
cesach absorpcji, jak na przykiad ragbek pragzkowany nabtonka dwunast-
nicy czy kanalikow kretych nerki (rysunek 2). Fosfodwuesteraza | wyste-
puje rowniez powszechnie w $rédbtonku naczyn krwionosnych. W komér-
kach migzszowych watroby enzym gromadzi sie w cytoplazmie, gtéwnie
na krawedzi kanalikéw zdétciowych (rysunek 3). Godny uwagi jest fakt,
ze we wszystkich tych tkankach enzym nie wystepuje w jadrach komor-
kowych.

Ogblne rozmieszczenie fosfodwuesterazy wskazuje na jej wyspecjali-
zowang funkcje. Enzym jest czynny w komoérkach gruczotéw trawiennych.
Ponadto bierze zapewne udziat w procesach wchianiania zachodzgcych
w komorkach o rozwinietych powierzchniach absorpcyjnych. Jego roz-
mieszczenie jest odmienne od tego, jakiego mozna bytoby sie spodziewaé
na podstawie badania poszczeg6lnych frakcji komoérkowych. Razzell
(67) stwierdzit bowiem wystepowanie tego enzymu gtownie w mikroso-
mach watroby i nerki a de Lamirande (43) — w blonach mikroso-



Rys. 1. Fosfodwuesteraza | w trzustce szczura

Dodatni odczyn w wierzchotkowej czeéci komdrek surowiczych. Brak zabarwienia jader oraz
komoérek wysepek Landgerhansa; 3 min. inkubacji (X 150) (87)

Rys. 2. Fosfodwuesteraza | w dwunastnicy szczura

Dodatni odczyn w rabku prazkowanym komdrek nabtonka oraz w naczyniach krwionos$nych;
5 min. inkubacji (X 150) (87)



Rys. 3. Fosfodwuesteraza | w watrobie szczura

Dodatni odczyn w $ciance kanalikéw zétciowych oraz w bionie komdrkowej, na granicy
sgsiadujacych ze sobg komérek i na powierzchni zatokowej. Stabszy odczyn w cytoplazmie
komérek migzszowych; brak zabarwienia jader; 30 min. inkubacji (X 150) (87)

Rys. 4. Rybonukleaza alkaliczna w trzustce szczura

Dodatni odczyn w cytoplazmie komérek surowiczych oraz w S$wietle przewodéw wyprowadza-
jacych. Brak odczynu w jadrach; 5 min. inkubacji (X 400) (105)
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malnych oraz w jadrach komérek watroby. Wystepowanie enzymu w mi-
krosomach sugeruje wedtug de Lamirande udziat tego enzymu w we-
wnatrzkomdrkowym metabolizmie kwaséw nukleinowych. Zaobserwowa-
ne przez nas rozmieszczenie nie wyklucza takiej funkcji fosfodwuesterazy
w watrobie, ale nie jest ona chyba podstawowa we wszystkich tkankach.

I1l. Rozmieszczenie rybonukleazy trzustkowej

a-Naftylofosforan 3’-urydyny jest hydrolizowany przez rybonukleaze
trzustkowa 80-krotnie szybciej niz inne estry nukleotydow pirymidyno-
wych (103). W tkankach bogatych w rybonukleaze umozliwia to lokali-
zacje enzymu juz po kilkunastu sekundach inkubacji. Poniewaz substrat
ten moze ulegac¢ hydrolizie réwniez pod wptywem enzymu nie specyficz-
nego wzgledem zasady, na przyktad rybonukleazy T2 preparaty kontrol-
ne inkubowano z a-naftylofosforanem 3’-inozyny, substratem niespecy-
ficznej rybonukleazy, nie ulegajgcym dziataniu enzymu z trzustki. Okazato
sie, ze a-naftylofosforan S’-inozyny nie ulega hydrolizie pod wplywem
tkanek szczura, a zatem uzyskana lokalizacja odpowiada rybonukleazie
specyficznej wobec estrow nukleotyddw pirymidynowych.

Rybonukleaza trzustkowa jest stabo zwigzana ze strukturg tkanki (39,
88, 105). Enzym ten dyfunduje do $Srodowiska zar6wno z tkanki nieutrwa-
lonej jak i z tkanki traktowanej acetonem badZz utrwalaczami zawiera-
jacymi alkohol. Utrwalenie trzustki w formalinie z dodatkiem chlorku
wapnia zapobiega jednak dyfuzji rybonukleazy, nie powodujgc strat jej
aktywnosci.

Rozmieszczenie rybonukleazy alkalicznej w utrwalonej formaling
trzustce szczura ilustruje rysunek 4 (105). Enzym wystepuje gtownie
w wierzchotkowej czesci cytoplazmy komorek surowiczych trzustki oraz
w Swietle przewodéw wyprowadzajagcych. W mniejszych ilosciach znaj-
duje sie w pozostatej czesci cytoplazmy komérek surowiczych, natomiast
nie wystepuje w jadrze komorkowym.

W pordéwnaniu z trzustkg inne tkanki szczura wykazujg bardzo ogra-
niczona zdolno$¢ do hydrolizy a-naftylofosforanu 3’-urydyny. Wiadomo
jednak, ze wiele z nich zawiera rybonukleazy kwasne i alkaliczne (40,
71, 77). Nasuwa sie wiec wniosek, ze te enzymy r6znig sie swoistoscig
substatowag od enzymu z trzustki. Ta r6zna swoisto$¢ znajduje potwier-
dzenie w roznicach immunologicznych miedzy rybonukleazami z trzustki
i z innych tkanek (28, 76). Mato prawdopodobne wydaje sig, by brak
hydrolizy a-naftylofosforanu 3’-urydyny pod wpitywem licznych tkanek
mogt byé wynikiem zahamowania aktywnosci ich rybonukleaz natural-
nymi inhibitorami (75, 76, 85). Biatkowy inhibitor rybonukleazy wyste-
puje wprawdzie w wiekszosci tkanek ssakéw (75), ale zwykle w ilosciach
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zbyt matych aby mégt zahamowaé¢ w petni enzym. Inhibitor ten wystepu-
je zresztg gtownie w supernatancie komérkowym, a wyodrebnione mito-
chondria i lizosomy komorek watroby réwniez prawie nie hydrolizujg
a-naftylofosforanu urydyny. Wreszcie mimo, ze inhibitor biatkowy rybo-
nukleaz alkalicznych nie hamuje rybonukleaz kwasnych z watroby, a-na-
ftylofosforan urydyny nie jest hydrolizowany przez preparaty watroby
réwniez i w S$rodowisku o odczynie kwasnym.

Wydaje sie przeto, ze rybonukleaza trzustkowa ma odmienng swo-
isto$¢ substratowa od pozostatych rybonukleaz wystepujacych w tkankach
zwierzecych. Swoisto$¢ ta, podobnie jak wystepowanie enzymu wytgcznie
w surowiczych komdrkach pecherzykdéw wydzielniczych trzustki, wigze
sie prawdopodobnie z jego funkcjg w trawieniu pozakomérkowym.

Interesujace jest réwniez, ze tkanki szczura nie hydrolizujg z dostrze-
galna szybkoscig a-naftylofosforanu 3™-inozyny, a zatem nie wykazuja
aktywnosci rybonukleaz T2i TV Dotychczas uzyskane dane nie daja jas-
nego obrazu wystepowania tego typu enzymow w tkankach ssakéw. Do-
noszono (40, 53, 71, 76) o istnieniu w watrobie i $ledzionie rybonukleaz
kwasnych powodujgcych w odrdznieniu od alkalicznych catkowity roz-
ktad RNA na mononukleotydy. Wsrdd produktéw hydrolizy RNA wykry-
to Slady cyklicznych fosforandw nukleozydéw purynowych, ktdre mogty
powstawaé tylko w wyniku dziatania tego typu enzymoéw (52). Zdaniem
Bernardi i Bernardi (10) oczyszczona rybonukleaza kwasna $le-
dziony wotu dziata na rdzen RNA pozostajagcy po dziataniu rybonukleazy
trzustkowej na RNA, ale tylko w minimalnej mierze hydrolizuje poliA.
Razzell (69) przypisuje dziatanie rybonukleaz kwasnych na wig-
zania miedzy nukleotydami purynowymi zanieczyszczeniu preparatow
fosfodwuesteraza Il. Jego zdaniem rybonukleazy kwasne hydrolizujg je-
dynie wigzania tgczgce ~’-fosforan rybonukleozydu pirymidynowego z na-
stepnym nukleotydem.

IV. Tkankowe inhibitory nukleaz

Hamowanie rybonukleaz alkalicznych inhibitorami tkankowymi nie
jest zjawiskiem odosobnionym ws$rod enzymow nukleolitycznych. Zna-
ne sg réwniez naturalne inhibitory dezoksyrybonukleaz oraz fosfodwu-
esterazy 2’:~’-cyklicznych nukleotydéw (9, 44, 50). Badania nad inhibito-
rem rybonukleazy, najobficiej wystepujagcym w supernatancie mozgu
i watroby szczura (75), ale obecnym w wigkszosci tkanek ssakow, dostar-
czyty licznych danych o jego swoistosci i budowie (22, 78, 83). Inhibitor
ten hamuje rybonukleazy ssakéw o optimum dziatania w zakresie pH
7—28,5. Nie dziata natomiast na rybonukleazy kwasne ssakéw, rybonukle-
azy roslinne i Tx (76, 83). Jest on cieptochwiejnym biatkiem, inaktywo-
wanym stabymi kwasami. Jego aktywno$¢ zwigzana jest z obecnoscig
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grup -SH, dlatego tez zanika pod wptywem jonéw metali ciezkich i kwasu
p-chlororteciobenzoesowego. Ta wrazliwo$¢ inhibitora na jony metali
ciezkich, ktérymi czesto zanieczyszczone sg handlowe preparaty RNA
stosowane jako substraty powoduje duze rozbieznosci przy oznaczaniu
aktywnosci rybonukleaz alkalicznych w wyciggach tkankowych (22).

Inhibitory dezoksyrybonukleaz alkalicznych wyodrebniono juz w po-
staci krystalicznej ze $ledziony cielecej (48, 49). Jeden z nich, tzw. inhi-
bitor II, jest labilnym biatkiem o ciezarze czasteczkowym rzedu 60 000.
Hamuje on swoiscie enzym trzustkowy, nie wykazujac aktywnos$ci wobec
dezoksyrybonukleazy kwasnej, fosfodwuesterazy, rybonukleazy trzustko-
wej i endonukleazy z E.coli (50). Znacznie stabiej poznane s naturalne
inhibitory dezoksyrybonukleaz kwasnych (38, 44).

Wydaje sig, ze naturalne inhibitory moga znalez¢ zastosowanie przy
oznaczaniu enzymow, przyczyniajgc sie wesp6t z odpowiednimi substra-
tami, do dalszego zwiekszenia swoistosci oznaczen. W zwigzku z uzyski-
waniem wysoko oczyszczonych preparatéw inhibitoréw i doskonaleniem
techniki immunofluorescencji wydaje sie to juz kwestia najblizszej
przysztosci. Badanie rozmieszczenia inhibitorow jest poza tym interesu-
jace zaréwno z punktu widzenia ich funkcji fizjologicznej, jak tez funkcji
enzyméw przez nie hamowanych.

V. Rola enzymdw nukleolitycznych

W zwigzku z oméwionymi prébami ustalenia zaleznosci miedzy roz-
mieszczeniem rybonukleazy i fosfodwuesterazy | a ich ewentualnym
udziatem w wewngtrzkomorkowym metabolizmie kwaséw nukleinowych,
warto moze przedstawi¢ pokrétce rozwdj pogladow o wewnagtrzkomérko-
wej funkcji enzymow nukleolitycznych.

Fakt wystepowania rybonukleazy gtéwnie w rybosomach komdrek
E.coli byt podstawg pogladu o jej udziale w metabolizmie informacyjne-
go RNA (23, 24). Enzym w rybosomach jest nieaktywny, ulega on akty-
wacji dopiero po dysocjacji rybosomdéw na podjednostki. Wydawato sie,
ze tego rodzaju mechanizm kontrolowanej aktywacji rybonukleazy moze
wspoétuczestniczy¢ w usuwaniu mRNA z powierzchni rybosomu.

Wkrotce jednak Neu i Heppel(58, 59) stwierdzili, ze ze sferopla-
stéw komorek E.coli w okreSlonych warunkach niemal cata rybonukleaza
moze przechodzi¢ do Srodowiska bez naruszenia zywotnos$ci i struktury
rybosomoéw. Uwolnieniu jej z komorki towarzyszy znikniecie odpowied-
niej ilosci enzymu z rybosoméw. Rybonukleaza wydalana z komdérki ma
prawie identyczne wtaSciwosci z enzymem utajonym, wystepujgcym w ry-
bosomach. Jest to endorybonukleaza tworzaca 3’-fosforany oligo- i mono-
nukleotydéw. Neu i Heppel wykazali ponadto, ze rybosomy E.coli
adsorbujg i inaktywujg rybonukleaze wyodrebniong z E.coli, a takze kry-
staliczny enzym trzustkowy. Po rozbiciu rybosomoéw nastepuje uwolnie-
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nie enzymdw i ich reaktywacja. Okazato sie, ze rybosomy E.coli moga
wigzaé 26-krotnie wiekszg ilo$¢ rybonukleazy od ilosci normalnie w nich
wystepujacej (27).

Tworzeniu sferoplastéw E.coli towarzyszy uwalnianie z komorek tak-
ze innych enzyméw degradujagcych jak fosfatazy lub fosfodwuesterazy
2’ :3’-cyklicznych nukleotydoéw (33). Badanie w mikroskopie elektrono-
wym ich rozmieszczenia wykazato, ze wystepujg one w sgsiedztwie btony
komorkowej (92). Zupetnie niezaleznie stwierdzono, ze enzym podobny do
rybonukleazy rybosomow wystepuje w btonie komdrkowej E.coli (4).

Obserwacje te nasunetly watpliwosci czy rzeczywiscie utajona rybo-
nukleaza in vivo wystepuje w rybosomach czy tez, podobnie jak inne
enzymy hydrolityczne, w poblizu btony komérkowej, a dopiero po roz-
biciu komorki jest adsorbowana przez rybosomy. Mechanizm wigzania
i hamowania rybonukleaz przez rybosomy charakteryzuje sie pewng spe-
cyficznosScig gatunkowaq (24a). W obecnosci soli w duzych stezeniach rybo-
somy adsorbujg silnie tylko rybonukleaze homologiczng, a adsorpcja en-
zymoéw heterologicznych jest tym stabsza im dalsze jest pokrewienstwo
taksonomiczne miedzy gatunkami dawcy rybosomow i dawcy rybonukle-
azy. Nasuwa to przypuszczenie o pewnej biologicznej przydatno$ci mecha-
nizmu hamowania rybonukleaz przez rybosomy — wespét z naturalnymi
inhibitorami rybonukleaz przyczynia sie on, by¢ moze, do zachowania
struktur polisomalnych w komoérce (11, 46).

Rownolegle prowadzone badania nad mechanizmem inaktywacji i de-
gradacji mMRNA wykazaly, ze hydrolizie mRNA przez enzymy zwigzane
z rybosomami towarzyszy uwalnianie 5-mono i -pyrofosforanéw nukleo-
zydéw, a nie ~’-fosforandw nukleozyddw, jak nalezatoby sie spodzie-
waé w przypadku dziatania rybonukleazy (79, 91). Produkty te powstaja
w wyniku hydrolizy mRNA przez fosforylaze polinukleotydowsg i rybo-
nukleaze aktywowang jonami K+ (79, 90, 100). Ten enzym aktywowany
przez K+ jest specyficzny dla polirybonukleotydéw o nieuporzadkowanej
strukturze drugorzedowej, czyli polinukleotydéw typu mRNA (89).

Dodatkowych argumentéw przeciw udziatlowi w degradacji mMRNA ry-
bonukleazy tworzacej 3’-fosforany oligonukleotydéw dostarczyty organiz-
my pozbawione tego enzymu. Sferoplasty E.coli po niemal catkowitym
wydaleniu utajonej rybonukleazy bez trudu degradujg szybko znakowany
RNA (6). U mutantow E.coli zawierajagcych zaledwie IVo rybonukleazy
szczepu dzikiego, szybko znakowany RNA ma ten sam okres pditrwania
jak u szczepu dzikiego (27). Przypuszczano, ze rybonukleaza jedynie wste-
pnie inaktywuje mRNA, a catkowitg degradacje polimeru przeprowa-
dzajg inne enzymy. Dla ustalenia tego, mierzono biologiczng inaktywacje
MmRNA objawiajgcg sie zanikiem powstawania indukowanego enzymu
(37). Okazato sig, ze mutanty E.coli nie zawierajace rybonukleazy inakty-
wujg mMRNA dla indukowanej (3-galaktozydy identycznie jak komdrki
szczepu dzikiego.
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Przytoczone fakty przemawiajg za tym, ze in vivo inaktywacja i degra-
dacja mRNA mikroorganizméw zachodzi raczej pod wptywem rybonukle-
azy tworzacej 5’-fosforany mononukleozydéw i byé moze, fosforylazy po-
linukleotydowej, a nie rybonukleazy utajonej. Pewne watpliwosci o udzia-
le fosforylazy polinukleotydowej nasuwa istnienie mutantow pozbawio-
nych tego enzymu, a inaktywujacych mRNA bez zadnych zaktdcen (27).

Badania rybonukleazy zwigzanej z rybosomami prowadzono rdwniez
na tkankach organizmdéw wyzszych. Utsonomiya i Roth (99) stwier-
dzili, ze alkaliczna rybonukleaza polisoméw watroby szczura zwigzana jest
z produktami degradacji rybosomow, a nie z nieuszkodzonymi rybosoma-
mi. De Lamirande i wsp. badali rozmieszczenie enzymoéw rybo-
nukleolitycznych w mikrosomach komdrek watroby szczura (41) oraz
komoérek nowotworu Ehrlicha (42). Stwierdzili oni wystepowanie endory-
bonukleazy tworzgcej 5-fosforany oligonukleotydéw oraz fosfodwueste-
razy | w blonach siateczki endoplazmatycznej. Rybonukleaza tworzaca
~n’-fosforany oligonukleotydow zwigzana byta z rybosomami. Autorzy ci
sugeruja, ze funkcjg tego enzymu jest degradacja czasteczek rybonukleo-
proteidéw.

Wewnatrzkomérkowa funkcja rybonukleaz alkalicznych, tworzacych
elementy zakonczone grupg 3’-fosforanowg pozostaje nadal niewyjasniona.
Skoro enzyn ten nie jest niezbedny dla zycia komorki, mozna przypusz-
czaé, ze jego funkcja nie jest zwigzana z wewnatrzkomérkowym metabo-
lizmem RNA. Wiadomo, ze uczestniczy on na przyktad w procesach tra-
wienia pozakomérkowego. Godne uwagi jest, ze komorki nowotworu wy-
sieckowego myszy i chomika (8) oraz komdrki nowotworowe szczepu Hela
(60) zawierajg powierzchniowo czynng rybonukleaze inaktywujacg i de-
gradujacag zakazny RNA wiruséw.

Rybonukleazom kwasnym wystepujagcym wraz z kwasng dezoksyry-
bonukleaza i innymi hydrolazami w lizosomach przypisuje sie funkcje
trawienia wewnatrzkomérkowego substancji zbednych dla komérki. Wy-
daje sig, ze btona lizosomalna stanowi czynnik regulujacy aktywnos$¢ tych
enzymow, czynigc je nieszkodliwymi dla kwaséw nukleinowych komaorki.
Stad tez moze brak specyficznych inhibitordw kwasnych rybonukleaz
oraz niewrazliwo$¢ kwasnych nukleaz na inhibitory rybo- i dezoksyrybo-
nukleaz alkalicznych (50, 76, 83).

Istniejg pewne dane wskazujgce na role dezoksyrybonukleaz w regula-
cji syntezy DNA. Endonukleazy tworzace fragmenty zakonczone grupa
3’-wodorotlenowg jak dezoksyrybonukleaza | (12) oraz endonukleaza |
z E.coli (74) powodujg zwiekszenie wykorzystania DNA jako primera.
Endonukleazy tworzace produkty zakonczone grupg ~’-fosforanowg
zmniejszaja wykorzystywanie DNA jako primera (73). Bullin
i Kornberg (17) wykazali ostatnio, ze endonukleaza z E.coli jest
niezbedna dla przebiegajgcej w specjalnych warunkach in vivo syntezy
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DNA. W mutantach E.coli nie zawierajacych endonukleazy w analogicz-
nych warunkach synteza DNA nie zachodzi.

Dodatkowe zrédto danych o regulacyjnej roli nukleaz stanowi¢ beda
prawdopodobnie badania nad specyficznosciag i mechanizmem dziatania
nukleaz indukowanych zakazeniem wirusowym. Zakazeniu wirusami ko-
morek Hela (25, 54) oraz hodowli komdrek nerki chomika (56) towarzyszy
wzrost aktywnosci dezoksyrybonukleaz, spowodowany indukcjg nowych
enzymow. O indukowanym charakterze tych enzymoéw Swiadczy niezmie-
niony ich poziom po dodaniu puromycyny czy fluorodezoksyurydyny lub
po zakazeniu wirusem napromienionym ultrafioletem. Poza tym réznig sie
one od dezoksyrybonukleaz komdrek niezakazonych swoisto$cig substrato-
wa, mechanizmem dziatania, termostabilnoscig i wrazliwo$cig na akty-
wujace dziatanie jondw (25, 54). Doktadne poznanie specyficznosci i me-
chanizmu dziatania tych enzyméw moze wyjasni¢ ich role w procesie za-
kazenia wirusowego.

VI. Nukleazy w naprawie uszkodzen

Badanie mechanizmu procesu naprawy uszkodzen DNA powstatych
w organizmach zywych wskutek napromieniania ultrafioletem lub
dziatania czynnikdw mutagennych jest dlatego istotne, ze ukiady enzy-
matyczne uczestniczace w nim sg prawdopodobnie zblizone badz identycz-
ne z uktadami uczestniczacymi w procesach rekombinacji bakteryjnej.
Proces naprawy sktada sie prawdopodobnie z szeregu etapow. Jednym
z poczatkowych jest wycinanie uszkodzonych fragmentéw tancucha. En-
zymy uczestniczace w tym etapie sa interesujgcym przyktadem specyficz-
nosci nukleaz w oczywisty sposob zwigzanej z funkcjg biologiczna.

Na enzymatyczny charakter wycinania uszkodzen w DNA wskazaly
obserwacje, ze po napromienieniu ultrafioletem hodowli szczepu E.coli
odpornego na to promieniowanie w Srodowisku pojawiaja sie dimery ty-
miny. Zjawisko to nie wystepuje w szczepach wrazliwych, nie ulegaja-
cych reaktywacji (13, 81). Wkrdétce okazato sie, ze wycigg z M.lysodeikti-
cus powoduje in vitro endonukleolityczng degradacje napromienionego
DNA, a nie dziata na normalne DNA i na DNA wyodrebnione po okresie
reaktywacji z bakterii napromienionych (57, 93). Wycina on fragmenty
zawierajace dimery TT i CT (18). Wyciag ten wykazuje rowniez aktyw-
no$¢ endonukleolityczng wobec DNA, na Kktdry dziatano mutagennym
zwiazkiem — metylosulfonianem metylu (93). Ostatnio z wyciggu tego
wyodrebniono endodezoksyrybonukleaze, ktdra dziata na napromienione
natywne DNA powodujgc pekniecia fosfodwuestrowych wigzan jednego
tancucha i tworzac fragmenty zakonczone ¢’-fosforanami (30) (schemat 6).
Uwalnianie dimerow pirymidyn z napromienionego DNA nastepuje praw-
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dopodobnie przy wspétdziataniu towarzyszgcej temu enzymowi egzonu-
kleazy (82).

Przyktad wycinajgcego uszkodzenia enzymu 0 jeszcze wezszej Specy-
ficznosci stanowi nukleaza z B.subtilis dziatajgca na DNA uszkodzone
mutagennym metylosulfonianem metylu, a nie dziatajgca na DNA napro-
mienione ultrafioletem (93). Enzym ten nie wykazuje aktywnos$ci wobec
DNA wyodrebnionego z komérek, ktore usunety juz skutki dziatania czyn-
nika mutagennego (72).

Schemat 6 Dziatanie enzymu wycinajacego uszkodzenia w DNA wywotane napro-
mienianiem ultrafioletem (35)

Powstajagce w wyniku dziatania wycinajgcych enzymow luki w dwuni-
ciowej strukturze uszkodzonego DNA prawdopodobnie ulegaja uzupetnie-
niu pod wptywem polimeraz.

Konhcowy etap procesu naprawy — tgczenie za pomoca kowalencyjnych
wigzan peknie¢ w pierwszorzedowej strukturze jednego z tancuchéw
dwupasmowego DNA — moze by¢ dzietem enzymow o zblizonym mecha-
nizmie dziatania do enzymu wystepujgcego w komodrkach E.coli (62) bgdz
indukowanego w nich fagiem T-parzystym (102). Sg to pierwsze poznane
enzymy, ktére moga taczy¢ kowalencyjnymi wiagzaniami 3°,5-fosfodwu-
estowymi odcinki taficucha polinukleotydu, wielokrotnie zwiekszajac jego
dtugos¢. Te ligazy polinukleotydowe réznig sie wiec zasadniczo od polime-
raz przedtuzajgcych tanicuch przez przytgczanie pojedynczych nukleoty-
déw. Uwaza sie, ze uczestniczg one nie tylko w usuwaniu uszkodzehA wy-
wotanych napromienianiem, ale takze w rekombinacjach genetycznych
i przeksztatcaniu liniowych form DNA fagowego w formy koliste (102).
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Ligaza z E.coli tagczy ze sobg krétkie odcinki ¢’-fosforandéw polinukleoty-
déw, o ile zwigzane sg one wigzaniami wodorowymi z komplementarnym
tancuchem wysokoczasteczkowego polinukleotydu. Katalizuje ona réwniez
powstawanie kowalencyjnie zwigzanych kolistych postaci DNA faga z ko-
listej formy DNA utworzonej za pomocag wigzan wodorowych, w obec-
nosci jonow Mg2+ i NAD. Podczas reakcji NAD ulega hydrolizie do AMP
i NMN, przy czym tworzy sie kompleks enzym-AMP (63, 101).

Podobny enzym z komorek E.coli zakazonych fagiem T4 Kkatalizuje
powstanie wigzania dwuestrowego w miejscach peknieé¢ jednego tancucha
dwupasmowego DNA. Jednotaincuchowe odcinki DNA nie stanowig sub-
stratu dla tego enzymu. W reakcji bierze udziat ATP tworzac prawdo-
podobnie kompleksy enzym-AMP z jednoczesnym uwolnieniem PPj (sche-
mat 7) (101, 102). Powstawanie kompleksu enzym-AMP réwniez w reakcji
katalizowanej przez ligaze polinukleotydowg z niezakazonych komorek
E.coli sugeruje, ze jest to ogdlny mechanizm dziatania tego typu enzy-
mu (101).

AT G T ATG . T
T ACA TN — T AC A +AMP  +PP[
OH
° X  "P—3 5-—pV pP—3

Schemat 7. Dziatanie ligazy polinukleotydowej z E.coli zakazonych fagiem T4 (101)

VII. Kierunki rozwojowe cytochemii nukleaz

Wyjasnienie wewngtrzkomorkowej funkcji nukleaz uzaleznione jest od
dalszego rozwoju metod umozliwiajgcych badanie rozmieszczenia nukleaz
na przyktad za pomocg specyficznych substratow oraz immunofluorescen-
cji, a takze od doskonalenia techniki frakcjonowania komérek oraz opra-
cowania cytochemicznych metod oznaczania nukleaz w mikroskopie elek-
tronowym.

, Rozdziat komérek na frakcje znacznie polepszyta metoda wirowania
w gradiencie gesto$ci, ktdra przyczynita sie, miedzy innymi, do stwier-
dzenia odrebnosci lizosomoéw jako organelli komérkowych (20). Nowy etap
rozwoju w ostatnich latach jest wynikiem poszukiwania metod, ktore
umozliwityby frakcjonowanie duzych ilosci materiatu ze zdolnoscig roz-
dzielczag wiasciwg ultrawirowkom analitycznym. Poszukiwania te dopro-
wadzity do powstania udoskonalonej techniki wirowania strefowego (ang.
zonal centrifugation) (1, 2). Gtowice umozliwiajgce rozdziat warstwowy
majg pojemno$é ponad 1 litr i moga osiggaé szybkos$¢ przekraczajaca
40 000 obrotéw na minute. Zasadniczg ich cechg jest mozliwos$¢é kolejnego
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nawarstwiania gradientu, wprowadzania prébki i wreszcie wyodrebniania
poszczeg6lnych warstw rozfrakcjonowanego materiatu w trakcie wirowa-
nia. Dzieki ciagtemu dziataniu sity odsrodkowej warstwy rozfrakcjono-
wanego materialu wyodrebnia sie wtedy, gdy znajduja sie one w pozycji
pionowej. Ogranicza to do minimum zaburzenia, ktore powstawalyby
wskutek zmiany potozenia warstw podczas wyodrebniania ich po zakon-
czeniu wirowania, a tym samym zapewnia ostrosé rozdziatu.

Wirowanie strefowe moze by¢ dwojakiego rodzaju. Jeden z nich tj.
rozdziat uwarunkowany rézng szybkoscig sedymentacji czasteczek polega
na nawarstwianiu czgsteczek na uprzednio sporzadzonym gradiencie ges-
tosci i poddaniu ich stosunkow® krdtkotrwatemu wirowaniu przy odpo-
wiednio duzej szybkosci obrotéw. Gradient gestosci zapobiega tu jedynie
zaburzeniom wynikajgcym z ruchdw konwekcyjnych i umozliwia uzyska-
nie wyraznych warstw zawierajagcych czasteczki o jednakowej szybkosci
sedymentacji. Drugi rodzaj rozdziatu oparty jest na réznej gestosci flo-
tacyjnej czasteczek w danym $rodowisku, zaleznej od stopnia ich solwa-
tacji przez czasteczki skiadnikoéw Srodowiska. Czasteczki zawiesza sie
w roztworze tworzagcym gradient gestosci, wzglednie nawarstwia sie je na
gradient uprzednio uformowany, a nastepnie wiruje tak dtugo,‘az czas-
teczki przesung sie do tej warstwy roztworu, ktorej gestos¢ jest réwna ich
gestosci flotacyjnej. Dalsze wirowanie nie zmienia juz potozenia czaste-
czek, gdyz ustala sie stan réwnowagi miedzy procesem ich sedymentacji
a dyfuzji.

Poniewaz szybko$¢ sedymentacji uzalezniona jest zarébwno od wymia-
row jak i od gestoSci czasteczek, najlepszy rozdziat uzyskuje sie przez
wstepne frakcjonowanie materiatu oparte na rdznej szybkosci sedymen-
tacji, a nastepnie dalsze frakcjonowanie kazdego pasma na warstwy o roz-
nej gestosci flotacyjnej.

Wirowanie strefowe umozliwia preparatywny rozdziat elementéw pod-
komoérkowych dotychczas rozréznianych tylko za pomocg mikroskopu
elektronowego. Za pomocag wirowania strefowego mozna wyodrebniac
czasteczki wirusOw z homogenatow zakazonych tkanek czy rozdzielac
wirusy T2 i T3. Wirowanie strefowe jest juz stosowane do rozdziatu ko-
maérek na poszczeg6lne elementy podkomdérkowe (3). Potgczenie wirowania
z testem enzymologicznym umozliwito stwierdzenie heterogennosci mito-
chondriow (94) i lizosomoéw watroby szczura (66). Wirowanie strefowe
zastosowano takze do badan rozmieszczenia rybonukleaz alkalicznych
w komorkach watroby szczura (65).

Innym kierunkiem rozwojowym cytochemii nukleaz jest badanie ich
rozmieszczenia za pomocg mikroskopu elektronowego. Juz od lat czynione
sq préby wprowadzenia do soli dwuazoniowych metali ciezkich, aby pro-
dukty ich sprzegania staty sie dostrzegalne w mikroskopie elektronowym
(95). Wprowadza sie tez do substratéw i do czynnikdw sprzegajgcych rod-
niki osmofilne, ktore po potraktowaniu osmem daja elektronowo geste
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osady (31, 80). Istniejg tez mozliwosci wprowadzenia elektronowo gestych
reszt do wytracajagcego sie komponentu substratu. Komponent ten moze
rdwniez stanowi¢ zwigzek znakowany, ktdérego rozmieszczenie mozna ba-
da¢ na preparatach elektronomikroskopowych jakosciowo i ilosciowo me-
todami autoradiografii. Cze$¢ tych technik powinna okaza¢ sie przydatna
w odniesieniu do lokalizacji za pomocag naftylowych pochodnych nukleo-
tydow.

Obiecujaca na przysztosé, nie z powodu zdolnosSci rozdzielczej, ale da-
leko posunietej swoistosci, wydaje sie réwniez immunofluorescencyjna
metoda lokalizacji nukleaz. Metoda ta polega na wykorzystaniu antyge-
nowych wiasciwosci enzymow. Sprzezenie swoistych dla enzymu prze-
ciwciat z fluoresceing, umozliwia po przeprowadzeniu reakcji immuno-
chemicznej lokalizacje enzymu na preparacie histologicznym za pomoca
mikroskopu fluorescencyjnego. Enzymy z rédznych narzagdéw jednego ga-
tunku oraz enzymy z analogicznych narzgdéw réznych gatunkéw maja
odrebne wiasciwosci antygenowe. Gordon (26) stwierdzit, ze przeciw-
ciata rybonukleazy trzustki szczura catkowicie hamujg enzym z trzustki
i $ledziony szczura, tylko czeSciowo enzym nerki i surowicy, a nie dzia-
taja zupetnie na enzym z watroby. Odwrotnie, surowica zawierajgca prze-
ciwciata rybonukleazy z watroby szczura nie dziata na enzym trzustki
szczura natomiast hamuje enzym z nerek i watroby. Zadna z tych suro-
wic nie hamuje rybonukleaz kwasnych. Ta daleko posunieta swoistos¢
antygenowa nukleaz stanowi gwarancje wysokiej swoisto$ci oznaczania
lokalizacji. Metoda ta wymaga jednak bardzo czystych enzymdw-anty-
gendw, co narazie stanowi powazne ograniczenie i wyjasnia jej niewielkie
dotychczas zastosowanie (21, 29, 51). Ciggty postep w dziedzinie oczysz-
czania enzymow nukleolitycznych pozwala przypuszczaé, ze dzieki swej
swoistosci metoda immunofluorescencyjna bedzie w przysztosci stanowié
precyzyjne i szeroko stosowane narzedzie badawcze.

Praca niniejsza zostata wykonana przy czesciowym poparciu Wellcome Trust,
Swiatowej Organizacji Zdrowia oraz Agricultural Research Service (US Dept, of
Agriculture, Project UR-E21-/30/-32).

LITERATURA

1L Anderson N. G. w The Development of Zonal Centrifuges and Ancillary
Systems for Tissue Fractionation and Analysis, red. N. G. Anderson, National
Cancer Institute, Monograph 21, U.S. Government Printing Office, Washington,
1966, str. 9.

2. Anderson N. G., Science 154, 103 (1966).

3. Anderson N. G, Harris W W, Barber A A, Rankin C. T. Jr,
Candler E. L., w The Development of Zonal Centrifuges and Ancillary
Systems for Tissue Fractionation and Analysis, red. N. G. Anderson, National
Cancer Institute, Monograph 21, UJS. Government Printing Office, Washington,
1966, str. 253.



[21]

© o N U A

11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.
23.
24,
24a.

25.
26.
27.
28.
29.
30.

3L

32.
33.
34.
35.

36.

37.
38.

39.
40.
41.

42.
43.

LOKALIZACJA NUKLEAZ m

Anrak u Y., Mizuno D. Biochem. Biophys. Res. Comm. 18, 462 (1965).
Apgar J, Everett G A, Holley R. W, J. Biol. Chem. 241, 1206 (1966).
Artman M. Engelberg H. Biochim. Biophys. Acta 95, 687 (1965).
Bardon A. Post. Biochem. 13, 389 (1967).

Bases R. E, Huppert J., Virology 29, 596 (1966).

Beard J. R, Razzell W. E., J. Biol. Chem. 239, 4186 (1964).

Bernardi A, Bernardi G. Biochim. Biophys. Acta 129, 23 (1966).
Blobel G, Potter V. R. Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 55, 1283 (1966).

Bo 11um F. J, w Progress in Nucleic Acid Research, red. J. N. Davidson
i W. E. Cohn, Academic Press, New York, 1963, tom 1, str. 1

Boyce R. P, Hoard-Flanders P. Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 51, 293
(1964).

Brown D.M, HeppelL A, Hilmoe R.J., J. Chem. Soc. str. 40 (1954).
Brown D. M., Todd A.R. J Chem. Soc. str. 2040 (1953).

Butcher R W, Sutherland E. W. J. Biol. Chem. 237, 1244 (1962).
Buttin G, Kornberg A. J Biol. Chem. 241, 5419 (1966).

Carrier W. L, Setlow R. B., Biochim. Biophys. Acta 129, 318 (1966).
Drummond G I lyer N T, Keith J., J. Biol. Chem. 237, 3535 (1962).
de Duve C, w The Lysosomes, Ciba Foundation Symposium red. A. V. S. de
Reuck, M. P. Cameron, Churchill, Londyn, 1963, str. 1.

Ehlinger B., Histochemia 5, 145 (1965).

Eichel H. J, Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 109, 804 (1962).

Elson D. Biochim. Biophys. Acta 27, 216 (1958).

Elson D. Biochim. Biophys. Acta 36, 372 (1959).

Elson D, Kivity-Vogel T. w Regulation Nucleic Acid Protein Biosn.,
red. V. V. Koningsberger L., Bosch, Elsevier, Amsterdam, 1967, str. 196.
Eron L. J, Mc Auslan B. R. Biochim. Biophys. Acta 114, 633 (1966).

de Garilhe m. P., Les Nucleases, Hermann, Paris, 1964.

Gesteland R. F., J. Mol. Biol. 16, 67 (1966).

Gordon J.,, Arch. Biochem. Biophys. 112, 421, 429 (1965).

Gordon J, Myers J, Biochim. Biophys. Acta 113, 187 (1966).
Grossman L, Miller D. S, Dolbeare F. A. 'VII Internatl. Congress
of Biochem. Abstracts IV, B-102, Tokyo, 1967 str. 642.

Hanker J S, Seaman A R, Weiss L P, Ueno H, Bergman
R. A, Seligman A. M., Science 146, 1039 (1964).

Hardman J G, Sutherland E. W, J Biol. Chem. 240, PC 3704 (1965).
Heppjel L. A. Science 156, 1451 (1967).

Heymann E., Krisch K. Z Physiol. Chem. 348, 609 (1967).
Howard-Flanders P, Boyce R.P. Radiation Res. (Supplement) 6, 156
(1966).

Kato M, Ando T, lkeda Y, VIlth Internatl. Congr. Biochem., Ab-
stracts 1V, B-18, Tokyo, 1967 str. 621.

Kivity-Vogel T, Elson D. Biochim. Biophys. Acta 138, 66 (1967).
Kowlessar O D, Okada S, Potter J. L, Altman K. I, Arch.
Biochem. Biophys. 68, 231 (1957).

Lagerstedt S. Experientia 12, 425 (1956).

de Lamirande G, Allard C. Ann. N. Y. Acad. Sei. 81, 570 (1959).

de Lamirande G, Boileau S, Morais R. Can. J Biochem. 44,
273 (1966).

de Lamirande G, Morais R. Union Med. Canada 94, 86 (1965).

de Lamirande G, Morais R, Blackstein M. Arch. Biochem.
Biophys. 118, 347 (1967).



212

44.

45.
46.

47.

48.
49.
50.
51.
52.
53.

54.
55.
56.
57.

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.

65.
66.

67.
68.

69.
70.
71.
72.

73.

74.

75.
76.
77.
78.

79.
80.

H. SIERAKOWSKA [22]

Laskowski M. Sr., w The Enzymes, red. P. D. Boyer, H. Lardy, K. Myr-
back, wyd. Il, Academic Press, New York, 1961, tom V, str. 123.

Laskowski M. Sr.,, Advan. Enzymol. 29, 165 (1967).

Lawford G R., Langford P, Schachter H. J. Biol. Chem. 241,
1835 (1966).

Lehman IR, Linn S, Richardson Ch. C, Federation Proc. 24, 1466
(1965).

Lindberg M. U., Biochim. Biophys. Acta 82, 237 (1964).

LindbergM. U, J Biol. Chem. 241, 1246 (1966).

Lindberg M. 0., Biochemistry 6, 323 (1967).

Marshaill J. M., Exptl. Cell. Res. 6, 240 (1954).

Maver M. E, Greco A. E, J. Biol. Chem. 237, 736 (1962).

Maver M. E, Peterson E A, Sober H. A, Greco A. E, Ann. N. Y.
Acad. Sei. 81, 599 (1959).

McAuslan B. R, Kates J. R, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 55, 1581 (1966).
Moffat J. G, Biochem. Prepn. 8, 100 (1961).

Morrison J M, Keir H. M, Biochem. J. 98, 37C (1966).

Nakayama H, Okubo S, Sekiguchi M, Takagi Y. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 27, 217 (1967).

Neu H. C, Heppel L. A, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 51, 1267 (1964).

Neu H. C, Heppel L. A, J Biol. Chem. 239, 3893 (1964).

Norman A, Veomett R. C., Virology 14, 497 (1961).

Norton J, Roth J. S, J. Biol. Chem. 242, 2099 (1967).

Olivera B. M, Lehman I. R, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 57, 1426 (1967).
Olivera B. M, Lehman |I. R, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 57, 1700 (1967).
Pearse A. G. E., Histochemistry, Theoretical and Applied, Churchill, Lon-
dyn, 1960.

Rahman Y. E., Biochim. Biophys. Acta 146, 477 (1967).

Rahman Y. E, Howe J F, Nance S. L, Thomson J. F., Biochim.
Biophys. Acta 146, 484 (1967).

Razzell W. E., J. Biol. Chem. 236, 3028 (1961).

Razzell W. E,, w Methods in Enzymology, red. S. P. Colowick, N. O. Kaplan,
Academic Press, New York, 1963, tom VI. str. 236.

Razzell W. E., Experientia 23, 321 (1967).

Razzell W.E, Khorana H. G, J. Am. Chem. Soc. 234, 2105 (1959).
Reid E, Nodes J. T., Ann. N. Y. Acad. Sei. 81, 618 (1959).

Reiter H, Strauss B, Robbins M, Marone R. J Bacteriol. 93
1056 (1967).

Richardson C C, Schild kraut C L, Aposhian H V., Korn-
berg A, Bodmer W, Lederberg J., w Informational Macromolecules,
red, H. J. Vogel, V. Bryson, J. O. Lampen, Academic Press, New York, 1963
str. 13.

Richardson C. C, Schildkraut C L, Kornberg A. Cold Spring
Harbor Symp. Quant. Biol. 28, 9 (1963).

Roth J. S., Biochim. Biophys. Acta 21, 34 (1956).

Roth J. S, Ann. N. Y. Acad. Sei. 81, 611 (1959).

Roth J. S., J. Biol. Chem. 227, 591 (1967).

Roth J. S., w Methods in Cancer Research, red. H. Busch, tom Ill, Academic
Press, New York 1967.

Sekiguchi M, Cohen S. S, J. Biol. Chem. 238, 349 (1963).

Seligman A M, Hanker J S, KatzoffL., Deb C, Wasserkrug
H., J. Histochem. Cytochem. 13, 705 (1965).



[23]

81.
82.

83.
84.

85.

86.
87.

88.

89.
90.
91
92.
93.

94,

95.
96.
97.

98.

99.
100.
101
102.
103.
104.
105.

106.

107.

LOKALIZACJA NUKLEAZ 213

Setlow R.B., Carrier W. L., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 51, 226 (1964).
ShimadakK., NakayamaH., OkubosS, Sekiguchi M, Takagi Y.
Biochim. Biophys. Res. Comm. 27, 539 (1967).

Shortman K. Biochim. Biophys. Acta 55, 88 (1962).

Shugar D, Sierakowska H., w Progress in Nucleic Acid Research and
Molecular Biology, red. Davidson J. N., Cohn W. E., Academic Press, New York,
1967, tom 7, str. 369.

Sie bert G, Villalobos J,Ro T. S, Steele W. J, Lindenmayer
G, Adams H.,, Busch H., J. Biol. Chem. 241, 71 (1966).
SierakowskaH., Shugar D. Biochem. Biophys. Res. Comm. 11, 70 (1963).
Sierakowska H, Szemplinska H,, Shugar D. Acta Biochim. Po-
lon. 10, 399 (1963).

Sierakowska H, Zan-Kowalczewska M., Shug ar D. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 19, 138 (1965).

Singer M. F, Tolbert G. Biochemistry 4, 1319 (1965).

Spahr P. F., J. Biol. Chem. 239, 3716 (1964).

Spahr P. F, SchlessingerD., J. Biol. Chem. 328, PC 2251 (1963).
Spicer S. S, WetzelB. K, HeppelL. A, Federation Proc. 25, 539 (1966).
Strauss B.,, SearashiT., Robbins M., Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 56,
932 (1966).

Swick R W, StangeJ L, Nance S. L, Thomson J. F.,, Biochemistry
6, 737 (1967).

Tice L. W, BarrnettR. J, J. Cell. Biol. 25, 23 (1965).

Turner A F, Khorana H. G, J. Am. Chem. Soc. 81, 4651 (1959).
Uchida T, Egami F., w Methods in Enzymology, red. S. P. Colowick,
N. O. Kaplan, Academic Press, New York, 1967, tom XII, str. 228.

Uchida T., Egami F.,, w Methods in Enzymology, red. S. P. Colowick,
N. O. Kaplan, Academic Press, New York, 1967, tom XII, str. 239.
Utsonomiya T, Roth J. S, J. Cell. Biol. 29, 395 (1966).

Wade H E, Lowett S., Biochem. J. 81, 319 (1961).

WeissB., Richardson Ch. C, J. Biol. Chem. 242, 4270 (1967).

WeissB., Richardson Ch. C, Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 57, 1021 (1967).
Witze 1H. — dane nieopublikowane.

Zach au H. G, Dutting D, Feldman H., Angew. Chem. 78, 392 (1966).
Zan-Kowalczewska M, Sierakowska H, Shugar D. Acta Bio-
chim. Polon. 13, 237 (1966).

Zan-Kowalczewska M., Sierakowska H., Shugar D. w przy-
gotowaniu.

Zimmerman S. B, Little J W, Oshinsky C K, Geliert M,
Proc. Nat. Acad. Sei. U. S. 57, 1841 (1967).

5 Postepy Biochemii



Komunikat

Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zawiadamia,
ze nagrody za najlepsze prace referowane na krajowych i zagranicznych
zjazdach biochemicznych przyznano:

| nagroda — L. Kornackiej i J. Malec za prace
pt. ,,Metabolic activities of nuclear proteins
of normal and leukaemic human white
cells™

Il nagroda — Annie Wojtczak za prace pt. ,Control
of acetoacetate and beta-hydroxybutyrate
production in rat liver mitochondria”.

Il nagroda — A. Budzynhnskiemu i M Stahl za
prace pt. ,,Partial reduction of bovine fibry-
nogen by some sulfhydryl compounds”.



Post. Biochem. 15, 215—225 (1989).

JANINA MALEC *

Rola jaderka komérkowego w metabolizmie kwaséw nukleinowych
i biatka

The Role of Cell Nucleolus in Nucleic Acids and Protein Metabolism

Actual views on the role of nucleolus in nucleic acids and protein metabolism
are presented.

Hipotezy o roli jaderka jako struktury posredniczgacej miedzy zma-
gazynowang w jadrze substancjg genetyczna a cytoplazma siegajg konca
XIX wieku (40, 77). Odkrycie w 1939 roku przez Bracheta a takze przez
Casperssona kwasu rybonukleinowego w jaderku wzbudzito nowe zainte-
resowanie tymi hipotezami. W 1940 roku Caspersson i Schultz
(14) sformutowali teorie o istnieniu zalezno$ci funkcjonalnej miedzy ge-
nami, RNA jaderkowym i syntezg biatka w cytoplazmie. Wraz z rozwojem
metod cytologicznych i histochemicznych nagromadzano coraz wiecej
informacji zardwno o strukturze jak i o funkcji jaderka. Wsréd nich uwa-
ge zwracajg gtownie te, ktdre Swiadczg o zwigzku jaderka z komdrkowa
biosyntezg biatka. W komorkach aktywnie syntetyzujacych biatko, na
przykiad intensywnie wzrastajgcych, lub wydzielajagcych biatko, jaderka
sg wyrazniej zaznaczone niz w komérkach, w ktérych synteza biatka jest
stosunkowo powolna, na przyktad w komdérkach miesni lub leukocytach,
gdzie jaderka sa nawet niewidoczne (69). Réznorodne bodzce zwiekszajgce
synteze biatka w komérce powodujg zazwyczaj szybko powiekszenie jg-
derek. Zjawisko to zaobserwowano na przyktad w czasie pobudzenia pro-
dukcji enzymow lub hormondw, a takze w nastepstwie nieswoistego pobu-
dzenia produkcji biatek komérkowych. Komérki znajdujgce sie w stadium
podziatu i spermatozoa, w ktérych nie ma syntezy biatka lub zachodzi ona
tylko w nieznacznym stopniu, nie majg jagderek. Jaderek nie ma rowniez
w komadrkach embrionalnych do czasu rozpoczecia syntezy swoistych bia-
tek w stadium gastrulacji (69). Réwnie interesujgce obserwacje, ktore
zwrocity na jaderko uwage szczegdlnie onkologéw, dotyczyty zmiennosci
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zaréwno ilosci jak ksztattu i wielkoSci jaderek w komdrkach nowotwo-
rowych w poréwnaniu z komoérkami o wzro$cie prawidtowym (10, 31).

Dzieki rozwojowi metod wyodrebniania poszczegdlnych struktur sub-
jadrowych w tym roéwniez i jaderek, oraz zastosowaniu nowoczesnych
metod ich badania uzyskano znacznie doktadniejsze wiadomosci, niz te,
ktére uzyskano stosujac metody cyto- i histochemiczne. Do wyodrebniania
jaderek z jader Monty iwsp. (41) zastosowali ultradzwieki, a Maggio
i wsp. (36, 37) homogenizacje wyjsciowej tkanki w roztworach sacharozy
z dodatkiem jonéw Ca2+. Za pomocg roéznicowego wirowania homogena-
tow otrzymanych jader w roztworach sacharozy o rdznej gestosci otrzy-
muje sie preparaty jaderek o zadowalajgcej czystosci morfologicznej,
w stanie zachowanej integralnosci strukturalnej i zdolne do utrzymywa-
nia wielu proceséw metabolicznych w uktadach bezkomérkowych. Dal-
szym postepem byto wyodrebnienie jagderek z guza nowotworowego (Car-
cinoma Walkera) przez Muramatsu i wsp. (48) oraz opracowanie
przez Desjardina i wsp. metody otrzymywania jaderek na duza
skale zaréwno z tkanek prawidtowych (17) jak i z guzédw nowotworo-
wych (18).

Liczba jaderek w komoérce waha sie w réznych rodzajach komérek od
1 do tysiecy jak na przyktad w oocytach (69) i jest zalezna od ilosci tak
zwanych obszarow jaderkotworczych na specjalnych chromosomach. Licz-
ba takich obszaréw jaderkotworczych jest stata i charakterystyczna dla
kazdego rodzaju komorek. Jagderka uwaza sie ogdlnie za cze$¢ wiekszej
komorkowej struktury opisywanej jako siateczka rybonukleoproteinowa
(13), sktadajacej sie z licznych kanalikow zawierajgcych zardwno widkien-
ka jak i ziarnistoSci, ktdre petnig role w procesach syntezy w jadrze
i w przenoszeniu powstajagcych produktéw do cytoplazmy. Nie opraco-
wano dotychczas metody wyodrebniania rybonukleoproteidowej siateczki
jadrowej jako catosci morfologicznej. Wydaje sie, ze poszczegblne jej
sktadniki wyodrebnia sie zaleznie od ich wielkos$ci, badz jako frakcje ja-
derkowa badz jako frakcje rybosoméw jadrowych.

Od przeszto 30 lat wiadomo na podstawie badan histochemicznych, ze
jaderko stanowi najwieksze pojedyncze skupienia RNA zaréwno w jadrze
jak i w catej komérce. Wyodrebnienie jaderek umozliwito doktadniejsze
okreSlenie ilosSci zawartych w nim niektorych sktadnikow, miedzy innymi
kwaséw nukleinowych i biatek. Okazato sie, ze w zaleznos$ci od rodzaju
komérek w jaderku skupione jest od okoto 1/5 do prawie catkowitej ilosci
RNA jadra (69). Stezenie RNA w jaderku jest 1—3 razy wyzsze od ste-
zenia RNA w calej komoérce, a 2—8 razy od stezenia RNA w catym jadrze.
Okoto 5—14% suchej masy jaderka stanowi RNA (11), za$ okoto 80°/o —
biatko, przy czym wiadomo, ze wiele enzymow jadrowych miesci sie w ja-
derku (66).

Badania histochemiczne wykazaty, ze biatka jaderek sg znacznie bo-
gatsze w grupy -SH od pozostatych biatek jadra i ze grupy te sg skupione
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na powierzchni jaderek (11, 69). Uzyskane metodami histochemicznymi
dane o obecnosci histondw w jaderku sg sprzeczne (11, 69). Frakcjono-
wanie biatek jaderkowych, otrzymanych zaréwno z komorek pochodzenia
roslinnego (2) jak zwierzecego (26, 27) wykazato, ze sg one bardzo nie-
jednorodne i podobnie jak biatka catych jgder skiadajg sie z frakcji kwa-
sorozpuszczalnych biatek zasadowych i frakcji biatek kwasnych, nieroz-
puszczalnych w kwasie. Charakterystyczne jest jednak, ze stosunkowo
bardzo duza w poréwnaniu z biatkami calego jadra cze$¢ biatek jgderka
ulega rozpuszczeniu w kwasie. Tylko cze$¢ z nich zostata zindentyfiko-
wana jako histony, cze$¢ za§ — jako biatka zasadowe odmiennego typu.
Wydaje sie, ze histony z jaderek nie réznig sie od histonéw z pozostatych,
pozajaderkowych czesci jadra (11). Duza czes¢ biatek jaderka ma skitad
aminokwasowy bardzo podobny do biatka rybosomow (3, 6).

Najtrudniej jest oznaczy¢ w jaderkach trzeci podstawowy skiadnik
jadra komorkowego i jego aparatu genetycznego a mianowicie DNA.
Wprawdzie za kryterium czystosci preparatéw jaderek niektorzy autorzy
uwazajg wysoki stosunek RNA/DNA (48), jednak rzeczywista zawarto$é
DNA w jaderkach nie zostala jeszcze z pewnos$cig ustalona. Na podstawie
badan histochemicznych przypuszczano poczatkowo, ze jagderka w ogole
nie zawieraja DNA (69). Jednakze we wszystkich preparatach jaderek
wyodrebnionych zarébwno z komdérek zwierzecych jak roslinnych znajdo-
wano stosunkowo duze ilosci DNA (7, 11, 16, 27, 32, 35): od kilku do kil-
kunastu procent catkowitej ilosci DNA jadrowego. Obecnos¢ tego sktad-
nika mogta by¢ oczywiscie wynikiem niedoskonatosci stosowanych metod
otrzymywania jaderek, a co za tym idzie — niedostatecznego usuwania
zanieczyszczajgcej preparat chromatyny pochodzenia pozajgderkowego.
Z drugiej strony jednak wydaje sie juz obecnie nie ulega¢ watpliwosci, ze
DNA jest integralng czescig struktury jaderka i pochodzi z mas chroma-
tynowych okre$lanych jako zwigzana z jaderkiem chromatyna, tworzgca
wraz z wiasciwym jaderkiem tak zwany ,aparat jaderkowy” (11, 69).
Dziatanie na jaderka roztworem 2M NaCl, ktéry ekstrahuje chromatyneg,
powoduje wyrazne zmiany ich struktury (48), co pozwala przypuszczaé,
ze przynajmniej cze$¢ dezoksyrybonukleoproteidu tworzy rodzaj war-
stewki wokot jaderka utrzymujac jego ksztatt i morfologiczng integral-
no$¢. W ostatnich latach pojawity sie doniesienia o stabym co prawda,
ale niewatpliwym barwieniu sie wnetrza jgderka metodg Feulgena
(11, 69). Stwierdzono réwniez, ze po trawieniu jaderek rybonukleaza (11)
mozna w nich wyr6zni¢ barwigce sie metodg Feulgena widkna. Wydaje sie
wiec bardzo prawdopodobne, ze opisywane dawniej, negatywne wyniki
barwienia jaderek metodg Feulgena byty spowodowane duzym rozciencze-
niem DNA przez inne skiadniki jgderka (RNA i biatko) lub tez tym, ze
DNA w jaderku jest zwiagzany w strukturach zbyt drobnych dla odroz-
nienia ich w zwyklym mikroskopie $wietlnym. Na podstawie wynikéw
badan zaréwno cytologicznych jak i chemicznych przyjmuje sie obecnie,
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ze zwigzana z jaderkiem chromatyna sktada sie z dwojakiego rodzaju
struktur (12): z masy chromatynowej, ktéra otacza jagderko (zwanej przez
niektorych autoréw chromatyng perijaderkowg) oraz z wewnatrzjader-
kowych wibkien chromatynowych. Te ostatnie maja prawdopodobnie
mniejszg Srednice niz widkna otaczajace jaderko i nie zawierajg histondw
i innych biatek, na co wskazujg wyniki badan w mikroskopie elektrono-
wym (73). Chromatyna otaczajgca jaderko jest natomiast poprzecinana
przez przenikajgce jg struktury jadrowej siateczki rybonukleoproteidowej
(74). Nasuwa sie wobec tego pytanie czy DNA zwigzany strukturalnie
z aparatem jaderkowym nie stanowi jakiego$ wysoce swoistego fragmentu
DNA jadrowego. Dotychczasowe doniesienia na ten temat nie sg jedno-
znaczne. Stosujagc metode hybrydyzacji pomiedzy RNA rybosomoéw a DNA,
Chipchase i Birnstiel (15) nie znalezli zadnych znaczacych roz-
nic miedzy DNA z jagderek a DNA z catych jader. Natomiast Mc Con -
key i Hopkins (34) stwierdzili, z2 RNA o wysokiej aktywnosci
wiasciwej otrzymany z rybosomoéw tworzyt pieciokrotnie wiecej hybry-
dow z DNA jaderkowym niz z rdwnowazng iloScia DNA z catych jader.
Autorzy przypuszczajg zatem, ze w zwigzanym z jgderkiem DNA skupione
sg wybidrcze geny warunkujace synteze rybosomow. Zaobserwowano
rowniez metaboliczng heterogenno$¢ DNA w zaleznosci od zlokalizowania
na terenie jadra. W pewnych fazach zycia komorki chromatyna zwigzana
z jaderkiem wykazuje najwyzszy obrot z catego DNA jadrowego (28, 42,
61) co nasuneto przypuszczenie, ze w tym rejonie jadra moze rozpoczynac
sie proces reduplikacji DNA. Jednakze zagadnienie to wymaga jeszcze
dalszych badan. Na razie rola jgderka w metabolizmie DNA nie jest wy-
jasniona . Znacznie wiecej danych zgromadzono o jego roli w metaboliz-
mie RNA i biatka.

I. Rola jaderka w metabolizmie RNA

Wiekszo$¢ uzyskanych dotychczas danych $wiadczacych, ze jaderko
petni gtdwng role lub przynajmniej jedng z gtdwnych r6l w syntezie
komdrkowego RNA, pochodzi z badan autoradiograficznych. W RNA ja-
derka znakowane prekursory RNA wbudowujg sie wcze$niej niz w inne
struktury subkomdrkowe (11, 12). Gdy znakowane prekursorem RNA ko-
marki syntetyzuja dalej RNA w nieobecnosci znakowanego prekursora,
pietno znika z jaderek a pojawia sie w cytoplazmie (56). Hipoteza o jader-
kowym pochodzeniu RNA cytoplazmatycznego znalazta silne poparcie
w wynikach mikroanalizy sktadu nukleotydowego RNA. Okazato sie, ze
sktad zasad RNA cytoplazmatycznego byt niemal identyczny ze skfadem
RNA jaderkowego, a r6zny od RNA z pozajgderkowego obszaru jadra (19,
20). Ostatecznego dowodu dostarczyli Perry i wsp. (57, 58), ktorzy
zaohserwowali, ze wybidrcze naswietlanie jaderek mikrowigzka S$Swiatta
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ultrafioletowego silnie hamuje pojawianie sie znakowanego RNA w cyto-
plazmie. Doswiadczenia te oraz badania nad kinetykg wbudowywania
prekursorow RNA do réznych obszaréw komoérkowych staty sie podstawg
hipotezy (53) o istnieniu dwéch uktadow komorkowej syntezy RNA: syn-
tezy w jaderkach, warunkujacej powstawanie okoto 2/3 RNA cytoplazma-
tycznego i tzw. chromatynowej syntezy w obszarze pozajgderkowym,
warunkujgcej wytwarzanie reszty RNA obecnego w komorce.

Przypuszczano, ze wszystkie trzy typy komorkowego RNA biorgce
udzial w procesie biosyntezy biatka: RNA informacyjny (mMRNA), RNA
przenoszacy (tRNA) i RNA rybosoméw sg wytwarzane w jaderku, jed-
nak dowody doswiadczalne nie sg jednakowo przekonywujace dla kazdego
z nich. Obok doniesien o wytwarzaniu w jaderkach RNA podobnego do
tRNA (39, 70) istniejg doniesienia (56), w ktérych sugeruje sie, ze tRNA
jest syntetyzowany w chromatynie pozajgderkowej. Réwniez kontrower-
syjne jest miejsce biosyntezy mRNA. Obecno$¢ DNA-podobnego RNA
0 bardzo szybkim obrocie wykryto w preparatach jaderek watroby (24,
25) i grasicy (65). Z jaderek otrzymano tez RNA o witasciwosciach biolo-
gicznych mRNA, to znaczy pobudzajgcy wbudowywanie znakowanych
aminokwasow do biatka w bezkomoérkowym uktadzie rybosoméw (8, 9).
Przypuszcza sie jednak, ze miejscem biosyntezy mRNA moze by¢ takze
pozajgderkowa chromatyna (56, 62), wytworzony w niej mRNA mogiby
przechodzi¢ do jaderka i tam ulega¢ akumulacji (60, 71).

Najlepiej udokumentowany i chyba juz obecnie nie ulegajacy watpli-
wosci jest fakt syntezy RNA rybosomow w jaderku. Ten RNA stanowi
okoto 80°/o catkowitej ilosci RNA w komdrce (52), jest najbardziej statym
jego sktadnikiem i przypuszczalnie nie zawiera informacji o sekwencji
aminokwasow w syntetyzowanym biatku. Jego gtéwng funkcjg jest naj-
prawdopodobniej utrzymywanie struktury rybosomu. Spektrofotometrycz-
nie zachowuje sie on jako struktura wysoce uporzagdkowana (52) co jest
wynikiem duzej zawarto$ci reszt guaniny. Maggio i wsp. (37) stwier-
dzili, ze w RNA jaderkowym watroby Swinki morskiej az 50% catkowitej
ilosci zasad stanowig reszty guaniny. Jak wykazali zaS Singer i wsp.
(67) charakterystyczng cechg RNA informacyjnego jest duza zawartos$¢
reszt urydylowych a niska guaninowych, natomiast kwasy rybonukleino-
we 0 duzej zawartosci guaniny wykazujg stabg aktywnos$é jako matryce
dla biosyntezy biatka. Jedna z frakcji RNA jaderkowego jest identyczna
z RNA rybosoméw zaréwno pod wzgledem skiadu zasad (15) jak i wiel-
koSci czasteczki (3, 5)- Zawiera ona dwa rodzaje czasteczek: o statych se-
dymentacji 28S i 18S, odpowiadajagce podjednostkom, na ktére rozpada
sie RNA rybosomo6w w pewnych warunkach. Sktadnikiem jaderka sa takze
szybko sedymentujagce komponenty RNA — 45S, 55S i 35S (46, 47, 63, 64).
Wszystkie one majg bardzo podobny skiad zasad zblizony réwniez do
sktadu komponentu 28S, charakteryzujagcy sie wysokim stezeniem reszt
guaniny i cytczyny (46, 63, 64). Wielkoczasteczkowe sktadniki jaderko-
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wego RNA, przede wszystkim za$ 45S, moga stanowié poczatkowy pro-
dukt biosyntezy RNA w jaderku, z ktérego w wielostopniowym procesie
powstajg sktadniki 28S i 18S RNA rybosomoéw (46, 47, 52, 63, 64). Udato sie
odtworzy¢ kolejnosé przemian, jakim ulega RNA 45S w tym procesie.
Wykorzystujgc fakt, ze synteza jaderkowego RNA jest znacznie silniej
hamowana przez aktynomycyne D niz synteza RNA chromatyny (55),
Perry (56) $ledzit osobno te dwa procesy w komdrkach. Przy stezeniu
aktynomycyny, w ktérym catkowita synteza RNA zmniejszata sie dwu-
krotnie, synteza RNA jaderkowego byta obnizona wiecej niz pieciokrotnie
(54) i jaderka wykazywaty wyraznie mniejszg ilos¢ znakowanych kompo-
nentow 45S i 35S. Gdy nastepnie komorki inkubowano nadal w obecnosci
aktynomycyny D ale w $rodowisku z odpowiednim, nieznakowanym pre-
kursorem RNA, w rybosomach cytoplazmy nie pojawiaty sie znakowane
komponenty 28S i 18S, ktore powstajg w nieobecnosci aktynomycyny D.
Badanie kinetyki znakowania poszczegélnych komponentéw jaderkowego
RNA (64) potwierdzito przypuszczenie, ze najwczes$niej jest syntetyzowa-
ny RNA 45S, ktory nastepnie ulega przeksztatceniu na RNA 35S, ten za$
z kolei na RNA rybosomoéw. Najprawdopodobniej jeszcze w obrebie ja-
derka obydwa sktadniki RNA rybosomalnego ulegaja potaczeniu z biat-
kiem, przy czym z RNA 18S powstaje rybonukleoproteid o statej sedymen-
tacji 40S, a z RNA 285 — rybonukleoproteid 60S. Te rybonukleoproteidy
sgq transportowane do cytoplazmy, gdzie 3czg sie ze sobg tworzgc czastecz-
ki 16S rybosomow. Rybonukleoproteidowe czasteczki 40S prawdopodobnie
sg transportowane do cytoplazmy zaraz po ich utworzeniu, poniewaz wy-
stepuja w jaderkach w stosunkowo matej ilosci i pojawiajg sie w cyto-
plazmie wczesniej niz komponenty 60S. Znaczna cze$¢ masy jaderka jest
zbudowana z czgsteczek 60S, nagromadzajgcych sie w nim przez pewien
okres (56). Doniesienia o0 przeksztatcaniu RNA 45S w cytoplazmatyczne
komponenty rybosomoéw 18S i 28S w warunkach catkowitego zahamowa-
nia syntezy biatka (56) sugeruja, ze istnieje jaki$ zapas preformowanego
biatka gotowego do zwigzania wytworzonego w jaderku prekursora RNA
rybosomow.

Procesowi metylacji prawdopodobnie ulega juz pierwszy prekursor
RNA rybosoméw — RNA 45S (52). Swiadcza o tym: szczegdlnie duze
stezenie metylaz RNA w jaderku w porownaniu z innymi obszarami jadra
zawierajagcymi duzo RNA jak chromatyna jadrowa (1/6 aktywnos$ci enzy-
matycznej jaderek) i frakcja rybosomoéw jadrowych (brak aktywnosci
(5)) oraz bardzo aktywne wbudowywanie grup metylowych metioniny do
jaderek gruczotow slinowych muchéwki Smittia (Diptera) (72).

Danych o syntezie rybosomalnego RNA w jaderkach i o mechanizmie
regulacji tego procesu dostarczyty takze doswiadczenia na uktadach za-
wierajacych jaderka wyodrebnione z réznych tkanek zwierzecych (29, 33)
i trojfosforany rybonukleozydéw — adeniny, guaniny, cytozyny i uracylu.
Whbudowywanie rybonukleotydow w RNA w takich uktadach jest hamo-
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wane przez dezoksyrybonukleaze, rybonukleaze oraz aktynomycyne D.
Dodanie do uktadu preparatu histonéw z grasicy zwalnia synteze RNA
i zwieksza w nim ilo$¢ reszt guaniny i cytozyny. Odtrawienie histonow
trypsyng zmniejsza zawarto$¢ G+ C. Wskazywaloby to, ze w kontroli syn-
tezy RNA w jaderkach biorg udziat histony, hamujac wybiorczo akty-
wnos$¢ tych matryc, ktére nie sg czynne podczas syntezy RNA rybosomow.

Il. Rola jagderka w metabolizmie biatka

Znaczna cze$¢ biatka jaderek ma, jak wspomniano wyzej sktad amino-
kwasowy bardzo podobny do biatka rybosoméw cytoplazmatycznych.
W jaderkach stwierdzono metodami chemicznymi i za pomocg mikroskopu
elektronowego obecno$¢ duzej puli czasteczek rybonukleoproteidowych,
bardzo przypominajgcych rybosomy cytoplazmatyczne zaréwno pod
wzgledem chemicznym jak morfologicznym (3). Obecnos$¢ tych czasteczek
w jaderku wskazuje na jego wazng role jako miejsca tgczenia sie rybo-
somalnych komponentdw rybonukleinowego z biatkowym w ich drodze
z jadra do cytoplazmy. Nie znaczy to jednak, ze w jaderku odbywa sie
rowniez sam proces syntezy biatkowego sktadnika rybosoméw czy tez
jakiego$ innego biatka. Za pomocg autoradiografii stwierdzono, ze whu-
dowywanie aminokwasow do biatek jgderka zachodzi w stopniu znacza-
cym tylko w komérkach wzrastajgcych, natomiast jaderka dojrzatych
komérek nie syntetyzujg biatka (68, 69). W komérkach HelLa w fazie in-
tensywnego wzrostu wbudowywanie aminokwaséw zachodzi z podobng
szybkoscig w jaderkach, w obszarze pozajagderkowym jadra i w cytoplaz-
mie (21). Jezeli naswietli sie jaderko mikrowigzka UV, powodujagc w ten
sposéb prawie catkowite zahamowanie whudowywania cytydyny do RNA,
‘to dopiero po uptywie 6 godzin wbudowywanie aminokwaséw do cyto-
plazmy i do jagderka zmniejsza sie¢ o 30°/0, zaS w innych czeSciach jadra
nadal nie ulega zmianie. Wskazuje to na pewien zwigzek miedzy synteza
biatek w jaderkach i cytoplazmie. W ostatnich latach stwierdzono, ze ja-
derko jest miejscem najbardziej aktywnej syntezy biatka sposréd wszyst-
kich frakcji subjadrowych (1, 6, 22, 23, 32). Sposrod za$ frakcji otrzyma-
nych z jagderek najaktywniej whudowujg aminokwasy do biatek ryboso-
mo-podobne czasteczki (32, 51), szczegdlnie aktywnie do biatka o sktladzie
.aminokwasowym podobnym do biatka rybosoméw cytoplazmatycznych (6).
Pewna ilos¢ aminokwasoéw zostaje rowniez witgczona do rozpuszczalnych
w kwasie biatek jaderka (4, 23), z ktérych cze$¢ zidentyfikowano jako
histony. Na podstawie tych wynikéw przypuszcza sie, ze jaderko jest
rbwniez miejscem biosyntezy jadrowych biatek zasadowych. Koncepcja
ta moze stanowi¢ wyja$nienie zaobserwowanego powiekszania sie jaderek
w okresach wzmozonej syntezy histonéw (13). Chociaz Rees i wsp. (59)
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uwazajg réwniez obszar jaderka za gtowne miejsce syntezy biatka w ja-
drze, to przypuszczajg na podstawie swoich badan, ze miejscem tym nie
jest samo jaderko lecz zwigzana z nim chromatyna.

I11. Jgderka komorki nowotworowej

Jedng z cech morfologicznych komorki nowotworowej jest charakte-
rystyczne powiekszenie i zmiana ksztattu jgderek, ktdremu towarzyszy
niejednokrotnie zwiekszenie ilosci jaderek, w komdrce. Chociaz cecha ta
nie jest patognomoniczna dla wzrostu nowotworowego, jak to poczatkowo
przypuszczano i nie moze stanowic¢ kryterium diagnostycznego, to jednak
jest rzecza niewatpliwg, ze komaorki odznaczajgce sie wzrostem intensyw-
nym majg zawsze duze jaderka. Nasuwalo sie wiec pytanie czy jaderka
komérek nowotworowych i prawidtowych intensywnie wzrastajacych sg
podobne 'do siebie pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym. Po-
wiekszenie jaderka mogtoby by¢ badz wytgcznie wynikiem rdznic ilos-
ciowych, badz tez zmian jakoSciowych zachodzacych wraz ze zmiang
komérki prawidtowej na nowotworowg. Okazato sie, ze jaderka z guza
Walkera zawierajg kilkakrotnie wiecej RNA, DNA i biatka niz jaderka
z komdrek watroby. RNA stanowi okoto 3,5% suchej masy jaderek wa-
troby i okoto 5,3°0 jaderek guza Walkera (12). Z porownawczych badan
frakcji biatkowych otrzymanych z jaderek (27) wynika, ze histony sta-
nowig okoto 1/3 catkowitej ilosci biatka w jaderkach watroby, za$ 1/5
w jaderkach guza Walkera, natomiast kwasne biatka stanowig w jader-
kach watroby okoto 40%, a w jaderkach guza Walkera 60% wszystkich
biatek. Podobnie jak w przypadku catkowitych histondw jadra (38) obraz
elektroforetyczny histonéw z jgderek nie rézni sie w komoérkach normal-
nych i nowotworowych. Znaleziono natomiast pewne rodznice ilosciowe
w skiadzie aminokwasowym biatek rozpuszczalnych w 0,14M NaCl, co
moze byé wynikiem albo obecnosci odmiennych typéw biatek albo tez
réznych ilosci wzglednych tych samych rodzajow biatek. Badania te wy-
magaja jednak udoskonalenia metod rozdziatu tak skomplikowanej mie-
szaniny biatek, jakg stanowig jadra czy jaderka.

Najbardziej zasadnicze, dotychczas zaobserwowane rd6znice miedzy ja-
derkami komorki normalnej i nowotworowej dotycza podstawowej, jak sie
wydaje, funkcji jaderka a mianowicie syntezy RNA. W jaderkach komérek
nowotworowych wzgledna szybko$¢ biosyntezy RNA przewyzsza wielo-
krotnie szybko$¢ tego procesu w komodrkach w stanie spoczynku (30, 43).
Jest ona jednakze tylko dwTkrotnie wyzsza niz w watrobie regenerujacej
(44). Drogg poréwnywania intensywnosci wytwarzania RNA catkowitego
czy nawet poszczegolnych jego typow nie mozna zatem rozwigza¢ zagad-
nienia czy wzmozona synteza RNA jaderkowego stanowi ceche charakte-
rystyczng komorek nowotworowych czy tez towarzyszy zawsze wWzmozo-
nemu wzrostowi komorki. Poréwnywanie réznic miedzy intensywnie
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wzrastajacg i znajdujgca sie w fazie spoczynkowej komérka prawidtowa
szczegOlnie dogodne jest przeprowadzi¢ na watrobie regenerujacej i watro-
bie normalnej. Po czesSciowej hepatektomii niemal natychmiast zwieksza
sie synteza RNA i histondw w jadrach komdérek watroby, przy czym szcze-
go6lne zwiekszenie syntezy RNA zachodzi w jaderku. Ponadto zwieksza sie
wielko$¢ jaderek i ilos¢ RNA w nich. Okazato sie, ze w watrobie regene-
rujgcej synteza RNA przebiega gtéwnie w jaderku, a nie poza jaderkiem
jak w watrobie normalnej, lecz sktad zasad w poszczegdlnych typach RNA
jest podobny w obu typach tkanki watrobowej. Z badan przeprowadzo-
nych na jaderkach z guza Walkera oraz z innych przeszczepialnych guzéw
zwierzecych (45, 49, 50, 76) wynika, ze gtobwnymi komponentami RNA
jaderek tych tkanek sa, podobnie jak w jaderkach watroby, komponenty
55S, 455, 35S, 285 i 6S. Po 15 minutach inkubacji jagderek z guzéw z ra-
dioaktywnym prekursorem RNA radioaktywne sg przede wszystkim frak-
cje 45S i 55S podobnie jak w przypadku jaderek z watroby. Jednakze
RNA 45S' z jaderek badanych guzéow ma inny skiad zasad niz RNA 45S
z jaderek watroby zarédwno w stanie spoczynku jak i regenerujacej. Odzna-
cza sie on wyzszg zawartoscig kwasu cytydylowego a nizszg adenylowego.
Rowniez inny jest sktad zasad RNA 6S, ktérego funkcja jest jak dotych-
czas zupetnie nieznana. Trudno jest znalez¢ zadowalajace wyjasnienie tych
istotnych réznic w sktadzie zasad RNA 45S miedzy tkankami prawidto-
wymi a nowotworowymi, jezeli zatlozy sie, ze jedynym koncowym produk-
tem tego szlaku syntezy RNA jest RNA rybosomoéw. Rybosomy pocho-
dzace z réznych organizmoéw wykazujg bowiem bardzo duze podobienstwo
struktury i sktadu chemicznego. Nakamura iwsp. (50) sadzg, ze tylko
cze$¢ wytwarzanego w jaderkach RNA 45S jest zuzywana na produkcje
RNA rybosoméw, natomiast pozostata, znaczna czes¢ tego RNA jest dalej
przeksztatcana w inne typy RNA. Co wiecej sugerujg oni, ze prawdopo-
dobnie nawet sama ta frakcja 45S zawiera RNA réznych dotychczas nie-
zidentyfikowanych typow petnigcych rézne nieznane dotychczas funkcje.
Przemawia za tym rozdzielenie za pomocg chromatografii RNA 45S z ja-
derek guza hepatoma Novikoffa na 10 frakcji réznigcych sie miedzy soba
sktadem zasad (75). Zagadnienie to wymaga dalszych szczeg6towych ba-
dan na r6znorodnym materiale komdrkowym. Z dotychczas uzyskanych
danych mozna za$ wyciggngé przede wszystkim jeden wniosek — ze ja-
derko jest narzadem komorkowym o znacznie bardziej skomplikowanej
strukturze i funkcji niz to sobie jeszcze nie tak dawno wyobrazano.
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JADWIGA PASSENT *

Dziatanie antybiotykéw na biosynteze biatka

The Effect of Antibiotics on Protein Synthesis
The properties of antibiotics — inhibitors of the protein synthesis are reviewed.

Liczne antybiotyki znalazty zastosowanie w badaniach nad biosyntezg
biatka. Dzialajac jako inhibitory w poszczegélnych stadiach powstawania
wigzania peptydowego utatwiajg one blizsze poznanie kolejnych etapow
tego ztozonego procesu. Aktynomycyny — grupa antybiotykdw hamuja-
cych transkrypcje, tzn. powstawanie RNA na matrycy DNA, byty przed-
miotem artykutu W. Gatasinskiego w 12 tomie Postepéw Biochemii. Ni-
niejszy artykut omawia dziatanie tych antybiotykéw, ktére wpltywajg na
synteze tahncucha polipeptydowego na matrycy informacyjnego RNA
(mRNA), czyli etap translacji informacji genetycznej.

I. Antybiotyki aminoglikozydowe

Antybiotyki tej grupy zawierajg w czasteczce streptamine, dezoksy-
streptamineg, ich stereoizomery lub inozamine. Sa to: streptomycyna, kana-
mycyna. neomycyna, paromomycyna, hygromycyna, aktynospektyna i ka-
sugamycyna — wyizolowane z hodowli promieniowcéw Streptomyces,
oraz gentamycyna — z Micromonospora purpurea i Micromonospora echi-
nospora.

Streptomycyna jest antybiotykiem aminoglikozydowym, ktdrego
wptyw na biosynteze biatka zostat najlepiej poznany. Jej dziatanie na syn-
teze biatek in vitro opisali po raz pierwszy Erdds i Ullman (31, 32)
w latach 1959—60. Badacze ci $ledzili wiaczanie 14C-tyrozyny do biatek

* Dr, Zaktad Biosyntezy Biatka, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akade-
mia Nauk, Warszawa.

Wykaz stosowanych skréotéw: SM — streptomycyna, sRNA — rozpuszczalny
kwas rybonukleinowy, poliU — kwas poliurydylowy, poliC — kwas policytydylowy,
poliA — kwas poliadenylowy, mRNA — informacyjny kwas rybonukleinowy.
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w uktadach bezkomérkowych z wrazliwego na streptomycyne szczepu
Mycobacterium jribugrgensis. Wykazali oni, ze streptomycyna (SM) nie
wptywa na aktywacje aminokwaséw ani na tworzenie aminoacylo-sRNA,
powoduje natomiast zahamowanie syntezy biatka dziatajgc na po6zniejsze
stadia tworzenia tarficucha polipeptydowego

Streptomycyna

Flaks i wsp. (34), a takze Speyer i wsp. (106) wykazali w 1962
roku, ze streptomycyna hamuje kierowane przez kwas poliurydylowy
(poliV) wiaczanie fenyloalaniny do biatek w uktadzie wigczajacym z Es-
cherichia coli. Efekt ten odwracajg poliaminy (16, 78), a takze wysokie
stezenia jonow magnezu (16, 69), z ktérymi streptomycyna wsp6tzawodni-
czy 0 miejsce na rybosomie (16). Dwa lata pdzniej Davies i wsp. (22)
stwierdzili, ze dodanie streptomycyny do uktadu syntetyzujacego polife-
nyloalanine pod wptywem poliU, zmienia wiasnosci kodujgce uktadu
w wyniku czego nastepuje stymulacja wigczania leucyny i izoleucyny,
z réwnolegtym zahamowaniem wigczania fenyloalaniny. Wplyw strepto-
mycyny na uktad syntetyzujacy biatko in vitro moze by¢ wzmozony przez
dodanie zdenaturowanego DNA, ktérego rola ogranicza sie tu zapewne do
zmiany konformacji rybosomow (75).

Poréwnanie kodonéw dla fenyloalaniny, leucyny iizoleucyny (tablica I)
wskazuje, ze streptomycyna zmienia w uktadzie bezkomdérkowym sposob
odczytania zar6wno pierwszej jak i trzeciej litery tripletu, druga litera —
U — jest zawsze identyczna.

Powyzsze prace przeprowadzono na szczepach E.coli wrazliwych na
dziatanie streptomycyny (SM-wrazliwych). Juz w 1961 roku Spolls
i Stanier (107) wysuwali koncepcje, ze cecha opornosci, wrazliwosci
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a takze zaleznosSci streptomycynowej bakterii moze by¢ zwiazana z rybo-
somami. Hipoteze te potwierdzity badania Coxa i wsp. (16) jak réwniez
Daviesa (20), ktérzy stosujgc rekonstruowane rybosomy, zawierajgce

Tablica 1

Aminokwas Kodon

Fenyloalanina uuu
uucC

Leucyna UUA
UuG
Ccuu
cucC
CUA
CUG

I1zoleucyna AUU
AUC
AUA

jedng podjednostke ze szczepu SM-opornego a drugg ze szczepu SM-wraz-
liwego wykazali, ze wrazliwo$¢ na streptomycyne zlokalizowana jest
w podjednostce 30Slrybosoméw szczepu E.coli SM-wrazliwego.

Badajagc mechanizm dziatania streptomycyny Pestka i wsp. (94)
stwierdzili, ze wptywa ona na tworzenie kompleksu kodon-rybosom-ami-
noacylo-sRNA w obecnosci matryc troj- i polinukleotydowych. Zmieniona
przez streptomycyne przestrzenna konfiguracja tego kompleksu wywotuje
zmiane wiasnos$ci kodujgcych danego mRNA, inaczej mowigc streptomy-
cyna zmienia specyfike wigzania aminoacylo-sRNA do podjednostki 30S
(65, 66, 111). Wystarczy przy tym jedna do dwoch czasteczek antybiotyku
zwigzanych z jednym rybosomem aby wywotaé¢ efekt hamowania biosyn-
tezy biatka (93).

Streptomycyna wywotuje zmiane informacji genetycznej takze w przy-
padku naturalnych mRNA. Schwartz (101) stwierdzit, ze SM mody-
fikuje informacje zawartg w RNA bakteriofaga f2 w czasie biosyntezy
biatka w uktadzie bezkomdrkowym z E.coli. Antybiotyk ten wptywa réw-
niez na biosynteze przeciwciat. Hodowla komdrek limfatycznych krélika,
immunizowanych bakteriofagiem MS2 syntetyzuje przeciwciata neutrali-
zujace bakteriofaga. W obecnosci streptomycyny komorki te wytwarzajg
przeciwciata, ktore wykazujg wieksze powinowactwo do innych fagéw
z tej samej grupy fagéw f2, niz do bakteriofaga MS2 (71). Prawdopodobnie
SM wigzac sie z podjednostkg 40S rybosomu 76S powoduje btedy w odczy-

6 Postepy Biochemii
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tywaniu informacyjnego RNA, ktérym w tym przypadku jest RNA faga
MS2.

Btedne odczytywanie kodu genetycznego (ang. miscoding lub misrea-
ding) pod wptywem streptomycyny wywotuje niekiedy in vivo powstanie
tzw. supresji streptomycynowej. Gorini i wsp. (49, 50) opisali szczep
E.coli wrazliwy na streptomycyne, ktéory wymaga do wzrostu argininy.
Szczep ten nie wytwarza jednego z enzyméw niezbednych do syntezy argi-
niny. Dodanie streptomycyny do hodowli powoduje endogenng synteze
argininy. Nastepuje wiec zmiana w translacji, dzieki ktérej odczytanie
czesci informacji uprzednio nie odczytywanej lub odczytywanej inaczej,
prowadzi do powstania czynnego biatka enzymatycznego, a nastepnie
argininy.

Niektére bakterie sg zalezne od streptomycyny, tzn. wymagajg do
wzrostu i namnazania sie niewielkich ilosci tego antybiotyku w $rodo-
wisku. Stwierdzono, ze SM-zaleznos$¢ jest cechg genetyczng. Mutacja po-
wodujgca zalezno$¢ streptomycynowa zmapowana zostata w tym samym
locus co i SM-opornos¢ (6, 26). Rybosomy szczepéw SM-zaleznych maja
budowe, ktéra uniemozliwia odczytanie niektdrych lub wszystkich ko-
don6éw. Dopiero dodanie streptomycyny zmienia konfiguracje w ten spo-
sob, ze staje sie mozliwe wiasciwe przytgczenie mRNA do rybosomoéw,
a wiec i translacja (34, 51). Mozna powiedzie¢, ze jest to objaw niezbednej
do zycia supresji streptomycynowej.

Obecnie znane sa nie tylko roznice w dziataniu miedzy rybosomami
wyodrebnionymi ze szczepéw SM-wrazliwych i SM-opornych ale wyka-
zano takze rdznice w ich budowie. Leboy i wsp. (73), a takze F laks
i wsp. (34, 35, 36) opisali réznice w obrazie elektroforetycznym biatek
wyizolowanych z podjednostek 30S rybosoméw E.coli form SM-opornej
i SM-wrazliwej. Z drugiej jednak strony Sawada i Suzuki (98) nie
wykazali zadnych roznic immunologicznych miedzy rybosomami szcze-
péw SM-wrazliwego i SM-opornego Diplococcus pneumoniae. Wiadomo
jednak, ze metodami immunologicznymi nie mozna uchwyci¢ wszystkich
réznic w budowie pierwszorzedowej porownywanych biatek (64).

Pozostate antybiotyki aminoglikozydowe nie zawsze majg taki sam
wptyw jak streptomycyna na biosynteze biatka. Zmiane odczytywania
informacji genetycznej powoduje kanamycyna (IlI), paromomycyna (l11),
neomycyna (IV), gentamycyna i hygromycyna, a wiec te antybiotyki,
ktore zawierajg w czasteczce streptamine lub dezoksystreptamine (116).
Natomiast spektynomycyna (aktynospektyna), ktéra zawiera stereoizomer
streptaminy — N,N’-dwumetyloaktynamine i kasugamycyna, ktéra w od-
réznieniu od innych posiada boczny tancuch kwasu amidynokarboksylo-
wego -NH-C-COOH (60), wywieraja hamujacy wptyw na biosynteze

biatka. jiijj

Gentamycyna. Milanesi i Ciferri (8l) wykazali, ze antybiotyk
ten dodany do hodowli E.coli w logarytmicznej fazie wzrostu obniza syn-
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teze biatka nie wptywajgc na synteze kwasdéw nukleinowych, natomiast
dodany do bezkomoérkowego uktadu z E.coli stymuluje wiaczanie nie-
ktdrych aminokwasow, a takze zmienia wtasnosci kodujgce poliU, wywo-
tujac w jego obecnosci zwiekszone wigczanie izoleucyny. Ta ostatnia ob-

ch2oh

CHAHZ2 i 91 9. -OH

foH~ V—O—< V nH2  OH NH2

HO %
OH j NH2

6-amino-6-dezoksyglukoza | dezoksystreptamina  3- amino- 3 -dezoksyglukoza

Kanamycyna A

CH20H

glukozoamina | dezoksystreptamina ! d—ryboza j paromoza
ni
Paromomycyna

Neomycyna B

serwacja potwierdzita wyniki badan Daviesa iwsp. (23). Milanesi
i Ciferri (8l) wykazali dalej, ze w uktadzie bezkomdrkowym uzyska-
nym z mutanta E.coli opornego na gentamycyne, dodanie antybiotyku nie
wpltywa na wigczanie aminokwasow do biatka oraz, ze oporno$¢ nie jest
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cechg rybosomow, lecz frakcji supernatantowej po wirowaniu przy
105 000 g.

Kanamycyna i neomycyna stymulujg wigczanie aminokwaséw do biat-
ka w uktadzie bezkomdérkowym z E. coli, gdy matrycg jest zdenaturowany
cieplnie DNA (80). Badajac wptyw produktéow kwasnej hydrolizy kana-
mycyny na synteze biatka in vitro ustalono, ze tylko dezoksystreptamina
stymuluje witgczanie aminokwasow, zaréwno w obecnosci polirybonu-
kleotydow jak i zdenaturowanego DNA, natomiast dwa pozostate ugru-
powania sacharydowe: 3-amino-3-dezoksyglukoza i 6-amino-6-dezoksy-
glukoza nie wptywaja na wigczanie aminokwaséw (116).

Okamoto i Suzuki (91) wyhodowali szczep E.coli K12 kana-
mycyno-oporny. Szczep ten, w odr6znieniu od wrazliwego, wytwarza en-
zym inaktywujacy kanamycyne. W produkcie enzymatycznej inaktywacji
kanamycyny grupa aminowa 6-amino-6-dezoksyglukozy jest zacetylowana
(124). Enzym ten nie dziata na kanamycyne C (ktéra zawiera 2-amino-2-
dezoksyglukoze), neomycyne i paromomycyne (92).

Opierajagc sie na odkryciu Hollanda i McCarthy’ego (58)
oraz Masukawy i Tanaki (80), ze zdenaturowany cieplnie DNA
w obecnos$ci antybiotykéw aminoglikozydowych moze petni¢ in vitro role
matrycy, Khorana i wsp. (68) wykazali, ze takze jednoniciowe dezo-
ksyrybopolinukleotydy podwyzszajg wigczanie niektdrych aminokwaséw
do biatek w obecnosci neomycyny B. Z wielu badanych przez nich anty-
biotykow wiasciwo$¢ te posiadata rdwniez gentamycyna.

Spektynomycyna hamuje synteze biatka, zarobwno w obecno$ci matryc
syntetycznych jak i naturalnych, np. RNA faga MS2, nie powoduje jed-
nak zmiany witasnosci kodujgcych tych matryc. Opornos$¢ bakterii na
spektynomycyne jest zwigzana ze strukturg podjednostki rybosomalnej
30S (21).

Kasugamycyna réwniez hamuje wigczanie aminokwasow do biatek,
obnizajgc zdolno$¢ wigzania aminoacylo-mRNA do kompleksu mRNA-ry-
bosom (118). Co wiecej, antybiotyk ten odwraca stymulujacy wptyw ne-
omycyny i kanamycyny na wiaczanie niektérych aminokwaséw.

Efekt zmiany witasnosci kodujacych matrycy wywotywany prze anty-
biotyki aminoglikozydowe wystepuje w zasadzie tylko w uktadach bakte-
ryjnych. Rybosomy organizmdw wyzszych wykazujg stosunkowo znaczng
wiernos¢ w procesie translacji. Na przyktad uktady wigczajace amino-
kwasy otrzymane z glonoéw zielonych (100), jak réwniez uktad z retiku-
locytow krolika (133), sg odporne na wptyw streptomycyny.

Il. Antybiotyki aminoacylonukleozydowe

Wptyw tych antybiotykéw na biosynteze biatka oparty jest na podo-
bienstwie ich budowy do budowy aminoacylo-sRNA. Najbardziej znanym
antybiotykiem tej grupy jest puromycyna (wzor patrz schemat 1), nalezg
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do niej takze gugerotyna (V), blastycydyna (IV) amicetyna (VII) i nukle-
ocydyna (VIII). Niektérzy badacze zaliczajg tez do tej grupy chloramfeni-

kol (wz6r patrz schemat 2).
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Puromycyna. W 1955 roku Creaser (17) wykazal, ze puromycyna
w stezeniu 10j-ig/ml w hodowli Staphylococcus aureus hamuje w 98°/0
indukowang synteze j(3-galaktozydazy. Kilka lat p6zniej okazato sie, ze
antybiotyk ten hamuje witgczanie aminokwaséw do biatek takze w ukta-
dzie bezkomorkowym z watroby szczura (141). Wpltyw puromycyny na
uktad syntetyzujgcy biatko jest odwracalny. Komorki HelLa a takze bak-
terii Pseudomonas jluorescens, w ktérych zahamowano biosynteze biatka
dziataniem puromycyny, po odmyciu antybiotyku odzyskujg zdolnosci
metaboliczne (85, 113).

Puromycyna obniza takze synteze DNA (95) i RNA (57) w komaérkach,
uwaza sie jednak, ze sg to efekty wtérne, wynikajagce z zaktocenia bio-
syntezy biatka. Studzinski i Jackson (108) wirujagc w gradiencie
sacharozy kwasy nukleinowe wyizolowane z komoérek HelLa poddanych
dziataniu antybiotyku wykazali, ze puromycyna powoduje powstanie
uszkodzonego RNA rybosomalnego lub prekursorowego RNA rybosomow.
Potwierdzajg to réwniez wyniki badahn Villa-Trevino i Nolla
(129), ktdérzy stwierdzili, ze podana parenteralnie puromycyna wywotuje
u szczura rozpad polisomoéw watroby.

adenina dwumetyfoaminopuryna
C H
NHZ2 v/N/C 3
N \
L. J
roch?2 hoch2
0 OH o HN OH
Rl—CH—é—O HoCO- CH2-CH-C=0 CH3S-CH2-CH2CH-C=0
| 3
nh?2 nh2 nlh
Aminoacylo-sRNA Puromycyna M Cx

0O H

n -formylometionylo -sSRNA

Schemat 1. Analogia budowy puromycyny, aminoacylo-sRNA i N-formylometionylo-
-SRNA
R —reszta sSRNA, R’—boczny tafncuch aminokwasu, 1—wigzanie estrowe, przy odszcze-
pianinu sRNA powstaje wolna grupa karboksylowa, 2-—wigzanie amidowe nie ulegajace
transpeptydacji, wobec czego nie powstaje wolna grupa karboksylowa
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Dzieki podobieAstwu strukturalnemu puromycyny do kompleksu sRNA-
aminokwas (schemat 1) wolna grupa aminowa antybiotyku, stanowigca
cze$¢ reszty tyrozyny, moze zostaé zacylowana koricowg grupg karboksy-
lowg rosnagcego tancucha polipeptydowego. W efekcie nastepuje przed-
wczesne odtgczenie polipeptydu od rybosomu i zahamowanie syntezy (44,
51). Jest to tak zwana reakcja puromycynowa, w wyniku ktérej powstaje
zwigzek oligopeptyd-puromycyna.

W reakcji puromycyny z formylometionylo-sRNA (p. schemat 1) za-
chodzacej w obecnosci rybosoméw i AUG jako matrycy, powstaje formy-
lometionylo-puromycyna (3). W czasie tej reakcji formylometionylo-sRNA
znajduje sie na miejscu peptydowym rybosomu (tzn. zajmowanym nor-
malnie przez rosnacy #ancuch polipeptydowy) i reaguje z puromycyng,
ulokowana na miejscu aminokwasowym rybosomu (tzn. zajmowanym
normalnie przez przychodzacy aminoacylo-sRNA). Wedtug Bretsche-
ra i Marckera (3), atakze Zamira i wsp. (143), reakcja ta nie
wymaga udzialu GTP ani enzyméw. Natomiast Hershey i Thach
(55) utrzymuja, ze utworzenie formylometionylo-puromycyny wymaga zu-
zycia GTP.

Nieco inne wyjasnienie mechanizmu reakcji puromycynowej postuluje
Coutsogeorgopulos (14). Stwierdzit on, ze puromycynowe zaha-
mowanie tworzenia polifenyloalaniny wobec poliU nie jest odwracane
przez zwiekszone stezenia fenyloalanylo-sRNA. Fakt ten wskazuje, ze
puromycyng nie wspoOtzawodniczy o miejsce akceptorowe, zajmowane
normalnie przez fenyloalanylo-sRNA. W zwigzku z tym autor ten zaktada
istnienie pewnego miejsca S, na ktérym reaguje grupa aminowa amino-
acylu z karboksylowa grupg adenylowego konca peptydylo-sRNA, two-
rzac wigzanie peptydowe.

Nukleocydyna hamuje wiaczanie aminokwasow do biatek watroby
szczura in vivo i in vitro. Mechanizm dziatania tego antybiotyku jest inny
niz mechanizm dziatania puromycyny. Florini i wsp. (37) stwierdzili,
ze nukleocydyna hamuje przeniesienie aminokwasu z aminoacylo-sRNA
na rosngcy polipeptyd. Niezbedna jest przy tym frakcja biatek pH 5.

Chloramfenikol jest jednym z ciekawszych antybiotykéw — inhibito-
row biosyntezy biatka. Mimo intensywnych badan szczegétowy mecha-
nizm jego dziatania nie zostat dotychczas wyjasniony. Chloramfenikol
(p-nitrofenylo-dwu-chloroacetamido-propandiol-1,3) zawiera w czasteczce
dwa asymetryczne atomy wegla. Struktura taka moze istnie¢ w czterech
formach izomerdw optycznych. Przyjmuje sie, ze tylko jedna z nich —
da (—treo — jest aktywna biologicznie (70), jakkolwiek sg doniesienia,
z ktorych wynika, ze takze forma L(+ )erytro moze dziata¢ na drobno-
ustroje (54).

Wptyw chloramfenikolu na biosynteze biatka opisali po raz pierwszy
Gale i Paine (42), ktoérzy donie$li w 1950 roku, ze w stezeniu lug/ml
hamuje on w 76% synteze biatka w komérkach Staphylococcus aureus.
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Wykazali oni jednoczesnie, ze dziatanie antybiotyku nie wynika z obnizo-
nego transportu aminokwaséw do komorki (40). Nastepnie Gale i wsp.
(40, 41, 43) stwierdzili, ze oddychanie a takze synteza kwasow nukleino-
wych zachodza dalej w obecnos$ci antybiotyku.

W skutek nierownowazonej syntezy kwasow nukleinowych w obecnosci
chloramfenikolu powstajg nienormalne rybosomy, tzw. czastki chloram-
fenikolowe. Nomura i Watson (90) stwierdzili, ze hodowla E.coli
poddana dziataniu chloramfenikolu w stezeniu 200ng/ml wytwarza za-
miast rybosomowych podjednostek 305, czastki nukleoproteidowe 155,
w ktérych ilos¢ biatka w stosunku do kwaséw nukleinowych jest obnizo-
na w poréwnaniu z normalnymi podjednostkami. Podwyzszajac stezenie
jonéw magnezu autorzy uzyskali agregacje czastek 155 do czastek 245
i 315, ktore rdwniez zawieraty zmniejszong ilos¢ biatka. W 1963 roku
Szakutow, Bogdanow i Spirin (112) zrekonstruowali in vitro
w obecnosci jonéw magnezu z czastek chloramfenikolowych 195 i 255
oraz biatka rybosomowego czastki rybosomopochodne, ktore wtasnosciami
fizykochemicznymi nie réznity sie od naturalnych podjednostek 305 i 505.
By¢ moze wiec czastki takie sg czeSciami sktadowymi normalnych pod-
jednostek i prawdopodobnie moga uczestniczyé w metabolizmie (86).
W komérkach E.coli traktowanych chloramfenikolem Morgan i wsp.
(84) stwierdzili metodg mikroskopii elektronowej zanik rybosomoéw i gro-
madzenie sie materiatu jadrowego w $rodku komérki (rysunek 1).

Dotychczas przyjmowano, ze miejscem dziatania chloramfenikolu na
biosynteze biatka sg rybosomy, stwierdzono bowiem, ze antybiotyk wig-
ze sie z podjednostkg 505 (122, 125, 128, 131). Wysuwano nawet hipoteze,
ze antybiotyk wiazac sie z rybosomami zmienia ich strukture (122, 126,
127). Wczesniejsze poglady na mechanizm dziatania chloramfenikolu wy-
razaty mysl, ze antybiotyk wspétzawodniczy z mRNA o miejsce na rybo-
somie (137), lub tez wptywa na ,pewne funkcje mRNA” (136), a takze,
ze wspoltzawodniczy z C-koficowym aminokwasem rosngcego polipeptydu
0 miejsce na rybosomie (19). Stwierdzono natomiast z catg pewnoscia, ze
chloramfenikol nie zapobiega aktywacji aminokwaséw lub tworzeniu ami-
noacylo-sRNA (27). Poniewaz w roztworze chloramfenikol przybiera po-
sta¢ pierscieniowg (schemat 2) (4, 61), przez co upodabnia sie do antybio-
tykow acyloaminonukleozydowych, Coutsogeorgopulos (13, 15
wysunat hipoteze, ze antybiotyk ten dziata na tej samej zasadzie jak pu-
romycyna, hamujgc biosynteze biatka przez przedwczesne odigczenie po-
lipeptydu.

Chloramfenikol dziata na fagi (79) a takze na rosliny zielone uszkadza-
jac synteze biatek chloroplastowych, natomiast nie obniza syntezy biatek
cytoplazmatycznych (40). Wykazano takze, ze otrzymany z chloroplastéw
uktad syntetyzujgcy biatko in vitro, jest wrazliwy na niskie stezenia
chloramfenikolu (105), podczas gdy uktad cytoplazmatyczny jest nieczuty



Rysunek 1. Wptyw chloramfenikolu na komérke E.coli (wg 84)
a. komérka kontrolna, b. komoérka traktowana chloramfenikolem przez 1 godzing
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(28). Potwierdzajg to doSwiadczenia Andersona i Smillie’ego (1),
ktorzy stwierdzili, ze rybosomy chloroplastéw pedow grochu wigzg chlo-
ramfenikol silniej niz rybosomy cytoplazmatyczne.

W pewnych warunkach chloramfenikol stymuluje synteze enzyméw
prawdopodobnie przez zahamowanie syntezy biatkowych represorow (77).
W stezeniu 1000—3000|,ig/ml chloramfenikol wzmaga kietkowanie nie-
ktérych roslin, np. sataty (38), fasoli (130), rzodkwi (39).

/ cl
H-C-NH-CO-CH
| x CI
ch2oh
Chloramfenikol ChloramFenikol

(forma pierscieniowa)

Schemat 2. Chloramfenikol i jego forma pierscieniowa

Niskie stezenia chloramfenikolu (10~6—10-4), ktére hamuja bakteryjna
synteze biatka in vivo i in vitro (88), nie wptywajg na synteze biatka
w uktadach pochodzacych z organizmow zwierzat wyzszych, np. z watro-
by szczura, retikulocytéw krélika (97, 132). Wyjatek stanowi synteza
przeciwciat wrazliwa juz na niskie stezenie antybiotyku (118). Z dwéch
rodzajow rybosoméw izolowanych z organu produkujgcego przeciwciata —
§ledziony — tylko rybosomy osadzone na endoplazmatycznym retikulum
ulegaja hamujacemu dziataniu (do 80%) chloramfenikolu, natomiast ry-
bosomy wolne sg stosunkowo oporne (114).

I11. Antybiotyki peptydowe

Botromycyna A2 jest antybiotykiem peptydowym o wzorze sumarycz-
nym C4H6X0 N8 (87). Hamuje ona synteze biatka w uktadzie bezkomor-
kowym z E.coli wobec syntetycznych matryc (117). Dziatanie tego anty-
biotyku zalezy od charakteru syntetycznego polinukleotydu; botromycyna
hamuje wigczanie aminokwaséw kierowane przez poliC, nie wptywa na-
tomiast na wigczanie aminokwaséw gdy matrycg jest poliU lub poliA.
Mechanizm dziatania antybiotyku polega na zahamowaniu przeniesienia
aminokwasu na rosngcy polipeptyd znajdujgcy sie na rybosomie. Ostatnio
wykazano, ze aktywno$¢ botromycyny jako inhibitora syntezy bialek od-
wracana jest przez wysokie stezenia rybosomoéw (76).
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Enomycyna wyizolowana przez grupe wspotpracownikow Umeza-
wy (110) z kultury Streptomyces mauvecolor, jest polipeptydem zasado-
wym o wysokim ciezarze czasteczkowym — okoto 11 000. Enomycyna
wykazuje aktywno$¢ przeciwrakowg, nie posiada natomiast wiasnosci
bakteriobdjczych. Antybiotyk ten tgczy sie z rybosomami wyizolowanymi
z komérek raka Ehrlicha, nie taczy sie natomiast z rybosomami E.coli (83).
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K ! | |
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Mikamycyna B

Dlatego tez Mizuno i wsp. (82) badajagc wptyw enomycyny na synteze
biatka in vitro zastosowali uktady bezkomdérkowe z komérek HelLa i z raka
puchlinowego Ehrlicha. Stwierdzili oni, ze enomycyna znacznie hamuje
biosynteze biatka w tych uktadach, nie wplywa natomiast na dziatanie
uktadu bezkomorkowego z E.coli. Ci sami autorzy wykazali, ze mecha-
nizm dziatania enomycyny polega na hamowaniu wigzania aminoacylo-
SRNA do polisoméw (83).

Mikamycyny mozna takze zaliczy¢ do antybiotykéw peptydowych.
Mikamycyna B (IX) jest makrocyklicznym laktonem peptydowym. Anty-
biotyki tej grupy hamujg bakteryjng synteze biatka zaréwno in vivo

jak i w uktadach bezkomoérkowych z E.coli i programowanych przez
poliU (138, 139). Stopiei hamowania zalezy przy tym od natury matry-
cy — mikamycyny wptywaja bardzo nieznacznie na synteze biatka in

vitro programowang przez matryce naturalne. Takze spokrewniona z mi-
kamycynami vernamycyna A hamuje w obecnosci poliU synteze biatka
w ukiladzie bezkomoérkowym z E.coli (72).

IV. Inne antybiotyki

Antybiotyki steroidowe. Y amaki (140) stwierdzit w 1965 roku, ze
dwa antybiotyki zawierajgce szkielet protolanostanu — kwas fuzydowy
(X) i kwas helwolowy (XI), hamujg biosynteze biatka w uktadach bakte-
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ryjnych in vivo iin vitro. Tanaka iwsp. (115) wykazali, ze mechanizm
dziatania tych antybiotykéw polega na zahamowaniu przeniesienia ami-
nokwasu z aminoacylo-sSRNA na rosnacy polipeptyd na rybosomie. Stwier-
dzono takze, ze kwas fuzydowy nie jest inhibitorem reakcji puromycyno-
wej, a wiec nie powoduje przedwczesnego ukonczenia tancucha biatko-
wego.

>—CHo-

X Kwas helwolowy
Kwas Fuzydowy -struktura czesciowa

Sparsomycyna, zwigzek o wzorze sumarycznym CI3H2IN3J 652 (46) jest
antybiotykiem o nieznanej blizej budowie, ktérego mechanizm dziatania
jest jednak czesciowo wyjasniony. Dodana do hodowli tkankowej komdrek
nowotworowych w stezeniu 0,05—I*g/ml wywotuje 50—100% zahamo-
wania wzrostu. Hamuje takze wzrost bakterii, drozdzy, grzybow, komaérek
ssakOw (47). Sparsomycyna jest inhibitorem biosyntezy biatka w ekstrak-
tach z E.coli (46) oraz z retikulocytow krolika (10), przy czym wiadomo,
ze dziata na etapie tworzenia wigzania peptydowego (48). W stezeniu
10~6M hamuje synteze biatka gdy matrycg sg syntetyczne polirybonukleo-
tydy, RNA faga MS2 lub naturalny mRNA bakteryjny (47). W reakcji pu-
romycynowej dziata jako kompetycyjny inhibitor puromycyny. W odrdz-
nieniu jednak od puromycyny hamowanie syntezy biatka w obecnosci syn-
tetycznych polinukleotyddw przez sparsomycyne zalezy od rodzaju poli-
nukleotydu (46). Jayaraman i Golberg (62) poréwnujac me-
chanizmy dziatania kilku antybiotykéw na synteze tancucha polipepty-
dowego stwierdzili, ze sparsomycyna hamuje tworzenie pierwszego wig-
zania peptydowego, podczas gdy chloramfenikol i gugerotyna wptywajg
przede wszystkim na wydtuzenie tancucha polipeptydowego.

Cykloheksimid (XII) inaczej zwany aktidionem jest inhibitorem bio-
syntezy biatka w komdrkach drozdzy, pierwotniakéw, ros$lin i ssakéw (29,
30, 67, 74, 142). Hamuje on synteze biatka takze w uktadach bezkomor-
kowych otrzymanych z Saccharomyces pastorianus (102), watroby szczura
(134), retikulocytéw krdlika (33). Nie wptywa natomiast na uktady bez-
komorkowe z Escherichia coli (29). Okazalo sie takze, ze synteza biatka
zachodzaca w mitochondriach jest niewrazliwa na dziatanie aktidionu (9).
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Cykloheksimid zawiera w czasteczce reszte imidu kwasu glutarowego.
Nalezy wspomnie¢, ze znane sg rowniez inne zwigzki glutarifnidowe dzia-
tajace na synteze biatka, na przykiad alkaloid emetyna (53).

OH

X

Cykloheksimid

Mechanizm dziatania aktidionu jest prawdopodobnie ztozony. Siegel
i Sisler (103) wykazali, ze antybiotyk ten zapobiega przeniesieniu
aminokwasu z aminoacylo-sRNA na kompleks rybosom-polipeptyd.
Wettstein i wsp. (134) stwierdzili, ze aktidion wywiera stabilizujgcy
wptyw na polisomy z watroby szczura. Godchaux i Herbert (45
zauwazyli, ze w niewysokim stezeniu (10-6 M) aktidion przeciwdziata roz-
padowi polisoméw z retikulocytow krolika, wywotanemu przez chloram-
fenikol lub fluorek sodu, natomiast wyzsze stezenia antybiotyku (10-4 M)
powodujg rozpad polisoméw.

Tetracykliny

Wptyw aktidionu na drozdze zalezy od gatunku drozdzy. Uklady bez-
komorkowe z Saccharomyces jragilis sg niewrazliwe na dodanie aktidionu
(104), natomiast w uktadach bezkomdrkowych z Srcerevisiae, S.elipsoideus
i S.pastorianus antybiotyk ten hamuje biosynteze biatka (12, 103, 135).
Odpornos$¢ na dziatanie cykloheksimidu jest cechg podjednostki 60S ry-
bosoméw drozdzy (96).
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Tetracykliny. Tetracyklina (XIII) ma wiasnosci chelatujgce, dzieki
czemu wigzac jony magnezu wywotuje dysocjacje rybosoméw Escherichia
coli do czastek 70S, zaréwno in vivo jak i in vitro (24, 25). Nie powoduje
jednak dalszej dysocjacji rybosomow do podjednostek. Antybiotyk ten
hamuje biosynteze biatka w uktadach bezkomdrkowych zaréwno z bakterii
jak i z tkanek ssakow (41, 52). Connamacher i Mandel (11) su-
gerowali, ze tetracyklina hamuje biosynteze biatka przez #aczenie sie
z mRNA. Z drugiej strony Hierowski (456) a takze Suarez
i Nathans (109) wykazali, ze tetracyklina wigzac sie z rybosomami
blokuje miejsce akceptorowe aminoacylo-sRNA, przez co zapobiega wig-
zaniu aminoacylo-sRNA do rybosoméw w obecnosci poliU jako matrycy.

Nieco inaczej dziata oksytetracyklina (XI11). W bezkomérkowych ukta-
dach z E.coli antybiotyk ten stymuluje wigczanie niektéorych aminokwa-
sow, np. cysteiny i tryptofanu, do biatek (123). Zjawisko to wykazuje
pewng analogie do efektu wywotywanego przez antybiotyki aminogliko-
zydowe.

Antybiotyki tetracyklinowe wptywajg posrednio, poprzez zahamowa-
nie biosyntezy, na powstanie w komorkach E.coli frakcji RNA sedymen-
tujgcej wolniej niz kwas rybonukleinowy powstajacy w normalnych wa-
runkach (59).

Erytromycyna (XIV) dziata duzo silniej na mikroorganizmy gramdo-
datnie niz na gramujemne. Zahamowanie biosyntezy biatka i wzrostu
w hodowli E.coli powoduje ona w stezeniu 1000 n-g/ml, natomiast przer-
wanie wzrostu hodowli Staphylococcus aureus zachodzi juz przy stezeniu
25j.igl/ml (5, 99). Stwierdzono przy tym, ze hamujac synteze biatka ery-
tromycyna nie wpltywa na synteze kwaséw nukleinowych (5). Prace prze-
prowadzone z bezkomdrkowymi ukiadami z B.subtilis i E.coli wykazaly,
ze takze in vitro erytromycyna jest inhibitorem biosyntezy biatka (121,
136). Badajgc mechanizm dziatania antybiotyku stwierdzono, ze erytro-

n(ch3)

CH,
XV

Erytromycyna
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mycyna wigze sie z podjednostkg 50S rybosoméw szczepu wrazliwego
B.subtilis; duzo stabiej wigze sie z rybosomami szczepu opornego (119).
Taubman iwsp. (120) zdefiniowali dziatanie erytromycyny jako hamo-
wanie zaleznego od rybosomoéw przeniesienia zaktywowanego aminokwa-
su do miejsca tworzenia wigzania peptydowego na rybosomie.

Linkomycyna

Linkomycyna (XV) hamuje synteze biatka oraz wzrost mikroorganiz-
mow gramdodatnich (63). Gdy uktad wiaczajacy zawiera rybosomy szcze-
pu wrazliwego, 100—200 ng linkomycyny/ml drastycznie obniza witacza-
nie fenyloalaniny do biatka w obecnosci poliU (8). Wyniki doswiadczen
z uzyciem rybosoméw rekonstruowanych wskazujg, ze miejscem dziata-
nia antybiotyku jest podjednostkg rybosomalna 50S (7). Stwierdzono przy
tym kompetycje miedzy erytromycyng i linkomycyng o miejsce na pod-
jednostce 50S rybosomoéw Bucillus stearothefrmophilus (8).

Wyniki dosSwiadczen genetycznych Apiriona (2) sugeruja istnie-
nie na chromosomie E.coli wspélnego locus, kontrolujgcego biatko rybo-
somalne wchodzace w skiad tej czesci rybosomu, do ktdrej przytaczajg
sie erytromycyna i linkomycyna. Mutacje w tym locus prowadzg do pow-
stania mutantow wrazliwych na te antybiotyki.

Mechanizm dziatania i podstawowe cechy oméwionych antybiotykow
przedstawione sg w tablicy 2.
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Mechanizm dziatania na
biosynteze biatka

Hamowanie przeniesienia

zaktywowanego aminokwa-

su na rosnacy polipeptyd
D

D

Hamowanie tworzenia pier-
wszego wigzania peptydo-
wego

Przedwczesne odtgczenie po-
polipeptydu

D

Zmiana wiasnosci kodujg-
cych ukiadu

Hamowanie koncowych eta-
péw biosyntezy biatka

1

Antybiotyk

Botromycyna

Cykloheksimid

Enomycyna

Erytromycyna A

Kwas fuzydowy

Kwas helwolowy

Kasugamycyna

Linkomycyna

Nukleocydyna

Tetracyklina

Sparsomycyna

Amicetyna

Blastycydyna

Gugerotyna

Puromycyna

Gentamycyna

Hygromycyna

Kanamycyna A

Neomycyna B

Oksytetracyklina

Paromomycyna

Streptomycyna

Chloramfenikol

Wiasnosci antybiotykéw—inhibitoréw biosyntezy biatka

Zrédio

Streptomyces
bottropensis

Streptomyces
griseus,
Streptomyces
noursei,
Streptomyces

naraensis
Streptomyces

Tawuvecoior
Streptomyces
erythreus

Fusidsium
coccineum

Aspergillus
fumigatus

Sterptomyces
kasugaensis

Streptomyces
lincolnensis

Streptomyces
calms

Uwodorowanie
chlorotetracykliny

Streptomyces
sparsogenes

Streptomyces-
fasciculatus

Streptomyces
griseochromogenus

Streptomyces
gougeroti

Streptomyces
albo-niger

Micromonospora
purpurea
Micromonospora
echinospora

Streptomyces
hygroscopicus

Streptomyces
kanamyceticus

Streptomyces
fradiae

Streptomyces
rimosus

Streptomyces
rimosus forma
paromomycinus

Streptomyces
griseus
Streptomyces
mashuensis

Streptomyces
venezuelae

Ciezar czasteczko-
wy lub wzér suma-
ryczny

743+36

254
teoret. 281

11 000

744

C3HAB 6

556—558

453—460
(chlorowodorek)

452

CnHB® 86

443

379

CHHLDONS

CHHADLNG

589

CZHZONT

536+25

cAh oo

460

691
(chlorowodorek)

CnH120A Z12

Organizm na kto6-

ry dziata

Mikroorganizmy

Drozdze, Grzyby

Nowotwory

Mikroorganizmy
gramdodatnie
gramujemne

Pierwotniaki

Mikroorganizmy
gramdodatnie

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy
Grzyby

Mikroorganizmy
gramdodatnie

Trypanosoma
eguiperdum

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy
Nowotwory
Drozdze

Grzyby
Mikroorganizmy
gramdodatnie

Mikroorganizmy
Grzyby

Nowotwory
Mikroorganizmy
Drozdze
Grzyby
Mikroorganizmy
gramdodatnie
Nowotwory
Pierwotniaki
Rosliny
Zwierzeta

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy
Promieniowce

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy
Promieniowce
Pierwotniaki

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy

Mikroorganizmy
Rosliny

Synteza przeciw-
ciat

Najnizsze ste-

zenie hamujace
wzrost in VIvO

fj.l/ml

0.17—10
0.08—>1000

0.01—>100
10—>1000

0.5—2000

10—100
10—100

0.1-16

0.1—15

10—50

0.4—6.2
5—> 100
5—>100

200—800
500
500

10—100

0.5—>200
6—>100

0.02—25

0.02—>300
0.01—1000
2—3000

0.5—15

1.2—3.7

0.1—4000

Stezenie uzy-

wane w bada-

niach in vitro
Ne/ml

10—100

4—250

1-100

0.1-10

10—1000
200—1000

40—600

0.5—450

0.04—400

0.05—100

0.05—5

25—200
do 10

25—200

0.05—400

10—100

50

0.01—100

30—500
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ALEKSANDRA PUTRAMENT*, ROMAN LORENC**

Mutanty oddechowe drozdzy

Respiratory Yeast Mutants

Respiratory yeast mutants are reviewed. Variety of mutational blocks resulting in
metabolic effects makes yeast a most useful tool in the studies of respiratory enzymes.

Komorki drozdzy stanowig material szczegdlnie dogodny do badania
biosyntezy enzymdéw tancucha oddechowego. Wynika to z mozliwosci ho-
dowania drozdzy w warunkach zaréwno tlenowych jak i beztlenowych, co
wptywa na metabolizm drozdzy i na uktady enzymatyczne w nich wy-
stepujace (10,65). Drozdze hodowane w warunkach tlenowych majg wy-
ksztatcone mitochondria i petny tancuch enzymédw oddechowych. W wa-
runkach beztlenowych uktad enzyméw oddechowych drozdzy zanika ule-
gajac tzw. ,rozmyciu” w ciggu kolejnych podziatdw komorek (52, 65, 66).
W fazie logarytmicznej wzrostu w warunkach $cisle beztlenowych drozdze
zawierajg cytochrom bi, w fazie stacjonarnej — tylko protoporfiryne (3).
U takich drozdzy indukcja tlenem, zwana ,,adaptacja tlenowa” powoduje
powstawanie struktur mitochondrialnych oraz brakujgcych enzymoéow tani-
cucha oddechowego (9, 10, 33, 34, 65, 77), czemu towarzyszy pojawienie
sie zdolnosci zuzywania tlenu oraz metabolizowania nie podlegajacych
fermentacji Zrodet wegla jak mleczan, etanol, octan, glicerol. Wystepo-
wanie mutantow oddechowych u drozdzy stanowi dodatkowe udogodnie-
nie przy badaniach biosyntezy enzyméw oddechowych. Liczne dane (4,
21, 42, 43, 74) przemawiajg za regulacjg tej syntezy zar6wno na szczeblu
jadrowym jak i cytoplazmatycznym. Zastosowanie metod genetycznych
umozliwia rozréznienie mutantéw obu klas. Pozwala to na selekcje i wy-
bér mutanta nie tylko zawierajacego poszczeg6lne skiadniki tancucha
enzymow oddechowych w najdogodniejszych dla badahA stosunkach ilos-
ciowych, lecz takze odznaczajgcego sie okreslonym sposobem regulacji
biosyntezy tych skiladnikéw.

* Doc. dr, Zakiad Genetyki, Uniwersytet Warszawski, Warszawa
** Dr, Zaktad Biochemii, Studium Doskonalenia Lekarzy, Warszawa
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I. Lahcuch oddechowy u drozdzy

tancuch oddechowy u drozdzy jest zlokalizowany w mitochondriach
jak u organizmoéw wyzszych i ma podobny sktad enzymatyczny. Stosujac
sok trawienny z Helix pomatia do rozbijania $cian komdrkowych drozdzy
otrzymano mitochondria o natywnej strukturze wykazujgce znaczng fo-
sforylacje (26, 50, 51). U Torulopsis jedynymi stwierdzonymi r6znicami
w stosunku do mitochondriéw organizméw wyzej uorganizowanych jest
brak jednego z miejsc fosforylacji w tancuchu oddechowym, co stanowi
zresztg przedmiot dyskusji (55), oraz zdolno$¢ do utleniania zred. NAD,
ktdrej nie majg nieuszkodzone mitochondria ssakow (51). Utlenianie zred.
NAD przez mitochondria drozdzy jest sprzegniete z fosforylacjg i sty-
mulowane przez zwigzki rozprzegajace fosforylacje, jak 2,4-dwunitro-
fenol lub pentachlorofenol. Badania wyodrebnionych z komoérek drozdzy
»Czastek oddechowych” (37, 39, 40, 53) wskazujg na istnienie trzech nie-
zaleznych drog przeptywu elektronéw w tancuchu. Dwie z nich zwigzane
bytyby z dehydrogenazg bursztynianowgq i zred. NAD, trzecia za$ z utle-
nianiem o- i L-mleczanu (schemat 1).

Schemat 1. Lancuch oddechowy u drozdzy (wg 40)
FpN —oksydoreduktaza zred. NAD: akceptor; FpS — oksydoreduktaza bursztynian: akceptor;
FpD — oksydoreduktaza D-mleczan: ferricytochrom c¢; FpL — oksydoreduktaza L-mleczan: ferri-
cytochrom c¢

Mutanty oddechowe drozdzy réznig sie zawarto$cig poszczegdlnych
cytochromdw, co uzaleznione jest od typu mutacji, a w poréwnaniu ze
szczepem dzikim zawierajg mato flawin i koenzymu Q (38). Tak zwane
»przyzyciowe” badanie widm charakterystycznych dla poszczegdinych
cytochroméw w niskich temperaturach (19, 62) pozwala tatwo zr6znico-
wacé poszczeg6lne mutanty. Yotsuyanagi (80, 81) porownywal w mi-
kroskopie elektronowym struktury mitochondriow szczepu dzikiego droz-
dzy hodowanego w warunkach tlenowych oraz mutantow: chromosomal-
nych, cytoplazmatycznych i podwéjnych (ze zmutowanym zaréwno ge-
nem chromosomalnym jak i czynnikiem cytoplazmatycznym). Okazato
sie, ze w fazie logarytmicznej wzrostu szczepu dzikiego w warunkach
tlenowych liczba mitochondriéow byta niewielka, a one same — stabo zor-
ganizowane. PrzejSciu z fazy logarytmicznej do stacjonarnej towarzyszyt
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wzrost liczby mitochondriéw oraz wystapienie licznych dobrze zorganizo-
wanych crist. U mutantdw cytoplazmatycznych wystepowaty zmienione
morfologicznie mitochondria.

I1. Adaptacja tlenowa drozdzy

Proces adaptacji tlenowej podlega podwdjnej regulacji—z jednej
strony indukowany jest obecnosScig tlenu czasteczkowego (69, 76), z dru-
giej podlega represji w zalezno$ci od stezenia glukozy (11, 16, 38, 52).
Przebieg adaptacji zalezy tez od warunkéw hodowli i fazy wzrostowej
zbieranych komédrek drozdzy oraz od sktadu Srodowiska adaptacyjnego
(20, 76).

Mechanizm dziatania tlenu nie zostat dotychczas ustalony. Stwierdzo-
no jednak wysoka specyficzno$¢ tlenu jako induktora (69).

Sutkowski, Stonimski i wsp. (17, 72) wykazali, ze zaréwno
synteza biatek w toku adaptacji, jak rowniez sam proces adaptacji sg
hamowane przez $wiatlo widzialne. Hamowanie to jest najsilniej zazna-
czone w ciggu dwoch pierwszych godzin po rozpoczeciu indukcji tlenem,
przy czym drozdze zbierane w fazie stacjonarnej hodowli beztlenowej
sg mniej podatne na wptyw Swiatta od zbieranych w fazie logarytmicznej.
Przy przedtuzonym naswietlaniu hamowanie jest nieodwracalne. Mecha-
nizm ani miejsce dziatania Swiatta nie sg znane.

Nie rozstrzygnieto ostatecznie w jakim stopniu indukcja tlenowa enzy-
mow oddechowych zwigzana jest z ich syntezg de novo a w jakim z uczyn-
nieniem istniejgcych prekursordw. Za syntezg de novo przemawia hamu-
jace dziatanie cykloheksimidu (12) i aktynomycyny D (35). W$rd6d indu-
kowanych tlenem enzymow (tablica 1) szczeg6lnie doktadnie przebadano
oksydoreduktaze L-mleczan :cytochrom c¢ i oksydoreduktaze D-mleczan :
:cytochrom c. Wystepujaca u drozdzy beztlenowych dehydrogenaza d (—)
mleczanowa (47, 48, 68) nie redukuje cytochromu c, a jej aktywnos¢ ulega
zanikowi w przebiegu adaptacji (48).

I11. Podstawy genetyki drozdzy

Materiat dziedziczny haploidalnych szczepow drozdzy zawarty jest
najprawdopodobniej w dwudziestu chromosomach (41). Kazdy z chromo-
somoéw zawiera informacje o innych cechach dziedzicznych, a wiec u ha-
ploidéw kazdy gen reprezentowany jest w pojedynczej dawce.

Jesli w odpowiednich warunkach zmiesza¢ dwa szczepy haploidalne
0 przeciwstawnych typach koniugacyjnych a i a, nastepuje kopulacja (l3-
czenie sie parami a z a) komorek i wypgczkowywanie komérek diploidal-
nych. Nie wiadomo doktadnie, jaki jest udziat cytoplazmy obu komorek
haploidalnych w powstawaniu diploidu. Jadro diploidu zawiera komplety
chromosoméw obu komorek wyjsciowych, ma wiec 20 par chromosoméw,
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przy czym chromosomy homologiczne zawierajg informacje genetyczng
dotyczacg tych samych biatek. Na przyktad szczep a ma w chromosomie
1l gen thr3*warunkujacy sekwencje aminokwaséw w aspartokinazie (5).
Poniewaz szczep alfa ma w homologicznym chromosomie réwniez ten
sam gen, szczep diploidalny ma dwa geny warunkujgce synteze tego en-
zymu. Takie dwa geny nazywane sg genami allelicznymi, lub allelami.

W diploidach mozna bada¢ komplementacje czyli uzupetnianie sie
poszczeg6lnych mutantéw. Zal6zmy, ze szczep a ma mutacje adP? w wy-
niku ktérej jest niezdolny do syntetyzowania puryn i nagromadza rézowy
pigment (arylaminy). Szczep alfa ma mutacje ad2 o takich samych ce-
chach. Gdyby mutacje adx i ad2 byty alleliczne, wéwczas w diploidzie
komplementacja nie nastgpitaby: nie bytby on zdolny do syntezy puryn
i nagromadzitby arylaminy. Jezeli jednak mutacje adxi ad2nie sg allelicz-
ne, powstaje diploid syntetyzujacy puryny a nie nagromadzajacy aryla-
min. Funkcje zablokowang przez mutacje adi spetnia bowiem jego nie
zmutowany allel (oznaczany symbolem ADXIlub ad 1+) ze szczepu alfa,
funkcje za$ zablokowang przez mutacje ad2 spetnia nie zmutowany gen
alleliczny wprowadzony przez szczep a.

Nowe mutanty otrzymuje sie ze szczepdw haploidalnych. Dla okreSle-
nia, czy mutacja jest dominujaca w stosunku do allelu dzikiego typu
otrzymuje sie diploid, ktéory w jednym z homologicznych chromosoméw
ma owg mutacje, w drugim za$ — allel dzikiego typu. Jesli diploid za-
chowuje sie jak szczep dzikiego typu, okresla sie mutacje jako recesywna,
jesli natomiast zachowuje sie jak mutant, mutacje uznaje sie za dominu-
jaca. W praktyce bodaj wszystkie mutacje prowadzgce do utraty aktyw-
nosci jakiego$ enzymu sg recesywne: zmutowany gen ma uszkodzony kod
na dany polipeptyd, zas$ jego allel nie uszkodzony przez mutacje funkcjo-
nuje normalnie. W niektérych jednak przypadkach geny zmutowane do-
minujg nad swymi allelami dzikiego typu. Przykladem takiej mutacji
u drozdzy moze by¢ opornos¢ na miedz — mutacja CUi (14). Chemiczny
mechanizm tej opornoSci nie jest znany.

Komdrki diploidalne drozdzy umieszczone na specjalnej pozywce
przechodzg mejoze (sporulacja). Kazda wyjSciowa komérka diploidglna
wytwarza cztery haploidalne askospory (tetrady). Mejotyczng segregacje
gendw znajdujacych sie w réznych chromosomach przedstawia schemat 2.

Dla dalszych rozwazan istotne jest, ze w przypadku, gdy dwa geny
znajdujg sie w chromosomach homologicznych, segregacja typu rodziciel-
skiego (PD) i nierodzicielskiego (NPD) jest jednakowo czesta. Je$li nato-
miast dwa geny znajdujg sie w tym samym chromosomie dostatecznie

* Mutanty jadrowe drozdzy oznaczane sg zazwyczaj skrétami nazw okres$lajg-
cych fenotyp danego mutanta i kolejnymi numerami: thr oznacza mutanta nie-
zdolnego do syntezy treoniny, cyfra 3 za$§ — trzeci zidentyfikowany gen warunkujacy
synteze treoniny. Dla odréznienia poszczegélnych mutantéw tego samego genu,

a wiec mutantow allelicznych dopisuje sie kreske i druga cyfre: thrj-j, thr3_2 itd.
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blisko siebie (czyli sg sprzezone), wowczas segregacja typu PD bedzie
o0 wiele czestsza niz typu NPD. Na tej podstawie mozna juz po przeanali-
zowaniu niewielu tetrad okresli¢, czy dwa geny sg sprzezone czy nie.

. ad- TR,
Segregacja
chromosoméw
i PD
w | podziale
mejotycznym AO, tr,
-— [ T—
adi R,
Al n, Tetrady
ad-, tr-i
Diploid powstaty
z haploidéw adi ’
adl TR, oraz AD1tr* ad-, tr-
< NPD
ADi TR, AD- T8,
A0, TRL 4

Schemat 2. Segregacja par alleli adj— ADt i trx— TRj w trakcie podziatu
mejotycznego
W pierwszym podziale mejotycznym rozdzielaja sie chromosomy homologiczne. Mozliwe sa
dwie ewentualnoéci: a) chromosom z genem ad, segreguje razem z chromosomem majgcym
allel TR,, AD, za$ — razem z tr,. W drugim podziale mejotycznym rozdzielajag si¢ chromatydy
kazdego z chromosomoéw. W wyniku jedna para spor w tetradzie ma genotypy takie jak rodzic
ad, TR, druga za$ —jak rodzic AD, tr,; spory odpowiadajag dwu typom rodzicielskim (ang.
parental dltype, PD), b) Chromosom z genem ad, segreguje razem z chromosomem majacym
allel tr,, AD, za$ —razem z TR,  Prowadzi to —po drugim podziale mejotycznym —do po-
wstania dwu par spor o nie rodzicielskim uktadzie alleli (ang. non-parental ditype, NPD)

IV. Mutanty oddechowe Saccharomyces cerevisiae

Pierwsze mutanty oddechowe wykryto w hodowlach drozdzy na po-
zywce zawierajgcej 0,1% glukozy i 2% glicerolu (7, 9, 61). Taka pozywka
zapewnia normalny wzrost szczepu dzikiego. Natomiast mutanty o uszko-
dzonym uktadzie enzyméw oddechowych nie mogg wykorzystywac¢ wegla
ze zwigzkow nie ulegajgcych fermentacji, a niskie stezenie glukozy w pod-
tozu powoduje, ze tworza one mate, wolno rosnace kolonie. Stad pochodzi
pierwotna nazwa tej grupy mutantéw — mate (franc. petite). W latach
pézniejszych, stosujagc inne metody izolowania wykryto nowe typy mu-
tantdow oddechowych drozdzy.

Obecnie mozna je sklasyfikowaé¢ w nastepujacy sposob:

1. Mutanty jadrowe.

a) Mate, oznaczane najczesciej symbolem p i kolejnymi numerami
(takze ly6i ly8, oraz ich allele dzikiego typu P. Nie rosng, lub rosng
bardzo stabo na nie ulegajgcych fermentacji zrédtach wegla. Nie
pobierajg lub pobierajg mato tlenu.

b) Mutant opi.
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c) Mutanty cy majg bardzo obnizong zawarto$¢ cytochromu c. Wiek-
szo$¢ z nich pobiera tlen i stabo rosnie na nie ulegajacych fermen-
tacji zrédtach wegla.

d) Mutant cyt.

2. Mutanty cytoplazmatyczne ro~ (typ standardowy — ro+) sg zdolne
tylko do fermentacji. Nie pobierajg tlenu. Jest to najczesciej wyste-
pujacy u drozdzy typ mutantow oddechowych; czesto nazywa sie je
mutantami matymi cytoplazmatycznymi. Mozna je w sposéb dos¢
umowny podzieli¢ na dwie podgrupy:

a) ron cytoplazmatyczne mutanty neutralne, oraz

b) ro 7 cytoplazmatyczne mutanty supresyjne.

la. Mutanty jadrowe typu p

Pierwsze mutanty tego typu opisali Sherman (59), Sherman
i Stonimski (62) oraz Mounolou i wsp. (43). Mutanty p zacho-
wujg sie jak recesywne: #3czac sie ze szczepem standardowym P dajg
diploidy normalnie rosngce na glicerolu i oddychajgce. Po sporulacji
otrzymuje sie tetrady zawierajace dwie spory z mutantem p i dwie spory
P. Olbrzymia wiekszo$¢ mutantéw p okazata sie niealleliczna: diploidy
powstate z polgczenia dwoch réznych zmutowanych szczepéw np. pxi p7
zachowujg sie jak szczepy standardowe pod wzgledem wzrostu na glice-
rolu i zdolno$ci zuzywania tlenu. Mutanty pxi p7 wykazujg zatem kom-
plementacje. Krzyzowki miedzy réznymi mutantami p nie byty, jak sie
wydaje, doktadniej badane, lecz nieliczne zebrane dotychczas dane wska-
zujg na niezalezng segregacje par réznych mutantéw (ilo$¢ tetrad PD =
= NPD). Zadne dane nie wskazujg na zgrupowanie tych gendéw w super-
jednostki typu operonow.

Wspdlng cechg mutantow p jest brak cytochromoéw a+ a3, nieco pod-
wyzszony poziom cytochromu c, niepobieranie lub pobieranie tylko bardzo
matych iloSci tlenu oraz zdolno$¢ do wzrostu tylko na ulegajacych fer-
mentacji zrédtach wegla. Mutanty p6i p7nie majg réwniez cytochromu b,
ktéry wystepuje w normalnej iloSci u mutanta p5 Mutant p4 w przeci-
wienstwie do pozostatych pobiera mate ilosci tlenu, ma bardzo niski po-
ziom cytochromo6w a+ a3 i b, nie ros$nie na Zrédtach wegla ulegajacych
fermentacji. Spektrum cytochromowego mutantow pi i p3 nie udato sie
okres$li¢, poniewaz szczepy z tymi mutacjami zawierajg bardzo duzy pro-
cent komdrek o zmienionym czynniku cytoplazmatycznym, ktore sa
zawsze pozbawione cytochroméw a+ a3oraz b.

Mutanty oznaczone symbolami ly6i ly8nnie sg zdolne do oddychania,
a ponadto nie syntetyzujg lizyny. Wedlug Ogura iwsp. (49) wymagaja
one do wzrostu takze kwasu glutaminowego, o czym Sherman i Sto-
nimski (62) nie wspominajg. Oba te mutanty majg rowniez zmutowany
czynnik cytoplazmatyczny. Sherman i Stonimski (62) podkres-
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lali, ze mutanty p i ly nie majg cytochromoéw S$cisle zwigzanych ze struk-
turg mitochondrium, majg za$ w nadmiarze luzno z tg strukturg zwia-
zany cytochrom c.

Dalszych informacji o mutantach typu p dostarczyli Lachowicz
i wsp. (31, 32 oraz informacje ustne). Wyizolowali oni okoto 40 mutantow
oddechowych, z ktérych tylko nieliczne okazaty sie alleliczne w stosunku
do juz znanych. Spos$r6d mutantéw doktadniej zbadanych dwanascie nie
zawiera cytochromow a+ a3 oraz b (jak p6i p7, a szes¢ mutantéw nie
posiada cytochroméw a+ a3 (jak p5. Wszystkie wykazuja podobny po-
ziom cytrochromu c. Poza tym jeden z mutantow nie ma tylko cytochro-
mu b, jeden za$§ mutant nie ma cytochromoéw a+ a3oraz ¢, ma natomiast
cytochrom b, jest wiec zasadniczo odmienny od pozostatych.

Obecnie znamy juz okoto trzydziestu gendw jadrowych, zwigzanych
z procesem oddychania. Mutacja w jednym z nich wystarcza do catkowi-
tego lub prawie catkowitego zablokowania procesu oddychania. Efekty
fenotypowe kazdej z tych mutacji sg zblizone do siebie, a czasem nieodroz-
nialne dostepnymi metodami badawczymi. Na podstawie bardzo malej
iloSci mutacji allelicznych mozna przypuszczaé, ze ogdlna ilos¢ gendw,
ktorych funkcje zwigzane sa w jaki$ sposéb z tancuchem oddechowym,
jest bardzo duza.

Dotychczas nie udato sie powigza¢ zadnej mutacji nalezacej do tej
grupy z brakiem lub zmiang budowy jednego $cisle okreSlonego polipep-
tydu. Bez dalszych badan bytoby ryzykowne zaktadanie, ze otrzymany
przez zesp6t Lachowicza mutant pozbawiony jedynie cytochromu b ma
zmutowany gen warunkujacy strukture czesci biatkowej tego cytochromu.

W populacji mutantéw p powstajg samorzutnie rewertanty normalnie
oddychajace i rosngce na nie ulegajacych fermentacji Zrédtach wegla.
Szybkie nagromadzanie sie rewertantdw czesto utrudnia analize gene-
tyczng mutantéw p (Lachowicz i Kotylak, informacja ustna). Mozna przy-
puszczaé, ze szczepy normalnie oddychajgce majg przewage selektywng
nad tymi, ktore zdolne sg jedynie do fermentacji.

Ib. Mutant opx

Podobnie jak dla innych mutantéw oddechowych gtownym Zrodiem
energii dla tego mutanta jest fermentacja glukozy. Jednakze mutant op:
zuzywa tyle tlenu ile szczep dziki, cho¢ nie wykorzystuje zrodet wegla nie
ulegajacych fermentacji. Analiza genetyczna wykazata, ze jest to poje-
dyncza mutacja typu jadrowego (28, 31). Wyodrebnione mitochondria
mutanta (27) wykazujg zmniejszong zdolno$¢ do fosforylacji w poréwna-
niu z mitochondriami szczepu dzikiego. Typowe zwigzki rozprzegajgce
fosforylacje np. dwunitrofenol zwiekszajg zuzycie tlenu. Mozna stagd wno-
si¢, ze dotkniete mutacjg miejsce nie jest zwigzane ze sprzezeniem fos-
forylacji z oddychaniem lecz z ktorym$ z dalszych etapéw fosforylacji.
Ten tok rozumowania wydaja sie potwierdza¢ wyniki badaf nad aktyw-
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noscig ATPazowa mitochondriéw szczepu dzikiego, mutanta opxi jednego
z mutantéw cytoplazmatycznych (26, 27, 28, 29). U szczepu dzikiego
S.cerevisiae we frakcji mitochondrialnej wystepuje ATPaza o dwdch
optimach dziatania: przy pH 6,2 oraz pH 9,5. Aktywno$¢ jej zwiekszaja
jony Mg2+. Azydek oraz oligomycyna silnie hamujg aktywnos$¢ przy pH
9,5 a nie wywierajag wptywu na aktywnos$¢ przy pH 6,2. Nie jest wyklu-
czone, ze sg to dwa rozne enzymy. Mutant opi wykazuje wyraznie mniej-
szg aktywnos$é¢ ATPazy o optimum pH 95 w pordéwnaniu ze szczepem
dzikim, natomiast aktywno$¢ enzymu dziatajacego przy pH 6,2 i wrazli-
wos¢ na inhibitory jest taka sama. Ponadto u mutanta opj wystepuje
mniejsza ilos¢ cytochromu a. Fakt ten oraz niskie wartosci stosunku P/O
przy utlenianiu ketoglutaranu $wiadczg o ztozonym charakterze mutacji.
U jednego z mutantdw cytoplazmatycznych S.cerevisiae ATPaza w mito-
chondriach wykazuje réwniez dwa optima dziatania przy rdéznych pH.
W tym przypadku jednak w przeciwienstwie do mitochondriow szczepu
dzikiego dziatanie enzymu przy pH 9,5 nie byto hamowane przez oligo-

mycyne (29).
Ic. Mutanty cy

W komorkach dzikiego szczepu S.cerevisiae stwierdzono obecnos¢
dwoch rodzajow cytochromu c, réznigcych sie strukturg pierwszorzedowg
(15, 57). Cytochromy te nazwano izo-1 cytochrom c i izo-2 cytochrom c.
Ilo$¢ izo-1 cytochromu ¢ w hodowanych tlenowo drozdzach siega 92flo
catkowitej ilosci cytochromu c. Oba izocytochromy ¢ mozna rozdzielié
za pomocg chromatografii na wymieniaczach kationowych (56, 64) i elek-
troforezy. Struktura pierwszorzedowg izo-1 cytochromu c okazata sie
identyczna ze struktura drozdzowego cytochromu c ustalong przez N a -
rite iwsp. (46) (cytowane za 63). Natomiast struktura pierwszorzedowg
izo-2 cytochromu c nie zostata dotychczas okre$lona. Odrebnosé obu izo-
cytochromdéw potwierdzita analiza sktadu aminokwasowego metoda elek-
trochromatografii (ang. jinger print) i sekwencji aminokwasowej polipep-
tydu zwigzanego z pierScieniem hemowym (71).

Mutanty cy wyselekcjonowano na podstawie badania widma absorpcji
charakterystycznego dla poszczego6lnych cytochromow w temperaturze
—190° (19, 62). Mutanty te wykazujg mniej wyrazne pasma absorpcji
charakterystyczne dla cytochromu c lub nie wykazujg ich wcale. W nie-
ktéorych przypadkach ilos¢ cytochromu c jest proporcjonalnie mniejsza
niz cytochromu b w poréwnaniu ze szczepem standardowym. Sherman
(60) wykazat, ze wszystkie mutanty cy segregujg w krzyzéwkach w sposéb
charakterystyczny dla mutantow jadrowych. Zidentyfikowat on szes¢
réznych, niesprzezonych genéw cy. Mutacje w genach cy!, cy2 cy3 cy4
prowadza do utraty zdolnosci do wzrostu na mleczanach, jakkolwiek
mutanty te mogg rosna¢ na glicerolu jako zrddle wegla. Mutant cy5rosnie
bardzo stabo zar6wno na mleczanie jak i na glicerolu. Mutant cy6 ma
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znacznie mniejszg ilos¢ cytochromu c i rosnie zarbwno na mleczanie jak

i na glicerolu.
Najdoktadniej zbadano alleliczne, tzn, niekomplementujgce mutanty
cyi-i i cyx_2 (60, 63). Nie zawierajag one wcale izo-1 cytochromu c, za$

ilos¢ izo-2 cytochromu c jest taka jak w szczepie dzikim. Wysiewajagc mu-
tanty cyi_2na mleczanie jako na jedynym zrodle wegla wyselekcjonowano
rewertanty o normalnej ilosci izo-1 cytochromu c. R6znica miedzy jed-
nym z tych rewertantdw cy x_2a a szczepem standardowym polega na
zastgpieniu kwasu glutaminowego tyrozyng w peptydzie tgczacym sie
z hemem (63). Pierwotna wiec mutacja mogtaby dotyczy¢ zmiany try-
pletu GAA -> UAA lub GAG -> UAG (GAA i GAG koduja kwas gluta-
minowy, UAA i UAG za$ kodujg przerwanie syntezy tancucha polipep-
tydowego), a rewersja — zmiany ktérego$ z trypletéw ,,nonsensownych”
na tryplet UAU lub UAC (oba kodujg tyrozyne). Zachowanie sie rewer-
tanta cyA w krzyzéwkach potwierdza, ze cyx jest genem jadrowym,
a badana rewersja polega rzeczywiscie na zmianie w tym genie. Pozwala
to sadzi¢, ze gen cyxjest genem strukturalnym izo-1 cytochromu c z loka-
lizacja w jadrowym DNA.

Zidentyfikowanie mutantow cy! pozwolito wyjasni¢, dlaczego przy
przenoszeniu kultury beztlenowej drozdzy do warunkéw tlenowych syn-
teza izo-2 cytochromu c rozpoczyna sie wczes$niej i poczatkowo nagro-
madza sie go wiecej niz izo-1 cytochromu c, a p6zniej dopiero zachodzi
szybka synteza izo-1 cytochromu c. Ostatecznie w fazie stacjonarnej kul-
tury drozdzy w warunkach tlenowych jest 92% izo-1 cytochromu c¢
i zaledwie 8% iz0-2 cytochromu c. Stonimski i wsp. (67) przypusz-
czajg, ze izo-2 cytochrom c spetnia role regulatora biosyntezy izo-1 cyto-
chromu c. W drozdzach hodowanych beztlenowo wystepowatby biatkowy
prekursor o funkcjach represorowych w stosunku do cytochromu c.
W obecnos$ci tlenu po dotgczeniu pierscienia hemowego do tego prekur-
sora powstawatby izo-2 cytochrom c, co powodowatoby derepresje syn-
tezy izo-1 cytochromu c. Hipoteze te potwierdza fakt, ze przy indukcji
tlenem drozdzy z hodowli beztlenowej stopien wigczania znakowanych
aminokwasow do izo-2 cytochromu c¢ jest o 30—40% nizszy niz do izo-1
cytrochromu c (13, 15). Synteze obu izocytochroméw mozna zahamowac
dodajagc do Srodowiska adaptacyjnego 5-metylotryptofan, przy czym sil-
niej zahamowana jest synteza izo-1 cytochromu c. Mutanty auksotroficz-
ne, wymagajace do wzrostu tyrozyny i fenyloalaniny,. przy ograniczonych
iloSciach tych aminokwasoéw nie syntetyzujg izo-1 cytochromu c, nato-
miast izo-2 cytochrom c pozostaje w nich nadal. Cykloheksimid dziatajgc
na komoérki drozdzy w czasie adaptacji tlenowej hamuje catkowicie syn-
teze enzymow oddechowych (12). Nawet przy wysokim stezeniu tego
antymetabolitu synteza izo-1 cytochromu c jest hamowana catkowicie,
natomiast synteza izo-2 cytochromu c jedynie w 30—40%. Badania kine-
tyki indukowanej tlenem syntezy obu izocytochroméw wykazaty, ze ilos¢
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izo-2 cytochromu c zwieksza sie szybko i niezaleznie od obecnos$ci cyklo-
heksimidu w ciggu pierwszej godziny adaptacj tlenowej, za$ ilo$¢ izo-1
cytochromu c zaczyna wzrasta¢ dopiero po osiggnieciu przez izo-2 cyto-
chrom c statego poziomu (56).

Id. Mutant ,,cyt”

Mutant ,cyt”, wykryty przez Gunge iwsp. (18), hodowany w tem-
peraturze 25° zawiera wszystkie cytochromy, natomiast w wyzszych
temperaturach synteza cytochromow jest zahamowana i nagromadzajg
sie koproporfiryny. Pomimo braku uktadu cytochromowego, mutant ten
wykazuje nikly wzrost na podtozu zawierajagcym mleczan jako jedyne
zré6dto wegla. Autorzy sadza, ze mutacja ta polega na wystepowaniu
u mutanta termolabilnej dekarboksylazy koproporfirynogenowej. W niz-
szej temperaturze enzym ten dziala prawie normalnie przeksztatcajgc
koproporfing w protoporfiryne, natomiast podniesienie temperatury po-
woduje jego catkowitg inaktywacje.

2. Mutanty cytoplazmatyczne ro~

Wszystkie zbadane dotagd mutanty cytoplazmatyczne S.cerevisiae poz-
bawione sg cytochromdéw a+ a3oraz b i majg zwiekszong zawarto$¢ cyto-
chromu c. Sg wiec pod tym wzgledem zblizone do najliczniejszej grupy
mutantéw jadrowych p. Natomiast w przeciwieAstwie do mutantéw ja-
drowych mutanty ro~ nie sg zdolne do rewersji (43).

2a. Mutanty ro~

Zachowujg sie w krzyzédwkach w sposob charakterystyczny dla poza-
jadrowych (cytoplazmatycznych) czynnikéw dziedzicznych (59, 62). Nie-
ktére z tych mutantéw po skrzyzowaniu ze szczepami standardowymi
dajg diploidy standardowe, a po mejozie wszystkie spory sg réwniez typu
standardowego. Mutanty te nazwano cytoplazmatycznymi mutantami neu-
tralnymi i oznaczono symbolem ro . Niezaleznie otrzymane mutanty
ro® nie wykazujg komplementacji, gdyz po skrzyzowaniu daja mate diplo-
idy nie zdolne do sporulacji. W krzyzowkach miedzy mutantami cytoplaz-
matycznymi ro*T i mutantami jadrowymi p, otrzymuje sie diploidy typu
standardowego, a po mejozie potowa spor w tetradach jest typu standar-
dowego, potowa za§ ma mutacje p. Zatem mutacje roiT ,,gubig sie” w pro-
cesie krzyzowania.

Szczegbtowe badania wykazaty jednak, ze takie mutanty jadrowe jak
P3>tye i ly8w krzyzéwkach z ro™ dajg wytgcznie diploidy mate, a mutant
Pi — do kilkudziesieciu procent diploidow matych. Wyniki wielokrotnego
powtarzania tego rodzaju krzyzéwek z udziatem rdéznych mutantéw p
wskazuja, ze niektorym mutacjom typu p towarzysza mutacje cytoplaz-
matyczne. Mozna przypuszczac¢, ze normalne funkcjonowanie niektérych
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genow jadrowych jest niezbedne do normalnego funkcjonowania czynnika
(czynnikéw ?) cytoplazmatycznego. Mutacje za§ w innych genach jadro-
wych powodujg zwiekszenie czestoSci mutacji cytoplazmatycznych.

2b. Mutanty ro~

Inna grupa mutantow matych, nazwanych mutantami cytoplazmatycz-
nymi supresyjnymi, ror jest przedmiotem nieukofnczonych jeszcze, wielo-
letnich badan Ephrussiego i wsp. (6 7, 8 9, 61). Mutanty te po
skrzyzowaniu ze szczepem standardowym dajg zygoty, ktére normalnie
przechodza mejoze, jesli sg umieszczone na podtozu sporulacyjnym bez-
posrednio po diploidyzacji. Niemniej wszystkie lub prawie wszystkie
otrzymane z nich spory sg mutantami réj. Jesli natomiast zygoty sg przez
pewien czas rozmnazane wegetatywnie, to otrzymuje sie trzy typy kolonii
diploidalnych: mate, nie barwigce si¢ chlorkiem tetrazolu, duze typu
standardowego, oraz kilka rodzajéw kolonii mieszanych ztozonych z ko-
maérek nie barwigcych sig, dobrze barwigcych sie i posrednich. llo$¢ tych
trzech typow kolonii moze by¢ rozna, ale jest ona mniej wiecej stata dla
danego mutanta. Ephrussi uwaza, ze po po#gczeniu sie cytoplazmy nor-
malnej i cytoplazmy z mutantdw ros nastepuje przejsciowy okres réwno-
wagi chwiejnej, w ciggu ktorego czynniki $rodowiskowe mogg modyfi-
kowa¢ procent kolonii matych: podtoze zawierajagce octan sodu sprzyja
zwiekszeniu ilosci duzych kolonii, a temperatura suboptymalna (18°C) —
matych kolonii. Zygoty powstajgce z drozdzy standardowych, hodowa-
nych beztlenowo i mutantéw ro*~ zdolne sg do wytworzenia enzymoéw
tancucha oddechowego i pobierania tlenu. Prawdopodobnie zatem czynnik
supresyjny nie niszczy uktadu enzyméw oddechowych, a tylko w jaki$
spos6b przeszkadza powstawaniu normalnych mitochondriow. W przej-
Sciowym okresie réwnowagi istnieje wiec konkurencja miedzy namna-
zaniem sie mitochondriéw normalnych i zmutowanych. Okres ten w ciggu
ktorego ,wahajg sie losy” obu typow mitochondriéw jest dos¢ diugi.

Mutacje cytoplazmatyczne zachodza u drozdzy na innej zasadzie niz
mutacje jadrowe. Logicznemu przypuszczeniu Wierzbickiego
i Bartkowiaka (78), ze pozajadrowe czynniki genetyczne moga
zwieksza¢ opornos¢ komdrek na przypadkowe dziatanie mutagenow, prze-
czg wyniki badan nad drozdzami. Mutacje jadrowe zachodzg u drozdzy
rzadko. Nawet przy indukowaniu najskuteczniejszymi mutagenami czes-
to$¢ mutacji p i cy w pojedynczym genie mierzona jest utamkami pro-
centow. W przeciwienstwie do tego czesto$¢ spontanicznych mutacji cyto-
plazmatycznych u drozdzy jest rzedu jednego, a u niektdrych szczepow
nawet kilku procent. Euflawina lub akryflawina w stezeniu 1 X 10~6 M
wywotujg u drozdzy mutacje, ktére praktycznie w 100°a sg typu ro_ (7,
36, 74), podczas gdy mutagenno$¢ tych zwigzkéw w stosunku do gendw
jadrowych (poza bakteriofagami) nie zostala udowodniona. Sherman
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(60) indukujac ultrafioletem mutanty typu cy otrzymywat do 50% kolonii
matych, wsérdod ktérych przyttaczajgca wiekszo$¢ stanowity mutanty ro_,
a nie wiecej niz 2% kolonie o zmienionym spektrum cytochromu c, jak-
kolwiek mutacja w ktorymkolwiek z co najmniej szeSciu réznych genow
jadrowych prowadzi do mutacji cy. Analogiczne wyniki co do czestosci
indukowanych ultrafioletem mutacji ro~ otrzymali Sarachek i Bish
(54).

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

Jakob (24) okreSlata po jakim czasie od powstania zygoty z r6znych
mutantdw p i ro~ wykazujg one zdolno$¢ do oddychania (oba haploidy
rodzicielskie nie sg zdolne do oddychania, ale w wyniku komplementacji
diploid powinien zachowywac sie jak typ standardowy). Oddychanie mie-
rzono zuzyciem tlenu w aparacie Warburga w pozywce bez Zrédia azotu
i z etanolem jako zrédiem wegla.

Drozdze standardowe hodowane przez 20 pokolen beztlenowo uzyskujg
zdolnos$¢ do oddychania dopiero po dwu godzinach przebywania w warun-
kach tlenowych, na pozywce z cukrem, a maksymalne zuzywanie tlenu
wynosi 250 |il na godzine, na 108 komdrek (doktadniej: jednostek zdolnych
do utworzenia kolonii, ang. colony forming units). Zygotom p5 X pj oraz
p5 X p7 wystarczyto p6t godziny przebywania na poditozu z cukrem, by
osiggna¢ takie zuzycie tlenu. Podobnie zachowywaly sie zygoty p5o+ X
X Pro-. Natomiast zygoty Piro+ X Pro- nie byty zdolne do oddychania
przez 1,5 godziny.

Zygoty p5o+ X p7ro- a takze pSo+ X Piro~ wykazywaty zdolno$¢ do
oddychania po péitgodzinnym przebywaniu na poditozu z cukrem. Nato-
miast zygoty pSo_ X p7ro+ osiggaty poziom 250 fil 0 2dopiero po siedmio-
godzinnym przebywaniu na glukozie, a zygoty Psro- X Piro+ az po o$Smiu
godzinach. Na tej podstawie Jakob przypuszcza, ze odtworzenie aparatu
oddechowego zachodzi w nastepujacych etapach:

A~ro_BPICP7DP5E

Mutacje ro~ blokujg etap najwczes$niejszy, p5 za§ — najpdzniejszy.
Gdy obie mutacje wystepuja w tym samym haploidzie wyjSciowym,
z jakich$ powoddw przedtuza sie okres, w ciggu ktérego zygota odbudo-
wuje swdj aparat oddechowy.

Jednakze Konieczna i Lachowicz (25) stwierdzili, ze zygota
powstata w wyniku skrzyzowania mutanta p ze szczepem standardowym
nie jest zdolna przez jaki$ czas do wzrostu na glicerolu. Wskazuje to, iz
nie moze ona normalnie oddycha¢ jakkolwiek mutanty p sg recesywne.
Autorzy wysuneli alternatywng hipoteze, ze mutanty oddechowe p maja
w cytoplazmie inhibitor uniemozliwiajacy przez jaki$ czas normalne od-
dychanie.

Bardzo interesujaca jest obserwacja Jakob (24), ze po okresie



[13] MUTANTY ODDECHOWE DROZDZY 259

przejSciowym omawiane zygoty zaczynajg zuzywac znacznie wiecej tlenu
niz szczep kontrolny dziki. Na przykiad po 10—11 godzinach od skrzy-
zowania zygoty pSo+ X Pro- zuzywajg cztery razy wiecej tlenu niz
kontrola, nastepnie za$ zuzycie tlenu maleje i po 22 godzinach od skrzy-
zowania powraca do normy. Zygoty p#o+ X Pro- osiggaty maksymalne
zuzycie tlenu po 12 godzinach, ale w ciggu nastepnych 12 godzin byto ono
nadal wyzsze niz w kontroli. Naiezy zaznaczyé, ze okres 24 godzin odpo-
wiada mniej wiecej 12 pokoleniom komorkowym. Podobnie zachowywaty
sie wszystkie badane przez autorke zygoty. Pobieranie tlenu i spalanie
substratu normalnie podlega zatem jakiemu$ systemowi regulacyjnemu,
ktéry nie funkcjonuje u zygot powstatych z potgczenia mutantéw odde-
chowych i jest odbudowywany bardzo powoli.

U krzyzéwek pao+ X Pro“ wykazano (57, 58), ze wzrastajgce wartosci
zuzycia tlenu zwigzane sg z syntezg de novo oksydazy cytochromowej.
Synteza ta ulegata zahamowaniu pod wptywem cykloheksimidu.

V. Mitochondrialny DNA a mutanty oddechowe

Zagadnienie obecnosci kwaséw nukleinowych w mitochondriach, jak
i biosynteza biatka w tych organellach omawiane byto w dwéch artykutach
w Postepach Biochemii (75, 78). Réwniez w mitochondriach drozdzy wy-
kazano zar6wno obecno$¢ DNA (42, 43, 44, 73) jak i polimerazy DNA (79).
Wedtug Mounolou i wsp. (420 DNA mitochondriow drozdzy stanowi
od 10— 14°/o catego DNA komorki. Te war i i wsp. (73) wykazali, ze
wiasnosci fizyczne DNA jadrowego i mitochondrialnego r6znig sie. Obie
frakcje mozna rozdzieli¢ drogg ultrawirowania w gradiencie chlorku cezu.
Frakcja mitochondrialna sktada sie z dwoch podfrakcji, co stwierdzono
badajac gestos¢ pozorng DNA i zalezno$é absorpcji w ultrafiolecie od
temperatury. Potwierdzajag to Moustacchi i Wiliamson (44),
ktorzy stwierdzili w komaérkach drozdzy obecno$é trzech rodzajow DNA
0 gestosci pozornej 1,699 g/cm3, 1,706 g/cm3i 1,683 g/cm3. Pierwsza z tych
wartosci odpowiadataby DNA jadrowemu, trzecia — DNA mitochondrial-
nemu. Autorzy ci wykazali ponadto, ze hodowanie drozdzy w réznych
warunkach fizjologicznych a takze indukowanie akryflawing mutacji cy-
toplazmatycznych zmienia jedynie ilo§¢ DNA przypisywanego mitochon-
driom, a nie wptywa na dwa pozostate rodzaje DNA. Podobne wyniki
otrzymali Mounolou, Jakob i Stonimski (42, 43). Badali oni
DNA z mutantow oddechowych jadrowych oraz cytoplazmatycznych:
neutralnych i supresyjnych (por. tabl. 2). Frakcje DNA otrzymane ze
szczepu dzikiego nie réznig sie swoimi witasciwosciami od DNA z mutan-
téw jadrowych. Wartos$ci gestosci pozornej wynosity 1,701 g/cm3dla DNA
jadrowego; 1,705 g/cm3dla jednej z pozostatych dwdéch frakcji pozajadro-
wych i 1,687 g/cm3 dla frakcji odpowiadajacej DNA mitochondrialnemu
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(tablica 2). Natomiast u mutantéw cytoplazmatycznych gesto$¢ pozorna
DNA cytoplazmatycznego jest inna: u mutanta neutralnego wynosi ona
1,683 g/cm3, a u mutanta supresyjnego wzrasta do 1,695 g/cm3. W zwigzku
z tym nasuwa sie pytanie czy rzeczywiscie w DNA mitochondrialnym
jest zakodowana informacja o pierwszorzedowej strukturze ich biatek.
Z wartosci obliczonego ciezaru czasteczkowego znajdujacego sie w mito-
chondrium DNA wydaje sie to mozliwe (42), jednak réznice gestosci po-
zornej DNA z mitochondriow szczepéw standardowych oraz mutantéw
ron i ro~, nie mogg by¢ traktowane jako dowdd. Przede wszystkim nie
wiadomo, czy zmiany w DNA u mutantow cytoplazmatycznych wywo-
tuja miedzy innymi zmiany w strukturze i funkcji mitochondriéw czy
tez zmiany w mitochondriach prowadzg miedzy innymi do zmian w ges-
tosci pozornej ich DNA.' Zmiany takie zdaniem Mounolou i wsp. (43)
moga by¢ spowodowane na przyktad wystepowaniem wiekszej czy mniej-
szej niz normalnie ilosci zmetylowanych zasad, dotgczeniem czasteczki
cukru itd. Zmiany gestosci pozornej DNA mogg by¢ takze uwarunkowane
wystepowaniem w szczepach standardowych dwéch rodzajow mitochon-
driéw; mutacja ro~ uniemozliwiajac namnazanie jednego prowadzitaby
do nagromadzania sie wylgcznie drugiego rodzaju.

Pewnych danych o roli mitochondrialnego DNA w syntezie enzymow
tanicucha oddechowego dostarczyty badania przy uzyciu testow hybry-
dyzacyjnych i chloramfenikolu. Testy hybrydyzacyjne odznaczajg sie wy-
jatkowo wysoka specyficznoscig, czego dowodem jest zidentyfikowanie
za ich pomoca frakcji mMRNA syntetyzowanego przez operony laktozy (45,
70), galaktozy (1) i tryptofanu (22, 23) u E.coli. Mitochondrialny DNA (14)
wyodrebniono z drozdzy szczepu dzikiego hodowanego beztlenowo oraz
poddanych adaptacji tlenowej. Testy hybrydyzacyjne wykonywano
z RNA: rybosomalnym, przenoszacym i zwigzanym ze strukturami pod-
komdrkowymi. Ten ostatni rodzaj odpowiadat wielkoczasteczkowym frak-
cjom ulegajacym szybko znakowaniu metoda pulsacyjng. Ten RNA z droz-
dzy adaptowanych hybrydyzowat z DNA mitochondrialnym w duzo wiek-
szym stopniu niz RNA z drozdzy nie adaptowanych. Roéznic takich nie
stwierdzono przy hybrydyzacji z DNA jadrowym. RNA rybosomalny
i przenoszacy hybrydyzowaty nieznacznie z DNA mitochondrialnym, bar-
dzo dobrze natomiast z DNA jgdrowym, przy czym adaptacja tlenowa
nie wywierata wptywu. Autor (14) sugeruje, ze DNA mitochondrialny
koduje informacje dla specjalnej klasy RNA, a jej transkrypcje utatwiajg
lub tez powodujg warunki adaptacji tlenowej.

W obecnosci chloramfenikolu i innych antybiotykéw synteza enzymow
tancucha oddechowego ulega zahamowaniu (4, 21, 74). Najsilniej hamo-
wana jest synteza oksydazy cytochromowej, cytochromu b, cxi dehydro-
genazy bursztynianowej. Prawie zupetnie natomiast nie jest hamowana
synteza cytochromu c. Ze wzgledu na zachodzgcg w mitochondriach syn-
teze biatka (30) oraz specyficzne dziatanie chloramfenikolu na rybosomy



Tablica 1

Enzymy powstajace w czasie adaptacji tlenowej komorek drozdzy (wediug 66)

Aktywnos$¢ (wyrazona w
ilosci zredukowanego sub- Wzrost

Enzym stratu) aktyw-
nieadaptowa-  adaptowa- nosci
nych nych
1.9.3.1. oksydoreduktaza cytochrom ¢ :02 ((xI 0 2
godz) 1 180 200 x
1.11.1.5. oksydoreduktaza feroocytochrom c :nad-
tlenek wodoru (stata reakcji w czasie 0) 0,03 1,6 50 X
1.11.1.6. oksydoreduktaza nadtlenek wodoru: nad-
tlenek wodoru (stata reakcji w czasie 0) 0,3 10 30 x
(cytochrom c/mol x 10~10 okoto 0.1 18 okoto
20 x
1.1.2.3. oksydoreduktaza L-mleczan: ferricytochrom
o
(1 H2godz.) okoto 0,5 25 okoto
50 x
1.1.1.8. oksydoreduktaza glicerofosforan: ferricy-
tochrom c¢ (jxI/H2godz.) 0,2 12 50 x
1.6.2.3. oksydoreduktaza zred. NADP: ferricyto-
chrom ¢
(ji.l H2godz.) 1,6 64 okoto
40 x
1.3.99.1. oksydoreduktaza bursztynian: akceptor
([ii H2godz.) 0,3 13 okoto
40 x
4.2.1.3. hydrolaza cytrynianu (izocytrynianu) (fil
H2/godz.) 7,0 20 3x
5.2.1.1. cis-trans-izomeraza maleinianu (pil fuma-
ran/godz.) 120 800 7x
4.2.1.2. hydroliaza L-jablczanu (jzI H2godz.) 20 110 6 x
1.1.1.1. oksydoreduktaza alkohol: NAD (fx
H2/godz.) 83 35 0,4x

8 Postepy Biochemii
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mitochondrialne dane te moga by¢ posrednim dowodem autonomii mito-
chondriéw, ktére warunkowatyby synteze niektérych enzyméw tancucha
oddechowego. Mozna jednak rdwniez przypuszcza¢, ze synteza kompo-
nent biatkowych oksydazy cytochromowej, cytochromu b i cx nie jest
wybidrczo hamowana przez chloramfenikol, a cytochromy te nie moga
przybra¢ swej ostatecznej konfiguracji na skutek zahamowania syntezy
biatek strukturalnych mitochondriéw.

Podstawy genetyczne ukiadu oddechowego S.cerevisiae sg wyjatkowo
skomplikowane. Po pierwsze, cze$¢ informacji genetycznej zawarta jest
w DNA jadrowym, czes¢ zaS$ — w mitochondrialnym a badanie , podziatu
kompetencji” utrudnia fakt, ze wiele mutacji jadrowych (typu p) i cyto-
plazmatycznych prowadzi do podobnych skutkéw fizjologicznych. Po dru-
gie, jest olbrzymia dysproporcja miedzy iloscig tzw. gendw struktural-
nych i regulacyjnych: z szeSciu gendéw jadrowych cy jeden tylko zawiera
informacje o sekwencji aminokwaséw w izo-1 cytochromie c, pie¢ pozo-
statych za$ w jaki§ okrezny spos6b wplywa na poziom tego enzymu
w komarce. Jeszcze mniej jasna jest rola gendéw p. Zadnemu z nich nie
mozna przypisa¢ informacji o sekwencji aminokwaséw w ktéoryms$ z cy-
tochromow. Po trzecie, mutacje cytoplazmatyczne zachodzg z niezwykilg
czestoScig i zupetnie nie wiadomo, czy nastepuje jednocze$nie identyczna
mutacja we wszystkich czasteczkach DNA mitochondrialnego, czy tez
mutujg tylko niektdre czasteczki, a nastepnie namnazajg sie wybiorczo,
nawet jesli sg to mutacje ro~. Po czwarte, spos6b mutacji DNA mito-
chondrialnego — zmiana jego gestoSci — jest sprzeczny ze wszystkim,
co dotagd wiadomo o mechanizmie mutacji jagdrowych.
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Komunikat

Zarzad Gioéwny Polskiego Towarzystwa Diagnostyki
Laboratoryjnej podaje do wiadomosci wszystkim zainte-
resowanym, ze IV Zjazd PTDL odbedzie sie w dniach
17—20.1X. 1970 w Szczecinie.

Temat Zjazdu:

»Rola i znaczenie diagnostyki enzymologicznej we
wspdiczesnej medycynie”
W ramach Zjazdu odbedzie si¢ réwniez Sympozjum na
temat:

,,Lekooporno$é drobnoustrojow chorobotwoérczych”
W dniu 17.1X.1970 odbedzie sie rowniez Walne Zgroma-
dzenie Delegatow PTDL, na ktorym zostanie dokonany
wybor nowych wiladz Towarzystwa.

Zarzad Gtoéwny
Polskiego Towarzystwa
Diagnostyki Laboratoryjnej



Post. Biochem. 15, 267—294 (1969).

TADEUSZ MIKULSKI *

Elektronowy rezonans paramagnetyczny i jego zastosowanie
w biochemii

Electron Spin Resonance and Its Application in Biochemistry

Description of the phenomenon and the ESR method in biochemistry are pre-
sented. The results of studying the free radicals in tissues, in enzymatic reactions
and in radiobiology have been analysed. A study covering the structure and the
triplete states of molecules by ESR method has been discussed.

Zjawisko elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) odkryt
Zawojskij (179). Pierwsze jego doswiadczenia dotyczyty absorpcji
rezonansowej przy czestosciach radiowych w jonach soli i zelaza. Jednak
dopiero rozwo6j techniki mikrofalowej upowszechnit zjawisko ERP i umoz-
liwit zbudowanie spektrometrow ERP o duzej czutoSci. Pozwala to na
badanie atomoéw i czasteczek posiadajacych nieskompensowany spin,
dlatego tez badanie ERP stosuje sie w réznych dziedzinach fizyki i chemii.
Od 1954 roku, kiedy Commoner i wsp. (39) zaobserwowali widmo
ERP w tkankach krdlika, metoda ERP znalazta tez zastosowanie w bio-
logii i biochemii. Poza identyfikacjg wolnych rodnikéw metoda ta dostar-
cza bowiem wiele istotnych i cennych informacji dotyczacych stosunkow
energetycznych, mechanizméw reakcji oraz elektronowej struktury ba-
danego uktadu biochemicznego.

Juz w roku 1960 odbyta sie pierwsza konferencja miedzynarodowa
poswiecona zastosowaniu ERP w uktadach biologicznych (165), a w ostat-
nich latach ukazato sie kilka monografii poswieconych zjawisku ERP (4,
102) oraz jego zastosowaniu w chemii i biologii (19, 41, 70).

W niniejszej pracy dla zrozumienia istoty ERP opisano bardzo ogodlnie
podstawy spektroskopii ERP. W cze$ci drugiej podano wyniki osiagniete
metodg ERP w réznych dziatach biochemii.

. Zjawisko ERP

Rozpatrzmy atom z jednym nieskompensowanym elektronem, np. atom
wodoru. Jak wiadomo elektron, oprécz orbitalnego momentu pedu, po-

* Dr med., mgr, Zakiad Fizyki Lekarskiej, Pomorska Akademia Medyczna,
Szczecin.
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siada wiasny moment — spin s, ktdry moze przyjmowac¢ dwie wartosci:
ms= V2 Ze spinem zwigzany jest moment magnetyczny p, ktéry po-
siada ten sam kierunek, lecz przeciwny zwrot. Zalezno$¢ te mozna zapi-
sa¢ w postaci wzoru (1):

(I=gs 1

gdzie g jest wspoOiczynnikiem Landego dajagcym informacje o oddziaty-
waniu orbitalnego i spinowego momentu pedu elektronu.

Moment magnetyczny elektronu, ze wzgledu na swoj ruch obrotowy
w statym polu magnetycznym o natezeniu HO wykonuje ruch precesyjny
(rysunek 1), tworzac kat 0 z kierunkiem natezenia pola.

Rys. 1. Precesja momentu magnetycznego elektronu wokdt statego pola magne-
tycznego HO

Czestotliwos¢ precesji 00 wyraza sie wzorem (2):
<= yHO 2

gdzie y jest wspotczynnikiem giromagnetycznym.

Proces zmiany jednej orientacji » na inng odpowiada zmianie kata O;
mozna tego dokona¢ przyktadajagc prostopadle do HO zmienne pole ma-
gnetyczne Hi, zgodne w fazie z precesjg elektronu. Gdy czestotliwosé
zmiennego pola magnetycznego o rowna sie czestotliwosci precesji 0)0
wtedy zachodzi warunek rezonansu. Zmienne pole magnetyczne mozna
traktowac¢ jako wynik natozenia sie dwdch pol kotowo spolaryzowanych
o przeciwnych kierunkach. Ale w zjawisku rezonansu bierze udziat tylko
sktadowa obracajgca sie w kierunku precesji momentu magnetycznego
elektronu. Wiruje ona z tg samg czestoscig, z ktérg odbywa sie precesja
spinu. Na moment magnetyczny dziata wiec maty, ale staty moment
obrotowy, ktory stopniowo zmienia jego kierunek na przeciwny. W ten
spos6b na skutek dziatania zmiennego pola magnetycznego, ktérym jest
pole wielkiej czestotliwos$ci, spin oraz jego moment magnetyczny zmie-
niajg zwroty na przeciwne.

Rozpatrzmy teraz zhidr atomow o nieskompensowanym spinie. W sta-
tym polu magnetycznym spiny oraz ich momenty magnetyczne przybiora
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orientacje réwnolegta lub antyrownolegta do kierunku natezenia pola.
Pierwotnie chaotycznie utozony zbiér momentdw magnetycznych elektro-
néw pod wptywem pola rozdzieli sie na dwie grupy o roznych stanach
energetycznych (rysunek 2).

iAQgjH

E-{g/3H
b)

H

Rys. 2. Poziomy energetyczne nieskompensowanego elektronu w statym polu ma-
gnetycznym (a). Jezeli spetniony jest warunek rezonansu, to nastapi absorpcja energii
mikrofalowej (b)

Energia kazdego elektronu o spinie réwnoleglym do natezenia pola
zmniejszy sie o0 1Ug H, a energia elektronu o spinie przeciwréwnolegtym
wzrosnie o V2f H. Wobec tego réznica energii tych dwdch stanow wynosi
($H (rysunek 2a). Dolny poziom energetyczny jest liczniej obsadzony
niz gérny. Wzgledna liczba obsadzenia tych stanow wyraza sie¢ wzorem 3:

11 _ 0-93H/kT 3
*2
gdzie nx — liczba elektron6w w stanie o wiekszej energii

n2 — liczba elektron6w w stanie o mniejszej energii

d — czynnik Landego

3 — magneton Bohra

H — warto$¢ natezenia pola magnetycznego

k — stata Bolzmana

T — temperatura w skali Kelvina

Jezeli teraz do takiego uktadu zorientowanych spinow w statym polu
magnetycznym HO przytozymy zmienne pole elektromagnetyczne o skia-
dowej magnetycznej prostopadtej do HOi czestotliwosci v takiej, ze spet-
niony jest warunek wyrazony wzorem 4:

hv = gfpHO 4

to mowimy, ze rozpatrywany uktad jest w rezonansie. Po przytozeniu
zmiennego pola elektromagnetycznego spetniajgcego warunek 4, prawdo-
podobiefAstwo przejscia elektronu z poziomu o mniejszej energii na wyz-
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szy i odwrotnie, czyli emisji i absorpcji energii, jest jednakowe. Ale jak
juz wyzej podano (wzér 3), poziom o mniejszej energii jest liczniej obsa-
dzony i dlatego w rozpatrywanymi ukladzie spindw nastgpi absorpcja
energii zmiennego pola elektromagnetycznego speiniajacego warunek re-
zonansu. Energie te rejestruje sie jako sygnat ERP. Wyrazajgc czestotli-
wos¢ pola zmiennego w megahercach, a natezenie statego pola magnetycz-
nego w erstedach, warunek rezonansu ERP zapisany w postaci wzoru 4
przybierze dla wolnego elektronu posta¢ wzoru 5:

WO[MHz] = 2,8 [O€] 5

Dzieki absorpcji kwantu zmiennego pola elektromagnetycznego zachodzi
wyrdéwnanie sie poziomow energetycznych. Po pewnym czasie ustala sie
rownowaga i wtedy energia przejscia przekazywana jest jako drganie
otaczajgcego Srodowiska. Predkos¢ ustalenia sie rownowagi mozna zapi-
saC w postaci wzoru 6:

gdzie k jest statg predkosci.

Najczesciej w ERP postugujemy sie wielkoScig odwrotng do statej
predkosci k i okreslamy ja czasem relaksacji t. Okresla on czas, w ktérym
nadmiar spindw na nizszym poziomie energetycznym zmniejszy sie e razy.
Czas relaksacji charakteryzuje zatem wzajemne oddzialywanie spindw
z okrazajagcym Srodowiskiem (matrycg).

Il Parametry widma ERP

Widmo ERP uzyskuje sie stosujgc state pole magnetyczne przy ciaglej
zmianie czestotliwosci zmiennego pola elektromagnetycznego, lub od-
wrotnie. Ze wzgledow technicznych przyjeto drugg mozliwosé. Ustala sie
czestotliwo$¢ zmiennego pola elektromagnetycznego, a stopniowo w spo-
s6b ciggly zmienia sie natezenie stalego pola magnetycznego. W pewnym
przedziale rezonansu absorpcja mocy zmiennego pola elektromagnetycz-
nego jest funkcja natezenia pola (rysunek 2b).

Powierzchnie pola pod krzywa absorpcji (rysunek 2b) mozna tatwo
obliczy¢ wyznaczajagc warto$¢ wyrazong wzorem 7:

— 00

gdzie J (H) jest zaabsorbowang mocg zalezng od natezenia przyktadanego
pola. Warto$¢ wyznaczona ze wzoru (7) jest proporcjonalna do liczby
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paramagnetycznych czastek w badanym uktadzie. Prawidtowo interpretu-
jac widmo ERP mozna nie tylko zidentyfikowac czastki paramagnetyczne,
na przyktad wolne rodniki, lecz takze otrzymac informacje o strukturze
rodnikow, ich oddziatywaniu z matrycg, energii aktywacji itd.

Widmo ERP charakteryzuje sie czterema nastepujacymi parametrami:
wspotczynnikiem Landego g

wielkoScig subtelnego rozszczepienia

wielkos$cig nadsubtelnego rozszczepienia

ksztattem i szerokoscig.

> w

1. Wspotczynnik g informuje o oddziatywaniu orbitalnego i spinowego
momentu pedu nieskompensowanego elektronu. Warto$¢ jego moze zmie-
nia¢ sie od 1do 6, a dla wolnego elektronu wynosi 2,002319 (174). W licz-
nych wolnych rodnikach wystepujagcych w ukladach biochemicznych
sprzezenie spin-orbita jest bardzo mate i wobec tego czynnik g niewiele
rézni sie od wartosci g dla wolnego elektronu. Dla rodnikéw zawieraja-
cych lekkie atomy (H, O, C, N) roznice te wynoszg 3 do 4 jednostek na
trzecim miejscu po przecinku. Warto$¢ czynnika g daje posrednie infor-
macje o stanie energetycznym orbitala rodnika. Najczesciej oblicza sie ja
ze wzoru 4 po zmierzeniu w chwili rezonansu wartosci natezenia statego
pola magnetycznego i czestotliwos$ci zmiennego pola elektromagnetycz-
nego. Pomiary te jednak sg dos$¢ ucigzliwe (15) i dlatego w badaniach
biochemicznych stosuje sie metode wzgledng (31, 32).

2. Drugi parametr — wielko$¢ subtelnego rozszczepienia — pojawia
sie w widmie atomow lub czasteczek, dla ktérych wypadkowy spin jest
wiekszy od 1/2. Dla dwurodnika S = 1 i w polu wewnetrznym krysztatu
nastapi rozszczepienie poziomu na dwa poziomy energetyczne. Przy sta-
tej czestotliwosci zmiennego pola elektromagnetycznego uzyskuje sie
oddzielne dwie linie rezonansowe przy dwoch réznych wartosciach nate-
Zenia statego pola magnetycznego.

3. Nadsubtelna struktura widma powstaje w wyniku oddziatywania
momentu magnetycznego nieskompensowanego elektronu z magnetycz-
nym momentem jadra. Spin jadra J w statym polu magnetycznym przyj-
muje 2J+1 mozliwych orientacji: J, J—1..—J. Wobec tego dla przejs¢
ERP reguty wyboru przybiorg postac:

Ams= + |[;AmJ=0

W przyblizeniu mozna powiedzie¢, ze elektronowe przejscia miedzy po-
ziomami energetycznymi zachodza w lokalnych polach powstatych na
skutek réznej orientacji spinu jadra w stosunku do natezenia statego pola
magnetycznego. W przypadku jgdra wodoru elektron znajduje sie raz
w wiekszym, drugi raz w mniejszym polu w zaleznosci od orientacji spinu
jadra. Dla jadra wodoru spin J rowny jest ¥z, a zatem mozliwe sg tylko
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dwie orientacje rzutu spinu na kierunek statego pola magnetycznego,
wobec czego warunek rezonansu mozna zapisa¢ w postaci wzoru 8:

mi=—1J
hvt= g(3H+ V aimi 8
g =1J
We wzorze 8 v; jest czestotliwoscig odpowiadajgcg przejsciu i, mj — ozna-
cza rzut spinu jadrowego na kierunek statlego pola magnetycznego, a —
jest statg nadsubtelnego rozszczepienia, ktéra charakteryzuje stopien od-
dziatywania nieskompensowanego elektronu z jadrem i zalezy od typu
jego orbitalu atomowego lub czasteczkowego.
Dla innych atoméw wartosci spindéw jagdrowych sg nastepujace: D{ = 1,
N,4= 1.PS = V2. Istotny jest fakt, ze Cg2 i Ogé majg spin réwny zeru.
a) Jezeli elektron znajduje sie na orbitalu s lub a, to oddziatywanie jest
bezposrednie, gdyz gesto$¢ nieskompensowanego elektronu w punkcie
jadra jest rézna od zera. Powstaje wtedy tzw. izotropowa nadsubtelna
struktura. Stalg ai ze wzoru 8 wyznacza wzor 9:

a't -S¥TY @ I'MO))2 9

gdzie y, i — wspédtczynniki magnetogiryczne elektronu i jadra

@ Pi — elektronowy i jadrowy magneton Bohra
h — stata Plancka
[*(0)|]2 — kwadrat modutu funkcji falowej, charakteryzujacy ges-
tos¢ nieskompensowanego elektronu w punkcie i tego
jadra.

b) lzotropowa nadsubtelna struktura powstaje réwniez gdy nieskompen-
sowany elektron opisany jest zhybrydyzowang funkcjg falowg wtaczajaca
cze$¢ s orbitalu. Analiza izotropowa rozszczepienia widma daje informacje
0 rozktadzie gestosci elektronu. lzotropowa struktura znika gdy |*(0) |2 =
= 0, ale wtedy moze pojawi¢ sie nadsubtelna struktura tzw. anizotropo-
wa, uwarunkowana oddziatywaniem typu dipol-dipol miedzy momentem
magnetycznym jadra i elektronu. Zalezy ona od odlegtosci jadra od
usrednionej gestosci nieskompensowanego elektronu. Dla wolnych rod-
nikéw w roztworach, jej wartosé usrednia sie do zera i dlatego zjawisko
to nie bedzie rozpatrywane szczegétowo.

c) Rozpatrzmy teraz nadsubtelng strukture powstajacg na skutek tzw.
konfiguracyjnego oddziatywania. Zjawisko to wystepuje w zwigzkach
aromatycznych. Wydawatoby sie, ze widmo ERP wolnego rodnika nie
powinno wykazywaé¢ nadsubtelnej struktury, poniewaz nieskompensowa-
ny elektron znajduje sie na orbitalu molekularnym typu X ktéry jako
kombinacja liniowa orbitali atomowych 2pz posiada gesto$¢ elektronowg
rowng zeru w ptaszczyznie pierScienia aromatycznego. Ale z drugiej
strony jedynymi jadrami w czasteczkach aromatycznych o spinie réznym
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od zera sg wtasnie protony pierscieni i tylko one mogg powodowac¢ pow-
stanie struktury nadsubtelnej widma ERP. Zjawisko to mozna wyjasnic¢
na podstawie prostego uktadu jakim jest jon Mn2+. Posiada on budowe
elektronowa: (Is)2 (2s)2 (2p)6 (3s)2 (3p)3 (3d)5 a mimo to daje widmo ERP
0 nadsubtelnej strukturze z 6 sktadowymi. Fakt ten ttumaczy sie tym,
ze jon manganu nie jest w stanie podstawowym, lecz znajduje sie w sta-
nie wzbudzonym o nastepujgcej konfiguracji elektronowej: (1s)2 (2s)2 (2p)6
(3S)1 (3p)6 (3d)5 (4S)L Nieskompensowany elektron znajduje sie na orbitalu
s dzieki czemu powstaje nadsubtelna struktura widma ERP (70). Zjawisko
istnienia nadsubtelnej struktury widma wolnego rodnika zwigzkéw aro-
matycznych daje sie ttumaczy¢ przy zatozeniu, ze funkcja falowa opisu-
jaca nieskompensowany elektron typu n zawiera pewng domieszke orbi-
talu ¢. W widmie wolnych rodnikéw nadsubtelne rozszczepienie wywota-
ne protonem jest proporcjonalne do gestosci spinowej nieskompensowa-
nego elektronu @ na n orbitalu i wyraza sie wzorem 10, podanym przez
Mc Connela (70):

AH = QP 10

gdzie Q jest wielkos$cig statg i dla rodnikéw aromatycznych przyjmuje
warto$¢ 280e. Wzo6r ten daje mozliwosé obliczenia rozszczepienia nad-
subtelnego widma ERP.

Powstawanie nadsubtelnej struktury mozna przedstawi¢ na przykta-
dzie chlorobenzosemichinonu. W semichinonach powstajacych przy po-
wolnej redukcji chinonéw, atom chloru ma spin jadrowy réwny zeru
1 jego jadro nie oddziatywuje na nieskompensowany elektron (rysunek
3a). Widmo tego zwigzku nie wykazuje wiec subtelnej struktury. Jezeli
jeden atom chloru podstawi sie atomem wodoru, to nieskompensowany
elektron oddziatywuje ze spinem jadra wodoru, ktérego wartosé¢ réwna
jest 1h. Wobec istnienia dwdch mozliwych orientacji spinu protonu, w po-
lu magnetycznym nastgpi rozszczepienie sygnatu ERP na dwie skiadowe
(rysunek 3b).

Po zastgpieniu dwéch atoméw chloru dwoma atomami wodoru, ich
momenty magnetyczne moga byé skierowane rownolegle albo antyréwno-
legle do kierunku statego pola magnetycznego, lub tylko jeden bedzie
zorientowany w kierunku pola, a drugi w przeciwnym. Prawdopodobien-
stwo tego trzeciego stanu jest dwukrotnie wieksze niz prawdopodobien-
stwo dwdch poprzednich. Dlatego amplituda srodkowego pasma jest dwu-
krotnie wieksza niz dwéch pozostatych (rysunek 3c).

Po zamianie 3 atomow chloru na atomy wodoru mozliwe sg 4 konfi-
guracje spinéw jadrowych i dlatego na rysunku 3d widmo sktada sie
z czterech pasm. Rysunek 3e przedstawia widmo ERP po zamianie 4 ato-
méw chloru 4 atomami wodoru. W og6lnym przypadku n ekwiwalentnych
protonéw o spinie réwnym >xh wytworzy w widmie ERP nadsubtelng
strukture o (n+ 1) pasm skiadowych. Dokiadny pomiar nadsubtelnej
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struktury umozliwia obliczenie rozktadu spinowej gesto$ci w czasteczce
(110, 111, 132).

4. Mozliwos$¢ obserwacji nadsubtelnej struktury widma ERP jak row-
niez, w niektorych warunkach, absorpcji rezonansowej zalezy od szero-

Rys. 3. Widma ERP chlorobenzosemichinonow (wg 79)

kosci widma. Parametr ten jest zwigzany ze $rednim czasem znajdowania
sie czastki na wzbudzonym poziomie energetycznym. Absorpcja rezonan-
sowa ERP jest natury kwantowej i do jej opisu stosuje sie zasada nie-
oznaczonosci Heisenberga, przedstawiona wzorem 11:

AEt=ii

gdzie t — czas relaksacji
AE — ro0znica energii
fi — stata Plancka dzielona przez 2n
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Ze wzoru 11 szeroko$¢ widma w jednostkach czestotliwo$ci wynosi:

- 12

n Tt
a zatem sygnat ERP zalezy od czasu relaksacji. Jezeli t jest bardzo duze, co
odpowiada matej predkosci ustalania sie rozdziatu spindw na poziomach
energetycznych, to stopien obsadzenia pozioméw szybko wyréwnuje sie
i wtedy powstaje niepozadane zjawisko nasycenia linii widmowej. Bardzo
maty czas relaksacji daje linie o wielkiej szeroko$ci, co utrudnia jej
wykrycie. Szeroko$¢ linii ERP jest zawsze wieksza od rzeczywistej z po-
wodu zmniejszania sie czasu relaksacji wskutek wzajemnego oddziaty-
wania kazdej niezaleznej czastki paramagnetycznej z otaczajgcym $rodo-
wiskiem. W zasadzie rozréznia si¢ dwa czasy relaksacji:

a. czas relaksacji spin — siatka (TX
b. czas relaksacji spin — spin (T2

Jezeli absorbowana przez rozpatrywany spin energia szybko przekazy-
wana jest drganiom siatki, to szeroko$¢ linii zalezy od TY Relaksacja
spin — siatka moze by¢ procesem jednofononowym tzn. pojednyczy kwant
energii spinowej wymienia sie¢ z jednym fononem czyli kwantem drgan
energii siatki, lub dwufononowym w ktérym znika fonon o czestotliwosci
\j a pojawia sie nowy fonon o takiej czestotliwosci v2 ze speiniony jest
warunek 13:

V2-v1=AE 13

gdzie AE jest energig kwantu wzbudzonej paramagnetycznej czastki. Ten
rodzaj przekazywania energii zachodzi przy dostatecznie duzych tempe-
raturach.

Szerokos$¢ linii zalezy réwniez od oddziatywania typu dipolowego mie-
dzy spinami. Mozna sobie tatwo wyobrazi¢, ze jezeli dwie paramagnetycz-
ne czastki sg oddalone o r od siebie, to na kazdg z nich pomimo zewnetrz-
nego pola magnetycznego dziata dodatkowo pole magnetyczne H; wytwo-
rzone przez sasiadujaca czastke i. Wobec tego rezonans dla kazdego spinu

Rys. 4. Funkcja ksztattu linii ERP (a) i jej pochodna (b)
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i zachodzi w polu H = HOtHi. Dlatego ten typ oddziatywania prowadzi
do poszerzenia linii widmowej. W spektroskopii ERP podaje sie najczes-
ciej warto$¢ potowkowej szerokosSci linii (rysunek 4a). Potlowkowa szero-
ko$¢ pochodnej linii absorpcji jest odlegtoscia miedzy prostymi réwno-
legtymi, poprowadzonymi przez maximum i minimum linii absorpcji (ry-
sunek 4b).

Rys. 5. Dwa typy ksztattu linii absorpcji paramagnetycznej: a — typ Lorentza,
b — typ Gaussa

Krzywe absorpcji sa krzywymi typu Gaussa i typu Lorentza (rysunek
5). Najczesciej uzyskuje sie krzywa, ktéra jest suma tych dwdch postaci
zwitaszcza wtedy, gdy jest ona asymetryczna. Ksztatt krzywej daje po-
$rednig informacje o oddziatywaniach wewnatrz badanego uktadu.

I1l. Metody pomiarowe

Jak juz wspomniano widmo ERP otrzymuje sie doswiadczalnie droga
ciggtych zmian natezenia pola magnetycznego przy statej wartosci czestos-
ci mikrofalowej v. Aby zapewni¢ dostateczng czuto$¢ uktadu pomiarowego
nalezy stosowa¢ duze wartosci natezenia pola magnetycznego co wynika
ze wzoru 3i 4. Przy duzym H wzrasta AE, a to daje wiekszg réznice mie-
dzy n2in2

Do badania wolnych rodnikéw w uktadach biochemicznych najczesciej
stosuje sie spektrometry o dtugosci fali 3cm (41). Odpowiada to natezeniu
pola magnetycznego rzedu 3kOe. Bardzo rzadko stosuje sie spektrometry
o0 zakresie milimetrowym (32). Spektrometry o czestosciach radiowych
umozliwiajg badanie probek w roztworach wodnych o stosunkowo duzej
objetosci, ale majg zbyt matg czuto$¢ (81). Spektrometr mikrofalowy ERP
sktada sie z 5 zasadniczych elementéw: stabilnego zrddta pola elektro-
magnetycznego wielkiej czestotliwosci, komory rezonansowej, magnesu
o statym jednorodnym natezeniu pola rzedu 4kOe, detektora do pomiaru
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absorbowanej energii w przedziale rezonansu oraz z ukfadu rejestrujga-
cego.

Zrodtem mikrofal jest stabilizowany klistron refleksowy o czestotli-
wosci okoto 10GHz. Klistron wytwarza energie mikrofalowa, ktora prze-
chodzi przez komore rezonansowg do detektora, diody krystalicznej. Przed
komorg rezonansowg znajdujg sie urzgdzenia do regulacji i kontroli mocy
wyjsciowej i do pomiaréw diugosci fali. Komora rezonansowa wraz
z prébka badanej substancji paramagnetycznej znajduje sie w statym
polu magnetycznym wytworzonym przez elektromagnes. Posiada on cew-
ki modulacyjne.

Natezenie pola statego mozna zmienia¢ w sposob ciggty od 0 do 4kOe.
Jezeli podczas zmiany natezenia pola magnetycznego w pewnym prze-
dziale zostanie spetniony warunek rezonansu wyrazony wzorem 4, to
probka paramagnetyczna pochtonie energie mikrofalowg i na detektorze
pojawi sie sygnat ERP, ktéry po wzmocnieniu mozna uwidoczni¢ na oscy-
lografie. Przesuwnik fazowy i detektor fazowy umozliwiajg rejestracje
sygnatu ERP na autokompensatorze.

Zasady dziatania wymienionych elementéw spektrometru mikrofalo-
wego podajg monografie (4, 19, 70, 100), a w licznych pracach mozna
znalez¢ dodatkowe informacja dotyczace konstrukcji spektrometréw ERP
0 duzej czutosci (6, 66, 91, 112, 129, 155, 161, 163).

IV. Metodyka ERP w biochemii

Uktady biochemiczne charakteryzujg sie zmienng iloScig centrdw pa-
ramagnetycznych. Badane reakcje zachodzg przewaznie w wodnych roz-
tworach. Woda w stanie ciektym wykazuje nierezonansowg absorpcje na
skutek oddziatywania momentu dipolowego czasteczki ze sktadowg elek-
tryczng pola mikrofalowego. Nawet bardzo mata ilos¢ wody w prébce
obniza moc pola mikrofalowego wskutek czego gwattownie maleje czutosé
pomiaru ERP, dlatego tez badanie ERP wywotanego obecno$cig wolnych
rodnikbw w uktadach biochemicznych wykonuje sie na specjalnie przy-
gotowanych prébkach np. szybko zamrozonych w ciektym azocie.

Zamrazajgc prébki w roznych odstepach czasu od rozpoczecia reakcji
mozna otrzymac obraz jej kinetyki (72). Jezeli stezenie wolnych rodni-
kéw nie jest duze stosuje sie liofilizacje wiekszych objetoSci roztworu.
Zazwyczaj wystarcza temperatura —10°C i cisnienie rowne 10~3 mm Hg
(33)- Stoodley (164) przedyskutowat zalezno$¢ miedzy czutoscig typo-
wego spektrometru ERP a gruboscig cylindrycznej prébki zawierajacej
wode. Cook i Mallard (40) opisujg typ rezonatora TE10n, w ktorym
mozna zarejestrowac sygnat ERP dla stezenia spinéw 2X1012 w roztworze
wodnym.

Do badan nad kinetyka wolnych rodnikéw stosuje sie odpowiednio

9 Postepy Biochemii
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zmodyfikowane komory przeptywowe (23, 29, 30), ktore sg jednocze$nie
mieszalnikami. Uktady takie silnie ,rozciggajg” czas zycia labilnych pro-
duktéw paramagnetycznych, dzieki czemu mozna doktadnie okresli¢ ste-
zenie wolnych rodnikéw i zbada¢ parametry widma ERP.

Badanie nadsubtelnej struktury widma zwigzkéw znakowanych deute-
rem (50, 76, 94) wykazato, ze jest ona uwarunkowana protonami przy
atomach wegla. Protony polarnych grup: hydroksylowej, karboksylowej
i aminowej przyczyniajg sie w niewielkim stopniu do powstawania nad-
subtelnej struktury.

Stezenie wolnych rodnikdw mozna okresli¢ poréwnujac pole pod krzy-
wg absorpcji badanej probki z polem wzorca zawierajgcego znang ilos¢
paramagnetycznych centréw. Dotychczas najczesciej jako standard stoso-
wano stabilny wolny rodnik dwufenylopikrylohydrazyl (DPPH), o czyn-
niku g rownym 2,0036, niewiele réznigcym sie od czynnika g wolnych
elektronéw. Przy jednoczesnym zapisie widma badanej substancji i wzor-
ca DPPH krzywe absorpcji naktadajg sie i rozdzielenie pdl jest niemozli-
we. Skonstruowane specjalne rezonatory (80) tylko w niewielkim stopniu
eliminujg powyzszg wade. Zapis widma ERP badanej substancji i krysta-
licznego wzorca nalezy zatem przeprowadzi¢ dwukrotnie, co obarcza po-
miar duzym btedem.

Doktadniej stezenie wolnych rodnikéw mozna oznaczy¢ dokonujac
jednoczesnego zapisu widma substancji i krystalicznego wzorca (31) pa-
ramagnetycznego jonu Mn2+ wbudowanego do monokrysztatu MgO
w temperaturze 1100°C (65, 99). Widmo takiego wzorca wykazuje nad-
subtelng strukture o szeSciu sktadowych, ktérych odlegto$¢ wynosi 88,50e,
a jego czynnik g réwny jest 2,0059 (47, 95).

Za pomocg wzorca z Mn2+ mozna rowniez wyznaczy¢ czynnik g. Wtas-
ciwe wyznaczanie czynnika g zalezy od doktadnosci pomiaru natezenia
pola magnetycznego i czestotliwosci, przy czym jednoczesny ich pomiar
jest czesto trudny (1, 156). Przy uzyciu wzorca Mn2+ wystarcza jednak
znajomos$¢ tylko jednej z tych dwoch wielkosci. Jezeli znana jest czesto-
tliwo$¢ mikrofalowa to czynnik g mozna obliczy¢ ze wzoru 14:

& = mememmeeceeeee 14

gdzie gw — czynnik g wzorca Mn2+
AH — odlegto$¢ miedzy sasiednimi liniami nadsubtelnej struktury
wzorca Mn2+ réwna 88,50e
P — magneton Bohra
h — stata Plancka
aj i a2 — odlegtosci przedstawione na rysunku 6.
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Jezeli natomiast znane jest natezenie pola magnetycznego to czynnik g
badanej substancji mozna obliczy¢ ze wzoru 15:

(@i- a H b

* 2a H

Rys. 6. Widmo ERP badanej substancji zapisane jednoczed$nie z trzecig i czwartg
linig nadsubtelnej struktury Mn2+ (wg 31)

A — trzecia i czwarta linia nadsubtelnej struktury wzorca Mn*+
B — widmo ERP badanej substancji

Pomiary stezenia i czynnika g wolnych rodnikow za pomocg wzorca we-
wnetrznego ze wzgledu na swa prostote i stosunkowo duzg doktadnosé
sq obecnie czesto stosowane w badaniach biochemicznych.

V. Badanie kinetyki reakcji biochemicznych metodg ERP

Wedtug teorii Michaelisa w procesach metabolicznych przenoszenie

elektronéw prowadzi do powstania niewielkiej statej puli wolnych rodni-
kéw. Okreslenie tej puli moze wyjasni¢ mechanizm danej reakcji. Przy-
ktadem moze by¢ identyfikacja wolnych rodnikéw przy oddziatywaniu
kwasu askorbinowego z réznymi biatkami. Na podstawie analizy widma
ERP mozna przypuszcza¢, ze produktem posrednim utleniania witaminy
C do kwasu dehydroaskorbinowego jest jon-rodnik typu semichinonu
(schemat 1).
Reakcje Il -> Ill oraz IV —aV przebiegajg tylko w obecnosci akceptoréow
elektronéw. Ta witasciwos$¢ witaminy C tatwego oddawania elektronow
odpowiednim akceptorom z wytworzeniem jonu-rodnika typu semichino-
nu warunkuje wedtug Runga i Blumenf elda (150) jej udziat
w wielu reakcjach enzymatycznych. Wniosek ten potwierdzajg badania
(22, 25, 125) nad redukcjg jonu Cu2+ przez kwas askorbinowy w odpowied-
nich uktadach enzymatycznych.

Ryboflawina wchodzgca w sktad okoto 40 réznych enzyméw daje

o*
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«
zawsze jednakowe widmo ERP niezaleznie od metod redukcji (H = 170e,

czynnik g = 2,004). Wykazuje ono nadsubtelng strukture: w Srodowisku
kwasnym sktada sie z 32 linii sktadowych, a w $§rodowisku obojetnym z 15,
co Swiadczy o niejednakowych oddziatywaniach nieskompensowanego

Schemat 1. Utlenianie kwasu askorbinowego do dehydroaskorbinowego
kwas askorbinowy, Il —forma jonowa, IlIl —obojetna forma rodnikowa. IV — jon rodnik
typu semichanonu, V —Kkwas dehydroaskorbinowy

elektronu z protonami pierscieni aromatycznych w tych $rodowiskach.
Dzieki temu mozna $ledzi¢ reakcje koenzymu z apoenzymem (13, 93, 96,
121, 122, 132).

Yamazaki i wsp. (175, 176, 177) szczeg6towo rozpatrzyli powsta-
wanie produktow przejsciowych przy dziataniu peroksydazy na rézne
substraty. Badania przeprowadzone w komorze przeptywowej przy tem-
peraturze pokojowej, pozwalajg oprdcz identyfikacji produktéow przejscio-
wych wyznaczy¢ state predkosci poszczegolnych etapow reakcji zacho-
dzacej wedtug schematu:

a) E+ HN2->E-Sj

b) ES! + AH2->ES2+ AH-

c) ES2+ AH2 E + AH*+ 2HD
d) 2AH- -> A + AH2

gdzie E — peroksydaza, AH2 — kwas askorbinowy
AH* — wolny rodnik kwasu askorbinowego
ES: — pierwszy przejsciowy kompleks enzym-substrat
ES2 — drugi przejSciowy kompleks enzym-substrat
A — kwas dehydroaskorbinowy
Z prostych matematycznych rozwazan wynika, ze stezenie wolnych
rodnikéw [AH'] jest proporcjonalne do pierwiastka kwadratowego ze



[15] ERP W BIOCHEMII 281

stezenia enzymu. Stosujagc podobng metode zbadano kinetyke reakcji
oksydoredukcyjnych w uktadzie zawierajgcym cytochrom C, hydrochinon
i n-benzochinon. Reakcja cytochromu C z hydrochinonem znacznie przy-
spiesza sie w ukladzie zawierajacym n-benzochinon. Uzyskane w ten
sposdb dane ERP pozwolity rowniez obliczy¢ state predko$ci poszczegol-
nych etapéw reakcji.

Liczna jest grupa prac posSwieconych badaniu wptywu metali na
reakcje enzymatyczne. Wiele jonéw metali zawiera nieskompensowany
elektron, ktéry tatwo przytacza sie do wolnego rodnika (74, 123). Dzieki
temu metale moga stabilizowa¢ wolne rodniki organiczne i decydowac
o produktach reakcji. Metodg ERP zbadano role réznych metali w ukta-
dzie enzym-metal-substrat (35, 105, 116, 126, 127). Stosujac jon Mn2+
ustalono, ze w takim uktadzie stezenie jonu metalu zmienia sie réwno-
legle do zmiany stezenia wolnych rodnikéw.

W podobny sposob ttumaczy sie dziatanie oksydazy p-dwufenolowej,
ktora katalizuje przenoszenie elektronéw z p-dwufenoli i p-dwuamin na
tlen czasteczkowy. Badania ERP dowodzg, ze w czasie takiej reakcji
miedZz wchodzgca w sktad enzymu zmienia swag warto$ciowos$¢, co powo-
duje zmiane rozktadu gestosci elektronowej w czasteczce. Analogiczne
zjawisko spotyka sie w innych enzymach np. w ceruloplazminie (125, 131).
Oprdcz badania reakcji enzymatycznych, metoda ERP umozliwia badanie
kinetyki reakcji nieenzymatycznych np. denaturacji biatka i rozpadu
zwigzkow kompleksowych (65, 69, 151).

Hollocher (64) wykazat metoda ERP, ze w przebiegu denaturacji
oksyhemoglobiny nastepuje utlenienie jej w methemoglobine lub podobny
zwigzek, a stezenie centrow paramagnetycznych nieodwracalnie maleje.
Poza tym widma ERP pozwalajag wnioskowa¢ o istnieniu conajmniej
dwoch komplekséw heminy ze zdenaturowang globuling. Zbadano wptyw
szeregu organicznych rozpuszczalnikéw i ich soli na wartosé¢ sygnatu ERP
w funkcji temperatury. Ustalono, ze w niektdrych uktadach procesy dena-
turacyjne zachodza juz w temperaturze 25°C. Wieksza cze$¢ przebadanych
organicznych zwigzkéw z wyjatkiem gliceryny i sacharozy obniza tempe-
rature denaturacji. Slady nieorganicznych soli na przyktad jodek potasu
obnizajg, a aniony wysalajace biatka podwyzZszajg temperature denatu-
racji hemoglobiny.

V1. Badanie pierwotnych zjawisk radiologicznych metoda ERP

Metoda ERP umozliwia wykrycie i identyfikacje wolnego rodnika
powstatego w wyniku oddziatywania promieniowania jonizujgcego na
materiat biologiczny (86, 87, 88, 115, 136, 147, 172, 180, 181, 182).

W czagsteczkach oraz w ztozonych uktadach jak przetrwalniki, bakte-
rie, nasiona, promieniowanie jonizujagce wytwarza duzg ilos¢ wolnych
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rodnikdw (36). Przy niskich dawkach ilos¢ ich jest proporcjonalna do po-
chtonietej dawki, a przy dawkach rzedu megaradéw osigga pewien stan
nasycenia (180, 181). Ze wzgledu na szybka rekombinacje wolnych rodni-
kéw badania przeprowadza sie na suchych preparatach lub w réznych
matrycach zamrozonych do temperatury 77°K (177). W taki sposéb okres-
lono rodniki powstate przez napromienianie aminokwaséw, kwaséw nukle-
inowych i biatek (17, 18, 57). Gordy stwierdzit, ze napromienianie
biatka daje dwa typy widma ERP (58), pochodzace od dwoch rodnikéw.
Pierwszy z nich zwany rodnikiem cysternowym powstaje w wyniku ro-
zerwania i jonizacji jednego z atomow siarki cysteiny. W ten spos6b two-
rzy sie jeden wolny elektron na fragmencie czgsteczki SR. Rodnik cystei-
nowy i jego widmo ERP przedstawia rysunek 7.

Rys. 7. Wolny rodnik cysteinowy (a) i jego widmo ERP (b) (wg 141)

Tego typu rodnik tworzy sie réwniez po napromienianiu cysteiny w tem-
peraturze 77°K (141). Widmo posiada nadsubtelng strukture o intensyw-
nosci 1:3:3:1, a szeroko$¢ wynosci okoto 70 Oe. Sturktura nadsubtelna
wytwarza sie przez oddziatywanie z nieskompensowanym elektronem
dwéch protonéw przy atomie Cai jednego przy Gj. Po ogrzaniu do tem-
peratury pokojowej opisane widmo przeksztatca sie stopniowo w sygnat
0 szerokosci okoto 120 Oe i g = 2,0249. Intensywno$¢ jego zalezy od ilosci
aminokwasow zawierajgcych siarke (141, 142). Drugi typ rodnika i jego
widmo ERP przedstawia rysunek 8.

Rodnik ten nosi nazwe peptydowego. Powstaje on przez odtgczenie atomu
wodoru od atomu wegla taczacego peptydowe grupy biatka, ktdre zostato
napromienione w warunkach beztlenowych. Nieskompensowany elektron
nie jest zlokalizowany na orbitalu p atomu wegla, lecz prawie potowa
jego gestosci spinowej przyporzadkowana jest calej czasteczce. Oblicze-
nia Pulmana i Pulmana (138), sugeruja, Zze na protonie zwiaza-
nym z atomem azotu gesto$¢ spinowa wynosi 0,3. Nadsubtelna struktura,
uwarunkowana oddziatywaniem miedzy magnetycznym momentem nie-
skompensowanego elektronu a magnetycznym momentem protonu, jest
proporcjonalna do gestoSci spinowej. Wobec tego powstaje nadsubtelna
struktura widma w postaci stabo wyrazonego dubletu o szerokosci okoto
15 Oe z czynnikiem g zblizonym do wolnego elektronu. Sygnat biatka na-
promienionego w powietrzu nie wykazuje na og6t nadsubtelnej struktury
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dzieki tzw. efektowi tlenowemu. Gordy (57) sadzit, ze mechanizm
tego zjawiska polega na tworzeniu rodnikéw typu ROO"' w mys$l reakcji:

R' 4 02—>ROO'

Para wodna nie wptywa na zmiane charakteru tego sygnatu (139, 140).
Ale nie tylko tlen modyfikuje widmo ERP napromienionych zwigzkow,
lecz takze naswietlenie ultrafioletem wywotuje zmiane widma ERP biatka
i aminokwaséw w matrycach statych (63, 84, 120). W tryptofanie ultra-

Rys. 8. Wolny rodnik peptydowy (a) i jego widmo ERP (b) (wg 115)

fiolet zmienia poziom i rodzaj rodnikéw (rowniez w obecnosci Swiatta
widzialnego) (7). W roztworze tryptofanu zachodzi fotojonizacja z wytwo-
rzeniem dodatniego jonu rodnika. Schwytane przez matryce elektrony
przechodza na nizszy poziom energetyczny. Po nasSwietleniu $wiatiem
dtugofalowym elektrony rekombinujg z wolnymi rodnikami (9, 21, 83).
Widmo napromienionych aminokwaséw i biatek zalezy od zawartosci
siarki i moze ono by¢ typu rodnika cysternowego, peptydowego lub wid-
ma ze stabo wyrazong nadsubtelng strukturg.

Widmo napromieniowanych kwasdéw nukleinowych nie jest rezulta-
tem natozenia sie widm poszczeg6lnych ich elementéw. Nieskompen-
sowane elektrony lokalizujg sie gtéwnie w pierScieniu adeninowym i cy-
tozynowym. Gesto$¢ spinowa na guaninie i tyminie jest bardzo mata.
Gordy i Rexraad (58) wyjaSnienie tego zjawiska znajdujg w sto-
sunkowo tatwym przemieszczaniu nieskompensowanego elektronu wzdtuz
catego tancucha czasteczek. W czasie takiej wedrowki zachodzi rekombi-
nacja z innymi wolnymi rodnikami. Najwiecej wolnych rodnikéw tworzy
sie z adeniny, a najmniej z tyminy. Migracja energii miedzy kwasami
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nukleinowymi a biatkami zachodzi w niewielkim stopniu (3). DNA pod-
dany dziataniu promieniowania X daje widmo bez nadsubtelnej struk-
tury o potowkowej szerokosci 6—8 Oe (20, 51, 52, 152). W zaleznosci od
utozenia spirali w stosunku do kierunku natezenia pola magnetycznego
szeroko$¢ widma oraz warto$¢ czynnika g ulegajg zmianie.

Aleksander i Lett (3) badali widmo ERP czystych napromie-
nionych preparatbw DNA i poréwnywali je z widmem uzyskiwanym
z gtéwek nasienia tososia napromienionych 60Co. Badania wykazaty, ze
widma DNA w temperaturze 77°K sg bardzo podobne. Znaczne rdznice
wystepujg w temperaturze pokojowej, przy ktorej zachodzi rekombinacja
rodnikéw. Badania nad rekombinacjg rodnikéw napromienionych bialek
wykazaty, ze to zjawisko zalezy od ich struktury drugorzedowej (101,
102).

W napromienionej hemoglobinie w atmosferze tlenku azotu Gordy
rozréznia trzy typy paramagnetycznych centrow (50, 118). Centra pierw-
szego typu uwarunkowane sg obecnoscig jondw zelaza pierscienia hemu.
Dajg one bardzo szeroki sygnat, ktdry mozna wykry¢ w temperaturze
ciektego helu. Centra drugiego typu zwigzane sg z grupg NO. W tempera-
turze pokojowej dajg one sygnat o Sredniej szerokosci.

Centra trzeciego typu powstaja na skutek napromienienia. Widmo
ERP wykazuje 2 sktadowe, co dowodzi, ze nieskompensowany elektron
jest zlokalizowany na globulinie stosunkowo daleko od pierscienia hemu.
Dzieki temu nie ma oddziatywania z centrami paramagnetycznymi pierw-
szego i drugiego rodzaju. Dziatanie promieniowania jonizujgcego na uktad
enzym-substrat wywotuje jego inaktywacje. W takich uktadach dla inak-
tywacji enzymu wystarcza pojedyncza jonizacja w dowolnym punkcie
kompleksu (5).

VIIl. Badanie metodg ERP struktury i standw tripletowych czasteczek

ERP stwarza doskonatg mozliwo$¢ badania struktury zwigzkéw zawie-
rajacych jon paramagnetyczny w otoczeniu grup funkcyjnych. Wspét-
czynnik g i stata oddziatywania nadsubtelnego nieskompensowanego elek-
tronu dajag dodatkowga informacje o wigzaniu jonu paramagnetycznego,
oraz umozliwiajg Sledzenie przenoszenia gestoSci spinowej z jonu cen-
tralnego na pozostate elementy czasteczki (70, 162, 178). Zagadnienie to
zilustrujemy na przyktadzie czasteczki hemoglobiny. W hemie atom zela-
za tworzy 6 koordynacyjnych wigzan. Cztery z nich zwigzane sg z atoma-
mi azotu w ptaszczyznie hemu, dwa pozostate sa prostopadte do ptaszczyzny
pierscienia hemu (59). Jedno z nich wiaze sie z globuling, drugie z grupg
X, ktérg moze byé 02 CO, H20, NO. W methemoglobinie grupg X jest
H2, a zelazo wystepuje w postaci utlenionej. Widmo ERP jonow zelaza
zalezy od typu jego wigzania z grupami funkcyjnymi. W utlenionym
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zelazie Fe3+ wystepuje 5 elektronéw ze spinami zgodnie skierowanymi,
z ktérych kazdy znajduje sie na oddzielnym orbitalu 3d. W hemoglobinie
znajdujg sie one w silnym polu krystalicznym. Tworzg one w myS$l zasady
Pauliego 2 pary oraz jeden elektron nieskompensowany. Wobec tego Fe3+
posiada spin o wartosci 1/2, a czynnik g widma ERP bedzie zblizony do
czynnika g wolnego elektronu.

Ingram badal ERP r6znych pochodnych hemoglobiny. Dla kwasnej
ferrihemoglobiny czynnik g wynosi 59, co bardzo wyraZznie Swiadczy
o silnym zaburzeniu jonu Fe3+ przez pozostate grupy funkcyjne czgste-
czek. Czynnik g posiada osiowg symetrie i wartos¢ jego zalezy od poto-
zenia ptaszczyzny hemu w stosunku do kierunku natezenia statego pola
magnetycznego (71, 73, 90, 106, 109, 168). Widmo ERP methemoglobiny
uzyskane przez Gordy’ego i Shields’a (59) pokazuje rysunek 9,
na ktérym jest wyrazny szeroki sygnat od jonu zelaza g = 5,60 i mnigj
intensywny sygnat z czynnikiem g = 2,20. Pomiary wykonano w tempe-
raturze ciektego helu. Widmo ERP $wiadczy o istnieniu jonowych wigzan
w czgsteczce hemoglobiny. W azydku hemoglobiny i cytochromie ¢ czyn-
nik g przybiera warto$¢ zblizong do 2, a zatem w tych kompleksach wig-
zania sg typu kowalentnego.

Metodg ERP mozna bada¢ konfiguracje i typ wigzania w enzymach
zawierajacych Cu2+ Tyrozynaza daje widmo ERP w postaci pojedynczej
linii 0 g réwnym 2,00 (22). ERP stosowano do badania kompleksow, w kt6-
rych zachodzi przemieszczenie tadunku (2, 60). Zastosowanie metody ERP
w tych wypadkach jest jednak ograniczone. Wigksze znaczenie posiada
ERP w badaniu wolnych rodnikéw zwigzkéw, ktérych widma wykazujg
nadsubtelng strukture, jak na przykiad chloropromazyny, fenotiazyny
(53, 134, 135), lub niektorych witamin (16, 153). Widmo ERP semichinonu
witaminy K (rysunek 10) skfada sie z 21 sktadowych. Nadsubtelna struk-
tura jest wynikiem oddziatywania nieskompensowanego elektronu z pro-
tonami metylowych i metylenowych grup czasteczki.

Oprécz badania konfiguracji i typu wigzania w kompleksach metoda
ERP pozwala na okre$lenie stanéw energetycznych czasteczek. Jabton-
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ski (77) juz w roku 1935 podat i przedyskutowat teorie poziomow elek-
tronowych czasteczek wykazujagcych w odpowiednich warunkach nie
tylko zjawisko ftuorescencji lecz réwniez fosforescencji. Jednym z zalo-
zen tej teorii jest wystepowanie poziomu metatrwatego, ktéry lezy poni-
zej poziomu wzbudzonego. Przejscie z poziomu wzbudzonego na poziom
podstawowy moze nastgpi¢ bezposrednio lub tez posrednio poprzez po-
ziom metatrwaty. Fosforescencja czasteczek organicznych zwigzana jest
z istnieniem metatrwatego stanu, ktéry jest stanem tripletowym o spino-
wej liczbie kwantowej S rownej 1. Wobec tego czastki w stanie tripleto-
wym posiadajg dwa nieskompensowane spiny. Przejscia promieniste ze
stanu tripletowego do singletowego ze wzgledu na zakaz interkombinacji
sq silnie wzbronione i dlatego czas przebywania czastek w stanie tripleto-
wym jest stosunkowo dtugi.

10e

Rys. 10. Nasubtelna struktura widma ERP semichinonu witaminy K (wg 15)

ERP w czasteczkach organicznych najtatwiej jest bada¢ w bezposta-
ciowych szkliwach lub roztworach. Ale wtedy wystepuje silne oddziaty-
wanie typu dipol-dipol miedzy dwoma spinami. Powstaje zjawisko anizo-
tropii, ktora daje silng zalezno$¢ absorpcji rezonansowej od kierunku na-
tezenia wektora pola magnetycznego. Badanie standw tripletowych jest
wiec utrudnione i dopiero Hutchinson i Magnum (67, 68) wy-
kazali istnienie standw tripletowych naftalenu w monokrysztale durenu
metodg ERP.

Dopiero niedawno wykryto metodag ERP stan tripletowy w czastecz-
kach osrodkéw bezpostaciowych obserwujac przejscia Am = 2, w ktérych
anizotropia jest duzo mniejsza (14, 61, 168). Ostatnio stwierdzono, ze
w temperaturze cieklego azotu, mozna obserwowaé¢ w ciatach bezpostacio-
wych nawet przejscia Am = 1 (34, 46, 62). Dla niektérych czastek stanem
podstawowym moze by¢ stan tripletowy, ale najczesciej stwierdza sie go
przy fotowzbudzeniu. Metodg ERP stwierdzono tripletowe stany w chlo-
rofilu (149) aminokwasach fotosensybilizowanych barwnikami (10) i biat-
kach (157, 158).
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Shulman i Rahn (159) zbadali stany tripletowe ro6znych zasad
pirymidynowych i purynowych metodg ERP. Oprécz normalnie wyste-
pujacych rezonansowych linii, autorzy spostrzegli dodatkowe linie ERP
uwarunkowane zjonizowanymi stanami tyminy i 5-metylocytozyny. Wid-
mo ERP stanu tripletowego TMP pokazuje rysunek 11. Wyrazny sygnat
wystepuje tylko przy pH 12.

HCe]

Rys. 11. Widmo ERP stanu tripletowego TMP (wg 159)

W niektérych uktadach porfirynowych np. w czasteczce chlorofilu
prawdopodobienstwo istnienia stanu tripletowego przy fotowzbudzeniu
jest stosunkowo duze (55). Stan taki jest zjawiskiem pierwotnym. Zjawis-
ko redukcji i utleniania mozna traktowac jako etap nastepny stanu triple-
towego, co sugeruje prosty schemat White i Tollina (173) podany
na rysunku 12. W uktadzie porfirynowym orbital o wiekszej energii jest
pusty, a dolny jest zapetniony (rysunek 12a). Pod wptywem kwantu
Swiatta jeden elektron obsadza orbital o wiekszej energii. Uktad porfiry-
nowy jest w stanie tripletowym (rysunek 12b). Redukcje i utlenianie
traktowaé mozna jako ,produkt” stanu tripletowego (rysunek 12c i 12d).

Q9

- f -

a) b)

Rys. 12. Redukcja i utlenianie porfiryny jako ,produkt” stanu tripletowego (wg 173)
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VIIl. ERP w tkankach, komdrkach i strukturach subkomoérkowych

Commoner iwsp. (39) za pomocg metody ERP stwierdzili po raz
pierwszy wystepowanie wolnych rodnikéw w liofilizowanych tkankach
krolika i u roslin. Okazato sie, ze stosunkowo wysoki poziom wolnych
rodnikbw jest charakterystyczny dla tkanek o duzej aktywnos$ci metabo-
licznej (watroba i nerka). Wolne rodniki sg zwigzane gtdwnie z frakcja
biatkowga przy czym denaturacja biatka wyraznie zmniejsza ich stezenie.
Tkanki zwierzece i ro$linne dajg widma ERP w postaci pojedynczej linii
o potéwkowej szerokosci okoto 10 Qe, ich czynniki g sg zblizone 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
wodnych ekstraktach (tablica I).

Tablica 1
Stezenie wolnych rodnikéw w tkankach szczura (wg 104)
1
Stezenie wolnych rod-

Tkanka nikow mol/gx10~9 Czynnik g H
Watroba 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
Sledziona 0,99+0,12 2,002 + 0,0005 13,3+0,5
Ptuca 0,79+0,09 2,001+0,0005 14,4+0,5
Migénie 1,26+0,4 2,002+0,0001 138+ 1,4
Krew 0,1

Rys. 13. Asymetryczne widmo teczéwki w temperaturze 77°K (wg 114)
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Tkanki zawierajgce substancje barwnikowe wykazujg w przyblizeniu ten
sam typ widma ERP (42, 43, 48, 49, 113, 114). Widmo ERP tkanek jest
asymetryczne, a jego typowy ksztatt podano na rysunku 13.

Mozliwo$¢ wykrycia sygnatlu ERP w tkankach zalezy w duzej mierze
od odpowiedniego przygotowania prébki, od rodzaju otaczajgcej atmosfe-
ry, jej wilgotnosci oraz temperatury (97, 119, 127, 165). Suchy tlen nie
wplywa na poziom wolnych rodnikow w liofilizowanych preparatach
biologicznych (78), natomiast wilgotne powietrze w znacznym stopniu
modyfikuje intensywnos$¢ sygnatow ERP. W poczatkowej fazie amplituda
widma wzrasta, a nastepnie maleje. Zjawisko to jest wynikiem sorpcji
rozpuszczalnika. Zaleznoscig miedzy stezeniem wolnych rodnikéw a okres-
lonym stanem fizjologicznym lub patologicznym danej tkanki zajmuje
sie wielu badaczy (56, 57). Okazato sie na przykitad, ze ilos¢ centréw para-
magnetycznych podczas skurczu miesnia zmniejsza sie (154). llos¢ wol-
nych rodnik6éw jest mniejsza w atrofii miesni, za§ w stanach zapalnych
wieksza niz w zdrowym miesniu (8). Stezenie wolnych rodnikéw wzrasta
w tkankach poddanych dziataniu réznych czynnikéw fizycznych i che-
micznych (11).

Pake nie stwierdzit znaczacych réznic miedzy stezeniem wolnych
rodnikbw w tkankach zdrowych i objetych procesem nowotworowym
(126). Jednak zdaniem innych badaczy (124, 130) poziom wolnych rodni-
kéw zwieksza sie w niektérych stanach nowotworowych, na przykitad
w biataczce limfatycznej ich stezenie wzrasta czterdziestokrotnie. Vit-
hayathil i wsp. (170) stwierdzili zwiekszenie szerokos$ci linii widma
ERP watroby szczura poddanego dziataniu substancji rakotwdrczej. Po-
wyzsze spostrzezenie potwierdzajg rowniez Mallard i Kent (104).
Nie uzyskano jednak dowod6w na potwierdzenie hipotezy, wedtug ktdrej
nowotworowa aktywno$¢ zwiazk6éw chemicznych bytaby zalezna od ta-
twosci tworzenia przez nie wolnych rodnikdw w obecnosci tagodnych
srodkéw redukujacych (98, 107). Kosci zwierzat réznych gatunkow wy-
kazuja rézne widma ERP (12). Szerokos$¢ potdwkowa linii kosci ludzkich
wynosi okoto 18 Oe, u zwierzat zimnokrwistych przybiera warto$¢ 100 Oe.
Warto$¢ czynnika g zmienia sie w zaleznosci od potozenia beleczek kost-
nych w stosunku do kierunku natezenia pola i przyjmuje warto$¢ od 2,0
do 2,3. Dwa typy wolnych rodnikéow wykryto w komérkach drozdzy (171).
Rowniez w jajach, zarodkach i gonadach jezowca zarejestrowano dwa
pojedyncze sygnaly o szerokos$ci 12 Oe i 70 Oe (103). Prawdopodobnie
sygnat o matej szerokosci nalezy przypisa¢ obecnosci enzyméw oddecho-
wych, a szeroki uwarunkowany jest uktadem biatka i barwnikéw karo-
tenowych. Karotenoidy wyodrebnione z komérek jajowych jezowca sa
paramagnetyczne niezaleznie od naswietlania promieniowaniem widzial-
nym. Liofilizowana skoéra zaby wykazuje obecnos¢ dwéch typéw para-
magnetycznych centrow (89, 160), jednego zwigzanego prawdopodobnie
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z aktywnym transportem jondw, a drugiego z metabolizmem wewnatrz-
komdrkowym. Role wolnych rodnikéw w zjawisku fotosyntezy usitowano
wyjasni¢ badajac ERP chlorofilu, chloroplastow, wodorostow i fotosynte-
zujacych bakterii (24, 28, 79, 85, 148, 149). Wyniki tych badan daly szereg
nowych informacji o mechanizmie fotosyntezy.

Commoner i Hollocher (37, 38) zarejestrowali widmo ERP
w mitochondriach. Hamujac odpowiednimi inhibitorami kolejno poszcze-
golne reakcje w tancuchu oddechowym, autorzy doszli do wniosku, ze
nieskompensowany elektron lokalizuje sie na flawinie dehydrogenazy.
Poziom wolnych rodnikéw w mitochondriach zalezy od stanu metabolicz-
nego tkanki poddanej ekstrakcji. Wktad mitochondriéw w ogélny sygnat
ERP catych komérek jest maty i wynosi w przyblizeniu 4°0. Sygnaty
otrzymane z samych jader komérek sg jeszcze mniejsze, a protoplazma
daje okoto 25% ogolnego sygnatu (26, 143, 144, 145, 146). Przypuszcza sig,
ze sygnaty ERP tkanek, komérek i struktur subkomoérkowych uwarun-
kowane sg jonowo-rodnikowymi formami potgczen typu chinondéw, two-
rzagcymi sie przy ich stopniowym utlenianiu i redukcji. Nieobecno$¢ nad-
subtelnej struktury charakterystycznej dla kazdego organicznego rodnika,
zwigzana jest z ich sorpcja na powierzchni czgsteczki biatka (44, 45).
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WELODZIMIERZ OSTROWSKI*

Michat S. Cwiet — twdrca chromatografii kolumnowej **

(W 65-lecie pierwszego wyktadu na temat techniki chromatografii kolumnowej)

Wprowadzenie kolumnowej chromatografii adsorpcyjnej do analizy
barwnikéw roslinnych wigze sie z nazwiskiem M. S. Cwieta, chol juz
wczesniej byty publikowane prace o stosowaniu tej techniki do rozdziatu
sktadnikéw ropy naftowej. Pierwsze podstawy techniki adsorpcyjnej
chromatografii Cwiet przedstawit podczas wyktadu dnia 21 marca 1903 ro-
ku w Sekcji Biologicznej Warszawskiego Towarzystwa Nauk Przyrodni-
czych (5). Cwiet miat wowczas 31 lat i byt asystentem Uniwersytetu War-
szawskiego.

Uwagi biograficzne

Wiekszo$¢ wiadomosci o prywatnym zyciu Cwieta i przebiegu studidow
pochodzi z jego listow pisanych w latach 1896—1917 do przyjaciela
w Szwajcarii J. Briqueta, znajdujacych sie w bibliotece Instytutu Bota-
nicznego Uniwersytetu w Genewie. Ponadto nieliczne materiaty dotyczace
dziatalnosci Cwieta w Warszawie znajdujg sie w Archiwum PaAstwowym
miasta stotecznego Warszawy w Sekcji ,,Uniwersytet Warszawski”. Akta
Uniwersytetu Warszawskiego, wywiezione podczas ewakuacji Uniwersy-
tetu do Rosji w 1915 roku przed wkroczeniem Niemcow do Warszawy, po
Al wojnie Swiatowej zostaty Polsce przekazane przez Zwigzek Radziecki,
ale nie sg jeszcze catkowicie uporzadkowane i by¢ moze znajda sie dalsze
materiaty dotyczace tego okresu, ktory dla Cwieta byt najbardziej nauko-
wo ptodnym i jak na ironie — jest nam najmniej znany. W 1940 r. J. Bri-
quet opublikowat krdtkag biografie Cwieta w pracy pt. Biographie des Bo-
tanistes & Geneve (1). P6zniej o Cwiecie pisali Dhéré (13), Zechmeister
(30), Robinson (19), Strain i Sherma (24), oraz Kosztojanc i Kalmykow
(16).

* Doc. dr, Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Krakéw.
** Fragmenty referatu wygtoszonego 21.111.1968 roku na posiedzeniu Krakow-

skiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Krakowie.

10*
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M. Cwiet urodzit sie 14 maja 1872 roku w Astii (Piemont) we Wioszech,
jako syn Szymona Cwieta, narodowosci rosyjskiej i Marii De Dorozza,
obywatelki Italii. Jak wynika z notatek parafialnych w Astii, matka Mi-
chata miata wowczas 12 lat. W latach 1891—1896 Cwiet studiuje na uni-
wersytecie w Genewie Wydziat Przyrodniczy i botanike u prof. Thury
i Chodat, fizyke u Soreta i chemie u Guye. Szczegdlnie wysoko cenit sobie
Cwiet nauke u prof. Chodat, ktérego nazywa swoim nauczycielem, a ktdry
rozbudzit u niego zainteresowania w kierunku studiéw nad fizjologig ko-
morki.

W 1896 roku Cwiet przenosi sie do Petersburga, gdzie rozpoczyna prace
w laboratorium biologicznym oraz fizjologicznym Akademii Nauk u aka-
demika A. S. Famincyna. Przystepuje do pracy nad chlorofilem. W 1899 ro-
ku publikuje dwie prace: ,,0 nowych wilasno$ciach ciat biatkowych”,
w ktérych zwraca juz uwage na dwa zielone barwniki roélin, tak zwane
chlorofiliny alfa i beta i podaje sposob ich ekstrakcji z komérek. Poza
badaniami w laboratoriach zajmuje sie uczeniem panien z towarzystwa
podstaw nauk przyrodniczych. Pracuje bardzo intensywnie i przygoto-
wuje prace magisterska, gdyz jak wynika z jego korespondencji, dalsze
swoje zycie chce zwigza¢ z kariera uniwersytecka w obrebie Imperium
Carskiego. Ciekawe, ze Cwiet nie broni pracy magisterskiej na Uniwersy-
tecie Petersburskim, lecz na Uniwersytecie KazaAskim. Byt to najstyn-
niejszy w éwczesnym okresie uniwersytet w Rosji, ktérego wychowanka-
mi byli miedzy innymi twdrca geometrii nieeuklidesowej M. Lobaczewski,
Lew Totstoj, (nota bene skreslony z listy studentéw ,,za brak uzdolnien™),
oraz W. Lenin. W 1901 roku Cwiet zdaje egzaminy magisterskie w Kazan-
skim Uniwersytecie i 21 wrzesnia przedstawia swojg dysertacje na stopien
magistra botaniki pod tytutem ,Fizykochemiczna budowa ciatka chloro-
filowego”. Prace te wydaje w postaci niewielkiej ksigzeczki poSwiecajgc
ja pamieci swego ojca ,,mySliciela i dziatacza”. Oponentami rozprawy ma-
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. nadetatowego laboranta, przy Katedrze Anatomii i Fzjologii RoSlin
Cesarskiego Uniwersytetu Warszawskiego. Cesarski Uniwersytet War-
szawski zostal utworzony w 1869 roku z rownoczesng likwidacjg tzw.
Szkoty Gitownej, ktorej dziatalnosé, jakkolwiek trwata zaledwie kilka lat,
byta bardzo owocna i z ktoérej wyszto wiele wybitnych nazwisk w nauce
polskiej. Nie znamy motywdw, ktdre skionity Cwieta do przyjazdu do
Polski. Poziom Uniwersytetu nie byt zbyt wysoki, cho¢ wyszto z niego
wielu Swietnych profesordw, ktorzy pracowali p6zniej na uniwersytetach
w odrodzonej Polsce (O. Bujwid, Z. Dmochowski, W. Sierpinski, J. Nus-
baum, E. Biernacki i inni) przyczyniajac sie w istotny sposob od odbudo-
wy zniszczonych podczas | wojny Swiatowej warsztatow pracy naukowej
i dydaktycznej. Z r6znych dokumentéw z tego okresu dowiadujemy sig,



Rys. 1, Podobizna M. Cwieta z wtasnorecznym podpisem
Rys. 2. Strona tytutowa wydawnictwa Warszawskiego Towarzystwa Przyjaciét Nauk,
w ktéorym wydrukowany zostat referat Cwieta z 1903 r., posSwiecony podstawom
chromatografii kolumnowej
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ze do tzw. ,Prywislanskiego kraju” przybywali licznie pracownicy nauki
z Rosji i studenci rosyjscy dla odbycia tutaj studiow. Warunki do pracy
naukowej i do studiéw byty raczej dobre:

»Uniwersytet Warszawski nie byt szczegblnie w ztym potozeniu, gdyz
nie odbijaty sie na nim ogdlnorosyjskie rozruchy, uwazat je za obce sobie,
nie dat sie nimi porwaé; starcia na podiozu narodowym rzadko miaty
tutaj miejsce i dlatego tez Uniwersytet Warszawski mogt spokojnie pra-
cowaé woéwczas, gdy prawie wszystkie inne uniwersytety rosyjskie byty
areng zamieszek” (18). Przybywajgcy z Rosji pracownicy Uniwersytetu
Warszawskiego otrzymywali specjalny dodatek do uposazenia, ale trudno
przypusci¢, aby u Cwieta ten czynnik grat istotng role przy podejmowaniu
decyzji przybycia do Warszawy. Jako nadetatowy laborant byt optacany
z kredytow pozabudzetowych i byto to stanowisko wyzsze niz asystenta
i magistra. W kazdym razie faktem jest, ze w Warszawie Cwiet natych-
miast rozpoczyna intensywng prace naukowg i juz 11 listopada 1902 roku
na nadzwyczajnym posiedzeniu rady Wydziatlu Matematyczno-Fizycznego
(byt to najlepiej zorganizowany i obsadzony najlepszymi sitami fachowy-
mi wydziat uniwersytetu) magister botaniki M. Cwiet wygtosit dwa prob-
ne wyktady dla uzyskania tytutu prywatnego docenta. W aktach Uniwer-
sytetu Warszawskiego zachowat sie oryginalny protok6t posiedzenia Rady
Wydziatu (protokét nr 10), w ktérym czytamy:

»Nadzwyczajne posiedzenie, 11 listopada 1902 roku. Na tym posiedze-
niu magister botaniki Cwiet w celu uzyskania stopnia docenta prywatnego
botaniki przeczytat dwa probne wyktady. Jeden na temat przez niego wy-

brany: ,,Enzymy, ich istota i znaczenie w przyrodzie”. Drugi — przedsta-
wiony przez Wydziat Matematyczno-Fizyczny na temat: ,Klasyfikacja
bakterii”. Po wystuchaniu wyktadéw Wydziat Matematyczno-Fizyczny

uznat je za zadowalajgce i postanowit przyzna¢ magistrowi Cwietowi sto-
pien prywatnego docenta botaniki, jak réwniez wyda¢ nalezne zaswiad-
czenie. Dziekan, cztonkowie, sekretarz”.

Z protokotu wynika, ze tytut prywatnego docenta zostat wdwczas
Cwietowi nadany.

W 1907 roku Cwiet otrzymuje tytut profesora botaniki i agronomii
w Warszawskim Instytucie Weterynarii, a w rok p6Zniej zostaje powotany
na stanowisko profesora botaniki i mikrobiologii na Politechnice War-
szawskiej, pracujac réwnoczes$nie dalej na Uniwersytecie Warszawskim,
gdzie prace przerywa dopiero w 1909 roku. W 1908 roku Cwiet zwraca sie
z proshg do Wydziatu o zezwolenie na prowadzenie wyktadéw na | roku
mikrobiologii og6lnej, podobnie jak to czynit w latach 1903— 1904. Dziekan
zatgczyt prosbe Cwieta i skierowat wiasne pismo do senatu w tej sprawie,
ale jak wynika z dokumentéw Uniwersytetu, ministerstwo nie zezwolito
Cwietowi na prowadzenie wyktadow. Z tego faktu moznaby wnosi¢, ze
Cwiet nie byt w taskach u 6wczesnych czynnikéw rzagdowych, a zwiaszcza
kuratora Warszawskiego Okregu Szkolnego Apuchtina.
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W 1910 roku, 28 listopada Cwiet przedstawit na Uniwersytecie War-
szawskim monografie pt. ,,Chlorofile w Swiecie roslin i zwierzat” jako
dysertacje na stopien doktora botaniki. Oponentami pracy byli prof. bota-
niki D. J. lwanowski i W. F. Chmielowski oraz chemik prof. W. W. Kury-
tow. Cwiet otrzymat wowczas drugi doktorat z botaniki (pierwszy uzyskat
jeszcze jako pracownik Uniwersytetu w Genewie), a w 1911 roku — wiel-
kg nagrode im. A. N. Achmatowa, nadang mu przez Akademie Nauk za
monografie o chlorofilu. Podczas inwazji armii niemieckiej na Warszawe
w 1915 roku Cwiet wraz z catym Uniwersytetem zostat ewakuowany naj-
pierw do Moskwy a nastepnie do Niznego Nowogrodu. W 1907 roku prze-
bywat we Wiadykaukazie, gdzie leczyt sie jako chory prawdopodobnie na
gruzlice. Pod koniec tegoz roku zostat powotany na stanowisko profesora
botaniki i dyrektora ogrodu botanicznego na Uniwersytecie w Dorpacie
(Estonia). Inwazja Niemcéw na Estonie w 1918 roku ponownie spowodo-
wata jego przeniesienie w gtgb Rosji, tym razem do Woroneza, gdzie zmart
26 czerwca 1919 roku, w wieku 47 lat.

Omoéwienie dziatalnosci naukowej

W dziatalnosci naukowej Cwieta mozna rozroznic¢ trzy okresy:

1. okres genewski 1891—1896,
2. okres petersburski 1897— 1901,
3. okres warszawski 1901—1915.

Ten ostatni okres tworczosci byt okresem jego sukceséw i przynidst
mu Swiatowg stawe, cho¢ dopiero w kilkadziesigt lat po $Smierci. Jeszcze
jako student w Genewie, pracujgc w laboratorium prof. Thury opracowu-
je zagadnienie teratologicznych zaburzeh u rosliny Lycium. W 1894 roku
ogtasza drukiem prace pt. Etudes de Physiologie CeUulaire, za ktérg otrzy-
mat od Uniwersytetu Genewskiego nagrode im. Davy’ego, a nastepnie dok-
torat z botaniki w 1896 roku. Juz w tej pracy Cwiet wysuwa przypuszcze-
nie, ze chlorofil w roS$linach jest zwigzany z substancjg bialtkowg, nazy-
wajac to potaczenie ,chloroplastyng”. Wyodrebnia nastepnie ten biatko-
wy kompleks z chlorofilem przez ekstrakcje rezorcynolem i wytracenie
wodg (2, 3). Przez analogie do hemoglobiny nazywa go ,chloroglobing”
sugerujagc podobny mechanizm wigzania grupy prostetycznej, jak to ma
miejsce w przypadku hemu i globiny. Podczas ekstrakcji zielonego barw-
nika z roztartych lisci Cwiet uzywal weglanu wapnia do neutralizacji
kwasnych produktéw roslin, ktére mogtyby powodowaé rozpad barwni-
kéw. Zauwazyt wdwczas, ze oprécz karotenu wszystkie pozostate barwni-
ki adsorbowaty sie na weglanie wapnia. Osad przemywat dla oddzielenia
zanieczyszczen, a barwniki eluowat mieszaning eteru naftowego i alkoho-
lu. Ta technika frakcjonowanej adsorbcji byta przez Cwieta wielokrotnie
stosowana w jego pracach i by¢ moze byta natchnieniem do opracowania
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metody kolumnowej, na co zresztg wskazywatby ustep z jego juz wspom-
nianej pracy doktorskiej, o czym bedzie mowa ponizej. W 1901 roku Cwiet
stwierdza, ze w zielonych lisciach znajdujg sie dwa zielone barwniki,
rozdzielajagc je od siebie za pomoca frakcjonowanej ekstrakcji i nadaje im
nazwy chlorofilina alfa i chlorofilina beta (4). Dla scistosci nalezy dodac,
ze zardwno spos6b rozdziatu barwnikow, jak i my$l o ztozonym charakte-
rze barwnika zielonego pochodzi od Stokesa (22) i Sorby’ego
(21), ktorzy nie wykazali jednak tego w tak prosty i przekonywujacy
sposob, jak to zrobit Cwiet. W nastepnych latach (1905— 1906) wyosabnia
z brunatnych alg inny barwnik, znany dzi§ jako chlorofil ¢ (u Cwieta
chlorofilina gamma), a ktdrego obecno$¢ w materiale roslinnym w 36 lat
pdzniej potwierdzili Strain i Manning (23). Z zabarwionych jesie-
nig liSci wyodrebnia barwniki powstajgce w wyniku obumierania roslin
i stwierdza zanik chlorofilu a pojawienie sie zwiazkow z grupy antocyja-
nu, nazwanych przez niego ,,Herbstxantofil” (9). Stwierdza przy tym,
ze niektore czesci rosliny ogrzewane z kwasami wykazuja barwe czerwo-
ng. Cwiet wyosobnit czerwony barwnik i okreslit jego wiasnosci fizyko-
chemiczne stwierdzajgc przynaleznosé do grupy antocyjanu. Dzi$ znamy
te barwniki roslinne, zmieniajgce barwe w obecnosci kwasow, jako leuko-
antocyjany ponownie odkryte i zbadane przez Rosenheima (20)
w wiele lat po ich opisaniu przez Cwieta.

W 1897 roku D. T. Day (12), Amerykanin, publikujagc metode roz-
dziatu i oczyszczania sktadnik6éw ropy naftowej stwierdza, ze po prze-
puszczeniu oleju przez kolumne wypetniong sproszkowanym weglanem
wapnia uzyskuje sie znaczny stopief jego oczyszczenia. Na Miedzynaro-
dowym Kongresie Naftowcéw w Paryzu w 1900 roku Day przedstawit
dalsze szczegéty przebiegu frakcjonowania weglowodoréw na kolumnach
z ziemig Fullera. Metoda Day’a nie byta jednak nazwana chromatografig.
Odegrata ona istotng role w rozwoju metod analizy sktadnikdéw ropy naf-
towej, o czym $wiadczg liczne prace pojawiajgce sie na ten temat w latach
nastepnych. Miedzy innymi C. Engler i E Albrecht (14) w 1900
roku zastosowali kolumne do rozdziatu réznych substancji a zbierajac
frakcje z pod kolumny okres$lali ich gesto$¢ wtasciwg, lepkos¢ lub tempe-
rature wrzenia. Powyzszych autorow nalezatoby zatem uzna¢ za prekurso-
réw chromatografii kolumnowej chociazby z uwagi na wcze$niejsze daty
ich publikacji. Ponadto, jak to wykazujag Weil i Williams (25),
a réwniez sam Cwiet w swojej monografii ,Chlorofile w Swiecie roslin
i zwierzat”, analiza kapilarna na bibule i w innych $rodowiskach byta
sporadycznie stosowana juz od potowy XIX wieku, zwtaszcza do rozdziatu
barwnikéw i z duzym prawdopodobiefistwem mozna przyja¢, ze doSwiad-
czenia Cwieta nad chromatografig kolumnowg swymi korzeniami siegajg
do tych witasnie zrédet. Wydaje sie jednak, ze niezaleznie od osiggnie¢ na
polu chemii nafty Cwiet nie znat tych prac, a w kazdym razie na nich sie
nie wzorowat, jak to wykazuja Kosztojanc i Kalmykow (16)
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oraz Zechmeister (31). W tym przekonaniu utwierdza nas réwniez
analiza prac Cwieta, a zwiaszcza te fragmenty réznych publikacji, ktore
maja zwigzek z omawiang technika.

W 1906 roku ukazuje sie petna praca Cwieta w Berichte der Deutschen
Botanischen Gesellschaft (7), w ktdrej nazywa on swojg metode chroma-
tograficzng analizg adsorbcyjng lub krotko chromatografia i podaje szcze-
g6ty tej techniki, opis aparatury oraz uzyskane wyniki podczas frakcjo-
nowania mieszanin barwnikow wyekstrahowanych z zielonych czesSci
roslin. Cwiet pisat w niej:

wJesli roztwér chlorofilu w eterze naftowym filtruje sie poprzez ko-
lumne adsorbenta (zwykle stosuje weglan wapnia, ktéry dobrze przywiera
do szklanej rurki), barwniki rozdzielajg sie od gory ku dotowi kolumny
w postaci zabarwionych pasm zgodnie z ich zdolnoscig adsorbowania sie;
silniej adsorbujgce sie substancje wypierajg stabiej zaadsorbowane i spy-
chajg je ku dotowi. Rozdziat ten jest praktycznie kompletny jesli po prze-
puszczeniu roztworu barwnika przepusci sie solwent przez kolumne adsor-
benta. Tak wiec podobnie jak pasma Swiatta w widmie, r6zne sktadniki
mieszaniny barwnikow rozdzielajg sie w uporzagdkowany sposob na ko-
lumnie z weglanem wapnia i przeto moga by¢ tym sposobem oznaczone

Rys. 3. Przyrzad z piecioma kolumienkami do chromatograficznego rozdziatu drob-

nych ilosci ekstraktéw roslinnych
1—M —manometr, R —naczynie o objeto$ci okoto 3 litry jako rezerwuar wyréwnawczy ci$nie-
nia, D —szklana rurka dystrybucyjna ci$nienia, P —pompka do wytwarzania nadciénienia
2—lejek stanowiacy kolumne chromatograficzna
3 —1tacznik szklany z korkiem i $ciskaczem
4 —przyrzad do odparowywania eteru naftowego z ekstraktéw roslinnych
5 — przekro6j zbiornika manometru rteciowego M (z ksigzki (M. Cwieta — Chlorofile w $wiecie
roslin i zwierzat)
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jakosciowo jak rowniez iloSciowo. Taki preparat nazywam chromatogra-
mern a to postepowanie metodg chromatograficzng”.

Praca Cwieta opublikowana w Berichte moze nawet dzi$, po przeszio
50-ciu latach stuzy¢ jako wzor jak powinny by¢ konstruowane doswiad-
czalne prace w zakresie analizy chemicznej i biochemii. Cwiet dobrze
sobie zdawat sprawe z tego, ze opisana przez niego metoda ma znaczenie
uniwersalne i moze by¢ zastosowana do rozdziatlu mieszanin réznych sub-
stancji chemicznych (6):

»Nalezy wspomnie¢, ze opisane zjawiska adsorbcyjne odnoszg sie nie
tylko do barwnikéw chlorofilowych. Nalezy oczekiwaé, ze wszystkie ro-
dzaje chemicznych zwigzkéw barwnych lub bezbarwnych podlegajg tym
samym prawom?”.

Dalsze rozwiniecie techniki chromatografii kolumnowej podat Cwiet
w swojej monografii ,Chlorofile w $wiecie roslin i zwierzat” (11) opubli-
kowanej w Warszawie w 1910 roku.

Niestety sugestia Cwieta zostata przez Swiat naukowy zrozumiana
dopiero po okoto 25-ciu latach nieSmiatych i sporadycznych prdéb stoso-
wania techniki chromatografii kolumnowej w analizie chemicznej.

Uwagi koricowe

W ciggu kilkunastu lat swego produktywnego zycia Cwiet ogtosit 62
prace doswiadczalne i rozprawy, w tym dwie ksigzki. Z wyjatkiem jednej
pozycji wszystkie prace byty napisane przez niego samego. Nalezy z na-
ciskiem podkresli¢, ze 38 pozycji bibliografii opracowane byto w Warsza-
wie i stgd wysytane do druku w czasopismach francuskich, niemieckich
i rosyjskich. Po wyjsciu z Warszawy w 1915 roku Cwiet nie napisat juz ani
jednej pracy i ani jednego referatu. Okres warszawskiej tworczosci Cwieta
byt dla niego najbardziej owocny i zapewnit mu na trwale nazwisko
w historii nauki Swiatowej. Wszystko co osiaggnat w nauce byto dokonane
w Polsce, na Uniwersytecie Warszawskim.

Po opracowaniu swojej metody chromatografii kolumnowej Cwiet wy-
kazat, ze oprécz omdwionych barwnikéw w zielonych lisciach znajduje
sie grupa barwnikéw zéttych — ksantofili (8): ksantofil alfa’i alfa” zwany
obecnie violaksantyng, ksantofil alfa zwany luteinolem, wzglednie wtasci-
wym ksantofilem oraz ksantofil beta, zwany obecnie neoksantyng. Wszyst-
kie te barwniki Cwiet doskonale rozdzielit na kolumnie i zidentyfikowat
na podstawie widm w spektroskopie przez siebie skonstruowanym. Trze-
ba tu nadmieni¢, ze mimo tych wynikéw Cwieta tak wytrawny badacz
jak Willstatter, ktdry otrzymat ksantofil w stanie krystalicznym nie uznat
jego heterogennosci i mocno krytykowal Cwieta (26). Dopiero gdy znacz-
nie pézniejsze badania przy zastosowaniu bardziej wyrafinowanych me-
tod, na przykiad adsorpcji na aktywnym tlenku magnezu, wykazaty
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stuszno$¢ obserwacji Cwieta, Willstatter (28) pisat w swoich pamietnikach
Aus meinem Leben:

»Zawsze zwracatem na to uwage po przeprowadzeniu moich doswiad-
czen, czy byli przede mng jacy$ badacze, ktérych Sciezkg kroczytem lub
ja krzyzowatem, tak, aby im oddaé sprawiedliwos$¢ lub sptaci¢ petny diug.
W konsekwencji tego np. stwierdzitem, ze moimi poprzednikami w tych
badaniach byli fizyk Stokes, oraz botanicy Kraus, Borodin, Monteverde,
Cwiet i Molisch”.

I dalej:

»W poczatkach badan nad chlorofilem duze znaczenie odegrata wy-
probowana adsorbcyjna technika botanika Cwieta z Warszawy”.

Szkoda, ze tej opinii o pracach Cwieta W illstatter nie miat wowczas,
kiedy ten je publikowat i wykazywat niezbicie w sposéb konsekwentny, ze
chlorofil mozna wydzieli¢, oczysci¢ i scharakteryzowaé¢ za pomocg prostej
techniki chromatograficznej, a nie tylko na zasadzie czysto chemicznych
metod badajgc wiele pochodnych chlorofilu w ,,wyniku reakcji z kwa-
sami i zasadami”. Willstatter nie stosowat techniki adsorbcyjnej Cwieta
w swych badaniach nad barwnikami roslinnymi, a dopiero jego uczniowie
Winterstein i Stein (29) oraz Karrer i Schlientz (15
otrzymali w latach trzydziestych tg metodg czyste chlorofile i karoteny
alfa i beta.

Te samg zresztg zasade wytacznej reakcji z kwasami i zasadami przy
ustalaniu struktury chlorofilu wyznawat nasz wielki chemik Leon Mar-
chlewski. Marchlewski wykazywat w swoich pracach, ze chlorofil trak-
towany kwasem daje dwa rodzaje pochodnych tzw. filoksantyne i filo-
cyjanine. Sadzit, ze sg to dwa rozne stadia degradacji tej samej czasteczki
chlorofilu. Natomiast Cwiet wykazat logicznie, ze jedna z tych pochod-
nych, ktérg otrzymywat Marchlewski, pochodzi z chlorofilu alfa, druga
z chlorofilu beta, (wedtug jego nomenklatury tzw. chlorofilan alfa i chlo-
rofilan beta (17)). Marchlewski i grupa innych chemikéw tego okresu nie
chcieli uzna¢ faktu, ze w przyrodzie wystepujg dwie odmiany chlorofilu
alfa i beta, mimo ze Cwiet rozdzielit je za pomocg chromatografii kolum-
nowej. Powyzsze kontrowersje spowodowaty miedzy obu uczonymi dra-
matyczng polemike dla nas dzi$ niezrozumiatg. Konflikt zaostrzat Will-
statter, ktory ignorowal zaréwno prace Marchlewskiego jak i Cwieta
tworzagc wtasng nomenklature pochodnych chlorofilu i nie biorgc pod
uwage mozliwosci heterogennosci zielonego barwnika roslin. Willstatter
argumentowat, ze chromatografia nie jest odpowiednig metoda do prepa-
ratywnego otrzymywania substancji chemicznych (27). Cwiet odpowiadat
na zarzuty jasno i skromnie (10):

»Przypuszczenia, ze moje preparaty sg zanieczyszczone poniewaz nie
otrzymatem barwnikéw w stanie statym sg zupetnie nieuzasadnione. Chlo-
rofilany (pochodne chlorofilu alfa i beta) byly wyizolowane za pomoca
analizy adsorpcyjnej, ktéra jest jaknajbardziej metodg preparatywng
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iw wielu wzgledach ma przewage nad metodami precypitacji czy krysta-
lizacji. Prawdopodobnie nie bytoby zadnych specjalnych trudnosci w za-
stosowaniu metody adsorpcyjnej do przygotowania wiekszych ilosci barw-
nika wystarczajacych do analizy....W kazdym razie analiza adsorpcyjna
jest juz teraz stosowana jako potezna metoda kontroli; zaden preparat
barwnika nie moze byé uznany za zdefiniowany jako substancja czysta,
jesli nie wykazuje rowniez jednorodnosci podczas préby chromatogra-
ficznej”.

Do tych stéw nie mozna nic doda¢ dzisiaj przy wspdiczesnej ocenie
czystosci preparatéw chemicznych.

Tak wiec kompetencyjny sp6r miedzy uczonymi w poczatkach naszego
wieku spowodowat, ze jedna z najbardziej przydatnych w nauce metod
jaka jest chromatografia zostala zapomniana na okres prawie trzydziestu
lat. Dopiero bowiem w latach trzydziestych ta technika zostala ponownie
wprowadzona do analizy chemicznej i jak widzimy, z wielkim powo-
dzeniem.
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RECENZJE

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

Drugi tom Research in Protozoology zawiera rozdzialy obejmujgce takie dzie-
dziny jak: morfogeneza pierwotniakéw, funkcja aparatu jadrowego pierwotniakoéw,
ekologia pierwotniakéw niepasozytniczych, wptyw promieniowania na komérki pier-
wotniacze oraz wzrost pierwotniakéw pasozytniczych w kulturach tkankowych.

Zagadnienie morfogenezy pierwotniakéw zostato opracowane przez Vance Tar -
tara w rozdziale pt. Morphogenesis in Protozoa. Autor jest wybitnym specjalista
w tej dziedzinie. Potrafi on jasno i zwiezle przedstawi¢ najwazniejsze osiggniecia
badan nad morfogeneza struktur komoérkowych pierwotniakdéw: a) w czasie podziatu
komérkowego, b) w przebiegu cyklu zyciowego, c) w czasie regeneracji fizjologicznej
oraz post-traumatycznej. Zjawisko polimorfizmu oraz pojawiania sie tzw. form
podwdéjnych (dubletéw) u pierwotniakéw zostato w peini uwzglednione przy oma-
wianiu niektérych rzadziej spotykanych form morfologicznych.

Najbardziej szczeg6towej analizie poddano przebieg morfogenezy u orzeskéw,
ktére od czasu pionierskich badan Stanistawy Dembowskiej w latach dwudziestych
staly sie niemal klasycznym obiektem badan w tej dziedzinie. Orzeski sg szczeg6lnie
dogodnym modelem do badanh zjawisk morfogenezy na szczeblu komérkowym, gdyz
posiadaja bogato zréznicowane struktury powierzchniowe (cortex) oraz podwdjny
aparat jadrowy w postaci mikro- i makro-nukleuséw. W koncowych czesciach arty-
kutu V. Tartar analizuje w interesujgcy sposob role poszczegélnych skladnikdéw
komoérkowych (cortex, cytoplazma, aparat jadrowy) w przebiegu procesu morfoge-
nezy komorek pierwotniaczych.

D. M. Prescott i G. E. Stone w rozdziale pt. Replication and Function
of the Protozoan Nucleus omawiajg zagadnienie syntezy DNA i RNA u rdznych
gatunkéw pierwotniakéw w oparciu o najnowsze dane eksperymentalne, uzyskane
przy jednoczesnym uzyciu technik mikrochirurgicznych (enukleacja, transplantacja
jader itp.) oraz radioaktywnych prekursoréw. Autorzy stusznie podkre$lajg znacze-
nie badan prowadzonych na synchronizowanych kulturach Tetrahymena pyriformis,
ktore dostarczyty biologom wiele danych o przemianach zwigzkéw nukleinowych
w przebiegu podziatu komdrkowego.

K. G. Greli w rozdziale pt. Sexual Reproduction in Protozoa podjat sie nie-
wdziecznego zadania syntetycznego omdwienia skomplikowanych stosunkéw w za-
kresie zréznicowania piciowego komdrek w réznych grupach pierwotniaczych. Dzigki
solidnemu omoéwieniu oraz uporzadkowaniu bardzo réznorodnego materiatu, artykut
ten moze by¢ cenng informacjg zaréwno dla ogdlnego biologa, ktérego interesuja
zagadnienia zréznicowania pici na szczeblu organizméw jednokomérkowych jak i
dla specjalisty protozoologa, zainteresowanego badaniami z zakresu ekologii, fizjo-
logii oraz genetyki pierwotniakéw.

11 Postepy Biochemii
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Rozdziat opracowany przez L. E. Nolanda i M. Gojdics pt. Ecology of
Free-living Protozoa zawiera bogaty materiat, dotyczacy warunkéw zycia pierwot-
niakéw niepasozytniczych. W artykule omowiono szczeg6towo znaczenie poziomu
zasolenia, zawartosci tlenu i pH S$rodowiska oraz takich czynnikéw fizycznych jak
temperatura i Swiatto. Zagadnienie niezbednych skitadnikéw odzywczych dla pier-
wotniakéw poddano analizie w zalezno$ci od sposobéw ich odzywiania ze szczegdl-
nym zwrdceniem uwagi na role endosymbiontéw wewnatrz-komérkowych oraz
wzajemne stosunki w uktadzie: pierwotniaki — zwierzeta tkankowe. Warunki zycia
pierwotniakéw glebowych oraz gatunkéw, wystepujgcych w wodach zanieczyszczo-
nych (Sciekowych), zostaty stusznie omoéwione osobno z uwagi na specyficzne warunki
Srodowiskowe oraz wyjatkowe znaczenie praktyczne tego zagadnienia.

Wplyw réznego rodzaju promieniowania na komérki pierwotniacze omawia
szczegbtowo A. C. Giese w obszernym rozdziale pt. Efects of Radiation upon
Protozoa. Badania nad wpilywami rd6znego rodzaju promieniowania dostarczyty cen-
nej informacji na temat organizacji komdrki pierwotniaczej i rzucity nowe S$wiatto
na wzajemne oddziatywanie jadra i cytoplazmy oraz na funkcje niektérych organelli
komérkowych. Na osobng uwage zastugujg osiggniecia w zakresie produkcji mu-
tantow w wyniku nasSwietlania pierwotniakéw promieniami UV lub X, co przyczy-
nito sie do wyjasnienia niektdrych zagadnien zwigzanych z dziedzicznoScig u tych
organizmow.

W ostatnim rozdziale pt. Growth of Parasitic Protozoa in Tissue Cultures
W. Trager i S. M. Krasner omawiajg dotychczasowe osiggniecia w zakresie
hodowli pierwotniakéw pasozytniczych na podtozach kultur tkankowych. Celem
tego rodzaju hodowli jest uzyskanie kultur umozliwiajacych badanie pierwotniakdéw
w warunkach bardziej dostepnych dla badacza niz te w jakich przebywaja one
w obrebie tkanek gospodarza. Dodatkowg korzyscia, wynikajacg z tego rodzaju
hodowli, jest mozliwo$¢ stosunkowo dokitadnego badania wzajemnych zaleznosci
miedzy pasozytem a tkankami zywiciela. W szczeg6lnosci zastosowanie metody ho-
dowli na podfozach tkankowych w stosunku do niektérych pasozytéw wewnatrz-
komérkowych (np. Trypanosoma cruzi, Theileria, Toxoplasma) stwarza catkowicie
nowe mozliwosci badania tych pierwotniakéw — i to zaréwno pod katem poznania
ich biologii jak i skutecznego ich zwalczania przy zastosowaniu $rodkéw chemote-
rapeutycznych oraz immunologicznych.

H. Dominas
S. Dryl

Praktikum z biochemii. Podstawy metodyczne. Praca zbiorowa pod redak-
cja Witolda Brzeskiego i Zbigniewa Kaniugi PWRIL, Warszawa 1968,
str. 360

Trescig ksigzki sg wazniejsze podstawy metodyczne, ktérych znajomo$é jest
konieczna do prowadzenia biochemicznych badan. Autorami sg pracownicy katedr
biochemii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie i Uniwersytetu
Warszawskiego. Jest to jak gdyby wznowienie wydanego przed przeszto dziesieciu
laty podrecznika pod tytutem ,Cwiczenia z biochemii roslin”, poszerzonego o wspét-
czesne wiadomosci teoretyczne i dostosowanego czesciowo do realizowanych obecnie
programow.

W podreczniku mozna wyodrebni¢ kilka czesci. Pierwsza omawia wykrywanie
jakosciowe podstawowych sktadnikéw zywych organizméw (sacharydéw, ttuszczéw-



3] RECENZJE 307
cow, aminokwasdéw, biatek i sktadnikéw kwaséw nukleinowych) za pomocg wazniej-
szych reakcji charakterystycznych. Tego typu badania, jak stusznie podkreslaja
redaktorzy, ,,stanowig niezbedny wstep do poznania metod stosowanych w badaniach
biochemicznych”. Uzyskane tymi drogami dodatnie wyniki nie Swiadczg jeszcze
0 obecnosci poszukiwanego zwigzku, natomiast ujemny wynik wyklucza jego
obecnosc¢.

Nastepna cze$¢ podrecznika poswiecona jest frakcjonowaniu materiatu biolo-
gicznego, wstepnej czynno$ci w wyodrebnianiu czystych sktadnikéw zywej materii.
Przedstawiono ré6zne stosowane metody ekstrakcji, a nastepnie frakcjonowane wy-
tragcanie z roztworu poszukiwanych substancji. Na szczegdlng uwage zastuguje dos$é
wyczerpujgco opisana metoda ekstrakcji przeciwprgdowej. Metoda ta pozwalajgca
na iloSciowe rozdzielanie mieszanin ztozonych z wielu nawet skiadnikéw, zdobyta
sobie bardzo szerokie uznanie.

W trzeciej czesci podano opisy réznych technik sporzadzania roztworéw buforo-
wych. Podano réwniez sposoby sprawdzania i oznaczania stezenia jonéw wodorowych.

Kolejna, bardzo znaczna cze$¢ ksigzki poswiecona jest r6znym odmianom chro-
matografii. W jednym z rozdziatbw omdéwiono chromatografie adsorpcyjna, rodzaje
stosowanych adsorbentéw i rozpuszczalnikéw, oraz urzadzenia i aparaty. W nastep-
nym rozdziale autorzy wprowadzajg czytelnika w zagadnienia chromatografii podzia-
towej, ze szczegélnym uwzglednieniem chromatografii bibutowej. Rozdzial trzeci
dotyczy zastosowania jonitéw w praktyce laboratoryjnej. Omdéwiono rézne odmiany
stosowanych jonitow i ich mechanizm dziatania. Ostatni rozdziat opisuje chromato-
grafie cienkowarstwowa, technike jej stosowania i jej zalety.

Nastepne dwa rozdziaty, to réwniez metody rozdzielania mieszanin. Pierwszy z nich,
poswiecony elektroforezie, omawia wady i zalety zarowno elektroforezy swobodnej jak
1 pasmowej, a w szczeg6lnoséci technike elektroforezy bibutowej i na zelu skrobio-
wym. Drugi rozdziat noszacy tytut ,,Saczenie molekularne”, poswiecony jest meto-
dom rozdzielania sktadnikéw mieszanin w oparciu o réznice wielkosci ich czaste-
czek. Obok dializy, stuzacej od dawien dawna do oddzielania zwigzkéw drobno-
czasteczkowych od makroczasteczek, a szczeg6lnie do odsalania roztworéw biatek,
przedstawiono tez od niedawna wprowadzong metode saczenia molekularnego po-
przez preparaty dekstranu, znane pod nazwag Sephadexéw. Podano rézne sposoby
zastosowania tych preparatéw do odsalania i zatezania roztworéw zwigzkéw wielko-
czagsteczkowych.

Ostatnie rozdzialy poswiecone sg zagadnieniom specjalnym. Jeden z rozdziatow'
zawiera opis fotometrii absorpcyjnej powszechnie uzywanej w biochemii do iloscio-
wego oznaczania zwigzkéw, a takze do kontrolowania przebiegu reakcji, oznaczania
stanu réwnowagi itp. W podreczniku znajdujg sie opisy aparatury jak i wskazéwki
do stosowania jej w prowadzonych badaniach.

W nastepnym rozdziale podano opis aparatu Warburga do badania wymiany ga-
zowej a takze przyklady zastosowania tego aparatu do rozwigzywania niektérych
zagadnien.

Ostatni rozdziat przeznaczony zostat na zaznajomienie czytelnika z radiometriag
i autoradiografig. W rozdziale oméwiono bezpieczenstwo pracy z izotopami promie-
niotwérczymi, budowe aparatéw i mozliwosci ich zastosowania do badah biochemicz-
nych, szczeg6lnie metabolizmu in vitro i in vivo. Podano réwniez wiele uzytecznych
informacji technicznych.

Nalezy dodaé, ze kazdy rozdziat poprzedzony jest podaniem podstawowych
wiadomosci, dobrze wprowadzajgcych czytelnika w omawiane zagadnienia. Na koncu
rozdzialu zestawiono cenniejszg literature na dany temat. Kazdy rozdziat jest tez
ilustrowany kilku dobrze i bardzo szczeg6towo opracowanymi ¢wiczeniami i zada-
niami, dzieki czemu podrecznik moze stuzy¢ jako zbior ¢wiczen studenckich z zakresu
biochemii. Jest to duzag zaletg tej ksigzki, gdyz w zwigzku z przeprowadzanymi
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obecnie reformami programoéw studiéw zwieksza sie, kosztem wyktadow, liczby
godzin zaje¢ praktycznych. Ksigzka jest bardzo starannie opracowana i wydana,
a jej wysoki poziém pozwala sadzi¢, ze bedzie ona cenng pomocg nie tylko dla labo-
ratoriéw studenckich lecz réwniez dla naukowych pracowni biochemicznych.

B. Filipowicz

J. Opienska-Blauth i L. Tomaszewski Metody chromatograficzne w bada-
niach aminokwaséw ze szczegdlnym uwzglednieniem aminoacydurii.
PZWL Warszawa 1966 (str. 88 cena 20 zi)

Ksigzka przeznaczona jest dla lekarzy pragnacych praktycznie wykorzystaé¢ dla
celow diagnostycznych mozliwoséci tkwigce w badaniach chromatograficznych moczu
na obecno$¢ poszczegélnych aminokwaséw. Zgodnie z tym zalozeniem w pierwszej
czesSci (obejmujacej rozdziaty I—VIII) oméwiono podstawy metodyczne, w drugiej
za$ czesci (rozdziaty 1X—XI1) przeglad aminoacydurii wystepujacych w stanach fizjo-
logicznych i patologicznych.

W czeéci metodycznej autorzy zapoznaja czytelnikéw w krétkiej i zwieztej for-
mie z tatwo dostepnymi metodami analizy chromatograficznej aminokwaséw w ma-
teriale biologicznym.

W czes$ci drugiej autorzy dokonuja przegladu i systematyki tych jednostek cho-
robowych, w ktérych identyfikacja i oznaczenia poszczegélnych aminokwaséw moze
byé bardzo istotnym czynnikiem w stawianiu diagnozy przez lekarza i rozpoczecia
wczesnego leczenia (zwtaszcza w okresie niemowlecym). Bardzo cenna jest réwniez
préba usystematyzowania aminoacydurii patologicznych na wrodzone i nabyte.
Wspotczesna diagnostyka kliniczna w szerokim zakresie podejmuje proby wykrywa-
nia zaburzen metabolicznych poszukujac etiopatogenezy wielu schorzen w uszkodze-
niach podstawowych mechanizméw sterujgcych prawidtowa funkcjg komorek
i tkanek.

Wsréd wielu metod biochemii klinicznej i chromatografia i elektroforeza zaj-
mujg poczesne miejsce ze wzgledu na prostote urzadzen oraz mozliwosci wykrywania
i oznaczania licznych zwigzkéw tej samej klasy w ziozonych mieszaninach. Postugi-
wanie sie tymi metodami wymaga jednak nie tylko nabycia przez badajacego bieg-
tosci technicznej, ale przede wszystkim umiejetnos$ci dokonania wyboru wtasciwej
procedury analitycznej prowadzacej do wynikéw nadajacych sie do interpretacji.
Autorzy tej ksigzki nie tajg licznych trudnosci z jakimi spotkaé sie moze analityk
podejmujacy badania nad aminoacydurig.

Na uwage zastuguje fakt, ze poruszana tematyka jest bogato uzupeiniona naj-
nowszym piSmiennictwem co predestynuje omawiang ksigzke do roli podstawowego
przewodnika po chromatografii w zastosowaniu do badan nad aminoacyduria.

W nastepnych wydaniach podrecznika bytoby réwniez korzystne uwzglednienie
zagadnienia wystepowania peptydéw moczu oraz wyeliminowanie drobnych bteddw,
jakie umknety uwagi korekty w obecnym wydaniu, jak np.:

brak zapowiedzianego schematu reakcji ninhydrynowej na stronie 16,

na stronie 23 zamiast 5ml winno by¢ 5 pil,

na stronie 23 pominieto czesto uzywany bufor fosforanowy w zestawie uktadéw

stuzacych do rozwijania chromatogramow,

na stronie 30 prébke moczu powinno sie nanosi¢ po stronie anodowej, a nie ka-
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todowej — jak podano w tekscie, gdyz przy pH 2,2 aminokwasy w czasie elektro-

forezy migrujg ku anodzie.

»Metody chromatograficzne w badaniach aminokwaséw ze szczeg6lnym uwzgled-
nieniem aminoacydurii” stanowi¢ powinny jedng z podstawowych pozycji w podrecz-
nej bibliotece kazdej pracowni analitycznej klinicznej, zwtaszcza w klinikach pedia-
trycznych. i ; H

M. Kanski

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

Jest to piaty tom z serii monografii poSwieconych wybranym zagadnieniom
z biochemii. Biochemia zwigzkéw obcych jest jednym z nich, wynikajacym z coraz
wiekszej produkcji i coraz szerszego stosowania zwigzkéw chemicznych w rolnictwie,
zywieniu i lecznictwie. Srodowisko cztowieka wspélczesnego, chemizowane przez
substancje przeznaczone dla dobra cztowieka zagraza jego zdrowiu, na skutek statego
wnikania tych substancji do ustroju przez przewdd pokarmowy lub innymi drogami.
Racjonalna ochrona zdrowia, ani racjonalne wykorzystywanie zwigzkéw obcych nie
sg mozliwe bez poznania szczegétowego ich przemian w ustroju oraz konsekwencji
dla stanu zdrowia cztowieka.

Celem monografii byto udostepnienie (podczas studiow medycznych, rolniczych
i innych oraz w szkoleniu podyplomowym) elementéw biochemii tych zwigzkéw, co
jest uzasadnione nie tylko wzgledami zdrowotnymi, ale réwniez ekonomicznymi
i spotecznymi.

Ksiazka sktada sie z dwoch czesci. W pierwszej — autor przedstawia mechaniz-
my wchtaniania i wydalania oraz rozmieszczenia obcych zwigzkéw w ustroju, ich
metabolizm z uwzglednieniem przemian katalizowanych przez enzymy mikrosomoéw
watroby a takze czynnikéw wptywajacych na ten metabolizm. Obszernym (20 stron)
i celowym zakonczeniem tej czeSci monografii jest rozdziat, w ktérym poréwnano
metabolizm u zwierzat stato- i zmiennocieplnych ze szczegélnym uwzglednieniem
ssakow. Cze$¢ pierwsza stanowi podstawe dla omoéwienia biochemizmu wybranych
zwigzkéw naturalnych, zwigzkéw dodawanych do zywnos$ci, lekéw, pestycydow
i niektorych zwigzkéw stosowanych w przemys$le chemicznym. Przyktadowe to
omowienie jest tresScig czesci drugiej. Najwiecej w niej miejsca zajmuja leki i zwigzki
naturalne. Rozdziat dotyczacy zwiazkéw obcych w zywnosci formalnie najszczuplej-
szy (11 stron), faktycznie potraktowano najszerzej; uzupeiniajg ten rozdziat wszyst-
kie pestycydy i wiele zwiagzkéw naturalnych badZz stosowanych w przemysle chemicz-
nym, a nawet niektére leki, jak np. kwas salicylowy (niedozwolony do konserwowa-
nia zywnosci).

Wskazuje to na trudnos$¢ ukiadu monografii biochemicznej, ktérag mozna réwniez
uznaé za zarys wspotczesnej toksykologii. Monografia ta jest cennym wprowadzeniem
do tego wtasnie przedmiotu lub do toksykologii poszczegélnych grup obcych zwigz-
kow. O takim wtasnie jej charakterze Swiadczy takze ogdlna objetos¢ tekstu i wza-
jemny ilosciowy stosunek obu czesci, tj. 136 str.: 91 str.

Jest to ksigzka nowoczesna pod wzgledem tresci i waloréw dydaktycznych.
Pismiennictwo podane na zakonczenie kazdego prawie rozdziatu wraz z odsytaczami
do wykazu, obejmujgcego 504 pozycje pochodzi gtéwnie z lat 1964—65. Podstawowym
dzietem, z ktoérego autor korzystatl jest Williamsa R. T.: ,,Detoxication Mechanisms.
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The Metabolism and Detoxication of Drugs, Toxic Substances and Other Organic
Compounds”, Il. wydanie. Rok 1959. Londyn.

Dyskusyjng sprawa moze byé umieszczenie chininy wséréd substancji dodawa-
nych do zywnos$ci zamiast wéréd lekéw. Ze szkodag— wydaje sie — pominieto w czesci
pierwszej prébe wprowadzenia do mutagennosci, teratogennosci (cho¢ posréd lekow
oméwiono thalidomid) i do methemoglobinemii.

W czeSci drugiej brak antybiotykéw. W S$wietle aktualnych danych przynaj-
mniej na takg samag wzmianke jak penicylina, zastuguja antybiotyki tetracyklinowe,
stosowane zaréwno w medycynie weterynaryjnej jak i dodawane do mieszanek pa-
szowych dla zwierzat hodowlanych i drobiu, a przechodzace do ich miesa i podrobdw
oraz wystepujace w jajach drobiu.

Do tego typu niedostatkéw zaliczam nie podanie w czeSci drugiej, zwilaszcza
przy azotynie sodowym, ze zwigzek ten posiada wtasciwosci methemoglobinotwdrcze.
Wystepowanie tego zwigzku w przyrodzie i stad obecno$¢ azotynéw w wodzie do
picia i niektérych roslinach jadalnych stanowi przyczyne zatrué¢ niemowlagt. Zatrucia
te przebiegajg z objawami methemoglobinemii. Nie wykazano — jak dotagd — i autor
nie cytuje piSmiennictwa, ze w $rodkach spozywczych konserwowanych azotynem
sodowym wytwarzajg sie rakotwdrcze nitrozoaminy, jednak autor to stwierdza. Z wy-
jatkiem maczki rybnej stosowanej dla celéw paszowych, w ktérej stwierdzono wy-
twarzanie si¢ nitrozoamin oraz z wyjatkiem badan wskazujgcych, ze wytwarzaja sie
one w obecnosci réznych amin przypuszcza sie i jest to prawdopodobne, ze wytwa-
rzaja sie one w $rodkach spozywczych konserwowanych azotynem sodowym.

Monografia jest bogato ilustrowana schematami przebiegu reakcji chemicznych
w ustroju, wynikajagcymi z aktualnego stanu wiedzy w dziedzinie omawianych
zwigzkow obcych.

Wydawnictwu nalezg sie stowa uznania za podjecie tematu i staranne wydanie
tej cennej pozycji naukowej. Zyczyé jednak nalezy, aby nastepne wydanie zostato
nieco poszerzone o zagadnienia wymienione wyzej i o toksyczne metabolity grzybéw,
jak np. aflatoksyny i inne.

M. Nikonorow

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

Ksigzka ta jest zbiorem dziesieciu sympozjalnych referatéw przedstawionych
na drugim Zjezdzie Europejskich Towarzystw Biochemicznych FEBS w Waiedniu.
Autorami referatow sg czynni w danej problematyce badacze o Swiatowej stawie.

Pierwsza pozycja dotyczaca preparatywnych i analitycznych metod w ustalaniu
struktury tRNA zostata napisana przez M. Stachelina. Druga, zatytulowana
~Wtasnosci tRNA wytwarzanego podczas gtodzenia aminokwasowego” opracowana
przez U. Z. Littauera iR Milbauera jest przegladem dotychczasowej wie-
dzy na temat wptywu metylacji zasad w tRNA na jego wtasnos$ci biologiczne. Struk-
tura specyficznego dla seryny tRNA jest przedmiotem nastepnego rozdziatu. Autorami
sg H. G. Zacha u, D. Dutting, F. Melchers, H Feldmann i R Thie-
b e. Podaja oni skréot metodycznych danych, ktére doprowadzity do ustalenia struk-
tury trzech specyficznych dla seryny tRNA, i poréwnuja ich budowe z innymi tRNA
0 znanej sekwencji zasad.
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Kolejnym problemem przedstawionym przez F. Grosa, S. Naono, J Rou-
viere, D. Hayesa i R Cukier jest fizjologiczna korelacja miedzy syntezg
i funkcja informacyjnego RNA. Omawiana jest tu rola RNA polimerazy w syntezie
MRNA na matrycy DNA i udziat rybosoméw w mechanizmie represji. Frakcje RNA
w komérkach zwierzecych odpowiadajgce informacyjnemu RNA sg przedmiotem
artykutu H. R. V. Arnsteina Gtéwna uwaga poswiecona jest fizykochemicznym
wiasnosciom RNA z retikulocytow krélika odpowiadajacemu mRNA dla hemoglo-
biny.

R. A. Cox przedstawia wyniki wtasne i innych na temat badan drugorzedowej
struktury rybosomowego RNA w roztworach. Jest to obszerny artykut omawiajgcy
zmiany konformacyjne RNA w ro6znych pH. Pierwszorzedowa struktura rybosomo-
wego RNA jest przedmiotem razwazan J. P. Ebe la

Wplyw 8-azaguaniny, wbudowanej do mRNA, na jego funkcje omawia
D. Grunberger. Zmiany w strukturze drugorzedowej RNA pod wpltywem tego
analogu purynowego i wynikajgcych stad konsekwencji w stosunku do biosyntezy
biatka sg przedmiotem dociekahn autora. Kolejny referat napisany przez G. Kocha
jest zbiorem ustalonych faktéow dotyczacych witasnosci, funkcji i replikacji wiruso-
wego RNA. Autor porusza problem sekwencji i zjawisk prowadzacych do syntezy
biatek w obecnosci wirusowego RNA, indukcje i represje funkcji RNA oraz mozli-
wosci przeniesienia genetycznej informacji RNA na DNA. Ksigzke zamyka artykut
S. Ochoa natemat proceséw translacji.

Zbiér omawianych artykutéw jest szerokim przegladem wiedzy o strukturze
i funkcji kwaséw nukleinowych. Jest przeznaczony raczej dla specjalistow, chociaz
wszystkie artykuty zawierajg czes$¢ pogladowa, zaznajamiajaca czytelnika z podstawo-
wymi osiggnieciami danego kierunku. W sumie — bardzo wartos$ciowa pozycja, ktora
powinna by¢ tatwo dostepna dla badaczy zwigzkéw wysokoczgsteczkowych.

P. Szafranski

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

Zbior referatéw gtéwnych i streszczen doniesien wygtoszonych na Széstym Mie-
dzynarodowym Kongresie Chemii Klinicznej obejmuje 487 stron zawartych w czte-
rech tomach. Kazdy tom posSwiecony jest wiekszej tematycznej catosci* chemii biatek
0 Kklinicznym znaczeniu, enzymologii klinicznej, postepom w metodyce Kliniczno-
chemicznej oraz postepom w badaniach kliniczno-biochemicznych.

Wsérod uczestnikow zjazdu znalazta sie Smietanka miedzynarodowej chemii
1 chemii Kklinicznej: Grassman, Tiselius, Putnam, Hitzig, Grabar, Bucher, Pfleiderer,
Wierne, Boyd, Natelson, Stahl, Lynen, Standbury, With, Wieland.

Prawie trzy czwarte referatéow poswiecone jest réznym aspektom chemii klinicz-
nej biatek jak nowoczesne metody rozdziatu biatek, synteza, struktura i funkcja
Y-globulin, zwigzek paraprotein z prawidtowymi immunoglobulinami, kliniczne efek-
ty nieprawidtowych globulin osocza, nowe aspekty analizy immunoelektroforetycz-
nej, izoenzymy, biochemia izoenzymoéw i ich diagnostyczne znaczenie, diagnostyka
enzymologiczna (dehydrogenazy kwasu mlekowego, amylaz 5-nukleotydaz, cholines-
teraz, fosfataz), immunologiczne inhibitory enzymatyczne, hemoglobiny, jodoprote-
idy itd.

Na drugim miejscu pod wzgledem ilosci referatow stoi metodologia, przystoso-
wanie technik do potrzeb biochemii klinicznej. Nie ma prawie dziatu analityki, ktéry
by nie byt wykorzystywany do chemii klinicznej: fluorymetria, chromatografia gazo-
wa i cienkowarstwowa, mikroanalityka.
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Z klasycznej fizjopatologii narzadowej i ukiadowej wymieni¢ nalezy: enzymo-
logie nefronu, chemie barwikoéw zoétciowych, genetyke biochemiczng, choroby moczu
0 zapachu liscia klonowego, wptyw czynnikéw antyreumatycznych na metabolizm
kolagenu oraz wptyw antykonceptykéw na metabolizm hormonéw tarczycy.

Biorgc pod uwage zakres chemii klinicznej tematyka zjazdu nie jest zbyt szero-
ka, natomiast jest bardzo wyspecjalizowana, co niewatpliwie podnosi jej wartos¢
merytoryczna, gdyz postep w tych dziedzinach zapewnia tylko specjalizacja.

Proba przedstawienia poszczeg6lnych wynikéw badan czy rozwazan z gory ska-
zana jest na niepowodzenie. Bytaby ona przejawem przede wszystkim osobistych
zainteresowan recenzenta. Nie mniej jednak nalezy uwypukli¢ kierunki przysztoscio-
we, ktére w sposéb mniej lub wiecej systematyczny byty rozwazane w czasie zjazdu.

Zakres dotychczas uprawianej biopsji ptynéw pozakomoérkowych ulega rozsze-
rzeniu o chemiczng biopsje narzadéw watroby i nerek. Prébki tych narzadéw pobra-
ne przyzyciowo drogg punkcji poddaje si¢ rownocze$nie badaniu histologicznemu,
biochemicznemu i ultramikroskopowemu uzyskujac wglad w zalezno$¢ miedzy funk-
cja a strukturg. Podstawowym warunkiem badania punktatéw jest oczywiscie stoso-
wanie odpowiednich mikrometod. Do dalszych przyszto$ciowych kierunkéw nalezy
inhibitorowa funkcja przeciwciat w stosunku do pewnych enzyméw oraz swoiste
inhibitory peptydowe poszczegdlnych izoenzyméw. Otwierajg sie nowe perspektywy
badan teoretycznych i fizjopatologicznych z zakresu regulacji aktywnos$ci enzymoéw.

W 6 Kongresie Chemii Klinicznej byto tylko jedno doniesienie z Polski. Zwraca
uwage natomiast caty szereg doniesien z Bulgarii i z Jugostawii.

L. Tomaszewski
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SPRAWOZDANIA

Letnia szkota FEBS w Londynie na temat praktycznego nauczania bio-
chemii studentow medycyny

Konferencja odbyta sie w Department of Biochemistry Medical College of St.
Bartholomew’s Hospital w Londynie, w dniach 22 i 23 kwietnia 1968 r. W obradach
brato udziat okoto 25 o0séb z réznych krajéw europejskich, w tym dwéch przedsta-
wicieli Polski (doc. dr W. Ostrowski z Krakowa i prof, dr M. Zydowo z Gdanska).
Celem spotkania byta z jednej strony konfrontacja metod nauczania biochemii stu-
dentéw medycyny w réznych krajach i szkotach europejskich, z drugiej za$ przedys-
kutowanie — jakie sa najskuteczniejsze i najekonomiczniejsze metody nauczania
medykow. Organizatorem ,szkoty” z ramienia FEBS byt prof. P. N. Campbell z Uni-
wersytetu w Leeds.

Pierwszy dzien konferencji byt poswiecony pogladom na nauczanie biochemii
i nauczaniu biochemii studentéw medycyny w Wielkiej Brytanii. Z wypowiedzi refe-
rentéw tego dnia mozna sie byto zorientowaé, ze nie tylko wsréd wyktadowcow
biochemii ré6znych Uniwersytetow w Wielkiej Brytanii, ale takze wsréd nauczajgcych
biochemie w 12 londynskich Szkotach Medycznych — panujg zupetnie przeciwstawne
poglady na warto$¢ praktycznego nauczania (tj. na przydatno$¢ praktycznych zajec
laboratoryjnych). Pierwszy referent — dr E. D. Wills z Medical College of St. Bartho-
lomew’s Hospital, reprezentowat poglad, ze ¢éwiczenia laboratoryjne nie pomagaja
studentom medycyny w zrozumieniu przedmiotu, nie sg takze w stanie nauczy¢
w dostatecznym stopniu tych czynnosci laboratoryjnych, ktére w przysztosci bytyby
potrzebne lekarzowi w jego codziennej pracy. Jakkolwiek w Szkole Medycznej,
ktorg reprezentowat dr Wills odbywajg sie praktyczne zajecia z biochemii (gtdwnie
doswiadczenia typu fizjologiczno-chemicznego, np. badanie wptywu wysitku na
poziom kwasu mlekowego w krwi, wbhudowywanie znakowanej izotopowo glukozy
i octanu w glikogen watroby szczura), to jego zdaniem nalezatoby zaprzesta¢ na-
uczania praktycznego biochemii medykdéw, zastepujgc ¢wiczenia laboratoryjne wigk-
szg iloscig godzin seminaryjnych, konsultacyjnych i wykiadowych. Potwierdzeniu
tej tezy miaty stuzy¢ wyniki ankiety rozpisanej wsréd studentéw medycyny londyn-
skich Szkét Medycznych, przedstawione przez Dr J. D. Hawkins’a z tegoz samego
Medical College of St. Bartholomew’s Hospital. W ankiecie tej zadano studentom

szereg pytan dotyczacych przydatnosci i atrakcyjnosci ¢wiczen laboratoryjnych
z biochemii. Z liczb przedstawionych przez prelegenta wynikato, ze istnieje wielka
rozbiezno$¢ zdan co do atrakcyjnosci i przydatnosci ¢éwiczen pomiedzy réznymi

szkotami medycznymi. Wydaje sie to bardzo zaleze¢ od sposobu prowadzenia zajec
praktycznych i od zaangazowania personelu nauczajgacego. Jako bardzo atrakcyjne
ocenili zajecia praktyczne studenci z Middlesex Hospital Medical School, gdzie bio-
chemii naucza Dr J. B. Jepson, ktory byt nastepnym prelegentem. Przedstawit on
schemat organizacyjny nauczania biochemii w swojej szkole i wyrazit poglad kran-
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cowo rozny od tego, jaki reprezentowat Dr Wills. Stwierdzit mianowicie, ze podstawg
nauczania powinny by¢ zajecia praktyczne, konsultacje i seminaria. Zdaniem Dr Jep-
sona kazde praktyczne ¢éwiczenie powinno spetnia¢ jeden z trzech warunkoéw: 1) od-
powiada¢ na pytanie, 2) uczy¢ techniki, ktéra bedzie w przysztosci zastosowana, lub
3) sprawia¢ niespodzianke. Tak zestawione ¢wiczenia uczg — zdaniem Dr Jepsona —
znacznie skuteczniej i lepiej, anizeli suchy system wyktadowo-seminaryjny, pobu-
dzajg do dyskusji i samodzielnych dociekan i dajg lepsze podstawy zrozumienia
medycyny.

Zestawienie przeciwstawnych poglagdéw na warto$¢ laboratoryjnego nauczania
biochemii studentéw medycyny wywotato wsréd zgromadzonych bardzo zywag dys-
kusje. Ws$roéd przedstawicieli wiekszosci krajéow europejskich przewazat poglad, ze
nalezy stanowczo utrzymacé zajecia praktyczne z biochemii, ktéra jest nauka do-
Swiadczalng podobnie jak fizjologia, biofizyka i inne dyscypliny podstawowe naucza-
ne na studiach lekarskich. Pozbawienie studentéw mozliwo$ci wykonywania chociaz-
by najprostszych doswiadczen odbitoby sie niekorzystnie nie tylko na laboratoryj-
nym, ale takze ogdlno-medycznym wyksztatceniu przysztych lekarzy. Taki poglad
reprezentowali rédwniez w dyskusji delegaci polscy.

Nastepnym referatem pierwszego dnia obrad byta prelekcja prof. D. N. Barona
z Royal Free Hospital School of Medicine, na temat warto$ci praktycznej biochemii
w medycynie klinicznej. Z tego referatu — jak i z wielu wypowiedzi dyskusyjnych —
wynikato wyraznie, ze obecny rozwdj medycyny klinicznej coraz bardziej opiera sie
na biochemicznych metodach badania i rozumowania. W tym takze kierunku zmie-
rzaja tendencje reform nauczania medycyny w Europie. W ramach studiéw klinicz-
nych coraz wiecej i cze$ciej naucza sie podstaw patologii biochemicznej i laborato-
ryjnych metod diagnostycznych.

Prof. P. N. Campbell z Uniwersytetu w Leeds przedstawit w dalszym ciggu obrad
projekt budowy nowego Wydziatlu Lekarskiego w jego Uniwersytecie, w Kktérym
przewidziano studenckie laboratoria wieloprzedmiotowe (MDL — multidisciplinary
laboratories). System nauczania w takich laboratoriach polegatby na tym, ze student
miatby swoje miejsce w ciggu catego roku tylko w jednym laboratorium, gdzie istnia-
tyby mozliwosci wykonywania ¢wiczen zaréwno np. z biochemii, jak i histologii,
biofizyki, fizjologii itd. Miatby to by¢ oszczedniejszy system budowania, a réwno-
czed$nie system, w ktérym integracja poszczegdlnych przedmiotéw mogtaby i$¢ bar-
dzo daleko. Oczywiscie stwarza to szereg niedogodnos$ci organizacyjnych i ktopotéw
osobowych. W dyskusji podnoszono, ze szereg takich laboratoriéw istnieje w niektd-
rych medycznych szkotach amerykanskich i kanadyjskich, jednakze niektére szkoty
po kilkuletnich prébach tego rodzaju wroécity do tradycyjnego systemu laborato-
ryjnego.

Na zakonczenie pierwszego dnia obrad architekt z londynskiego urzedu architek-
tonicznego przedstawit referat na temat projektowania i kosztéw budynkéw labora-
toryjnych przeznaczonych dla szkét wyzszych. Z wielu ciekawych zestawien jakie
podano w tym referacie warto — dla poréwnania — wspomnie¢ o rozdziale kosztow
budowy tego rodzaju budynkéw w Wielkiej Brytanii. Dla catego budynku koszt
wynosi (bez wyposazenia) 101 £/m2; z tego 44 £ przypada na sam budynek,
34 £ na instalacje i 23 £ na meble. Koszt wyposazenia ruchomego waha sie¢ w nie-
wielkich granicach, siegajgc (podobnie jak w Szwecji — co byto przedmiotem poéz-
niejszego referatu) 30% catego budynku. Jest to znaczne przesunigcie kosztow na
korzys¢ wyposazenia w poréwnaniu z praktyka wyposazania nowych budynkoéw sto-
sowana w Polsce. Takze i normy przestrzeni przewidziane na jednego studenta
w laboratorium wyliczone przez brytyjskich architektéw sg wyzsze anizeli to stosuje
sie u nas w Kraju. Na jednego studenta w laboratorium przewiduje sie tam 5m2

W drugim dniu obrad przedstawiciele krajow kontynentu europejskiego przed-
stawiali problemy nauczania biochemii w swoich szkotach medycznych. Prelekcje
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wygtaszali: Dr O. Zetterqvist z Uniwersytetu Uppsala w Szwecji i Prof. G. Seidelin
z Uniwersytetu w Kopenhadze w Danii. Prof. dr J. Leonis z Brukseli mowit m.in.
o stosowaniu filméw do instruowania studentéw o wykonywaniu praktycznych
zaje¢, a prof. H. Hers z Uniwersytetu w Louvain ogdlnie o nauczaniu biochemii stu-
dentow medycyny w Belgii. Nastepnie Dr H. G. Pandit-Hovenkamp z Amsterdamu
mowita o nauczaniu biochemii na Wydziatach Lekarskich w Holandii, Dr F. W. Brug-
man o reformie studiéw lekarskich wprowadzanych obecnie w Rotterdamie, a prof.
M. Zydowo o nauczaniu biochemii na Wydziatach Lekarskich w Polsce. Nie odbyta
sie — przewidziana programem — prelekcja biochemikéw czechostowackich, gdyz
delegacja z Czechostowacji nie przyjechata do Londynu.

Poréwnanie réznych systemoéw nauczania i probleméw, z ktérymi spotykajg sie
nauczyciele biochemii na Wydziatach Lekarskich w réznych krajach europejskich, byto
bardzo interesujgce. Odbywata sie réwniez bardzo ozywiona dyskusja niemal po wszy-
stkich wystapieniach. Przedstawiciele wszystkich reprezentowanych krajow z wyjat-
kiem Szwecji uskarzali sie, ze kandydaci na studia lekarskie stojg og6lnie na nizszym
poziomie anizeli kandydaci na inne kierunki studiéw. System rekrutacji na studia
jest bardzo rézny w réznych krajach. O ile np. w Wielkiej Brytanii odbywa sig
egzamin wstepny przed przyjeciem na studia lekarskie, to w Belgii i w Danii nie ma
zadnej selekcji przy przyjmowaniu, a w Szwecji odbywa sie konkurs matur, przy
czym nie ma znaczenia jakie przedmioty kandydat studiowat w szkole S$redniej.
Fakt, ze jedynie w Szwecji najlepsi kandydaci ubiegajg sie o przyjecie na studia
lekarskie, prébowano ttumaczy¢ perspektywami ekonomicznymi zawodu lekarza
w tym Kkraju.

W wielu krajach europejskich zostata przeprowadzona, lub jest w trakcie prze-
prowadzania reforma nauczania medycyny. Wszyscy poszukujg nowych skutecz-
niejszych metod nauczania oraz programéw jak najbardziej dostosowanych do po-
trzeb wykonywania zawodu lekarza. Wszyscy uczestnicy byli zgodni co do tego, ze
wielki postep w dziedzinie nauk biomedycznych dokonany w ostatnich latach stwarza
konieczno$¢ gruntowniejszego przygotowania teoretycznego lekarzy, ale stwarza row-
niez trudny problem selekcji materiatu z dziedziny biochemii, ktéry przyszty lekarz
winien sobie przyswoi¢. Sporo uwagi poswiecono audiowizualnym metodom naucza-
nia. M.in. prof. Seidelin z Kopenhagi demonstrowala aparat zastepujacy asystenta
w objasnieniu sposobu wykonywania ¢éwiczen, a bedacy potgczeniem magnetofonu
z automatycznie zmieniajacym przezrocza wizjerem. W czasie trwania konferencji
urzadzono wystawe przyrzadéw przydatnych w praktycznym nauczaniu biochemii
a produkowanych przez niektére firmy brytyjskie. Wyposazenie studenckich labora-
toriow biochemicznych zaréwno w Waielkiej Brytanii jak i w krajach kontynentu
europejskiego wydaje sie by¢ znacznie bogatsze anizeli w Polsce. Studenci medycyny
prawie we wszystkich krajach robig wtasnorecznie ¢wiczenia na aparatach Warbur-
ga — niektérzy probujg zastgpi¢ to wprowadzeniem do cwiczen studenckich elektrody
tlenowej Clarka; w wielu szkotach medycznych studenci postuguja sie na ¢wiczeniach
tak kosztownymi przyrzadami jak spektrofotometry do ultrafioletu, a nawet automa-
tyczne liczniki scyntylacyjne typu Packarda. W zwigzku z tym warto wspomnieé
o dyskusji, jaka wywigzata sie na temat celowos$ci stosowania ztozonej aparatury do
¢wiczen; niektérzy uczestnicy byli zdania, ze jest lepiej poleca¢ wykonywac C¢wicze-
nia studentom na prostych zestawach aparaturowych, ktdrych dziatanie tatwiej ob-
jasni¢, np. do badania radioaktywnosci zwigzku znaczonego weglem promieniotwoér-
czym lepiej (ze wzgledéw dydaktycznych) da¢ zestaw ztozony z licznika Geigera, prze-
licznika i zasilacza wysokiego napiecia, anizeli automatyczny licznik scyntylacyjny
Packarda. Nie wszyscy uczestnicy konferencji byli tego zdania; mozna bowiem argu-
mentowac, ze istotng korzyscig, jakg student ma wynie$¢ z wykonywanego ¢éwiczenia
jest zrozumienie jakiego$ procesu fizjologicznego czy biochemicznego, a nie — szcze-
g6ty dziatania aparatury stuzacej do przeprowadzenia pomiaru. Oczywiscie w konco-
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wym efekcie o uzyciu takiego czy innego zestawu aparatury dos$wiadczalnej dla stu-
dentéw decydujg wzgledy ekonomiczne.

Niematy wptyw na ekonomike nauczania i na mozliwosci stosowania réznych
technik w tym nauczaniu ma liczba studentéw. Polska stoi pod wzgledem liczby stu-
dentéw przypadajacych na jeden Wydziat Lekarski na jednym z pierwszych miejsc
w Europie. Sposréd krajow europejskich reprezentowanych na konferencji jedynie
w Belgii i Danii liczby studentéw przyjmowanych na pierwszy rok studiow sg po-
rownywalne z naszymi, jednakze w ciggu pierwszego i drugiego roku studiéw bardzo
znaczny procent studentéw odpada. W Wielkiej Brytanii np. przecietna liczba stu-
dentéw przyjmowana rocznie na Wydziat Lekarski wynosi ok. 80 os6b. Dzieki temu
niektore szkoty mogly wprowadzi¢ zwyczaj wiaczania studentéw — w ramach ich
zaje¢ praktycznych — do niektédrych prac badawczych prowadzonych przez pracowni-
kéw Katedry.

Dyskusje i wymiana poglagdéw na temat nauczania trwaty takze i w czasie wspol-
nych positkdw zorganizowanych dla uczestnikéw konferencji; zaréwno prelekcje jak
i dyskusje pozwalajg na wyciagniecie konkluzji, ze kierunek rozwoju nauczania bio-
chemii studentéw medycyny w Polsce jest stuszny i zgodny z tendencjami w innych
krajach europejskich. Wiele szczeg6tdw tej konferencji bedzie mozna w przysztosci
wykorzysta¢ w pracy Komisji Programowej i przy uktadaniu konkretnych programow
i metod nauczania. Organizatorzy zamierzajag wydrukowaé¢ materiaty z konferencji,
co utatwi szersze wykorzystanie jej wynikow.

W. Ostrowski
M. Zydowo
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Od Redakcji

W indeksie autoréw do XIV tomu Postepéw Biochemii przy pozycji
~Piechowska M. Transformacja bakterii” podano str. 573 zamiast

561 i omytkowo zamieszczono nazwiska: Buchowicz J, Ciesélak J,
i Erecinska M.

czyn technicznych.
Czytelnikow.

— autoréw recenzji wycofanych ze sktadu z przy-
Za wprowadzenie w btad przepraszamy naszych



Nalezy podawaé kolejno: L. p., nazwisko autora i pierwsze litery imion
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ginale), skroécony tytut czasopisma, tom (podkre$lony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202,
793 (1953). Wykaz skrotow tytutow czasopism podaja Post. Biochem. 7,
601 (1961). Cytujac ksiazki nalezy podac¢ kolejno: nazwisko i pierwsze li-
tery imion autora(6éw), tytut, wydawce, miejsce i rok wydania; np.: Ba-
ranowski T., Podrecznik Biochemii, PZWL, Warszawa 1963. Cytujac
artykuty w pracy zbiorowej nalezy poda¢ po tytule tom i nazwiska wy-
dawcow, oraz na koncu stronice; np. Schneider W. C.,, w Methods in En-
zymology, tom III, red. S. P. Colowick i N. O. Kaplan, Academic Press,
New York 1957, str. 680.
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